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ONSOZ

“Takrolimus kullanan bobrek nakil hastalarinda farmakogenetigin Oneminin
arastirtlmas1” bashikli  bu doktora tezi kapsaminda takrolimus (TKR)
metabolizmasindan sorumlu CYP3A5, CYP3A4 ve bu enzimlere elektron transferinden
sorumlu POR genlerindeki genetik farkliliklarin nakil sonrast ilk y1l (10. giin ve 1., 3.,
6., 9., 12. aylarda), hastalarin TKR doz ihtiyaglari ve TKR diizeyleri iizerine etkisi
arastirilmistir. Bu tez ¢alismasi neticesinde, CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28
polimorfizmlerinin bireysel ve kombinasyon analizlerinin bobrek nakil hastalarinin
TKR doz ihtiyact ve TKR diizey cesitliligini agiklamada birer farmakogenetik

gosterge olarak kullanilabilecegi kanitlanmustir.

Doktora egitimim siiresince, ¢alismalarim sirasinda derin bilgisini ve tecriibesini
esirgemeyen, calismalarimin her asamasinda degerli yorumlariyla bana yardimci olan,
tecriibelerinden faydalanma sansi veren, hayata bakis acis1 ve bilimsel goriisti ile bana
cok sey katan danisman hocam sayim Prof. Dr. Sinan SUZEN’e sonsuz tesekkiirlerimi

sunarim.

Tez c¢alismam ic¢in gerekli hasta popiilasyonuna ulasmamda ve klinik verileri
degerlendirmemde biiyiik emegi olan Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji

bilim dal1 6gretim iiyesi sayin Prof. Dr. Kenan Keven’e tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora ¢alismalarim siiresince arastirma laboratuvariin her tiirlii olanaklarindan
yararlanmamu saglayan ve lisansiistii egitimime katkida bulunan Ankara Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Anabilim Dali tiim 6gretim iiyelerine

tesekkiir ederim.

Deneysel calismalarim sirasinda, c¢ekinmeden kapisini calabildigim, yardim
istedigimde beni hi¢gbir zaman geri ¢cevirmeyen, her zaman destegini hissettigim sayin

Dog. Dr. Aylin USTUNDAG’a tesekkiir ederim.
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Beraber caligmaktan ve ayni odayr paylasmaktan biiyiik mutluluk duydugum, giizel
enerjisi ile beni de saran arkadasim Uzm. Ecz. Naile Merve GUVEN’e tesekkiir

ederim.

Bana olan inanci ile kendime giivenmemi saglayan, hayati beraber paylastigimiz igin

¢ok sansl1 hissettigim, esim Dr. Umut Can Oz’e tesekkiir ederim.

Son olarak, hayatimin her asamasinda yanimda olan, beni destekleyen, varliklari ile

giivende hissetmemi saglayan, biricik aileme sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Doktora egitimim siiresince, 2211-A Genel Yurti¢i Doktora Burs programi ile bana

destek olan TUBITAK-BIDEB e tesekkiir ederim.
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1.GIRIS

1.1. Kronik Bobrek Yetmezligi ve Bobrek Nakli

Kronik bobrek yetmezligi (KBY), ilerleyici bir bobrek rahatsizligina bagl olarak
geri-dontigsiiz nefron kaybi1 ile seyreden bobregin metabolik ve endokrin
fonskiyonlarini yerine getirememesi ile karakterize bir tablodur (Isakova ve ark., 2017;
Kidney Disease: Improving Global Outcomes, 2009). KBY, olgiilen glomeriiler
filtrasyon hizi ve bobrek fonksiyonlarma gére The National Kidney Foundation
Kidney Disease Outcomes Quality Initiative (Ulusal Bobrek Vakfi Bobrek Hastalig
Ciktilar1 Kalite Girisimi) ve KDIGO (Kidney Disease: Improving Global Outcomes,
Bobrek hastaliklar1  kiiresel = sonuglarin  iyilestirilmesi) kilavuzlarina  gore
evrelendirilmektedir. Son donem bobrek yetmezligi, bobrek fonksiyonlarmin geri-
dontigsiiz kaybi ile karakterize edilen besinci evreyi ifade etmektedir (Levey, 2012;
National Kidney, 2002). Son donem bobrek yetmezliginde, hastaya renal replasman
tedavi seceneklerinden birinin (hemodiyaliz, periton diyalizi veya bobrek nakli)

uygulanmasi gerekmektedir (Fleming, 2011).

1950’lerin ortasinda gergeklestirilen ilk basarili bobrek naklini takiben bu alanda
yapilan calismalar artmis ve son donem bobrek yetmezligi tedavisi i¢in (diyalizden
daha) etkili ve yeni bir cerrahi tedavi yontemi bulunmustur (Hariharan ve ark., 2000).
Her yil diinya ¢apinda yaklagik 100,000 organ nakil operasyonu gerceklestirilmekte
ve bu say1 yildan yila hizla artmaktadir (Delmonico ve ark., 2011). Ulkemizde de
yapilan nakil sayisi, hizla artis géstermektedir. Saglik bakanliginin giincel verilerine
gore 2018 yilinda Tiirkiye’de 3,874 bobrek nakli gerceklestirilmistir (T.C. Saglik
Bakanligi, 2019). Bobrek nakli, hayati tehdit eden ilerlemis (son) donem bobrek
yetmezliginde hastalarin yasam siirelerini uzatan ve yasam kalitesini belirgin bir
sekilde artiran en etkili yontemdir (Callaghan ve Bradley, 2006). Transplantasyonun
basarisini etkileyen onemli faktorlerden biri, operasyon sonrasinda organ reddini
onleyen immunosiipresif tedavidir (Halloran, 2004). Calismalarda, son 20 yilda yeni

gelistirilen ajanlar sayesinde immunosiipresif tedavi ile organ reddi oranlarinin

1



azaldig1, doku ve organ sag kalim siirelerinin uzadig1 gosterilmistir. Giiniimiizde
immunosiipresif tedavide kalsindrin inhibitorleri, antimetabolitler, antiproliferatif
ilaglar ve kortikosterodiler gibi farkli ajanlar kullanilmakla birlikte, klinikte en sik
recete edilenler, rejeksiyon oranlarini anlaml bir sekilde diisiiren, takrolimus (TKR)

ve siklosporinin gibi kalsindrin inhibitorleridir (Halloran, 2004; Su ve ark., 2012).

1.3. Bobrek Nakli Sonrasinda Kullamlan Immunosiipresif Tedavi Secenekleri

Nakil sonrasi donemde organ reddini onlemek tlizere kullanilan ¢esitli ajanlar
mevcuttur. Bu ajanlarin tek basina kullanimlari, tek ajanin yiiksek dozda kullanimi
nedeniyle advers etkilerde artisa yol agmakta ve hasta uyuncunu diisiirmektedir.
Bunun yerine rutin olarak kliniklerde farkli ila¢ gruplari bir arada kullanilmakta
boylece sinerjistik etki ile daha etkin bir immunosiipresyon saglanmasi yaninda doz
azaltilmasi ile de olas1 advers etkilerin Oniine gegilebilmektedir (Ekberg ve ark., 2009;
Metalidis ve Kuypers, 2011). Nakil sonrasi donemde giincel olarak kliniklerde
KDIGO kilavuzunda da oOnerilen bir steroid, bir antiproliferatif, bir kalsinérin
inhibitoriiniin yer aldigi1 idame immunosiipresif tedavi semasi uygulanmaktadir

(Leichtman, 2007; Lessan Pezeshki, 2004).

1.3.1. Kalsinérin inhibitorleri

Sikloskporin-A ve TKR, organ nakli sonrasinda modern immunosiipresif
tedavinin temel taslaridir (Malvezzi ve Rostaing, 2015). Kalsinorin inhibitérleri,
immmunofilin olarak adlandirilan, intraseliiler proteinlere baglanarak fonsiyonlarini
gosterirler (Azzi ve ark., 2013). Immunofilinler sonrasinda, intraseliiler bir diger
molekil olan, kalsinoriine baglanarak onun aktivitesini inhibe etmektedirler. Buna
bagli olarak, immun yanittan sorumlu T hiicre aktivasyonunu inhibe etmektedirler

(Bram ve ark., 1993).



Kalsinorin, iki alt birimden olusmaktadir: A Kkatalitik alt birim, (CnA),
kalsinorinin fosfataz aktivitesinden sorumludur. Regiilator B alt birimi (CnB) ise,

intraseliiler kalsiyumdan ve CnA’nin aktivasyonundan sorumludur (Hurwitz ve ark.,
1988).

T hiicre reseptorii araciligi ile T hiicrelerinin aktivasyonu, intraseliiler kalsiyum
konsantrasyonunu artirmakta ve kalsindrinin CnB altbirimini aktive etmektedir. Buna
bagli olarak, kalsinérin CnA alt birimi fosfataz aktivitesi kazanmaktadir. Aktive CnA,
bir transkripsiyon faktorii olan, sitoplazmik aktive T hiicrelerin niikleer faktoriinii
(NFAT) defosforile etmektedir. Aktive kalsinorin ile birlikte NFAT in niikleusa
translokasyonu gergeklesmektedir. Bunlart takiben, IL-2 iiretimi ve T lenfositlerin
biiytime ve farklilagsmasi1 gergeklesmektedir (Malvezzi ve Rostaing, 2015). TKR ve
TKR baglayici protein (FKBP-12) kompleksi, dogrudan kalsindrin CnA altbirimine
baglanarak, fosfataz aktivitesini inhibe etmektedir (Azzi ve ark., 2013).

1.4. Takrolimus

Takrolimus  (FK506), Streptomyces tsukubaensis'den elde edilmis
immunsuppresif 6zellikleri olan, molekiil agirhigr 822 kDa olan makrolid tiirevi bir
antibiyotiktir (C4sHeoNO12) (Sekil 1.1.) (J. Liu ve ark., 1991; Tanaka ve ark., 1987).
TKR ilk defa 1987’de izole edilmis ve 1994’te Amerika Gida ve Ila¢ Kurumu
tarafindan karaciger nakli sonrasinda kullanimi i¢in onaylanmistir (Christians ve ark.,
2002). Etkililiginin ve yan etki profilinin diger immunosiipresif ajanlardan daha iyi
olmasi nedeniyle, bobrek, akciger, kalp gibi tiim transplantasyon operasyonlari sonrasi

ilk tercih edilen ajan olmustur (M. Yu ve ark., 2018).

TKR’un aktivitesi CsA ile benzemesine ragmen, daha diisiik dozlarda, akut
rejeksiyon sikligini daha fazla azaltmaktadir (Grimm ve ark., 2006). Yapilan in vivo
ve in vitro immunosiipresyon modellerinde TKR’un, CsA’den 10-100 kat daha etkili

oldugu tespit edilmistir (Sawada ve ark., 1987).



Sekil 1.1. Takrolimusun kimyasal yapist (Knops ve ark., 2013).

1.4.1. Etki Mekanizmasi

Yiiksek derecede lipofilik bir molekiil olan TKR, etkisini hiicre i¢inde bulunan
TKR baglayici proteine (FKBP-12) baglanarak gostermektedir. FKBP-12 ve TKR un
baglanmasi ile olusan kompleks, kalsiyum/kalmoduline bagli bir fosfataz olan

kalsinorine baglanmaktadir (Ban ve ark., 2016; Thomson ve ark., 1995).

TKR ve FKBP-12 kompleksi, kalsindrin fosfataz ve dolayli olarak interklokin-2
(IL-2) ekspresyonu iizerinde doz-bagimli gii¢lii bir inhibitor etki gostermektedir
(Provenzani ve ark., 2013). Bu baglanma ile birlikte; TKR, kalsinérin aktivitesini
inhibe etmektedir. Boylece aktive T hiicrelerin niikleer faktoriinii (NFAT) 1n niikleusa
translokasyonu ve IL-2, IL-3, IL-4, tiimor nekroz-faktorii-alfa gibi sitokin genlerinin
transkripsiyonel aktivitesi diigmekte ve sonu¢ olarak T lenfosit proliferasyonu
azalmaktadir (Mochizuki ve ark., 1993; Schreiber ve Crabtree, 1992; Wiederrecht ve
ark., 1993). TKR etki mekanizmasi Sekil 1.2.’de sunulmustur.
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Sekil 1.2. TKR etki mekanizmasinin sematik gosterimi (Bennett ve ark., 2016).

1.4.2. Terapotik Endikasyonlar: ve Uygulama Sekli

TKR, karaciger, bobrek ve kalp nakli uygulanan hastalar organ reddini 6nlemek

amaciyla kullanilmaktadir.

Bobrek naklinde doz semasi:

TKR’un, bobrek nakil hastalarinda baslangi¢ dozu 0,2-0,3 mg/kg/giin’diir. Bu
doz 12 saat ara ile ikiye boliinerek uygulanmaktadir (Staatz ve Tett, 2004). Uygulama,
cerrahi miidahaleden sonraki yaklasik 24 saat icerisinde baslamaktadir. (Laskow ve
ark., 1998). Bobrek nakil operasyonu gegirmis g¢ocuklarda ise baslangig dozu
0,3mg/kg/glin olarak, ikiye boliinmiis doz seklinde uygulanmaktadir. Nakil sonrasi
ilerleyen donemlerde ise hedeflenilen kan ilag diizeyine ve hastanin klinik seyrine gore

doz titrasyonu yapilmaktadir (Storset ve ark., 2015).



Kalp naklinde doz semasi:

TKR, kalp nakil operasyonu sonrasinda 0,075 mg/kg/glin dozda antikor
indiiksiyonu ile baslamaktadir. Pediyatrik kalp nakil hastalarinda bu baslangi¢c dozu
0,03-0,05 mg/kg/giin seklinde 15-25 ng/ml tam kan TKR konsantrasyonuna ulasacak
sekilde uygulanmaktadir (Thervet ve ark., 2010).

Karaciger naklinde doz semasi:

Karaciger nakil operasyonu gegiren yetiskinlerde TKR baslangi¢ dozu 0,10-
0,20 mg/kg iken pediyatrik hastalarda bu doz 0,30 mg/kg/giin olacak sekilde
ayarlanmaktadir. Bu doz 12 saat ara ile ikiye boliinerek uygulanmaktadir (Kuypers,
2010).

1.4.3. Farmakokinetik Ozellikleri

1.4.3.1. Emilim

TKR, oral alimi takiben sindirim sisteminde hizla absorbe olmakta, kandaki
doruk plazma konsantrasyonuna yaklagik 1-3 saatte ulagmaktadir (Durham, 1990).
Arastirmalarda, TKR’un barsaklardan hizlica absorbe edilmesine ragmen oral
biyoyararlaniminin %20-25 araliginda oldugu tespit edilmistir (lwasaki, 2007).
TKR’un emilim hiz1 ve derecesi agcken en fazladir. Yiyeceklerle birlikte alimi, TKR un

emilimin hizin1 ve miktarin1 azaltmaktadir (Bekersky veDressler ve ark., 2001).

1.4.3.2. Dagilim

TKR temel olarak alfa-1-asit glikoproteine ve daha az miktarda da serum
albuminine, yiiksek oranda (yaklasik %99) baglanmaktadir (Nagase ve ark., 1994).
Plazmadaki TKR’un %99’u baglanmis durumda bulunmaktadir, sistemik dolasimda
TKR’un eritrositlere giiclii olarak baglanmasi, tam kankonsantrasyonu/plazma
konsantrasyonu dagilim oraninin yaklagik 20:1 olmasi ile sonuglanmaktadir, bu

nedenle Terapotik Ilag Diizeyi Izlemi (TiDI)’nde tam kan TKR konsantrasyonu
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Ol¢iilmektedir (Tang ve ark., 2016). Sistemik dolasima giren TKR’un, eritrositlere
baglanmayan kismi ise lenfositlere girerek immunosiipresif etkisini gostermektedir
(Kapturczak ve ark., 2004). TKR’un yarilanma 6mrii uzun ve degiskendir. Saglikli
gontllilerde tam kandaki ortalama yarilanma omrii yaklasik 43 saat iken bu deger
bobrek transplantasyonlu erigkin hastalardaki ortalama 15,6 saattir (Wallemacq ve
Verbeeck, 2001).

1.4.3.3. Metabolizmasi

TKR temel olarak, karacigerde sitokrom P450 (CYP450), enzim sistemi
tarafindan metabolize edilmektedir (Iwasaki, 2007). Sitokrom P450 3A4 ve 3A5 TKR
metabolizmasinda goérev alan primer enzimlerdir (Dai ve ark., 2006; de Jonge ve ark.,
2012). TKR’un temel metabolik yolaklari; hidroksilasyon, demetilasyon ve
oksidasyondur. Yapilan in-vitro ¢alimalar CYP3A5 katalik aktivitesinin CYP3A4’e
gore 1,6 kat daha yiiksek oldugunu gostermistir (Kamdem ve ark., 2005). CYP3A
enzimleri, TKR’un O-demetilasyonunu baglatir, makrolid halkasini destabilize ederek,
ikincil ve ti¢linciil metabolitlerin olugmasini saglamaktadirlar. Bugiine kadar TKR un
tespit edilen 15 metaboliti bulunmaktadir (Iwasaki, 2007). 13-O-Desmetil TKR,
TKR’un baslica metabolitidir (Staatz ve Tett, 2004). TKR’un bu majoér metabolitinin
olusmasinda CYP3A4 ve 3AS5 enzimleri esit rol almaktadir. Ancak bu metabolitin
ikincil metabolitlerinin metabolizmasinda CYP3A4’tin roli CYP 3A5 enziminden
daha fazladir (lwasaki, 2007). 13-O-Desmetil-TKR metaboliti, TKR un onda biri
kadar immunosiipresif aktiviteye sahipken, mindr bir metabolit olan 31-O-Desmetil-
TKR’un immunsupressif etkisinin TKR ile benzer oldugu tespit edilmistir (Iwasaki ve
ark., 1995; Iwasaki,Shiraga ve ark., 1993). Sekil 1.3.te TKR ve metabolitleri

sunulmustur.
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Sekil 1.3. TKR ve alternatif metabolitleri (Dai ve ark., 2006).

1.4.3.4. Eliminasyonu

Takrolimusun %1’inden daha diisiik bir orani idrarla ve fegesle degisme
ugramadan atilir bu durum TKR’un eliminasyon Oncesi neredeyse tamamen
metabolize olduguna isaret etmektedir. TKR’un metabolitlerinin yaklagik %95°1 safra

yolu ile uzaklastirilmaktadir (Moller ve ark., 1999).

CYP3A4 ve CYP3AS enzimlerinin yani sira P-glikoprotein de farkli TKR
diizeylerinin tecriibe edilmesinde rol olmaktadir (Hebert, 1997). P-glikoproteinler,
ince barsak enterositlerinin viluslarinda yiiksek oranda bulunmaktadirlar ve absorbe
edilmis TKR’u intestinal limene pompalayarak, intraseliiler ila¢ konsantrasyonunu
diistirmektedirler (Wacher ve ark., 1998). P-glikoprotein fonksiyonu, kendi
aktivitesini inhibe eden ya da indiikleyen ajanlarla birlikte kullanildiginda

degismektedir (Yigitaslan ve ark., 2016). Yapilan arastirmalarda, ince barsaklardaki



P-glikoprotein ekspresyonunun, bireyler arasi 2 ile 8 kat aras1 farklilik gosterdigi tespit

edilmistir (Lown ve ark., 1997).

1.4.4. Farmakodinamik Ozellikleri

TKR’un, immunosiipresif etkisini hiicre i¢inde bulunan FKBP-12 proteinine
baglanarak gosterdigi bilinmektedir. Olusan kompleks, spesifik olarak kalsindrine
baglanarak inhibe etmekte ve T-hiicre sinyal iletim yolaklarinda inhibisyona neden
olmaktadir. Buna baglhi olarak da lenfokin genlerin transkripsiyonunu
engellenmektedir (Noceti ve ark., 2014). TKR etkisini yalnizca immun hiicreler
tizerinde, kalsinérin inhibisyonu seklinde gostermemektedir, bu durum da
immunosiipresif etki yaninda gesitli istenmeyen etiklere neden olmaktadir. Bu yan
etkiler arasinda, nefrotoksisite, norotoksisite, diabetes mellitus, gastrointestinal
rahatsizliklar, hipertansiyon, artmis enfeksiyon riski ve maligniteler yer almaktadir

(Issa ve ark., 2013; E. H. Liu ve ark., 2007; Rakel ve Karelis, 2011).

1.4.5. istenmeyen Etkiler

TKR kullanimina bagl olarak ortaya ¢ikan yan etkiler genellikle, operasyon
sonrasindaki birkag¢ ay i¢inde ortaya ¢ikmaktadir. Bu etkilerin, cogu geri doniisliidiir,
zamanla doza bagli olarak azalmaktadir. TKR un yiiksek dozlarda kullanimina bagh
olarak ortaya c¢ikan yan etkiler arasinda: enfeksiyon, nefrotoksisite, norotoksisite,
diyabet, hipertansiyon, gastrointestinal rahatsizliklar sayilabilir (Mor ve ark., 1997;
Plosker ve Foster, 2000; Staatz ve Tett, 2004; M. Yu ve ark., 2018).

1.4.5.1. Enfeksiyon ve Neoplazmalar

Diger immunosiipresif ajanlarda oldugu gibi, TKR kullanan hastalar enfeksiyon
ve malignite riski altindadir. Transplantasyonu takiben, ilk bir yil i¢inde hastalarin
yaklagik %751 bir ya da birden fazla enfeksiyon gegirmektedir (Mayer, 1999; Singh

ve ark., 2016). Immiinosupresif tedavi alan hastalarda malignite riskinin arttigi,



lenfoproliferatif bozukluklarin da bulundugu kétii huylu ve iyi huylu neoplazmlarin

gozlendigi tespit edilmistir (Cowlrick ve ark., 2008; Mayer ve ark., 1997).

1.4.5.2. Nefrotoksisite

Nefrotoksisite, TKR kullanan hastalarin neredeyse yarisinda ortaya ¢ikan ve
tedaviyi kisitlayan istenmeyen bir etkidir (de Mattos ve ark., 2000). Ancak bu etkiyi
sadece TKR kullanimina baglamak dogru degildir. Immunosiipresif olarak kullanilan,
nefrotoksik etkisi olan diger ilaglar ve/veya onceden var olan (diyabet gibi) veya
devam eden bobrek hastaliklar1 da bu istenmeyen etkinin ortya ¢ikmasina neden

olabilmektedir (Naesens ve ark., 2009).

1.4.5.3. Norotoksisite

Titreme, bas agrisi, uykusuzluk TKR kullanimi ile ortaya ¢ikan mindr ndroloijk
istenmeyen etkiler arasinda bulunmaktadir. Yapilan klinik ¢aligsmalarda, tremorun 35-
56% siklikta, bas agrisinin %?20-64 siklikta, uykusuzlugun ise %24-32 siklikta
goriildigi tespit edilmistir (Bechstein, 2000; Naesens ve ark., 2009). Nobetler, biling
bozuklugu, koma gibi ciddi norotoksik etkiler ise daha az siklikta goriilmektedir ve

yiiksek TKR kan konsantrasyonlari ile iliskilendirilmistir (Mor ve ark., 1997).

1.4.5.4. Metabolik Etkiler ve Diabetes Mellitus

Nakil sonras1 gelisen diabetes mellitus (DM), TKR’un en onemli yan
etkilerindendir. DM, greft ve hasta sagkalimini azaltirken, kardiyovaskiiler hastaliklar
ve mortalite riskini artirmaktadir (Palepu ve Prasad, 2015). Ayrica, TKR ile birlikte
kullanilan steroidlerin de periferik insiilin rezistansini artirmalari ve glukoz
metabolizmasini degistirmeleri nedeniyle bu istenmeyen etkiye zemin hazirladiklar
diistiniilmektedir (Dong ve ark., 2012; van Raalte ve ark., 2009). Nakil sonrasi DM
prevalansi, risk faktorleri ile degiskenlik gostermekle birlikte, ilaca ait kisa iiriin
bilgisinde goriilme sikligi ¢ok yaygmn (>1/10) olarak belirtilmektedir (Balla ve
Chobanian, 2009; Prokai ve ark., 2012). Nakil sonrasi DM’in, patofizyoloijisinde
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insiilin yetersizligi, insiilin direnci ve/veya yetersiz insulin salim1 mekanizmalarinin

yer aldig1 bir ¢esit Tip 2 DM formu oldugu diisiiniilmektedir (van Hooff ve ark., 2004).

1.4.5.5. Hipertansiyon

Hipertansiyon, greft ve hasta sagkalimini etkileyen; TKR kullanan karaciger ve
bobrek nakil hastalarinin neredeyse %50’sinde ortaya ¢ikan istenmeyen bir etkidir
(Hartmann ve Midtvedt, 2002). Bu durumun, yetersiz vazodilatasyon, renal hasar,
artmig vazomotor tonus, sodyum tutulumu gibi mekanizmalar ile oldugu
diisiiniilmektedir. Ayrica, kombine olarak tedavide kullanilan steroidlerin, su
tutulumunu artirmasinin da hipertansiyon i¢n risk faktorii oldugu bilinmektedir
(Didion, 2011). Hastanin viicut kitle indeksinin yiiksek olmasi, vericinin hipertansif
olmasi, nakil dncesinde kardiyovaskiiler hastaligi olmasi da hipertansiyon ortaya

cikmasini tetiklemektedir (Hartmann ve Midtvedt, 2002; Hoorn ve ark., 2012).

1.4.5.6. Gastrointestinal Rahatsizhiklar

Diyare, bulanti, konstipasyon TKR kullanan nakil hastalarinin siklikla tecriibe
etttigi yan etkiler arasindadir. Bunlardan diyare ve bulanti ¢ok yaygin goriilmektedir

(Staatz ve ark., 2004; Staatz ve Tett, 2004).

1.4.5.7. Diger Yan Etkiler

Nefrotoksisiteye bagli ortaya c¢ikan, diisiik veya normal renin aldosteron
konsantrasyonlarinin eslik ettigi hiperkalemi TKR kullanimi sirasinda siklikla
karsilagilan yan etkilerdendir (Didion, 2011). Doz ayarlamas: ile her zaman
diizelmeyebilir ve diisiik kan TKR diizeylerinde de goriilebilir. Hipomagnezemi
yaygin olarak gortilebilir ve renal magnezyum koruma mekanizmalarinda bozulmaya

bagli olarak gelistigi diistiniilmektedir (Staatz ve Tett, 2004).
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1.4.6. ilac Etkilesimleri

Metabolik etkilesimler

TKR, sistemik olarak CYP3A enzimleri tarafindan metabolize edilmektedir.
CYP3A izoenzimleri, birgok ilacin ve ksenobiyotigin metabolizmasinda yer alan
major Faz I metabolizma enzimlerindendir (Christians ve ark., 2002). Bu nedenle,
CYP3A4 ve CYP3AS5 enzimlerini inhibe ettigi veya indiikledigi bilinen tibbi tiriinler
veya bitkisel ilaglar, TKR’un metabolizmasini etkileyebilir ve dolayisiyla takrolimus
kan seviyelerini artirabilir veya azaltabilirler. Calismamiz tasarlanirken bu durum géz
oniinde bulundurularak, TKR ile etkilesim gosteren ila¢ kullanan hastalar ¢calismaya

dahil edilmemistir.

1.4.6.1. Metabolizma Inhibisyonu

TKR metabolizmasininin inhibisyonuna neden olan asagidaki molekiiller, TKR
kan diizeylerinde artisa ve buna bagli olarak, nefrotoksisite, nérotoksisite gibi advers
etkilerin ortaya ¢ikmasina neden olmaktadir (Christians ve ark., 2002). Bu durumda

hastalarda TKR dozunun azaltilmasi gerekmektedir.

Ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, klotrimazol gibi antifungal
ajanlar (Albengres ve ark., 1998; Khan ve ark., 2014), eritromisin, klaritromisin gibi
antibiyotikler (Wallemacqg ve Verbeeck, 2001), Human Immunodeficiency Virus
(HIV) proteaz inhibitérleri (6rn: ritonavir, nelfinavir, sakinavir), Hepatit C Virus
(HCV) proteaz inhibitorleri (6rn. telaprevir, boseprevir) (Harbell ve ark., 2013),
diltiazem, verapamil, nifedipin, nikardipin, gibi kalsiyum kanal blokerleri (Christians
ve ark., 2002), omeprazol, nefazodon, ve Schisandra sphenanthera ekstrakti igeren
bitkisel ilaglar ile giicli veya zayif etkilesim gostermekte ve metabolizma
inhibisyonuna neden olabilmektedir. Benzer sekilde, bromokriptin, kortizon, dapson,
ergotamin, gestoden, lidokain, mefenitoin, mikonazol, midazolam, nilvadipin,
noretisteron, kinidin, tamoksifen, troleandomisin molekiilllerinin de TKR
metabolizmasinin potansiyel inhibitorleri oldugu in vitro olarak gosterilmistir

(Iwasaki, Matsuda ve ark., 1993; Matsuda ve ark., 1996; Mignat, 1997; Prasad ve ark.,
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1994). Greyfurt suyunun da metabolizma inhibisyonu ile kan TKR seviyelerini
artirdig1 bildirilmistir (Edwards ve ark., 1999).

Takrolimus kan diizeyi artisina yol agan diger olasi etkilesimler

TKR’un, kendisi gibi yaygin bigimde plazma proteinlerine baglanma affinitesi
yiiksek olan ilaglar (8rn. non-steroid anti-enflamatuvar ilaglar (NSAIl), oral
antikoagiilanlar ya da oral antidiyabetikler) ile etkilesim olasidir. Metoklopramid,
simetidin gibi prokinetik ilaglar ve magnezyum-aliiminyum-hidroksit gibi
absorpsiyonu azaltabilen antiasit ajanlar, potansiyel etkilesimler ile sistemik
takrolimus maruziyetini artirmaktadir (Mignat, 1997). Ozet olarak, yukarida
bahsedilen ajanlar, TKR’un hepatik metabolizmasini etkilemekte ve oral

biyoyararlanimi artirarak kan TKR diizeylerinde artisa neden olmaktadir.

1.4.6.2. Metabolizma Indiiksiyonu

CYP3A enzimlerinin indiiksiyonu, TKR eliminasyonunun hizlanmasina, oral
biyoyararlaniminin azalamasimna neden olmaktadir. Sonu¢ olarak, ilag¢ etkililigi
azalmakta ve daha yiiksek ilag dozlarmna ihtiya¢ duyulmaktadir (Christians ve ark.,
2002). Rifampisin, fenitoin, St. John'’s Wort (Hipericum perforatum) ile, hemen hemen
tiim hastalarda TKR dozunu artirmay1 gerektiren giiclii etkilesimler gosterilmistir
(Hebert ve ark., 1999; Hebert ve ark., 2004; Jantz ve ark., 2013). Fenobarbital ile klinik
olarak anlamli etkilesim oldugu gosterilmistir (Siddiqi ve Marfo, 2010).
Kortikosteroidler, TKR metabolizmasinda yer alan hem CYP3A hem de P-
glikoprotein aktivitesini indiiklemektedir, bu nedenle yiiksek steroid dozlarina
¢ikilmas1 durumunda daha yiiksek TKR dozu ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir (Anglicheau
ve ark., 2003). Akut rejeksiyonu 6nlemek i¢in uygulanan yiiksek doz prednizolon veya
metilprednizolonun, TKR kan seviyelerini artirma veya azaltma potansiyeli soz
konusu  olabilmektedir.  Karbamazepin ve izoniazidin de takrolimus

konsantrasyonlarini azaltma potansiyeli bulunmaktadir (Wada ve ark., 2009).
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1.4.6.3. TKR’un Diger Tibbi Uriinlerin Metabolizmasi Uzerine Etkisi

In vitro c¢alismalarda, TKR’un bazi ilaglarin CYP-bagimli metabolizmasini
inhibe ettigi gosterilmistir (1zuishi ve ark., 1997). Siklosporin’in yarilanma émrii, TKR
ile kullanildiginda uzamaktadir. Ayrica, sinerjistik/aditif nefrotoksik etkiler de
olusabilir. Bu nedenle, siklosporin ve TKR kombine kullanim1 6nerilmemektedir (Jain

ve ark., 1991).

Statin grubu antihiperlipidemikler ile TKR birlikte kullaniminin statinlerin
farmakokinetigini biiyiik oranda degistirmedigi tespit edilmistir (Lemahieu ve ark.,
2005). Aminoglikozidler, giraz inhibitorleri, vankomisin, siilfametoksazol
+trimetoprim, NSAII, gansiklovir, asiklovir, amfoterisin B ve ibuprofen gibi
nefrotoksik veya norotoksik etkileri oldugu bilinen ajanlarin TKR ile birlikte kullanimi1
bu etkilerde artiga yol agabilmektedir (Mignat, 1997). TKR kullanimi hiperkalemi ile
iligkilendirilebileceginden; fazla miktarda potasyum alimindan kacinilmasi veya
amilorid, triamteren veya spironolakton gibi potasyum tutucu ditiretiklerin

kullanilmamasi tavsiye edilmektedir (Roughead ve ark., 2010).
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Cizelge 1.1. TKR un etkilesim gosterdigi ilaglar ve etkilesimin kan TKR diizeylerine etkisi (Mignat,

adsorpsiyon, pH-
bagimli degredasyon

1997).
ilac grubu Etkilesim gosteren | TKR Olas etkilesim Klinik etki
ajan metabolizmasi mekanizmasi
iizerine etkisi
Antibiyotikler
Eritromisin ITKR CYP3A inhibisyonu | 1TKR diizeyi
Klaritromisin metabolizmasi P-Glikoprotein 1Toksisite riski
inhibisyonu
CYP3A indiiksiyonu | |TKR diizeyi
Rifampisin TTKR P-Glikoprotein Rejeksiyon riski
metabolizmasi indiiksiyonu
Antifungaller
Flukonazol |TKR CYP3A inhibisyonu | 1TKR diizeyi
Ketokonazol metabolizmasi 1Toksisite riski
itrakonazol
Kalsiyum
kanal
blokerleri
Diltiazem |TKR CYP3A inhibisyonu | 1TKR diizeyi
Verapamil metabolizmasi P-Glikoprotein 1Toksisite riski
inhibisyonu
Antiepileptik
ajanlar
Fenitoin TTKR CYP3A indiiksiyonu | |TKR diizeyi
Fenobarbital metabolizmast P-Glikoprotein Rejeksiyon riski
indiiksiyonu
HIV proteaz
inhibitorleri
Ritonavir |TKR CYP3A inhibisyonu | 1TKR diizeyi
Nelfinavir metabolizmasi 1Toksisite riski
Diyet
Greyfurt suyu |TKR CYP3A inhibisyonu | 1TKR diizeyi
metabolizmasi 1Toksisite riski
Bitkisel St. Johns wort TTKR CYP3A indiiksiyonu | |TKR diizeyi
takviyeler metabolizmasi Rejeksiyon riski
Diger ajanlar
Aminoglikozidler Yok Farmakodinamik Artmig
Amfoterisin B Yok etkilesim nefrotoksisite
riski
Anti asitler Yok Fiziksel |TKR diizeyi

Rejeksiyon riski

1.4.7. Kan TKR Diizeyinin Onemi

TKR, organ nakli sonrasinda akut rejeksiyonu onlemede kullanilan giiglii bir

immunsupresandir. Ancak dar bir terapdtik pencereye sahip olmasi ve Onemli
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istenmeyen etkilere neden olmasi nedeniyle, ilacin hedef terap6tik konsantrasyonlarda
tutulmasi greft ve hasta sag kalimi i¢in oldukga kritiktir (Oellerich ve ark., 1998).

TKR’un subterapotik konsantrasyonlarda kalmasi rejeksiyona neden olurken,
yuksek konsantrasyonlarda olmasi, nefrotoksisite, diabetes mellitus, artmis enfeksiyon
riski gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir (Fredericks ve ark., 2003). Giiniimiizde
kliniklerde immun sistemin asir1 veya yetersiz baskilanmasinin dniine gegmek iizere,
TIDI yapilmaktadir (Oellerich ve ark., 1998; S. F. Yu ve ark., 2006). Hedef kan TKR
diizeyleri farkli merkezlerde uygulanan immunosiipresif tedavi semasma gore
degiskenlik gosterebilmektedir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, Ibn-i Sina
Hastanesi Nefoloji Klinigimizde; kan TKR diizeyi, nakil sonrasi ilk 3 ay i¢in 9-10
ng/ml diizeylerinde tutulurken, 3 aydan sonra ilk 1 yil ortalama 7-8 ng/ml diizeyinde
tutulmaya calisilmaktadir. Daha sonraki yillarda ise 5-7 ng/ml diizey
amaglanmaktadir. Tim bu terapotik araliklar, “Kidney Disease: Improving Global
Outcomes (KDIGO) Clinical Practice Guideline of Kidney Transplant Recipients’’
kilavuzunda da belirtildigi sekilde belirlenmektedir (Kidney Disease: Improving
Global Outcomes Transplant Work, 2009).

TIDI, ilag konsantrasyonlarmin biyolojik materyalde uygun yontemler ile
Olglimii ve bireysel olarak ilaca maruziyetin durumunu gosteren bir yontemdir.
Hastaya uygulanan ila¢ dozunun, hedef terapotik degerlere ulasip ulagsmadiginin

anlasilmasina yardimci olmaktadir (Wallemacq ve Verbeeck, 2001).

TIDI, o6zellikle rejeksiyon gelisme ihtimalinin yiiksek oldugu operasyon
sonrasindaki ilk glinlerde olduk¢a 6nemlidir (Tavira ve ark., 2014). TKR kullanan
bobrek nakil hastalarinda yapilan bir ¢calismada, TKR kan diizeyleri Sng/ml’nin altinda
olan, subterapétik diizeyde kalan hastalarda rejeksiyon oranlarinin %30 oldugu ve
toksisite goriilmedigi rapor edilirken, 10 ng/ml’nin tizerideki hastalarda ise rejeksiyon
oranlarmin sadece %3 oldugunu ancak toksisite riskinin %45 oldugu belirtilmektedir
(Oellerich ve ark., 1998). Giiniimiizde TKR ig¢in en sik kullanilan ila¢ diizeyi izlem
yontemi, son TKR dozu alinmadan hemen oOnce tam kandan yapilan 6l¢iimdiir

(Andrews ve ark., 2017; Bouamar ve ark., 2013). Giiniimiizde TKR diizeylerinin
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Ol¢timii i¢in farkli teknikler kullanilmaktadir. Bunlara; enzyme-linked immunosorbent
assay (ELISA), microparticle enzyme-linked immuno-assay method (MEIA) ve
enzyme multiplied immunoassay technique (EMIT), cloned enzyme donor
immunoassay (CEDIA) yontemleri 6rnek olarak verilebilir (Akbas ve ark., 2005;
Jusko, 1995).

TIDI, ilag dozlarmin bireysellestirilmesine biiyiik olgiide yardimei olsa da
deneme yanilma temeline dayanmakta, tek basina yetersiz kalmakta ve bir¢ok hastada
ilacin hedef kan diizeylerine ulasmasin1 geciktirmektedir (S. F. Yu ve ark., 2006). Ilac,
kararli diizeye ulasincaya kadar hasta, yiiksek veya diisik dozda TKR’a maruz
kalmakta ve bunun sonucunda da istenmeyen komplikasyonlar goriilmektedir
(MacPhee, Fredericks ve ark., 2005). Son yillarda 6zellikle immunosiipresif ilaglarin
farmakogenetigi lizerine yapilan ¢alismalar olduk¢a 6nem kazanmistir. Bdylece,
genotip temelli doz belirlenmesi ile cok daha hizli bir sekilde hedef kan
konsantrasyonlarina ulasilirken ortaya c¢ikabilecek komplikasyonlarin Oniine

gecilebilecektir.

1.4.8. Kan TKR Diizeyini Etkileyen Faktorler

TKR kullanan hastalarda goriilen bireyleraras1 farkliliklar yapilan bir¢ok
calismada agiklanmaya ¢alisilmistir (Christians ve ark., 2002; Mignat, 1997). CYP3A
enzimleri ve P-glikoprotein disinda TKR diizeylerini etkileyen ¢esitli faktorler oldugu
tespit edilmistir. TKR farmakokinetigine etki ederek, immunosiipresan etkide

cesitlilige neden olan faktorler asagida 6zetlenmistir.

1.4.8.1. TKR ilag Diizeyini Etkileyen Genetik Olmayan Faktorler

Cinsiyet

Klinik ¢alismalarda cinsiyetin, TKR farmakokinetik profilinde degisime neden

olmadigi tespit edilmistir (Fitzsimmons ve ark., 1998).
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Etnik koken

Aragtirmalar, beyaz 1k ile karsilastirildiginda Afrika kokenli Amerikalilarin,
daha yiiksek TKR dozlarina ihtiyag duyduklarini gostermistir. Benzer sekilde,
biyoyararlanimin da siyahi hastalarda daha diisiik oldugu gozlenmistir (Fitzsimmons
ve ark., 1998; Uber ve ark., 2001). Etnik gruplar arasindaki bu farkliligin irklar
arasindaki CYP3A ve/veya P-glikoprotein aktivitesi ile iligskili oldugu
diistintilmektedir (Felipe ve ark., 2001).

Yas

Geriatrik hastalarda TKR farmakokinetiginde degisim olmadig: diisiiniilmesine
ragmen, pediyatrik hastalar terapdtik TKR kan konsantrasyonlarina ulagsmak igin
yetiskinlerden 2-4 kat yiiksek TKR dozlarina ihtiyag duymaktadir. Bu yiiksek doz
ihtiyacinin, CYP3A enzimlerindeki farkliliklardan ileri geldigi diisiiniilmektedir
bunun yanisira P-glikoprotein farkliliklari, barsak uzunlugu, hepatik kan akist da doz
ihtiyacini degistiren diger faktorler arasinda sayilmaktadir (V. Gijsen ve ark., 2011,
McDiarmid ve ark., 1993; Przepiorka ve ark., 2000).

Renal fonksiyon

TKR  farmakokinetik  ozellikleri  renal fonksiyonlar  tarafindan
etkilenmemektedir. Transplantasyon oOncesi renal disfonksiyonu olan hastalar ile
saglikli gonillillerde yapilan caligmalarda, TKR klirensin benzer oldugu tespit
edilmistir (Hesselink,Ngyuen ve ark., 2003; van Hooff ve ark., 1999).

Hepatik fonksiyon

Karaciger fonksiyonlar1 normal olan kisilerle karsilastirildiginda, karaciger
fonksiyon bozuklugu bulunan hastalarda TKR konsantrasyonlarinin daha ytiksek,
plazma yarilanma Omriiniin daha uzun ve Kklirens seviyeleri daha diisiik olma

potansiyeli bulunmaktadir (Bekersky,Dressler ve ark., 2001; Jain ve ark., 1993; Pou
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ve ark., 1998). Hepatit C pozitif ve negatif hastalarda yiiriitiilen bir ¢alismada, HCV
pozitif hastalarin, HCV negatif hastalardan daha diisik TKR dozlarina ihtiyag
duyduklar gosterilmistir. Hepatit virusunun karciger hiicrelerinde replikasyonu CYP
enzim sisteminde degisikliklere neden olmakta ve TKR metabolizmasinin azalmasina

neden olmaktadir (Manzanares ve ark., 1998; van den Berg ve ark., 2001).

Kortikosteroid Dozu

TKR ile tedavide yer alan steroidler, CYP3A izoenzimlerini indiikleyerek TKR
eliminasyonunu arttirabilmektedirler. Ancak, bir ¢alismada uygulanan steroid dozu ile
ihtiyag duyulan TKR dozu arasinda bir korelasyon oldugu gdsterilirken, bir baska
calismada TKR ile steroid kullannminin TKR farmakokinetigi iizerine bir etkisi

olmadigini gosterilmistir (Anglicheau ve ark., 2003; Lam ve ark., 2008).

Hematokrit ve albiimin konsantrasyonlari

TKR yiiksek oranda kirmizi kan hiicrelerine ve serum albiiminine
baglanmaktadir. Hematokrit ve alfa-1-asit glikoprotein konsantrasonu bobrek nakil
hastalarinda operasyonun hemen sonrasinda diisiik olmakla birlikte bu diizey zamanla
yiikselmektedir. Hastalarda, TKR ilag diizeylerinin tam kanda 6l¢iilmesi nedeniyle,
diisiik hematokrit ve alblimin konsantrasyonlarina bagli olarak olciilen total ilag
diizeylerinin de diisiik olmasi olast bir tablodur (M. L. Huang ve ark., 1988). Bu
durumda, tam kan ilag klirensi artmis gibi goriinse de baglanmamis olan ilag

Konsantrasyonu ayni kalacaktir.

Diyare

TKR kullanan hastalarda akut ve kronik diyare donemlerinde kan TKR
diizeylerinde artig oldugu gosterilmistir (Staatz ve Tett, 2004). Bu durum, aglik ve
artmis absorpsiyon ve artmis intestinal permeabilite veya azalmis hepatik kan akis1 ve
azalmis hepatik metabolizma ile agiklanabilir (Zylber-Katz ve Granot, 2001). Enterite

neden olan viral enfeksiyonlar, enterositlerde CYP3A enzim aktivitesini diislirebilir ve
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TKR diizeylerinde artisa neden olabilrler (Asano ve ark., 2004). Ayrica,
gastrointestinal kanalda CYP3A c¢esitli yerlerde degisen miktarlarda bulunmaktadir,

gastrointestinal gegis siiresinin degismesi TKR biyoyararlanimini degistirebilmektedir

(Berengue ve ark., 2003).

Transplantasyon sonrasi gecen stire

Trasnplanstayon sonrasinda erken donem ile kiyaslandiginda, zamanla
hastanin terapotik diizeylere ulasmak i¢in ihtiya¢ duydugu TKR dozunun azaldigi
gosterilmistir (Dashti-Khavidaki ve ark., 2016). Bu durum temel olarak, artan TKR
biyoyararlanimi ve azalan TKR klirensi ile iliskilendirilmektedir (Pou ve ark., 1998).
303 Bobrek transplantasyon hastasinda yapilan bir ¢alismada, nakil sonrasi ikinci yilda
hastalarin ihtiya¢ duydugu TKR dozunda %50 diisme gézlenmis ve zamanla azaltilan
steroid dozunun ve artmis hematokrit ve albiimin konsantrasyonlarinin buna neden

olabilecegi disiiniilmistiir (Undre ve Schafer, 1998).

1.4.8.2. TKR 1la¢ Diizeyini Etkileyen Genetik Faktorler

TKR ilag¢ yanitin1 etkileyen cesitli faktdrler bulunmaktadir, bunlar etkisini ilag
farmakokinetigi veya farmakodinamigi lizerinde gostermekte ve ila¢ etkililigi ve
immunosiipresif yanitta cesitlige neden olmaktadir. Bugiine kadar ilag yanitimi
etkileyen, genetik ve genetik olmayan bir¢cok faktor tanimlanmistir. Genetik
faktorlerin bireyler arasinda ¢esitlilige neden olan en O©nemli faktor oldugu
diistiniilmektedir (Kalow ve ark., 1998; S. F. Yu ve ark.,, 2006). Son yillarda
immunosiipresif ilaglarin farmakogenetigi iizerine yapilan calismalar olduk¢a dnem
kazanmstir. Ozellikle ilag metabolizmasinda rol alan enzim ve proteinleri kodlayan

genlerdeki degisiklikler, immunosiipresif ajanlara yanitta bireysel farkliliklar

olusturan temel etkendir (Hesselink,Van Schaik ve ark., 2003; S. F. Yu ve ark., 2006).
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1.4.9. Farmakogenetik

Farmakogenetik, bireylerin ilaglara yanitindaki farkliligin1 genetik gergevede
inceleyen bilim dalidir (Mroziewicz ve Tyndale, 2010). Farmakogenetik ilk defa
1950’lerde bilim dali olarak anilmaya baslanmistir (Kalow, 2001). ilk defa 1956’da
genetik olarak biitiril kolinesteraz eksikligi olan hastalarin, anestezi sirasinda
stiksinilkolin enjeksiyonu sonucu 61diigii rapor edilmistir. 1970’lerde debrisokin
kullanan hastalarin ¢ogunda yan etkiler meydana gelmistir. Arastirmacilar bu yan
etkilerin kolinesteraz, sitokrom P450, N-asetiltransferaz gibi enzimlerin genetik
eksikliklerinden kaynaklandigini géstermislerdir. 2003 yilinda insan genom projesinin

tamamlanmasi ile farmakogenetik ¢aligsmalar hiz kazanmistir (Kalow, 2006).

Gilintimiizde nefroloji kliniklerinde TKR baslangi¢ dozu, hastanin kilosuna gore
ayarlanmakta ve kan TKR diizeylerine gore doz titre edilmektedir. Uygulama
sirasinda, transplantasyon sonrast Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi, ibn-i Sina
Hastanesi Nefoloji Kliniginde, ilk aylarda kan TKR diizeyi 9-10ng/ml daha sonraki
aylarda ise 7-8 ng/ml diizeyinde tutulmaya ¢alisilmaktadir ancak bu diizeyler, hastanin
genetik-klinik ge¢misi, transplantasyon ¢esidi, diyeti, kullanilan diger ilaglar gibi
birgok faktorden etkilenmektedir. Farmakogenetik ¢aligmalar, bireylerarasi bu
cesitliligi  yaklasik %20-95 oranlarda tahmin edebilmekte-agiklayabilmektedir
(Herrero ve ark., 2010; Provenzani ve ark., 2013). Boylece, daha hizli ve kesin bir

sekilde uygun baslangi¢ ve idame dozu ayarlanmasina olanak tanimaktadir.

Transplantasyon sonrasi ilag tedavisinin farmakogenetik yontemler ile
bireysellestirilmesi, tedavinin etkililigini ve gilivenliligini artirmanin yaninda
yapilacak harcamalar1 da en aza indirgeyecektir (Verbelen ve ark., 2017). Ila¢ dozu
ayarlanmasi sirasinda yaganan gecikmeler, yetersiz veya yiiksek dozda ilaca maruziyet
sonucu ortaya ¢ikabilecek komplikasyonlar, pahali ve yasam boyu kullanilmasi

gereken bu ajanlar ile tedavinin maliyetinin artmasina neden olacaktir.
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Sonug olarak, hedef kan konsantrasyonlarina daha hizli ulagilmasinin yaninda,
olas1 istenmeyen etkiler ve bunlarin da tedavisi i¢in gereken tedavi masraflari ortadan

kalkacaktir (Groessl ve ark., 2018).

Oral uygulanan TKR, gastrointestinal kanaldan absorbe edildikten sonra,
karacigerde CYP 450 enzimleri tarafindan metabolize edilmektedir. Metabolizmada
temel rolii olan CYP3A4 ve CYP3AS5 enzimleri ve bu enzimlere elektron tasimada
gorevli sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) genlerindeki degisiklikler, bireylerin
degisen TKR ihtiyac¢larini agiklamaktadir (M. Yu ve ark., 2018).

1.5. TKR Metabolizmasinda Yer Alan Genler

1.5.1. CYP3A5 Geni, CYP3A5*3 Polimorfizmi

CYP3A alt ailesi, CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 ve CYP3A43 enzimlerinden
olusmaktadir (Barry ve Levine, 2010). CYP3A4 yetiskin bireylerde bulunan dominant
izoenzimdir, CYP igeriginin %30-401n1 olusturmaktadir, karacigerde ve kalin ve ince
barsakta yogun bir sekilde eksprese edilmektedir. CYP3AS ise bu dokular yaninda
prostat ve az miktarda da bobreklerde bulunmaktadir. CYP3AS; ilaglarin, yag
asitlerinin, steroidlerin, ksenobiyotiklerin metabolizmasinda 6nemli bir role sahiptir

(Guengerich, 1999).

CYP3A4 ve CYP3AS enzimlerinin instestinal mukozada ve hepatik hiicrelerde
bulunmasi, TKR’un sistemik dolasima girmesinden 6nceki ilk gegis etkisinde gorev
almaktadir. Bu iki enzimde yer alan genetik polimorfizmler, bireylerarasi farkliliklarin
olusmasinda 6nemli rol oynamaktadir (Jacobson ve ark., 2011). TKR, yanitindaki
bireylerarasi ilag¢ diizey farkliligini olusturan; en 6nemli faktér metabolizmada gorevli
birincil enzim olan sitokrom P450 3A5’i kodlayan CYP3A5 genindeki degisimdir
(Tavira ve ark., 2014). CYP3AS5 enzimini kodlayan gen, yedinci kromozomun uzun
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kolu tizerinde (7q.21.1) yer almaktadir (J. A. Williams ve ark., 2003). CYP3A5 geni
tizerinde farkli polimorfizmler tanimlanmistir ve ekspresyon diizeyi etnik gruplar
arasinda cesitlilik gostermektedir. Cizelge 1.4.’te farkli populasyonlarda CYP3A5*3

polimorfizmine ait alel frekanslar1 yer almaktadir.

CYP3AS genindeki polimorfizmler bireyler arasindaki TKR doz ihtiyag
cesitliligini %40-50 oraninda agiklamaktadir (Tang ve ark., 2016). Bu polimorfizmler
arasinda CYP3A5*3 tek niikleotid polimorfizmi (rs776746, 6986A>G veya T>C)
uygun TKR dozunun belirlenmesindeki en giiglii genetik etkendir (Haufroid ve ark.,
2006; Tavira ve ark., 2014). Bu varyant, CYP3A5 geni intron 3’te yer almakta, 6986.
pozisyonda adeninden guanine olan degisimi ifade etmektedir (M. Yu ve ark., 2018).
CYP3A5*1 aleli yabanil tip olarak adlandirilmaktadir. Homozigot yabanil tip genotipe
sahip bireyler normal metabolize edici bireylerdir (CYP3A5*1/*1, AA genotip).
CYP3Ab5 geni igin varyant allelerde (CYP3A5*3, G alleli tasiyanlarda) ise, mRNA kisa
kalmis erken durdurucu kodon olusmus ve buna bagli olarak fonksiyonel CYP3AS

protein ekspresyonu azalmistir (Birdwell ve ark., 2015).

Varyant CYP3A5*3 aleli i¢in homozigot olan bireyler (CYP3A5*3/*3),
fonksiyonel CYP3AS proteini tasimazken (CYP3AS ekspresyonu yapmayanlar), en az
bir ~ fonksiyonel ~CYP3A5*1 alleli tasiyan bireyler CYP3AS5 proteini
sentezleyebilecektir. CYP3AS enzimini kodlayan gendeki degisiklikler, TKR diizeyi
ve TKR doz ihtiyac1 arasindaki iligki ¢izelge 1.2.°de 6zetlenmistir.
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Cizelge 1.2. CYP3AS5 enzimini kodlayan gendeki degisiklikler, TKR diizeyi ve TKR doz
ihtiyaci arasindaki iligki (Chen ve Prasad, 2018)

TNP (tek

Hasta profili Alel niikleotid Etki TKR diizeyi | KRdoz
- N ihtiyaci
polimorfizmi)
MRNA dogru
ekcs:, ;)(rpeg)f(\)?lu 1L rs6986 AA sentezlenmektedir,_ ! 1
a0an /%3 6086 AG normal CYP3A5 enzim
yap rs miktari ! 1
mRNA yanlig
CYP3A5 sentezlenmektedir,
ekspresyonu *3/*3 rs6986 GG fonksiyonel olmayan 1 l
yapmayan CYP3AS5 proteini
olusmaktadir

Sonug olarak, CYP3A5*3 varyant1 hastalari; yavag metabolize edici (homozigot
varyant CYP3A5*3/*3), orta hizli (heterozigot CYP3A5*1/*3) ve normal metabolize
edici (CYP3A5*1/*1, homozigot yabanil tip) olarak smiflandirmaya olanak
tamimaktadir (MacPhee ve Holt, 2008; Tavira ve ark., 2014). Fonksiyonel CYP3A5
enzimi tastyan bireyler (CYP3A5*1/*3 ve CYP3A5*1/*1genotipine sahip olanlar),
TKR’u normal metabolize etmeleri nedeniyle, hedef terapotik TKR
konsantrasyonlarina ulasmak i¢in diger bireylerden daha yiiksek ila¢ dozlarina ihtiyag
duymaktadirlar (Tavira ve ark., 2014). Gergeklestirilen retrospektif ¢aligmalarda
bobrek, kalp, karaciger nakilli hastalarda; TKR tam kan diizeyleri ve doz ihtiyaglari
CYP3AS5 polimorfizmi ile iliskili olarak bulunmustur; en az bir CYP3A5*1aleli tasiyan
hastalarin CYP3AS5 ekspresyonu yapmayanlara gore (CYP3A5*3/*3) daha diisiik TKR
konsantrasyon/doz oranlarina sahip olduklari tespit edilmistir (Zheng ve ark., 2004).
Bir bagka ¢alismada ise bobrek nakilli hastalarda CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1/*1
genotiplerine sahip hastalar arasinda hedef konsantrasyonlara ulagsmak i¢in gerek
duyulan giinliik dozlar arasinda 2,3 kat fark tespit edilmistir. Bunun yani sira, CYP3AS
ekspresyonu yapan bobrek nakil hastalarinda, operasyon sonrasindaki ilk iki hafta
icinde, terapotik kan konsantrasyonlarina ulasmak i¢in gereken siirenin de uzadigi
tespit edilmistir (Thervet ve ark., 2010). Bir ¢alismada ise CYP3AS5 ekspresyonu olan
hastalarin CYP3AS5 eksprese etmeyen bireylere gore TKR oral klirenslerinin 2,4 kat
daha yiiksek oldugu ve ihtiya¢ duyduklar1t TKR dozunun ise 2,5 kat arttig1 tespit
edilmistir (Kuypers, 2018). Cizelge 1.5.’te kan TKR diizeyleri ve CYP3A5*3 aleli

iliskisinin inceledigi bazi1 farmakogenetik ¢alismalar ve sonuglar1 sunulmustur.
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CYP3A5*3/*3  genotipli

bireyler

ile karsilastirildiginda,

CYP3A5*1/*1

genotipine sahip olmanin TKR klirensini 2 kat artirdigi, heterozigot CYP3A5*1/*3

genotipli bireylerde ise kliresin 1,7 kat artt1g1 tespit edilmistir (Boughton ve ark., 2013;
MacPhee ve ark., 2004; Oetting ve ark., 2016). CYP3A5*3/*3 genotipli bireyler,

CYP3AS5 eksprese eden bireylere gore %48 diisiik oral klirense sahiptir (Barry ve

Levine, 2010). Cizelge 1.3.te CYP3AS enzimini kodlayan gendeki varyasyonlarin

ila¢ metabolizmasi tizerindeki olasi etkileri 6zetlenmistir.

Cizelge 1.3. CYP3AS enzimini kodlayan gendeki varyasyonlarin

tizerindeki olasi etkileri (Birdwell ve ark., 2015).

ilagc metabolizmasi

Metabolizma

durumu

Genotip

Olasi Kklinik etki

Terapotik oneriler

Normal metabolize

Standart dozda tedavi ile

Baslangi¢ dozu, 1,5-2

kat artirilmal, total

edici Fonksiyonel 2 adet alel .
terapotik konsantrasyonlara baslangi¢ dozu 0,3
(CYP3AS5 ekspresyonu tagtmaktadir r b
ulagsamayabilir. Rejeksiyon mg/kg/gtin dozunu
yapan) *1/*1 e . o
riski s6z konusu olabilir. agmamalidir. TIDI ile
doz ayarlanmalidir.
Baslangi¢ dozu, 1,5-2
Orta diizeyde Bir fonksiyonel bir de o kat artirilmali, total
. o . Standart dozda tedavi ile
metabolize edici fonksiyonel olmayan alel ] baglangi¢ dozu 0,3
terapdtik konsantrasyonlara
(CYP3AGS ekspresyonu tagimaktadir - mg/kg/giin dozunu
ulasabilir. L
yapan) *1/*3 asmamalidir. TIDI ile

doz ayarlanmalidir.

Yavas metabolize edici

(CYP3AGS ekspresyonu
yapmayan)

Fonksiyonel olmayan 2
adet alel tasimaktadir
*3/*3

Standart dozda tedavi ile

terapotik

konsantrasyonlarin iizerine

ulagabilir. Istenmeyen
reaksiyon goriilme riski

mevcuttur.

Tedavi, standart
Onerilen doz ile
baslanmalidir, TIDI ile

doz ayarlanmalidir.

CYP3AS5*3 alel frekansi etnik gruplar arasinda farklilik gostermektedir, goriilme
sikliginin Avrupalilarda %95, Afrikalilarda %18, Dogu Asyalilarda %71,3, Giliney

Asyalilarda %66,8 ve Amerikalilarda %79,7 civarinda oldugu onceki ¢alismalarda
rapor edilmistir (Zhou ve ark., 2017). Cizelge 1.4.’te CYP3A5*3 alelinin farkl

popiilasyonlarda dagilimi sunulmustur.
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Cizelge 1.4. CYP3A5*3 alelinin farkli popiilasyonlarda dagilimi

.. .. CYP3A5*3
Calisma grubu Ulke Kisi sayis1 frekanst (%) Kaynak
. (International
Beyaz irk Amerika 111 96 HapMap, 2003)
. (de Jonge ve ark.,
Beyaz Irk Belgika 59 92 2012)
Beyaz itk Almanya 74 93 (Mai ve ark., 2004)
Beyaz Irk Italya 143 94 (Stratta ve ark., 2012)
Beyaz Irk Ispanya 206 96 (Tavira ve ark., 2013)
(Kurzawski ve ark.,
Beyaz Irk Polonya 241 96 2014)
Afrika kokenli . (Jacobson ve ark.,
Amerikali Amerika A 32 2011)
Sar1 irk Japonya 97 72 (Niioka ve ark., 2013)
. (W. Zhang ve ark.,
Sart irk Cin 203 72,4 2011)
Sar1 irk Kore 129 76,0 (Kim ve ark., 2012)
.. Lo (Ashavaid ve ark.,
Giineybat1 Asya Hindistan 44 66 2010)
. (Kayilioglu ve ark.,
Beyaz irk Tiirkiye 51 86 2017)

Arastirmalar, giiniimiizde nefroloji kliniklerinde uygulanmakta olan kilo-temelli

TKR dozu ayarlanmasinin, CYP3AS ekspresyonu yapan bireylerde nakil sonrasi erken

donemde, yetersiz kaldigin1 ve bu durumun akut rejeksiyon riskini artirdigini

gdstermistir. MacPhee ve arkadaslari da nakil sonrasi erken donemde TiDI

yapilmasina ragmen CYP3A5 ekspresyonu yapan bireylerin, hedef terapotik TKR

konsantrasyonlarina ulasmada gecikme yasadigini gostermistir (MacPhee ve ark.,

2004).
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Cizelge 1.5. Kan TKR diizeyleri ve CYP3A5*3 aleli iligkisinin inceledigi bazi farmakogenetik

calismalar ve sonuglari

. Kisi
Haclar Popiilasyon Sonug¢ Kaynak
sayisi
TKR Beyaz itk Kan TKR diizeyleri,
MMF’ Belgika 208 TKR doz ihtiyact CYP3A5*1 aleli tagtyanlarda (*3/*3 (de Jonge ve
St (lj Bobrek genotipli hastalar ile kiyaslandiginda) tiim ¢alisma ark., 2011)
erol
nakli stiresince daha ytiksektir.
Beyaz irk
TKR, Avustralya CYP3A5*3 aleli tagiyan, ekspresyon yapmayanlarda H ‘
uve ark.,
MMF, Bobrek 138 TKR Co/Doz degerleri CYP3A5*1 aleli tasiyanlar ile 2018)
Steroid nakli kiyaslandiginda daha yiiksek ¢ikmustir.
TKR doz ihtiyact en az bir *1 aleli tasiyan hastalarda,
Beyaz irk
TKR, *3/*3 ile kiyaslandiginda 1,7 kat daha yiiksektir. .
Hollanda (Hesselink ve
MMEF, 136 CYP3AS ekspresyonu yapan hastalarin, hedef kan
. Bobrek . . ark., 2008)
Steroid i konsantrasyonlarina ulagma siiresi, *3 aleli tagiyanlara
nakii
gore daha uzundur.
CYP3AG5 ekspresyon yapmayanlarda TKR Co/Doz
TKR Sar1 irk degerleri ekspresyon yapan hastalar ile kiyaslandiginda
‘ Cin 2,2 kat daha yiiksek ¢ikmigtir. X. Zhang ve
MMF, 118 " ( g
Stertl Bobrek CYP3AS ekspresyonu yapan hastalarin, hedef kan TKR ark., 2005)
erol
nakli diizeylerine ulagma siiresi, CYP3AS5 ekspresyonu
yapmayanlara gore daha uzundur.
TKR doz ihtiyact CYP3A5*1 aleli tagiyanlarda (*3/*3
Beyaz irk
TKR, . genotipli hastalar ile kiyaslandiginda) daha yiiksektir.
Italya ) . . . (Ferraresso ve
MMF, 30 Olgiilen kan TKR diizeyleri, *3/*3 genotipe sahip
. Bobrek ) ) ark., 2007)
Steroid i hastalarda; *1 aleli tasiyanlar ile kiyaslandiginda daha
nakli
diisiiktiir.
Beyaz irk
Ingiltere
S N CYP3A5 ekspresyon yapmayanlarda TKR Co/Doz
art 1r
degerleri ekspresyon yapan hastalar ile
TKR, Giiney ve (Macphee,
karsilastirildiginda daha yiiksek ¢ikmistir. .
MMF, Orta Asya 180 Fredericks ve
. . CYP3AS ekspresyonu yapan hastalarin, hedef kan TKR
Steroid Siyah Irk ] ) ark., 2005)
. diizeylerine ulagma siiresi, CYP3AS ekspresyonu
Afrika
yapmayanlara gore daha uzundur.
Bobrek
nakli
Beyaz itk ) o )
TKR, CYP3A5*3/*3 genotipe sahip bireyler, *1 aleli tagtyanlar
Hollanda (Lloberas ve
MMF, 151 | ile kiyaslandigina TKR Co/Doz degerlerinin daha yiiksek
. Bobrek ark., 2017)
Steroid i oldugu tespit edilmistir.
nakli
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1.5.2. CYP3A4 geni, CYP3A4*22 Polimorfizmi

CYP3A4, karacigerde en fazla eksprese olan CYP izoenzimidir, toplam CYP
enzimlerinin %30-40’1n1 olusturmaktadir ve ilaglarin %45-60’1nin metabolizmasindan
sorumludur (Danielson, 2002). Uygulanan TKR’un yaklasik %40’1 CYP3A4 enzimi
tarafindan metabolize edilmektedir. CYP3A4 enzim aktivitesi bireyler arasinda 10 ile
100 kat arasinda degismektedir (J. K. Lamba ve ark., 2002; Westlind ve ark., 1999).
Bireyler arasinda goriilen hepatik CYP3A4 ekspresyon farkliliginin, yaklasik %851
genetik faktorler ile agiklanabilmektedir (Ozdemir ve ark., 2000). CYP3A4 geni,
yedinci kromozom (7921.3-q22.1) iizerinde yer almaktadir. Gen; 27,592 baz ¢ifti (b¢)
uzunlugunda olup 13 ekzondan olusmaktadir (Keshava ve ark., 2004). CYP3A4 geni
yiiksek oranda polimorfik bir gendir. CYP3A4 geninde tanimlanan bu polimorfizmler,
cok diisiik goriilme sikligina sahiptirler (Elens,van Gelder ve ark., 2013). Bunlar
arasinda siklikla goriilen ve incelen polimorfizmler CYP3A4*1B ve CYP3A4*22 dir
(Elens,van Gelder ve ark., 2013).

CYP3A4*22 polimorfizmi (rs35599367, C>T), ilk defa Wang ve arkadaslari
tarafindan, altinci intron iizerinde, 15389. pozisyonda sitozinden timine olan degisim
seklinde tanimlanmustir. Bu ¢alismada, CYP3A4*22 polimorfizminin, mRNA
ekspresyonunu ve insan karaciger enzim aktivitesini diisiirdigl tespit edilmistir
(Wang ve ark., 2011). CYP3A4*22 alelinin hepatik ekspresyon iizerine etkisi total
CYP3A4 mRNA diizeyleri dlgiilerek tespit edilmistir. Buna gore; yabanil genotipe
sahip (CYP3A4*1/*1, CC genotip) bireylerin, CYP3A4*22 (CT veya TT) varyant
aleline sahip bireyler ile kiyaslandiginda, 1,7 kat yiiksek mRNA diizeylerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir (Wang ve ark., 2011). Sonug olarak, azalmis CYP3A4
protein igeriginin ve buna bagl olarak CYP3A4 aracili enzim aktivitesinin
CYP3A4*22 aleli ile iliskili oldugu tespit edilmistir (Okubo ve ark., 2013). Elens ve
arkadaglan tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada CYP3A4*22 polimorfizminin
CYP3A4 enzim aktivitesini %20 oraninda diistirdiigii tespit edilmistir (Elens, van
Schaik ve ark., 2011). Insan karaciger mikrozomlar1 ile gerceklestirilen bir ¢alismada
CYPA4*22 aleli tagtyan bireylerin, yabanil tip bireyler ile kiyaslandiginda CYP3A4
protein iceriginde %28 diisme oldugu tespit edilmistir (Pasternak ve ark., 2018).
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Cizelge 1.6.°da gosterildigi gibi CYP3A4*22 polimorfizminin olas1 klinik

etkileri tahmin edilmektedir ancak kilavuzlara gegmis genotip-temelli bir dozlama

onerisi heniiz bulunmamaktadir.

Cizelge 1.6. CYP3A4 enzimini kodlayan gendeki varyasyonlarin ilag metabolizmasi

tizerindeki olasi etkileri

Metabolizma durumu

Genotip

Olasi Kklinik etki

Yavas metabolize edici

Fonksiyonel olmayan 2 adet alel

tagimaktadir

CYP3A4*22/*22 aleli tastyicist

Standart dozda tedavi ile terapotik
konsantrasyonlarin iizerine ulasabilir.

Istenmeyen reaksiyon gériilebilir.

Bir fonksiyonel bir de
fonksiyonel olmayan alel

Orta diizeyde
. . tagimaktadir
metabolize edici
CYP3A4*22
CYP3A4*1

Standart dozda tedavi ile terapotik

konsantrasyonlara ulagabilir.

Normal metabolize
edici

Fonksiyonel 2 adet alel
tasimaktadir
CYP3A4*1/*1

Standart dozda tedavi ile terapotik
konsantrasyonlara ulagamayabilir.

Rejeksiyon riski s6z konusu olabilir.

CYP3A4*22 polimorfizminin goriilme sikligr etnik gruplara gore ¢esitlilik

gostermektedir. CYP3A4*22 polimorfizminin goriilme sikliginin Avrupalilarda %S5,
Afrikalilarda <%0,01, Dogu Asyalilarda %0, Giiney Asyalilarda %0,06 ve
Amerikalilarda %2,6 civarinda oldugu bildirilmistir (Zhou ve ark., 2017). CYP3A4*22

alelinin farkli popiilasyonlarda dagilimi Cizelge 1.7.’de 6zetlenmistir.

Cizelge 1.7. CYP3A4*22 alelinin farkl popiilasyonlarda dagilimi

Calisma grubu Populasyon Kisi sayist ?rzlfaiéf;’iz) Kaynak
Pt roflende % 33 “eark 2018
Beyaz ik Amerika 243 5,4 (Okuggl\éeS ark.,
Beyaz irk Tiirk 194 1,6 (Kal’a;:gl\;t; ark.,
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Bobrek nakil hastalarinda yapilan bir calismada CYP3A4*22 (mindr-varyant T
aleline sahip bireyler) genotipine sahip bireylerin azalmis kalsinérin inhibitor klirensi
gosterdigi bu nedenle de yiiksek doza maruziyet riskinin arttig1 tespit edilmistir. Elens
ve arkadaslar1 CYP3A4*22/*22 (TT genotip) genotipine sahip bireylerin CYP3A4*1
(CC genotip, yabanil tip) aleline sahip bireyler ile kiyaslandiginda daha diisiik TKR
dozlarma ihtiya¢ duydugunu gostermistir (Elens, Bouamar ve ark., 2011). Cizelge
1.8°’de kan TKR diizeyleri ve CYP3A4*22 aleli iliskisinin inceledigi bazi

farmakogenetik calismalar ve sonuglar1 sunulmustur.
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Cizelge 1.8. Kan TKR diizeyleri ve CYP3A4*22 aleli iliskisinin inceledigi bazi
farmakogenetik calismalar ve sonuglari

fark bulunmamugtir.

Medikasyon | Popiilasyon Kisi Sonug¢ Kaynak
sayisi
TKR, steroid | Beyaz irk 185 TKR doz ihtiyact, T varyant aleli tagiyan | (Elens, Bouamar ve
Hollanda hastalar, CC genotipe sahip hastalar ile | ark., 2011)
Bobrek nakli kiyaslandiginda %33 daha disiiktiir.
TKR, MMF, | Beyaz irk 49 Doz-ayarli TKR diizeyleri T varyant aleli | (Elens, van Schaik
steroid Hollanda tagtyan hastalar, CC genotipe sahip hastalar | ve ark., 2011)
Bobrek nakli ile kiyaslandiginda 2 kat daha yiiksektir.
TKR doz ihtiyact, T varyant aleli tagiyan
hastalar, CC genotipe sahip hastalar ile
kiyaslandiginda %42,6 daha diisiiktiir.
TKR, MMF, | Beyaz irk 96 CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin, kan | (Elens, Capron ve
Steroid Belgika TKR diizeyleri, CYP3A4*1 aleli tagiyanlar | ark., 2013)
Bobrek nakli ile kiyaslandiginda anlamli olarak yiiksek
bulunmustur.
CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar doz-
ayarlh TKR diizeyleri CYP3A4*1 aleli
tastyanlara gore daha yiiksektir
TKR, MMF, | Beyaz irk 66 Terapotik  TKR  konsantrasyonlarina | (V. M. Gijsen ve
Steroid Hollanda ulagmak i¢in CYP3A4*22 aleli tasiyan | ark., 2013)
Pediatrik kalp hastalar CYP3A4*1/*1 genotipe sahip
nakli hastalardan %30 diisik TKR dozuna
ihtiya¢ duymaktadir.
TKR, MMF, | Beyaz irk 298 Terapotik  TKR  konsantrasyonlarina | (Kuypers ve ark.,
Steroid Belgika ulagmak i¢in CYP3A4*22 T aleli tasiyan | 2014)
Bobrek nakli hastalar, CC genotipe sahip hastalardan
anlamli olarak diisiik TKR dozuna ihtiyag
duymaktadir
TKR, MMF, | Beyaz Irk 1966 CYP3A4*22 aleli tagiyan hastalar, doz | (Mohamed ve ark.,
Steroid Avrupa ayarli TKR diizeyleri anlamli olarak daha | 2019)
kokenli yiiksektir.
Amerikalt
Bobrek nakli
TKR, MMF, | Beyaz irk 140 Hastalarin ihtiya¢ duydugu TKR dozu | (Santoro ve ark.,
Steroid Brezilya, CYP3A4*22 aleli ile iligkili bulunmamugtir. | 2013)
Bobrek nakli
TKR, MMF, | Beyaz irk, 206 CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar ile | (Tavira ve ark.,
Steroid Ispanya CYP3A4*1 aleli tagiyan hastalar arasinda | 2013)
Bobrek nakli doz-ayarli TKR diizeyleri arasinda anlamli
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TKR temel olarak, karaciger, barsakta CYP3AS5 ve 3A4 enzimleri tarafindan
metabolize edilmektedir (Kamdem ve ark., 2005; Staatz ve Tett, 2004). CYP3A5
enziminin major rolii oldugu bilinmektedir, ayrica CYP3AS5 enzimini kodlayan
gendeki CYP3A5*3 polimorfizminin TKR dozlarin1 ayarlamadaki rolii kabul edilmis
ve klinik farmakogenetik uygulama konsorsiyum kilavuzuna (CPIC) girmistir
(Birdwell ve ark., 2015). Ancak CYP3A5 genindeki bu TNP, bireyler arasinda TKR
ila¢ yanit1 ve yan etkilerini agiklamada tek basina yetersiz kalmaktadir (Shuker ve ark.,
2016). CYP3A5 enzim aktivitesini ortadan kaldiran CYP3A5*3 TNP’nin yaninda
CYP3A4 enzim aktivitesinin azalmasina neden olan CYP3A4*22 TNP’nin de bu
cesitliligi agiklamada rolii olabilecegi diisiiniilmektedir (Elens, Bouamar ve ark., 2011;
Elens, Capron ve ark., 2013; Kuypers ve ark., 2014). Buna gore; hastalarin yavas
metabolize edici, orta hizli metabolize edici ve normal metabolize edici seklinde
siiflandirilmasinin bu fonksiyonel iki Tek niikleotid Polimorfizmine (TNP) gore
yapilmasi olduk¢a mantiklidir. Bu iki fonksiyonel TNP yaninda, CYP3A aktivitesini
ve potansiyel olarak TKR metabolizmasini etkileyen farkli genler iizerinde
tanimlanmis degisiklikler mevcuttur. Sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR), CYP3A
aktivitesinden bagimsiz olarak disiiniilmesi miimkiin olmayan bir molekiildiir
(Henderson ve ark., 2003). Bu nedenle, POR geni iizerinde tanimlanmis
polimorfizmlerin de TKR metabolizma ve ila¢ yanitinda biiyiik rolii olabilecegi

diistiniilmektedir.

1.5.3. SitokromP450 Oksidorediiktaz (POR) Geni, POR*28 Polimorfizmi

SitokromP450 oksidorediiktaz (POR), ilk defa 1950 yilinda kesfedilmis ve
Ozgiin bir sitokrom C rediiktaz olarak adlandirilmigtir (C. H. Williams, Jr. ve Kamin,
1962). POR 82-kDa agirliginda, 680 aminoasitten olusan, membrana bagimli bir
flavoproteindir (Phillips ve Langdon, 1962; C. H. Williams, Jr. ve Kamin, 1962). POR,
bir¢ok ilag¢ ve steroidin metabolizmasinda gorevli CYP enzimlerine elektron transfer
ederek enzimlerin aktivitesini gostermesine yardimci olmaktadir (de Jonge ve ark.,
2011; Gong ve ark., 2017). Mikrozomal CYP enzimleri, kataliz reaksiyonu igin 2

elektrona ihtiyag duymaktadir ve POR transfer edilen ilk elektron i¢in tek elektron
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vericisi olarak gorev yapmaktadir (Bridges ve ark., 1998). Bu nedenle CYP aracili

oksidasyon reaksiyonlari i¢in biiyiik 6nem teskil etmektedir.

POR geni 7. kromozom iizerinde yer almakta (7ql1.2) ve 16 ekzondan
olusmaktadir (Gomes ve ark., 2008). Yiiksek oranda polimorfizm gosteren, POR
geninde kirktan fazla polimorfizm tanmimlanmustir (Hart ve Zhong, 2008). Bu
polimorfizlerden en sik goriilen 12. ekzon, 503. konumda alanin aminoasidinin valin
aminoasidine degisimine neden olan POR*28 (rs1057868; C>T), tek niikleotid
polimorfizmidir (Provenzani ve ark., 2013).

Zhang ve arkadaslar1 tarafindan Cin popiilasyonunda yapilan bir calismada
POR*28 polimorfizminin POR aktivitesini artirdigi tespit edilmistir (H. F. Zhang ve
ark., 2016). Bir baska ¢alismada ise, POR*28 TT genotipi tasiyan bireylerin, CC
genotipe sahip bireyler ile kiyaslandiginda CYP3A aktivitesinin 1,6 kat arttig1 in vivo
olarak gosterilmistir (Oneda ve ark., 2009). Buna gore, POR*28 varyanti tagiyan
hastalarin CYP3AS5 ve CYP3A4 genotip profillerine bagli olarak TKR doz
ihtiyaglarmin artabilecegi diisiiniilmektedir (de Jonge ve ark., 2011). Elens ve
arkadaglar1 da yaptiklari ¢aligmada, TKR kullanan bobrek nakil hastalarinda 3. aydan
itibaren POR*28/*28 genotipe sahip hastalar ile *1/*1 genotipe sahip arasinda ihtiyag
duyduklart TKR dozu bakimindan anlamli farklilik oldugunu tespit etmislerdir.
Benzer sekilde ayn1 ¢aligma grubu, nakil sonrasi 6. ayda kan TKR diizeylerinin *1/*1
genotipe sahip hastalarda, POR*28/*28 genotipe sahip hastalardan anlamli olarak
yiiksek oldugunu tespit etmistir (Elens ve ark., 2014)

POR*28 polimorfizmi goriilme sikligt etnik gruplara gore cesitlilik
gostermektedir. Japonlarda %40, Beyaz irkta 26,4 Afrika kokenli Amerikalilarda
%19,1 ve Cinlilerde ise %37,5 siklikla goriilmektedir (N. Huang ve ark., 2008; Pandey
ve Sproll, 2014; Tanner ve ark., 2017). Cizelge 1.9°da POR*28 alelinin farkli etnik

popiilasyonlardaki dagilimi sunulmustur.
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Cizelge 1.9. POR*28 alelinin farkli popiilasyonlarda dagilimi

Calisma grubu Popiilasyon Kisi say1st POR*Z(E /Ogrekana Kaynak
Asya Cin 71 296 . 3. Zrzlz(i)rigS)ve ark.,
Asya Japonya 235 40 (Saitzoo\l/i)ark.,

Aiﬁeﬁf’éﬁ?h Amerika 711 40 (Haimzznoﬁ ark.,

Beyaz Irk Hollanda 184 22 (Eler;% \1/2)ark_,
Beyaz Irk Belgika 298 27,5 (de J°28i 1\36 ark.,
Beyaz Irk Fransa 229 31 (Jannzog lvse) ark.,

Bu bilgiler 1s181nda; TKR un dar terapotik pencereye sahip olmasi, advers etki

potansiyelinin yiiksek olmasi ve bireyler arasinda doz ihtiyaci ¢esitliligi gostermesi

nedeniyle TKR tedavisinin bireysellestirilmesi ihtiyaci ortaya ¢ikmaktadir. Bireysel

TKR dozlariin belirlenmesinde terapdtik ilag izlemi yapilmasina ragmen bazi hastalar

yiiksek veya diisiik TKR diizeylerine maruz kalmaktadir. Bu durum genotip temelli

TKR doz belirlenmesi ihtiyacini ortaya koymaktadir.

Bu tez ¢alismasinin amaci TKR metabolizmasindan sorumlu CYP3A5, CYP3A4

enzimlerini ve bu enzimlere elektron transferinden sorumlu POR enzimini kodlayan,
sirastyla CYP3AS5, CYP3A4 ve POR genlerindeki genetik farkliliklarin nakil sonrasi
ilk y11 (10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylar) iginde, hastalarin TKR doz ihtiyaclar1 ve TKR

diizeyleri lizerine etkisinin aragtirilmasidir.

34




2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gereg

2.1.1. Kullamilan Kimyasal Maddeler

50-100 b¢ DNA Ladder GeneRuler
Taq DNA polimeraz

Hiicre Lizis Cozeltisi
Niikleus Lizis Cozeltisi
Protein Coktiirme Cozeltisi
DNA Rehidratasyon Cozeltisi
Niikleotid karigimi (ANTPs)
Etidyum Bromiir

Msp | kesim enzimi

Ssp | kesim enzimi

Dra 11l kesim enzimi

Agaroz

Etilendiamin-tetra asetik asit (EDTA)
Borik asit

Tris-Base

Akrilamid

Bis-Akrilamid

Sodyum hidroksit
Hidroklorik asit

[zopropanol

Etanol

Primer dizileri

Giimiis nitrat

Amonyum perstillfat

Formaldehit

: Thermo Fisher, ABD
: Ampligon, Danimarka
: Promega, ABD

: Promega, ABD

: Promega, ABD

: Promega, ABD

: Thermo Fisher

: Ambresco, ABD

: ThermoFisher, ABD
: ThermoFisher, ABD
: New England Biolabs, ABD
: Pronga, EU

: Serva, Almanya

: Merck, Almanya
: AppliChem, ABD
: Alfa Aesar, ABD
: Amresco, ABD

: Labkim, EU

: Sigma, ABD

: Sigma, ABD

: Merck, Almanya
: Oligomer

: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
: Merck, Almanya
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2.1.2. Kullanilan Cihazlar

Terazi

Hassas terazi

Otoklav

Santrifiij

Mini santrifiij

Vorteks

Jel Goriintiileme Sistemi

Applied Biosystems, Termal Cycler
MultiskanGo UV/Vis Spektrofotometere
Mini-PROTEANTetra

Owl EasyCast B-Series
Elektroforez Gli¢ Kaynagi
Mikrodalga Firin

pH Metre

Is1 blogu

Manyetik karistirici

Platform calkalayici

: Metler

: Sartorius

: SANYO, MAC-235 EX

: Thermo IEC

: Combi Spin

: Labinco L 46

:Vilber Lourmat Marne La Vallée

: Thermo Fisher

: Thermo Fisher

: Biorad Vertical Electrophoresis Cell
: Thermo Fisher Horizontal Gel Systems
: Consort E741

: Argelik MD 551

: Mettler Toledo

: LAB-LINE

: Heidolph, MR Hei-Standard

: Heidolph, Rotamax 120 orbital

2.1.3. Calisma Plani ve Kan Numunelerinin Toplanmasi

Bu tez calismasi, Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasétik
Toksikoloji Anabilim Dal1 ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali
tarafindan yiiriitiilmiistiir. Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali
poliklinigine bagvurarak canli veya kadavra vericiden bobrek transplantasyonu
operasyonu gecirmig, en az bir yildir takrolimus kullanan ii¢ yiiz iki hastada
gerceklestirilmistir. Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’u
tarafindan 05.09.2016 tarih ve Karar No: 14-661-16 karar numarasi ile onay alinmistir
(EK-1). Hastalar bilgilendirilmis onay formunu okuyup imzaladiktan sonra kan
ornekleri alinmigtir (EK2-bilgilendirilmis onam formu). Alinan kandan ayni giin

igerisinde DNA izolasyonu gergeklestirilmistir. DNA 6rnekleri analizlere kadar -80°C
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derin dondurucuda saklanmistir. Hastalara ait demografik ve klinik veriler (cinsiyet,
yas, kilo, boy, primer bobrek hastaligi, kullandiklari ilag dozlar1 ve 10. giin, 1. ay, 3.
ay, 6. ay, 9. ay ve 12. aylardaki takrolimus kan diizeyleri, eslik eden hastaliklari, vb.)
Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali hasta muayene izleme
formlarindan elde edilmistir. Hastalarin belirtilen aylardaki TKR kan diizeyleri,
klonlanmis enzim donor immunoassay yontemi (Qms tacrolimus immunoassay,
Thermoscientific, Fremont, Calif., United States) ile tam kandan yapilan 6l¢timler ile
elde edilmis (Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi ibn-i Sina Arastirma ve Uygulama
Hastanesi Merkez Laboratuvari Tibbi Biyokimya birimi) ve hasta muayene izleme

formlarina kaydedilmistir.

2.1.4. Calisma Grubu i¢in Gerekli Kriterler

Dahil olma kriterleri:

1- 18 yasindan biiyiik olmak ve renal allograft almis olmak,

2- Ilk veya ikinci kez kadavra veya yasayan, hasta yakii olan/olmayan birinden
bobrek almis olmak,

3- Karaciger fonksiyonlarinin normal olmasi,

4-Caligmaya dahil olmak istedigini belirten bilgilendirmis onam formunu okuyarak

imzalamig olmak,

Dislama kriterleri:

1- Birden fazla organ nakil edilmis olan,

2- Bir yildan daha az siire ile takip edilmis olan,

3-Hastanin bir yildan daha az siire ile takrolimus kullaniyor olmasi,

4- Cerrahi bir nedenle operasyon sirasinda greftlerini kaybeden,

5- D1s merkezde transplantasyon yapilmis olan,

6- CYP3A enzimlerini indiikleyen, inhibe eden veya takrolimus ile etkilesen ilag
kullanmakta olan,

7-Klinik kayztlar1 yetersiz olan,

Hastalar ¢calisma dis1 birakilmistir.
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2.2. Yontemler

2.2.1. Tam Kandan Genomik DNA Izolasyonu

Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji Bilim Dali polikliniginde toplanan
ve EDTA igeren tiiplere alinan tam kan drnekleri, soguk zincir ile ayn1 giin igerisinde
Ankara Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Arastirma
Laboratuvarina getirilerek bekletilmeden genomik DNA izolasyonu asagidaki
basamaklar takip edilerek gerceklestirilmistir.

Kandan DNA izolasyonu i¢in Promega izolasyon kiti kullanilmistir.

1. Izolasyon 6ncesi, kan numunelerinin homojen olarak karismasi saglanmustir. Bu
amagla 10 dakika rotatdrde karistirilmistir.

2. Tam kandan alinan 500 ul’lik 6rnek, 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine aktarilmis ve
tizerine 1200 ul hiicre lizis ¢ozeltisi ilave edilmistir. Karigsmanin etkin bir sekilde
gerceklesmesi amaciyla rotatdorde 10 dk c¢evrilmistir. Burada amag lenfositlerin
parcalanmasidir.

3. Hiicre lizis ¢ozeltisi ile muamele edilen kan 14,000xg’de, 30 saniye, oda
sicakliginda santrifiij edilmistir.

4. Santriftij sonrasi, tiipiin dibinde net bir sekilde goriilebilen lenfositlere zarar
vermeden supernatant tiipten uzaklastirtlmistir. Tiipte yaklasik olarak 10-20 ul kan-
hiicre lizis ¢ozeltisi karisimi ve pelletler birakilmistir.

5. Santifiyj tiiptiniin dibinde kalan lenfositlerin dagilmasi amaciyla 10-15 sn siireyle
tiip vortekslenmistir.

6. Vorteks sonrasinda tiipe 500 pl niikleus lizis ¢ozeltisi ilave edilmistir. Lenfositlerin
iyice parcalanmasi Ve homojen bir karsim elde etmek i¢in ¢ozelti eklendikten sonra 5-
6 kez pipetleme isleme yapilmistir. Bu islem sonrasi karigimin viskoz bir hal aldig
goriilmiistiir.

7. Viskoz hale gelen niikleus iceren lizat {izerine 180 pl protein ¢oktiirme ¢ozeltisi
ilave edilmistir. Tiip 30 saniye siire ile vortekslenerek proteinler ¢okmeye hazir kiigiik

pelletler haline getirilmistir.
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8. Proteinlerin ¢oktiiriillmesi amaciyla, 14,000xg’de sicakliginda, 3 dakika siire ile
santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Bu islem sonrasinda, protein pelletleri tiipiin
dibinde kahverengi ¢okelek seklinde gozlenmistir.

9. Coken protein pelletleri yerinden oynatmamaya dikkat edilerek, supernatant temiz
bagka bir tiipe aktarilmig ve iizerine 1:1 oranda olacak sekilde izopropanol ilave
edilmistir. Kapag1 kapatilan tiip yavas ve dikkatli bir sekilde ters diiz edilerek beyaz
DNA iplik¢iginin olusumu saglanmustir.

10. Elde edilen DNA’nin, tiipin dibine ¢0kmesi amaciyla oda sicakliginda
14,000xg’de 3 dakika santrifiij islemi gerceklestirilmistir. Bu islem sonrasinda DNA
beyaz pellet halinde tiipiin dibinde gozle goriilebilir sekilde ¢okmiistiir.

11. Tiipiin dibine ¢coken DNA’ya zarar vermeden ve yerinden oynatmadan supernatant
uzaklastirllmigtir. Kalan DNA iizerine 300 pl %70’lik etanol ilave edilmistir. Tiip
dikkatlice ters diiz edilerek hem mikrosantrifiij tiipii hem de DNA pelleti temizlenmesi
saglanmistir.

12. Temizleme islemi sonrasinda tiip tekrar oda sicakliginda 14,000xg’de 3 dakika
santrifiij edilmistir. Tiiplin dibine ¢oken DNA’ya zarar vermeden ve yerinden
oynatmadan, etanol ortamdan uzaklastirilmistir. Tiip temiz bir filtre kagidi iizerine
dikkatlice ters gevrilerek birakilmig ve 15 dakika boyunca DNA pelletlerinin hava ile
temas edip kurumasi beklenmistir.

13. Kuruma islemi sonrasinda DNA igeren tiipe 100-170 ul DNA rehidratasyon
¢ozeltisi ilave edilmistir. DNA’nin ¢éziinmesi igin tiip hafifge ¢alkalanmig ve bir gece
oda sicakliginda bekletilmistir. Sonrasinda DNA o&rnekleri -80 °C’de muhafaza

edilmistir.

2.2.2. DNA Saflik ve Miktar Tayini

Izole edilen DNA ’larin safliklarini ve miktarlarini kantitatif olarak tayin etmek
ve i¢in MultiSkanGo pDrop Plate kullanildi. 100 ul DNA ¢6zeltisinden, 3 pl alinarak,
kuvartz tabaka tizerine yerlestirilerek, kor ¢6zeltiye karst 260 nm dalga boyunda
absorbans Ol¢limii yapildi.

DNA concentration (ug/ml) = Abs260 x 50 ug/ml
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Niikleik asitler proteinlerden farkli olarak, 280 nm dalga boyunda maksimum
absorpsiyon vermektedir. Bu nedenle Abs260/Abs280 orani numunenin protein
kontaminasyonu hakkinda bilgi vermektedir. Yiiksek kalite ve saflikta bir DNA 6rnegi

i¢in bu oranin 1,8-2,0 arasinda olmasi beklenmektedir.
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Sekil 2.1. MultiSkanGo ile yapilan DNA saflik ve miktar tayini sirasinda alinan ekran goriintii
ornegi

2.2.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ve Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi (RPUP) Optimizasyon Calismalar

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), kalip bir DNA molekiilii {izerinde,
hedeflenen DNA bdlgesinin, forward ve reverse primerler yardimi ile Tag DNA
polimeraz enzimi varliginda, in vitro olarak cogaltilmasi islemidir (Garibyan ve
Avashia, 2013).

Oncelikle hedeflenen gene ait mevcut biyoinformatik kaynaklardan yararlanarak
gen dizilimi ve polimorfik bolge belirlenerek bu gen dizilimini amplifiye etmek igin
kullanilacak primerler tasarlanmistir. Her bir polimorfizm i¢in uygun PZR kosullarinin

belirlenmesi amaciyla primer % GC oranlari ve Tm (Melting temperature, erime
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sicakligl) degerleri hesaplanarak teorik olarak uygun yapisma ve denatiirasyon

sicakliklart hesaplanmustir.

Calismamizda kullanilan primer dizileri asagidaki gibidir;

a) POR*28 polimorfizmi tespiti icin;

F: 5°- CATCAACAAGGGCGTGGCCAC-3’
R: 5’- GGGCCCACCATGATGACAGGC -3°

b) CYP3A5*3 polimorfizmi tespiti icin;

F: 5°- CATGACTTAGTAGACAGATGA -3’
R: 5’- GGTCCAAACAGGGAAGAAATA-3

c) CYP3A4*22 polimorfizmi tespiti icin;

F: 5°- CTGAAGAGGAATCGGCTCTG-3’
R:5’-TTTTTACCATCCTTCCTCTATGC-3’

Primerler, liyofilize olarak, 25, 50, 100 nmol konsantrasyonlarda sentez ettirilmistir.
Saf su ile ¢oziilerek (100 pmol/ul), stoklar seklinde hazirlanip -80° C’de muhafaza

edilmistir.

2.2.3.1. PZR Reaksiyon Sartlar1 ve Optimizasyonu

Bir PZR su bilesenleri degisen oranlarda icermektedir:
Kalip DNA, Taq DNA polimeraz, 10x Amonyum tamponu, Magnezyum iyonu (Mg*?)
oligoniikleotid primerler, serbest deoksiriboniikleozid trifosfat karigimi (dANTPs), saf

steril su.
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PZR kurulurken olasi pipetleme hatalarinin 6niine gegmek icin oncellikle, Taq
DNA polimeraz, 10x amonyum tamponu, magnezyum iyonu (Mg*?) oligoniikleotid
primerler, serbest deoksiriboniikleozid trifosfat karigimi (dNTPs), saf steril sudan
olusan bir karisim hazirlanir. Bu karisim her bir PZR tiipiine esit miktarda dagitilir ve

her bir tiipe en son kalip DNA eklenir.

Yukarida  belirtilen PZR  bilesenleri, farkli  konsantrasyon  ve
kombinasyonlarinda denenerek, her bir polimorfizm i¢in gereken en uygun PZR
ortami olusturulmustur. Calismanin bu basamaginda amagc, hedeflenen gen bolgesinin

temiz ve RPUP reaksiyonu i¢in yeterli yogunlukta ¢ogaltilmasidir.

2.2.3.1.1. Magnezyum Iyon (Mg*2) Konsantrasyonu

Taq DNA Polimeraz enziminin aktivitesini gosterebilmesi i¢in ortamda serbest
halde bulunmasi gereken Mg*? konsantrasyonu her bir reaksiyon icin 0,50-2,5 mM
araliginda denenmistir. Ekstra bandin gozlenmedigi ve en iyi lirliniin elde edildigi
konsantrasyonun CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri i¢in; 1,20,1,20, 1,25

olduguna karar verilmistir.

2.2.3.1.2. dNTP konsantrasyonu

PZR reaksiyonun ger¢eklesmesi sirasinda; 0,15 mM, 0,175 mM, 0,2 mM, 0,225
mM olmak iizere farklt ANTP konsantrasyonlari denenmistir. Amplifikasyon i¢in en
uygun konsantrasyonun CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri igin sirasiyla
0,15 mM, 0,2 mM ve 0,2 mM olduguna karar verilmistir.

2.2.3.1.3. Primer Konsantrasyonlari

PZR reaksiyonlari sirasinda hedef bolgeyle tam olarak eslesebilen forward ve
reverse olmak tizere iki farkli primer dizilimi kullanilmigtir. Reaksiyon ortamindaki

primer konsantrasyonun gereginden fazla olmasi, primer-dimer olusumlarinin
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gbzlenmesine neden olabilirken, gereginden az olmasi ise hedeflenen PZR iiriiniin elde
edilememesi veya yeterli miktarda PZR iiriin ¢ogalmasinin gerceklesmemesi ile

sonuclanmaktadir.

30 ul PZR reaksiyon karisiminda denenmek tizere; 100 pmol/ul stok ¢ozeltiden;
5, 7,5, 10, 15 pmol/ul konsantrasyonlarda primerler hazirlanmistir. En iyi sonucun
CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri; forward ve reverse primerlerin her biri

icin 10 pmol/pl konsantrasyonda alindig1 gozlenmistir.

2.2.3.1.4. DNA Konsantrasyonu

PZR karigimindaki kalip DNA i¢in; 50, 75, 100, 125, 150 ng/ul konsantrasyonlar
denenmistir. En iyi sonucun CYP3A5*3 i¢in 100 ng/ul, CYP3A4*22 i¢in 125 ng/ul ve
POR*28 i¢in 125 ng/ul konsantrasyonda alindig: tespit edilmistir. PZR reaksiyonu
oncesi konsantrasyon ve safliklar1 Olclilen DNA oOrneklerinin her biri yukarida

belirtilen miktarda PZR reaksiyon ortaminda olacak sekilde seyreltilmistir.

2.2.3.1.5. Taqg DNA Polimeraz Konsantrasyonu

30 ul PZR reaksiyon karigimi i¢in 0,50-1,5 tinite araliginda konsantrasyonlarda
enzim kullanilarak reaksiyon kurulmustur. Uygun PZR iiriinii elde edilen Tag DNA
polimeraz miktari, CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri icin sirasiyla; 0,75,

0,50 ve 0,75 linite olarak belirlenmistir.

2.2.3.2. PZR Program ve Optimizasyonu

PZR temel olarak ii¢ temel basamaktan olusmaktadir. Bunlar; denatiirasyon,
baglanma ve uzama basamaklaridir. Bu basamaklarda uygulanan, sicaklik, siire ve
dongii sayisi hedef PZR iiriinii elde edilmesinde oldukca oOnemlidir. Her bir
polimorfizm ig¢in, parametrelerin optimizasyonu amaciyla yapilan calismalar ve

sonuclar1 agagida agiklanmistir.
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2.2.3.2.1. Baslangi¢ Denatiirasyon Sicakhig

Bu sicaklik, kalip DNA’nin her iki sarmalim1 birbirinden ayirmak {iizere
uygulanmaktadir. Bunun i¢in 92-97°C arasindaki sicakliklar denendiginde
CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri i¢in en uygun baglangi¢c denatiirasyon
sicakliklarinin sirastyla; 94°C, 94°C ve 95°C oldugu tespit edilmistir.

2.2.3.2.2. Baglanma Sicakhigi (Annealing)

Primerlerin, genomik DNA {izerindeki hedef bolgelerini tanimasi ve baglanmasi
icin uygulanmaktadir. Primer erime sicakligi, primer dizilimi, G/C igerigi ve primer
konsantrasyonuna bagli olarak, ara ylizlerde teorik olarak hesaplanmistir.
Laboratuvarda uygulama sirasinda teorik olarak hesaplanan bu sicakliklarin 1-2°C
altindan baglanarak her bir polimorfizm i¢in gradient PZR kurulmustur. Yapilan
optimizasyon c¢alismalarinda en uygun baglanma sicakliklari; CYP3A5*3 i¢in; 55°C,
CYP3A4*22 icin 63°C ve POR*28 i¢in 64°C olarak bulunmustur.

2.2.3.2.3. Uzama Ve Son Uzama Sicakliklari

Bu iki islemde, birlesen primerler ve kalip DNA zinciri, Taq DNA polimeraz
yardimi ile kapanarak uzamaya ve yeni DNA molekiilleri olugsmaktadir. CYP3A5*3,
CYP3A4*22 ve POR*28 icin bu sicaklik, uzama ve son uzama basamaklarinda
72°C’dir.

2.2.3.2.4. Sicaklik Suresi

Baslangi¢ denatiirasyon siiresi her bir bolge i¢in 3-5 dakika arasinda degisen
stirelerde denenmistir. En uygun denatiirasyon stireleri; CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve
POR*28 i¢in sirastyla: 5 dk, 3 dk ve 3 dk olarak tespit edilmistir.
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Ikinci denatiirasyon siiresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1,5 dakika denenmis
ve en uygun denatiirasyon siirelerinin CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri i¢gin

sirastyla; 30 saniye, 1 dakika ve 1 dakika oldugu gozlenmistir.

Baglanma siireleri, primerlerin GC igerigine gore hesaplanmistir; ideal
baglanma siireleri CYP3A5*3 igin 30 saniye, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri igin

45’er saniye olarak tespit edilmistir.

Uzama siireleri; CYP3A5*3 igin 30 saniye, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri igin

45’er saniye olarak tespit edilmistir.

Son uzama siireleri; CYP3A5*3 i¢in 10 dakika, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri

icin 5’er dakika olarak tespit edilmistir.

2.2.3.2.5. Dongii Sayisi

Analizler sirasinda PZR iiriin amplifikasyonu i¢in uygun dongii sayisin1 bulmak
amactyla her bir polimorfizm i¢in 25, 30, 35 sayida dongii denenmistir. Ideal dongii

sayilart CYP3A5*3 ve CYP3A4*22 i¢in 35’er ve POR*28 i¢in 30 olarak bulunmustur.

2.2.4. PZR Uriinlerinin Jel Elektroforez ile Goriintiillenmesine Yonelik
Optimizasyon Cahismalar:

PZR fiiriinleri, poliakrilamid jel elektroforez (PAJE) ile yiiriitiilerek hedef PZR
trlinin  amplifikasyonu tespit edilmistir. Poliakrilamid jel; %30 akrilamid-
bisakrilamid ¢o6zeltisi, Tris-Borat-EDTA tamponu, bidistile su ve polimerizasyon

baslatici, TEMED ve %10 amonyum persiilfat ¢ozeltisi kullanilarak hazirlanmistir.
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Ihtiya¢ duyulan ayristirma giiciine gére, akrilamid-bisakrilamid konsantrasyonu
degistirilerek farkli yogunlukta jel konsantrasyonlari denenmistir. Hazirlanan jel
¢Ozeltisi polimerlesmeye firsat vermeden, hemen Imm cam araligi bulunan iki cam
tabaka arasinda konularak tist kismina kuyucuklarin olusmasi igin istenilen boyutta bir
tarak yerlestirilmis ve oda sicakliginda donmaya birakilmistir. Jellesmenin
tamamlanmasini takiben bu cam kasetler elektroforez tankina yerlestirilmistir. Plastik
taraklarin olusturdugu kuyucuklara Ornekler uygulanarak, istenilen sartlarda

elektroforez gerceklestirilmistir.

2.2.4.1. Uygun Poliakrilamid Jel Konsantrasyonun Belirlenmesi

PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi amactyla poliakrilamid jel; %8, %10 ve %12
konsantrasyonlarda hazirlanmistir. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genlerinin
amplifikasyon {irlinlerini goriintiilemek icin %10 jel konsantrasyonun uygun oldugu

tespit edilmistir.

2.2.4.2. Uygun PZR Uriin Miktarinin Belirlenmesi

PZR firiinlerinin tespit edilmesinde 5, 7,5, 10, 12,5, 15 ul miktarlar1 jele
yiiklenmistir. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri icin jele yiliklenmesi
gereken uygun miktarinin sirastyla 5 pl, 5 pl ve 7,5 pl oldugu tespit edilmistir.

2.2.4.3. PZR Uriinlerinin Yiiriitiilmesi I¢cin Uygun Volt, Amper ve Siirenin
Belirlenmesi

PZR iiriinlerinin jel elektroforezde yiiriitiilmesi sirasinda test edilen volt, amper
ve yiriitme siiresi degerleri asagidaki gibidir;
Volt: 75, 100, 125, 150, 200 V
Amper: 0,5, 0,8, 1 mA
Siire: 30, 40, 50, 60 dakika
Bu degerler arasinda yapilan kombinasyon sonucunda;
CYP3AS5*3 geni PZR f{iriinii i¢in en iyi sonucun 120 V, 0,5 mA ve 45 dakikada oldugu

gbzlenmistir.

46



CYP3A4*22 geni PZR iiriinii i¢in 120 V, 0,5 mA ve 45 dakikada oldugu goézlenmistir.
POR*28 geni PZR firiinii i¢in 120 V, 0,5 mA ve 50 dakikada oldugu gozlenmistir.

2.2.5. Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi (RPUP) Optimizasyon
Calismalanr

Yapilan optimizasyon ¢aligsmalar1 sonucunda, elde edilen PZR {iriinleri her bolge
icin spesifik kesim enzimleri ile muamele edilmektedir. Kesim enzimlerinin 6zgiin
tanima bolgeleri ve ¢alismalari i¢in uygun bir ortam sicakligi bulunmaktadir. Uygun
sartlar saglandiginda kesim enzimi DNA’nin her iki zinciri birden kesmekte, farkli

uzunlukta DNA pargalar1 olusturmaktadirlar.

RPUP reaksiyonun optimizasyonunda kullanilan PZR iiriin miktari, restriksiyon
enzim miktarr, uygun c¢alisma sicakligt ve inkiibasyon siiresinin ayarlanmasi
gerekmektedir. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genlerinin degisim olan
bolgeleri, uygun kesim enzimleri ve bu enzimlerin tanima bolgeleri ¢izelge 2.1.° de

sunulmustur.

2.2.5.1. PZR Uriin Miktari

Jel elektroforezde goriintiilenen PZR {iriin siddeti dikkate alinarak RPUP
reaksiyonu i¢in gerekli PZR f{iriin miktarina karar verilmistir. 10 pl reaksiyon
ortaminda; siddeti yeterli bantlar elde etmek i¢in 5-8,5 ul arasindaki PZR iiriin miktari
denenmistir. PZR iiriin siddeti az olan iriinler i¢in ise; 17 pl se¢ilmis ve reaksiyon
ortami hacmi 20 pl’ye ¢ikarilmistir. Bu uygulama, CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve
POR*28 PZR iiriinlerinin her ii¢ii i¢in de kullanilmigtir. PZR {iriin miktar1 yeterli olan
orneklerde CYP3A5*3 i¢in 5 ul, CYP3A4*22 i¢in 8,5 ul, POR*28 i¢in 8,5 ul PZR

tirtinii kullanilarak RPUP reaksiyonu kurulmustur.
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2.2.5.2. Restriksiyon Enzim Miktari

RPUP iriinlerini elde etmek iizere PZR iriinleri 5, 10, 15 tnite (U)
konsantrasyonlarinda enzim ile muamele edilmistir.
CYP3A5*3 i¢in Ssp |, CYP3A4*22 i¢in Dra I, POR*28 i¢in Msp | kesim enzimleri
kullanilmistir. PZR {irlinlerini kesmek tizere CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28
genleri i¢in sirastyla; 2,5 U Ssp I, 5 U Dra Il ve 5 U Msp | kesim enziminin yeterli
oldugu gozlenmistir. PZR iiriin miktar1 yetersiz olan iiriinlerde, yukarida agiklandigi
sekilde hem PZR iiriin miktar1 hem de enzim miktar1 artirilarak diizenlemeler

yapilmistir.

2.2.5.3. Inkiibasyon Siiresi

Hazirlanan ornekler 2 saat, 4 saat, 6 saat ve 12 saat kesim enzimi ile muamele
edilmistir. Kesim reaksiyonu inkiibasyon siiresinin CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve

POR*28 genleri i¢in sirasiyla; 6 saat, 6 saat ve 4 saat oldugu gozlenmistir.

Cizelge 2.1. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genetik polimorfizmleri i¢in kullanilan kesim
enzimleri ve tanima bdlgeleri

Genetik polimorfizm Kesim enzimi Tanima bolgesi
5* AAT |ATT3’
CYP3A5*3 Ssp |
3’TTATTAAS’
5> CACNNN|GTG 3’
CYP3A4*22 Dra lll
3’GTGTNNNCAC 5’
5’ ClCGG 3°
POR*28 Msp |
3’ GGC1C 5°

2.2.6. RPUP Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile Goriintiillenmesine Yonelik
Optimizasyon Cahsmalar

RPUP iiriinleri poliakrilamid jel elektroforez (PAJE) ile yiiriitiilerek CYP3A5*3,
CYP3A4*22, POR*28 i¢in her bir 6rnegin genotip durumu tespit edilmistir. RPUP

trtinlerinin tespit edilmesinde uygun poliakrilamid jel hazirlanmasi1 “2.2.4. PZR
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Uriinlerinin Jel Elektroforez ile Goriintiilenmesine Y &nelik Optimizasyon ¢aligmalar1”

basliginda agiklandigi sekilde gergeklestirilmistir.

2.2.6.1. Uygun Poliakrilamid Jel Konsantrasyonun Belirlenmesi

RPUP iiriinlerinin tespit edilmesi igin poliakrilamid jel konsantrasyonu %8, %10
ve %12 olarak denenmistir. Calismanin hassasiyetinin yiiksek olmasi ve diisiik baz
ciftine sahip bolgelerin de goriintiilenebilmesi igin CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve
POR*28 polimorfizmlerinin tespitinde %10 jel konsantrasyonun yeterli oldugu tespit

edilmistir.

2.2.6.2. Uygun RPUP Uriin Miktarinin Belirlenmesi

5, 7,5 ve 10 pl iirlin miktarlar1 denenmistir ve goriintiileme i¢in uygun miktarin
7,5 wl oldugu tespit edilmistir.
RPUP iiriinlerinin tespit edilmesinde 5, 7,5, 10, 12,5, 15 pl iiriin jele ylklenmistir.
CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genleri icin jele yiiklenmesi gereken uygun
miktarinin sirastyla 7,5 pl, 7,5 pl ve 8 ul oldugu tespit edilmistir

2.2.6.3. RPUP Uriinlerinin Belirlenmesinde Uygulanacak Volt, Amper ve
Yiiriitme Siiresinin Belirlenmesi

PZR iiriinlerinin jel elektroforezde yiiriitilmesi sirasinda test edilen volt, amper
ve yiriitme siiresi degerleri asagidaki gibidir;
Volt: 75, 100, 120, 150, 200 V
Amper: 0,5, 0,8, 1 mA
Siire: 30, 40, 50, 60, 70 dakika
Bu degerler arasinda yapilan kombinasyon sonucunda;
CYP3A5*3 geni RPUP iiriinii igin en iyi sonucun 120 V, 0,5 mA ve 50 dakikada oldugu
gdzlenmistir.
CYP3A4*22 geni RPUP {iriinii icin 120 V, 0,5 mA ve 50 dakikada oldugu gézlenmistir.
POR*28 geni RPUP iiriinii i¢in 120 V, 0,5 mA ve 60 dakikada oldugu gézlenmistir.
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2.2.7. Yapilan PZR-RPUP Analizleri, Optimizasyon Cahsmalarinin Ozeti

2.2.7.1. CYP3A5*3, rs776746, 6986 A>G

CYP3A5*3 polimorfizminin belirlenmesine yonelik yapilan optimizasyon

caligmalar1 sonrasinda en iyi sonucun elde edildigi PZR ve RPUP reaksiyon sartlarina

ait sonuglar agsagida 6zet olarak sunulmustur.

Cizelge 2.2. CYP3A5*3 polimorfizmi PZR bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlar

Reaksiyon bilesenleri

Baslangic konsantrasyonu

Bir reaksiyonda kullanilan
bilesen miktar: (ul)

Taqg Tamponu 10 X 3
Magnezyum 25 mM 1,20

dNTP karisimm 10 mM 3

Primerler (Forward-Reverse) 100 pmol 1-1 (10 pmol)

Taq DNA Polimeraz 5U/ul 0,15

DNA - 3

Su - *

Toplam hacim - 30

Cizelge 2.3. CYP3A5*3 polimorfizmi PZR iiriinii amplifikasyon sicaklik, siire ve dongii kosullart

islem Sicaklik ve siire Dongii sayisi
ik denatiirasyon 94°C, 5 dakika 1
Denatiirasyon 94°C, 30 saniye
Baglanma 55°C, 30 saniye 35
Uzama 72°C, 30 saniye
Son uzama 72°C, 10 dakika 1

Cizelge 2.4. CYP3A5*3 polimorfizmi RPUP reaksiyon bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlari

Reaksiyon bilesenleri

Baslangi¢ konsantrasyonu

Bir reaksiyonda kullanilan

bilesen miktar (ul)
PZR iiriinii - 5
Kesim enzimi tamponu 10X 1
Kesim enzimi (Ssp 1) 10U/ pl 0,25

Su

Toplam hacim
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2.2.7.2. CYP3A4*22, rs35599367, C>T

CYP3A4*22 polimorfizminin belirlenmesine yonelik yapilan optimizasyon

caligmalar1 sonrasinda en iyi sonucun elde edildigi PZR ve RPUP reaksiyon sartlarina

ait sonuglar agsagida 6zet olarak sunulmustur.

Cizelge 2.5. CYP3A4*22 polimorfizmi PZR bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlari

Reaksiyon bilesenleri

Baslangic konsantrasyonu

Bir reaksiyonda kullamilan
bilesen miktar: (ul)

Tag Tamponu 10X 3
Magnezyum 25 mM 1,20

dNTP karisim 10 mM 3

Primerler (Forward-Reverse) 100 pmol 0,55-0,55 (10 pmol)

Taq DNA Polimeraz 5U/ wl 0,10

DNA 4

Su *

Toplam hacim 30

Cizelge 2.6. CYP3A4*22 polimorfizmi PZR iriinii amplifikasyon sicaklik, siire ve dongii kosullari

islem Sicakhik ve siire Déngii sayis1
iIk denatiirasyon 94°C, 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C, 1 dakika
Baglanma 63°C, 45 saniye 35
Uzama 72°C, 45 saniye
Son uzama 72°C, 5 dakika 1

Cizelge 2.7. CYP3A4*22 polimorfizmi RPUP reaksiyon bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlari

Reaksiyon bilesenleri

Baslangic konsantrasyonu

Bir reaksiyonda kullanilan
bilesen miktar: (ul)

PZR iiriinii - 8,5
Kesim enzimi tamponu 10 X 1
Kesim enzimi (Dra I1) 10U/ pl 0,5

Su - *
Toplam hacim 10
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2.2.7.3. POR*28 Polimorfizmi rs1057868; C>T

POR*28 polimorfizminin belirlenmesine yonelik yapilan optimizasyon

caligmalar1 sonrasinda en iyi sonucun elde edildigi PZR ve RPUP reaksiyon sartlarina

ait sonuglar agsagida 6zet olarak sunulmustur.

Cizelge 2.8. POR*28 polimorfizmi PZR bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlari

Reaksiyon bilesenleri Baslangic konsantrasyonu Bir :)?:L l;zig]?;lii:a];?l(lsll;llan
Tag Tamponu 10X 2,5
Magnezyum 25 mM 1,25
dNTP karisim 10 mM 3
Primerler (Forward-Reverse) 100 pmol 1-1 (10 pmol)
Tag DNA Polimeraz 5U/ul 0,125
DNA 3
Su *
Toplam hacim 30

Cizelge 2.9. POR*28 polimorfizmi PZR iiriinii amplifikasyon sicaklik, siire ve dongii kosullar1

islem Sicaklik ve siire Dongii sayisi
ilk denatiirasyon 95°C, 3 dakika 1
Denatiirasyon 94°C, 30 saniye
Baglanma 64°C, 45 saniye 30
Uzama 72°C, 45 saniye
Son uzama 72°C, 5 dakika 1

Cizelge 2.10. POR*28 polimorfizmi RPUP reaksiyon bilesenleri ve reaksiyonda kullanilan miktarlar1

Reaksiyon bilesenleri Baslangic konsantrasyonu Bir ::;:L I;Zig]?:i‘li;al;‘:l(lsll;ﬂan
PZR iiriinii - 8,5
Kesim enzimi tamponu 10 X 1
Kesim enzimi (Msp 1) 10U/ wl 0,5
Su - *
Toplam hacim 10

52



Cizelge 2.11.°de CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genetik polimorfizmlerine ait
referans tek niikleotit polimorfizmi numaralart ve bulunduklar1 konumlar 6zet olarak

sunulmustur.

Cizelge 2.11. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genetik polimorfizmleri ve referans TNP numaralari
ve bulunduklar1 konumlar

Genetik polimorfizm TNP numarasi Bulundugu konum
CYP3A5*3 1S776746 chr7:99672916, intron 3
CYP3A4*22 rs35599367 chr7:99768693, intron 6

POR*28 rs1057868 chr7:75985688, ekzon12

Cizelge 2.12.°de CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genetik polimorfizmleri i¢in
RPUP reaksiyonalrinda kullanilan kesim enzimleri, olusan kesim {irtinleri ve polimorfizm

sonucu degisim gosteren aleller 6zet olarak birarada sunulmustur.

Cizelge 2.12. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genetik polimorfizmleri igin kullanilan kesim
enzimleri, olusan kesim tirtinleri ve degisim gosteren aleller

(%enetl-k PZR iiriinii Kesim enzimi Kesim iiriinii Degisim gosteren
polimorfizm alel
148-125-20 be A
*
CYP3A5*3 293 bg Ssp | 168-125 be G
397 be c
*
CYP3A4*22 397 bg Dralll 243-154 be T
T
147 bg
*
POR*28 147 bg Msp | 99-48 be ¢

2.2.8. istatistiksel Analiz

Bu tez c¢alismasinda; hastalardan genotipleme sonucu elde edilen verilerin ve
klinik-demografik verilerin istatiksel analizi i¢cin SPSS (Statistical Packages of Social
Sciences, SPSS for Windows, Version 23.0, Chicago, IC, USA), GraphPad Prism 5
(Prism version 5.00 for Windows, GraphPad Software, La Jolla California, USA)
programi kullanilmistir. Shapiro-Wilk testi ile verilerin normal dagilimi test edilmistir.
Calismaya katilan hastalarin genotip sayilarinin Hardy-Weinberg Dengesine (HWE)
uygun olma durumu test edilmistir. G6zlenen ve beklenen degerler arasindaki farki

test etmek i¢in, elde edilen genotipleme verilerine Ki-kare testi uygulanmustir.
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Aragstirilan TNP’lerin HWE dengesinden sapma gosterdigi p degeri <0,05 oldugunda
kabul edilmistir. Kategorik degiskenlerin birbiri ile kiyaslanmasinda Pearson Ki-kare,
ornek sayisiin yetersiz oldugu durumlarda ise Fisher’s Exact testleri kullanilmustir.
Siirekli degiskenlerin kiyaslanmasinda ise Mann-Whitney U veya Kruskal-Wallis
testleri kullanilmistir. Istatistiksel olarak énemli sonug bulundugunda, hangi gruplarin
birbirlerinden farkli oldugunu belirlemek i¢in parametrik olmayan ¢oklu karsilagtirma
testleri kullanilmistir. Etki ve sonug degiskenleri arasindaki iliskiyi degerlendirmek
tizere lojistik regerasyon analizi ve olasiliklar orani kullanilmis, degiskenler %95

giiven diizeyinde analiz edilmistir.
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3. BULGULAR

3.1. Calismaya Katilan Hastalara Ait Demografik ve Klinik Veriler

Calismaya dahil edilen hastalara ait demografik ve klinik veriler asagida Cizelge
3.1.’de sunulmustur. Kategorik degiskenler ylizde, siirekli degiskenler ise

ortalamaxstandart sapma olarak sunulmustur.
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Cizelge 3.1. Calismaya katilan hastalara ait, demografik ve klinik veriler

Demografik ve Klinik parametreler Tiim hastalar
Hasta sayisi, n 302
Cinsiyet, n (%)

Kadin 130 (43,05)
Erkek 172 (56,95)
Yas, yil 37,83+10,77
Kilo, kg 64,97£12,55
Viicut kitle indeksi, kg/m? 23,37+3,57
Verici tipi, n (%)
Canli 238 (78,81)
Kadavra 64 (21,19)
Primer bobrek hastahgi, n (%)
Kronik glomerulonefrit 55 (18,21)
Polikistik bobrek hastalig 18 (5,96)
Diabetik nefropati 26 (8,61)
Hipertansif nefropati 29 (9,60)
Amiloidoz 24 (7,95)
VUR nefropatisi 19 (6,29)
Pyelonefrit 7(2,32)
Diger 26 (8,61)
Bilinmeyen 98 (32,45)
Hospitalizasyon siiresi, giin 10,93+4,11
Renal replasman tedavisi n (%)
Hemodiyaliz 176 (58,29)
Periton diyalizi 20 (6,62)
Pre-emptif 106 (35,09)
Rejeksiyon n (%)
Yok 288 (96,36)
Var 14 (4,64)
indiiksiyon tedavisi n (%)
Yok 134 (44,37)
Basiliksimab 121 (40,06)
Antilenfosit globiilin (ATG) 41 (13,58)
Daklizumab 6 (1,98)
Gecikmis greft fonskiyonu n (%)
Var 24 (7,95)
Yok 278 (92,05)
eGFR, (ml/dk/1,73m?)
Giin 10 61,40 (45,96-78,72)
Ay 12 68,17 (57,35-81,83)
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3.2. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A5*3 Polimorfizmine Ait Bulgular

3.2.1. PZR ve RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesine iliskin Bulgular

3.2.1.1. CYP3A5 Geni, rs776746, PZR Uriinlerinin Tespit Edilmesi

CYP3A5*3 polimorfizminin tespit edilmesine yonelik gergeklestirilen
calismalarda PZR {iriinlerine ait agagidaki jel goriintiisii elde edilmistir. Bu goriintiide
PZR iirlinlerinin ayirt edilmesinde 100 baz ¢iftlik marker kullanilmistir. PZR {iriinii
293 baz cifti olarak gorintiilenmistir. Sekil 3.1°de bazi hastalara ait CYP3A5*3
polimorfizmi i¢in elde edilen PZR iiriiniin poliakrilamid jel elektroforez goriintiisi

sunulmustur.

Sekil 3.1. Bazi hastalara ait CYP3A5*3 polimorfizmi igin elde edilen PZR iiriiniin
poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii

3.2.1.2. CYP3AS5 Geni, rs776746, RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesi

Hastalarin genotiplerinin aydinlatilmasina yonelik gerceklestirilen RPUP
reaksiyonu sonrasinda elde edilen iiriinlere ait asagidaki jel goriintiisii 6rnegi elde
edilmistir. RPUP reaksiyon sonuglarina gore; *1/*1 genotipine sahip bireyler, 148-125
b¢ uzunlugunda 2 bant seklinde, *1/*3 genotipine sahip bireyler 168-148-125 bg
uzunlugunda 3 bant seklinde ve *3/*3 genotipine sahip bireyler 168-125 bg
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uzunlugunda 2 bant seklinde goriintiilenmistir. Sekil 3.2.’de bazi hastalara ait CYP3A5*3
polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP iiriinlerinin ve 50 baz ¢iftlik markerin uygulandigi 6rnek

poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii sunulmustur.

PZR iiriinii: 293 baz ¢ifti

RPUP iiriinii:
AA, *1/*1: 148-125 bg
AG, *1/*3: 168-148-125 bg
GG, *3/*3: 168-125 bg

168 bg
135bg 148 bg

100 bg

50 bg

Sekil 3.2. Bazi hastalara ait CYP3A5*3 polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP firiinlerinin

poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii

3.2.2. CYP3A5 Geni, Genotip-Alel Frekanslar1 ve Hardy-Weinberg Dengesi
Sonuclarn

Bu tez ¢alismasina dahil edilen bireylerin sayilarinin Hardy-Weinberg dengesi
test edilmis, genotip ve alel frekanslar1 hesaplanmistir. Calisma grubundaki her TNP
igin gergeklestirilen Hardy-Weinberg dengesi testlerinin degerlendirilmesinde ki-kare
testi uygulanmistir. CYP3A5 geni igin yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri
sonuglar1 Cizelge 3.2.’de sunulmustur. CYP3A5 geni igin gozlenen degerler ile
beklenen degerlerin birbirine uygun oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinde olduklari
tespit edilmistir (p>0,05). CYP3A5*1/*1 genotipe sahip sadece bir kisi bulunmasi
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nedeniyle, heterozigot grup ile birlestirilerek CYP3A5*1 aleli tasiyan ve CYP3A5*3/*3

genotipe sahip hastalar arasinda karsilastirma yapilmistir.

Cizelge 3.2. CYP3A5*3 genetik polimorfizmi genotip ve alel frekans, Hardy-weinberg dengesi

testi sonuglari

Gen bolgesi Genotip Gé(zol/i ;1 o Beklenen Alel (f(f/f;;( anst x2 p
*3/*3 259 (85,7) 2596 *3: 560
92,72)
208 (%2,
*1 [* il
CYP3A5*3 1/*3 42 (13,9) “a - -
* 1 1(0,33) 16 (7,28) ' '
Toplam 302 302

3.2.3. CYP3A5 Geni rs776746, Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kullandiklar:

TKR Dozlarmin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrast 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 TKR
dozlart CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan (CYP3A5*1/*3 ve CYP3AS5*1/*1)

hasta gruplari arasinda kiyaslanmistir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglari

Cizelge 3.3.’te sunulmustur. Analiz sonuglarina gore nakil sonrasi 10. giinde

CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan gruplari arasinda kullanilan TKR dozlari

arasinda istatiksel olarak onemli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,156). Ancak,

CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tagtyan genotip gruplarinin 1. ay, 3. ay, 6. ay, 9. ay

ve 12. ayda kullandiklar1i TKR dozlar1 arasinda istatiksel olarak 6nemli bir farklilik
gosterdigi tespit edilmistir (p<0.05).
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Cizelge 3.3. CYP3A5*3 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giinve 1., 3., 6.,9., 12. aylarda

kullandiklar1 giinliik TKR dozlarimin iligkisi

Giinliik TKR dozu CYP3A5*3/*3 genotipe CYP3A5*1 aleli tagiyan p
(mg/giin) sahip hastalar hastalar

N=259 N=43
TKR dozu giin 10 6,00 (5,00-8,00) 7,00 (6,00-9,00) p=0,156
TKR dozu ay 1 3,00 (2,50-5,00) 7,00 (4,00-8,50) p<0,0001
TKR dozu ay 3 3,00 (2,00-4,00) 5,00 (4,00-7,00) p<0,0001
TKR dozu ay 6 3,00 (2,00-4,00) 5,50 (4,00-6,00) p<0,0001
TKR dozu ay 9 3,00 (2,00-4,00) 5,50 (4,00-6,00) p<0,0001
TKR dozu ay 12 2,50 (2,00-3,50) 5,00 (3,50-6,00) p<0,0001
Total 3,00 (2,00-4,50) 6,00 (4,00-7,00) p<0,0001

Cizelge 3.3.’te kullanilan TKR dozlari ortanca (¢eyrekler aras1 dagilim genisligi)
olarak sunulmustur. Hastalarin kullandiklar1 ortanca TKR dozlar1 incelendiginde,
nakil sonrasi 10. giinde gruplar arasinda istatiksel olarak onemli bir farklilik
goriilmezken, 1. aydan itibaren 12 ay boyunca CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar,
CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalardan daha yiiksek TKR dozlarina ihtiyag
duymustur. Sekil 3.3. ve sekil 3.4. farkli zaman dilimlerinde CYP3A5*3/*3 genotipe
sahip hastalarin ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin kullandiklar1 TKR dozlarini

gostermektedir.
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Sekil 3.3. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin 10. giin
vel., 3., 6.9, 12. aylarda kullandiklari giinlitk TKR dozlarinin sapl kutu grafigi ile gosterimi

(* p<0,05 vs *3/*3).
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@CYP3A5*3/*3

" ") ACYP3A5*1 aleli
tastyanlar

TKR dozu (mg/giin)
O N W b 01T O N ©©

10 30 90 180 270 360

Nakil sonrasi giin

Sekil 3.4. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin 10. giin
ve l, 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca TKR dozlarinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.2.4. CYP3A5 Geni rs776746, Genotip Sonuglar1 ve Hastalarin Kullandiklar
Kilo-Ayarh TKR Dozlarin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 Kilo-
ayarli TKR dozlari; CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan (CYP3A5*1/*3 ve
CYP3A5*1/*1) hasta gruplari arasinda kiyaslanmistir. Yapilan Mann-Whitney U testi
analiz sonuglar1 Cizelge 3.4."te sunulmustur. Analiz sonuglarina goére, nakil sonras1 10.
giinde CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tagiyan gruplari arasinda kullanilan kilo-
ayarli giinlik TKR dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,765).
Ancak, CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tagiyan genotip gruplarimin nakil sonrasi 1.
ay, 3. ay, 6. ay, 9. ay ve 12. ayda kullandiklar1 kilo-ayarli TKR dozlar1 arasinda

istatiksel olarak anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.4. CYP3A5*3 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.

aylardaki kilo ayarli giinliik TKR dozlarinin iligkisi

Nakil sonrast Kilo ayarli giinliikk TKR dozu (mg/kg/giin)
zaman CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar | CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar p
N=259 N=43

Giin 10 0,10 (0,08-0,13) 0,10 (0,09-0,12) p=0,765
Ay 1 0,05 (0,04-0,08) 0,10 (0,07-0,12) p<0,0001
Ay 3 0,04 (0,03-0,06) 0,08 (0,06-0,10) p<0,0001
Ay 6 0,04 (0,03-0,06) 0,08 (0,07-0,10) p<0,0001
Ay 9 0,04 (0,03-0,06) 0,08 (0,06-0,09) p<0,0001
Ay 12 0,04 (0,03-0,06) 0,07 (0,06-0,08) p<0,0001

Toplam 0,05 (0,03-0,08) 0,08 (0,07-0,11) p<0,0001

Cizelge 3.4.’te kilo-ayarli TKR dozlar1 ortanca (geyrekler arasi dagilim

genisligi) olarak sunulmustur. Kilo-ayarli TKR doz ihtiyaci, CYP3A5*1 aleli

tastyanlarda CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ile kiyaslandiginda, nakil sonrasi

birinci aydan itibaren yaklasik 2 kat daha yiiksektir ve bu durum nakil sonrasi ilk yil
devam etmektedir. Sekil 3.5. ve sekil 3.6. farkli zaman dilimlerinde CYP3A5*3/*3

genotipe sahip hastalarin ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin Kilo-ayarli TKR

dozlarin1 gostermektedir.
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Sekil 3.5. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tagiyan hastalarin 10. giin
ve l, 3., 6., 9, 12. aylarda kilo-ayarli giinliik TKR dozlarinin sapli kutu grafigi ile gosterimi.

(* p<0,05 vs *3/*3).
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Sekil 3.6. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin 10. giin
ve 1, 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 kilo-ayarli TKR dozlarinin dagilim grafigi ile
gosterimi.

3.2.5. CYP3AS5 Geni rs776746, Genotip Sonuclar1 ve Kan TKR Diizeylerinin
Hiskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6l¢iilen kan TKR
diizeyleri; CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hasta gruplari arasinda
kiyaslanmistir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglart Cizelge 3.5.°te
sunulmustur. Analiz sonuglarina gére nakil sonrasi1 10. giin 6l¢iillen TKR diizeyleri
CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hasta gruplari arasinda anlamli farklilik
gostermistir (p<0,0001). CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan genotip gruplarinin
1. ayda dlgiilen TKR diizeyleri arasinda da anlamli bir fark bulunmaktadir ancak 3. ay,

6. ay, 9. ay ve 12. aylarda bu iki genotip arasindaki fark kaybolmustur.
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Cizelge 3.5. CYP3A5*3 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.
aylardaki TKR diizeylerinin iligkisi

Kan TKR diizeyi (ng/ml)
Nakil sonrasi zaman CYP3A5_*3/*3 genotipe CYP3A5*1 aleli tagiyan P
sahip hastalar hastalar
N=259 N=43
Giin 10 10,40 (8,70-14,10) 7,90 (5,90-10,50) p<0,0001
Ay 1 9,40 (8,00-11,20) 8,10 (5,20-10,60) p=0,009
Ay 3 8,10 (6,60-9,50) 7,60 (6,00-9,20) p=0,208
Ay 6 6,90 (5,90-7,90) 6,80 (5,30-8,20) p=0,495
Ay 9 6,50 (5,70-7,50) 6,30 (5,40-7,40) p=0,384
Ay 12 6,10 (5,50-7,00) 5,90 (5,30-6,80) p=0,065
Toplam 7,50 (6,10-9,50) 6,80 (5,50-8,30) p<0,0001

Cizelge 3.5.”te TKR diizeyleri ortanca (¢eyrekler arasi dagilim genisligi) olarak
sunulmustur. CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar, CYP3A5*3/*3 genotipe sahip bireyler
ile kiyaslandiginda nakil sonrasi ilk bir ay anlamli olarak daha diisiik TKR diizeylerine
maruz kalmaktadir. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip bireyler erken donemde istatistiksel
olarak anlamli daha yiiksek kan TKR diizeyine sahiptirler. Ileri zamandaki 6l¢iimlerde
de ayni durum goriilmekle beraber iki grup arasinda anlamli fark 3. aydan sonra
kaybolmaktadir. Sekil 3.7. ve Sekil 3.8. farkli zaman dilimlerinde CYP3A5*3/*3
genotipe sahip hastalarin ve CYP3A5*1 aleli tagiyan hastalarin kan TKR diizeylerini

gostermektedir.
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Sekil 3.7. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tagiyan hastalarin 10. giin
vel, 3,6.,9., 12. aylarda kan TKR diizeylerinin sapli kutu grafigi ile gosterimi (* p<0,05 vs

*3/*3),
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Sekil 3.8. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin 10. giin
vel, 3, 6., 9., 12. aylardaki TKR diizeylerinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.2.6. CYP3AS5 Geni rs776746, Genotip Sonuglari, Kilo- ve Doz- Ayarh Kan TKR
Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin, 1. ay, 3. ay, 6. ay, 9. ay ve 12. aydaki doz- ve
kilo- ayarli kan TKR diizeyleri CYP3A5*3/*3 ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hasta
gruplar1 arasinda kiyaslanmistir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglar
Cizelge 3.6.’da sunulmustur. Analiz sonuglarina gore nakil sonras1 10. giin, 1. ay, 3.
ay, 6. ay, 9. ay ve 12. ayda gruplar arasinda anlamli farklilik oldugu tespit edilmistir
(p<0,0001).
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Cizelge 3.6. CYP3A5*3 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin

aylardaki kilo- ve doz- ayarli TKR diizeylerinin iliskisi

ve 1., 3., 6., 9., 12.

Kilo- ve doz- ayarli TKR diizeyi (ng/ml/(mg/kg/giin))

CYP3A5*3/*3 genotipe

CYP3AS5*1 aleli tastyan

Nakil sonrasi zaman . p
sahip hastalar hastalar
N=259 N=43
Giin 10 110,7 (79,04-147,5) 80,00 (49,41-97,50) p<0,0001
Ay 1l 171,1(127,8-241,5) 82,25(64,80-112,8) p<0,0001
Ay 3 188,8 (139,9-277,7) 96,90 (79,33-123,4) p<0,0001
Ay 6 160,5 (109,2-232,4) 90,00 (60,20-102,7) p<0,0001
Ay 9 154,4 (108,3-232,2) 79,98 (60,27-107,9) p<0,0001
Ay 12 163,7 (114,2-225,0) 82,73 (65,00-96,00) p<0,0001
Toplam 157,5 (107,6-226,8) 83,07 (61,38-106,2) p<0,0001

Cizelge 3.6.”da TKR diizeyleri ortanca (¢eyrekler aras1 dagilim genisligi) olarak

sunulmustur. CYP3A5 ekspresyonu yapan (CYP3A5*1 aleli tasiyan) hastalar,

CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ile karsilastirildiginda kilo- ve doz- ayarli TKR

diizeylerinin daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,0001).
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Sekil 3.9. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tagiyan hastalarin 10. giin
ve 1., 3., 6., 9., 12. aylardaki kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin saph kutu grafigi ile
gosterimi (* p<0,05 vs *3/*3).
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Sekil 3.10. CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin 10.
ginve 1., 3.,6.,9., 12. aylardaki kilo- ve doz-ayarli ortanca TKR diizeylerinin dagilim grafigi
ile gosterimi.

3.3. CYP3A4 Geni, rs35599367, CYP3A4*22 Polimorfizmine Ait Bulgular

3.3.1. CYP3A4 Geni, rs35599367, PZR ve RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesi
3.3.1.1. CYP3A4 Geni, PZR Uriinlerinin Tespit Edilmesi

CYP3A4*22 polimorfizminin tespit edilmesine yonelik c¢aligmalarda PZR
irlinlerine ait Sekil 3.11°deki jel goriintlisii elde edilmistir. Bu goriintiide PZR

tirtinlerinin ay1rt edilmesinde 100 baz ¢iftlik marker kullanilmistir. PZR tiriinii 397 baz

cifti olarak goriintiilenmistir.

500 bg
.. 397 beg
= 300 bg
200 bg

100 bg

Sekil 3.11. Bazi hastalara ait C>T baz degisikligi olan CYP3A4*22 polimorfizmini igeren
CYP3A4 gen bolgesinin gogaltilmast ile elde edilen PZR {iriiniin poliakrilamid jel elektroforez
gorintiisi.
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3.3.1.2. CYP3A4 Geni, RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesi

Hastalarin genotiplerinin aydinlatilmasina yonelik gerceklestirilen RPUP
reaksiyonu sonrasinda elde edilen {iriinlere ait agagidaki jel goriintiisii elde edilmistir
(Sekil 3.12.). RPUP reaksiyon sonuglara gore *1/*1 genotipine sahip bireyler, 397
b¢ uzunlugunda 1 bant seklinde, *1/*¥22 genotipine sahip bireyler 397-243-154 bg
uzunlugunda 3 bant seklinde ve *22/*22 genotipine sahip bireyler 243-154 bg
uzunlugunda 2 bant seklinde goriintiilenmistir. Sekil 3.12.°de bazi hastalara ait
CYP3A4*22 polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP iiriinlerinin ve 100 baz c¢iftlik

markerin uygulandig poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii sunulmustur.
PZR iiriinii: 397 baz ¢ifti
RPUP iiriinii:

CC (homozigot yabanil tip), *1/*1: 397 bg

CT (heterozigot), *1/*22: 397-243-154 bg

TT (homozigot mutant), *22/*22: 243-154 bg

100 bg

Sekil 3.12. Bazi hastalara ait CYP3A4*22 polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP {iriinlerinin
poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii

3.3.2. CYP3A4 Geni, Genotip-Alel Frekanslar1 ve Hardy-Weinberg Dengesi
Sonuglari

Calismadaki hasta sayilarmin Hardy-Weinberg dengesi test edilmis genotip ve

alel frekanslar1 hesaplanmistir. Calisma grubundaki her TNP i¢in gergeklestirilen

72



Hardy-Weinberg dengesi testlerinin degerlendirilmesinde ki-kare testi uygulanmustir.
CYP3A4 geni i¢in yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri sonuglar1 Cizelge 3.7.’de
sunulmustur. CYP3A4 geni i¢in, gozlenen degerler ile beklenen degerlerin birbirine

uygun oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinde olduklari tespit edilmistir (p>0,05).

Cizelge 3.7. CYP3A4*22 genetik polimorfizmi genotip ve alel frekansi, Hardy-Weinberg
dengesi testi sonuglari

I . Gozlenen Alel frekansi
Gen bolgesi Genotip (%) Beklenen (%) x2 p
*1/*1 270 (89,4) 270.8 *1: 572
308 (94,70)
CYP3A4*22 *1/*22 32 (10,6) !
08 *22: 32 0,95 0,33
*22/*22 0 (0,00) ' (5,30)
Toplam 302 302

3.3.3. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuclar: ve Hastalarin Kullandiklar
Giinliikk TKR Dozlarmin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 TKR
dozlari CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta
gruplar1 arasinda kiyaslanmigtir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglari
Cizelge 3.8.te sunulmustur. Analiz sonuglarina gore nakil sonrast 10. giinde
CYP3A4*1/*1genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplar
arasinda kullanilan TKR dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir
(p=0,891). Ancak, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tagiyan genotip gruplarimin 1.,
3., 6., 9. ve 12. ayda kullandiklar1 TKR dozlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik gosterdigi tespit edilmistir.
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Cizelge 3.8. CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giinve 1., 3., 6.,9., 12. aylarda

kullandiklar1 giinliik TKR dozlarimin iligkisi

Giinliik TKR dozu (mg/giin)
Nakil sonrasi zaman CYP3A4_*1/*1 genotipe | CYP3A4*22 aleli tagiyan P
sahip hastalar hastalar
N=270 N=32
Giin 10 6,00 (5,00-8,00) 6,75 (5,00-8,37) p=0,891
Ay 1 4,00 (3,00-5,63) 3,00 (2,00-4,00) p=0,021
Ay 3 3,00 (2,50-4,00) 2,00 (1,50-2,50) p<0,0001
Ay 6 3,00 (2,50-4,00) 2,25 (2,00-3,00) p=0,002
Ay 9 3,00 (2,00-4,00) 2,50 (1,50-3,00) p=0,001
Ay 12 3,00 (2,00-4,00) 2,00 (1,50-3,00) p=0,011
Toplam 3,50 (2,50-5,00) 2,50 (2,00-4,00) p<0,0001

Cizelge 3.8.°de kullanilan TKR dozlar1 ortanca (geyrekler arasi dagilim

genisligi) olarak sunulmustur. Hastalarin kullandiklar1 TKR dozlar1 incelendiginde,

nakil sonrasi 10. giinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken, 1. aydan

itibaren 12 ay boyunca CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli

tastyan hastalardan anlamli olarak daha yiiksek TKR dozlarina ihtiyag duymustur.
Sekil 3.13. ve Sekil 3.14. farkli zaman dilimlerinde CYP3A4*1/*1 genotipe sahip

hastalarin ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin kullandiklart TKR dozlarini

gostermektedir.
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Sekil 3.13. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
gin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 giinliik TKR dozlarinin sapl kutu grafigi ile
gosterimi (* p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.14. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tagiyan hastalarin 10.
ginve 1., 3.,6.,9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca TKR doz degerlerinin dagilim grafigi ile
gosterimi.

3.3.4. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuglart ve Kilo-Ayarh TKR
Dozlarmin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 Kilo-
ayarli TKR dozlar1 CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tastyan hasta gruplari arasinda
kiyaslanmigtir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglari Cizelge 3.9’da
sunulmugtur. Analiz sonuglarma gore nakil sonrasi 10. giinde CYP3A4*1/*1 ve
CYP3A4*22 aleli tastyan gruplar1 arasinda kullanilan kilo ayarli giinlikk TKR dozlar
arasinda anlaml bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,882). Ancak, CYP3A4*1/*1 ve
CYP3A4*22 aleli tasiyan genotip gruplariin 1., 3., 6., 9. ve 12. ayda kullandiklar
kilo-ayarli TKR dozlar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdigi

tespit edilmistir.
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Cizelge 3.9. CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.

aylardaki kilo ayarli giinliik TKR dozlarinin iligkisi

Giinliik TKR dozu (mg/kg/giin)
Nakil sonrasi zaman CYP3A4_*1/*1 genotipe CYP3A4*22 aleli tagiyan P
sahip hastalar hastalar
N=270 N=32
Giin 10 0,10 (0,08-0,13) 0,10 (0,08-0,13) p=0,882
Ay 1 0,06 (0,04-0,09) 0,04 (0,03-0,07) p=0,014
Ay 3 0,05 (0,03-0,07) 0,03 (0,02-0,04) p=0,002
Ay 6 0,05 (0,04-0,07) 0,03 (0,03-0,04) p=0,002
Ay 9 0,05 (0,03-0,07) 0,03 (0,02-0,05) p=0,001
Ay 12 0,04 (0,03-0,06) 0,03 (0,02-0,04) p=0,013
Toplam 0,05 (0,04-0,08) 0,04 (0,03-0,08) p<0,0001

Cizelge 3.9.’da kilo-ayarli TKR dozlar1 ortanca (¢eyrekler arast dagilim

genisligi) olarak sunulmustur. Kilo-ayarli TKR doz ihtiyaci, CYP3A4*1/*1 genotipe

sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar arasinda kiyaslandiginda doz

ihtiyaglarinin 10. giinde benzer oldugu goriilmiistiir. Nakil sonrasi birinci aydan

itibaren ise CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile

kiyaslandiginda kilo-ayarlt TKR dozlariin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir ve bu

durum nakil sonrasi ilk y1l devam etmektedir. Sekil 3.15. ve Sekil 3.16. farkli zaman

dilimlerinde CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalarin ve CYP3A4*22 aleli tagiyan

hastalarin kilo-ayarl1 TKR dozlarimi gostermektedir.
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Sekil 3.15. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
gin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 Kilo-ayarli giinliik TKR dozlarinin saph kutu
grafigi ile gosterimi (* p<0,05 vs*1*/1).
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Sekil 3.16. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
ginve 1.,3.,6.,9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca kilo-ayarli TKR doz degerlerinin dagilim
grafigi ile gdsterimi.

3.3.5. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuglar1 ve Kan TKR Diizeylerinin
liskisi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6l¢iilen kan TKR
diizeyleri CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplari arasinda
kiyaslanmistir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglar1 Cizelge 3.10.’da
sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonras1 10. giin 6l¢iilen TKR diizeyleri
CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermistir (p=0,021). CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tastyan genotip gruplarinin
1., 3., 6., 9. ve 12. ayda 6l¢iilen TKR diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir
farklilik tespit edilmemistir.
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Cizelge 3.10. CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.
aylarda olgiilen TKR diizeylerinin iliskisi

Kan TKR diizeyi (ng/ml)
Nakil sonrasi zaman CYP3A4_*1/*1 genotipe CYP3A4*22 aleli tagiyan P
sahip hastalar hastalar
N=270 N=32
Giin 10 10,20 (8,00-13,25) 11,50 (9,28-15,28) p=0,021
Ay 1l 9,10 (7,60-11,03) 10,35 (8,63-11,35) p=0,135
Ay 3 8,05 (6,50-9,53) 7,70 (6,68-7,70) p=0,581
Ay 6 6,90 (5,77-8,00) 6,95 (6,13-8,13) p=0,711
Ay 9 6,50 (5,75-7,50) 6,55 (5,23-7,35) p=0,803
Ay 12 6,00 (5,50-6,93) 6,15 (5,40-7,20) p=0,999
Toplam 7,40 (6,00-9,20) 7,50 (6,10-9,67) p=0,294

Cizelge 3.10.°da TKR diizeyleri ortanca (ceyrekler arasi dagilim genisligi)
olarak sunulmustur. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyan
hastalar ile kiyaslandiginda nakil sonrasi erken donemde (10. giin) daha diisiik TKR
diizeylerine maruz kalmaktadir. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalarda diisitk TKR
diizeyleri nakil sonrasi ilk 12 ay devam etse de 10. giin sonrasinda anlamlilik ortadan
kalkmaktadir. Sekil 3.17. ve sekil 3.18. farkli zaman dilimlerinde CYP3A4*1/*1
genotipe sahip hastalarin ve CYP3A4*22 aleli tagiyan hastalarin kan TKR diizeylerini

gostermektedir.
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Sekil 3.17. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
gin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda olgiilen TKR diizeylerinin sapl kutu grafigi ile gosterimi. (*
p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.18. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
ginve 1., 3.,6.,9., 12. aylarda TKR diizeyi ortanca degerlerinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.3.6. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuclari, Kilo- ve Doz-Ayarh Kan
TKR Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen kilo- ve doz-
ayarli kan TKR diizeyleri; CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplari
arasinda kiyaslanmigtir. Yapilan Mann-Whitney U testi analiz sonuglar1 Cizelge
3.11.°de sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi 10. giin dl¢iilen kilo- ve
doz-ayarli TKR diizeyleri CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplari
arasinda anlamli farklilik gostermemistir (p=0,107). CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22
aleli tasiyan genotip gruplarinin 1., 3., 6., 9. ve 12. ayda olgiilen TKR diizeyleri

arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir.
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Cizelge 3.11. CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.
aylardaki kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin iligkisi

Kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyi (ng/ml/(mg/kg/giin))
Nakil sonrasi giin CYP3A4_*1/*1 genotipe CYP3A4*22 aleli tagiyan P
sahip hastalar hastalar
N=270 N=32
Giin 10 101,4 (73,46-140,5) 114,2 (83,65-160,7) p=0,101
Ay 1 155,4 (104,9-223,5) 218,0 (152,9-356,6) p=0,001
Ay 3 164,6 (113,2-237,0) 275,2 (162,3-326,2) p=0,0004
Ay 6 136,8 (96,25-202,7) 220,1 (138,0-280,3) p<0,0001
Ay 9 141,7 (87,8-196,7) 207,8 (132,4-287,3) p=0,002
Ay 12 147,4 (98,00-204,6) 204,0 (112,7-281,8) p=0,007
Toplam 139,5 (92,41-203,9) 205,0 (119,0-283,8) p<0,0001

Cizelge 3.11.’de doz ve kilo ayarli TKR diizeyleri ortanca (ceyrekler arasi
dagilim genisligi) olarak sunulmustur. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar,
CYP3A4*1/*22 genotipe sahip hastalar ile karsilastirildiginda kilo- ve doz-ayarli TKR
diizeylerinin nakil sonrast 12 ay boyunca anlamli olarak daha diisiik seyrettigi tespit
edilmistir (p<0,0001). Sekil 3.19. ve sekil 3.20. farkli zaman dilimlerinde
CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalarin ve CYP3A4*22 aleli tagiyan hastalarin Kilo-

ve doz-ayarli kan TKR diizeylerini gostermektedir.
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Sekil 3.19. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tagiyan hastalarin 10.

gin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin sapl kutu grafigi ile

gosterimi. (* p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.20. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin 10.
ginve 1., 3., 6.,9., 12. aylardaki kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyi ortanca degerlerinin dagilim
grafigi ile gdsterimi.

3.4. Sitokrom P450 Oksidorediiktaz (POR) Geni, rs1057868, POR*28
Polimorfizmine Ait Bulgular

3.4.1. POR Geni, rs1057868, PZR ve RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesi

3.3.1.1. POR Geni, rs1057868, PZR Uriinlerinin Tespit Edilmesi

POR*28 polimorfizminin tespit edilmesine yonelik ¢alismalarda PZR iiriinlerine
ait sekil 3.21°deki jel goriintiisti elde edilmistir. Bu goriintiide PZR {irlinlerinin ayirt
edilmesinde 50 baz ¢iftlik marker kullanilmistir. PZR firiinii 147 baz ¢ifti olarak

goriintiilenmigtir.

150 be
100 be

50 be

Sekil 3.21. Bazi hastalara ait POR*28 polimorfizmi i¢in elde edilen PZR f{iriiniin
poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii.
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3.3.1.2. POR Geni, rs1057868, RPUP Uriinlerinin Tespit Edilmesi

RPUP reaksiyonu sonrasinda elde edilen iiriinlere ait asagidaki jel goriintiisi
elde edilmistir (Sekil 3.22.). RPUP reaksiyon sonuglarina gore; *1/*1 genotipine sahip
bireyler, 147 b¢ uzunlugunda 1 bant seklinde, *1/*28 genotipine sahip bireyler 147-
99-48 bg uzunlugunda 3 bant seklinde ve *28/*28 genotipine sahip bireyler 99-48 bg
uzunlugunda 2 bant seklinde goriintiilenmistir. Sekil 3.22.°de bazi hastalara ait
POR*28 polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP iirlinlerinin ve 50 baz ¢iftlik markerin

uygulandigi poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii sunulmustur.

PZR iiriinii: 147 baz cifti
RPUP iiriinii:

CC, *1/*1: 99-48 bg

TT, *28/*28: 147 bg

CT, *1/*28: 147-99-48 bg

150 bg
100 bg

50 bg

Sekil 3.22. Bazi hastalara ait POR*28 polimorfizmi i¢in elde edilen RPUP {iriinlerinin
poliakrilamid jel elektroforez goriintiisii.

Sekil 3.21. ve sekil 3.22.°de, PZR ve RPUP iiriinleri sunulan POR*28
polimorfizminin (rs1057868) PZR-RPUP yontemi ile tespit edilmesi diinyada ilk defa
tasarladigimiz primerler ve optimize ettigimiz yontem ile gerceklestirilmistir.
Hedeflenen bolgenin amplifikasyonun ve yontemin dogrulugunun teyit edilmesi tam

dizi analizi yontemi ile (Applied Biosystems 3730xI DNA analyzer, USA)
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gerceklestirilmistir. Heterozigot, mutant ve yabanil tip genotipe sahip oldugu PZR-
RPUP ile laboratuvarimizda tespit edilen hastalara ait DNA orneklerinin tam dizi
analizi (Applied Biosystems 3730xI DNA analyzer, USA) yapilmistir.

Tam dizi analizi sonuglar1, beklendigi gibi 1508. konumda C>T degisimi oldugunu ve
kurulan PZR-RPUP yonteminin gegerliligini kanitlamistir. Buna gore 1508. konumda
*1/*1 genotipe sahip bireyler C, *1/*28 genotipe sahip bireyler C ve T, *28/*28
genotipe sahip bireyler ise T tasimaktadir. Sekil 3.23’te, yabanil tip, heterozigot ve

mutant genotipe sahip bireylerin tam dizi analizi sonuglar1 sunulmustur.

sicic e g[cle cic ciG As:

@ /\/\/\/_V)/&/\_/\_f\

5'CCTGCGGGGA3'

"
\

5'CCTGCGGGGA3‘

* )
NV WA

Sekil 3.23. Bazi hastalara ait POR*28 polimorfizmi tam dizi analiz sonuglarina ait bir goriintii.

A: POR*1/*1, B: POR*1/*28, C: POR*28/*28 genotiplerini gostermektedir.

3.4.2. POR Geni, rs1057868, Genotip-Alel Frekanslar1 ve Hardy-Weinberg
Dengesi Sonuc¢lar

Calismadaki hasta sayilarinin Hardy-Weinberg dengesi test edilmis, genotip ve
alel frekanslari hesaplanmistir. Gergeklestirilen Hardy-Weinberg dengesi testlerinin
degerlendirilmesinde ki-kare testi uygulanmigtir. POR geni i¢in yapilan Hardy-
Weinberg dengesi testleri sonuglar1 Cizelge 3.12.’de sunulmustur. POR geni igin,
gozlenen degerler ile beklenen degerlerin birbirine uygun oldugu ve Hardy-Weinberg

dengesinde olduklar tespit edilmistir (p>0,05).
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Cizelge 3.12. POR*28 genetik polimorfizmi genotip ve alel frekans, Hardy-Weinberg dengesi

testi sonuglari

Gozlenen

Allel

Gen bolgesi Genotip (%) Beklenen frekansi (%) x P
*1/%1 151 (50) 144,6 ’(’ég ‘;11?
POR*28 *1/%28 116 (38,41) 1287
*28: 186 2,95 0,09
*0g/*28 35 (11,59) 28,6 (30,79)
Toplam 302 302

3.4.3. POR Geni, rs1057868, Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kullandiklar:
Giinliikk TKR Dozlarmin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklart TKR
dozlari; POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplari

arasinda kiyaslanmigtir. Kruskal-Wallis testi analiz sonuglar1 Cizelge 3.13.’te

sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi 10. giin ve birinci ayda {i¢ genotip

grubu arasinda kullanilan TKR dozlar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir

(sirayla; p=0,559, p=0,412). Ancak, 3, 6, 9 ve 12. aylarda kullanilan giinliik TKR

dozlar1 POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli bir

farklilik oldugu tespit edilmistir. Gruplar arasi fark ¢ikan zaman araliklarinda, Dunn’s

test yapilarak, farkliliklarin hangi genotip gruplari arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.13. POR*28 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda
kullandiklar1 glinliik TKR dozlariin iligkisi

Giinliikk TKR dozu (mg/giin)
Nakil sonrasi zaman POR*1/*1 POR*1/*28 POR*28/*28 p
N=151 N=116 N=35
Giin 10 7,00 (5,00-9,00) 6,00 (4,50-8,00) 6,00 (6,00-8,00) p=0,559
Ay 1 3,50 (3,00-5,00) 4,00 (2,63-6,00) 4,00 (3,00-5,00) p=0,412
Ay 3 3,00 (2,00-4,00) 2 3,00 (2,50-4,50) 2 3,50 (2,00-4,00) p=0,016
Ay 6 3,00 (2,00-4,00)% | 3,50 (2,50-4,36) 2 3,50 (2,50-5,00) p=0,015
Ay 9 3,00 (2,00-4,00)° | 3,50 (2,00-4,00) | 4,00 (2,00-5,00)" p=0,036
Ay 12 2,50 (2,00-3,50) ¢ | 3,00 (2,00-4,00)¢ | 3,50 (2,00-4,00) ° p=0,027
Toplam 3,00 (2,00-5,00) ¢ | 4,00 (2,50-5,50) ¢ | 4,00 (2,50-5,00) € p<0,0001

2 p<0,05, POR*1/*1 ve POR*1/*28 genotiplerinin karsilastirilmasi

b p<0,05, POR*1/*1 ve POR*28/*28 genotiplerinin karsilastirilmasi

¢ p<0,05, sirayla; POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipleri ile
karsilastirilmasi

Cizelge 3.13.’de kullanilan TKR dozlar1 ortanca (c¢eyrekler arasi dagilim
genisligi) olarak sunulmustur. Hastalarin kullandiklar1 ortanca TKR dozlar
incelendiginde, nakil sonras1 10. giinde ve birinci ayda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik goriilmezken, 3. aydan itibaren 12 ay boyunca POR*28 polimorfizmine bagh
olarak gruplarin kullandiklar1 TKR dozlari arasinda fark oldugu tespit edilmistir. Sekil
3.24. ve sekil 3.25. farkli zaman dilimlerinde POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28

genotiplere sahip hastalarin kullandiklar1 TKR dozlarim1 gostermektedir.
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Sekil 3.24. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3., 6., 9, 12. aylarda kullandiklar1 giinlik TKR dozlarimin sapli kutu grafigi ile gosterimi.

(*p<0,05 vs *1/*1).
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POR*1/*1
§ POR*1/*28
1 POR*28/*28

TKR dozu (mg/giin)
O P N W b 01 O N 0

10 30 90 180 270 360

Nakil sonrasi giin

Sekil 3.25. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3., 6.,9.,12. aylarda kullandiklar1 ortanca TKR doz degerlerinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.4.4. POR Geni rs1057868, Genotip Sonuclar: ve Kilo-Ayarh TKR Dozlarinin
liskisi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kilo-ayarli TKR
dozlar;; POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplar
arasinda kiyaslanmigtir. Kruskal-Wallis testi analiz sonuglar1 Cizelge 3.14.’te
sunulmusgtur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonras1 10. giin ve birinci ayda ii¢ genotip
grubu arasinda kullandiklar kilo-ayarli TKR dozlar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (p=0,762, p=0,179). Ancak, 3, 6, 9 ve 12. aylarda kullanilan kilo ayarl
giinlik TKR dozlart POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. Gruplar arasi fark c¢ikan zaman
araliklarinda Dunn’s test yapilarak, farkliliklarin hangi genotip gruplar1 arasinda

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.14. POR*28 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda
kullandiklar1 kilo-ayarlt TKR dozlarmin iliskisi

Kilo ayarli giinliik TKR dozu (mg/kg/giin)
POR*1/*1 POR*1/*28 POR*28/*28 p
N=151 N=116 N=35
Giin 10 0,10 (0,09-0,13) 0,10 (0,08-0,13) 0,10 (0,08-0,12) p=0,762
Ay 1 0,05 (0,04-0,08) 0,06 (0,04-0,10) 0,06 (0,05-0,07) p=0,179
Ay 3 0,04 (0,03-0,06) 2 0,05 (0,04-0,08) 2 0,05 (0,03-0,06) p=0,003
Ay 6 0,04 (0,03-0,06) 2 0,05 (0,04-0,08) 2 0,05 (0,03-0,08) p=0,014
Ay 9 0,04 (0,03-0,06) 2 0,05 (0,03-0,08) 2 0,05 (0,03-0,08) p=0,037
Ay 12 0,04 (0,03-0,05)2 | 0,04 (0,03-0,07) 2 0,05 (0,03-0,07) p=0,019
Toplam 0,05 (0,03-0,08)° | 0,06 (0,04-0,09)° | 0,06 (0,04-0,08)° p<0,0001

a p<0,05, POR*1/*1 ve POR*1/*28 genotiplerinin karsilagtirilmasi
b p<0,05, sirayla; POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipleri ile
karsilagtirilmasi

Cizelge 3.14.’de kullanilan kilo-ayarli TKR dozlar1 ortanca (¢eyrekler arasi
dagilim genisligi) olarak sunulmustur. Hastalarin kullandiklar1 ortanca TKR dozlari
incelendiginde, nakil sonras1 10. giinde ve birinci ayda gruplar arasinda anlamli bir
farklilik goriilmezken, 3. aydan itibaren 12 ay boyunca POR*28 polimorfizmine bagh
olarak gruplarin kullandiklar1 Kilo-ayarli TKR dozlar1 arasinda fark oldugu tespit

edilmistir. Sekil 3.26. ve Sekil 3.27. farkli zaman dilimlerinde POR*1/*1, POR*1/*28
ve POR*28/*28 genotiplere sahip hastalarin kullandiklar1 kilo-ayarlt TKR dozlarini

gostermektedir.
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3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 kilo-ayarli TKR dozlarinin saph kutu grafigi ile gosterimi.

Sekil 3.26. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
(* p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.27. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca kilo-ayarli TKR doz degerlerinin dagilim grafigi ile
gosterimi.

3.4.5. POR Geni rs1057868, Genotip Sonuclar1 ve Kan TKR Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6l¢iilen kan TKR
diizeyleri POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplari
arasinda kiyaslanmigtir. Kruskal-Wallis testi analiz sonuglar1 Cizelge 3.15.’te
sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi birinci ayda ii¢ genotip grubu
arasinda Olgiilen kan TKR diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir
(p=0,016). Nakil sonras1 10. giin, 3, 6, 9 ve 12. aylarda 6lgiilen kan TKR diizeyleri
POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda gruplar arasinda anlamli bir farklilik
olmadig: tespit edilmistir. Gruplar arasi fark ¢ikan zaman araliklarinda, Dunn’s test

yapilarak, farkliliklarin hangi genotip gruplari arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.15. POR*28 genetik polimorfizmi ve nakilsonras1 10. giinve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda
Olciilen kan TKR diizeylerinin iliskisi

Kan TKR diizeyi (ng/ml)
Nakil sonras1 zaman POR*1/*1 POR*1/*28 POR*28/*28 p
N=151 N=116 N=35
Giin 10 10,30 (8,60-14,10) 9,70(7,53-12,68) 10,40 (8,00-13,50) p=0,070
Ayl 9,70 (8,00-12,00) 2 | 9,10 (7,33-10,88) 2 8,50 (7,50-10,10) 2 p=0,016
Ay 3 8,30 (6,60-9,30) 7,75 (6,23-9,55) 8,10 (6,40-8,80) p=0,377
Ay 6 6,90 (5,90-7,80) 7,00 (5,60-8,18) 7,00 (5,60-8,20) p=0,734
Ay 9 6,60 (5,80-7,50) 6,45 (5,60-7,07) 6,50 (5,50-8,60) p=0,736
Ay 12 6,20 (5,50-7,00) 6,10 (5,50-7,00) 5,90 (5,00-6,80) p=0,606
Toplam 7,50 (6,10-9,50) 2 7,20 (6,00-9,10) 2 7,65 (5,80-9,20) 2 p=0,042

& p<0,05, sirayla; POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipleri ile
karsilastirilmasi

Cizelge 3.15.’de olgiilen kan TKR diizeyleri ortanca (¢eyrekler arasi dagilim
genigligi) olarak sunulmustur. Kan TKR diizeyleri incelendiginde, nakil sonrasi 10.
giinde ve birinci ayda gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriiliirken, 3. aydan
itibaren 12 ay boyunca POR*28 polimorfizmine bagli olarak gruplarin kan TKR
diizeyleri arasinda fark olmadigi tespit edilmistir. Sekil 3.28. ve Sekil 3.29. farkh
zaman dilimlerinde POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotiplere sahip

hastalarin kan TKR diizeylerini gdstermektedir.
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Sekil 3.28. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3.,6.,9.,12. aylarda kan TKR diizeylerinin saph kutu grafigi ile gosterimi (*p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.29. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3., 6., 9., 12. aylarda 6l¢iilen ortanca kan TKR diizeylerinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.4.6. POR Geni rs1057868, Genotip Sonuclari, Kilo- ve doz-ayarh Kan TKR
Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda dlgiilen kilo- ve doz-
ayarli kan TKR diizeyleri; POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip
hasta gruplar arasinda kiyaslanmigtir. Yapilan Kruskal-Wallis testi analiz sonuglari
Cizelge 3.16.”da sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi 10. giin ve 9. ayda
olgiilen kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri ii¢ genotip grubu arasinda anlamli farklilik
gostermemistir (p=0,399, p=0,074). Ancak, 3, 6, ve 12. aylarda 6lg¢iilen kilo- ve doz-
ayarlit TKR diizeyleri POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. Gruplar arasi fark c¢ikan zaman
araliklarinda, Dunn’s test yapilarak, farkliliklarin hangi genotip gruplar1 arasinda

oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.16. POR*28 genetik polimorfizmi ve nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12.
aylardaki kilo- ve doz-ayarli kan TKR diizeylerinin iliskisi

Kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyi ng/ml/(mg/kg/giin)
Nakil sonrasi zaman POR*1/*1 POR*1/*28 POR*28/*28 p
N=151 N=116 N=35
Giin 10 105,6 (77,24-151,1) | 101,7 (70,31-134,0) | 96,12 (73,00-156,6) | p=0,399
Ay1 180,8 (121,5-233,0)% | 144,6 (92,44-221,2) | 146,0(89,58-223,5) | p=0,009
Ay 3 203,3 (134,2-272,6)% | 148,8 (97,40-231,1)* | 1634 (1051-2657) | p=0,001
Ay 6 158,2 (107,7-232,4)% | 123,2(90,32-194,1) | 158,7 (90,0-217,6) p=0,025
Ay 9 154,4 (108,3-218,6) | 1245 (82,49-206,2) | 123,9 (84,50-180,0) | p=0,074
Ay 12 1659 (113,7-217,6)° | 132,5(89,16-209,7)° | 135, (82,80-186,7)> | p=0,028
Toplam 157,9 (107,6-224,0)° | 124,3 (87,55-194,1)° | 136,1 (84,73-206,4)° | p<0,0001

2 p<0,05, POR*1/*1 ve POR*1/*28 genotiplerinin karsilastirilmasi

b p<0,05, sirayla; POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipleri ile

karsilagtiritlmasi

Cizelge 3.16.’de kilo- ve doz-ayarli kan TKR diizeyleri ortanca (¢eyrekler arasi

dagilim genisligi) olarak sunulmustur. Kan TKR diizeyleri incelendiginde, nakil

sonrast 10. giinde ve 9. ayda gruplar arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir.

Nakil sonrasi 3, 6 ve 12. Aylarda ise POR*28 polimorfizmine bagli olarak gruplarin

kilo- ve doz-ayarli kan TKR diizeyleri arasinda anlamli bir fark oldugu tespit
edilmistir. Sekil 3.30. ve Sekil 3.31. farkli zaman dilimlerinde POR*1/*1, POR*1/*28

ve POR*28/*28 genotiplere sahip hastalarin kilo- ve doz-ayarli kan TKR diizeylerini

gostermektedir.
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Sekil 3.30. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,

3., 6., 9, 12. aylarda kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin sapli kutu grafigi ile gdsterimi

(*p<0,05 vs *1/*1).
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Sekil 3.31. POR*1/*1, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip hastalarin 10. giin ve 1.,
3., 6., 9, 12. aylarda kilo- ve doz-ayarli ortanca kan TKR diizeylerinin dagilim grafigi ile
gosterimi.

3.5. CYP3AS5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Genotip Dagilimi1 Kombinasyon Analizlerine Ait Bulgular

CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 polimorfizm kombinasyon gruplari, Cizelge
3.17.’de sunulmustur. Literatiirde verilen bilgiler ve polimorfizmlerinin tek basina
yapilan analizlerinde elde edilen sonuglara gore gruplar sekillendirilmis, olasi gruplar:
yavasg, orta ve hizli metabolize eden genotiplere sahip hastalar bir araya getirilerek
CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve

sekillendirilmistir. POR*28 polimorfizmlerinin

kombinasyonlarina gore bireylerin metabolizma durumlarma ait genotip

siiflandirilmasi Cizelge 3.17.’de sunulmustur.

Cizelge 3.17. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip kombinasyon siniflandiriimasi

METABOLIZMA DURUMU
GENOTIP YAVAS ORTA-1 ORTA-2 HIZLI
N=30 N=228 N=9 N=33
CYP3AS5 *3/%3 *3/%3 *1 *1
CYP3A4 *22 *1/*1 *1/*1 *1/*1
POR *1/*1 ve *28 *1/*1 ve *28 *1/*1 *28
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3.5.1. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kullandiklar1 Giinliik TKR
Dozlarimin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrast 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 TKR
dozlar1 kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplari arasinda
kiyaslanmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi analiz sonuglart Cizelge 3.18.°de
sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonras1 10. glinde hasta gruplar1 arasinda
kullanilan TKR dozlar1 arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,331).
Ancak, farkli genotip gruplarimin 1., 3., 6., 9. ve 12. ayda kullandiklar1 TKR dozlart
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Gruplar arasi
fark c¢ikan zaman araliklarinda, Dunn’s test yapilarak, farkliliklarin hangi genotip

gruplar1 arasinda oldugu tespit edilmistir.

Cizelge 3.18. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin
ve l, 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 giinlik TKR dozlarinin iligkisi

Toplam Hasta Grubu Giinliik TKR dozu (mg/giin)
(Ortanca)
Nakil * /* * /* * *
Sonras! 5 . | 5 e@ CYP3A5*3/*3 | CYP3A5*3/*3 | CYP3AS*L | CYP3AS*L |
Zaman 8 SE | BEZ. | CYP3A4*22 | CYP3A4*L*1 | POR*1/*1 POR*28
S | &% | 8°%8
=~ Yavas Orta-1 Orta-2 Hizli

Gin10 | 650 | 255 2,0-8,0 7,00 6,00 7,00 7,00 0,331
Ay 1 400 | 2,07 3,0-5,0 3,000 ¢ 3,500 ¢ 7,00°¢ 6,00° 0,0001

Ay 3 300 | 158 2,0-4,0 2,0020.¢ 3,000b¢ 6,00 5,00 0,0001

Ay 6 3,00 1,54 2,0-4,0 225ab.¢ 3,002 b.¢ 5,50 ¢ 6,00° 0,0001

Ay 9 300 | 151 2,0-4,0 2,500 ¢ 3,00%0:¢ 5,50 ¢ 5,50 0,0001
Ay12 | 300 | 141 2,0-4,0 2,250.¢ 2,502 ¢ 5,50 ¢ 500° 0,0001
Toplam 2,500 ¢ 3,0020.¢ 6,00 ¢ 5750 0,0001

2 p<0,05, CYP3A5 *3/*3; CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlarin karsilastirilmasi

b p<0,05, sirayla; CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile, CYP3A5*1 ve
POR*28 aleli tasiyanlarin karsilastirilmasi

¢ p<0,05, sirayla; CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile, CYP3A5*1 aleli
tastyan ve POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin karsilagtirilmasi

d tiim genotip gruplari igin post-hoc test ile coklu karsilastirma gerceklestirilmistir
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Sekil 3.32. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplarinin 10. giin ve 1., 3., 6.,
9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca TKR dozlarinin dagilim grafigi ile gosterimi.

3.5.2. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar: ve Hastalarin Kan TKR Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonrasi; 10. giin, 1., 3., 6., 9. ve 12. ayda olgiilen kan TKR
diizeyleri; kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplari
arasinda kiyaslanmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi analiz sonuglar1 Cizelge 3.19.’da
sunulmustur. Analiz sonuglarina gore, nakil sonras1 10. giinde ve 1. ayda hasta gruplart
arasinda TKR diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir (p=0,000 ve
0,034). Ancak, farkli genotip gruplarinin 3. ay, 6. ay, 9. ay ve 12. ayda 6lgiilen TKR
diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: tespit edilmistir.
Gruplar arasi fark ¢ikan zaman araliklarinda, Dunn’s test yapilarak, farkliliklarin hangi

genotip gruplari arasinda oldugu tespit edilmistir.
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Cizelge 3.19. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin
vel, 3.,6.,9., 12. aylarda kan TKR diizeylerinin iliskisi

TKR diizeyi (ng/ml)
Toplam Hasta Grubu (Ortanca)

SNak" g CYP3A5*3/*3 | CYP3A5*3/*3 | CYP3A5*1 | CYP3A5*1

onrasi g £ 4| B £ ',_r:
Zaman S SE| B3 S CYP3A4*22 | CYP3A4*1/*1 | POR*1/*1 | POR*28

S | 8% 273
~ Yavas Orta-1 Orta-2 Hizh pb

Giinl0 10,20 | 4,31 | 8,0-137 11,502 10,302 7,50 7,902 0,0001

Ayl 9,20 295 | 7,6-11,1 10,152 9,252 9,50 7402 0,034

Ay3 8,00 223 | 6593 7,70 8,20 8,60 7,20 0,35

Ay6 6,90 1,56 | 5879 6,95 6,90 6,00 6,80 0,631

Ay9 6,50 1,50 | 5,6-7,5 6,45 6,55 5,80 6,50 0,341

Ay12 6,00 1,29 | 5569 6,15 6,10 6,80 5,50 0,061
Toplam 7502 7,502 7,10 6,602 p<0,001

@ p<0,05, sirayla; CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile, CYP3A5*1 ve
POR*28 aleli tasiyanlarin karsilastirilmast
b tiim genotip gruplari igin post-hoc test ile coklu karsilastirma gerceklestirilmistir

14
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Sekil 3.33. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplarinin 10. giin ve 1., 3., 6.,
9., 12. aylarda kullandiklar1 ortanca TKR diizeylerinin dagilim grafigi ile gosterimi.
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3.5.3. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kilo- ve Doz-Ayarh TKR
Diizeylerinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonras1 10. glin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen kilo- ve doz-
ayarli TKR diizeyleri; kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip
gruplar arasinda kiyaslanmistir. Yapilan Kruskal-Wallis testi analiz sonuglar1 Cizelge
3.20.’de sunulmustur. Analiz sonucglarina gore, nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9.,
12. aylarda hasta gruplar1 arasinda Kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmistir (p=0,0001). Gruplar arasi fark ¢ikan zaman araliklarinda,
Dunn’s test yapilarak, farkliliklarin hangi genotip gruplari arasinda oldugu tespit

edilmistir.

Cizelge 3.20. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 genetik polimorfizmi ve hastalarin 10. giin
ve l, 3., 6., 9., 12. aylarda kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin iligkisi

Tonlam Hasta Grubu Doz ve kilo ayarli TKR diizeyi (ng/ml/mg/kg/giin)
p (Ortanca)
gakil 3 CYP3AB"3/"3 | CYPSAS"3"3 | CYPSAB'L | CYPSASTL |
< b= k5 —~
Zaman g 8 g %z EGQ | cypsaa22 | cypaasxi#1 | POR*L1 | POR*28
5 g8 | 2588
© 2 S Yavas Orta-1 Orta-2 Hizl
Giin 10 | 102,30 | 5644 | 758-146 113,64 P¢ 110,55 P ¢ 83,75 °¢ 7873P | 0,0001
Ayl | 16055 | 91,82 | 108,2-230,4 217,08 P¢ 167,47 ¢ 85,05 © 82,252 | 0,0001
Ay3 | 16993 | 10549 | 118,3-236,5 275,15 3b¢ 178,022b¢ 89,68 d 96,90 ° 0,0001
Ay6 | 146,70 | 8228 | 99,0-217,6 220,0520¢ 157,87 2b¢ 78,75 °¢ 90,00° | 0,0001
Ay9 | 14590 | 90,35 | 89,1-2123 207,84 2b¢ 150,40 2P ¢ 61,47 85,17 P 0,0001
Ay12 | 151,80 | 82,15 | 151,8-212,0 207,502P¢ 160,80 2b¢ 90,72 ¢ 81,62P 0,0001
Toplam 206,520°¢ 1544 80¢ 82,36 ¢ 82,807 | 0,0001

2 p<0,05, CYP3AS5 *3/*3; CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlarin karsilastirilmasi
b p<0,05, sirayla; CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile, CYP3A5*1 ve

POR*28 aleli tagiyanlarin karsilagtirilmasi
¢ p<0,05, sirayla; CYP3A5*3/*3, CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile, CYP3A5*1 aleli

tastyan ve POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin karsilastirilmasi
d tiim genotip gruplari igin post-hoc test ile coklu karsilastirma gerceklestirilmistir.
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Sekil 3.34. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 kombinasyon genotip gruplarinimn 10. giin ve
1., 3, 6., 9., 12. aylar kilo- ve doz-ayarli ortanca TKR diizeylerinin dagilim grafigi ile
gosterimi.

3.5.4. CYP3AS5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuglar1 ve Kan TKR Diizeyi Terapotik Aralkta
Kalan/Kalmayan Hastalarin Oranlarinin Iliskisi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin, 1., 3., 6., 9. ve 12. ayda olgiilen kan TKR
diizeyleri kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplari
arasinda terapdotik aralikta kalan hasta say1 ve yiizdeleri temel alinarak kiyaslanmistir.
Yapilan Ki-kare testi analiz sonuclart Cizelge 3.21., Cizelge 3.22. ve 3.23’te
sunulmustur. Analiz sonuglarina goére, nakil sonras1 10. giinde ve 1. ayda genotip
gruplar1 arasinda TKR diizeyleri terapotik aralikta kalma ytlizdeleri arasinda anlamli
bir farklilik tespit edilmistir (10. giin ve 1. ay sirasiyla p=0,0003 ve 0,0001). Ancak,
farkli genotip gruplarinin 3. aydan itibaren terapotik aralikta kalma oranlart arasindaki
bu farklilik ortadan kalkmustir. Farkli genotip gruplarindaki kisi sayilart ki-kare testine
olanak verecek sekilde metabolizma durumlarina gore bir araya getirilerek analizler

gerceklestirilmistir.

105



Cizelge 3.21. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplari ve hastalarin 10. giin
TKR diizeylerinin terapotik aralikta kalma oranlarimin iligkisi

Giin10-TKR Genotip P
diizeyine gore Yavas Orta Hizli Toplam
N=30 (%) N=228 (%) N=44 (%) N=302 (%)
TKR diizey
>10 ng/ml olan 21 (70,00) 127 (55,70) 13 (29,54) 161 (53,31)
hastalar
TKR diizey p=0,0003
5-10 ng/ml 7 (23,30) 93 (40,78) 24 (54,54) 124 (41,05)
hastalar
TKR diizey
<5ng/ml 2 (6,67) 8 (3,51) 7 (15,90) 17 (5,62)
hastalar

Cizelge 3.22. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplari ve hastalarin 1. ay TKR

diizeylerinin terapotik aralikta kalma oranlarinin iliskisi

Ay 1-TKR Genotip p
dﬁzeyine gére Yavas Orta Hizh TOplam
N=30 (%) N=228 (%) N=44 (%) N=302 (%)
TKR diizey
>10 ng/ml 16 (53,30) 93 (40,79) 12 (27,27) 121 (40,06)
hastalar
TKR diizey
5-10 ng/ml 14 (46,67) 127 (55,70) 23 (52,57) 164 (54,30)
hastalar
TKR diizey
<5ng/ml 0(0) 8 (3,51) 9 (20,45) 17 (5,62) p=0,0001
hastalar

Cizelge 3.23. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplar1 ve hastalarin
3. ay TKR diizeylerinin terapdtik aralikta kalma oranlarimin iligkisi

Genotip p
dié)elgﬁlzf;jre Yavas Orta Hizli Toplam
N=30 (%) N=228 (%) N=44 (%) N=302 (%)
TKR diizey
>10 ng/ml 2 (6,67) 45 (19,74) 8 (18,18) 55 (18,21)
hastalar
TKR diizey
5-10 ng/ml 25 (83,33) 169 (74,12) 35 (79,54) 229 (75,82)
hastalar
TKR diizey
<5ng/ml 3(10,00) 14 (6,14) 1(2,27) 18 (5,96) p=0,3148
hastalar

Sekil 3.35. farkli zaman dilimlerinde CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22

kombinasyon genotip gruplarinin kan TKR diizeylerini géstermektedir.
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Sekil 3.35. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 kombinasyon genotip gruplarinin 10. giin; 1.
ay, 3. ay TKR diizeylerinin sapl kutu grafigi ile gosterimi.

Nakil sonrasi erken donemde 10. giin ve 1. ayda, yavas metabolize eden genotipe
hastalarin sirayla %70 ve %53,30’u supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz
kalmaktadir. Yapilan loijstik regresyon analizinde, nakil sonrasi 10. giinde
supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz kalma olasiligi yavas metabolize eden
hastalarda, hizli metabolize eden hastalara gore anlamli olarak daha yiiksektir
(p=0,000). Benzer sekilde orta diizeyde metabolize eden hastalarin da supraterapotik
diizeylerde TKR’a maruz kalma olasiligi, hizli metabolize edenlere gore anlamhi
olarak daha yiiksektir (p=0.001). Analiz sonuglari, Cizelge 3.24 ve Cizelge 3.25.’te
sunulmustur. Nakil sonrasi birinci ayda da supraterapétik diizeylerde TKR’a maruz
kalma riski yavas metabolize eden hastalarda, hizli metabolize eden hastalara gore
anlaml olarak daha ylksektir. Ancak orta diizeyde metabolize eden hastalarin
supraterapétik diizeylerde TKR’a maruz kalma oranlari, hizli metabolize edenlere gore

daha yiiksek olmasina ragmen anlamli degildir.
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Cizelge 3.24. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplar1 ve hastalarin
nakil sonrasi 10. giin supraterapétik diizeylerde TKR’a maruz kalma durumlarinin iliskisi

Bagimsiz 95% GA
degisken p s:n- 00 P En diisiik En yiiksek
Yavas 1,883 0,531 6,576 0,000 2,323 18,616
Orta 1,265 0,375 3,544 0,001 1,698 7,396

B:kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

OO: Olasiliklar orant

GA: giiven aralig1

Cizelge 3.25. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplar1 ve hastalarin
nakil sonrasi 1. ay supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz kalma durumlarinin iligkisi

Bagimsiz 95% GA
degisken p L e P En diisiik En yiiksek
Yavas 0,663 0,507 3,221 0,021 1,192 8,701
Orta 1,170 0,376 1,941 0,078 0,929 4,056

B: kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

OO: Olasiliklar orant

GA: giiven aralig1

Nakil sonrast erken donemde 10. giin ve 1. ayda, hizli metabolize eden genotipe
sahip hastalarin sirayla %15,90 ve %20,45’i subterapétik diizeylerde TKR’a maruz
kalmaktadir. Yapilan ki-kare testinde subterapotik konsantrasyonlara maruziyet ile
genotipler arasinda anlamli bir farklilik olmasina ragmen yapilan lojistik regresyon
analizinde 10. giinde hizli veya orta metabolize eden genotipe sahip hastalar yavas
metabolize edenler ile kiyaslandiginda anlamli bir olasilik bulunmamustir (Ki-kare testi
p=0,003). Nakil sonrasi birinci ayda hizli metabolize edenler yavas metabolize eden
genotipe sahip hastalar ile kiyaslandiginda subterapétik diizeyde TKR’a maruz kalma
oranlart daha yiiksek ¢ikmustir (ki-kare testi p=0,001).
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Cizelge 3.26. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplar1 ve hastalarin
nakil sonrasi 10. giin subterapétik diizeylerde TKR’a maruz kalma durumlarinin iligkisi

Bagimsiz 95% GA
degisken p s:n- 00 P En diisiik En yiiksek
Orta 0,675 0,816 0,509 0,408 0,103 2,518
Hizli 1,103 0,841 2,800 0,221 0,539 14,553

f: kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

0O: Olasiliklar oram

GA: giiven aralig1

Cizelge 3.27. CYP3A5*3, POR*28, CYP3A4*22 kombinasyon genotip gruplari ve hastalarin
nakil sonrasi 1. ay subterapétik diizeylerde TKR’a maruz kalma durumlarinin iliskisi

Bagimsiz 95% GA
degisken p . 00 P En diisiik En yiiksek
Orta 0,053 1,079 1,055 0,961 0,127 8,738
Hizli 2,068 1,084 7,909 0,057 0,994 66,246

B: kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

OO: Olasiliklar orant

GA: giiven aralig1

3.5.5. CYP3AS5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Subterapotik Kan TKR Diizeyi ile Akut
Rejeksiyon Arasindaki Iliski

Hastalarin nakil sonrasi erken donemde farkli metabolizma kapasitesine sahip
genotiplere bagli olarak, farkli TKR diizeylerine maruziyeti ile akut rejeksiyon
yasayan hastalar arasindaki iliski ki-kare testi ile analiz edilmistir. Bu analize ait
sonuglar Cizelge 3.28.’de sunulmustur. Diisiik TKR diizeyine maruz kalan hastalar ile
akut rejeksiyon arasinda anlamli bir iliski bulunmustur. Akut rejeksiyon, tanist uzman
hekim tarafindan hastanin klinik durumu izlenerek, tan1 kriterlerine gére konulmustur

(Solez ve ark., 2008). Bu hastalarin higbirinde greft kayb1 yasanmamustir.
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Cizelge 3.28. Subterapotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalar ile akut rejeksiyon
arasindaki iligki

TKR diizeyine gore Akut rejeksiyon Akut rejeksiyon Toplam
hastalar yagsamayan hastalar | tecriibe eden hastalar N p
N (%) N (%)
TKR diizeyi
>5ng/ml olan 274 (96,1) 11 (3,9) 285
hastalar
TKR diizeyi
<5ng/ml olan 14 (82,4) 3(17,6) 17 p=0,037
hastalar

Yapilan lojistik regresyon analizine ait sonuglar, Cizelge 3.29.’da sunulmustur.
Bu sonuglara gore subterapdtik TKR diizeylerine maruz kalan hastalarin, akut
rejeksiyon tecriibe etme olasiligl, 5 ng/ml’nin tizerinde TKR diizeylerine maruz kalan
hastalardan anlamli olarak daha yiiksektir. Akut rejeksiyon ile iliskisi olabilecek diger
degiskenlerin (indiiksiyon tedavisi, donor tipi, gecikmis greft fonksiyonu, Kreatinin
diizeyleri ve eGFR’nin) de olasi etkisi kontrol edilmistir. Yapilan ki-kare ve Mann-
Whitney U testinde bu degiskenlerden sadece glomeriiler filtrasyon hizi ile akut
rejeksiyon arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir. Rejeksiyon gelismeyen
hastalarda glomertiler filtrasyon hizi, rejeksiyona giren hastalara gére daha yiiksektir
(rejeksiyon olmayan grup eGFR=62,08, rejeksiyon olan grup eGFR=38,55, p=0,001).
Bu nedenle, regresyon analizine bagimsiz degisken olarak dahil edilmistir.
Glomertiler filtrasyon hizinin akut rejeksiyon tecriibe etme olasiligini anlamli olarak

degistirmedigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.29. Subterapotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalar ile akut rejeksiyon tecriibe
etmeleri arasindaki iligki

Bagimsiz 95% GA
degisken o En diisiik En yiiksek
Subterapotik
konstanrasyona
maruz kalan
hastalar

1,799 0,726 6,043 0,013 1,455 17,167

eGFR 0,04 0,005 1,004 0,403 0,994 1,015

B: kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

OO: Olasiliklar orani

GA: giiven aralig1
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3.5.6. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuglar1 ve Supraterapétik Kan TKR Diizeyi ile
Gecikmis Greft Fonksiyonu Arasindaki Iliski

Hastalarin nakil sonrasi erken dénemde farkli metabolizma kapasitesine sahip
genotiplere bagli olarak, farkli TKR diizeylerine maruziyeti ile gecikmis greft
fonksiyonu gosteren hastalar arasindaki iliski ki-kare testi ile analiz edilmistir. Bu
analize ait sonuglar Cizelge 3.30.’da sunulmustur. Supraterapotik TKR diizeyine
maruz kalan hastalar ile gecikmis greft fonksiyonu arasinda anlamli bir iligki
bulunmustur. Gecikmis greft fonksiyonu ve degisken kreatinin diizeyleri, kalsinérin

inhibitor toksisitesinin birer gostergesi olarak kabul edilmistir.

Cizelge 3.30. Supraterapdtik TKR diizeylerine maruz kalan hastalar ile gecikmis greft
fonksiyonu arasindaki iligki

Gecikmis greft Gecikmis greft
TKR diizeyine gore fonksiyonu fonksiyonu gdsteren Toplam
hastalar gOstermeyen hastalar hastalar P P
(%) (%)
TKR diizey
>10ng/ml olan 143 (88,8) 18 (11,2) 161
hastalar
TKR diizey
<10ng/ml olan 135 (95,7) 6 (4,3) 141 p=0,026
hastalar

Yapilan lojistik regresyon analizine ait sonuglar, Cizelge 3.31.’da sunulmustur.
Bu sonuglara gore supraterapotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalarin, gecikmis
greft fonskiyonu tecriibe etme olasiligi, 10 ng/ml’nin altinda TKR diizeylerine maruz
kalan hastalardan anlamli olarak daha yiiksektir. Gecikmis greft fonskiyonu ile iliskisi
olabilecek diger degiskenlerin (indiiksiyon tedavisi, verici tipi, kreatinin diizeyleri ve
eGFR’nin) de olas1 etkisi kontrol edilmistir. Yapilan ki-kare ve Mann-Whitney U
testinde bu degiskenlerden verici tipi ve eGFR ile gecikmig greft fonksiyonu arasinda
bir iliski oldugu tespit edilmistir. Canli veya kadavra vericiden nakil yapilmis hastalar
ile gecikmis greft fonksiyonu arasinda anlamli bir iliski oldugu tespit edilmistir
(X?=4,152, p=0,042). Gecikmis greft fonksiyonu gdstermeyen hastalarin glomeriiler
filtrasyon hizi, gecikmis greft fonksiyonu gosteren hastalara gore daha yiiksektir
(gecikmis greft fonksiyonu gostermeyen grup eGFR=62,08, gecikmis gerft fonksiyonu
gosteren grup eGFR=48,59, p=0,002). Bu iki degisken, regresyon analizine bagimsiz
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degisken olarak dahil edildiklerinde, eGFR ve verici tipinin de gecikmis greft

fonksiyonu tecriibe etme olasiligini1 anlamli olarak degistirdigi tespit edilmistir.

Cizelge 3.31. Supraterapdotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalar ile gecikmis greft

fonksiyonu tecriibe etmeleri arasindaki iligki

Bagimsiz 95% GA
degisken B sh. 00 P En diisiik En yiiksek
Supraterapdtik
konstanrasyona 1,732 0,565 5,653 0,002 1,866 17,125
maruz kalan
hastalar
eGFR -0,032 0,001 0,969 0,006 0,969 0,991
Verici tipi 0,961 0,487 2,614 0,048 1,006 6,792

B: kismi lojistik regresyon katsayisi
s.h: standart hata

0O: Olasiliklar oran

GA: giiven aralig1
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4. TARTISMA

TKR, bobrek nakil operasyonunu takiben akut rejeksiyon profilaksisisinde
kullanilan, immunostipresif tedavide ilk segenek olarak goriilen ilag etken maddesidir
(Kidney Disease: Improving Global Outcomes Transplant Work, 2009). Ancak,
TKR’un dar bir terapétik indekse sahip olmasi ve bireyler arasi doz ihtiyaci ve ilag
diizeyleri bakimindan genis bir c¢esitlilik gostermesi klinikte kullanimini oldukga
zorlastirmakta ve bireyler arasindaki bu c¢esitlilik ila¢ diizeyi izlemini zorunlu hale
getirmektedir (Tang ve ark., 2016). Ancak ne yazik ki, bazi hastalar TIDI yapilmasina
ragmen yiiksek ya da diisiik TKR diizeylerine maruz kalmakta ve buna bagli olarak
istenmeyen etkileri tecriibe etmektedir. TIDI, nakil sonrasi en kritik dénem olan ilk

giinlerde, bireysel doz ayarlanmasi igin yetersiz kalmaktadir.

4.1. CYP3A5*3 Polimorfizmine Ait Bulgularin Degerledirilmesi

TKR, CYP3A enzimleri tarafindan aktif ve inaktif metabolitlerine metabolize
edilmektedir. CYP3AS5 enzimi, CYP3A4 ile karsilastirildiginda 2 kat intrinsik TKR
Klirensine sahiptir (Dai ve ark., 2006). Hepatik CYP3AD5 ekspresyonu yapan hastalarda
TKR’un %60°1 CYP3AS araciligi ile metabolize edilmektedir (Jun ve ark., 2009; Press
ve ark., 2009). CYP3A5*3 polimorfizmi, CYP3A5 geni 6986. konumdaki bir piirin
niikleotidi olan adeninin diger bir piirin olan guanine olan baz degisikligidir. Bu
degisiklik, mRNA’da farkliliga neden olmakta ve sonug olarak fonsiyonel olmayan
CYP3AS5 proteini olugsmaktadir (Roy ve ark., 2005). CYP3A5 geninde tanimlamis bu
degisiklik (CYP3A5*3 polimorfizmi) bircok popiilasyonda dominant olarak
goriilmektedir. Benzer durum, Tiirk popiilasyonunun dahil oldugu beyaz irk i¢in de
gecerlidir. CYP3A5*3 aleli Avrupa kokenli beyaz 1rkta %85-95 oraninda
goriilmektedir (Zhou ve ark., 2017).

Caligmamiza dahil edilen bireylerin sayilarinin CYP3A5*3 polimorfizmi i¢in

Hardy-Weinberg dengesi test edilmis, genotip ve alel frekanslar1 hesaplanmistir.
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CYP3AS geni i¢in yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri sonuglar1 Cizelge 3.2.’de
sunulmustur. CYP3AS geni i¢in gozlenen degerler ile beklenen degerlerin birbirine
uygun oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinde olduklari tespit edilmistir (X?=0,26,
p=0,61). Elde edilen alel frekanslar1 beyaz irkta yapilan diger ¢alismalar ile uyumlu
bulunmustur (CYP3A5*3 aleli: 0,94, CYP3A5*1 aleli: 0,06) (Elens ve ark., 2014).
Arastirmamizda bulunan alel frekanslar1 ise CYP3A5*3 aleli i¢in 0,93, CYP3A5*1 aleli

icin ise 0,07 olarak hesaplanmustir.

Hastalarin demografik ve klinik verileri (yas, kilo, viicut kitle indeksi, gecikmis
greft fonksiyonu, cinsiyet, hastanede kalma siiresi, nakil oncesi renal replasman
tedavisi, indiiksiyon tedavisi alma durumu, steroid dozu) CYP3A5*1 aleli tasiyan
hastalar, CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar arasinda karsilastirilmistir. Bu
parametrelerden, CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin daha fazla gecikmis graft
fonksiyonu gosterdigi tespit edilmistir (p=0,029), ancak bu durum hastanin

rejeksiyona girmesi ile iligki bulunmamustir (p=0,369).

4.1.1 CYP3AS5 Geni rs776746, Genotip Sonuclar: ve Hastalarin Kullandiklar
TKR Dozlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasinda kullandiklart TKR dozlar1 incelendiginde, nakil
sonrasi 10. glinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken, 1. aydan itibaren
12 ay boyunca tiim zaman araliklarinda CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar,
CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalardan yaklasik 2 kat daha yiiksek TKR dozlarina
ihtiyag duymustur. Bobrek nakilli hastalarda, beyaz irkta, farkli popiilasyonlarda
yapilan ¢aligmalarda da bulgularimizi destekler sekilde hedef TKR diizeylerine
ulagabilmek tizere CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin daha yiiksek TKR dozlarina
ihtiya¢ duyduklar tespit edilmistir (Kuypers ve ark., 2014; Lloberas ve ark., 2017).
Nakil sonras1 10. giinde hastalarin TKR dozlar1 arasinda anlamli bir fark bulunmamasi
doz ayarlamasinin heniiz terapoétik ilag diizeyi izlemine gore yapilamadigini, TKR
dozunun konvansiyonel yontemlere gore belirlendigini ve dozlamanin metabolizma

durumu ve CYP3AS5 genotipinden etkilenebilecegini diisiindiirmektedir.
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Bulgularimizla benzer sekilde, kalp, akciger, bobrek nakil hastalarinda
gergeklestirilen caligmalarda da fonsiyonel olmayan CYP3AS5*3 aleli tasiyan hastalarin
terapotik araliga ulasmak i¢in, CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalardan %50 daha diisiik
TKR dozlarina ihtiyag duyduklari tespit edilmistir (Staatz ve ark., 2010a, 2010b).
Arastirmamizda da benzer sekilde, hastalar toplamda degerlendirildiginde CYP3A5
ekspresyonu yapan hastalarin doz ihtiyaci, CYP3A5*3 aleli tagiyanlardan %100 daha
fazla bulunmustur (p<0,0001). Farkli zaman dilimlerinden nakil sonras1 1. ayda iki
genotip grubu arasindaki fark en yiiksek diizeye ulasmistir. CYP3A5*1 aleli tasiyanlar
ile  CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalarin kullandiklart TKR  dozlari
karsilastirildiginda, CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin CYP3A5*3/*3 genotipe sahip
hastalarda %133,3 daha yiiksek TKR dozu kullandiklar1 tespit edilmistir (Cizelge 3.3.,
p<0,0001).

4.1.2. CYP3A5 Geni rs776746, Genotip Sonugclar: ve Kilo-ayarh TKR dozlarina
Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin kullandiklari kilo-ayarli TKR dozlar1 incelendiginde, nakil sonrasi 10.
giinde gruplar arasinda anlamli bir farklilik gériillmemektedir (p=0,765). Nakil sonrasi
1. aydan itibaren 12 ay boyunca tiim zaman araliklarinda CYP3A5*1 aleli tasiyan
hastalarin, CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalardan anlamli olarak daha yiiksek TKR
dozlarma ihtiya¢ duyduklari tespit edilmistir (Cizelge 3.4.). Bu bulgu, operasyonu
takiben klinikte TKR doz ayarlanmasinin kilo-temelli olarak yapildigini
diistindiirmektedir. Genotip gruplar1 arasindaki bu fark 6zellikle nakil sonras1 1, 3, 6
ve 9. aylarda en yiiksek diizeye ulagmaktadir. CYP3A5*1 aleli tasiyanlar
CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar ile kiyaslandiginda; 1, 3, 6 ve 9. aylarda %100
daha yiiksek kilo-ayarli TKR dozuna ihtiya¢ duymaktadir. Bulgularimizi destekler
sonuglar farkli ¢aligma ekipleri tarafindan da bulunmustur. Kuypers ve arkadaslari, ve
De Jonge ve arkadaslarmin; beyaz irkta bobrek nakil hastalarinda yaptiklar
calismalarda da CYP3AS5 ekspresyonu yapan ve yapmayan hasta gruplari arasindaki
kilo-ayarli doz ihtiyac1 farkliliginin nakil sonrasi ilk bir yil devam ettigini tespit

etmiglerdir (de Jonge ve ark., 2011; Kuypers ve ark., 2014).
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4.1.3. CYP3A5 Geni rs776746, Genotip Sonuclar1 ve Olgiilen Kan TKR
Diizeylerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen kan TKR
diizeyleri CYP3A5*3/*3 genotipe sahip olan ve CYP3A5*1 aleli tasiyan hasta gruplari
arasinda kiyaslanmistir. Buna gore CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar, CYP3A5*3/*3
genotipe sahip bireylere gore nakil sonrasi erken donemde (ilk bir ay) daha diisiik TKR
diizeylerine maruz kalmaktadir. leri zamandaki ol¢iimlerde de ayni durum
goriilmekle beraber iki grup arasinda anlamli fark 3. aydan itibaren kaybolmaktadir
(Cizelge 3.5.). Nakil sonras1t TKR tedavisine baslandiktan 90 giin sonra, farkli genotip
gruplarindaki hastalarin benzer TKR diizeylerine maruz kaldig1 tespit edilmistir. Bu
bulgular 1s181nda transplantasyonu takiben kan TKR konsantrasyon verilerinin elde
edilmesiyle hastalarin kan TKR diizeylerinin terapdtik aralikta kalmasinin

saglanabildigi anlagilmaktadir.

Kullanilan TKR dozlar1 ve diizeyleri incelendiginde; hastalarin nakil sonras1 10.
giinde kullandiklar1 TKR dozlari benzer olmasina ragmen (CYP3A*3/*3 TKR
dozu=6,00; CYP3A5*1 aleli tagiyanlar=7,00; p=0,156) CYP3AS5 ekspresyonu yapan
hastalarda; TKR diizeyleri, yapmayanlara gore daha diisiiktiir. CYP3A5*1 aleli tagiyan
hastalar, erken donemde anlamli olarak daha diisiik TKR diizeylerine maruz
kalmaktadirlar (CYP3A*3/*3 TKR diizeyi=10,40; CYP3A5*1 aleli tasiyanlar=7,90;
p<0,0001).

4.1.4. CYP3AS5 Geni rs776746, Genotip Sonuclar, Kilo- ve Doz-ayarh Kan TKR
Diizeylerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

CYP3A5*1 aleli tagtyan hastalar ilk bir y1l boyunca CYP3A5*3/*3 genotipe sahip
hastalardan yaklasik 2 kat yiiksek giinliik TKR dozu kullanmalarina ragmen, TKR ilag
diizeyleri CYP3A5 eksprese eden hastalardan daha diisiik seyretmektedir. Benzer
sekilde; kilo- ve doz-ayarl1 TKR diizeyleri de 12 ay boyunca, giinl0, ay1, ay3, ayo,
ay9 ve ayl2’de, CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarda anlamli olarak daha diisiik

seyretmektedir. Nakil sonrasi tiim zaman araliklar1 bir arada degerlendirildiginde
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CYP3A5 ekspresyonu yapan (CYP3A5*1 aleli tasiyan) hastalar, CYP3A5*3/*3
genotipe sahip hastalar ile karsilagtirildiginda kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin
%47,26 daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,0001). Lloberas ve arkadaslarinin,
beyaz irkta yaptiklar1 ¢alismada da benzer sekilde doz-ayarli TKR diizeylerinin nakil
sonrast ilk y1l CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalarda anlamli olarak daha yiiksek

seyrettigini tespit etmisglerdir.

Janoot ve arkadaglarinin kalp nakil hastalarinda gerceklestirdikleri bir
caligmada, hastalarin nakil sonrasi ilk y1l TKR doz ve kan diizeyleri incelenmistir.
Calismamiz ile benzer sekilde, CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalarin doz ihtiyaglarinin
2,2-2,6 kat daha fazla oldugu, kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerinin ise CYP3A5*3/*3
genotipe sahip hastalar ile karsilastirildiginda tiim zaman araliklarinda anlamli olarak
daha diistik seyrettigi tespit edilmistir (Lesche ve ark., 2014). Bu sonug, CYP3A5
aktivitesindeki fonksiyonel defekt nedeniyle, diisik TKR dozlarinin, CYP3A5
ekspresyonu yapanlar ile benzer TKR diizeylerine ulasmak icin yeterli oldugunu
diistindiirmektedir. Bu sonug, CYP3A5*3/*3 genotipe sahip hastalar i¢in, diisiik TKR
dozlarinin CYP3AS5 ekspresyonu yapan hastalar ile benzer ilag diizeylerine ulasmalari

i¢in yeterli oldugunu diistindiirmektedir.

Elde edilen bu bulgular CYP3A5*3 polimorfizminin TKR ilag diizeyi ve doz
ihtiyacin1  etkileyen oOnemli bir genetik faktor oldugunu disiindiirmektedir.
Calismamizda CYP3AS5 ekspresyonu yapmayan hastalar, en az bir adet fonksiyonel
CYP3A5*1 aleli tasiyan hastalar ile karsilastirildiginda, benzer terapétik TKR
diizeylerine ulagmalar1 i¢in yaklagik %50 daha diisiik TKR dozunun yeterli oldugu
tespit edilmistir. Bulgularimiz Thervet ve arkadaslarinin yaptig1 prospektif ¢aligma ile
de desteklenmektedir. Standart kilo-ayarli TKR dozu ve CYP3AS5 genotip-temelli
TKR dozu ayarlanmig hasta gruplar1 karsilastirildiginda, genotip-ayarli doz alan
hastalarin terapotik aralikta yer alma oranlarinin daha yiiksek oldugu goriilmiistiir
(Thervet ve ark., 2010). Bu durum CYP3AD5 genotipinin TKR doz ihtiyaglari {izerine

onemli etkisi oldugunu desteklemektedir.
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CYP3AS ekspresyonu yapanlar tiim zaman araliklarinda CYP3A5*3/*3genotipe
sahip hastalardan daha diisiik kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerine sahiptir.
CYP3A5*3 polimorfizminin TKR doz ihtiyaglarini etkilemis, kilo-ayarli TKR dozlari
incelendiginde, CYP3AS ekspresyonu yapmayan hastalarin doz ihtiyaglarinin anlaml
olarak daha diisiik oldugu tespit edilmistir.

CYP3A5 ekspresyonu yapan hastalarda doz ihtiyaci nakil sonrasi ilk yil, CYP3A5

ekspresyonu yapamayan hastalara gore 2 kat dah fazladir.

4.2. CYP3A4 Geni, rs35599367, CYP3A4*22 Polimorfizmine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Calismamiza dahil edilen bireylerin sayilarinin CYP3A4*22 polimorfizmi
(rs35599367, C>T) i¢in Hardy-Weinberg dengesi test edilmis genotip ve alel
frekanslar1 hesaplanmistir. CYP3A4 geni i¢in yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri
sonuglar1 Cizelge 3.7.’de sunulmustur. CYP3A4 geni, *22 polimorfizmi igin gézlenen
degerler ile beklenen degerlerin birbirine uygun oldugu ve Hardy-Weinberg
dengesinde olduklar tespit edilmistir (X?=0,95, p=0,33). Elde edilen alel frekanslar1
beyaz irkta yapilan diger ¢alismalar ile uyumlu bulunmustur (CYP3A4*1 aleli:0,91,
CYP3A4*22 aleli:0,09) (Lloberas ve ark., 2017). Calismamizda bulunan alel
frekanslar1 ise; CYP3A4*1 aleli i¢in, 0,95; CYP3A4*22 aleli i¢in ise 0,05 olarak

hesaplanmustir.

Hastalarin demografik ve klinik verileri (yas, kilo, viicut kitle indeksi, gecikmis
greft fonksiyonu, cinsiyet, hastanede kalma siiresi, nakil oncesi renal replasman
tedavisi, indiiksiyon tedavisi alma durumu, steroid dozu) CYP3A4*1/*1 genotipe sahip
hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar arasinda karsilastirilmistir. Bu
parametrelerden sadece cinsiyetin CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22
aleli tastyan hastalar arasinda farklilik gosterdigi tespit edilmistir (p=0,023). Ancak
yapilan regresyon analizinde cinsiyet bagimsiz degiskeninin, TKR ilag diizeyi ve doz

ihtiyaci g¢esitliligini agiklamada anlamli bir etkisi olmadigi tespit edilmistir.
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4.2.1. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuglari ve Hastalarin Kullandiklar:
Giinliik TKR Dozlarma Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin kullandiklart TKR dozlar incelendiginde, nakil sonrast 10. giinde
gruplar arasinda anlamli bir farklilik goriilmezken (p=0,891), 1. aydan itibaren 12 ay
boyunca CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalardan
anlamli olarak daha yiiksek TKR dozlarina ihtiya¢ duymustur (Cizelge 3.8.). Hollanda
poplilasyonunda yapilan bir ¢alismada da bulgularimizi destekler sonuglar elde
edilmistir. Bobrek nakil hastalarinda gergeklestirilen calismada, hedef TKR terapotik
diizeylerine ulagmak igin, CYP3A4*1/*22 genotipe sahip hastalarin, CYP3A4*1/*1
genotipe sahip hastalardan %33 daha diisik TKR dozlarina ihtiyag duyduklarini
gostermislerdir (Elens,Bouamar ve ark., 2011). Calismamizda da benzer sekilde, nakil
sonrasi ilk yilda; CYP3A4*1/*22 genotipe sahip hastalarin, CYP3A4*1/*1 genotipe
sahip hastalardan %28,57 daha diisiik TKR dozlarini1 kullandig: tespit edilmistir.

CYP3A4*22 polimorfizmi (rs35599367, C>T) ilk defa Wang ve arkadaslar
tarafindan, altinci intron iizerinde, 15389. pozisyonda sitozinden timine olan degisim
seklinde tanimlanmustir. Bu ¢alismada, CYP3A4*22 polimorfizminin, mRNA
ekspresyonunu ve sonug olarak karaciger enzim aktivitesini disiirdiig tespit
edilmistir (Kurzawski ve ark., 2014; Wang ve ark., 2011).

Calismamizda da bu bulguyu destekler sonuglar elde edilmistir, CYP3A4*1/*22
genotipe sahip hastalarin, enzim aktivitesindeki azalmaya bagl olarak; CYP3A4*1/*1
genotipe sahip hastalardan %28,57 daha diistik TKR dozlar1 ile hedef terapotik
konsatrasyonlara ulastiklar1 tespit edilmistir. Beyaz irkta Fransiz popiilasyonunda
yapilan bir ¢alismada da varyant *22 aleli tagiyan hastalarin CYP3A4*1/*1 genotipe
sahip hastalardan %30 daha diisiik TKR dozlarina ihtiya¢ duyduklar tespit edilmistir
(Pallet ve ark., 2015).
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4.2.2. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuclar: ve Kilo-Ayarh TKR dozlarina
Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Kilo-ayarli TKR doz ihtiyact CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar ve
CYP3A4*22 aleli tasiyanlar arasinda kiyaslandiginda, hastalarin kilo-ayarli TKR
dozlarmin 10. giinde benzer oldugu gorilmistiir (p=0,882). Nakil sonras1 birinci aydan
itibaren ise CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalarin, CYP3A4*22 aleli tastyanlar ile
kiyaslandiginda kilo-ayarlit TKR doz ihtiyaglarinin anlamli olarak daha yiiksek oldugu
tespit edilmistir ve bu durum nakil sonrast ilk y1l devam etmektedir (Cizelge 3.9.).
Hastalar nakil sonrasi ilk yil, tiim zaman araliklarindaki kilo-ayarli TKR dozlari
birarada degerlendirildiginde, Kilo-ayarli TKR doz ihtiyacinin CYP3A4*1/1 genotipe
sahip hastalarda, *22 aleli tastyanlardan %25 daha yiiksek oldugu tespit edilmistir
(p<0,0001). Bu fark ozellikle nakil sonrast 3, 6 ve 9. aylarda en yiiksek diizeye
ulagmaktadir. CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyanlar ile
kiyaslandiginda 3, 6 ve 9. aylarda %66,67 daha yiiksek kilo-ayarli TKR dozlarina
ihtiyag duymaktadir.

4.2.3. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuclari ve Kan TKR Diizeylerine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi, 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda o6lgiilen kan TKR
diizeyleri CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplar1 arasinda
kiyaslanmistir. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrast 10. giin dlciilen TKR diizeyleri
CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplar arasinda anlamli farklilik
gostermistir (p=0,021). CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli
tasityan hastalardan anlamli olarak daha diisiik TKR diizeylerine maruz kalmaktadir.
Iki grup arasindaki anlamli fark 1. aydan itibaren kaybolmakta, iki genotip grubundaki
hastalar da benzer TKR diizeylerine maruz kalmaktadir (Cizelge 3.10.).

Hastalarin kan TKR diizeyleri, nakil sonrasi ilk yil tiim zaman araliklar1 biraraya
getirilerek degerlendirildiginde, CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar, CYP3A4*22
aleli tagtyan hastalardan daha diisiik TKR diizeylerine maruz kalmalarina ragmen bu

iki genotip grubu arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (p=0,294).
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Hastalarin kullandiklar1 TKR dozlari ve kan TKR diizeyleri beraber
incelendiginde; nakil sonrast 10. giinde kullanilan TKR dozlar1 benzerdir
(CYP3A4*1/*1 TKR dozu=6,00; CYP3A4*22 aleli tasiyanlar=6,75; p=0,891). Ancak
benzer TKR dozlarina ragmen, CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar; CYP3A4*22
aleli tasiyan hastalar ile karsilastirildiginda TKR diizeyleri, %11,30 daha diisiiktiir.
CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalar erken donemde anlamli olarak daha diisiik TKR
diizeylerine maruz kalmaktadirlar (CYP3A4*1/*1 TKR diizeyi=10,20; CYP3A4*22
aleli tasiyanlar=11,50; p=0,021). Bu bulgular, TKR doz ve diizey ¢esitliligini

aciklamada CYP3A4*22 polimorfizminin beyaz irktaki 6nemini vurgulamaktadir.

4.2.4. CYP3A4 Geni rs35599367, Genotip Sonuclari, Kilo- ve Doz-Ayarh Kan
TKR Diizeylerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen Kilo- ve doz-
ayarli kan TKR diizeyleri; CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplari
arasinda kiyaslanmistir. Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi 10. giin 6l¢iilen Kilo- ve
doz-ayarli TKR diizeyleri CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hasta gruplari
arasinda anlamli farklilik gostermemistir (p=0,107). CYP3A4*1/*1 ve CYP3A4*22
aleli tasiyan genotip gruplarinin 1., 3., 6., 9. ve 12. aylarda 6l¢iilen TKR diizeyleri
arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik tespit edilmistir (Cizelge3.11.).

Tim zaman araliklar1 bir arada degerlendirildiginde CYP3A4*1/*1genotipe
sahip hastalar, CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar ile karsilastirildiginda kilo- ve doz-
ayarli TKR diizeylerinin %31,95 daha diisiik oldugu tespit edilmistir (p<0,0001).
Hastalarin nakil sonras1 90.glinde TKR doz ihtiyacinin artmis oldugu goriilmektedir,
bu durum genotip gruplar1 arasinda anlamli bir fark olmasa da doz ihtiyacindaki bu
artisin  kullanilan steroid dozu farkindan ileri gelebilecegini diistindiirmektedir.
(CYP3A4*22 genotipe sahip grup; steroid dozu: 6,75 (4,00-16,00), CYP3A4*1/*1.:
4,00 (4,00-16,00, p=0,42)).
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Kurzawski ve arkadaslarinin, beyaz 1rkta bobrek nakil hastalarinda
gerceklestirdikleri ¢alismada, CYP3A4*22 polimorfizminin kilo- ve doz-ayarli TKR
diizeylerini etkiledigini gostermektedir. Calismamiz ile benzer sekilde, CYP3A4*22
aleli tastyan hastalarin nakil sonrasi birinci aydan itibaren daha yiiksek kilo- ve doz-
ayarli TKR diizeylerine sahip oldugu, ancak bu farkliligin sadece nakil sonras1 3. ayda
anlamli diizeyde oldugu tespit edilmistir (Kurzawski ve ark., 2014).

43. POR Geni, rsl057868, POR*28 Polimorfizmine Ait Bulgularin
Degerlendirilmesi

Calismamiza dahil edilen bireylerin sayilarimin  POR*28 polimorfizmi
(rs1057868) i¢in Hardy-Weinberg dengesi test edilmis genotip ve alel frekanslar
hesaplanmistir. POR geni i¢in yapilan Hardy-Weinberg dengesi testleri sonuglari
Cizelge 3.12.°de sunulmustur. POR geni icin, gozlenen degerler ile beklenen
degerlerin birbirine uygun oldugu ve Hardy-Weinberg dengesinde olduklari tespit
edilmistir (X?=2,95, p=0,09). Elde edilen alel frekanslar1 beyaz irkta yapilan diger
¢aligmalar ile uyumlu bulunmustur (POR*1 aleli: 0,70, POR*28 aleli: 0,30) (Jannot ve
ark., 2016). Calismamizda bulunan alel frekanslari; POR*1 aleli i¢in 0,69, POR*28

aleli icin ise 0,31 olarak bulunmustur.

Hastalarin demografik ve klinik verileri (yas, kilo, viicut kitle indeksi, gecikmis
greft fonksiyonu, cinsiyet, hastanede kalma siiresi, nakil Oncesi renal replasman
tedavisi, indiiksiyon tedavisi alma durumu, steroid dozu) POR*1/*1, POR*1/28 ve
POR*28/*28 genotipe sahip hastalar arasinda karsilagtirillmistir. Bu parametrelerden

hicbiri genotip gruplar: arasinda farklilik géstermemistir.

4.3.1. POR Geni, rs1057868, Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kullandiklar
Giinliik TKR Dozlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

POR geni CYP3A enzimlerine elektron transferi gorevi nedeniyle, TKR

metabolizmasinda Ozellikle {izerinde durulan ve bireyler arasi metabolizma
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farkliliklarinda rolii oldugu diistiniilen bir gendir (Elens ve ark., 2014). Mikrozomal
CYP enzimleri oksidasyon reaksiyonlarini katalizleyen, elektron transfer zincirinde
terminal enzimlerdir. Sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR), NADPH’tan CYP450
enzimlerine elektron transferinden sorumludur. Tim mikrozomal P450 enzimleri,
katalitik aktivitelerini gostermek i¢in POR’a ihtiya¢ duymaktadirlar (Elens ve ark.,
2014; J. J. Zhang ve ark., 2015). POR geni iizerinde tanimlanmig, POR*28
polimorfizmi, POR’un elektron transferi aktivitesini artiran fonksiyonel etkisi olan bir
polimorfizmdir (Elens,Sombogaard ve ark., 2013). Bu nedenle de CYP3A enzim

aktivitesini artirabilecegi diigiiniilmektedir.

Klinik olarak degerlendirildiginde, POR*28 polimorfizminin TKR ilag diizeyi
ve doz ihtiyacindaki ¢esitliligi agiklamada etkisi olabilecegi ve POR*28 aleli tasiyan
bireylerin daha hizli TKR metabolizmasinda rolii olabilecegi diistiniilmektedir (Jannot
ve ark., 2016). De Jonge ve arkadaslari, yaptiklari calismada POR*28 aleli ile
CYP3AS aktivitesini iliskili bulmus, bobrek nakil hastalarinda en az bir adet POR*28
aleli tagtyan ve CYP3AS ekspresyonu yapan hastalarin daha diisiik TKR diizeylerine
maruz kaldiklarini bulmusglardir (de Jonge ve ark., 2011). Elens ve arkadaslari, en az
bir POR*28 aleli tasiyan ve CYP3AS5 ekspresyonu yapan hastalarin TKR doz
ihtiyaglarinin nakil sonrasi ilk y1l POR*1/*1 genotipe sahip bireylerden daha yiiksek
oldugunu tespit etmislerdir (Elens ve ark., 2014). Calismamizda da benzer sekilde,
POR*28 aleli tasiyan hastalarin, kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri daha diisiik
seyretmekte ve daha yiiksek TKR dozlarina ihtiya¢ duymaktadirlar.

Hastalarin nakil sonrasi ilk yil kullandiklar1 TKR dozlart POR*1/*1,
POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplar1 arasinda kiyaslanmistir
(Cizelge 3.13.). Analiz sonuglarina gore, nakil sonrasi 10. giin ve birinci ayda i
genotip grubu arasinda kullanilan TKR dozlar1 arasinda anlamli bir fark tespit
edilmemistir (sirayla; p=0,559, p=0,412). Ancak; 3, 6, 9 ve 12. aylarda kullanilan
giinliik TKR dozlari POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda
anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. POR*1/*1 genotipe sahip hastalar, hedef
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TKR terapotik diizeylerine ulagsmak i¢in, POR*28 aleli tagiyan hastalardan daha diisiik
TKR dozlarina ihtiyag duymustur. Hastalarin kullandiklari giinliik TKR dozlar1 nakil
sonrasi ilk yil, tiim zaman araliklar1 biraraya getirilerek degerlendirildiginde
POR*1/*1 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*28 ve POR*28/*28 genotipe sahip
hastalardan %25 daha diisiik TKR dozlarini kullandigi tespit edilmistir (p<0,0001).

4.3.2. POR Geni rs1057868, Genotip Sonuglari ve Kilo-Ayarh TKR dozlaria Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kilo-ayarli TKR
dozlar1 POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplar1 arasinda
kiyaslanmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 3.14.te sunulmustur. Analiz sonuglarina
gore, nakil sonrasi 10. giin ve birinci ayda ti¢ genotip grubu arasinda kullandiklar1 Kilo-
ayarli TKR dozlar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir (sirasiyla p=0,762,
p=0,179). Ancak, 3, 6, 9 ve 12. aylarda kullanilan kilo ayarh giinliik TKR dozlar1
POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli bir farklilik
oldugu tespit edilmistir. Kullanilan kilo-ayarli giinlik TKR dozlari, 3, 6, 9 ve 12.
aylarda incelendiginde benzer terapotik hedef diizeylere ulagmak igin, POR*1/*1
genotipe sahip hastalarin; POR*1/*28 genotipe sahip hastalardan anlaml olarak daha
diisiik TKR dozlarina ihtiya¢ duyduklart tespit edilmistir. Nakil sonrasi ilk yil
kullanilan Kkilo-ayarlt TKR dozlari incelendiginde, en az bir POR*28 aleli tasiyan
hastalarin, POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan %20 daha yiiksek kilo-ayarli TKR
dozlarina ihtiya¢ duyduklari tespit edilmistir. De Jonge ve arkadaslar1 da beyaz irkta,
bobrek nakil hastalarinda yaptiklart ¢alismada, en az bir POR*28 aleli tasiyan
hastalarin TKR doz ihtiyacinin POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan %25 daha fazla
oldugunu bulmuslardir (de Jonge ve ark., 2011).

4.3.3. POR Geni rs1057868, Genotip Sonuglar1 ve Kan TKR Diizeylerine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen kan TKR
diizeyleri POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip hasta gruplari
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arasinda kiyaslanmistir. Analiz sonuglar1i Cizelge 3.15.te sunulmustur. Analiz
sonuclarina gore nakil sonrast; 10. giin, 3, 6, 9 ve 12. aylarda oOlglilen kan TKR
diizeyleri POR*28 genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli bir
farklilik olmadigi tespit edilmistir. Nakil sonrasi birinci ayda ii¢ genotip grubu arasinda
Ol¢iilen kan TKR diizeyleri arasinda anlamli bir fark tespit edilmistir (p=0,016). Bu
bulguya gore, en az bir adet POR*28 aleli tasiyan hastalarin, POR*1/*1 genotipe sahip
hastalara gore daha diisiik TKR diizeylerine maruz kaldigi tespit edilmistir. Tim
zaman araliklar1 bir arada degerlendirildiginde, nakil sonrasi ilk yil, dlglilen TKR
diizeyleri incelendiginde, POR*1/*28 genotipe sahip hastalarin, POR*1/*1 genotipe
sahip hastalardan daha diisiik TKR diizeylerine maruz kaldigi tespit edilmistir. Ancak,
POR*28/*28 genotipe sahip hastalar, POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan daha
yiiksek TKR diizeylerine sahiptir. Bu durum, heniiz genotipe bagli olarak doz
ayarlamasinin yapilamadigr 10. giindeki TKR diizeylerindeki farkliligin etkisi ile
aciklanabilecegi gibi, analizde kullanilan TKR diizeyinin kilo- veya doz- ayarli

olamamasinin da etkisi olabilecegi diistiniilmektedir.

4.3.4. POR Geni rs1057868, Genotip Sonugclari, Kilo- ve Doz-Ayarh Kan TKR
Diizeylerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lg¢iilen kilo- ve doz-
ayarli kan TKR diizeyleri POR*1/*1, POR*1/*28, POR*28/*28 genotiplere sahip
hasta gruplar1 arasinda kiyaslanmistir. Analiz sonuclar1 Cizelge 3.16.’da sunulmustur.
Analiz sonuglarina gore, nakil sonrast 10. giin dlgiilen kilo- ve doz-ayarli TKR
diizeyleri ii¢ genotip grubu arasinda anlamli farklilik gdstermemistir (p=0,399).
Ancak, 3, 6, ve 12. aylarda Olgiilen Kkilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri POR*28
genotipleri arasinda kiyaslandiginda, gruplar arasinda anlamli bir farklilik oldugu
tespit edilmistir. Bu bulgulara gore, POR*28 aleli tasiyan hastalarin POR*1/*1
genotipe sahip hastalardan daha disiik kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerine sahip
olduklar1 tespit edilmistir. Benzer sonuclar, beyaz irkta, Hollanda popiilasyonunda, 49
bobrek nakil hastasi {izerinde yapilan ¢alismada da elde edilmistir, en az bir POR*28
varyant aleli tasiyan hastalarin, POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan %16,9 daha
diisiik doz-ayarli TKR diizeylerine sahip olduklar1 bulunmustur (Elens ve ark., 2014).
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Calismamizda, POR*1/*1 genotipe sahip hastalar ile karsilastirildiklarinda heterozigot
POR*1/*28 genotipe sahip hastalarin %21,28, mutant POR*28/*28 genotipe sahip
hastalarin ise %13,80 daha diisiik kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerine sahip olduklari

tespit edilmistir.

4.4, CYP3AS5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Genotip Dagilimi1 Kombinasyon Analizlerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Bu caligma ile ilk defa CYP3A5, CYP3A4 ve POR genotiplerine bagli olarak, bu
kadar genis bir Tirk ¢alisma popiilasyonuna ulasilarak, 8 olasi genotip grubu
olusturulmustur. Bu genotipler; yavastan hizli metabolize etme durumuna gore
sirastyla su sekilde gruplandirilmistir. CYP3A5*3/*3, POR*1/*1, CYP3A4*22;
CYP3A5*3/*3, POR*1/*1, CYP3A4*1/*1; CYP3A5*3/*3, POR*28, CYP3A4*22;
CYP3A5*3/*3, POR*28, CYP3A4*1/*1; CYP3A5*1, POR*1/*1, CYP3A4*22;
CYP3A5*1, POR*1/*1, CYP3A4*1/*1; CYP3A5*1, POR*28, CYP3A4*22;
CYP3A5*1, POR*28, CYP3A4*1/*1.

Ancak yapilacak istatiksel analizlerin giiciiniin artirilmasi amaciyla bu gruplar
arasinda genetik olarak benzer metabolizma durumundaki genotip gruplar bir araya
getirilmis, genotip grubundaki kisi sayisinin yetersiz olmasi durumunda ise analizlere
dahil edilmemistir. CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 polimorfizm kombinasyon
gruplari, Cizelge 3.17.°de sunulmustur. Literatiirde verilen bilgiler ve
polimorfizmlerinin tek basina yapilan analizlerinde elde edilen sonuglara gére gruplar:
yavas, orta ve hizli metabolize eden genotiplere sahip hastalar bir araya getirilerek

sekillendirilmistir.

Gergeklestirdigimiz bu ¢aligmada CYP3A5, CYP3A4 ve POR genlerindeki
polimorfizmlerin bagimsiz olarak, bireyler aras1 TKR diizey ve doz cesitliligi ile
iliskilendirilebilecegi 4.1., 4.2. ve 4.3. boliimlerde agiklanmistir. Bilindigi iizere, ilacin
metabolizma durumunun sadece tek bir degisken ile agiklanmasi miimkiin degildir. Bu

nedenle bu cesitlilikte etkisi olabilecek olasi demografik, klinik ve 3 farkli genetik
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parametre yaninda bu 3 genotipin kombinasyon etkisinin bu cesitliligi a¢iklamada
daha etkin bir rolii olabilecegi diisiinilmektedir. Hastalarin demografik ve klinik
verileri (yas, kilo, viicut kitle indeksi, gecikmis greft fonksiyonu, cinsiyet, hastanede
kalma stiresi, nakil dncesi renal replasman tedavisi, indiiksiyon tedavisi alma durumu,
steroid dozu) kombinasyon sonucu elde edilen genotip gruplari arasinda
karsilagtirilmistir. Bu parametrelerden higbiri, genotip gruplar1t arasinda farklilik

gostermemistir.

4.4.1. CYP3AS Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuglar1 ve Hastalarin Kullandiklar1 Giinliik TKR
Dozlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda kullandiklar1 TKR
dozlar1 kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplar arasinda
kiyaslanmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 3.18.’de sunulmustur. Analiz sonuglarina
gore, nakil sonrast 10. giinde hasta gruplar1 arasinda kullanilan TKR dozlar1 arasinda
anlamli bir farklilik tespit edilmemistir (p=0,331). Ancak, farkli genotip gruplarinin
1., 3.,6.,9.ve 12. aylarda kullandiklar1 TKR dozlar1 arasinda istatiksel olarak anlamli
bir farklilik gosterdigi tespit edilmistir. Bulgulara gore, nakil sorasi 1. aydan itibaren
hizli metabolize eden genotipe sahip bireyler ile yavas metabolize eden bireyler
arasinda yaklasik 2 kat TKR doz farki tespit edilmistir. Nakil sonrasi 1. aydan itibaren
12 ay boyunca tiim zaman araliklarinda hizli metabolize eden genotipe sahip hastalar
(CYP3A5*1, CYP3A4*1/*1 ve POR*28), yavas metabolize eden genotipe sahip
hastalardan (CYP3A5*3/*3 ve CYP3A4*22) anlamli olarak daha yiiksek TKR
dozlarma ihtiya¢ duymustur (Cizelge 3.18.).

Iki grup arasindaki bu fark 6zellikle nakil sonrasi 3, 6, 9 ve 12. aylarda en yiiksek
diizeye ulasmaktadir (hizli metabolize eden genotipe sahip bireyler 2 ile 2,67 kat
arasinda TKR doz ihtiyaci artis1 gdstermektedir). Nakil sonras1 6. ayda yavas ve hizl
metabolize eden genotipe sahip gruplar arasindaki fark en yiiksek diizeye
ulagsmaktadir, hizli metabolize eden genotipe sahip bireyler hedef TKR diizeylerine
ulagmak icin yavas metabolize edenlerden %166,67 daha yiiksek TKR dozlarina
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ihtiya¢ duymaktadir. Benzer sonuglar, beyaz irkta, 298 bobrek nakil hastasinda yapilan
caligmada da elde edilmistir, hizli metabolize eden genotipe sahip bireyler
(CYP3A5*1, POR*28), yavas metabolize eden genotipe sahip bireylerden
(CYP3A5*3/*3, CYP3A4*22) yaklasik 2 kat daha yiiksek TKR dozlarina ihtiyag
duymuslardir (Kuypers ve ark., 2014). Nakil sonrasi ilk y1l kullanilan TKR dozlar
birarada incelendiginde, hizli metabolize eden genotipe sahip hastalarin yavas
metabolize eden genotipe sahip hastalardan daha yiliksek TKR dozlara ihtiyag
duyduklar1 tespit edilmistir. Genotip gruplar1 arasindaki farkliliklar tek tek
incelendiginde, CYP3A5 ckspresyonu yapmayan iki grup arasinda en az bir
CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalarin TKR doz ihtiyacinin, nakil sonrasi 1. aydan
itibaren siirekli daha diisiik seyretmekte oldugu tespit edilmistir. Bu iki genotip grubu
arasindaki anlamli farklilik nakil sonrasi ilk yil i¢in tiim zaman araliklar1 bir arada
degerlendirildiginde de varliligini korumaktadir. Bu bulgu, CYP3AS ekspresyonu
yapmayan hastalarda, en az bir adet CYP3A4*22 aleli tasimanin hastalarin TKR doz

ihtiyaglarini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir.

Beklenildigi gibi CYP3AS, eksprese eden ve etmeyen hasta gruplar1 arasindaki
doz ihtiyaci farki, nakil sonrasi 1. aydan itibaren goriilmektedir. Ancak, yapilan
analizlerde, CYP3A5 ekspresyonu yapan genotip gruplari arasinda, POR*28 aleli

tasimanin doz ihtiyaci iizerinde anlamli bir etkisi olmadig tespit edilmistir.

4.4.2. CYP3AS Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kan TKR Diizeylerine Ait
Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi1 10. giin, 1., 3., 6., 9. ve 12. aylarda olgiilen kan TKR
diizeyleri; kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplari
arasinda kiyaslanmistir. Analiz sonuglar1 Cizelge 3.19.°da sunulmustur. Analiz
sonuglarina gore, nakil sonrast 10. giinde ve 1. ayda yavas, orta ve hizli genotip
gruplar1 arasinda TKR diizeyleri arasinda anlamli bir farklilik tespit edilmistir
(p=0,0001 ve 0,034). Ancak, farkli genotip gruplarinin 3. ay, 6. ay, 9. ay ve 12. ayda
oOlgiilen TKR diizeyleri arasinda istatiksel olarak anlamli bir farklilik olmadig: tespit

edilmistir.
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Bu durum klinisyenlerin, transplantasyonu takiben ¢ok hassas kan TKR
konsantrasyonunu kontrol ederek hastalarin kan TKR diizeylerinin terapotik aralikta
kalmasini saglayabileceklerini diisiindiirmektedir. Farkli genotip gruplar arasindaki
TKR diizeyleri, nakil sonrasi 10. giinde incelendiginde hizli ve yavas metabolize eden
genotiplere sahip hasta gruplar: arasindaki farkin en yiiksek diizeyde oldugu tespit
edilmistir. Nakil sonrasi 10. giinde TKR diizeyleri incelendiginde; CYP3AS
ekspresyonu yapmayan ve CYP3A4*22 aleli tasiyan bireyler ile CYP3AS ekspresyonu
yapan ve POR*28 aleli tasiyan hizli metabolize eden genotiplere sahip hasta gruplari
arasindaki farkin en yiiksek diizeyde oldugu tespit edilmistir. Nakil sonrasi 1. ayda, bu
genotip gruplart arasindaki TKR diizey farki azalmakta, nakil sonras1 90. giinden
itibaren ise, maruz kaliman TKR diizeyleri arasindaki fark kaybolmaktadir (p=0,35).
Nakil sonrasi ilk yil, tiim zaman araliklar1 birarada degerlendirildiginde de CYP3AS
ekspresyonu yapan ve POR*28 aleli tagiyan hastalarin, CYP3A4*22 aleli varligindan
bagimsiz olarak, CYP3AS5 ekspresyonu yapmayan hastalardan anlamli olarak daha

diisiik TKR diizeylerine maruz kaldiklar tespit edilmistir (p<0,0001).

Kullanilan TKR dozlar1 ve diizeyleri incelendiginde hastalarin nakil sonrasi 10.
giinde kullandiklar1 TKR dozlar1 benzer olmasina ragmen (p=0,331) farkli genotiplere
sahip hastalar arasindaki kan TKR diizeyleri farklidir. Nakil sonrast 10. giinde;
CYP3AS ekspresyonu yapan ve POR*28 aleli tasiyan hastalarin TKR diizeyleri,
CYP3AS ekspresyonu yapmayan, yavas ve orta diizeyde metabolize eden genotipe

sahip hastalara gore anlamli olarak daha diisiiktiir.

4.4.3. CYP3AS Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Hastalarin Kilo- ve Doz-Ayarh TKR
Diizeylerine Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. glin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda 6lgiilen kilo- ve doz-
ayarl1 TKR diizeyleri kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip
gruplar1 arasinda kiryaslanmistir. Analiz sonuclar1 Cizelge 3.19.°de sunulmustur.
Analiz sonuglarina gore, nakil sonras1 10. glinve 1., 3., 6., 9., 12. aylarda hasta gruplari

arasinda kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri arasinda da anlamli bir farklilik oldugu
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tespit edilmistir (p=0,0001). Yapilan bu analiz ile farkli metabolizma kapasitesine
sahip genotip gruplari arasinda, TKR diizeyleri arasindaki anlamli farkliligin, doz ve
kilonun olasi etkisi ortadan kaldirildiginda da devam ettigi tespit edilmistir. Bu bulgura
gore, nakil sonrasi ilk y1l kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri incelendiginde, CYP3A5
ekspresyonu yapan ve POR*28 aleli tasiyan hastalarin, CYP3AS ekspresyonu
yapmayan hastalardan anlamli olarak daha diisiik kilo- ve doz-ayarli TKR diizeylerine
sahip oldugu tespit edilmistir. CYP3A5*1 ve POR*28 aleli tasiyan hastalar,
CYP3A5*3/*3 ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar ile karsilastirildiginda, yaklasik
%60 daha diisilk TKR diizeylerine maruz kaldiklar1 bulunmustur (p<00001). Benzer
sekilde, nakil sonrasi ilk yil i¢in, kullanilan kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri,
CYP3AS ekspresyonu yapmayan hastalar arasinda incelendiginde, CYP3A4*22 aleli
tastyan ve CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hasta gruplari arasinda da TKR diizeyleri
bakimindan anlamli bir farklilik oldugu tespit edilmistir. CYP3AS5 ekspresyonu
yapmayan ve CYP3A4*22 aleli tasiyan hastalar, CYP3AS ekspresyonu yapmayan ve
CYP3A4*1/*1 genotipe sahip hastalardan yaklasik %25 daha diisiik TKR diizeylerine
maruz kalmaktadir. Nakil sonrasi kullanilan TKR dozu ve maruz kalinan TKR
diizeylerinde oldugu gibi, kilo- ve doz-ayarli TKR diizeyleri CYP3AS5 ekspresyonu
yapan hasta gruplar1 arasinda incelendiginde POR*28 aleli tagimaninin CYP3AS
eksprese eden hastalarda anlamli TKR diizey farkliligina neden olmadigim

gostermistir.

De Jonge ve arkadaslari, beyaz irkta bobrek nakil hastalarinda yaptiklar
calismada, CYP3AS5 eksprese eden hastalarda, POR*28 aleli tasiyanlarin POR*1/*1
genotipe sahip hastalardan anlamli olarak daha diisiik doz ayarli TKR diizeylerine
maruz kaldigin1 ve bu etkinin CYP3AS5 eksprese etmeyen hastalarda gézlenmedigini
tespit etmistir (de Jonge ve ark., 2012; de Jonge ve ark., 2011). Benzer sekilde Elens
ve arkadaglar1 da beyaz irkta bobrek nakil hastalarinda yaptiklar ¢alismada, CYP3AS
eksprese eden hastalarda, POR*28 aleli tasiyanlarin POR*1/*1 genotipe sahip
hastalardan anlamli olarak daha diisiik doz-ayarl1i TKR diizeylerine maruz kaldigin
tespit etmistir. Ancak bu etkinin sadece tiim zaman araliklar1 birarada
degerlendirildiginde elde edildigini, ¢alisma siiresince ayr1 zaman araliklarinda bu

farkliligin mevcut olmadigini rapor etmistir (Elens ve ark., 2014). Bu c¢alismalardan
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farkli olarak, Lunde ve arkadaslari, TKR tedavisindeki bobrek nakil hastalarinda,
POR*28 aleli tasiyan hastalarin, POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan %15 daha
diisiik doz-ayarli TKR diizeylerine maruz kaldigini tespit etmistir. Bu farkliligin,
CYP3AS eksprese eden ve etmeyen alt gruplarinda bulunmadigini vurgulamistir

(Lunde ve ark., 2014).

Calismamizda da benzer sekilde, POR*28 aleli tasiyan hastalarin kilo- ve doz-
ayarli TKR diizeyleri POR*1/*1 genotipe sahip hastalardan anlamli olarak daha diisiik
bulunmustur. Bu anlamli fark, nakil sonrast ilk yil birarada degerlendirildiginde
mevcut oldugu gibi, ¢alisma igindeki tiim zaman araliklarinda da ayri ayr1 varligini
korumustur. Ancak, Lunde ve arkadaslarinin ¢alismasinda da elde edildigi gibi
CYP3AS alt gruplar1 arasinda anlamli bir fark tespit edilmemistir. Calismalar
arasindaki bu degiskenlik, beyaz irkta CYP3A5*1 aleli tasiyan hasta sayisinin az

olmasi veya calisma tasarimlarindaki farklilik ile agiklanabilecegi diisiiniilmektedir.

CYP3AS5 enzimi TKR’un oksidatif metabolizmasindan sorumlu baslica
izoenzimdir (Kamdem ve ark., 2005). Ancak yapilan bazi in vitro ¢alismalar CYP3A4
enziminin de TKR metabolizmasinda rolii olabilecegini ortaya koymustur (Dai ve ark.,
2006). TKR metabolizmasinda CYP3A4 enziminin rolii olmasi, CYP3A4 geni, intron
6 polimorfizminin de TKR doz ihtiyact ve kan TKR diizey ¢esitliligi iizerinde etkisi
olabilecegini diisiindiirmektedir. Bu diisiinceleri destekler bulgular ¢alismamizda da
ortaya konulmustur; CYP3AS ekspresyonu yapmayan hastalarda bireyler aras1 TKR
diizey c¢esitliliginde CYP3A4*22 polimorfizminin anlamli etkisi oldugu tespit
edilmistir. TKR kullaniminda, CYP3A5*3 genotip temelli dozlamanin 6nemi farkli
popiilasyonlarda yapilan ¢alismalar ve bu tez ¢alismasi kapsaminda da elde edilen
sonuglar ile kanitlanmistir (Kuypers ve ark., 2014). CYP3A5 genotip temelli TKR
dozlamasi CPIC kilavuzlarinda da yer almaktadir (Birdwell ve ark., 2015). Ancak,
Tiirk popiilasyonun da dahil oldugu beyaz irkta CYP3A5 ekspresyonu yapmayan,
CYP3A5*3/*3 genotipe sahip bireylerin oran1 %85-95 civarlarindadir ve ¢aligmalar
gostermektedir ki CYP3AS ekspresyonu yapmayan bireyler arasinda da TKR doz
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ihtiyaci degismektedir (Zhou ve ark., 2017). Bu ¢ikarima ait bulgular, Cizelge 3.18. ve
Cizelge 3.20.’de sunulmustur. Sunulan bu bulgular 1s1ginda, CYP3A5*3 polimorfizmi
ile acgiklanmayan bireyler arasi TKR doz ihtiyact ve TKR diizey cesitliligini

aciklamada CYP3A4*22 polimorfizminin de rolii oldugu ortaya konulmustur.

4.4.4. CYP3A5 Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuglar1 ve Kan TKR Diizeyi Terapotik Arahkta
Kalan/Kalmayan Hastalarin Oranlarina Ait Bulgularin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonras1 10. giin, 1. ay, 3. ay, 6. ay, 9. ay ve 12. ayda 6l¢iilen kan
TKR diizeyleri, kombine edilmis CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28 genotip gruplari
arasinda terapotik aralikta kalan hasta say1 ve ylizdeleri temel alinarak kiyaslanmistir.
Yapilan analiz sonuglar1 Cizelge 3.20., Cizelge 3.21. ve 3.22.’de sunulmustur. Analiz
sonuglarina gore, nakil sonrasi1 10. giinde ve 1. ayda genotip gruplar1 arasinda TKR
diizeyleri ile terapotik aralikta kalma yiizdeleri arasinda anlamli bir farklilik tespit
edilmistir (10. giin ve 1. ay sirasiyla p=0,0003 ve 0,0001). Ancak, farkli genotip
gruplariin 3. aydan itibaren terapdtik aralikta kalma oranlari arasindaki bu farklilik

ortadan kalkmuistir.

Nakil sonrasi erken donemde 10. giin ve 1. ayda, yavas metabolize eden genotipe
sahip hastalarin sirayla %70 ve %53,30’u supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz
kalmaktadir. Yapilan loijstik regresyon analizinde, nakil sonrasi 10. giinde
supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz kalma olasiliginin yavas metabolize eden
hastalarda, hizli metabolize eden hastalara gore 6,58 kat daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir (p=0,000). Benzer sekilde orta diizeyde metabolize eden hastalarin da
supraterapotik diizeylerde TKR’a maruz kalma olasiligi, hizli metabolize edenlere
gore 3,54 kat daha yiiksektir (p=0.001). Analiz sonuglari, Cizelge 3.23. ve Cizelge
3.24.’te sunulmustur. Nakil sonrasi birinci ayda da supraterapotik diizeylerde TKR’a
maruz kalma olasiligi yavas metabolize eden hastalarda, hizli metabolize eden
hastalara gore anlamli olarak daha yliksektir. Ancak orta diizeyde metabolize eden
hastalarin supraterapdtik diizeylerde TKR’a maruz kalma oranlari, hizli metabolize

edenlere gore daha yiliksek olmasina ragmen anlamli degildir.
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Nakil sonras1 erken donemde 10. giin ve 1. ayda, hizli metabolize eden genotipe
sahip hastalarin sirayla %15,90 ve %20,45°1 subterapdtik diizeylerde TKR’a maruz
kalmaktadir. Yapilan ki-kare testinde subterapotik konsantrasyonlara maruziyet ile
genotipler arasinda anlamli bir fark olmasina ragmen yapilan lojistik regresyon
analizinde 10. giinde hizli veya orta metabolize eden genotipe sahip hastalar yavas
metabolize edenler ile kiyaslandiginda, hizli metabolize etme kapasitesine sahip
olanlar i¢in anlamli bir olasilik bulunmamustir (ki-kare testi p=0,003). Nakil sonrasi
birinci ayda hizli metabolize edenler, yavas metabolize eden genotipe sahip hastalar
ile kryaslandiginda subterapotik diizeyde TKR’a maruz kalma oranlar1 daha ytiksek
cikmustir (ki-kare testi p=0,001).

4.4.5. CYP3AS Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Subterapotik Kan TKR Diizeyi ile Akut
Rejeksiyon Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi erken donemde farkli metabolizma kapasitesine sahip
genotiplere bagli olarak, farkli TKR diizeylerine maruziyeti ile akut rejeksiyon
yasayan hastalar arasindaki iligki analiz edilmis ve sonuglar Cizelge 3.27.°de
sunulmustur. Diisiik TKR diizeyine maruz kalan hastalar ile akut rejeksiyon arasinda
anlamli bir iligki bulunmustur (p=0,037). 5 ng/ml’nin iizerinde TKR diizeylerine
maruz kalan hastalarin sadece %3,9’unda akut rejeksiyon gelisirken, subterapotik
TKR diizeylerine maruz kalan hastalarin; %17,6’sinda rejeksiyon gelismistir. Beyaz
irkta bobrek nakil hastalarinda yapilan bir ¢calismada da benzer sekilde diisiik TKR
diizeyleri ile akut rejeksiyon arasinda anlamli bir iligki bulunmustur (Gaynor ve ark.,
2016).

Lojistik regresyon analizine ait sonuglar, Cizelge 3.28.’de sunulmustur. Bu
sonuglara gore subterapotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalarda akut rejeksiyon
gelisme olasiligl, 5 ng/ml’nin lizerinde TKR diizeylerine maruz kalan hastalardan 6,04
kat daha yiiksektir (p=0,013). Akut rejeksiyon ile iliskisi olabilecek degiskenlerden

glomeriiler filtrasyon hizi ile akut rejeksiyon arasinda bir iliski oldugu tespit edilmistir
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(rejeksiyon olmayan grup eGFR=61,93, rejeksiyon olan grup eGFR=38,55, p=0,001).
Benzer bulgular diger bir calismada bobrek nakilli hastalarda da tespit edilmistir.
Diisilk TKR diizeylerine maruz kalan hastalar ile hedef diizeylere maruz kalanlar
karsilastirildiginda, diisiik TKR diizeylerine maruz kalanlarin, eGFR degerlerinin daha
diisiik seyrettigi tespit edilmistir ancak iki grup arasinda anlamli bir fark olusturmadigi
bulunmustur (Jung ve ark., 2019). Calismamizda da rejeksiyon yasayan grupta
glomeriiler filtrasyon hizi degerlerinin daha diisiik seyrettigi tespit edilmistir. Bu
nedenle, regresyon analizine bagimsiz degisken olarak dahil edilmesine ragmen, diisiik
glomeriiler filtrasyon hizinin akut rejeksiyon tecriibe etme olasiligini1 anlamli olarak

degistirmedigi tespit edilmistir.

4.4.6. CYP3AS Geni, rs776746, CYP3A4 Geni rs35599367 ve POR Geni, rs1057868
Kombinasyon Genotip Sonuclar1 ve Supraterapétik Kan TKR Diizeyi ile
Gecikmis Greft Fonksiyonu Arasindaki Iliskinin Degerlendirilmesi

Hastalarin nakil sonrasi1 erken donemde farkli metabolizma kapasitesine sahip
genotiplere bagli olarak, farkli TKR diizeylerine maruziyeti ile gecikmis greft
fonksiyonu gosteren hastalar arasindaki iligki analiz edilmistir. Bu analize ait sonuglar
Cizelge 3.29.’da sunulmustur. Supraterapotik TKR diizeyine maruz kalan hastalar ile
gecikmis greft fonksiyonu arasinda anlamli bir iliski bulunmustur (p=0,026). Bu
bulgulara gore, gecikmis greft fonksiyonu gosteren hastalarin %75’inin 10 ng/ml’nin

tizerinde TKR’a maruz kaldiklar tespit edilmistir.

Yapilan lojistik regresyon analizine ait sonuglar, Cizelge 3.30.’da sunulmustur.
Bu sonuglara gore supraterapotik TKR diizeylerine maruz kalan hastalarin, gecikmis
greft fonskiyonu tecriibe etme olasiligi, 10 ng/ml’nin altinda TKR diizeylerine maruz
kalan hastalardan 5,65 kat daha yiiksektir (p=0,002). Gecikmis greft fonksiyonu ile
iliskili olan verici tipi ve glomeriiler filtrasyon hizi da regresyon analizine bagimsiz
degisken olarak dahil edilmistir. Analiz sonuglarina gore, kadavra vericilerden nakil
olan hastalarin gecikmis greft fonksiyonu gosterme olasiliginin canlidan nakil
olanlardan 2,61 kat daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p=0,048). Bu bulguyu
destekler sonuglar daha once yapilan calismalarda da gosterilmistir, canli vericiden

nakil olan hastalarda gecikmis greft fonksiyonu goriilme olasilig1 kadavra vericiden
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yapilan nakilllere gore olduk¢a azdir (Redfield ve ark., 2016). Calismamizda,
glomeriiler filtrasyon hiz1 diisiik olan hastalarin gecikmis greft fonksiyonu gosterme
olasiligimin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir (p=0,006). Bu iki bulgu,
supraterapotik diizeylere maruziyet nedeni ile glomeriiler filtrasyonun olumsuz
etkilenmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde edilen bu sonuglara bagli olarak nakil sonrasi erken donemde gecikmis greft
fonksiyonu gosteren hastalarin %75’inin supraterapotik TKR diizeylerine maruz
kaldig1 gosterilmistir. Bu bulgumuzu destekler sonuglar, Kuypers ve arkadaslarinin
beyaz irkta bobrek nakil hastalarinda yaptiklart ¢alismada da elde edilmistir. Bu
calismada, gecikmis greft fonksiyonu gosteren hastalarin, gostermeyenler ile
karsilastirildiginda ortalama TKR diizeylerinin daha yiiksek oldugunu bulmuslardir.
(Kuypers ve ark., 2010).

Calismalarda, nakil sonras1 ilk iki hafta i¢inde supraterapdtik TKR diizeylerine
maruz kalan hastalarin, ilk yil sonundaki klinik durumlarinin, hedef terapotik
diizeylere maruz kalan hastalar ile kiyaslandiginda daha kotii oldugu tespit edilmistir
(Rodriguez-Peralvarez ve ark., 2012). Yiiksek TKR diizeylerinin, vazokonstriksiyon
nedeni ile renal arteriollerdeki kan akiminin azalmasina neden oldugu ve glomertiler
filtrasyon hizinin azalmasini indiikledigi tespit edilmistir (Naesens ve ark., 2009). Bu
klinik ¢iktilar da bobrek nakil hastalarinda 6zellikle 6nem teskil eden nefrotoksisitenin
gostergeleri olarak diistiniilebilir ki bu durum da nakil edilen dokunun ya da hastanin

kayb1 ile sonuglanabilmektedir.

Calismamizda elde edilen bu bulgular, hasta ve doku sagkalimi agisindan en
kritik nakil sonrasi ilk giinlerde, yiiksek TKR diizeylerine maruz kalinmasi ile hastnain
nefrotoksisite semptomlarini tecriibe edilebilecegi sonucuna varilmaktadir. Bu durum
ile benzer sekilde hastalarin erken donemde diisiik TKR diizeylerine maruz kalmasinin
da akut rejeksiyon ve doku kaybi agisindan agisindan ¢ok onemli oldugunu

vurgulamaktadir.
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5. SONUC VE ONERILER

TKR, bobrek nakil operasyonu takiben akut rejeksiyon profilaksisisinde
kullanilan, immunosiipresif tedavide ilk segenek olarak goriilen ilag etken maddesidir.
Ancak, TKR’un dar bir terapotik indekse sahip olmasi ve bireyler arasi doz ihtiyaci ve
ilag diizeyleri bakimindan genis bir ¢esitlilik gostermesi klinikte kullanimini oldukga
zorlastirmaktadir. Bireyler arasindaki bu ¢esitlilik, hastanin hedef terapotik diizeylere
ulagabilmesi i¢in TKR ilag diizeyi izlemini zorunlu hale getimektedir. Terapotik ilag
diizeyi izlemi, TKR tedavisinin bireysellestirilmesinde en onemli ara¢ olmasina
ragmen bazi durumlarda yetersiz kalmaktadir. Baz1 hastalar, 6zellikle nakil sonrasi
erken donemde TIDI yapilmasina ragmen yiiksek ya da diisiik TKR diizeylerine maruz
kalmakta ve buna bagl olarak istenmeyen etkileri tecriibe etmektedir. Bu durumda,
TIDI nakil sonrasi en kritik donem olan ilk giinlerde, bireysel doz ayarlanmasi icin

yetersiz kalmaktadir.

Gilinlimiizde transplantasyonu takiben TKR dozu konvansiyonel olarak hastanin
kilosu ve yasi temel alinarak tedaviye baslanmaktadir. Ancak bu tez c¢alismasi
gostermistir ki hastalar benzer dozlarda TKR tedavisine farkli yanitlar vermektedir.
Bireyler arasindaki bu gesitliligi azaltmada TIDI yapilarak hasta terapdtik TKR
diizeylerine maruz birakilmaya calisilsa da nakil sonrast en kritik dénem olan ilk
giinlerde hastalarin tecriilbe edecegi istenmeyen etkilerin Oniine ge¢cmede yetersiz

kalmaktadir.

Bu tez calismasindan elde edilen bulgularla, genotip-temelli doz belirleme
yontemi ile hastalarin baslangic TKR doz ihtiyacim1 ¢ok daha kesin bir sekilde
belirlemenin miimkiin olabilecegi diisliniilmektedir. Boylelikle, hastanin hedef TKR
diizeylerine daha erken ulasmasi saglanarak istenmeyen etkileri tecriibe etmesinin
Oniine gegilebilecektir. Ayrica, hedef TKR diizeylerine ulasmak igin yapilan doz

modifikasyonlar1 ve sayisi azaltilabilececktir. Tiim bu nedenler ile calismamizda TKR
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metabolizmasindan sorumlu CYP3AS5, CYP3A4 ve bunlara elektron transferinden
sorumlu POR genlerindeki genetik farkliliklar ve hastalarin kullandiklar1t TKR doz ve
Olgiilen TKR  diizeyleri ile Kkarsilastirilarak  incelenmistir.  Tedavinin
bireysellestirilmesinde ve hastalarin TKR doz ihtiyaglariin belirlenmesinde

farmakogenetik biyogdstergelerin dnemi ortaya konulmustur.

Bu tez c¢alismasi kapsaminda, CYP3A5 geninde tanimlanmis CYP3A5*3
polimorfizminin, CYP3A4 geninde tanimlanmig CYP3A4*22 polmorfizminin ve POR
geninde tanimlamis POR*28 polimorfizminin Tiirk hasta popiilasyonunda TKR doz

ve diizey cesitliligini agiklamada bireysel dnemleri kanitlanmastir.

Bugiine kadar yapilan c¢aligmalarda siklikla vurgulandigi gibi, TKR
metabolizmasinda en biiyiik gérevi tistelenen CYP3A5 geni genetik ¢esitliligi yaninda
CYP3A4 ve POR polimorfizmlerinin de bireyler arasi TKR doz ihtiyact ve diizey
cesitliligini aciklamada onemli birer farmakogenetik biyogosterge oldugu ortaya
konulmustur. Tiirk popiilasyonunda, ilk defa yapilan CYP3A5, CYP3A4 ve POR geni
kombinasyon analizleri ile hastalar genotiplerine gore farkli metabolizma kapasitesi
gosteren alt gruplara dahil edilerek, genetik farkliklarin bir arada TKR doz ve diizey
cesitliligini agiklamada ¢ok daha etkin oldugu ortaya konulmustur.

Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda daima CYP3A5*3 polimorfizminin tizerinde
durulurken, mevcut ¢alismamiz ile CYP3A4*22 ve POR*28 polimorfizmlerinin beyaz
irkta, Tiirk popiilasyonunda nakil sonrasi hastalarin TKR doz ihtiyaglarinin
belirlenmesinde O6nemli birer farmakogenetik biyogdsterge oldugu ortaya
konulmustur. Ayrica; polimorfizmlerin bireysel etkisi yerine TKR doz ihtiyaglarini ve
diizey cesitliligini agiklamada CYP3A5, CYP3A4 ve POR kombinasyon analizlerinin

Oonemi Ortaya konulmustur.
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CYP3A5, CYP3A4 ve POR geni kombinasyon analizlerinden elde edilen
sonuglar ile CYP3AS eksprese eden ve etmeyen hasta gruplarinda CYP3A4*22
polimorfizminin TKR diizey cesitliligine etkisi, Tiirk popiilasyonunda ilk defa
karsilagtirilmistir. CYP3AS5 ekspresyonu yapmayan hastalarda CYP3A4*22 aleli
tasimanin TKR doz ihtiyact ve TKR diizeylerini etkiledigi tespit edilmistir.

Ayrica, CYP3AS ekspresyonu yapan hastalarda, POR*28 polimorfizminin etkisi Tiirk
popiilasyonunda ilk defa karsilastirilmistir. POR*1/*1 ve POR*28 genotipleri
arasinda, TKR doz ihtiyaci ve diizey cesitliligi bakimindan bir fark olmadig1 tespit

edilmistir.

POR*28 aleli tasiyan hastalarda, CYP3A5 ekspresyonu yapmanin ve
CYP3A4*22 aleli tasimanin TKR diizeyleri lizerine etkisi arastirilmis, POR*28 aleli
tagiyan hastalarda hem CYP3AS5 ekspresyonun hem de CYP3A4*22 aleli tastyor
olmanin TKR diizeylerinde ¢esitlilige neden oldugu tespit edilmistir.

POR*1/*1 genotipe sahip hastalarda da CYP3AS ekspresyonunun TKR diizeylerinde
cesitlilige neden oldugu tespit edilirken, CYP3A4*22 polimorfizminin doz ¢esitliligine

neden olmadig1 tespit edilmistir.

Bu sonuglar 1s18inda, CYP3A5*3 polimorfizminin TKR diizey cesitliligine
etkisinin  POR*28 genotipinden bagimsiz oldugunu soyleyebiliriz. CYP3A5
ekspresyonu yapmayan hastalarda CYP3A4*22 polimorfizminin etkisi olabilecegi
yaptigimiz analizler ile kanitlanmigtir. POR*1/*1 genotipe sahip bireylerde CYP3A4
polimorfizminin etkisi yok iken, POR*28 aleli tagiyan bireylerde CYP3A4*22 alelinin
cesitlilige neden olmasi, CYP3A4 aktivitesinin POR*28 polimorfizminden

etkilendigini diistindlirmektedir.

Yaptigimiz kombinasyon analizleri ile yavas, orta ve hizli metabolizma
kapasitesine sahip genotip gruplarindaki hastalarin diisiik ya da ytiksek diizey TKR

maruziyetine bagli olarak istenmeyen klinik etkileri tecriibe edebilecekleri
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calismamizda ortaya konulmustur. Bu bulgumuza dayanarak, genotip temelli TKR doz
belirlenmesi ile hastalarin hedef TKR diizeylerine konvansiyonel yonteme gore ¢ok
daha hizli ulasabilecegini Ve istenmeyen etkileri tecriibbe etmesinin Oniine

gecilebilecegini soyleyebiliriz.

Bu tez c¢alismasi ile CYP3A4*22 ve POR*28 polimorfizmlerinin Tiirk
popiilasyonunda bobrek nakil hastalarindaki genotip ve alel frekanslar ilk defa ortaya
konulmustur. CYP3A4*22 ve POR*28 polimorfizmlerinin Tiirk popiilasyonunda
bobrek nakil hastalarinda, TKR doz ve diizey cesitliligi ile iliskisi ilk defa ortaya

konulmustur.

Ayrica, POR*28 polimorfizminin PZR-RPUP yontemi ile aydimlatilmasi,
diinyada ilk defa tasarlanan primerler ve optimize edilen reaksiyon kosullari ile
Farmasotik Toksikoloji Arastirma laboratuvarimizda gerceklestirilmistir. Kurulan bu
yontem ile ilk defa Tirk popiilasyonunda POR*28 polimorfizmi genotip ve alel
frekanslar1 bobrek nakil hastalarinda bu tez kapsaminda degerlendirilirken, saglikli
Tiirk popiilasyonunda da genotip ve alel frekanslari, gelistirilen yontem ile ekibimiz
tarafindan aydimlatilmistir. Bu ¢alismaya ait bulgular yaymlanmistir (Ozdemir ve ark.,
2019). Gelistirdigimiz bu yontem ile bircok CYP enzimine elektron transferi yapma
gorevini tstelenen POR genindeki bu farkliligin, bir¢ok ilag metabolizmasindaki

farkliliklar1 agiklamada da ¢ok biiyiik rolii olacagi tartismasizdir.

Bu bulgular 1518inda, nakil ncesi CYP3A5, CYP3A4 ve POR genotip-temelli
doz belirlemenin hastanin nakil sonrasi erken donemde maruz kalacagi TKR
diizeylerinin belirlenebilmesi ve bireysel olarak optimize edilmesi i¢in olduk¢a 6nemli
oldugu yorumu yapilabilir. Boylelikle, hastanin tecriibe edebilecegi istenmeyen klinik
etkilerin Oniine gecilebilecektir. Buna bagh olarak, hasta ve greft sagkalimi oranlar
artabilecektir. Ayrica, hasta i¢in uygun dozlarm belirlenmesi igin yapilacak TiDI

girisimi ve doz modifikasyon sayis1 da anlamli olarak azalacaktir.
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Mevcut calismamiz ile baslangic TKR dozunu hastanin CYP3A5, CYP3A4 ve
POR genotipine gore belirlemenin, kilo-temelli doz ayarlanmasina gore hastalar1 ¢ok
daha erken terapotik TKR diizeylerine ulagmasini saglayabilecegi diisiintilmektedir.
Boylece, nakil sonrasi kritik ilk giinlerde, hastanin ihtiyag duydugu TKR dozu
CYP3A5, CYP3A4 ve POR genotipe gore ayarlanarak, immunosiipresif tedavinin

bireysellestirilmesinin saglanabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

TKR Kullanan Bébrek Nakil Hastalarinda Farmakogenetigin Oneminin Arastirilmasi

Takrolimus (TKR), bobrek nakil operasyonunu takiben; uygulanan immunostipresif
tedavinin vazgecilmez parcasidir. TKR’un, dar bir terapdtik pencereye sahip olmasi, yiiksek
diizeyde bireyler arasinda doz ihtiyaci ¢esitliligi gostermesi ve advers etki potansiyeli
nedeniyle tedavinin bireysellestirilmesi ihtiyaci ortaya cikmaktadir. Terapotik ilag diizeyi
izlemi, TKR tedavisinin bireysellestirilmesinde en Onemli arag olmasina ragmen bazi
durumlarda yetersiz kalmakta ve bazi hastalar, 6zellikle Kritik nakil sonrasi erken donemde
yiiksek ya da diisiik TKR diizeylerine maruziyet nedeniyle istenmeyen etkileri tecriibe
etmektedir.

Bu tez ¢alismasinin amaci, TKR metabolizmasindan sorumlu Sitokrom P450 3A5
(CYP3A5), Sitokrom P450 3A4 (CYP3A4) ve bu enzimlere elektron transferinden sorumlu
Sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) genlerindeki genetik farkliliklarin nakil sonrasi ilk yil
(10. giin ve 1., 3., 6., 9., 12. aylar), hastalarin TKR doz ihtiya¢lari ve TKR diizeyleri iizerine
etkisinin arastirilmasidir. Bu amagla, bu ¢alismaya, TKR kullanan 302 bobrek nakil hastasi
dahil edilmistir. CYP3A5, CYP3A4 ve POR genlerinde tanimlanmig; CYP3A5*3, CYP3A4*22
ve POR*28 polimorfzimleri PZR-RPUP yontemi ile aydinlatilmistir. Hastalarin kan TKR
diizeyleri klonlanmig enzim dondr immunoassay ile elde edilmistir.

Yapilan analizler ile CYP3A5*3 polimorfizmi yaninda ilk defa; CYP3A4*22 ve POR*28
genetik farkliliklarinin tek baslarina; Tirk popiilasyonunda bireysel TKR doz ihtiyacini
aciklamada 6nemli birer farmakogenetik biyogosterge oldugu tespit edilmistir. POR*28
polimorfizminin Tiirk popiilasyonunda ilk defa gen ve alel frekanslari tespit edilmistir. Bu tez
caligmas1 kapsaminda gergeklestirilen analizlerde; hastalar CYP3A5, CYP3A4 ve POR
genotiplerine gore farkli metabolizma kapasitesine sahip gruplar altinda toplanmustir.
CYP3A5 ekspresyonu yapmayan hastalarda CYP3A4*22 polimorfizminin bireysel doz
ihtiyac1 ve diizey cesitliligini agtklamada 6nemli rolii oldugu kanitlanmustir. flag diizeyi izlemi
yapilmasina ragmen; farkli genotiplere sahip hastalarin terapétik diizeylere ulasmasinin nakil
sonrast ancak 3. aydan itibaren gerceklestigi tespit edilmistir. Ilag diizeyi izlemi yapilmasina
ragmen; nakil sonrasi erken donemde yavas metabolizma kapasitesine sahip hastalarin
%70’inin supraterapotik diizeylere maruz kalarak, nefroktoksisite semptomlar1 gosterdigi,
benzer sekilde hizli metabolizma kapasitesine sahip hastalarm da %15,90’min subterapotik
diizeylere maruz kaldig1 ve akut rejeksiyona tecriibe ettikleri tespit edilmistir.

Sonug olarak, bu tez ¢alismasindan elde edilen veriler ile CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve
POR*28 farmakogenetik biyogdstergelerinin birarada tespit edilerek, nakil hastalarinin
genotiplerine gore TKR tedavisinin bireysellestirilmesinde kullanilabilecegi kanitlanmistir.
Boylece hastalarin hedef TKR diizeylerine ulasma siirelerinin daha kisa olabilecegi ve yapilan
doz modifikasyon sayisinin azalabilecegi diigiiniilmektedir. POR*28 polimorfizmi igin
diinyada ilk defa PZR-RPUP yontemi gelistirilerek, farkli farmakokinetik ¢aligmalar igin
destekleyici bir farmakogenetik biyogoOsterge olarak literatiire kazandirilmistir. Bu tez
kapsaminda yer alan analizlerle, genotip temelli TKR doz belirlenmesi ile yetersiz
immunosiipresyon nedeni ile gelisebilecek organ reddinin veya yiiksek dozda TKR
maruziyetine bagli olarak ortaya cikabilecek advers etkilerin oniine gegilmesinde klinige
yardimci olabilecegi diisiiniilmektedir.

Anahtar sozciikler: Farmakogenetik, CYP3A5, CYP3A4, POR, Takrolimus
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SUMMARY

The role of pharmacogenetics in tacrolimus treated renal transplant patients

Tacrolimus (Tac) is a cornerstone immunosuppressive drug used in renal
transplantation. It is characterized by a narrow therapeutic index and large interindividual
variability in dose requirements. Thus requiring blood concentration monitoring and dose
adjustment in order to achieve therapeutic efficacy and avoid adverse effects, which are the
most challenging during the first weeks after transplantation. However, despite drug
monitoring, it is insufficient in some cases and despite therapeutic drug monitoring, some
patients experience undesirable effects due to exposure to high or low Tac levels.

The aim of this study was to investigate the impact of the CYP3A5, CYP3A4 and POR
genetic differences on Tac dose requirements and through levels throughout the first year after
transplantation. As Tac is metabolized by CYP3A4-3A5 isoenzymes, and POR serves
electrons for their activities; polymorphisms of these genes might affect Tac dose
requirements. A total of 302 renal allograft recipients treated with Tac were included in the
study and genotyped for the presence of CYP3A5*3, CYP3A4*22 and POR*28 polymorphisms
using PCR-RFLP method. Tac through levels were obtained with the use of a cloned enzyme
donor immunoassay method from whole blood.

Our results showed that, besides CYP3A5*3; CYP3A4*22 and POR*28 polmorphisms
are identified for the first time in Turkish population and are important pharmacogenetic
biomarkers, identifiying individual dose requirements. Gene and allele frequencies of POR*28
polymorphism were determined for the first time in the Turkish population. We examined the
combined effects of the CYP3A5*1, POR*28, and CYP3A4*22 genotypes on Tac exposure,
dose requirements and achievement of therapeutic target ranges.

CYP3A4*22 polymorphism has been shown to play an important role in explaining
individual dose requirements in patients who do not express CYP3A5. By month 3 despite
concentration-controlled dose adjustments, difference between genotype groups disappear.
Despite concentration-controlled dose adjustments, %70 of the slow metabolizer patients
exceeded the upper limit of the target range and experienced nephrotoxicity symptoms in the
early period after transplantation. Similarly, %15,90 of the fast metabolizer patients could not
achieved lower Tac levels and experienced acute rejection episodes.

In conclusion, our results confirm that CYP3A5*3, CYP3A4*22 ve POR*28
polymorphisms are useful pharmacogenetic biomarkers for personalizing Tac treatment. Thus,
patients may achieve target levels earlier after transplantation and the number of dose
modifications might be reduced with genotype based dosing strategies. A novel PCR-RFLP
method has been developed to identify POR*28 polymorhism for the first time in the world
which is a promising pharmacogenetic biomarker for pharmacokinetic assays. Within the
scope of this thesis, pharmacogenetic testing and genotype based Tac dosing has certainly
future to optimize tac based therapy for kidney transplant patients in order to prevent over or
under immunosuppression and consequently graft rejection and the occurrence of the adverse
effects.

Keywords: CYP3A5, CYP3A4, Pharmacogenetics, POR, Tacrolimus,
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EK2-Bilgilendirilmis Goniillii Onam Formu

VAKA NO: TARIH:

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Sayin katilimet;

Gegirdiginiz bobrek nakil operasyonu sonrasinda doktorunuz tarafindan tedavinizde
takrolimus etken maddesi igeren bir ilag kullanmaniz uygun goriildii. Takrolimus kullanan
bobrek nakil hastalarinda ilag yanitinda bireyler arasinda ciddi farkliliklar goriillmekte ve
tedavi sirasinda bazi problemler ile kargilasiimaktadir. Bu problemlerin 6niine gegilmesi ve
tedavinin bireysellestirilmesi adina yiiriitmeyi planladi§imiz bu ¢alismada, ilacin
viicudunuzdan atiliminda ve etkisini gosterdigi yerdeki etkilesmelerinde rol oynayan
(Sitokrom P450 3A5 (CYP3A5), CYPA4 ve sitokrom P450 oksidorediiktaz (POR) genindeki
degisiklikler belirlenecektir.

Calismaya, 18 yasindan biiyiik, bobrek nakil operasyonu gegirmis ve takrolimus kullanan en
az iki ylz kisi alinacaktir. Bu calisma icin sizden bir tiip tam Ornegi alinarak, Ankara
Universitesi Eczacilik Fakiiltesi Farmasotik Toksikoloji Arastirma Laboratuvarinda genetik
analizler gerceklestirilecektir.

Calismanin size ya da sosyal giivenlik kurumunuza her hangi bir mali yiikii bulunmamaktadir.

Bu calismaya katilmak tamamen gonillii olmanizla iliskilidir. Calismaya katilmak
istemezseniz, takip ve tedaviniz etkilenmeyecektir.

Orneklerin gelecekteki kullanimu:

( )ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullanilmasina izin veriyorum.
( )Sadece bahsi gecen calismada kullanilmasina izin veriyorum.
( )Higbir kosulda kullanilmasina izin vermiyorum (Bu kutuyu segmem durumunda, bu

calismaya katilmayacagimi anliyorum.).

Tarafimzdan alinan 6rnegin saklanmasi ve ileride yapilacak diger calismalarda kullanim
ancak sizin izninize tabidir. Bu drnekler uzun yillar isminiz (kimlik bilgileriniz) korunmak ya
da yok edilmek kaydi ile saklanabilir. Liitfen asagidaki segeneklerden size uygun olan bir
tanesini isaretleyiniz.
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( )Tarafimdan alinmis kodlanmis* 6rnegin yalnizca onerilen galisma i¢in kullaniminm
onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger ¢aligmalar i¢in onay vermiyorum.

( )Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin yalnizca dnerilen ¢alisma igin kullanimin
onayliyorum; ileri ¢caligmalar i¢in tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

( )Tarafimdan alinan kodlanmig Ornegin, arastirma konusuyla baglantili tiim
calismalarda kullanimini onayliyorum, ancak farkli ¢alismalar igin tekrar bilgilendirilmek ve
yeni onay vermek istiyorum.

( )Tarafimdan alinan kodlanmis 6rnegin onerilen calisma i¢in kullanimini onayliyorum
ve gelecekte de her tiirli genetik ¢aligmada anonim (kimligim ile baglantisiz) olarak
kullanilmasini onayliyorum.

*Kodlanmis 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numarasi verilir. Kod numarasini yalnizca
arastirici bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalnizca arastirici ulasabilir. Boylece kimlik
bilgileriniz gizli tutulmus olur.

Kendi 6zgiir irademle, bu ¢alismaya hasta grubu iiyesi olarak katilmayi kabul ettigimi
asagidaki imzamla beyan ederim.

Hasta

Ad-Soyad:

Imza: Tarih:

Arastirmaci

Ad-Soyad:

Imza:
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