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ONSOZ

Bu c¢alismada klozapin toksikokinetiginde rol oynayan ABCBl1 ve UGT1A4
genlerindeki polimorfizmlerin kan plazma klozapin ve norklozapin diizeylerine etkisi
arastiritlmistir. Kan plazma klozapin ve norklozapin diizeyleri yiiksek performansh
stvi kromotografisi ile dlglilmiis ve gen polimorfizmleri PZR- RPUP analizleri ile
belirlenmigtir. Bireysellestirilmis etkin tedavinin dikkat c¢ekmeye baslamasi ile
klozapin toksikokinetiginde rol oynayan proteinlerin/ enzimlerin kan plazma
klozapin ve norklozapin diizeylerine etkisinin belirlenmesi ile klozapin
metabolizmasinin aydinlatilmasi ve bireye 6zgii tedavilerinin belirlenmesine katkida

bulunacag diistiniilmektedir.

Bu calismanin planlanmasinda, yliriitilmesinde ve sonuc¢lanmasinda yardimlarini
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SIMGELER VE KISALTMALAR

ul Mikrolitre

g Gram

mg Miligram

ml Mililitre

mM Milimolar

ng/mi nanogram/mililitre
nm Nanometre
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5-HT2A Serotonin reseptorii 2A

A Adenin
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ATP Adenozin Trifosfat
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dak Dakika

DKLZ Norklozapin (N- Desmetil Klozapin)

DNA Deoksiriboniikleik asit
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DSM Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V

EDTA Etilendiamin tetraasetik asit
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1. GIRIS

1.1. Mental Bozukluklar

Akil saglig1 6znel yeterlilik ve yetkinlik, bireyin kendi yeteneklerini tanidig, tiretken
ve verimli ¢alisarak topluma katkida bulunabildigi, yasamin stresi ile basa ¢ikabildigi
Oznel iyi olus halidir. Kisacasi, sosyal, fiziksel ve ruhsal yonden iyi olus hali olup
bireyin ¢evreye uyumunda ve biligsel gelisimindeki bozukluk sonucunda mental
bozukluklar olugsmaktadir. Diinya genelinde 450 milyondan fazla insan mental
bozukluklardan muzdarip olup mental bozukluklara fakirlerde, issizlerde, diisiik
egitim almis kisilerde, siddet magdurlarinda, gé¢men ve miiltecilerde, gelisim
cagindaki bireylerde, istismara ugramis kadinlar ile ihmale ugramis yaslilarda daha
¢ok rastlanmaktadir (WHO, 2003). Cizelge 1.1’de Mental Bozukluklarin Tanisal ve
Sayimsal El Kitab1 V’e (Diagnostic and Statistical Manual of Mental Disorders V)
gore mental bozukluklar listelenmistir (DSM V, 2013). Diinya genelinde 150
milyondan fazla kisi depresyondan, 38 milyon kisi epilepsiden, 90 milyondan fazla
kisi de alkol veya madde kullanim bozuklugundan ve 25 milyon kisi de sizofreniden

muzdariptir (WHO, 2003).

Cizelgel.1. Mental bozukluklar

Norogelisimsel Bozukluklar Obsesif-Kompulsif Eliminasyon Bozukluklari

Bozukluklar

Sizofreni Spektrumu ve Diger | Travma ve Stres lliskili | Uyku- Uyaniklik Bozukluklari
Psikotik Bozukluklar Bozukluklar

Bipolar ve Iliskili Bozukluklar | Dissosiyatif Bozukluk Cinsel Islev Bozukluklar1
Depresif Bozukluklar Somatik Belirti ve Iliskili | Cinsel Disfori
Bozukluklar
Anksiyete Bozukluklari Beslenme ve Yeme | Yikici, Diirtii-Kontrol ve
Bozukluklar Davranis Bozukluklari
Madde Bagimlilig ve | Norobilissel Bozukluklar Kisilik Bozukluklar

Bagimlilik Bozukluklari

Parafilik Bozukluklar




1.2. Sizofreni

Genellikle ergenligin son donemlerinde yetigkinligin baslarinda kendini gosteren,
beyinde bolgesel ve norotransmitterlerin islevlerinde degisiklik olarak ortaya ¢ikan
sizofreni hastaligt kelime olarak zihinsel béliinme anlamma gelen ‘“‘schizm”
(boliinme) ve “-phrenia” (zihinsel) kelimelerinden tiiremistir (Atbasoglu, 2009; Kane
MJ, 1996). Haliisinasyon, deliizyon, konusma esnasinda anlatilanlardan sik sik
sapma veya anlatilanlarin tutarsiz olmasi gibi pozitif belirtilerden en az birinin
hastada gézlemlenmesi tan1 koymada yol gosteren baslica kriterlerdir. Bunlarin yani
sira hastalarda gozlemlenebilecek en belirgin negatif semptomlar bireyin katatonik
davraniglar sergilemesi, irade kaybi, bir aktiviteyi baslatma veya onu devam ettirip
sonlandiramama sorunu, asosyal davraniglar ve duygusal ifadenin azalmasidir.
Bireylerde ayrica gz temasindan kacinma, mimiklerde azalma veya konusma
esnasinda el, kafa ile konusmaya duygusal vurgu katma gibi davranislar

gozlemlenmektedir (DSM- V, 2013; Atbasoglu, 2009; Kane MJ, 1996).

Sizofreni belirtileri ve derecesi bireyler arasinda farklilik gosterebilen,
kalitilabirligi yiiksek bir hastaliktir. Sizofreni prevalansi diinya genelinde 1000°de 3-
7 arasinda degisiklik gostermekte, ortalama yasam boyu prevalansi 4/1000 olup,
yasam boyu hastalik riski 1000°de 7,2°dir (McGarth ve ark., 2008; DSM V, 2013).
Tirkiye’de sizofreni ilgili yayinlardan elde edilen verilerin degerlendirildigi bir
calisma sonucunda Tiirkiye’deki yasam boyu sizofreni sikligr 8,9/1000 olarak
belirlenmis olup diger iilkelere gore prevalans yiiksek bulunmustur (Binbay et al.,
2011). Hastaligin olusumuna dogum zamani, dogum komplikasyonlari, cinsiyet,
ebeveyn yasi, enfeksiyon ve immiin sistem enfeksiyonlari, otoimmiin hastaliklar,
etnik koken, yerlesim bolgesi, go¢menlik gibi bir¢ok etmen etkili olabilmektedir
(Messias ve ark., 2007). Erkeklerde kadinlara gore, gocmenlerde yerli olanlara gore,
kentte yasayanlarda karma kentlerde veya kirsalda yasayanlara gore sizofreninin
daha sik rastlandigi belirtilmistir (McGarth ve ark., 2008). Kisacasi, sizofrenide

akrabalik derecesinin ve bireysel fenotiplerin bilinmesi, psikolojik veya sosyal



etmenlerin yas, cinsiyet, gocmenlik, irk, etnik koken gibi cevresel faktorler ile
degerlendirilerek hastaligin derecesinin veya tipinin belirlenmesinde 6nemli

olabilmektedir (Atbasoglu, 2009; Kohlrausch, 2013).

Sizofreninin tedavisinde ana hedef bireyin topluma yeniden kazandirilmasi
olup hastaligin belirtilerinin giderilerek, hastaligin tekrarlamasini engellemektir.
Sizofreninin tedavisinde farmakolojik terapi vazgecilmez olup nadiren hastalar
topluma yeniden uyum saglayabilmektedir ve bunda zorluk yasadiklar i¢in tedavi
bireysel veya grup psikoterapileri ile desteklenebilmekte ancak kesinlikle sadece
bunlarla sinirli kalinmamasi farmakolojik tedaviler uygulanmas: o6nerilmektedir
(Patel ve ark., 2014). Farmakolojik tedaviye uyumda hastalarda problemlerle
karsilagilmaktadir. Bu durum genellikle sizofreni hastalarinda paranoyaya bagh
olarak hastaligin inkar1 ve tedavinin reddi seklinde kendini gostermekte olup

psikoterapiler yardimi ile bu durum asilabilmektedir (Patel ve ark., 2014).

Tedavinin saglanamamasi durumunda hastalik tekrarlamakta, bazen
tamamlanmis intihar ile sonuglanabilmekte veya etrafindakilere zarar verebilecek
davraniglar sergilemesine sebep olarak hastanin yatili tedavisini gerektirecek kadar
kotii durumlara neden olabilmektedir. Bu nedenle biligsel davranisei, kisisel veya
uyum terapileri ile hastalar egitilerek hastaliklar1 ve tedavilerinin gerekliligi, riskleri

ve etkililigi hakkinda bilgilendirilmelidir (Patel ve ark., 2014).

Bireysel psikoterapinin yam sira, ilacin diizenli kullaniminin hastaya veya
yakinlarina sorularak takip edilmesi, bunun miimkiin olmadigi durumlarda veya
psikiyatristin hastanin hatal1 bilgi verdiginden siiphelenmesi durumunda ila¢ plazma
diizeylerinin  belirlenmesi  etkin  tedavinin  siirdiiriilebilmesine  yardimec1
olabilmektedir. Bununla birlikte baz1 hastalarda ilaca bagli istenmeyen yan etkiler
gozlemlenebilir veya uygulanan dozun yiliksek olmasina ragmen yine de etkin bir
tedavi elde edilemedigi durum gézlemlenebilmektedir. Bu nedenle hastanin ailesine

hastanin nasil izlenecegi ve hangi durumlarda klinisyenlere tedavinin olumsuz



etkilerini bildirmeleri gerektigi hakkinda bilgi verilmelidir (Patel ve ark., 2014;
Sriretnakumar ve ark., 2015; Olaganju ve ark., 2018).

Farmakolojik tedavi sizofreninin tedavisinde hayati 6nem tasimakta olup
hastanin yanitina, hastalik derecesine goére doz ayarlamasi yapilarak ilk olarak
hastanin ruh halinin, kisisel bakimmin ve sosyallesmesinin iyilestirilmesi
amaclanmaktadir. Sizofreninin tedavisinde flufenazin, haloperidol gibi tipik
antipsikotikler ile karsilastirildiklarinda daha az ekstrapiramidal yan etkilere neden
olduklarindana dolay1 risperidon, aripiprazol, omeprazol, klozapin gibi atipik
antipsikotikler tercih edilmektedir. Klozapin (KLZ) genellikle agraniilositoz
olusturma riskinden dolayr daha az tercih edilse de hastalarin %10-30’u tipik
antipsikotiklere yanit vermemekte ve diren¢ gosteren bu hastalarda KLZ etkin
tedavinin gergeklestirilmesine olanak saglamaktadir (Gogiis, 2009; Patel ve ark.,
2014).

Bazi hastalarda tedavi siirecinde ilaca bagli istenmeyen yan etkiler
gbzlemlenebilir veya uygulanan dozun yiiksek olmasina ragmen yine de etkin bir
tedavi elde edilemedigi durum gozlemlenebilmektedir. Bu durumda ilacin
farmakokinetiginde ve farmakodinamiginde yer alan gen boélgelerindeki farkliliklar
incelenerek hasta i¢in etkin bireysellestirilmis tedavi belirlenebilmesi hayati 6nem

tastyabilmektedir (Sriretnakumar ve ark., 2015; Olaganju ve ark., 2018).

1.3. Klozapin

1950’11 yillarda Wander Laboratuvarlar1 antidepresan aktiviteye sahip trisiklik
Ozellikteki kimyasallar1 arastirmaya basladiginda trisiklik antidepresanlarla
karsilagtirilabilen, noroleptik Ozellikteki kimyasallar1  kesfetmeye bagladilar.
Klozapin de bu molekiillerden biri olup ilk kez 1959 yilinda kesfedilmis, analjezik
etkiye de sahip olan bir ilagtir. 1970’1i yillarda KLZ klinik verileri incelendiginde

ekstrapiramidal semptomlarin gelismesinin antipsikotik aktiviteye bagl olmadig ve



Finlandiya’da KLZ kullanan bazi hastalarda nétropeni ve agraniilositoz gelistigi
goriilmistiir. Bazi hastalarin agraniilositoza bagli olarak 6ldiigi kesfedilince KLZ
piyasadan ¢ekilerek kullanimi yasaklanmistir (Hippus, 1999). Ancak tedaviye yanit
veren hastalarda ilacin kesilmesi ile hastaliklar1 tekrarlamis ve yapilan protestolar
sonucu birkag iilkede siirekli gozetim altinda kullanilmasina izin verilmistir. Ileriki
yillarda tedaviye direncgli olan hastalarda KLZ ile etkin tedavinin saglanabildiginin
kesfedilmesiyle KLZ’in popiilerligi yeniden artmis ve 1990 yilinda tedaviye direngli
sizofreni hastalarinda kullanilabilmesi icin Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumundan

(Food and Drug Administration) onay almistir (Hippus, 1999).

KLZ o6zellikle diger antipsikotiklere yanit vermeyen direngli hastalarda
kullanilmakta olup o6zellikle sizofreni hastalarinda intihar davraniglarim1  ve
girisimlerini azaltmasi ile birlikte saldirganlik, siddet davraniglarinda da azalmaya
neden oldugu igin tercih edilmektedir (Bersani ve ark., 2011; Ellison ve Dufresne,
2015; Sriretnakumar ve ark., 2015; Shah ve ark., 2018). Terapotik indeksi dar olan
KLZ’ne 12,5 mg/giin olarak baslanmasi dnerilmekte ve ortalama olarak 300 - 400
mg/gline kadar doz artirilabilmektedir. Baz1 hastalarda yanit alinamadigindan doz en
fazla 900 mg/giine kadar artirilabilirken, bazi1 hastalarda ise 100 - 250 mg/giin gibi
diisiik dozlarda etkin tedavi saglanabilmektedir (Couchman ve ark. 2010; Fang ve

Mosier, 2014).

KLZ’nin diger antipsikotiklere diren¢ gelistiren hastalarda etkili olmas,
sizofreni hastalarinda intihar davraniglarin1 ve girisimleri ile birlikte saldirganlik,
siddet davramiglarinda da azalmaya neden olmasi ve diger antipsikotikler ile
karsilastirildiklarinda ¢ok diisiik oranda ekstrapiramidal yan etkilere neden olmalari
KLZ’nin avantajlar1 arasinda yer almaktadir (Patchan ve ark., 2015). Ancak
agraniilositoz gibi ciddi bir yan etkinin yani sira epileptik ndbet, kilo artis1 gibi diger
yan etkiler olusturmasi, dar terapotik araliga sahip olmasindan dolayr doz
ayarlamasinin hayati 6nem tagimasi ve agraniilositoz riskine karsi siirekli hastalarin
takip edilerek plazma KLZ diizeylerinin ve beyaz kan hiicrelerinin takip edilmesi

gerektiginden maliyet acisindan dezavantajli duruma da gelebilmektedir.



1.3.1.Farmakodinamik

Organizmaya uygun yolla belirli bir dozda alinan ilacin etki yerine ulasarak spesifik
enzime, tasiyic1 molekiile veya reseptorlere baglanip yanit olusturmasi o ilacin

farmakodinamigini gostermektedir.

1.3.1.1. Klozapinin Etki Mekanizmasi

Sizofreninin olusumu hakkinda genetik yatkinlik, reseptorlere bagli gelismesi gibi
bircok teori ortaya atilmis olsa da kesin olarak neye bagli olarak olustugu
kanitlanamamigtir. 1977 yilinda Arvid Carlsson yapmis oldugu c¢alismalarda
dopamin reseptorlerinin beyinin motor davranigslardan sorumlu olan bazal gangliyon
bolgelerinde yogunlastigini ve antipsikotik ilaclarin dopamin reseptdrlerini bloke
ederek etki gosterdiklerini belirterek sizofreni hastaliginin olusum nedeni hakkinda
dopamin teorisini ortaya atmis ve 2000 yilinda da Nobel Odiilii’nii kazanmistir

(Carlsson A, 1977; 1978; Yeregani ve ark. 2010).

Sizofreninin dopamin reseptorlerinin yani sira serotonin  (5-HT),
histaminerjik, muskarinik, adrenerjik ve kolinerjik reseptorler ile de iligkili
olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcut olsa da bu reseptorlerinde yine dopamin
yolag: iizerinden etki ettigi diisiiniilmektedir (Bell ve ark., 1998; Bersani ve ark.,
2011; Kohlrausch, 2013) ve KLZ’nin de esas etki mekanizmas1 dopamin reseptorleri

uzerindendir.

Dopamin reseptorleri D1, D2, D3, D4 ve D5 olmak iizere bes adettir.
Sizofrenide prefrontal korteks bolgesinde dopamin azligina bagli olarak D1
reseptorleri stimiilasyonunda azalma olmakta ve hastalarda katatonik davranislar,
yapilan isten zevk almama, motivasyon diisiikliigii veya kendini ifadenin azalmasi

gibi negatif belirtiler ortaya ¢ikmaktadir (Howes ve Kapur, 2009; Brisch ve ark.,



2014). Subkortikal bolgede ise dopamin artis1 ile D2 reseptor aktivasyonu meydana
gelmekte ve sizofrenin pozitif belirtileri olan haliisinasyon ve deliizyonlar hastalarda
olusmaktadir (Brisch ve ark., 2014). Yapilan ¢alismalarda D1 reseptorlerinin D5 ile
D2 reseptorlerinin ise D3, D4 ile benzer yapisal 6zellik gosterdigi ve ilag

duyarliliginin bu reseptdrler arasinda yakin oldugu bulunmustur (Ayano, 2016).

Sizofrenide oOzellikle diger ilaglara karsi direng gosteren hastalarin
tedavisinde tercih edilen KLZ, dopamin reseptorlerinin yani sira serotonin (5-HT)
reseptorlerine de baglandigindan, ekstrapiramidal yan etkilere neden olmadigindan
ve negatif belirtilere kars1 etkili oldugundan atipik antipsikotikler arasinda yer
almaktadir (Gogis, 2009; Bersani ve ark., 2011). KLZ dopamin ve 5-HT
reseptorlerinin  yam1 sira histaminerjik, muskarinik, andrejenik ve kolinerjik
reseptorlere afinite gostermekte olup (Bell ve ark., 1998; Bersani ve ark., 2011;
Kohlrausch, 2013); KLZ D4, SHT2A, muskarinik ve histaminerjik reseptorlere D2
reseptorlerinden daha yiiksek afinite gostermektedir (Bersani ve ark., 2011; Olaganju

ve ark., 2018).

KLZ’nin aktif metaboliti olan norklozapin (N- desmetil klozapin, DKLZ) ise
tek M1 agonist 06zelligi gosteren antipsikotik olup prefrontal korteks ve hipokampiis
bolgelerinde 5-HT2A antagonizmasi ile dopamin ve asetilkolin salinimini artirarak
bu bolgelerdeki aktiviteyi artirmaktadir (Bersani  ve ark., 2011). Boylece
prefrontalde asetilkolin artis1 ile biligsel fonksiyonlar pozitif yonde etkilenirken,
dopamin artis1 ile de negatif belirtiler daha az goriilmektedir (Meltzer, 2002). Ayrica
DKLZ D2, D3, muskarinik ve 5-HT reseptorlerine afinite gostermektedir (Bersani ve
ark., 2011).

KLZ’nin D4 reseptorlerine olan afinitesi D2 ve D3 reseptorlerine olandan on
kat daha fazladir (Sanyal ve ark., 1997). D4 reseptorleri sempatik sinir sistemi,
santral sinir sistemi, hipokampiis, amigdala, frontal korteks, globus pallidus,
hipotalamus, talamus, bobrek, adrenal bezler, kalp, kan damarlar1 ve sindirim

sisteminde yer almaktadir. D4 reseptorleri biligsel islevlerin ve renal fonksiyonlarin



diizenlenmesinden, bagirsak hareketlerinden ve bunlarin yan sira vazodilatasyon ve
kan basincindan sorumludur (Ayano, 2016). D4 reseptorlerinin kan damarlarinda yer
almasi vazodilatasyona neden olmasini ve sizofreni hastaliginin negatif yan etkileri
arasinda yer alan sedasyonu ve halsizligi; sindirim sisteminde yer almasi kabizliga
neden olmasini ve beyinde bilissel islevlerden sorumlu olan bdlgelerde yer almasi ise
sizofrenide goriilen haliisinasyon, deliizyon gibi pozitif belirtilerin nedenini
aciklayabilir (Ayano, 2016). KLZ 6zellikle mezolimbik dopamin yolaginda D2, D3
ve D4 reseptorlerini bloke ederek hastaliga ait pozitif belirtilerin, prefrontal korteks
bolgesinde ise D1 reseptorlerinin uyarilmasini artirarak hastalia bagl gelisen
negatif belirtilerin giderilmesini saglayarak etkisini gdstermektedir. Ancak, KLZ’ nin
afinitesi D4 reseptoriine daha fazla oldugundan etkisini 6zellikle D4 reseptorlerini
bloke ederek gostermektedir (Sanyal ve ark., 1997; Brisch ve ark., 2014; Ayano,
2016;).

1.3.1.2. Klozapinin Yan Etkileri

KLZ dar terapdtik araliga sahip bir ilag olup genel olarak ortalama terapotik KLZ
plazma diizeyi 350 - 600 ng/ml arasinda degisebilmektedir. KLZ plazma diizeyinin
600 - 1000 ng/ml ve iizerindeki plazma KLZ diizeylerine ¢ikildik¢a advers etkilerin
siddeti ve tiirti degismektedir (Hiemke ve ark., 2011; Fang ve Mosier, 2014). Naber
ve ark., tarafindan KLZ kullanimina bagli gelisen yan etkiler Cizelge 1.2°de
verilmistir (Naber ve ark., 1992). KLZ tardif diskineziye neden olmayan bir
antipsikotiktir (Kane, 1996). KLZ kullaniminda daha ¢ok metabolik yan etkiler
gozlemlenirken, KLZ gibi ikinci jenerasyon antipsikotikler daha az ekstrapiramidal
yan etkilere neden olmaktadir (Patel ve ark., 2014). KLZ nadirende olsa kalp ve
damar hastaliklarina neden olabilmekte veya karaciger yetmezligine bagl olarak

oliimlere yol agabilmektedir (Couchman ve ark., 2010; Patel ve ark., 2014).

Cizelge 1.2. KLZ kullanimina bagl olusan yan etkilerin yiizdesi (Naber ve ark., 1992)

Yan etkiler %

EEG’ de artis 34,4




Yorgunluk 21,7
Karaciger enzim indiiksiyonu 20,9
Postural hipotansiyon 17,4
Carpimnti 13,8
Lokosit sayisinda artis 13,5
Kilo artis1 13

ECG 9,9
Ates 8,8
Hipersalivasyon 8

Bulanti- kusma 6,6
Hezeyan 4,3
Dermatolojik reaksiyon 1,2
Lokosit sayisinda azalma 0,6
Nobet 0,2

KLZ kullaniminda ortaya ¢ikan bazi yan etkiler doza bagimli olarak
gelismekteyken, hayati tehdit edici hale gelebilen agraniilositoz gibi bazi yan etkiler
ise doza bagimli olmaksizin ortaya c¢ikabilmektedir (Bell ve ark., 1998). KLZ
tedavisinde agraniilositoz riski %0,8 olup tedavinin basinda bu risk daha yiiksektir.
Agraniilositoza bagli olarak 6liim gergeklesmesi %0,01 oranindadir. Advers etkilerin
olusumunun engellenmesi i¢in diizenli olarak hastalarin 6zellikle de ilaca yeni
baslayan hastalarda plazma KLZ diizeyleri diizenli olarak kontrol edilmelidir (Kane,
1996; Flanagan ve Dunk, 2008). Amerika’da ilacin kullanilmasina basladiktan sonra
ilk alt1 hafta haftalik olarak sonraki zamanlarda ise iki haftada bir olacak sekilde;
Ingiltere’de ise ilk onsekiz hafta diizenli olarak, sonrasinda ilk bir yil iki haftada bir
ve daha sonraki zamanlarda ayda bir KLZ plazma diizeylerinin olgiilmesi

onerilmektedir (Flanagan ve Dunk, 2008).

Klozapin kullanimina bagli olarak gelisebilen diger 6nemli yan etki ise
miyokardit/ kardiyomiyopatidir. Klozapin kullanimina bagli miyokardit ve
kardiyomiyopati gelisme riski sirasiyla %0,1-1 ve %0,02-0,1 arasinda olup
miyokardite bagli mortalite riski %10-30 arasindadir. Hastalarin bazilarinda

kardiyomiyopati belirtileri ortaya ¢iksa da vakalarin %40-83’li asemptomatik olup



kalp yetmezligine bagh o6liim riski %12,5-24 arasinda degisebilmektedir (Curto ve
ark., 2016).

Klozapin kullannominda doza bagli gelisebilen diger 6nemli yan etki ise
nobetlerdir. Bunlar jeneralize tonik- klonik ndbet, miyoklonik ndbetler, basit veya
kompleks parsiyel nobetler seklinde olabilir. Miyoklonik nébetler 6zellikle tedavinin
baslangicinda doz titrasyonu siirecinde daha ¢ok ortaya ¢ikmakta olup kullanilan doz
600 mg/giin ve lizeri oldugunda ndbet riski artarken, plazma klozapin diizeyinin 750

ug/L olmasi ise ndbet riskini 5 kat artirmaktadir (Williams ve Park, 2015).

Bas agrisi, bas donmesi, uyusukluk, sedasyon, hipersalivasyon, yiiksek ates,
postural hipotansiyon, kilo alimi, hiperlipidemi, diyabet, kabizlik, titreme, kalp
carpintist gibi yan etkiler ise doza bagimli olarak goriilebilmektedir ( Bell ve ark.,
1998; Couchman ve ark., 2010; Kohlrausch, 2013; Patel ve ark., 2014). Bu yan
etkilerin KLZ’nin kolinerjik ve histaminik reseptorler ile giiclii antagonizmasina
bagli olarak ortaya ¢iktig1 diisiiniilmekte olup dozun azaltilmasi ile doza bagh gelisen
bu tip etkiler ortadan kaldirilabilmektedir (Couchman ve ark., 2010; Bersani ve ark.,
2011).

1.3.2. Farmakokinetik

Belirli dozda wuygulanan ilacin absorbsiyonundan, viicuttaki dagilimina,
metabolizmasina ve atilimina kadar olan siire¢, kisacasit uygulanan ilacin viicuda

girisinden atilimina kadar olan siireci kapsamaktadir.

1.3.2.1. Klozapinin Absorbsiyonu

KLZ oral olarak uygulanmakta ve ilk gegis etkisi nedeniyle biyoyararlanim %60-70

arasindadir. Uygulamanin ardindan ortalama iki buguk saat icerisinde plazmadaki
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konsantrasyonu en yiliksek seviyeye ulagmaktadir. Yaklagik olarak dort saat
icerisinde ilagtan maksimum yararlanma gdzlemlenmektedir ancak bazen
gastrointestinal sistemdeki gecikmelere bagli olarak da emilim gecikebilmektedir
(Bersani ve ark., 2011; Ellison ve Dufresne, 2015; Krivoy ve ark., 2016). KLZ’ nin
yarilanma omrii uygulanan doza bagli olarak yaklasik ortalama olarak 12 saat olup

DKLZ’nin yarilanma 6émrii KL.Z’den daha uzundur (Ellison ve Dufresne, 2015).

1.3.2.2. Klozapinin Dagilimu

Oral yoldan alinan KLZ’nin %92-95’1 plazma proteinlerine baglanarak taginmaktadir
(Bell ve ark., 1998; Krivoy ve ark., 2016). KLZ’nin %27-47’si metabolik olarak
degisime ugramadan sistemik dolasima girerken, %50-73’i ise ilk gegis
metabolizmasinin ardindan sistemik dolasima gegmektedir (do Carmo Borges ve

ark., 2012; Krivoy ve ark., 2016).

1.3.2.3. Klozapinin Metabolizmasi

KLZ karacigerde baglica sitokrom P450 (CYP) mikrozomal enzimleri ile metabolize
olarak aktif metabolitlerine donlismektedir. KLZ’nin iki adet aktif metaboliti
bulunmaktadir. Absorbe edilen KLZ’nin %75-90’1 esas aktif metaboliti olan
DKLZ’ne dontistirken, %10-351 ise diger aktif metabolit olan N- oksit KLZ’e
dontismektedir (Bell ve ark., 1998). Cok az miktarda da hidroksillenmis ve protein

reaktif metabolitler agiga ¢iksada bunlarin olusumu oldukca azdir.

KLZ’nin metabolizmasinda gorev alan enzimler ile olusan metabolitler Sekil
1.1’de sematize edilmistir. KLZ baslica CYP3A4 daha az CYP1A2 ve mikrozomal
flavin monooksijenazlar (FMO3) ile oksidasyona ugrayarak N- oksit KLZ’ne
doniismekte ancak bu reaksiyon tersinir oldugundan N- oksit KLZ orani olduk¢a
disiiktiir (Bell ve ark., 1998; Krivoy ve ark., 2016). DKLZ olusumu ise esas olarak
CYPI1A2 ile olurken bunun yani sira CYP3A4, CYP3A3, CYP2C9, CYP2CI19 ve
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FMO3 ile de katalize olabilmektedir. Bu mikrozomal enzimler KLZ’nin N-
metilasyonuna neden olarak bir metil grubunu ana bilesikten ayirmakta ve
farmakalojik olarak aktif metabolit olan DKLZ’yi olusturmaktadirlar (Bell ve ark.,
1998; Dragovic ve ark., 2013; Ellison ve Dufresne, 2015; Krivoy ve ark., 2016).
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Sekil 1.1. KLZ’in hepatositlerdeki metabolizmasi

Daha sonra aktif olan metabolitler baslica UDP glukuronil transferaz (UGT)
1A4 ile daha polar hale getirilmek iizere glukuronidasyona ugramakta bdylece
metabolitlerin eliminasyonu daha kolay hale getirilmektedir. Glukuronidasyon
sonucunda az miktarda 7- hidroksi KLZ glukuronit olusurken, daha yiiksek miktarda
8- hidroksi- 8 diklor DKLZ ve onun glukuronit iiriinii ile 7- hidroksi DKLZ siilfat

viicuttan elimine olmak {izere bobreklere iletilmektedir (Krivoy ve ark., 2016).

1.3.2.4. Klozapinin Eliminasyonu

Karacigerde metabolize olan KLZ ve metabolitleri olan DKLZ ve KLZ N- oksit

molekiilleri bobreklerde glomerulustan filtre olmaktadir. Filtre olan KLZ’ nin %901
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tiibiillerden geri emilirken, DKLZ ve KLZ N- oksit ise tiibiillerden salgilanmaktadir.
KLZ’nin polar hale gelen metabolitlerinin %30’u feges ile %50’si idrar yolu ile
vicuttan elimine olurken, KLZ N- oksitin idrarla atilmi diger konjugasyon
iiriinlerinden daha hizlidir (Bersani ve ark., 2011; Krivoy ve ark., 2016). Idrarla
atilimda glukuronidasyon {iriinlerinin yani1 sira ¢ok az miktarda KLZ, DKLZ’de

bulunmaktadir.

KLZ metabolitlerinin eliminasyon hizini belirleyen en 6nemli etkenlerden biri
de hiicre zarlarinda lokalize olan adenozin trifosfat (ATP) baglayic1 kaset (ABC)
tastyici proteinlerinden biri olan ABCBI1 proteinidir. Bu protein karaciger, bagirsak
ve bobreklerde lokalize olarak KLZ ve metabolitinin hiicresel geri saliniminda ve

dagiliminda 6nemli rol oynamaktadir (Consoli ve ark., 2009).

1.3.3. fla¢ Kullaniminda Klinikte Karsilasilan Sorunlar

KLZ metabolizma hizi bireyler arasinda elli kat farklilik gosterirken, ayni giin
icerisinde ayni doz uygulanan hastalarin plazma KLZ diizeyleri arasinda ise bes ile
sekiz kat arasinda farklilik gozlemlenebilmektedir (Couchman ve ark., 2010; do
Carmo Borges ve ark., 2012). Ozellikle hastalarin belirlenen dozu almamasi veya
belirlenen dozun iizerinde almasi, biyolojik, c¢evresel faktorlerin KLZ
metabolizmasina olan etkisi gibi cesitli etkenler psikiyatristlerin hastalara uygun
tedavi dozunu belirlenmesinde zorluk yasamasina neden olmaktadir. Hastalarin ¢ogu
aldiklar1 doz hakkinda, KLZ metabolizmasimna etki eden sigara, kafein gibi
kullandiklart maddelerin miktarlar1 konusunda ¢ogu zaman psikiyatristlere yaniltici
bilgiler vermektedir (Llorca ve ark., 2002; Kohlrausch, 2013). Bu durumda
psikiyatristlerin hastalar i¢in en iyi klinik degerlendirmeyi yapabilmesi, hastaya 6zgii
yarar- zarar oranmi belirleyebilmesi ve uygulanan doza bagh gelisebilecek
agraniilositoz veya diger yan etkileri en aza indirgeyerek hastanin yagam kalitesinin
artirtlmas1 ve en yiiksek diizeyde tedaviden yararlanabilmesi icin hastalarin diizenli

olarak plazma ilag diizeylerini belirlemek énemlidir.
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1.3.4. Terapétik ila¢ izlemi

Terapétik ilag izlemi (TII) ile viicut sivilarinda ilag diizeyi terapotik aralikta tutularak
hastanin tedaviden optimum diizeyde yararlanabilmesi ve advers etkilerin
olusmamasi i¢in bireye 6zgii en uygun dozun belirlenmesi amaglanmaktadir. Bireyler
arasinda kan, plazma, idrar gibi viicut sivilarindaki ilag konsantrasyonu ilag
farmakokinetigindeki degiskenlere veya daha bircok etkene bagli olarak farklilik
gostermekte ve Ozellikle dar terapdtik araliga sahip ilaglarda doz bagimli advers
etkiler ortaya cikabilmektedir. TIil ile elde edilen veriler ilacin farmakokinetigi,
farmakodinamigi, hastanin klinik durumu ve o6rnek alma zamami ile birlikte
degerlendirilerek tiim veriler psikiyatrist tarafindan yorumlanir. Béylece Til ile
tedavide bireye 0Ozgli dozun belirlenmesi saglanarak bireylerde ila¢ etkililigi
artirtlabilmekte ve toksisite en aza indirgenebilmektedir (Ghiculescu, 2008; Kang ve

Lee, 2009).

Tedaviye basladiktan sonra ilacin viicut sivilarinda kararli hale ulasabilmesi
i¢in ilacin yarilanma dmriiniin 4-5 kat: kadar zamanin gecmesi gerekir. Tii’de 6nemli
olan ilacin viicut sivilarinda kararli hale ulagmasinin beklenmesi ve bir sonraki dozu
almadan hemen Once viicut sivilari alinarak o6l¢iim yapilmasidir. Tiim bunlar

gerceklestirildiginde en dogru sonuca ulasilabilinecektir (Ghiculescu, 2008).

1.3.5. Klozapin ve Norklozapin Plazma Diizeyine Etki Eden Biyolojik ve

Cevresel Etmenler

KLZ giiven aralig1 dar bir ilag oldugundan plazma diizeyini etkileyebilecek cevresel
ve genetik faktorler KLZ’in etkinligini ve tolere edilebilirligini etkileyerek bireyler
arasinda ayni1 doz uygulansa dahi plazma KLZ diizeyleri farklilik gosterebilecektir.
Ayn1 zamanda yliksek oranda KLZ’in metabolizmasindan sorumlu olan CYP1A2’ye

etki eden etmenler KLZ’nin ABCBI ile hiicre disina aktarilmasina ve KLZ’in
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UGT1AA4 ile glukuronidasyona ugramasina etki edeceginden bu faktorlerin KLZ ve

DKLZ diizeylerine etkisinin belirlenmesi énemlidir.

Yas, cinsiyet, kilo, sigara, kafein kullanim1 gibi etkenlerin yami sira KLZ/
DKLZ oranmma veya klozapin metabolizmasinda yer alan enzimleri kodlayan
genlerdeki polimorfizmlere bagli olarak bireyler arasinda KLZ metabolizmasi
farklilik gosterebilmektedir. KLZ metabolizmasindaki farkliligin yani sira KLZ
plazma miktar tayini i¢in alman kan numunesi ile son ila¢ dozunun alinmasi
arasindaki zaman da yine KLZ plazma diizeyinde etkili olabilmektedir. Tiim bu
etkenler goz Oniinde alindiginda bireysel etkin tedavinin belirlenebilmesi i¢in tiim bu
faktorlerin KLZ ve DKLZ plazma diizeylerine etkilerinin bilinmesi biiyliik 6nem

tasimaktadir.

1.3.5.1. Kan Alim ile Kan Alinmadan Onceki Son Ila¢ Dozunun Alinmasi

Arasindaki Siire

Belirli bir dozda siirekli ilag alindiginda, ilacin plazmadaki konsantrasyonunun
kararli hale gelmesi yaklasik 5 - 7 gilinliik zamani alabilmekte ve KLZ’in yarilanma
Omrii ortalama 12 saat oldugundan ila¢ alimindan 12 saat sonra dokulara ilag¢ yeterli
diizeyde dagilabilmektedir (Bell ve ark., 2001). Bu nedenle son ila¢g doz aliminin
tizerinden 12 saat gegince bir sonraki doz alinmadan ve kahvaltidan 6nce kan
alinmaya caligilarak, hatali ve yaniltici ilag Olglimii yapilmasi engellenmeye

calistlmalidir (Ghiculescu ve ark., 2008; Bell ve ark., 2001; Fang ve Mosier, 2014).

1.3.5.2. Yas

Bireylerde yasin artmasiyla metabolizma hizi yavasladigindan yash olan bireylerde,

KLZ ve metaboliti daha az yavas katalizleneceginden, KLLZ plazma diizeyi geng
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bireylere gore daha yiiksek olabilecektir. Dolayisiyla, bireylerde ilag dozunun

ayarlanmasinda yas da g6z Oniine alinmasi gereken etmenlerden biridir.

Baz1 ¢alismalarda yas ile KLZ plazma diizeyleri arasinda dogru orantili bir
iliski oldugu bulunmustur (Couchman ve ark., 2010; Rostami- Hodjegan ve ark.,
2004). Baz1 calismalarda ise herhangi bir baglanti bulunamamistir (Ozdemir ve ark.,

2001; Palego ve ark., 2002; Rajkumar ve ark., 2013).

Jann ve ark. (1993) gercgeklestirdikleri ¢calismada plazma klozapin diizeyinin
45 yasinda olan bireylerde 35 yas altinda olanlara gore daha diisiikk oldugunu
bulmuslardir (Jann ve ark., 1993).

Lane ve ark. (1999), yastaki her bir yillik artisin KLZ ve DKLZ plazma
diizeylerini sirasiyla %1.1 ve %1 artirdigini belirtmislerdir (Lane ve ark., 1999).

Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), ise yapmis olduklar1 arastirmada 40 yas
referans olarak kullanildiginda bireylerin yasindaki her bir bes yillik farkin KLZ
plazma konsantrasyonunu + %4 oraninda etkileyebilecegini belirtmislerdir (Rostami-

Hodjegan ve ark., 2004).

1.3.5.3. Cinsiyet

Kadinlarin yag dokusu erkeklere gore daha fazladir ve buna bagl olarakta ilag
dagilimi daha uzun siireceginden ilag yarilanma Omrii daha uzun olmakta ve
kadinlarda ilag¢ plazma konsantrasyonlar1 erkeklere gore daha yliksek olabilmektedir
(Couchman ve ark., 2010; Palego ve ark., 2002; Rostami- Hodjegan ve ark.,2004).
Yapilan calismalarda cinsiyetin ilag KLZ diizeyine etki etmedigi saptanmis
(Rajkumar ve ark., 2013) olsa da cinsiyete gore KLZ diizeyinin farklilik

gosterebilecegini belirten ¢aligmalarda mevcuttur.

16



Lane ve ark. (1999), kadinlarda erkeklere oranla KLZ ve DKLZ plazma
diizeylerinin sirastyla %34.,9 ve %36,3 daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (Lane ve
ark., 1999).

Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), yapmis olduklar1 ¢alismada KL.Z/ DKLZ
oranlari karsilastirarak KLZ metabolik aktivitesinin kadinlarda daha yavas
oldugunu ve dolayisi ile KLZ plazma konsantrasyonunun kadinlarda erkeklere gore

%17 daha fazla oldugunu bulmuslardir (Rostami- Hodjegan ve ark., 2004).

Anderson ve ark. (2015), cinsiyet bir etmen olarak g6z Oniine alinmadan
hastalara KLZ uygulandiginda kadinlarin KLZ plazma diizeylerinin erkeklerinkine
gore daha yliksek oldugunu bulmus olsalar da DKLZ diizeyleri arasinda bir farklilik

bulamamislardir (Anderson ve ark., 2015).

1.3.5.4. Beden Kitle indeksi

Baz1 ¢aligmalarda agirlik ile KLZ plazma diizeyi arasinda bir fark bulunamamigtir
(Lane ve ark., 1999; Ozdemir ve ark., 2001; Palego ve ark., 2002). Ancak, bireylerin
beden kitle indeksi (BKI) ilag dozunun belirlenmesinde kullanilan etmenlerden
biridir ve agirlik artisina bagli olarak KLZ dozu artirilmaktadir. Agirhigin artisi ile
metabolik aktivite daha biiylik bir karacigerin varligiyla artsa da dagilim hacmi daha
yavas olacagindan KL.Z plazma yarilanma 6mrii uzayacak ve KLLZ plazma diizeyinde

az bir degisim olacaktir (Couchman ve ark., 2010; Rostami- Hodjegan ve ark., 2004).

Anderson ve ark. (2015), yaptiklari ¢alismada kadmlarda BKI’nin
erkeklerden daha yiliksek oldugunu bulmuslar ve terapétik ilag izlenmesi siiresince
elde edilen bilgilerden BKi’deki artisa bagl olarak yiiksek doku maruziyeti ile KLZ
veya DKLZ’1n iligkili olabilecegini belirtmislerdir (Anderson ve ark., 2015).
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Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), 80 kg ortalama kilo olarak alindigindan
agirliktaki her bir 10 kg’lik degisim sonucunda KLZ plazma konsantrasyonunun +

%S5 degisebilecegini belirtmislerdir (Rostami- Hodjegan ve ark., 2004).

1.3.5.5. Sigara Kullanim

Yapilan bir arastirmada ayakta tedavi goOren psikiyatri hastalar1 ile normal
populasyonun sigara kullanma sikliklar1 karsilastirildiginda psikiyatri hastalarinda
sigara kullanim egiliminin 1,6 kat daha fazla oldugu gosterilmistir. Ayrica sizofreni,
depresyon, kisilik bozuklugu, anksiyete ve mani olan bireylerde sigara kullanimin

daha yiiksek oldugu bulunmustur (Hughes ve ark., 1986).

Van der Wiede ve ark. (2003), sigara icenlerde KLZ plazma
konsantrasyonunun uygulanan doza olan oranini sigara i¢gmeyenlere gore 2,4 kat
daha diisiik olarak bulmuslardir. Ayrica, sigara igenlerde etkin tedavinin
saglanabilmesi i¢in uygulanmasi gereken ortalama KLZ tedavi dozunun sigara

igmeyenlere gore 1,9 daha fazla olmasi gerektigini belirtmiglerdir (Van der Wiede ve

ark., 2003).

Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), yapmis olduklar1 ¢alismada KLZ tedavisi
goren ve sigara kullananlarda uygulanan KLLZ dozunun sigara kullanmayanlardakine
gore daha yiiksek olsada sigara kullananlarn KLZ ve DKLZ plazma
konsantrasyonlarinin  sigara kullanmayanlarinkine gére daha az oldugunu
bulmuslardir. Ayrica, sigara kullanan ve kullanmayan hastalarda KLLZ/ DKLZ orani
karsilastirilmis, KLZ metabolizmasiin sigara icenlerde daha yiiksek oldugunu ve
bunun da sigaranin CYP1A2’yi indiikleyerek KLZ N-demetilasyonunu artirmasi
sonucu olabilecegi varsayiminda bulunmuslardir. Calismalar1 sonucunda sigara
kullanmayanlarin KLZ plazma diizeylerinin sigara kullananlara gore %48 daha fazla

oldugunu gostermislerdir (Rostami- Hodjegan ve ark., 2004).
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Haslemo ve ark. (2006), KLZ kullanan sizofreni hastalarinda ger¢eklestirmis
olduklar1 ¢alismada sigara igenlerin KLZ serum konsantrasyonunun %50 daha az
oldugunu ve gilinde 7-12 arasinda sigara kullanimina bagli olarak KLZ
metabolizmasinin maksimum oranda indiiklendigini belirtmislerdir. Bu nedenle
sigara kullananlara uygulanan dozun sigara kullanmayanlara gére %50 daha fazla

olmasini 6nermektedirler (Haslemo ve ark., 2006).

Tiitlin Uriinleri CYP1A2’yi indiikleyerek KLZ plazma diizeyinin azalmasina
neden olmaktadir (Zullino ve ark.,2002). Sigara kullanimi birakildiginda CYP1A2
aktivitesi azalacagindan KLZ dozunun %30-%40 oraninda azaltilacak sekilde

yeniden doz ayarlanmasi gerekebilmektedir (Lowe and Ackman, 2010).

Faber ve Fuhr (2004), giinde 20’nin {izerinde sigara icen kisilerde sigara
kesildikten sonra CYP1A2 indiiklenmesinin 38,6 saatte yar1 yariya azaldigim1 bu
nedenle ortalama 4 giinliik bir siire icerisinde CYP1A2 aktivitesinin kararli hale
gececegini  belirtmiglerdir. Arastirmacilar, hastalarin  sigaray1r azaltmasi veya
birakmasi durumunda CYP1A2 ile katalizlenen KLZ gibi giiven araligi dar olan
ilaglarin dozlarmin yeniden ayarlanmasi gerektigini 6nermektedirler (Faber ve Fuhr,
2004).

Cormac ve ark. (2010), 48’1 sigara kullanan toplam 51 kisilik retrospektif bir
calisma gerceklestirmigler ve calismanin baglangicinda sigara kullanan 2 kisinin
plazma KLZ diizeyi 1000 pg/mL’iken, tiim bireylerde sigara yasaklandiktan ii¢ ay ve
alt1 ay sonra KLZ plazma diizeylerini kontrol etmislerdir. U¢ ay sonunda hastalarin
14’linlin, altt ay sonra ise 20’sinin plazma KLZ diizeylerinin 1000 pg/mL’nin
tizerinde oldugu saptanmistir (Cormac ve ark., 2010). Bu nedenle sigara kullanimi1
azaltildiginda veya kesildiginde KLZ plazma diizeylerinin takip edilerek yeni doz

ayarlamalarinin yapilmasi onerilmektedir.

1.3.5.6. Kafein Kullanimi
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Kahve, ¢ay ve kola gibi alkolsiiz i¢eceklerde yer alan kafein yorgunlugu giderdigi, is
yapma kapasitesini artirdig1 ve ruhsal durum yiikselmesine neden oldugu igin tercih
edilen igeceklerdendir. Kafein, KLZ metabolizmasinda da gorev alan baglica enzim
olan CYP1A2 ile metabolize edilmektedir (Carrillo ve Benitez, 2000). Her iki
substrat CYP1A2’ye baglanmakta olup, KLZ’in CYP1A2’ye olan afinitesi
kafeininkinden daha yiiksektir. Ancak kafein miktariin artmasiyla kafein
CYP1A2’ye KLZ’den daha c¢ok baglanacagindan KLZ metabolizmasi yetersiz
kalabilmektedir. Bu nedenle kafeinin CYP1A2 iizerinde inhibe edici etkiye sahip
olmasi, farmakokinetik etkilesimler nedeniyle KLZ plazma diizeyine etki

edebilmektedir (Bertilssson ve ark., 1994; Carrillo ve Benitez, 2000).

Carrillo ve ark. (1998), tarafindan gerceklestirilen ¢alismada KLZ kullanan
hastalarda 5 giin boyunca kafeinden yoksun diyet uygulanmasi sonucu, KL.Z plazma
konsantrasyonunun yaklasik %47 oraninda azaldigini, bu nedenle KLZ tedavisi
uygulamasinda hastalarin giinliik kafein kullanim miktarinin da géz 6niine alinarak

diizenlenmesi gerektigini dnermektedirler (Carrillo ve ark., 1998).

Hagg ve ark. (2000), ise 12,5 mg KLZ verilen 12 saglikli bireyde 400 - 1000
mg kafein alinmas1 durumunda kafeinin CYP1A2’yi inhibe ederek KLZ atilimim

azalttigin1 gostermislerdir (Hagg ve ark., 2000).

Raaska ve ark. (2004), ise kafein kullanimi sonucunda serum KLZ ve DKLZ
konsantrasyonlarinin sirasiyla %26 ve %7 oraninda arttifini ve bunun kafeinin
CYP1A2 iizerindeki inhibisyonundan kaynaklanabilecegini belirtmislerdir (Raaska
ve ark., 2004).

Rajkumar ve ark. (2013), kafein kullaniminin klozapinin CYP1A2 ile
metabolizmasint  inhibe ederek, serum klozapin diizeyini diisiirdiglini

gostermislerdir. Klozapin dozunun 250 mg/giin altinda oldugu durumlarda valporat
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ve kafein kullanim1 bulundugunda hastalarin %73,3’de serum klozapin diizeyinin

yetersiz olabilecegini dngormiislerdir (Rajkumar ve ark., 2013).

KLZ metabolizmasinda gorev alan CYP1A2’nin aktivitesindeki artis veya
azalisa bagli olarak KLZ ve DKLZ plazma konsantrasyonlar1 degisecebileceginden,
KLZ ve DKLZ’in ABCBI ile hiicre disina c¢ikarilmasinin ve UGTI1A4 ile
glukuronidasyonunun CYP1A2’deki aktivite degisimine bagli olarak etkilenmesini

beklemekteyiz.

1.3.5.7. Irk

Her irkin kendine 6zgii bir gen frekansi bulunmakta ve bu sdz konusu gene ait
frekans1 bilmek gen tarafindan kodlanan enzim ile metabolize olan substratlarin
plazma diizeyleri hakkinda bize bilgi verebilmektedir. CYP1A2 aktivitesini etkileyen
polimorfizmlerin populasyonlardaki frekanslarinin bilinmesiyle, biiyiikk cogunlugu
CYP1A2 tarafindan metabolize edilen KLZ’in plazma diizeyi i¢in populasyonlar
arasinda bir fark bekleyip beklememiz gerektigi hakkinda bilgi saglayabilecektir.

Sar1 irkta yer alan Asya’lilarda CYP1A2 aktivitesi beyaz irkta olanlara gore
daha diisik olacagindan sar1 1rklarda KLZ diizeyinin daha yiiksek olmasi
beklenmektedir (Parera ve ark., 2012; Parkinson ve ark., 2010)

Ayni sekilde ABCB1 C3435T ve UGT1A4 L48V polimorfizmlerinin Tiirk
populasyonlarindaki frekanslariin KLZ ve DKLZ plazma diizeyleri ile
karsilastirilmast ve elde edilen verilerin de diger populasyonlardaki gen frekanslari
ve KLZ ve metabolitinin plazma konsantrasyonlar1 ile kiyaslanmasi bize KLZ
metabolizmas1 ve Tiitk populasyonunda uygulanabilecek terapétik doz hakkinda

onemli bilgiler verecektir.
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1.3.5.8. KLZ/ DKLZ Oram

Uygulanan doz miktar1 artttkga KLZ ve DKLZ plazma diizeylerinin de yiiksek
olmas1 beklenmektedir giinliik dozdaki her 1 mg’lik artisa bagl olarak plazma KLZ
diizeyinin %0,31, DKLZ’in ise %0,27 daha fazla olmas1 beklenmektedir (Lane ve
ark., 1999). Sonug olarak uygulanan doza bagli olarak da KLZ/ DKLZ oranm1 KLZ
metabolizma  kapasitesinin  belirlenmesinde  Olciilebilir  bir  deger olarak

kullanilabilmektedir.

Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), gerceklestirmis olduklar1 ¢alismada KLZ/
DKLZ oranini ortalama olarak 1,32 bulmuslar ve KLZ/ DKLZ orani i¢in bu deger
referans olarak alindiginda bu orandaki her bir 0,1°lik degisimin KLZ plazma

konsantrasyonunu + %8 etkileyebilecegi sonucuna varmiglardir (Rostami- Hodjegan

ve ark., 2004).

Couchman ve ark. (2010), 85958 bhireyde 1993-2007 yillarinda
gerceklestirdikleri ¢calismada uygulanan dozun artmasiyla KLZ ve DKLZ plazma
konsantrasyonlarinin da dogru orantili olarak arttigin1 ve KLZ/ DKLZ oranini 0,5 ile

3 arasinda degisiklik gosterdigini bulmuslardir (Couchman ve ark., 2010).

Sonug olarak tiim bu biyolojik ve ¢evresel etmenlerin yani sira UGT1A4 ve
ABCBL1 gen bolgelerinde yer alan genetik polimorfizmlerin bu etmenler ile KLLZ ve
DKLZ diizeylerinlerine etkilerinin Tiirk sizofreni hastalarinda tespit edilerek
terapotik  dozun  belirlenebilmesi ve bireylere 0zgii etkin  tedavilerin

gerceklestirilebilmesi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

1.3.6. Farmakogenetik

Bazi bireylerde etkin tedavinin saglanamamasi, advers etkilerin gézlemlenmesi veya

yan etkilerin bireyler arasinda farklilik gdstermesi yanlis doz uygulamasi, ilag- ilag
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veya ilag- gida etkilesimleri, ilag alerjileri, genetik yatkinligin da aralarinda yer aldig1
bircok faktore bagli olarak olusabilmektedir. Farmakogenetik caligmalarda amag
tedavide advers veya yan etki olusumu i¢in diisiik veya yiiksek risk tasiyan bireylerin
genomlarindaki farkliliklar1 genotipleme analizleri ile aydinlatarak bireye 6zgii etkin

ve giivenli tedavinin belirlenmesini saglamaktadir.

Hastaliklarin genetik ile iligkili olabilecegi diisiincesi milattan once 510
yilinda Pisagor’un bakla tiikketiminin baz1 kisilerde Oliime neden oldugunu
kesfetmesiyle ortaya c¢ikmis ancak genetigin temelleri 1866 yilinda Mendel’in
kalittimin temellerini olusturmasiyla ortaya c¢cikmustir. 1950°1i yillarda glukoz-6 -
fosfat dehidrogenaz enzim eksikligi kesfedilmis ve ilk kez Vogel tarafindan
farmakogenetik terimi ortaya atilmistir (Carson ve ark., 1956; Vogel, 1957). Bu
yillarda yapilan calismalarda sitma ilacinin kullanildig1 bazi bireylerde glukoz-6 -
fosfat dehidrogenaz enzim eksikligine bagli hemoliz gelistigi; kas gevsetici olarak
stiksinilkolin verilen bazi hastalarda ise solunum kaslarinda uzun siireli fel¢ olustugu
goriilmistiir. 197011 yillarda antihipertansif ila¢ kullanimi sonucunda bazi hastalarin
kan basincinda ani diisiis olabildigi; tiiberkiiloz tedavisinde ise izoniazid
kullanildiginda ilacin ndrotoksik etkisine karst duyarli olan hastalarda periferik
noropatinin geligebildigi bulunmustur (Sadee, 1999). Daha sonra norotoksik etkinin
izoniazidin metabolizmasinda gorev alan enzimleri kodlayan gen bdlgelerindeki
polimorfizmlere bagli olarak ortaya ¢iktig1 saptanmistir (Kalow ve ark., 2000). Yillar
icinde farmakogenetik alaninda yapilan ¢aligmalarin literatiire yapmis oldugu
katkilar ile birlikte insan genom projesinin 2003 yilinda tamamlanmas: ile ilag
metabolizmasinda ve yanitinda rol alan genler ile varyantlarinin tanimlanmasinin

etkin tedavideki 6nemi kanitlanmistir.

Giliniimiizde farmakogenetikte 6zellikle hastalik ile iligkili olabilecek genler
ile ila¢ farmakokinetigi ve farmakodinamiginde goérev alan gen bdlgelerindeki
farkliliklarin belirlenerek bunlarin klinikte uygulanmasi ile bireye 6zgii tedavinin
belirlenmesi ve ilag etkinliginin artirilarak, advers ve yan etkilerin azaltilmasi

amaclanmaktadir.
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1.3.6.1. ila¢ Tedavisinde Farmakogenetigin Onemi

Farmakogenetik alaninda yapilan ¢aligmalar ile ilag farmakokinetiginde ve
farmakodinamiginde gorev alan enzim ve proteinleri kodlayan genlerdeki
farkliliklarin aydinlatilmasi ile ila¢ tedavisinde %10- 20 oraninda yarar saglanmistir
(Ingelman- Sundberg, 2001). Ila¢ yanitinda ve metabolizmasinda bireyler arasinda
farkliligin nedeni %20- 40 oraninda genetik farkliliklara bagliyken, bireyler arasinda
advers etkilerde goriilen farkliliginda %50’si genetik farktorler ile iliskili
olabilmektedir (Ingelman- Sundberg, 2001; Spear ve ark.,, 2001). Ayni giin
icerisinde ayni doz uygulanan hastalarda plazma KLZ diizeyleri bes ile sekiz kat
arasinda farklilik gosterebilirken, KLZ metabolizma hiz1 da bireyler arasinda elli kat
farklilik gosterebilmektedir (Couchman ve ark., 2010; do Carmo Borges ve ark.,
2012;). ikizlerde yapilan ¢alismalar sonucunda etkin tedavinin saglanamamasinin ve
advers reaksiyon olusumunun ila¢g metabolizmasinda rol alan genetik faktorlere bagh
oldugu gosterilmistir (Vesell, 1989; Spear ve ark., 2001). Tek yumurta ikizlerinde
yapilan arastirmalarda KLZ tedavisinin ardindan yanit ve semptom gelisimindeki
benzerlikler (Vojvoda ve ark., 1996) ve KLZ kullanimina bagl gelisen agraniilositoz
olusumu genetigin KLZ tedavisindeki etkisini ortaya koymustur (Horacek ve ark.,
2001; Anil Yagcioglu ve ark., 2011). Bu nedenle KLZ gibi 6zellikle de dar terapotik
aralifa sahip ilaglarda etkin tedavinin saglanmasi, advers ve yan etkilerin en aza
indirgenebilmesi i¢in ilag metabolizmasinda goérev alan enzim ve proteinlerdeki
genetik farkliliklarin tanimlanarak klinige uyarlanmasi bireysel etkin tedavinin

saglanmasinda farmakogenetik ¢aligmalarin 6nemini ortaya koymaktadir.

1.3.6.1.1. Tek Niikleotid Polimorfizmlerinin Farmakogenetik Calismalardaki
Onemi

Insan genomunda yapilan analizler sonucunda DNA metilasyonu, somatik ve hiicre
karyotip mutasyonlar1 gibi epigenetik ve somatik varyasyonlarin yani sira gen kopya

sayilarinda degisiklikler, degisken sayida ardisik tekrar dizileri, delesyon, insersiyon
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veya tek niikleotid polimorfizmleri (TNP) gibi varyasyonlarin genom boyunca yer

aldig1 saptanmistir (Brockmoller ve Tzvetkov, 2008).

Insan genom projesinin tamamlanmasi ile insanlarda alt1 milyar baz ¢iftinin
oldugu ve vyaklasitk 20000 adet protein kodlayan gen bolgesi bulundugu
kesfedilmistir. Bireyler arasi gen farkliligi %0,01 olup en sik rastlanan gen
varyasyonu her 1000 bazda gozlemlenebilen adenin (A), guanin (G), sitozin (C) veya
timin (T) bazlarindan herhangi birinin degisimi sonucu meydana gelen TNP’leri olup
populasyonda goriilme sikligi %1°den fazladir. Polimorfizmler mutasyonlar gibi
hastaliga neden olmamakta ancak hastaliga veya bir ksenobiyotige kars1 duyarlilikta

etkili olabilmektedir.

TNP piirin bazlarimin (A ve G) pirimidin bazlarina (C ve T) doniigsmesi
sonucu transversiyon veya piirin bazinin diger piirin bazina veya pirimidin bazinin
diger bir pirimidin bazina doniismesi sonucu transisyon seklinde ortaya ¢ikabilir. Bu
degisimler bazen protein kodlayan veya kodlamayan bolgelerde, promotor ve gen
bolgesinin basinda (5°) veya sonunda (3°) translasyona ugramayan bolgelerde
meydana gelebilir. Bunlar sonucunda islevsiz protein firetilebilecegi gibi, protein
ekspresyonda artis veya azalisa bagli olarak protein fonksiyonun indiiksiyonu veya
inhibisyonu meydana gelebilmektedir. Bu durum ila¢ tedavisinde o6n ilag
aktivasyonunda eksiklik, alternatif ara yolaklar ile katabolizma, etkili doz miktarinda
artis, uzamis farmakolojik etki, ilag¢ toksisitesi veya advers etki, ilag- ila¢ veya ilag-

gida etkilesimleri seklinde etkilere neden olabilmektedir (Wolf ve ark., 2000).

TNP’lerinin belirlenmesinde kullanilan bir¢cok farmakogenetik test yontemi
bulunsa da spesifik primerler yardimi ile hedef gen bdlgesinin ¢ogaltildig1 polimeraz
zincir reaksiyonu (PZR) ve polimorfik bdlgeyi tantyarak kesim bolgesi olusturan
restriksiyon enzimlerinin kullanildig1 restriksiyon pargast uzunluk polimorfizmi
(RPUP) testlerinin birlikte uygulandigi PZR - RPUP analizi en ¢ok tercih edilen TNP

belirleme yontemlerinden biridir (Meyer ve ark., 1997).
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Genetik varyasyonlara bagl olarak fenotipik degisiklikler bireylerarasi ilag
etkinliginin, metabolizmasinin ve advers etkilerinin farkliliklarinda rol oynasada
Ozellikle fonksiyonel degisiklige yol acan varyantlarin belirlenerek bunlarin diger
populasyonlardaki sikliklarinin belirlenmesi toplumlar arasi ve irklar arasi haplotip

haritalarinin olusturulmasi i¢in 6nemlidir.

Sonug¢ olarak oOzellikle ilag metabolizmasinda ve taginmasinda gorev alan
enzim ve proteinlerdeki polimorfizmlerin tanimlanarak ila¢ yanit profilinin
olusturulmasi ve bireye 6zgii etkin tedavinin saglanabilmesi i¢in farmakogenetik
calismalarda tek niikleotid polimorfizmlerinin belirlenerek bunlarin biyogosterge
olarak kullanilmasi olduk¢a onemlidir. Bu nedenle KLZ’nin hiicresel taginmasinda
gorev alan ABCBI proteini ile konjugasyonunda gorev alan UGT1A4 enzimlerini
kodlayan gen bdlgelerindeki TNP’lerin biyogosterge olarak kullanilmasinin

arastirilmas1 KLZ farmakokinetigi i¢in 6nemli olabilmektedir.

1.3.6.2. ABCB1 Geni

ABCBI proteini, ilk kez 1976 yilinda kolsisine direngli Cin hamster yumurtalik
hiicrelerinden izole edilmistir. Bu biyomolekiil fosforile ve glikolize yapiya sahip bir
integral hiicre ylizey proteini olup P-glikoprotein (P-gp) olarak da adlandirilmaktadir.
Insanlarda kirk farkli ABC (adenozin trifosfat (ATP) baglayici kaset) tastyici proteini
bulunmakta ve yedi alt aileye ayrilmaktadir. ABCBI1 proteini de ABC tasiyict
proteinlerinin B alt ailesinde yer alan ve adenozin trifosfati (ATP) hidrolize ederek
substratlar1 tagiyan bir efluks hiicre membran proteinidir. Sekil 1.2°de gosterildigi
gibi iki homolog yarimdan olusan ABCB1’in iki homolog yapist bir birine esnek
yapida olan bir polipeptit ile bagliyken, proteinin hiicre i¢ine bakan kisminda bir
ATP baglanma bolgesi ve hiicre membraninda yer alan kisminda ise alt1 hidrofobik
transmembran domaini yer almaktadir (Juliano ve Ling., 1976; Rosenberg ve ark.,
1997; Sakaeda, 2012; Sharom, 2014).
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Hiicre disa

Hiicre igi N

ATP baglanma bolgeleri

Sekil 1.2. ABCBI proteinin altt domainden ve ATP baglanma bdlgesinden olugan iki homolog yarimi

P-gp’nin asir1 ekspresyonu sonucu antikanser ilaglarin hiicre i¢indeki aktif
ilag konsantrasyonlarinda azalma meydana geldiginden ilaca karsi diren¢ meydana
gelebilmekte ve bunlar ¢oklu ilag direng (MDR1, multidrug resistance) geni olarak da
adlandirilmaktadir (Broxterman ve ark, 1995). Efluks 6zellikteki P-gp antikanser,
antibiyotik, immiin baskilayicilar, kalp ilaglari, HIV proteaz inhibitorleri ve
antihistaminler gibi birgok ilaci ve metabolitlerini hiicre i¢inden hiicre digina ATP’yi
hidrolize ederek tasiyarak bircok toksik maddeye karsi hiicreleri korumaktadir.
Bunlarin yani sira P-gp klor ve ATP kanali olarak rol alabildigi gibi kolesterol
biyosentezi asamasinda da gorev almaktadir (Germann ve Chambers, 1998;

Hoffmeyer ve ark., 2000).

Sekil 1.3’te gosterildigi gibi P-gp mide bagirsak kanalinda apikal
membranlarda, hepatositlerin kanalikiillerinde ve bobreklerde proksimal tiibiil epitel
hiicrelerinde, testislerde, yumurtalik hiicrelerinde, plasentada, kan beyin bariyerinde
serebral kapillerin endotel hiicrelerinin luminal membranlarinda ifade edilmektedir
(Cordon- Cardo ve ark. 1989; Marzolini ve ark., 2004). Boylece ksenobiyotiklerin
safra, idrar ve intestinal limen yoluyla atilmasma yardimci olarak s6z konusu
maddelerin hiicresel miktarin1 sinirlarken, beyinde ise ilaglarin konsantrasyon
gradientinin tersi yoniinde plazmaya tasiyarak onlarin beyinde birikimlerini
engellemektedir.  Kisacast  ilaglarin  absorbsiyonunda,  dagiliminda  ve

eliminasyonlarinda etkilidirler ve dolayisi ile ABCB1 geninin ekspresyonu bu
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maddelerin terapétik etkinligine etki etmektedir (Hoffmeyer ve ark., 2000; Lin ve
Yamazaki, 2003).

Kan beyin bariyeri

Testisler

Sekil 1.3. P-gp ekspresyonun gergeklestigi dokular

1.3.6.2.1. Genomik Yapi

ABCB1 geni 170 kDa olup 7. kromozomda q21.12 pozisyonunda yer almaktadir
(Sekil 1.4.) ve 1280 amino asidi kodlayan 28 ekzon bolgesi igermektedir (Juliano ve
Ling., 1976; Tovialla Zarate ve ark., 2014).
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Sekil 1.4. ABCB1 genin 7. kromozom iizerindeki lokalizasyonu
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ABCB1 gen bolgesi 170’den fazla tek niikleotit polimorfizmi (TNP)
icermektedir. Ekzon 2, 5 ve 11°de yer alan TNP’ler amino asit de§isimine neden
olurken 12 ve 26. ekzonlarda yer alanlar amino asit degisimine neden olmamakla
birlikte 4, 6, 12, 16, ve 17. intron bolgelerinde de TNP’ler bulunmaktadir
(Hoffmeyer ve ark., 2000; Tovialla Zarate ve ark., 2014). ABCBL1 geni {izerinde yer
alan ve yaygin olarak calisilan baslica {i¢ polimorfizm bulunmaktadir (Sekil 1.5).
Bunlar T1236C, G2677T/A ve C3435T TNP’leridir (Hoffmeyer ve ark., 2000;
Sakaeda, 2005).
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Sekil 1.5. ABCB1 gen bdlgesinde yer alan en yaygin ii¢ polimorfizm

1.3.6.2.2. C3435T Polimorfizmi

C3435T polimorfizmi ABCB1 gen bolgesinde 26. ekzonda izolsin amino asitini
kodlayan 1145. kodonun ii¢ilincii pozisyonunda sitozin (C) niikleotidinin timin (T)
niikleotidine (AUC> AUT) doniismesine neden olan sessiz bir mutasyondur (rs

1045642) (Fujii ve ark., 2012; Hoffmeyer ve ark., 2000).

Hoffmeyer ve ark. (2000), tarafindan yapilan in vivo arastirmada ABCB1 gen
bolgesinde 3435. pozisyonda TT genotipine sahip bireylerde MDR1 ekspresyonunun

2 kat daha az oldugu, dolayisi ile aktivitesinin daha yavas oldugundan bu genotipe
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sahip bireylerde ilag plazma diizeylerinin CC genotipine sahip olanlara gore 4 kat

daha yiiksek oldugu bulunmustur (Hoffmeyer ve ark., 2000).

Wang ve Sadée (2006) ise in vitro ortamda yapmis olduklari ¢alismada 3435.
pozisyonda T allelinin bulundugu durumlarda mRNA stabilitesinin 1,5-2 kat arasinda
azaldigini ve protein diizeyinde diismeye neden oldugunu saptamiglardir (Wang ve

Sadée, 2006).

ABCB1 3435C>T polimorfizminin T allel frekans1 saglikli birgok
populasyonda arastirildiginda sonug¢ Sirplar’da ve Polonyalilar’da 0,53 (Kurzawski,
2006; Milojkovic ve ark., 2011), Almanlar’da ve Ruslar’da 0,54 (Cascorbi ve ark.,
2001; Gaikovitch ve ark., 2003), Portekizliler’de 0,65 (Cavaco ve ark., 2003),
Ingilizler’de 0,52 (Ameyaw,2001), Ispanyollar’da 0,48 (Vicente ve ark., 2008),
Tiirkler’de ise 0,46 — 0,52 arasinda bulunmustur (Bebek ve ark.,2005; Giimiis- Akay
ve ark, 2010; Nassar ve ark., 2014).

1.3.6.2.3. ABCB1 C3435T Polimorfizminin Klozapinin Tasinmasi ile iliskisi

Genetik ve ¢evresel bir¢ok etkene bagl olarak KLZ plazma diizeyi bireyler arasinda
farklilik gosterebilmektedir. Plazma KLZ ve onun aktif metaboliti olan DKLZ
plazma diizeyindeki farkliliklara bagli olarak KLZ tedavisinde yaklasik olarak %30
oraninda tedaviye yanit yetersiz kalabilmektedir (Buckley ve ark., 2001; Mouaffak
ve ark., 2006). KLZ ve DKLZ plazma diizeylerinin diisitk olmasi durumunda etkin
tedavi saglanamadigindan tedavide yanit elde edilememekte; plazma diizeylerinin
yiiksek olmasi durumunda ise ilaca bagl istenmeyen yan etkiler olugabilmektedir

(Freeman ve Oyewumi, 1997; Perry ve ark., 2001; Spina ve ark., 2000).

Yapilan caligmalarda Sekil 1.6’da gosterildigi gibi P-gp’nin aralarinda
KLZ’nin ve metabolitinin de aralarinda bulundugu bir¢ok antipsikotik ilacin

tasinmasinda gorev almaktadir (El Ela ve ark., 2004). Fareler iizerinde yapilan in
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vitro calismada, P-gp’nin substrat olarak DKLZ’e olan ilgisinin KLZ’e goére olan
ilgisinden daha fazla oldugu ve ABCB1 geninden yoksun olan farelerin beyinlerinde
DKLZ konsantrasyonunun 8,8 kat artmis oldugu bulunmustur (Schmitt ve ark.,

2012).

Sekil 1.6. Hiicre igine gesitli proteinlerle alinan klozapinin P-gp ile hiicre disina ¢ikarilmasi

Sirot ve ark. (2009), 75 Isvigreli sizofreni hastasinda yapmis olduklari
calismada 3435. pozisyonda TT genotipine sahip olan bireylerde ortalama KLZ
plazma konsantrasyonu ortancasinin CC genotipine sahip olan bireylere gore 1,6 kat

daha yiiksek oldugunu bulmuslardir (Sirot ve ark., 2009).

Consoli ve ark. (2009), 60 kisilik KLZ kullanan italyan sizofreni hastasinda
KLZ ve DKLZ ile ABCB1 C3435T polimorfizmi arasindaki iliskiyi arastirmislar ve
CC genotipine sahip bireylerin KLZ diizeylerinin TT genotipine sahip olan bireylere
gore daha diisiik oldugunu bulmuslardir. CC genotipine sahip bireylerde ila¢ plazma
diizeylerinin istenilen diizeye ulasmasi ve ilagtan maksimum yararlanim elde
edilebilmesi i¢in giinliik KLZ dozunun diger genotipe sahip bireylerinkine gére daha

fazla olmas1 gerektigini 6nermislerdir (Consoli ve ark., 2009).

Mouaffak ve ark. (2011), ise Fransiz kokenli 26 kisilik ultra direngli sizofreni
hastas1 ile tedaviye yamit veren 71 kisilik hasta grubunun ABCB1 C3435T

polimorfizmini ve KLZ plazma diizeylerini karsilastirmislar. Ultra direngli hasta
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grubunda CC, CT ve TT genotip dagilimint sirasiyla %7,7, %57,7 ve %34,6 olarak
bulurken, tedaviye yanit verenlerde bu genotiplerin ylizdelerini sirasiyla %18,3,
%59,1 ve %?22,6 olarak bulmuslardir. Plazma KLZ diizeyleri ise tedaviye yanit
verenlerde ortalama 344,2 ng/ml, direngli hasta grubunda ise 545,5 ng/ml olarak

bulunmustur (Mouaffak ve ark., 2011).

Olsson ve ark. (2015), KLZ kullanan 95 isvegli bireyde yaptiklari calismada
ABCB1 C3435T polimorfizmi ile KLZ ve DKLZ plazma diizeyleri arasinda bir iliski
bulamamislardir (Olsson ve ark., 2015).

Anil Yagcioglu ve ark. (2016), ise 101 kisilik KLZ kullanan Tiirk sizofreni
hastalarinda ABCB1 polimorfizmi ile KLZ kullanimina bagli olarak gelisen
agraniilositoz arasindaki iligkiyi arastirmiglardir. Ancak g¢alisma grubunda KLZ
plazma miktar tayini yapilmamistir. 10 kiside agraniilositoz gelistiginden geri kalan
91 kisilik sizofreni grubu kontrol grubu olarak se¢ilmistir. 10 kisilik agraniilositoz
gelisen grupta TT genotipine rastlanmadigindan bu genotipe sahip olan sizofreni
hastalarinin agraniilositoza karsi daha direngli olabilecegi belirtilmis ancak ¢ok
diisiik sayidaki bir grup iizerinde gergeklestirildiginden istatistiksel olarak anlamli

sonuca ulasilamamistir (Anil Yagcioglu ve ark., 2016).

Akamine ve ark. (2017), ise 45 Japon hastada yaptiklari arastirmada
%37,8’sinin CC genotipine sahip oldugunu ve bunlarda doz normalize KLZ ve
DKLZ’nin sirastyla ortalamalarini 1,79 ng/ml/mg ve 0,74 ng/ml/mg olarak
belirlemislerdir. Bireylerin %53,4’tin CT genotipine sahip oldugunu ve bu bireylerde
ortalama doz normalize KLZ ve DKLZ’nin sirasiyla 1,49 ng/ml/mg ve 0,62
ng/ml/mg olarak tespit etmislerdir. TT genotipine sahip bireylerin ise toplam kisilerin
%8,8’ni olusturdugunu bu kisilerde ise ortalama doz normalize KLZ’leri 1,89
ng/ml/mg ve doz normalize DKLZ ortalamalar1 ise 0,68 ng/ml/mg olarak
bulunmustur. Ancak c¢alisma sonucunda genotiplere goére bu diizeyler arasinda bir

farklilik olmadigi tespit edilmistir (Akamine ve ark., 2017).
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Piatkov ve ark. (2017), farkli wrklardan olusan calisma gruplarinda KLZ
serum ortalamalarint 533,41 ng/ml, DKLZ serum diizey ortalamalarin1 271,3 ng/ml,
KLZ/ DKLZ orani ise 1,96 olarak bulmuslardir. Yirmi bes kisinin CC, otuz kisinin
CT ve on ¢ kisinin de TT genotipine sahip oldugunu belirlemisler ve genotipe gore
KLZ, DKLZ serum diizeylerinin ve KLZ/ DKLZ oraninin iligkili olmadigini
gostermislerdir (Piatkov ve ark., 2017).

Tirk populasyonunda ABCB1 C3435T polimorfizminin ¢esitli hastaliklarla
iliskisi arastirilmis olsa da ABCB1 polimorfizmin KLZ ve DKLZ diizeyine olan
etkisi arastirilmamistir. Her gene ait polimorfizm frekansi populasyonlar arasinda
farklilik gosterdiginden; ABCB1 C3435T polimorfizmi ile ilag plazma diizeyi
arasindaki iliskinin Tiirk sizofreni hastalarinda belirlenmesi, varyant bireylerde ilag
dozunun degisebilecek olmasi bireysel etkin tedavinin gerceklestirilmesinde 6nem

arz etmektedir.

1.3.6.3. UGT1A4 Geni

Insan genomunda protein sekanslart %55 ayni olan 19 farkli UGT enzimi
sentezlenmektedir. Protein sekansindaki %45°lik farklilik sayesinde genomik
yapilanmada olusan farklilik ile UDP glukuronil transferaz (UGT) enzimleri;
UGTI1A, UGT2A ve UGT2B olmak iizere li¢ alt aileden meydana gelmektedir
(Tukey ve Strassburg, 2000).

Canlilarda bilirubin, steroit hormonlar gibi endojen veya poliaromatik
hidrokarbonlar, antidepresan, antikanser ilaglar gibi eksojen kaynakli birgok madde
UGT enzimlerinin substratidir. Polisiklik aromatik hidrokarbonlar gibi bazi
substratlarin  aminleri  dordiinciil  yapidayken; antipsikotik veya  trisiklik
antidepresanlar gibi birgok substrat ise ikincil, dordiinciil veya aromatik yapida
aminler igermektedir. UGT’ler bu substratlara hidroksil, karboksil, amino veya tiyol
grubu lizerinden glukuronik asit ilave ederek onlarin lipofilik halden hidrofilik

glukuronitlere déniistiiriilmesinde rol alan faz II enzimleridir. Ozellikle UGT1 alt
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ailesinde yer alan proteinler baslica bu substrastlarin amin gruplart {izerinden N-
glukuronidasyona olusumuna neden olarak substratlarin suda ¢oziiniirligiini
artirarak onlarmn idrar veya safra yoluyla eliminasyonu kolaylastirmaktadir (Ehmer
ve ark., 2004; Hakooz ve ark., 2012; Radominaska- Pandya ve ark., 1999; Tukey ve
Strassburg, 2000; Lopez ve ark., 2013).

UGT1A gen bolgesi 200 kb olup insanlarda 2. kromozomda yer almakta ve
Sekil 1.7°de gosterildigi gibi UGT1A4 (UDP glukuronil transferaz 1 ailesi, polipeptit
A)’in de igerisinde yer aldigi1 9 farkli geni kodlamaktadir (Ehmer ve ark., 2004;
Lopez ve ark., 2013).
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Sekil 1.7. UGT1A gen lokusu ve gen bolgesinde yer alan polimorfizmler (Ehmer ve ark., 2004)

Baslica karacigerde hepatositlerde, safra kanali epitelyumunda, ince ve kalin
bagirsaktaki hiicrelerin endoplazmik retikulumlarinda bulunan UGT1A4, bir¢ok
terapotik ilacin birincil, ikincil veya aromatik amin gruplarma glukuronik asit
ekleyerek N- glukuronidasyonuna neden olmaktadir (Benoit-Biancamano ve ark.,
2009; Ehmer ve ark., 2004; Mori ve ark., 2005; Tukey ve Strassburg, 2000).

1.3.6.3.1. Genomik Yap1

55 kDa olan UGT1A4 Sekil 1.8°’de gosterildigi gibi 2. kromozomda ¢37.1
pozisyonunda yer almaktadir. Toplamda 2374 baz ¢iftinden olusan 534 amino asiti
kodlayan UGT1A4 geni 5 ekzon i¢ermektedir (Mori ve ark., 2005; Tukey ve ark.,
2000). Bu gen bolgesinde toplamda 21 tek niikleotit polimorfizmi bulunmakta ve
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bunlardan ikisi ¢erceve kaymasina neden olurken, sekizi amino asit degisimine, besi
sessiz mutasyona neden olmakta ve sekizi de kodlanmayan bolgede yer almaktadir
(Ehmer ve ark., 2004; Saeki ve ark., 2005). Yapilan bir arastirmada beyaz irkta
UGT1A4 gen bolgesinde intron ve promotor bolgelerinde sirasiyla 13 ve 39 adet
polimorfizm oldugu; beyaz irk ile Afrikali Amerikalilar’da ise ortak olarak ilk
ekzonda 10 amino asit degisimi ile sonuglanan 14 tek niikleotit degisikligi bulundugu

saptanmustir (Benoit-Biancamano ve ark., 2009;).
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Sekil 1.8. UGT1A4%iin 2. Kromozom iizerindeki lokasyonu

1.3.6.3.2. UGT1A4*3 Polimorfizmi

Birinci ekzonda yaygin olan iki adet yanlis anlamli mutasyon bulunmaktadir.
Bunlardan biri ekzon 1°de 142. pozisyonda Timin (T) niikleotitinin Guanine (G)
transversiyonu (142 T>G) sonucunda 48. amino asiti kodlayan kodonun 1.
pozisyonundaki niikleotit degisimi sonucu (T TG > GTG) losin (L) yerine valin (V)
amino asiti (L48V) sentezlenmesi ile meydana gelmektedir (Sekil 1.9). Tek niikleotid
degisimi sonucunda olusan bu polimorfizm UGT1A4*3 veya UGT1A4 L48V
polimorfizmi seklinde ifade edilmektedir (rs 2011425) (Benoit-Biancamano ve ark.,
2009; Ehmer ve ark., 2004). Losin amino asidi yerine valin amino asidi gelmesi
sonucunda UGT1A4 enziminin substrat baglanma bdlgesinde etilen grubuna bagl bir
sterik degisiklik meydana gelmekte ve bu da enzimin substrata baglanmasinda etki

edebilmektedir (Ghotbi ve ark., 2010).
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Sekil 1.9. UGT1A4*3 polimorfizmine bagl olarak UGT1A4 gen bolgesindeki niikleotit ve amino asit
degisimi

UGT1A4*3 polimorfizminin beyaz irktaki allel frekansi 0,11 (Thomas ve
ark., 2006), Alman populasyonunda 0,09 (Ehmer ve ark., 2004), Kanadal
Fransizlarda 0,083 (Ménard ve ark., 2009), Ispanyollarda 0,086 (Lopez ve ark.,
2013) olarak bulunurken, Tiirk populasyonunda 0,13 (Gulgebi ve ark., 2011) olarak

tespit edilmistir.

1.3.6.3.3. UGT1A4*3 Polimorfizminin Klozapinin Eliminasyonu ile iliskisi

Klozapin tedavisinde uygulanan dozun %97’si metabolize olarak safra, idrar veya
feces yolu ile elimine olmaktadir. Klozapin ve onun aktif metaboliti olan
norklozapinin (DKLZ) glukuronidasyonu sonucu yedi adet glukuronidasyon iirtinii
olussa da baslica ii¢ glukuronidasyon {iriinii olugsmaktadir (Erikson- Ridout ve ark.,
2012). Yapilan in vitro ¢aligsmalar sonucunda Sekil 1.10°da yer aldig1 gibi klozapinin
UGT1A4 ile glukuronidasyonu sonucu tiglinciil ve dordiinciil yapidaki glukuronit
{iriinleri olan klozapin-5-N- glukuroniti ve klozapin- N*- glukuroniti olusturdugu;
DKLZ’i katalizlemesi sonucu da desmetilklozapin-5-N- glukuronitin (DKLZ-5-N-
glukuronit) olusumunu katalizledigi bulunmustur. Erickson- Ridout ve ark. (2012), in

vitro ortamda gergeklestirmis olduklar1 ¢alismada KLZ-5-N- glukuronit ve DKLZ-5-
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N- glukuronitin sadece UGT1A4 ile katalizlendigini gostermislerdir (Erikson- Ridout
ve ark., 2012).

Klozapin-5-N-glukuronit  Klozapin- N*- glukuroniti Desmetil klozapin-5-N- Glukuronit
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Klozapm N- desmetil Klozapin

Sekil 1.10. Klozapin ve norklozapinin UGT1A4 ile katalizlenmesi sonucu olusan glukuronidasyon
tiriinleri

Mori ve ark. (2005), tarafindan gergeklestirilen in vitro ¢alismada elde edilen
sonuglarda ise varyant bireylerin yabanil tip genotipe sahip bireylere gore KLZ’i iki
kat daha etkili bir sekilde katalize ettigi; yabanil tipte olan bireylere ait hiicre
kiiltiirlerinde KLZ miktarinin artmasiyla enzim aktivitesinin maksimum hiza (Vmax)
ulastiktan sonra ortamda halen KLZ’in bulunmasiyla enzimin substrata karsi
doygunluga ulasarak inhibe oldugu ve boylece UGT1A4 yabanil tipteki bireylerde
substrata yani klozapine bagli olarak glukuronidasyonun yavaglamakta oldugu

bulunmustur (Mori ve ark., 2005).

Enzimin substratina olan ilgisi Ky, degeri ile ifade edilmektedir. Insanlardan
alman karaciger hiicrelerinde gergeklestirilen bir diger in vitro calismada ise
UGT1A4 enzimi i¢in DKLZ-5-N- glukuronitin Ky, degerinin KLZ-5-N- glukuronitin
Km degerinin 2,2 katt oldugu bdylece hiicrelerde desmetil klozapin
glukuronidasyonunun klozapin glukuronidasyonuna goére daha ¢ok oldugu
bulunmustur. Polimorfik olarak varyant bireylerde (UGT1A4 48 Val) Vpad/Kn
degerlerinin yabanil tip bireylere (UGT1A4 48 Leu) gore KLZ-5-N- glukuronit,
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KLZ-N+- glukuronit ve DKLZ-5-N- glukuronit igin sirasiyla 5,2, 2,0 ve 3,4 kat daha
fazla oldugu bulunmustur (Erikson- Ridout ve ark., 2012).

Yapilan bir diger in vitro ¢alismada substrata bagli olarak UGT1A4 L48V
polimorfizmi i¢in mutantlarda aktivitenin degisebilecegi bulunmustur (Ehmer ve ark,

2004).

Olsson ve ark. (2015), KLZ kullanan 95 isvegli bireyde yaptiklari calismada
UGT1A4 L48V polimorfizminin KLZ ve DKLZ plazma diizeylerine etkisini
arastirdiklarinda farklilik tespit etmemislerdir (Olsson ve ark., 2015).

Yapilan caligmalar goz oniine alindiginda UGT1A4*3 polimorfizminin KLZ
metabolizasyonunda oOnemli bir yere sahip oldugu ve varyant bireylerde
glukuronidasyonun artmasi ile KLZ ve onun aktif metaboliti olan DKLZ plazma
miktarlarinin yabanil tipteki bireylere gore daha diisiik olabilecegi diisiiniilmektedir.
Polimorfizme bagl olarak glukuronidasyonda olusabilen artis ile hastalarda ayni
dozda terapotik ilaglar uygulansa dahi hastalarin plazma ila¢ diizeyleri birbirinden
farklilik gosterebilecektir. Bundan dolay1r da hastalarda standart doz uygulamasi
yapilmas1 durumunda etkin tedavinin her hastada saglanamayacag1 ongoriilmektedir.
Caligmamizda da UGT1A4*3 polimorfizmi agisindan mutasyonlu bireylerin
belirlenmesi ile polimorfik bireylerde ila¢ dozunun belirlenmesi ve tedavinin etkin

bir sekilde yapilmasina katkida bulunulmasi planlanmaktadir.

1.4. Amacg

Yaygin psikotik hastaliklarin basinda gelen sizofreninin tedavisinde en c¢ok
kullanilan atipik antipsikotiklerden biri de KLZ’dir. Ancak tedavide %30 oraninda
istenilen yanit elde edilememekte ve bunun sonucunda hastalarda ilag dozunun
arttirtlmasina bagli olarak yan etkiler olusabilmektedir. Bu durumun tersi olarak

yetersiz ilag¢ diizeyine sahip hastalarda ise etkin tedavi saglanamadigindan tedavide
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zorluklar yasayabilmekte ve uygun etkin tedavi saglanamamaktadir (Mouaffak ve
ark.,2006). KLZ tedavisinde ilaca karsi olan bireysel yanitin belirlenmesinde ve etkin
tedavinin saglanabilmesi i¢in KLZ farmakokinetiginde rol alan proteinleri kodlayan

genlerdeki polimorfizmler 6nemlidir.

Tim caligmalar géz Oniine alindiginda ABCB1 c¢esitli hiicrelerde eksprese
edildiginden C3435T polimorfizminin KLZ ve DKLZ’in absorbsiyonunda,
dagiliminda, eliminasyonunda ve terapdtik etkinliginde rol oynayabilmektedir.
Yapilan ¢alismalarda ABCB1 gen bolgesinde CC genotipine sahip bireylerin KLZ ve
DKLZ plasma diizeylerinin diigiik oldugu ve bu bireylerde KLZ dozunun artirilarak

etkin tedavinin saglanabilecegi onerilmektedir.

UGT1A4*3 polimorfizminin KLZ metabolizasyonunda énemli bir yere sahip
oldugu ve varyant bireylerde glukuronidasyonun artmasi ile KLZ ve onun aktif
metaboliti olan DKLZ plazma miktarlarinin yabanil tipteki bireylere gore daha diisiik
olabilecegi diisiiniilmektedir. Polimorfizme bagli olarak glukuronidasyonda
olusabilen artis ile hastalarda ayn1 dozda terapétik ilaglar uygulansa dahi hastalarin
plazma ila¢ diizeyleri birbirinden farklilik gdsterebilecektir. Bundan dolayr da
hastalarda standart doz uygulamasi yapilmasi durumunda etkin tedavinin her hastada

saglanamayacag1 ongoriilmektedir.

Calismamizda KLZ farmakokinetiginde rol alan ABCB1 C3435T ve UGT1A4*3
polimorfizmleri ile bu genotiplerin KLZ ve DKLZ plazma diizeylerine etkisinin

arastirilmasi hedeflenmektedir.
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2. GEREC ve YONTEM

2.1. Gerecler

2.1.1. Kullanilan Arac ve Gerecler

Steril ependorf tiip (1,5 ml ve 0,2 ml’ lik)
Pipet uglar1 (10 ul, 100 ul, 1000ul)
Otomatik mikropipetler

Vorteks karistirici

Santrifiij

Otoklav

Su Purifikasyon Sistem

Etiv

Mikrodalga firin

Elektrikli hassas terazi

pH metre

Laminar Flow kabin

Thermal Cycle PCR cihazi

Yatay elektroforez cihazi

Gii¢c Kaynagi

Jel Goriintiileme cihazi

Hassas Terazi

Manyetik Karistiric

Vial (2 ml)

Axygen Genuine
Finntip

Ependorf, Thermo
Biosan

Heraeus

Niive

Human Up 900
Memmert

Argelik

Shimadzu Libror
Mettler Toledo

ESCO

Techne Tc512
Scie-Plas, OWL™ B1A
Bio-Rad

Syngene

Metler Toledo 4 Digit
Thermolyne Mirak

Pathtech Elkay
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Cam Malzemeler

2.1.2. Kullanmilan Kimyasal Maddeler

EDTA

Sodyum dodesil siilfat (SDS)
Sodyum kloriir (NaCl)
Etanol

Saf etanol

Primerler

Etidyum Bromiir

Agaroz

DNA’s, RNA’s free water
Hiicre Liziz

Cekirdek Liziz

Protein Coktiirme Sollisyonu
[zopropanol

Restriksiyon Enzimi (Mspl)
Restriksiyon Enzimi (Ecol147I)
Tag DNA Polimeraz

dNTP

Mg*

10x Tampon

Merck
Applichem

Merck

Merck

Merck

Oligomer
Applichem

Sigma Aldrich
Promega Wizard
Promega Wizard
Promega Wizard
Promega Wizard
Sigma Aldrich
NEB (New England Biolab)
Thermo Scientific
Amplicon
Fermantas
Amplicon

Amplicon
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100 bp ladder

6X loading ¢ozeltisi
Metanol

N- Hekzan

[zoamil alkol
Kloroform

Metil tert biitil eter
Dietileter
Diklorometan
Etilasetat

Fosforik asit
Trietilamin
Potasyum hidroksit
Asetonitril
Klozapin
Desmetilklozapin
Sodyum hidroksit

Hidroklorik asit

2.2. Deney Protokolii

2.2.1. Calisma Grubu

Fermentas
Fermentas
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck

Sigma Aldrich
Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Merck

Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Sigma Aldrich
Merck

Merck



Calisma Ankara Universitesi Adli Bilimler Enstitiisii Adli Kimya ve Adli Toksikoloji
Anabilim Dali ve Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Ruh Sagligi ve Hastaliklar
Anabilim Dali arasinda isbirligi i¢inde yiirltilmiistir. Arastirma, Ankara
Universitesi T1ip Fakiiltesi Ruh Saglig1 ve Hastaliklar1 Anabilim Dali’na basvuran,
burada Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 V (Diagnostic and
Statistical Manual of Mental Disorders V, DSMV) o6lgiitlerine gore sizofreni tanisi
almis ve KLZ tedavisi gormekte olan Yyiiz hastada prospektif calisma olarak
gerceklestirilmistir. Psikiyatristlerin  hastalarla yaptiklar1 goriismeler sonucunda
klinik degerlendirmeler ve veriler elde edilmis, ardindan hastalara ¢aligma hakkinda
yeterli bilgiler verilerek bilgilendirilmis olur formlar1 imzalatilmistir. Hastalarin
demografik bilgileri (cinsiyet, boy, kilo, yas, ila¢ dozlari, hastalik siireleri, sigara ve
kafein tiiketim miktarlari) ile kan numuneleri rizalar alindiktan sonra elde edilmistir.
Calisma, Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Etik Kurul’un 11.12.2017 tarih ve 20-
1266-17 karar no’ lu izni ile gergeklestirilmistir (Ek- 1).

2.2.2. Calisma Grubu Kriterleri

2.2.2.1. Dahil Olma Kriterleri

Tiim dahil olma kriterlerine sahip bireyler calismaya dahil edilmistir. Dahil olma

kriterleri;

e Hastanin 18 yasindan biiyiik olmast,

e Mental Bozukluklarin Tanisal ve Sayimsal El Kitab1 V kriterlerine gore sizofreni

tanist almis ve KLZ tedavisi goriiyor olmast,

e Hastanin karaciger, bobrek fonksiyonlarinin ve kan diizeylerinin normal olmasi,
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e (alismaya dahil olmak istedigini belirten bilgilendirilmis olur formunu okuyarak

imzalamis olmasi

2.2.2.2. Dislama Kriterleri

Asagida yer alan durumlarindan en az birine sahip olan hastalar calismaya dahil

edilmemistir.

e Hastanin 18 yasindan kiiciik, 65 yasindan biiyiik olmasi,

e Beyaz itk disindan olmast,

e Bireyin madde bagimlhiligi Oykiisiiniin olmasi veya klinik olarak yoksunluk

belirtileri gdstermesi,

e Hastanin ATP- baglayici kaset ailesinin iiyesi olan ABCB1 ve Uridin Difosfat
(UDP) glukuronoziltransferaz (UGT) genlerini indiikleyen veya inhibe eden ilag

kullanmasi,

e Es zamanli tibbi veya norolojik hastalik veya zihinsel engelilik durumunun

bulunmasi,

e Klozapinin gastrointestinalden emilimini engelleyebilecek durumlar olmasi

(diyare veya mide barsak operasyonu ge¢irmis olmasi vb.),

e Hastaya ait kayitlarin yetersiz olmasi
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2.2.3. Numunelerin Toplanmasi

Bireylerden heparinli tiip icerisine alinan periferal 10 ml kan Ornegi 24 saat

igerisinde 2500g’de 10 dakika santrifiij edilerek plazma ve buffy coat ayrilarak analiz

siiresinceye kadar -80°C’de bekletilmistir. Plazmadan KLZ ve DKLZ’in kantitatif

analizi, buffy coat’tan ise genomik DNA elde edilerek buradan genotipleme

analizleri yapilmstir.

2.2.4. Yontem

2.2.4.1. Buffy Coat’tan Yiiksek Tuz Metodu ile Genomik DNA izolasyonu

1.

2.

Analiz siiresinceye kadar -80°C’de muhafaza edilen numuneler sirastyla -20°C ve
+4°C’ye getirelerek dereceli olarak eritilmistir. Tamamen ¢dziinen buffy coat’un

iyice karigsmasi i¢in 15 dakika rotatdrde ¢evrilmistir.

Numunelerden iyice pipetaj yapilarak, 500 pl alinarak 2 ml’lik ependorf tiipiine
konulmustur. Uzerine hiicre liziz soliisyonu eklenerek 10 dakika rotatdrde

cevrilmis, ardindan numune 14000 g’de iki bucuk dakika santrifiij edilmistir.

Santrifiijden ¢ikarilan numunelerin st fazi atilarak, kalan pelet 25- 30 saniye
kadar vortekslenmistir. Daha sonra ¢ekirdek liziz soliisyonu ve Sodyum Dodesil
Siilfat (SDS) soliisyonu eklenerek pelet iyice ¢oziinliinceye kadar pipetaj

yapilmistir.

Iyice ¢dziinen karisimin iizerine protein ¢oktiirme soliisyonu ilave edilmis ve 10

saniye kadar vortekslenerek 4 dakika 14000 g’de santrifiij edilmistir.
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5. Numuneler santrifiijden ¢ikarilarak pelet kismi hareket ettirilmeden {ist faz yeni
1,5 mI’lik ependorf tiipiine aktarilmigtir. Tiipe izopropanol eklenerek 2 dakika
kadar tiip alt iist edilerek cevrilmis ve numune 14000 g’de iki buguk dakika
santrifiijlenerek genomik DNA beyaz pelet seklinde ¢oktiirtilmiistiir.

6. Santrifiijjden ¢ikarilan numunelerin {ist faz1 uzaklastirilarak tiipe %70’lik etanol

eklenmis ardindan iki buguk dakika 14000 g’de santrifiij edilmistir.

7. Santrifiij sonunda tiip dibinde ¢oken genomik DNA hareket ettirilmeden iist faz
uzaklagtirilarak alkoliin iyice u¢masi i¢in tiip kapagi agik bir sekilde 10 dakika
kurumaya birakilmistir. Ardindan genomik DNA’nin iyice ¢oziinmesi igin DNA
rehidratasyon soliisyonu ilave edilerek 24 saat +4°C’de muhafaza edilmistir.
Sonrasinda ise analiz siiresinceye kadar izole edilmis DNA’lar -80°C’de

muhafaza edilmistir.

2.4.4.2. DNA Miktari ve Saflik Tayini

Izole edilen DNA’larin kantitatif analizi igin her biri yaklagik 100 pl’lik numuneden
5 pl alinarak spektrofotometrede 260 nm’de ve 280 nm’de absorbans degerleri tespit
edilmistir. 260 nm’de elde edilen degerler DNA miktarin1 verirken, 260 nm’de elde
edilen degerin 280 nm’de elde edilen degere boliinmesiyle elde edilen orandan DNA
saflik tayini yapilmistir. Safligin belirlenmesinde numunelerden elde edilen oran
degerler 1,7 - 2,0 arasinda bulunmustur. Bu da DNA’larin yeterli saflikta elde

edildigini gostermistir.

2.2.4.3. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)
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DNA iizerinde spesifik olarak ¢ogaltilmak istenen gen bolgesinin in vitro bir ortamda
yiiksek sicaklikta aktivite gosteren Thermus aquaticus’tan elde edilen Taq enzimi ile
cogaltilmasina olanak saglayan hizli, hassas ve maliyeti diisiik olan genetik
arastirmalarin en ¢ok tercih edilen yontemlerinden biridir. Temelde {ic asamadan
olusan PZR’nin bilesenleri DNA, primerler, dNTP’ler, Tag DNA polimeraz ve
polimeraz tamponundan olusmaktadir (Sharma ve ark., 2002).

2.2.4.3.1. PZR Asamalari

1. Denatiirasyon: Yaklasik olarak 94°C gibi yiiksek sicaklik ile ¢ift sarmal haldeki
DNA molekiiliiniin iki iplik¢iginin birbirinden ayrildig: sathadir.

2. Primerlerin Hedef Bolgeye Baglanmasi: Taqg DNA polimerazin senteze
baslayabilmesi i¢in 3’ hidroksil grubuna sahip, ¢ogaltilmak istenen hedef DNA
bolgesine spesifik olan 15- 30 niikleotid uzunlugundaki primerlerin DNA
iplik¢ikleri tizerine baglandigi asamadir. Bu asamadaki sicaklik primerlerin
niikleotit igerigine bagl olarak 37°- 65°C’de 30 saniye ile 1 dakika arasinda

surebilmektedir.

3. Uzama: Taq DNA polimerazin 72°C’de primerlerin 3’ hidroksil gruplarina
baglanmasiyla 5°—3° yoniinde deoksiriboniikleozid trifosfat’lar1  (dNTP)

ekleyerek orjinal DNA ipliginin komplementerini sentezledigi agamadir (Sekil
2.1).
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Denatlirasyon Asamasi
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Sekil 2.1. PZR’1n asamalari

2.2.4.3.2. PZR Bilesenleri

a)

b)

d)

Enzim Tamponu: Enzimin optimum kosullarda aktivite gosterecegi pH’in

saglanmasi i¢in PZR karigimina ilave edilir.

Magnezyum: Polimeraz enzimleri aktivite gosterebilmeleri i¢in iki degerlikli
katyonlara ihtiya¢ duyarlar. Ortama katilan Mg+2 miktar1 ile polimeraz enzim
aktivitesi dogru orantilidir. Bu nedenle, optimum DNA eldesi i¢in magnezyum

PZR igin olduk¢a 6nemlidir.

Deoksiniikleotid Trifosfatlar (dNTPs): Yeni DNA ipliklerinin sentezlenebilmesi
icin gerekli A, T, G ve C niikleotidleridir.

Primerler: DNA iizerinde ¢ogaltilacak olan gen bolgesine spesifik olan 6nciil
(forward, F) ve ters (reverse, R) olmak iizere iki adet homolog diziden olusur.
Primer miktarinin fazla olmasi durumunda primer- dimer olusumuna neden
olacagindan, az olmast durumunda ise yeterli {iriin eldesi saglanamayacagindan

PZR karisimindaki primer miktarini ayarlamak olduk¢a énemlidir.
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e) Taqg DNA polimeraz: Yapilacak PZR yontemine, ¢ogaltilacak olan DNA &zelligi
ile hedef gen bdlgesinin biiyiikliigiine gore c¢ok c¢esitli polimeraz enzimleri
kullanilabilmektedir. En yaygm kullanilanlardan biri Thermus aquaticus
bakterisinden elde edilen ve 72°C’de maksimum aktivite gosteren Tagq DNA
polimerazdir. DNA polimeraz 5’—3’ yoniinde orjinal DNA ipliklerinin karsisina
uygun dTNP’leri ekleyerek kompelementer yeni DNA ipliklerinin

sentezlenmesini saglar.

f) DNA: Cogaltilmak istenen hedef DNA bdlgesini igeren genomik DNA’dir.

2.2.4.3.3. ABCB1 Gen Bolgesinin Amplifikasyonunda Kullanilan PZR Yo6ntemi
Optimizasyonu

Calismamizda ABCB1 gen bolgesi icin sadece hedeflenen gen pargalarinin
cogaltildig1 ve sonraki asama icin yeterince iiriin elde edilebilecegi en uygun PZR
kosullarinin belirlenebilmesi i¢in primer, dNTP, Mg, Tag DNA polimeraz ve DNA
miktarlar titrasyonu ile birlikte primerlerin DNA {izerine baglanabilecegi en uygun
sicakligi belirleyebilmek i¢in primer baglanma sicakligi ve dongii sayisi titrasyonunu

iceren optimizasyon deneyleri yapilmstir.

2.2.4.3.3.1. PZR Komponentleri ile Tlgili Optimizasyon Calismalar

PZR icin oligniikleotid dizayni: Uygun PZR kosullarmi1 saptamak i¢in
http://www justbio.com/ oligocalc/index.php internet sayfasindan ABCB1 gen
bolgesi TUriinlerinin Tm (Melting temperature) degerleri ve %GC oranlari
hesaplanarak teorik olarak en uygun yapisma ve denatiirasyon sicakliklar
hesaplanmistir. Ayni1 zamanda Onceki yillarda yaymlanmis calismalardan da
yararlanilmistir. Buna gore, ABCB1 C3435T farkliligini igeren hedef gen bolgesinin

PZR  yontemi  ile  c¢ogaltilmasinda  forward  primer  olarak  5'-

49



TTGATGGCAAAGAAATAAAGC-3" ve reverse primer olarak ise 5'-
CTTACATTAGGCAGTGACTCG-3’ kullanilmustir.

Magnezyum iyon (Mg*?) konsantrasyonu: Tampon 15 mM Mg i¢erdiginden bir tiipe
hi¢ Mg katilmadan 2,5 pl tampon kullanilarak PZR yapilmis ancak yeterli miktarda
tirtin gozlemlenmemistir. Tampondaki Mg’dan ayr1 olarak reaksiyona ekstra 25 mM
Mg iyon konsantrasyonundan 0,5 pl, 0,75 pl, 1 pl, 1,25 pl ve 1,5 pl arasinda katilarak
Mg titrasyonu yapildi. PZR reaksiyonunda yeterli diizeyde iiriin elde edildigi ve
ekstra bantlarin gézlemlenmedigi en iyi sonug totalde 62,5 mM konsantrasyonda Mg

katildiginda gézlemlenmistir.

Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) konsantrasyonu:
dNTP stok ¢ozeltisi 10mM/ ml seklinde firmadan temin edilmis ve reaksiyonda
kullanilmak tizere 0,125 mM/ pl olacak sekilde diliie edilmistir. Hedef bolgelerin en
dogru sekilde cogaltilabilmesi 0,125 mM stoktan 1 pl, 2 pl, 2,5 pl, 4 pl ve 6 ul ANTP
reaksiyona katilarak denenmistir. Ekstra bantlarin gézlemlenmedigi en iyi sonug

0,375 mM konsantrasyon dNTP kullanildiginda gozlemlenmistir.

Primer konsantrasyonlari: Iki primerin stoklar1 100 pmol/ul konsantrasyonda olacak
sekilde hazirlandi. Konsantrasyonun reaksiyon tlizerindeki etkilerini gérmek i¢in her
iki primerin 5, 10, 15 ve 20 pmol/ul konsantrasyonlar1 hazirlanarak reaksiyon
gerceklestirildi. ABCB1 gen bolgesi icin primer dimerizasyonunun goézlemlenmedigi

en 1yi sonucun 10 pmol/pl degerinde oldugu tespit edildi.

DNA konsantrasyonu: Genomik DNA 100, 200, 300, 400 ve 500 ng arasindaki farkli
konsantrasyonlarda denenmis ve en iyi sonucun 500 ng degerinde oldugu tespit

edilmistir.

Taq DNA polimeraz konsantrasyonu: Basarili ve istenen bdlgenin en dogru sekilde
cogaltilabilmesi i¢in Taq DNA polimeraz 1,0 U, 1,25 U, 1,50 U, 1,75 ve 2,0 U
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konsantrasyonlarda denenmistri. En iyi sonucun ise 1,50 U konsantrasyonda oldugu

tespit edilmistir.

Tiim PZR komponentleri optimizasyon c¢aligmalar1 sonucunda hedef ABCB1
gen bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullaninan PZR programlart Cizlge 2.1°de

verilmistir.

Cizelge 2.1. ABCB1 hedef gen bolgesinin PZR nda kullanilan bilegikler ve konsantrasyonlari

Gen Bolgesi Bilesen Reaksiyon ~ hacmi | Ana stok konsantrasyonu
(uh)
ABCB1 10 X Tampon 2,5 10 X Tampon
Amonyum,
15 mM Mg
Magnezyum 1 25 mM
dNTP 3 0,125 mM
F primer - R primer 1,25-1,25 10 pmol
Tag 0,3 5 U/l
DNA 5 100 ng

2.2.4.3.3.2. ABCB1 Gen Bélgesi Icin PZR Programn ile Ilgili Sicakhk ve Siire

Optimizasyonlari

Denatiirasyon sicakligi: Denatiirasyon sicaklig1 5 dakikada sirasiyla 92, 94, 95, 96 ve
97 °C sicakliklarinda denenmis ve en uygun denatiirasyon sicakliginin 94 °C oldugu

gozlemlendi.

Denatiirasyon Sicaklik stireleri: Denatiirasyon sicakligi ilk asamada 3- 8 dakika
arasinda ardindan 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye ve 2 dakika
olacak sekilde bes farkli parametrede denendi. En iyi olan sonuglar ilk denatiirasyon

i¢cin 5 dakika, sonraki denatiirasyon i¢in 1 dakika 30 saniyede tespit edildi.
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Primer baglanma sicakligi: PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan
primerlerin DNA’ya yapigma sicakligi 50°C, 52°C, 54°C, 55°C ve 57°C arasindaki
farkli degerlerde denendi. En uygun yapisma sicakligi 55°C olarak belirlendi.

Primer baglanma siiresi: Yeterince Uriin elde edilebilmesi ve hedef olan tek bir
bandin goriildiigii baglanma siiresi i¢in 30 saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye, 2
dakika ve 2 dakika 30 saniyelerde primer baglanma optimizasyonu

gerceklestirildiginde en iyi sonug 1 dakikada elde edildi.

Sentez siiresi: Genotiplemede bir sonraki asamada kullanilabilecek kadar iirlin elde
edilmesinde sentez siiresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2 dakikalarda
ayarlanarak sentez siiresi optimizasyonu gerceklestirilmistir. En iyi sonug¢ 1 dakika

30 saniyelik sentez siiresi ile elde edildi.

Dongii sayisi: Yeterli miktarda iiriin elde edebilmek adina en uygun dongii sayisinin
tespiti i¢in 20, 25, 30, 35, 40 dongiileri denendi. En iyi dongii sayisinin 35 oldugu
tespit edildi.

ABCB1 gen bolgesinin PZR amplifikasyon kosullar1 Cizelge 2.2°de

verilmistir.

Cizelge 2.2. ABCB1 geninin amplifikasyonunun gergeklestirildigi kosullar

PZR
9en' Forward ve Reverse Primerler Asama Sicaklik | Siire | Dongii uruant
bolgesi baz cifti
uzunlugu
Baslangi¢ o 5
50 denatiirasyonu M dak 1
TTGATGGCAA?GAAATAAAGC— Denatiirasyon | 95°C §a5k
ABCB1 5'- Primerlerin 0 1 208 be
o 55°C 35
CTTACATTAGGCAGTGACTCG- | _baglanmas: dak
3 o 15
Uzama 72°C dak
7
(]
Son uzama 72°C dak 1
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2.2.4.3.4. UGT1A4 Gen Bolgesinin Amplifikasyonunda Kullanilan PZR Yontemi

UGT1A4 gen bolgesi i¢in sadece hedeflenen gen bolgesinin ¢ogaltildig1 ve sonraki
asama icin yeterince iriin elde edilebilecegi en uygun PZR kosullarinin
belirlenebilmesi i¢in primer, dNTP, Mg, Taq DNA polimeraz ve DNA miktarlar
titrasyonu ile birlikte primerlerin DNA {izerine baglanabilecegi en uygun sicaklig
belirleyebilmek i¢in primer baglanma sicakligi ve dongii sayisi titrasyonunu igeren

optimizasyon deneyleri yapilmistir.

2.2.4.3.4.1. PZR Komponentleri ile ilgili Optimizasyon Calismalari

PZR i¢in oligniikleotid dizayni: Uygun PZR kosullarin1 belirlemek amaciyla
http://www.justbio.com/ oligocalc/index.php internet sayfasindan UGT1A4 gen
bolgesi irilinlerinin Ty (Melting temperature) degerleri ile %GC oranlar
hesaplanarak teorikte wuygun olan yapisma ve denatiirasyon sicakliklari
hesaplanmistir. Ayrica daha 6nce yayinlanmis ¢alismalardan da yararlanilmis ve elde
edilen veriler dogrultusunda UGT1A4 L48V farkliligini iceren hedef gen bdlgesinin
PZR yontemi ile cogaltilmasinda asagida verilen primerler forward ve reverse
primerler sirasiyla 5'- GTTGGGCCCATAACGAAAGGCAGTT -3" ve 5'-
GCTCCACACAACACCTATGAAG -3’ tiir.

Magnezyum iyon (Mg*?) konsantrasyonu: Tampon 15 mM Mg igerdiginden bir tiipe
sadece 2,5 pul tampon katilarak ekstradan hi¢ Mg katilmadan, diger tiiplere ise
tampondaki 15 mM Mg’dan ayr1 olarak 0,5 pl, 0,75 pl, 1 pl, 1,25 pl ve 1,5 pl ilave
edilerek PZR yapilmistir. PZR reaksiyonunda yeterli diizeyde iiriin elde edilmesi ve
ekstra bantlarin gozlemlenmemesi i¢in sadece tampondaki 37,5 mM’lik Mg yeterli

gelmistir.
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Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP; dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP) konsantrasyonu:
dNTP stok ¢ozeltisi 10mM/ ml seklinde firmadan temin edilmis ve 0,125 mM/ ul
olacak sekilde reaksiyonda kullanilmak {izere diliie edilmistir. Hedef bdlgelerin en
dogru ve basaril1 bir sekilde ¢ogaltilabilmesi 0,125 mM stok dNTP’den 1 ul, 2 ul, 3
pl, 4 pl ve 6 pl almarak dANTP titrasyonu yapildiginda ekstra bantlarin
gbzlemlenmedigi en iyi sonu¢ 0,375 mM konsantrasyon dNTP kullanildiginda

gozlemlenmistir.

Primer konsantrasyonlari: Her iki primerin konsantrasyonlar1 100 pmol/ul olacak bir
sekilde diliie edilerek stoklar1 ayarlandi. Ardindan her iki primerin 5, 10, 15 ve 20
pmol/ul konsantrasyonlar1 ayarlanarak, konsantrasyondaki degisimlerin reaksiyonda
meydana getirdigi etkiler incelendi. UGT1A4 gen bolgesi icin primer
dimerizasyonunun gézlemlenmedigi en iyi sonucun 10 pmol/ul degerinde oldugu

tespit edildi.

DNA konsantrasyonu: Genomik DNA konsantrasyonlari sirasiyla 100, 200, 300, 400
ve 500 ng olacak sekilde farkli konsantrasyonlarda denenmis ve en iyi sonucun 400

ng degerinde oldugu bulunmustur.

Tag DNA polimeraz konsantrasyonu: Hedef bolgenin en dogru sekilde
cogaltilabilmesi i¢in 0,50 U, 0,75 U, 1,0 U, 1,25 ve 1,50 U konsantrasyonlarda Taq
DNA polimeraz enzimi katilarak reaksiyon gerceklestirilmistir. En iyi sonucun ise

1,0 U konsantrasyonda oldugu tespit edilmistir.

Tiim PZR komponentleri optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda hedef UGT1A4
gen bolgesinin ¢ogaltilmast i¢in kullaninan PZR programlart Cizlge 2.3’te

verilmistir.

Cizelge 2.3. UGT1A4 hedef gen bolgesinin PZR’nda kullanilan bilesikler ve konsantrasyonlari

Gen Bolgesi Bilesen Reaksiyon hacmi | Reaksiyon
(uh konsantrasyonu
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UGT1A4 10 X Tampon 2,5 10 X Tampon
Amonyum,
15 mM Mg
dNTP 3 0,125 mM
F primer - R primer 1-1 10 pmol
Tag 0,2 5 U/ul
DNA 4 100 ng

2.2.4.3.4.2. UGT1A4 Gen Bolgesi icin PZR Programu ile ilgili Sicakhik ve Siire

Optimizasyonlari

Denatiirasyon sicakligi: Denatiirasyon sicakligi sirastyla 92°C, 94°C, 95°C, 96°C ve
97°C sicakliklarinda denendigi zaman en uygun denatiirasyon sicakliginin 94°C

oldugu gozlemlendi.

Denatiirasyon Sicaklik stireleri: Denatlirasyon sicakligi ilk asamada 1- 5 dakika
arasinda ardindan 20 saniye, 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika ve 1 dakika 30 saniye 5
farkli parametrelerde denendi. En iyi olan sonuglar ilk denatiirasyon i¢in 2 dakika,

sonraki denatiirasyon i¢in 30 saniye olarak tespit edildi.

Primer baglanma sicakligi: PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan yapisma
sicakligr 56°C, 57°C, 58°C, 59°C ve 60°C arasindaki farkli degerlerde denenmis ve

primerler i¢in en uygun yapigma sicakligr 59°C olarak tespit edildi.

Primer baglanma siiresi: Yeterince triin elde edilebilmesi ve tek bir bandin
goriildiigii baglanma siiresi i¢in 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelerde primer baglanma
optimizasyonu gergeklestirildiginde en iyi sonucun 30 saniye baglanma siiresi

uygulandiginda elde edildigi gozlemlendi.

Sentez siiresi: Genotiplemede bir sonraki asamada kullanilabilecek kadar iirlin elde

edilmesinde sentez siiresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2 dakika
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olacak sekilde optimizasyon gergeklestirildi. En iyi sonug 45 saniyelik sentez siiresi

uygulandiginda elde edildi.

Dongii sayisi: En uygun dongii sayisini tespiti etmek icin 25, 30, 35, 40, 45 dongiileri

denenmis ve en iyi dongii sayisinin 40 oldugu bulunmustur.

Tiim sicaklik ve siire optimizasyon ¢aligmalar1 sonucunda hedef UGT1A4 gen

bolgesinin ¢ogaltilmasi i¢in kullaninan PZR programlar1 Cizlge 2.4’te verilmistir.

Cizelge 2.4. UGT1A4 geninin amplifikasyonunun gergeklestirildigi kosullar

Baslangi
e 94°C | 2dak | 1
5'- denatiirasyonu
GTTGGGCCCATAACGAAAGGCAGTT- | Denatiirasyon | 94°C | 30 san
UGT1A4 3 Primerlerin 576 bg

59°C | 30 san | 40
5'-GCTCCACACAACACCTATGAAG-3’ baglanmasi

Uzama 72°C | 45 san
Sonuzama |72°C| 7dak | 1

2.2.4.4. Agaroz Jel Elektroforezi

DNA molekiilleri i¢erdikleri fosfat nedeniyle negatif yiikliidiirler. PZR sonucu elde
edilen {iirlinlerin varligint ve dogru boélgenin cogaltildigini kanitlamak amaciyla
agaroz jel elektroforezine akim uygulandi. Molekiiler biiyiikliiklerine gore triinler
negetif kutupdan pozitif kutuba go¢ ettirildi. Diisiik molekiiler agirliga sahip DNA
molekiilleri agaroz jel elektroforezinde daha hizli ilerken, yiiksek molekiiler
agirliktaki tirtinler ise jelde daha yavag hareket etmistir. Ayn1 zamanda jele yiiklenen
marker yardimi ile de DNA molekiillerinin biiyiikligii tespit edilerek amplifikasyon
dogrulanmistir.

2.2.4.4.1. PZR Uriinleri i¢in Jel Hazirlanmasi
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0,4 gram toz agaroz hassas terazide tartilarak erlenmayere alindi.

4 ml Tris borik asit- EDTA (TBE) meziirde olgiilerek bidistile su ile 40 ml’ye

tamamlanarak, karisim erlen igerisindeki agaroza ilave edildi.

Agaroz tamamen eriyinceye kadar mikrodalgada kaynatildi.

Uzerine 20 pl Etidiyum Bromiir (EtBr,) eklenerek, iyice homojen hale gelmesi

i¢in ¢alkalandi.

Icerisinde tarak yerlestirilen plaka icerisine dokiilirken hava kabarcig
olusturulmamasma o6zen gosterildi, olusmus ise pipet ucu yardimi ile jel

katilagsmadan kabarciklar giderildi.

30- 45 dakika kadar jelin tamamen katilagmasi i¢in beklendi.

2.2.4.4.2. Jel Tanki I¢in Tampon Soliisyonunun Hazirlanmasi

20 ml TBE meziirde 6l¢iilerek son hacim bidistile su ile 200 m1’ye tamamlanda.

Uzerine 16 pul EtBr; ilave edildi.

Jel dondugu zaman tarak ¢ikarilir, tank haznesine yerlestirilerek {izerine

hazirlanan tampon dokiiliir.

2.2.4.4.3. Jel Elektroforezine Numunelerin Uygulanmasi
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PZR iiriinleri ile 7000 g’de 20 saniye santrifiij edilerek tiip ¢eperinde kalan

stvilarin dibe ¢okmesi saglandi.

PZR iirtinlerinden 8 pl alinarak iizerlerine jelde kuyucuklara ¢okmelerini ve
yiiklerken goriilmesini kolaylagtirmak amaciyla 2 pl yiikleme tamponu ilave

edilerek tekrardan santrifiij edilmistir.

Donmus olan agaroz jel, kuyucuklar1 anot (-) uca gelecek sekilde tanka
yerlestirilerek taragi ¢ikartildi. Uzerine tampon soliisyon eklenerek numunelerin

yiiklenmesi i¢in hazir hale getirilmistir.

Yiikleme tamponu ile karigtirilan PZR iirtinleri sirasiyla jele yiiklenmistir. PZR
iriinlerinin biiyiikliiklerini tespit edebilmek amaciyla 10 pl marker karigimi (1 pl

marker, 2 pl yiikkleme tamponu, 7 pl bidistile su igerir) jele yiiklenir.

Kablolar kuyucuklarin oldugu tarafta anot (-), karsisinda ise katot (+) olacak
sekilde tanka baglandi. Gii¢ kaynagi 100 Volt, 30 Watt ve 0,30 Amper’e
ayarlanarak triinlerin jelin sonuna kadar gelebilmeleri i¢in 30- 45 dakika akim

uygulandi.

Jel tanktan c¢ikarilarak Syngene Jel Gorilintiilleme Sistemi ile UV 15181 altinda
goriiniir hale getirilerek fotograflanmistir. PZR sonunda ABCB1 gen bolgesi igin
goriilmesi beklenen fragment biiyiikligi 208 be (Sekil 2.2), UGT1A4 i¢in de 576
b¢’dir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.2. ABCB1 gen bdlgesine ait 208 bg’lik PZR {irlinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisti (M:
100 b¢ DNA ladder)

Sekil 2.3. UGT1A4 gen bolgesine ait 576 bg’lik PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi goriintiisii
(M: 100 bg DNA ladder)

2.2.4.5. Restriksiyon Parc¢asi Uzunluk Polimorfizmi (RPUP)

DNA molekiilii tizerinde 5- 10 bazlik spesifik bolgeleri taniyarak DNA’y1
fragmentlere ayiran, bakterilerden elde edilen enzimlere “restriksiyon enzimleri”
denir. Restriksiyon enzimleri (RE) ile kesim sonucunda olusan fragmentler
“restriksiyon parcgast” olarak adlandirilmakta ve farkli DNA’lar ayn1 RE ile kesilse
dahi polimorfizm varliginda farkli biyiikliikte restriksiyon pargalar1 elde
edilebilmektedir. Bu durumda elde edilen fragmentlerin biiyiikliigline gore

genotipleme yapilabilmektedir.

2.2.45.1. ABCB1 3435C>T Polimorfizminin Mbol Restriksiyon Enzimi ile

Belirlenmesi
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2.2.45.1.1. ABCB1 PZR Uriiniiniin Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizmi
(RPUP) Optimizasyonu

RPUP optimizasyonu ¢alismasinda restriksiyon enzim konsantrasyonu, reaksiyon

hacim optimizasyonu ve inkiibasyon siiresi ¢alismalar1 gerceklestirildi.

Restriksiyon enzim konsantrasyonu: Enzim konsantrasyonlar1 5 U, 10 U, 15 U olarak
denenmistir. Uriiniin tam olarak kesilmesini saglayan enzim konsantrasyonu 10 U

olarak saptandi.

PZR iiriin miktari: RPUP analizine katilacak olan PZR {iriin miktarlar1 15 pl, 17 pl,
18 ul ve 20 pl olarak denenmis ve en iyi sonucun 17 ul {riin katildiginda elde

edildigi gozlemlenmistir.

Reaksiyon hacmi: Reaksiyon hacimleri 10 pl, 15 pl, 17 pl ve 20 pl olarak

denenmistir. En uygun olan reaksiyon hacmin 20 pl oldugu belirlendi.

Inkiibasyon siiresi: Yukaridaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 12 saat,
18 saat ve tlim bir gece boyunca inkiibasyon siireleriyle karsilastirildi. Mbo |
restriksiyon enzimi i¢in en iyl inkiibasyon siliresinin gece boyunca oldugu tespit

edildi.

2.2.45.1.2. ABCB1 C3435T Polimorfizminin RPUP Analizi ile Belirlenmesi

Mbol restriksiyon enziminin tanima bdolgeleri 5° |GATC 3 ve 3> CTAG| 5’ olup
C3435T polimorfizminin ABCB1 gen bolgesi iizerinde oldugu yerde yer almaktadir.
Mbol enziminin ABCB1 gen bdlgesinde bu tanima bdlgelerini ayirt etmesi

durumunda bu bolgelerden kesim yaparak farkli uzunluklarda fragmentler
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olusturmaktadir. Polimorfizme bagli olarak tanima bdlgesini ayirt edememesi

durumunda ise uriinler kesilmeden kalacaktir.

RPUP analizi yapilacak olan ABCB1 PZR firiinleri 7000 g’de 10- 20 saniye

santrifiij edilerek tiip ¢eperinde bulunanlarin dibe ¢cokmesi saglandi.

PZR sonucunda yapilan jel elektroforezinden iiriin miktar1 bant kalinligina
bakilarak yaklasik olarak tahmin edilerek 17 pl alinarak ince geperli 0,5 ml’lik

tiiplere aktarilarak tizerlerine isimleri yazilmistir.

Tek bir numune i¢in Mbol enziminden 1 pl, Mbol enzim tamponundan 2 pl ve
son hacmi 20 pl’ye tamamlanmistir (Cizelge 2.5). Bu karisim numune sayisinin
fazla oldugu durumda, pipetajdan kaynaklanacak kaybi engellemek i¢in numune
sayisinin bir fazlasi olacak seklide karisim hazirlanarak her bir numune tiipiine 5

ul olacak sekilde de dagitilabilir.

Cizelge 2.5. ABCB1 geni i¢in RPUP reaksiyon kosullar1 ve miktarlari

ABCB1 RPUP Miktarlar Cahsma sicakh@ Calisma siiresi
PZR iiriinii 17 pl
Mbol enzim 1 ul

37°C Gece boyu
Mbol tampon 2 ul
Toplam hacim 20 pl

PZR iiriinlerinin iizerine ilave edilen karigimin iyice karigmasi igin tiipler alt {ist
edildi. Ardindan hepsinin tiipiin dibine ¢okmesi i¢in 7000 g’de 10- 20 saniye
santrifiij edildi.

Ardindan enzimin ¢aligma sicakligina bakilarak gece boyunca numuneler uygun

sicaklikta etivde bekletildi.
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e Bir sonraki giin RPUP f{iriinleri etiivden alinarak buharlagsma ile tiip kapaginda
biriken sivilarin ¢okmesi i¢in mini santrifiijde 7000 g’de 10 - 20 saniye santrifiij

edildi.

e RPUP diriinleri iizerine 4 ul ylikleme tamponu ilave edilerek tiip alt list edilerek

7000 g’de 10- 20 saniye santrijiij edildi.

e RPUP iiriinleri 2.2.4.4.3.’te anlatildig1 sekilde PZR jelinden farkli olarak elde
edilen fragmentlerin daha iyi ayrilmasi ve goriintiilenmesi i¢in 1,0 gr agaroz
iceren 9%2,5’luk agaroz jel elektroforezine yiiklenerek bir saat akim

uygulandiktan sonra UV altinda goriintiilendiler.

e Genotip sonuglar1 agaroz jelde UV dedektdr altinda farkli uzunluklara sahip 3
banda gore belirlenmistir. Sekil 2.4’te gozlemlendigi gibi 145 b¢ ve 63 bg
uzunlugunda bantlara sahip numuneler CC, 208 bg, 145 b¢ ve 63 bg fragmentler
gozlenen ornekler CT, 208 b¢ uzunulugunda bant veren numuneler ise TT olarak

genotiplendirilmistir.

500 bg

400 D m—

300 BC e

200 bg — — 208 b
— 145 b

100 g m—

—3 b

Sekil 2.4. ABCB1 C3435T polimorfizmi RPUP analizi jel goriintiisii (M:100b¢ DNA ladder, 1:CT
(208+ 145+ 63 bg); 2: CC (145+ 63 bg); 3: TT (208 bg)

2.2.4.5.2. UGT1A4 L48V Polimorfizminin Ecol471 Restriksiyon Enzimi ile

Belirlenmesi
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2.245.2.1. UGT1A4 PZR iiriiniin Restriksiyon Par¢ca Uzunluk Polimorfizmi
(RPUP) Optimizasyonu

RPUP optimizasyonu ¢alismasinda restriksiyon enzim konsantrasyonu, reaksiyon

hacim optimizasyonu ve inkiibasyon siiresi ¢calismalar1 gergeklestirildi.

Restriksiyon enzim konsantrasyonu: Enzim konsantrasyonlar1 5 U, 10 U, 15 U olarak
denenmistir. Uriiniin tam olarak keseilmesini saglayan enzim konsantrasyonu 10 U

olarak saptandi.

PZR iiriin miktari: RPUP analizine katilacak olan PZR {iriin miktarlar1 15 pl, 17 pl,
18 ul ve 20 pl olarak denenmis ve en iyi sonucun 15 pl {riin katildiginda elde

edildigi gozlemlenmistir.

Reaksiyon hacmi: Reaksiyon hacimleri 10 ul, 15 pl, 17 pl ve 20ul olarak

denenmistir. En uygun olan reaksiyon hacmin 20 pl oldugu belirlendi.

Inkiibasyon siiresi: Yukaridaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 12 saat,
18 saat ve tiim bir gece boyunca inkiibasyon siireleriyle karsilastirildi. Eco 1471
restriksiyon enzimi i¢in en iyl inkiibasyon siliresinin gece boyunca oldugu tespit
edildi.

2.2.4.5.2.2. UGT1A4 L48V Polimorfizminin RPUP Analizi ile Belirlenmesi
UGT1A4 gen bolgesinde yer alan T142G polimorfizmi Ecol47I restriksiyon enzimi

tanima bolgesi olan 5 AGG|CCT 3’ ve 3° TCC|GGA 5’ bolgesinde bulunmaktadir.

Kesim bolgesinde yer alan tek niikleotit degisimine bagli olarak enzim kesim

63



bolgesini taniya bilmekte ve kesim gerceklestirebilmekte, aksi durumda ise kesimi

gerceklestirememektedir.

e UGT1A4 PZR dirtinleri 7000 g’de 10- 20 saniye santrifiij edilerek tiip ceperinde

bulunan sivilarin dibe ¢cokmesi saglandi.

e PZR’nun ardindna gerceklestirilen agaroz jel elektroforezinden PZR iiriin
miktarlariin bant kalinliklarindan RPUP i¢in gerekli olan PZR {iriin miktar1 15
ul olarak belirlendi ve 0,5 ml’lik PZR tiiplerine transfer edilerek {istlerine isimleri

yazilmstir.

e Tek bir PZR iirlinlin RPUP analizi i¢in Ecol47l enziminden 1 pl, enzim
tamponundan 2 pl ve 5 pl distile su katilarak son hacim 20 pl’ye tamamlanmistir.
Birden fazla numune olmasi durumunda ise karisim bir numune sayisi fazla
hesaplanacak sekilde hazirlanmis daha sonra numunelerin lizerine 5 pl olacak
sekilde boliinmiistiir. UGT1A4 icin uygun RPUP reaksiyon kosul ve miktarlari
Cizelge 2.6’ da verilmistir.

Cizelge 2.6. UGT1A4 geni i¢cin RPUP reaksiyon kosullar1 ve miktarlari

UGT1A4 RPUP Miktarlar Calisma sicakhigi Calisma siiresi
PZR iiriinii 15l

Eco1471 enzim 1 ul

Eco1471 tampon 2 ul 37°C Gece boyu
Distile su S5ul

Toplam hacim 20 pl

e Ardindan tiipler alt {ist edilerek mini santrifiijde 10- 20 saniye 7000 g’de santirtij
edilerek enzim i¢in en uygun olan sicaklik olan 37°C’de bir gece etiivde inkiibe
edildi.
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e Ertesi giin etiivden alinan numuneler buharlasmanin etkisiyle tiiplin kapaginda
toplanan sivilarin dibe ¢okmesi amaciyla tekrardan 7000 g’de 10 - 20 saniye
santrifiij edildi.

e RPUP diriinleri iizerine jelde kuyucuklara ¢okmesini saglamak amaciyla 4 pl
yiikkleme tamponu eklenerek mini santrifiijde santrifiij edildi. Bdylece tampon ile

iriinlerin iyice karigmasi saglandi.

e Ardindan pipetaj yapilarak triinler 2.2.4.4.3.’te bahsedildigi gibi %2’lik (0,8 gr)
agaroz jelde 1 saat akim uygulanarak Syngene Jel Goriintiileme Sistemi ile UV

15181 altinda goriintiilenerek fotograflandi.

e Sekil 3.2°de wverildigi gibi kesim sonucunda agaroz jelde fragmentlerin
uzunluklarina gore TT, TG ve GG genotipleri belirlenmistir. Yabanil (TT,
Leu/Leu), heterozigot (TG, Leu/Val) ve varyant (GG, Val/ Val) genotipler i¢in
agaroz jelde gozlemlenen fragment uzunluklar sirasiyla 324+ 252 bg, 576+ 324+
252 bg ve 576 b¢’dir (Sekil 2.5).

P7OD¢ 500 bc
324 be = 400 be¢
252 DC e = 300 bg

= 200 bg

Sekil 2.5. UGT1A4 L48V polimorfizmi RPUP analizi agaroz jel goriintiisii M:100b¢ DNA ladder,
1:TG (576+ 324+ 252 bg); 2:GG (576 bg); 3:TT (324+252 bg)
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2.2.4.6. Yiiksek Performansh Sivi Kromatografisi (YPSK) Yontemi ile Klozapin

ve Norklozapinin Analizi

KLZ ve onun aktif metaboliti DKLZ’in plazma konsantrasyonlarinin belirlenmesinde
Avenoso ve ark., ile Rosland ve ark., tarafindan yapilan ¢alismalar goz Oniine
almarak farkli akis hizlari, pH ve mobil fazlar kullanilarak KLZ ve DKLZ’in geri
kazaniminin en yliksek oldugu en iyi yontem sec¢ilmistir (Avenoso ve ark., 1998;
Rosland ve ark., 2007).

En uygun KLZ ve DKLZ plazma ekstraksiyonu i¢in bircok optimizasyon
yapilmustir. 11k olarak tampon ¢ozeltinin pH’1 4 olarak denenmeye baslandi, ardindan
denemeler sonucunda pH 3’te piklerin kuyruk olusturmadigi ve pikler arasinda

araliklar daha ¢ok oldugu i¢in pH 3’lin daha uygun olduguna karar verilmistir.

Standartlarin hazirlanmasinda ise metanol ve hareketli faz karsilastirilmistir.
Metanol kullanildiginda ilk dakikalarda gelen piklerin hareketli faz kullanildiginda
gelen piklere gore daha ¢ok oldugu bulunmustur. Bu nedenle hareketli faz ile

standartlarin hazirlanmasina karar verilmistir.

Bunun yani sira Cizelge 2.7°de verilen sivi- sivi ekstraksiyon ¢dzeltileri teker
teker denenmis; bunlardan 95: 5 (h:h) oraninda n-hekzan- izoamilalkol karisimi ile
kloroformla yapilan ekstraksiyon yontemleri arasinda kalinmistir. Kloroformla
ekstrasksiyon sinyal giiriintii orani oldukg¢a diisiikken, n-hekzan- izoamilalkol (95: 5;
h/h) karisiminda ise ekstraksiyon verimi oldukg¢a yiiksekti, bu nedenle 95: 5 oraninda
n-hekzan- izoamilalkol karigimi ile sivi- sivi ekstraksiyon yapilmasina karar

verilmistir.

Cizelge 2.7. KLZ ve DKLZ i¢in en uygun olan siv1 - s1v1 ekstraksiyonu i¢in denenmis olan ¢ozeltiler

n-hekzan iceren Kloroform iceren Digerleri
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n-hekzan- Izoamilalkol (99: 1; h/h) Kloroform- Izoamilalkol (95: 5; h/h) Metil tert biitil eter

n-hekzan- Izoamilalkol (98: 2; h/h) Kloroform- izoamilalkol (90: 10; h/h) Dietileter

n-hekzan- Izoamilalkol (95: 5; h/h) Kloroform- izopropanol (95: 5; h/h) Diklorometan

n-hekzan- Izoamilalkol (90: 10; h/h) | Kloroform Etilasetat

n-hekzan- izopropanol (90: 10; h/h)

2.2.4.6.1. YPSK icin Gerekli Soliisyonlarin Hazirlanmasi

Tampon Cozeltisi: 500 ml bidisitile su igerisine % 0.1 fosforik asit ve % 0.1 trietilamin
eklendi ardindan 0.1 M potasyum hidroksit (KOH) ile pH 3’e ayarlandi. Cozelti
icinde bulunan ve gozle goriinmeyen kolona =zarar verebilecek maddeleri

uzaklagtirmak i¢in seliiloz asetat filtreden vakum yardimiyla siiziildii.

Hareketli Faz: Kolonda analitinin hareketini saglayan hareketli faz, 70: 30 (h:h)
oraninda tampon c¢ozelti- asetonitril karisimi olacak sekilde hazirlandi. Ardindan
icerisindeki oksijenden kaynaklanan gaz kabarciklarinin giderilmesi i¢in 10 dakika

agz1 kapali sekilde ultrasonik banyo igerisinde bekletilerek degaze edildi.

Durgun Faz: Kolon materyali analizdeki durgun fazdir. Calismada kullanilan kolon

Kinetix Cg, 150 mm x 4.6 mm; 5 pm (Phenomenex, Torrance CA, USA)’dir.

Standart Soliisyonlarinin Hazirlanmasi: KLZ ve DKLZ ana stoklar1 0.01 g KLZ ve
DKLZ hassas terazide tartilarak ayri ayri 1 L metanol igerisinde ¢oziilerek her bir
¢ozelti 0.01 mg/ml (1000ng/ml= 10ppm) olacak sekilde hazirlandi. Ardindan Cizelge
2.8 ve Cizelge 2.9°da verilen sekillerde sirastyla DKLZ ve KLZ standart soliisyonlari

hazirlandi.

Cizelge 2.8. Standart DKLZ soliisyonlarinin hazirlanmasi

Stok DKLZ alinan miktar Mobil faz miktar1 Stok Standart DKLZ soliisyonu

2 ul 200 pl 10 ng/ml
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5pul 25 ng/ml
10 pl 50 ng/ml
20 pl 100 ng/ml
40 pl 200 ng/ml
60 pul 300 ng/ml
100 pl 500 ng/ml
200 pl 1000 ng/ml

Cizelge 2.9. Standart KLZ soliisyonlarinin hazilanmast

Stok KLZ alinan miktar Mobil faz miktar1 Stok Standart KLZ soliisyonu
4 ul 20 ng/ml

10 pl 50 ng/ml

20 pl 100 ng/ml

40 pl 200 ng/ml

80 ul . 400 ng/ml

120 pl 600 ng/ml

200 pl 1000 ng/ml

400 pl 2000 ng/ml

KLZ ve DKLZ Kalibrasyon Standartlarinin Hazirlanmasi: Herhangi bir ilag
igermeyen bos 500 ul’lik plazmaya 10, 25, 50, 100, 200, 300, 500 ve 1000 ng/mi
DKLZ ve 20, 50, 100, 200, 400, 600, 1000, 2000 ng/ml olacak sekilde KLZ standart
soliisyonlart eklenerek sivi- sivi ekstraksiyon yapilarak cihaza verildi. Kalibrasyon
standartlarina tekrardan ihtiya¢ duyulmasi halinde kullanilmak {izere en ¢ok 5 giin

kontaminasyonu engellemek i¢in -80°C’de saklanmistir.

Yikama Soliisyonu: Asetonitril- distile su (60: 40/ h:h) karisimindan olugmaktadir.

Numunelerin Olgiimii: Analiz edilmek istenen kan numuneleri 2.2.4.6.2.’de verilen
yontem ile ekstraktre edilerek Cizelge 2.6’da verilen kosullarda YPSK ile analiz

edilmistir.
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YPSK’de KLZ ve DKLZ analizinde teknik o&zellikler Cizelge 2.10°da

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.10. KLZ ve DKLZ analizinde YPSK teknik 6zellikleri

Cihaz Agilent 1100 HPLC
Kolon Kinetix Cyg, 150 mm x 4.6 mm; 5 pm
(Phenomenex, Torrance CA, USA)

Enjeksiyon hacmi (ul) 10
Tastyici faz akis hiz1 araligi (ml/dak) 1
Kolon sicakligi 25°C
Dedektor/ dalga boyu (nm) uVv/ 220
DKLZ Alikonma siiresi (dak) 3,061
KLZ Alikonma siiresi (dak) 3,727
2.2.4.6.2. S1vi- Siv1 Ekstraksiyon Yontemi ile Numunelerin Hazirlanmasi

1. —80°C’de muhafaze edilen plazma +4°C’ye ¢ikarilarak ¢oziinmesi sagland.

2. 500 pl plazma 15 mI’lik falkon tiiplerine alinarak {izerine 8 ml 95: 5 oraninda n-
hekzan: izoamilalkol karisimi ile 200 pl 0.1 M sodyum hidroksit (NaOH) eklenir.
Bu asamada proteinlerin ¢okerek plazmada proteinlere bagli bulunan KLZ ve

DKLZ’in mobil faza gegmesi saglanir.

3. Numunler 1 dakika vortekslenir ve 40 rpm’de rotatdrde 10 dakika dondiiriiliir.
Ardindan 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek peletin dibe ¢okmesi saglanir.

4. Siipernatant kismi ekstrakte edilmek tizere yeni 15 ml’lik falkon tiipiine aktarilir.

5. Siipernatant tizerine 200 pl 0.1 M hidroklorik asit (HCI) eklenir.
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6. Numune 1 dakika vortekslenir. 10 dakika 40 rpm’de rotatdrde dondiiriilmesinden

sonra 3500 rpm’de 5 dakika santrifiij edilir.

7. Bu sefer altta kalan yaklagik 200 pl olan sulu faz mikropipetle ¢ekilerek igerisine

insert yerlestirilen viale aktarilarak cihaza yerlestirilir.

2.2.4.6.3. Cihazin Ol¢iim icin Hazirlanmasi ve Numunelerin Okutulmasi

1. Kolonun yikanmasi, kolunun doygunluga ulagmasi ve sistemin dengeye gelmesi

icin 3 ml/dak akis hiz1 ile mobil faz cihaza verilir.

2. Akis hiz1 1 ml/dak disiiriiliir. Ardindan cihaza her bir KLZ ve DKLZ kalibrasyon
standartlar1 her seferinde 20 ul enjekte edilecek sekilde en az ii¢ kez cihaza

verildi ve her iki madde i¢in ayr1 ayri kalibrasyon egrisi olusturulur.

3. Hastalara ait plazmalar 2.2.4.6.2.°de anlatildig1 sekilde sivi- sivi ekstraksiyon
yontemi ile ekstrakte edilerek elde edilen numuneler, igerisine insert yerlestirilen
viale yaklasik 200 pl olacak sekilde aktarilarak otodrnekleyiciye yerlestirildi. Her

bir numune en az {i¢ kez okutuldu.

4. Olgiim sonunda kolondaki materyallerin ve mobil fazin giderilmesi igin 20
dakika boyunca akis hizi 3 ml/dak olacak sekilde cihaza verilerek sistemin

temizlenmesi saglanarak cihaz kapatildi.

2.2.4.6.4. Validasyon Calismalari

2.2.4.6.4.1. Teshis Simir1 (LOD)
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Zemin giriiltiistinden farkli olarak saptanan ve miktar1 belirlenemeyen kantitatif
siirlar igerisinde bulunmayan en diisiik analit derisimi teshis siniridir (LOD- Limit
of Detection). Sinyal/ giiriiltii oran1 3 alindiginda, asagidaki denklemden LOD degeri

hesaplanarak bulunabilir.
LOD= 3.3 x SD/m

SD: Bos ya da diisiik derisimdeki analit ¢ozeltisinin standart sapmasi

m: kalibrasyon egrisinin egim degeri (y= mx-+n).

2.2.4.6.4.2. Tayin Alt Simir1 (LOQ)

Uygun kesinlik ve dogrulukla miktar1 tespit edilebilen en kiiclik analit miktar1 veya
dogrusalligi en alt konsantrasyonunu olusturan deger tayin alt siniridir (LOQ- Limit
of Quantitation). Sinyal/ giirtiltii oran1 10 olarak alindiginda LOQ degeri su sekilde

hesaplanir;
LOQ= 10 x SD/m

SD: Bos ya da diisiik derisimdeki analit ¢ozeltisinin standart sapmasi.

m: kalibrasyon egrisinin egim degeri (y= mx+n).

2.2.4.6.4.3. Ozgiinliik (Spesifite)

Kullanilan analitik yontemin sadece analiz edilmesi hedeflenen maddeyi ya da
maddeleri tespit edebilme kabiliyeti olup sayisal karsiligr yoktur. Yani kullanilacak
olan analitik yontem sadece analiz edilecek maddeyi tespit edebilme oOzelliginde
olmahdir, diger fiziksel ya da kimyasal ozellikteki interfere edici maddelerden

etkilenmemelidir.

71



2.2.4.6.4.4. Secicilik (Selektivite)

Ortamda bulunan fiziksel veya kimyasal kaynakli girisim veya engelleyicilerin
(interefere edicilerin) bulundugu durumda hedeflenen analitin dogru bir sekilde tespit
edilebilmesidir. Kisacasi, ortamda bulunan baska maddeler varliginda analitik

metodun sadece hedeflenen maddeyi analiz edebilme yetenegidir.

2.2.4.6.4.5. Dogruluk (Accuracy)

Analiz edilen numunenin, bagimsiz laboratuvarlar tarafindan onaylanan, derigimi
bilinen standard referans maddelerin okutulmasiyla elde edilen dogru veya dogru
olarak belirtilene yakinligini gosterir. Bir yontemin dogrulugunun belirlenmesinde

geri kazanim ve kesinlik olduk¢a 6nemlidir.

2.2.4.6.4.5.1. Geri Kazanim (Recovery)

Numune icinde analiz edilecek maddenin tayin edilen miktarinin, saf analit
cozeltesine gore ne kadar verimle geri kazanildiginin belirlenmesidir. Geri kazanim,
tic farkli derisimi bilinen standart analitin herhangi bir ila¢ igermeyen bos plazmaya
eklenmesi ve bunun ekstrakte edildikten sonra cihazda {icer kez tayin sonucunda elde
edilen sonuclarinin bilinen miktarla karsilastirilmasi sonucu % hata olarak verilen
degerdir. Olgiimiin sistemetik hatasi (bias), dl¢iim sonucunda elde edilen ortalama
deger ile gercek deger arasindaki fark (D= Cs-Cref) ile belirlenir. Sistematik hatanin
da ger¢ege yakinlik yiizdesinden bagil hata hesaplanir. Geri kazanim asagidaki

formiille hesaplanir.
% geri kazanim = (Cu/ Cs) x100

Cu: Analiz sonucunda elde edilen derigim
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Cs: Bilinen ya da standartlarin okutulmasi sonucunda elde edilen derisim

KLZ ve NKLZ i¢in ortalam degerlerin, % geri kazanimi, sistematik hata ile
bagil hatayr hesaplamak i¢in bos plazmaya her bir konsantrasyondan 3 adet olacak
sekilde sirasiyla 100- 400- 1000 ng/ml KLZ ve 50- 200- 500 ng/ml DKLZ
uygulanarak, sivi- sivi ekstraksiyon islemi yapildi. Ardindan bu numuneler iicer kez
cihaza okutulmustur. % geri kazanim, ortalama degerler, sistemik hata (bias) ve %

bagil standart sapma (%BSS) degerleri hesaplanmustir.

2.2.4.6.4.5.1. Kesinlik (Precision)

Kesinlik, 6l¢ciim sonucunda elde edilen degerlerin tekrarlanabilirligini
gostermektedir. Olgiim sonucunda elde edilen degerlerin, daha sonra dlgiim ayni
cihaz, ayn1 kimyasallar, ayn1 kisi ve ayn1 laboratuarda 2- 3 farkli derisimin ard arda
5-6 ol¢limiiniin ayn1 giin iginde (intraday) ve belirli aralikli giinlerde (interday)
Olciilmesi  sonucunda elde edilen degerlerin birbine yakinligimi yani
tekrarlanabilirligini gdstemektedir. Elde edilen sonuglarin standart sapmalari

degerleri burada 6nemlidir.

Herhangi bir ilag icermeyen bos plazmaya diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlarda olacak sekilde sirasiyla 100- 400- 1000 ng/ml KLZ ve 50- 200-
500 ng/ml DKLZ uygulanarak, sivi- siv1 ekstraksiyon islemi yapildi. Ardindan bu
numuneler giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢cin sabah ve aksam ve giinler arasi
tekrarlanabilirlik i¢in de 3 farkli giin olacak sekilde KLZ ve DKLZ tayini yapilmistir.
KLZ ve DKLZ i¢in ayr1 ayri standart sapma (SS) ve % bagil standart sapma (%BSS)

degerleri hesaplandi.

2.2.4.6.4.6. Dogrusallik (Linearity)
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Analitin derigimine karsilik dedektor cevabinin dogru orantili olarak artmasiyla elde
edilen grafikte sonraki Ol¢limlerin dogru iizerinde veya dogruya yakin olarak elde
edilmesidir. Elde edilen egrinin egimi, kesisim noktalar1 ve korelasyon katsayisi (RZ)
dogrusalligin belirlenmesinde kullanilmakta olup R%nin bire yakin olmas istenir.
Ayrica konsantrasyona karsi cevap igin dogrusal regresyon hattinin y deklemi ile

korelasyon katsayisi ile de belirlenebilir.

LOD/ LOQ sonuglar ile tedavide KLZ ve DKLZ’in plazmada bulunabilme
oranlar1 goz oniine alinarak KLZ ve DKLZ i¢in 6lglim aralig1 sirasiyla 20- 2000
ng/ml ve 10 - 1000 ng/ml olarak belirlenmistir. Her bir konsantrasyon enjekte
edilerek X ekseninde yer alan konsantrasyon degerine karsilik gelen Y eksenindeki
KLZ ve DKLZ alanlar1 oranlanmistir. Elde edilen plazma konsantrasyonlarinin (C)

hastalara verilen doza (D) oranlanmasiyla normalize edilmis konsantrasyon degerleri

(C/D) elde edilmistir.

2.2.4.6.4.7. Calisma Arahgi (Range)

Kalibrasyon egrisinde tayin edilebilen en diisiik konsantrasyondaki deger ile

dogrusallikta sapmanin belirlendigi konsantrasyon arasinda yer alan araliktir.

2.2.4.7. Elde Edilen Verilerin Degerlendirilmesinde Kullanilan istatistiksel

Yontemler

Calisma istatistiksel analizlerde SPSS 21.0 programindan yararlanilmistir. Nicel
degiskenlerde ortalama (Ort)+ standart sapma (SS) ve minimum (Min) ile maksimum
(Maks) degerler verilirken, istatistiksel olarak normal dagilim gostermeyenler icin
ortanca (X), minumum (Min) ve maksimum (Maks) degerler verilmistir. p<0,05

istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir.
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Her iki gen bdlgesine ait genotip ve allel frekanslar1 belirlenerek Hardy
Weinberg uygunluk testi uygulandi. FElde edilen frekans verileri Tiirk
populasyonunun da iginde yer aldigi beyaz wrktan ve diger irktan olan sizofreni
gruplarmin ABCB1 ve UGT1A4 genotip ve allel frekanslar1 Fisher Exact Test ile
karsilastirildi.

KLZ ve DKLZ plazma diizeylerinin (C), hastalara uygulanan KLZ dozuna

oranlanmastyla normalize edilmis konsantrasyon degerleri (C/D) elde edildi.

Istatistiksel ~analizlerde ©nce verilerin normal dagilip dagilmadig
Kolmogorov- Smirnov Testi ile analiz edilmistir. Her bir polimorfizm i¢in bireyler
homozigot yabanil tip, heterozigot veya homozigot mutant genotip gruplar1 halinde
gruplara ayrildi ve bu genotip dagilimlari ile bireylere ait plazma KLZ ve DKLZ
diizeyleri, KLZ/ DKLZ oranlari, KLZ C/D ve DKLZ C/D oranlar ile gruplar ikili
oldugundan Mann-Whitney U Testi ile karsilastirilirken, gruplarin tiglii olmasi
durumunda Kruskal Wallis Testleri ile karsilastirilmistir. Tim analizler igin
anlamlilik degeri 0,05 olarak segilip, ¢oklu analizlerde Bonferroni diizeltmesi ile

coklu analizlerden kaynaklanabilecek Tip-1 hata olasilig1 giderilmistir.
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3. BULGULAR

Iki asamada gerceklestirilen ¢alismada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi

Psikiyatri Anabilim Dali’na bagvuran ve burada Ruhsal Bozukluklarin Tanisal ve

Sayimsal El Kitabi (DSM)’na gore sizofreni tanisi almis yiiz hastaya ait kan
edilerek KLZ ve DKLZ

numunelerinden

ilk asamada buffy coat elde

farmakokinetiginde rol oynayan ABCB1 ve UGT1A4 gen polimorfizmleri PZR-

RPUP metodu ile belirlenmistir. Ikinci asamada ise plazmalarindan YPSK cihaz ile

plazma KLZ ve DKLZ diizeyleri belirlenmistir. Yiiz hastadan altsinin kan plazma

KLZ ve DKLZ diizeyleri tespit edilemediginden ¢alisma dis1 birakilarak arastirmanin

tamami 94 hasta ile gerceklestirilmistir.

3.1. Calismaya Katilan Bireylerin Sosyodemografik Bilgileri

Calismaya otuz dordii kadin altmis erkek olmak {izere 94 kisi katilmis olup

bireylerin sosyodemografik bilgileri Cizelge 3.1°de verilmistir. Bireylerden kan

numuneleri son ila¢ dozlarmi aldiktan ortalama 10,68 + 3,29 saat sonra kan

numuneleri alinarak ¢alisma gergeklestirilmistir.

Cizelge 3.1. Calismaya katilan bireylere ait demografik bilgiler

Ozellikler Sonuclar
Cinsiyet Kadin:34 (%36,2) Erkek: 60 (%63,8)
Yas 40,19 + 10,65 (20- 62)
Boy(cm) 170,73 = 8,24 (155- 190)
Kilo(kg) 77,62 + 16,92 (50-147)
BMI 26,51 + 4,83 (17,36- 46,4)

Sigara Kullanimi

Hi¢ icmeyen ve Giinde <7

52 (%55,3)

Giinde >7

42 (%44,7)

Kafein Kullanim

0,4 g/giin'den az

48 (%51,1)

0,4 g/giin'den cok

46 (%48,9)

Giinliik kullanilan KLZ dozu (mg)

361,17 + 180,82 (50- 800)
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3.2. Genotip Analiz Sonuglari

3.2.1. ABCB1 C3435T Polimorfizmi Genotip Analiz Sonuclari

Genotip sonuglar1 agaroz jelde UV dedektor altinda farkli uzunluklara sahip
3 banda gore belirlenmistir. Mbol restriksiyon enzimi ABCB1 gen bolgesine ait 208
b¢’ lik PZR iiriinlerini yabanil genotipin bulunmasi durumunda farkli uzunlukta
fragmentlere ayirmistir. 145 bg ve 63 bg¢ uzunlugunda bantlara sahip numuneler CC,
208 bg, 145 be ve 63 be fragmentler gozlenen drnekler CT, 208 b¢ uzunulugunda

bant veren numuneler ise TT olarak genotiplendirilmistir.

KLZ kullanan hastalarda (n= 94), ABCB1 C3435T polimofizminin genotip
frekanslar1 CC, CT ve TT icin swrasiyla % 25,5; % 47,9 ve % 26,6’dir. Allel
frekanslar ise C alleli i¢in % 49, T alleli i¢in ise % 51 olarak belirlenmistir. Genotip
frekanslarinin gozlenen ve beklenen degerleri Cizelge 3.2°de verildigi gibi olup
ABCB1 C3435T polimorfizminin allel ve genotip sonug¢larinin istatistiksel olarak

Hardy- Weinberg dengesine uygun oldugu saptanmustir (p> 0.05).

Cizelge 3.2. ABCB1 C3435T polimorfizminin allel frekanslar1 ile gozlenen ve beklenen genotip
frekanslar

Gen Genotip Gozlenen Beklenen Allel 12 p
Bolgesi
ABCB1 CcC 24 23 C:0,49 0,17 0,68
CT 45 47 T:0,51
TT 25 24

3.2.2. UGT1A4 L48V Polimorfizmi Genotip Analiz Sonuglari
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UGT1A4 gen bolgesinin 576 b¢ PZR fiiriinleri T142G polimorfizminin
genotiplendirilebilmesi icin Eco 1471 restiriksiyon enzimi ile 37°C’de gece boyu
kesime birakilmistir. Kesim sonucunda agaroz jelde fragmentlerin uzunluklarina gére
324 + 252 bg yabanil (TT, Leu/ Leu), 576 + 324 + 252 bg heterozigot (TG, Leu/ Val)
ve 576 bg varyant (GG, Val/ Val) olarak genotiplendirilmistir.

KLZ kullanan bireylere (n=94) ait UGT1A4 geni T142G polimorfizmi
sonucunda genotip frekanslann TT %77,7, TG %19,1 ve GG %3,2 olarak
belirlenirken GG genotipine sahip bireye rastlanmamustir. T allel frekanst % 87 G
allel frekansi ise %13 olarak belirlenmistir. Genotip ve allel frekanslar1 Hardy-
Weinberg dengesi ile uyumlu bulunmustur (p>0.05). Allel frekanslari ile genotip

frekanslarinin gozlenen ve beklenen degerleri Cizelge 3.3°de verilmistir.

Cizelge 3.3. UGT1A4*3 polimorfizminin allel frekanslar1 ile gézlenen ve beklenen genotip frekanslari

Gen Genotip Kodlanan | Gozlenen | Beklenen Allel 12 p
Bolgesi Amino
asit
UGT1A4 TT Leu/ Leu 73 71,5 T:0,89 1,85 0,17
TG Leu/ Val 18 20,9 G:0,13
GG Val/ Val 3 1,5

3.3. Klozapin ve Desmetil Klozapin YPSK ile Tayin Sonug¢lar1

3.3.1. Ozgiinliik ve Secicilik

KLZ ve DKLZ 6l¢iimiinde kullanilan yontemin 6zgiinliigli ve segiciliginin
kanitlanmasi i¢cin KLZ ve DKLZ piklerinin elde edildigi kromatogram 6rnekleri ile
bos plazma kromatogramlar1 arasindaki farkliligin ispatlanmasi onemlidir. Sekil
3.1°de verilen kromatogram 220 nm dalga boyunda bos plazma numunesine ait, Sekil
3.2’te verilen kalibrasyon esnasinda analiz edilen KLZ ve DKLZ eklenmis plazmaya

ait kromatogramdir.
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Blank Plasma

Sekil 3.1. KLZ ve DKLZ icermeyen bos plazma numunesine ait kromatogram goriintiisii

|
" J' DKLz  KLZ

L |

Sekil 3.2. 1 ppm KLZ ve DKLZ eklenmis plazmaya ait kromatogram

3.3.2. Teshis Sinir1 (LOD) ve Tayin Alt Stmir1 (LOQ)

Bolim 2.2.4.6.4.1. ve 2.2.4.6.4.2.”°de aciklanan sekilde yapilan analizler ve
hesaplamalar sonucu KLZ ve DKLZ’nin LOD ve LOQ degerlerinin belirlenebilmesi
i¢in kalibrasyon egrilerinde kullanilan minumum konsantrasyon degerine sahip KLZ
icin 20 ng/ml, DKLZ i¢in 10 ng/ml ¢ozeltileri bes kez analiz edilerek elde edilen
sonuglarin standart sapmalar1 alinmigtir. KLZ igin teshis smir1 (LOD) 5,52 ng/ml,
tayin alt sinir1 (LOQ) ise 16,56 ng/ml olarak; DKLZ i¢gin de teshis sinir1 (LOD) 2,21
ng/ml, tayin alt sinir1 (LOQ) ise 6,62 ng/ml olarak tespit edilmistir.
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3.3.3. Geri Kazamim (Recovery)

Uygulanan yontemin dogrulugu geri kazanim g¢alismalart ile analiz edilmistir. KLZ

ve DKLZ’nin 1 ppm’lik standartlar1 bos plazmaya eklenerek geri kazanim

caligmalar1 gerceklestirilmistir. Elde edilen sonuglar Cizelge 3.4’de verilmekte olup,

elde edilen sonuclara gore uygulanan biyoanalitik analizin kabul edilebilir bir geri

kazanim degeri vardir.

Cizelge 3.4. KLZ ve DKLZ geri kazanim degerleri

KLZ DKLZ

1 ppm 0.8699 0.8957
Geri Kazanim (%) 86.99 89.57
BIAS 13,01 10,43

* 5 enjeksiyonun 6l¢limii sonucunda elde edilen alan.

3.3.4. Kesinlik

3.3.4.1. Giin ici Tekrarlanabilirlik (Intraday)

Giin i¢i tekrarlanabilirlik i¢in giin ig¢inde diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarda

hazirlanan soliisyonlar giin i¢inde bes farkli saat diliminde cihaza verilmistir. Cizelge

3.5’te KLZ na ait, Cizelge 3.6’da DKLZ’ye giin i¢i tekrar sonuclar1 verilmistir.

Cizelge 3.5. KLZ giin i¢i tekrarlanabilirlik

100 ng (diisiik) 400 ng (orta) 1000 (yiiksek)
Zaman Alan Alan Alan
10: 00 23,50 86,80 218,00
12: 00 23,70 86,40 217,90
14: 00 23,80 87,10 218,40
16: 00 24,40 87,40 217,90
18: 00 23,60 87,20 217,90
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Ortalama 23,80 86,98 218,02

SS 0,35 0,39 0,22

BSS (%0) 1,49 0,45 0,10

Cizelge 3.6. DKLZ giin i¢i tekrarlanabilirlik.

50 ng (diisiik) 200 ng (orta) 500 (yiiksek)
Zaman Alan Alan Alan
10: 00 10,50 39,30 97,60
12: 00 10,80 39,10 97,60
14: 00 10,50 39,50 97,90
16: 00 10,80 39,90 97,90
18: 00 10,50 39,40 97,50
Ortalama 10,62 39,44 97,70
SS 0,16 0,30 0,19
BSS (%) 1,55 0,75 0,19

3.3.4.2. Giinler Arasi Tekrarlanabilirlik (Interday)

Farkli iki giinde diisiik, orta ve yiiksek olmak iizere her birinden bes adet olacak
sekilde plazmalar hazirlanarak giinler arasi tekrarlanabilirlik test edilmistir. Glinler
arasi tekrar sonucunda elde edilen KLZ alanlar1 Cizelge 3.7°de, DKLZ alanlar1 ise

Cizelge 3.8’de sunulmusgtur.

Cizelge 3.7. KLZ giinler arasi tekrarlanabilirlik

100 ng (diisiik) 400 ng (orta) 1000 (yiiksek)
Zaman | Ortalama SS BSS | Ortalama | SS BSS | Ortalama | SS | BSS
Alan* (%) Alan* (%) Alan* (%)
1. giin 23,64 0,86 3,63 89,18 3,69 | 4,13 212,78 | 3,89 | 1,83
2. giin 28,08 0,30 1,08 154,04 1,24 | 081 227,26 1,49 | 0,66
Ortalama 25,86 0,58 2,36 121,58 2,46 | 2,47 220,02 2,69 | 1,24

*5 enjeksiyon sonunda elde edilen alanlarin ortalamasi.

Cizelge 3.8. DKLZ giinler aras1 tekrarlanabilirlik
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50 ng (diisiik) 200 ng (orta) 500 (yiiksek)
Zaman Ortalama | SS | BSS | Ortalama | SS | BSS | Ortalama | SS | BSS
Alan* (%) Alan* (%) Alan* (%)
1. giin 11,46 0,43 | 3,78 41,58 1,88 | 4,51 98,48 2,38 | 2,42
2. giin 12,58 0,28 | 2,21 39,74 0,93 | 2,34 102,57 1,01 | 0,99
Ortalama 12,02 0,36 | 2,99 40,66 1,40 | 3,42 100,53 1,69 | 1,70

*5 enjeksiyon sonunda elde edilen alanlarin ortalamasi.

3.3.5. Dogrusallik

KLZ ve DKLZ ait kalibrasyon egrilerine ait grafikler siras1 ile Sekil 3.3 ve Sekil

3.4’te verilmistir.

450,000
400,000
350,000
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000
50,000
0,000

KLZ Alan Orani

y=0,2062x + 4,5513

R*=0,9988

p S

500

1000

1500
KLZ Konsantrasyon (ng/ml)

2000

2500

Sekil 3.3. KLZ’ne ait kalibrasyon egrisi
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Sekil 3.4. DKLZ’ye ait kalibrasyon egrisi

3.3.6. Caliyma Grubunun Plazma Konsantrasyon Degerleri

Doksan dort bireye ait plazma KLZ konsantrasyon ortalamasi 550,75+368,21 ng/ml,;

DKLZ plazma konsantrasyon degerleri ortalamasi 206,61+122,74 ng/ml; plazma
KLZ/DKLZ konsantrasyon oran ortalamasi 2,78+1,65; doz normalize KLZ C/D

ortalamas1 1,88+1,70 ng/ml/mg ve DKLZ C/D plazma konsantrasyon oran degerleri

ortalamasi ise 0,68+0,53 ng/ml/mg olarak bulunmus olup minimum, maksimum ve

ortanca degerler ile birlikte Cizelge 3.9°da verilmistir.

Cizelge 3.9. Doksan dort bireye ait plazma konsantrasyon degerleri

N=94 KLZ DKLZ KLZ/DKLZ KLZ C/D DKLZ C/D
(ng/ml) (ng/ml) (ng/ml/mg) (ng/ml/mg)
Ort 550,75 206,61 2,78 1,88 0,68
SS 368,21 122,74 1,65 1,70 0,53
Min 34,57 31,77 0,64 0,06 0,06
Maks 1492,96 602,90 14,04 10,49 4,12
X 488,65 176,57 2,49 1,45 0,57
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3.3.8. Biyolojik ve Cevresel Etmenlerin KLLZ ve DKLZ Plazma Konsantrasyon
Degerlerine Etkisi

Sigara ve kafein kullanimi gibi ¢evresel faktorler ile birlikte yas, cinsiyet, beden kitle
indeksi gibi biyolojik faktorlerin ilag metabolizmasinda etkili oldugu bilinmektedir.
Calismada yer alan bireylerin yas, cinsiyet, BKI, sigara ve kafein kullanim
miktarlarinin KLZ ve DKLZ plazma konsantrasyon oranlar iizerine etkileri asagida

yer alan ¢izelgelerde gosterilmistir.

3.3.8.1. Yas

Bireyler yas 45 yas referans alindiginda metabolizmanin yavaslamasi (Jann ve ark.,
1993) beklendigi i¢in iki gruba ayrilmig ve iki yas grubuna ait minimum (Min),
maksimum (Maks) ve ortanca (x) KLZ, DKLZ plazma konsantrasyonlari,
KLZ/DKLZ plazma konsantrasyon oram ile doz normalize KLZ ve DKLZ

konsantrasyon degerleri Cizelge 3.10°da verilmistir.

20- 44 yas araliginda bulunan bireylerin ortalama+SS KLZ ve DKLZ plazma
konsantrasyonlari sirasiyla 478,78+342,65 ng/ml ve 179,53+115,23 ng/ml; plazma
KLZ/DKLZ diizey oranlar1 ortalamasi 2,78+1,86; normalize KLZ ve DKLZ doz
ortalamalar1 siras1 ile 1,63£1,49 ng/ml/mg ve 0,58+0,32 ng/ml/mg olarak
bulunmustur. 45- 62 yas araliginda yer alan bireylerin plazma KLZ ortalamasi
697,01£380,35 ng/ml DKLZ plazma konsantrasyon diizey ortalamasi ise
261,64+120,80 ng/ml; KLZ/ DKLZ oran ortalamalar1 2,77+1,14; normalize KLZ ve
DKLZ oranlari ise sirasiyla 2,37+2,02 ng/ml/mg ve 0,89+0,78 ng/ml/mg olarak tespit

edilmistir.

KLZ ve DKLZ dizeyleri yas gruplarina goére normal dagilim

gostermediginden gruplarin ortanca (x) degerleri Cizelge 3.10°da verilmis ve veriler
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istatistiksel olarak parametrik olmayan Mann- Whitney U testi ile karsilastiriimistir.
Yas gruplarina gore KLZ, DKLZ plazma diizeyleri, KLZ C/D ve DKLZ C/D
diizeyleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gozlemlense (p<0,05) de
KLZ/DKLZ diizeyleri arasinda istatistiksel agidan bir farkliik olmadig
belirlenmistir (p>0,05).

Cizelge 3.10. iki yas grubu arasinda KLZ- DKLZ plazma degerlerinin karsilastiriimasi

Degerler Yas: 20- 44 Yas: 45-62
(N=63) (N=31)
i 7=13205
KLZ [X, (min-maks)] 428,4 (34,6-1368,9) | 729,2 (65,34-1492,96)
(ng/ml) P=0,006
— 7=3,116
L (MINgs)] 152,69 (31,77-602,9) | 283,12 (33,38-470,21)
(ng/mi) P=0,002
70,82
KLZ/DKLZ [, (min-maks)] 235 (0,64-14,04) 2,55 (0,87-5,75)
P=0,412
w 7=2,336
KLZ C/D [X, (min-maks)] 1,23 (0,06-9,72) 2,28 (0,22-10,49)
(ng/ml/mg) P=0,019
—3 7=2,119
DKLZ'C/D [X, (min-maks)] 0,52 (0,06-1,79) 0,65 (0,11-4,12)
(ng/ml/mg) P=0,034

45-62 yas grubu KLZ plazma konsantrasyonu (Xx=428,4 ng/ml;
ranj=1334,33), 20-44 yas gurubuna goére (x=729,2 ng/ml; ranj=1427,62) anlamlh
olarak daha yiiksek bulunmustur (Z=1320,5, p=0,006) (Sekil 3.5).

85




1500,000-

1000,000

Plazma KLZ diizeyi

500,000

1

T T
20-44 yag 45-62 yag

000

Yag Gruplarn

Sekil 3.5. KLZ plazma diizeyinin iki yas gruplarina gére kutu grafigi

45-62 yas grubu DKLZ plazma Kkonsantrasyonu (X=152,69

ng/ml;

ranj=571,13), 20-44 yas gurubuna gore (x=283,12 ng/ml; ranj=436,83) anlaml

olarak daha yiiksek bulunmustur (Z=3,116, p=0,002) (Sekil 3.6).
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Sekil 3.6. DKLZ plazma diizeyinin yas gruplarina gore kutu grafigi
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20-44 yas gurubu (x=2,35; ranj=13,4) ile 45-62 (X=2,55; ranj=4,88) yas
grubunun KLZ/DKLZ oranlari arasinda anlamli bir fark gézlemlenmemistir (Z=0,82,
p=0,412).

45-62 yas grubu KLZ C/D diizeyleri (x=1,23 ng/ml/mg; ranj=9,65), 20-44 yas
gurubuna gore (X=2,28 ng/ml/mg; ranj=10,27) anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (Z=2,336, p=0,019) (Sekil 3.7).
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Sekil 3.7. KLZ C/D diizeyinin yas gruplarina gore kutu grafigi

45-62 yas grubu DKLZ C/D diizeyleri (x=0,52 ng/ml/mg; ranj=1,71), 20-44
yas gurubuna goére (x=0,65 ng/ml/mg; ranj=4,0) anlamli olarak daha yiiksek
bulunmustur (Z=2,119, p=0,034) (Sekil 3.8).
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Sekil 3.8. DKLZ C/D diizeyinin yas gruplarina gore kutu grafigi

3.3.8.2. Cinsiyet

Cinsiyete gore gruplanan bireylerin ortalama+SS KLZ, DKLZ plazma konsantrasyon
diizeyleri sirasiyla kadinlar igin 593,44+398,39 ng/ml ve 207,89+128,28 ng/ml,
erkekler i¢in 526,56+£351,13 ng/ml ve 205,88+£120,59 ng/ml olarak bulunmustur.
KLZ/ DKLZ plazma konsantrasyon orani erkeklerde 2,71+1,86, kadinlarda ise
2,89+1,19 olarak bulunmustur. Doz normalize KLZ ve DKLZ degerleri ise kadinlar
icin sirasiyla 2,03+1,98 ng/ml/mg ve 0,73+0,72 ng/ml/mg; erkekler igin sirasiyla
1,79£1,54 ng/ml/mg ve 0,66+0,40 ng/ml/mg olarak tespit edilmistir.

Tiim sonuglar Cizelge 3.11°de yer almaktadir. Tiim KLZ ve DKLZ diizeyleri
cinsiyetlere gore normal dagilim gostermediginden parametrik olmayan Mann-
Whitney U test ile analiz edilmislerdir. Istatistiksel olarak Mann Whitney U analizi
sonucunda cinsiyete gore s6z konusu diizeyler arasinda anlamli bir farklilik olmadigi

gozlemlenmistir (p > 0,05).

Cizelge 3.11. Cinsiyete gore KLZ- DKLZ degerlerinin karsilastiriimasi
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Degerler Kadin Erkek
(N=34) (N=60)
i 7=-0,669
KLZ [X, (min-maks)] 527,15 (61,6-1371,69) | 467,08 (34,57-1492,96)
(ng/ml) P=0,504
S 7=0,071
DKLZ[X, (min-maks)] 178,65 (39,38-507,1) | 176,57 (31,77-602,9)
(ng/ml) P=0,944
Z=-1475
KLZ/DKLZ [X, (min-maks)] 2,7 (0,91-5,75) 2,38 (0,64-14,04)
P=0,14
S 7=-0,421
KLZ C/D [X, (min-maks)] 1,63 (0,21-10,89) 1,37(0,06-9,72)
P 70,252
RKLZ C/B[X, (min-maks)] 0,55 (0,11-4,12) 0,59 (0,05-1,8)
(ng/ml/mg) P=0,8

Normal dagilim gostermediklerinden sira ortalamalar1 karsilastirildiginda
KLZ plazma diizeyi, KLZ/ DKLZ oran1 ve KLZ C/D diizeyi kadinlarda erkeklere
gore sirastyla %7,84; %16,28 ve %5,01 daha yiliksekken; plazma DKLZ diizeyi ve
DKLZ C/D oranm erkeklerde kadinlara gore sirasiyla %0,86 ve 9%3,06 daha yiiksek
olarak bulunmustur (Sekil 3.9).
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Sekil 3.9. Cinsiyete gore KLZ ve DKLZ diizeylerinin sira ortalamalarinin siitun grafigi
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3.3.8.3. Sigara Kullanim

Sigara kullanim miktarina goére hi¢ igmeyenler ve giinde 7°den az icenler ile 7°den
fazla sigara kullananlar olmak iizere iki gruba ayrilan bireylerin KLZ, DKLZ plazma
konsantrasyon diizeyleri, KLZ/ DKLZ plazma konsantrasyon orani, doz normalize
KLZ ve DKLZ degerleri iizerine etkisi analiz edilmistir. Veriler Cizelge 3.12.°de

sunulmustur.

Cizelge 3.12. Sigara kullanim gruplarina gére KLZ- DKLZ degerlerinin karsilastiriimasi

Degerler Hi¢ icmeyen ve <7 >7
(N=52) (N=42)
Z=-1,319
KLZ [X, (min-maks)] 507,5 (64,98-1492,96) 346 (34,57-1368,9) 50 187
Z=-1,354
DKLZ[X, (min-maks)] 185,29 (39,38-507,1) 155,98 (31,77-602,9)
P=0,176
Z=-0,886
KLZ/DKLZ [X, (min-maks)] 2,61 (0,64-5,89) 2,27 (0,87-14,04)
P=0,376
Z=-1,993
KLZ C/D [X, (min-maks)] 1,73 (0,21-10,49) 1,19(0,06-9,72)
P=0,046
Z=-1,958
DKLZ C/D [X, (min-maks)] 0,59 (0,18-4,12) 0,4 (0,06-1,52)
P=0,05

Hi¢ sigara icemeyen ve 7’den az igen grubun plazma KLZ ve DKLZ
diizeylerinin ortalama+SS sirasiyla 590,14+£362,44 ng/ml ve 217,97+ 116
ng/ml’iken, 7°den fazla sigara tiikketenlerde bu degerler sirasiyla 501,98+ 373,8 ng/ml
ve 192,54+ 130,5 ng/ml’dir. Hi¢ icemeyen ve 7’den az icen grupta KLZ/ DKLZ
orani ortalamasi 2,77+ 1,19, KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeylerinin ortalamalar ise
sirastyla 2,1+ 1,75 ng/ml/mg ve 1,6+1,63 ng/ml/mg’dir. 7°den fazla sigara
tikketenlerde ise KLZ/ DKLZ oram 2,78+ 2,08; KLZ ve DKLZ C/D diizeylerinin
ortalamalari sirasiyla 1,6+ 1,63 ng/ml/mg ve 0,58+ 0,38 ng/ml/mg’dur.
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Sigara kullanimlarina gore hasta gruplarinin KLZ ve DKLZ diizeyleri normal
dagilim gostermediginden gruplardaki her bir dilizeyin sira ortalamalar
karsilastirildiginda hi¢ igmeyen ve 7’den az igenlerin bulundugu birinci gruptaki
plazma KLZ, plazma DKLZ ve KLZ/ DKLZ oram giinde 7°’den fazla sigara
tilkketenlerden sirasiyla %14,69; %15,04 ve %10,07 daha yiiksektir.

Sigara kullanimlarina gore hasta gruplarinin KLZ ve DKLZ diizeyleri normal
dagilim gostermediginden istatistiksel olarak parametrik olmayan Mann- Whitney U
testi ile analiz edilmistir. Istatistik analizi sonuclar1 incelendiginde giinde 7°den fazla
icen grupta KLZ C/D diizeyleri (x=1,73 ng/ml/mg; ranj=10,27), hi¢ igmeyen ve
7’den az igenlerin bulundugu gruptan (x=1,19 ng/ml/mg; ranj=9,65), anlamli olarak
daha diistik bulunmustur (Z=-1,993, p=0,046) (Sekil 3.10).
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Sekil 3.10. KLZ C/D diizeylerinin sigara kullanimina gore kutu grafigi

DKLZ C/D diizeyinin p degeri 0,05 olarak bulunmus olup 0,05’ten kiiciik
olmadig i¢in anlamli kabul edilmese de giinde 7’den fazla i¢en grupta DKLZ C/D

diizeyleri (x=0,59 ng/ml/mg; ranj=3,93), hi¢ i¢cmeyen ve 7’den az igenlerin
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bulundugu gruptan (x=0,4 ng/ml/mg; ranj=1,46), anlamlilik sinirinda daha disiik
oldugu bulunmustur (Z=-1,958, p=0,05) (Sekil 3.11).
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Sekil 3.11. DKLZ C/D diizeylerinin sigara kullammina gore kutu grafigi

3.3.8.4. Kafein Kullanim

Kafein kullanim miktarina gore giinliik kullanim dozu 0,4 g’dan az olanlar, 0,4 g’dan
fazla olanlar seklinde bireyler iki gruba ayrilmistir. KLZ ve DKLZ diizeylerinin
ortalamalar1 giinde 0,4 g’dan az kullananlarda 561,74+ 298,99 ng/ml ve 210,28+
202,94 ng/ml; 0,4 g’dan fazla kullananlarda 539,76+ 429,49 ng/ml ve 202,93+
135,45 ng/ml’dir. KLZ/ DKLZ oranmi, KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeylerinin
ortalamalari ise 0,4 g’dan az kullananlarda sirasiyla 2,84+ 1,26; 2,02+1,62 ng/ml/mg
ve 0,76+ 0,63 ng/ml/mg’ken; 0,4 g’dan fazla kullananlarda bu degerler sirasiyla 2,7+
1,96; 1,73+ 1,79 ng/ml/mg ve 0,6 0,4 ng/ml/mg’dur.

Kafein kullanimlarina gore hasta gruplarmin KLZ ve DKLZ diizeyleri normal

dagilim gostermediginden gruplardaki her bir diizeyin sira ortalamalar
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karsilagtirildiginda 0,4 g’dan az kafein plazma KLZ, plazma DKLZ, KLZ/ DKLZ
orani, KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeyleri giinde 0,4 g’dan fazla kafein tiiketenlere
gore sirasiyla %13,43; %10,14; %12,73; 9%19,24 ve %16,86 daha yiiksektir.

KLZ ve DKLZ diizeyleri, KLZ/ DKLZ plazma diizey oranlari, KLZ ve
DKLZ doz normalize sonuglart normal dagilim gostermediginden parametrik
olmayan Mann-Whitney U testi ile analiz edilmistir (Cizelge 3.13). istatistik analizi
sonuglart incelendiginde kafein kullanim miktarima gore soz konusu diizeyler

arasinda anlamli bir farklilik olmadig1 gézlemlenmistir (p>0,05).

Cizelge 3.13. KLZ- DKLZ diizeylerinin kafein kullanimina gore dagilimlari

Degerler <0449 >0,4¢
(N=48) (N=46)
i Z=-1214
KLZ [X, (min-maks)] 522,64 (61,6-1368,1) | 353,65 (34,57-1492,96)
(ng/ml) P=0,225
DKLZ[X, (min-maks)] 2=09
! 181,12 (39,8-507,1) 158,15 (31,77-602,9)
(ng/ml) P=0,368
7=-1,146
KLZ/DKLZ [, (min-maks)] 2,62 (0,64-5,89) 2,3 (0,87-14,04)
P=0,252
— 7=-1,793
KLZ C/D [X, (min-maks)] 1,73 (0,3-10,49) 1,13 (0,06-9,72)
T 7=-1,551
DKLZ C/D [X, (min-maks)] 0,62 (0,2-4,12) 0,52 (0,06-1,98)
(ng/ml/mg) P=0,121

Kafein kullanim miktarlarina gore KLZ, DKLZ plazma konsantrasyon
diizeyleri, KLZ/ DKLZ plazma konsantrasyon orani, doz normalize KLZ ve DKLZ

degerlerinin sira ortalamalarina gére dagilimi Sekil 3. 12°de sunulmustur.

93




60
m<04g >04¢g

50
40 —
30 —
20 —
10 —

0

DKLZ KLZ/ DKLZ KLZ C/D DKLZ C/D

Sekil 3.12. Kafein kullanim gruplarina gére KLZ ve DKLZ diizeylerinin sira ortalamalarinin siitun
grafigi

3.3.8.5. Kullanilan Doz Miktar1

Hastalara uygulanan ilag dozuna karsilik gelen KLZ ve DKLZ ortalama plazma
degerlerinin dagilimmi gosteren grafikler sirasiyla Sekil 3.13 ve Sekil 3.14°de

verilmistir.
Doza bagh degisen KLZ plazma konsantrasyon dagilimlari
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Sekil 3.13. Uygulanan doza karsilik gelen KLZ plazma konsantrasyon degerleri
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Doza bagh degisen DKLZ plazma konsantrasyon dagilimlari
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Sekil 3.14. Uygulanan doza karsilik gelen DKLZ plazma konsantrasyon degerleri

Bireyler kullandiklar1 KLZ doz miktarlarina gore giinde 300 mg’dan az, 300 -
600 mg/giin ve 600 mg’dan fazla kullananlar olmak {izere ii¢ gruba ayrilmistir.
Gilinde 300 mg’dan az kullananlar, 300- 600 mg arasinda kullananlar ve 600 mg’dan
fazla kullananlar i¢in plazma KLZ diizey ortalamalari£=SS sirasiyla 430,74+£304,31
ng/ml; 618,62+393,95 ng/ml ve 619,99+ 334,74 ng/ml; DKLZ plazma diizey
ortalamalar1 sirasiyla 149,87+88,31 ng/ml; 229,37+129,85 ng/ml ve 323,3+78,6
ng/ml; KLZ/ DKLZ oranlarmin ortalamalar1 sirasiyla 3,07+2,33; 2,69+1,08 ve
1,84+0,69; KLZ C/D diizeylerinin ortalamalar1 sirasiyla 2,734+2,36 ng/ml/mg;
1,45+0,93 ng/ml/mg ve 0,82+0,42 ng/ml/mg; DKLZ C/D diizeylerinin ortalamalari
sirastyla 0,94+0,73 ng/ml/mg; 0,55+0,32 ng/ml/mg ve 0,4340,09 ng/ml/mg’dir.

Tim diizeyler doz gruplarina gore normal dagilim gostermediginden
parametrik olmayan Kruskal Wallis testi ile analiz edilmisler ve elde edilen istatistik
sonuglari ile uygulanan doza karsilik plazma KLZ ve DKLZ diizeyleri KLZ/DKLZ
orani, KLZ C/D ve DKLZ C/D degerleri Cizelge 3.14’de 6zetlenmistir.

Cizelge 3.14. Doza bagl degisen KLZ- DKLZ diizey dagilimlari
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Degerler <300 mg/giin | 300- 600 mg/giin >600 mg/giin
(N=34) (N=54) (N=6)
j 353,65 5244 629,2 2°=544
KLZ [X, (min-maks)]
(ng/ml) (61,6-1371,7) | (34,57-1492,96) | (241,46-1173,8) | P=0,066
DKLZ[X, (min-maks)] 139,3 204,65 292,36 =14,111
(ng/ml) (39,8-395,75) (3L,77-6029) | (25642-470.21) | p_g o0y
=381
A 2,62 2,5 2 L=
KLZ/DKLZ[X, (min-maks)] | 5 g8.14,02) (0,64-5,85) (0,87-2,5) 50,149
KLZ C/D [, (min-maks)] 2,19 1,25 0,84 x=13,081
DKLZ C/D [&, (min-maks)] 0,72 0,49 0,39 x=12,459
(ng/ml/mg) (0,25-4,12) (0,06-1,428) (0,59-0,7) P=0,002

Glnlik 600 mg’dan fazla kullanan hastalarin KLZ sira ortalamast 300
mg’dan az ve 300-600 KLZ kullanan hastalarininkindan sirasiyla %30,38 ve %6,84
daha ytiksektir; KLZ/ DKLZ oranlarinin sira ortalamasi ise sirasiyla %46,29 ve %
45,56 daha diisik bulunmustur. Ancak, kullanilan doz miktarina goére ii¢c grubun
plazma KLZ diizeyleri ile KLZ/ DKLZ oran istatistiksel olarak karsilagtirildiginda

aralarinda anlaml bir farklilik tespit edilememistir (p>0,05).

Istatistik analizi sonuglar1 incelendiginde plazma DKLZ (p=0,001) ve doz
normalize KLZ (p=0,001) ile DKLZ (p=0,002) diizeylerinin kullanilan KLZ
miktarina gore gruplar arasinda istatistiksel olarak farklilik gosterdigi (p > 0,05)
belirlenmistir. Farkliliklarin hangi gruplar arasinda oldugunun bulunmasi i¢in ikiserli
gruplar yapilarak Mann- Whitney U Testi ile karsilastirma yapilmistir. Ancak gruplar
tekli olarak karsilastirilacagindan ve ¢ok sayida analiz yapilacagindan kaynakalanan
olan Tip-1 hata olasiligini ortadan kaldirmak i¢in Bonfferroni diizeltmesi yapilmistir.
Boylece muhtemel karsilastirma sayisi li¢ olacagindan Bonfferroni diizeltmeli Mann-

Whitney U Testinde dikkate alinacak p degeri 0,05/3=0,0167"dir.

Gilinde 300-600 mg arasinda KLZ kullanan grupta plazma DKLZ
konsantrasyonu (x=204,65 ng/ml; ranj=571,13), giinde 300 mg’dan az kullanan

96




gruba gore (x=139,3 ng/ml; ranj=355,95), anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur
(Z=-2,837; p=0,005) (Sekil 3.15). 600 mg’dan fazla KLZ kullanan grupta DKLZ
konsantrasyonu (x=292,36 ng/ml; ranj=213,79), ginde 300 mg’dan az kullanan
gruba gore (Xx=139,3 ng/ml; ranj=355,95), anlamli olarak daha yiiksek bulunmustur
(Z=-3,333; p=0,000) (Sekil 3.15).
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Sekil 3.15. Uygulanan doz miktarina gore plazma DKLZ diizeyinin kutu grafigi

Gilinde 300-600 mg arasinda KLZ kullanan grupta KLZ C/D diizeyleri
(x=1,25 ng/ml/mg; ranj=4,07), giinde 300 mg’dan az kullanan gruba gore (X=2,19
ng/ml/mg; ranj=10,18) anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Z=-2,931; p=0,003)
(Sekil 3.156). 600 mg’dan fazla KLZ kullanan grupta KLZ C/D diizeyleri (x=0,84
ng/ml/mg; ranj=1,17), giinde 300 mg’dan az kullanan gruba gore (X=2,19 ng/ml/mg;
ranj=10,18), anlamli olarak daha diisiik bulunmustur (Z=2,727; p=0,004) (Sekil
3.16).
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Sekil 3.16. Uygulanan doz miktarina gére KLZ C/D diizeylerinin kutu grafigi

Giinde 300-600 mg arasinda KLZ kullanan grupta DKLZ C/D diizeyleri
(x=0,49 ng/ml/mg; ranj=1,36), giinde 300 mg’dan az kullanan gruba gore (X=0,72
ng/ml/mg; ranj=3,87) anlamli olarak daha diisik bulunmustur (Z=-3,158; p=0,002)
(Sekil 3.17). 600 mg’dan fazla KLZ kullanan grupta DKLZ C/D diizeyleri (Xx=0,39

ng/ml/mg; ranj=0,24), giinde 300 mg’dan az kullanan gruba gore (X =0,72 ng/ml/mg;
ranj=3,87), anlaml1 olarak daha diisiik bulunmustur (Z=2,727; p=0,004) (Sekil 3.16).
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Sekil 3.17. Uygulanan doz miktaria gére DKLZ C/D diizeylerinin kutu grafigi

3.3.8.6. Beden Kitle indeksi

BKIi degerleri saglikli bireyler i¢in en fazla 25 olarak kabul edildiginden bireyler
BKIi 25°nin altinda ve iistiinde olarak iki gruba ayrilarak plazma KLZ, DKLZ ve
KLZ/DKLZ, normalize doz KLZ ve DKLZ diizeyleri karsilastirilmistir. Veriler
normal dagilim gostermediginden Mann- Whitney U testi ile analiz yapilmis olup

sonuglar Cizelge 3.15’de verilmistir.

Cizelge 3.15. Bireylerin BKi’lerine gore KLZ ve DKLZ dagilimlari

Degerler <25 >25
(N=36) (N=58)
~ 7=0,078
KLZ [%, (min-maks)] 453,65 (61,6-1492,9) | 498,6 (34,57-1371,60)
(ng/ml) P=0,938
T 7=-0,156
DKLZIX, (min-maks)] 174,63 (33,38-507,1) | 176,57 (31,77-602,9)
(ng/ml) P=0,876
70,346
KLZ/DKLZ [X, (min-maks)] 2,49 (0,8-5,75) 249 (0,64-14,04)
P=0,729
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KLZ C/D [X, (min-maks)]

1,4 (0,21-4,77)

1,53 (0,06-10,49)

Z=0,821

(ng/ml/mg) P=0,412
S 7=0,739

DKLZ C/D [X, (min-maks)] 0,53 (0,11-1,74) 0,59 (0,06-1,76)
(ng/ml/mg) P=0,46

KLZ- DKLZ diizeylerinin BKI gruplarina gore dagilim grafigi ise Sekil

3.18’de verilmistir. KLZ plazma diizeyi BKI 25’in iistiinde olanlarda 25’in altinda
olanlara gore %0,94 daha yiiksek, DKLZ ise %1,88 daha diislik olarak bulunmustur.

Doz normalize ilag ve metabolitine bakildiginda ise BKi 25’in iistiinde olanlarda

25’in ilizerinde olanlara kiyasla doz normalize KLZ diizeyi %9,63 daha fazla, doz
normalize DKLZ ise %8,71 ve KLZ/ DKLZ orani1 %4,16 fazla bulunmustur. Ancak,

istatistik analiz sonuglarina gére BKI'nin 25’in iizerinde veya altinda olmas1 KLZ ve

DKLZ plazma diizeyleri, KLZ/ DKLZ orani, KLZ ve DKLZ C/D diizeyleri arasinda

anlamli bir farkliliga yol agmadigi istatistiksel olarak belirlenmistir (p=>0,05).
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KLZ/ DKLZ

DKLZ C/D

Sekil 3.18. BKI gruplarina gore tiim degerlerin sira ortalamasit dagilim1

3.3.9. Genotip Dagilimmma Gore
Konsantrasyonlar ile KLZ/DKLZ ve C/D Oranlar

Ortalama KLZ ve DKLZ Plazma
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3.3.9.1. ABCB1 C3435T Polimorfizmi Genotip Dagilimina Gore

3.3.9.1.1. KLZ Plazma Konsantrasyonlari

ABCB1 yabanil tip (CC), heterozigot (CT), mutant (TT) gruplarindaki KLZ plazma
konsantrasyon degerleri Cizelge 3.16’da 6zetlenmis olup genotiplere gore plazma

KLZ konsantrasyonlarinin dagilimi Sekil 3.19°da verilmistir.

normal

Wallis

Plazma KLZ diizeyi ABCB1l genotiplerine gore dagilim

gostermediginden sonuglar parametrik olmayan Kurskal testi ile
karsilagtiritlmistir. CC genotipine sahip bireylerin KLZ plazma diizeyleri ortalamalari
(£SS) 521,05 ng/ml (+342,41); CT genotipine sahip olanlarin 585,14 ng/ml
(£378,03) ve TT genotipine sahip olanlarin 517,36 ng/ml (£383,09) olarak
bulunmustur. Yabanil genotipe sahip olan bireylerin sira ortalamasi heterozigot
genotipe sahip olanlara gore %9,56 daha azken; mutant genotipe sahip olanlardan
%3,92 daha yiiksektir. Ancak Kruskal Wallis testi ile sira ortalamalar
karsilagtirildiginda genotip gruplart arasinda plazma KLZ diizeylerinin farklilik

gostermedigi istatistiksel olarak gosterilmistir (p>0,05) (Sekil 3.20).

Cizelge 3.16. ABCB1 C3435T genotip dagilimina gére KLZ plazma konsantrasyonlari

Yabanil Tip Heterozigot Mutant
KLZ Plazma
(CC) (CT) (TT)
Konsantrasyonu
(Normal Tasiyicy) (Orta diizeyde tasiyici) (Yavas Tasiyicy)
n 24 45 25
X 453,65 520,98 428,37
(ng/ml)

Min 138,81 34,57 61,6

Maks 1371,69 1368,9 1492,96
x*=0,941; P=0,625
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Sekil 3.19. KLZ plazma konsantrasyonlarinin ABCB1 genotiplerine gére nokta grafigi gosterimi
(p>0,05)
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Sekil 3.20. KLZ plazma konsantrasyonlarinin ABCB1 genotiplerine gore sapli kutu grafigi ile
gosterimi (p=>0,05)

3.3.9.1.2. DKLZ Plazma Konsantrasyonlari
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ABCBL1 yabanil tip (CC), heterozigot (CT), mutant (TT) gruplarindaki DKLZ plazma

konsantrasyon degerleri Cizelge 3.17°de 6zetlenmistir.

ABCB1 genotiplerine gore plazma DKLZ diizeylerinin dagilimi normal
dagilim gostermemekte olup yabanil, heterozigot ve mutant genotiplere sahip
bireylerin DKLZ plazma sonuglar1 parametrik olmayan Kruskal Wallis testi ile analiz
edilmistir. Yabanil, heterozigot ve mutant genotipe sahip bireylerin plazma DKLZ
diizey ortalamalar1 (£SS) sirasiyla 192,07 ng/ml (£112,29); 585,14 ng/ml (£378,02)
ve 517,09 ng/ml (£383,09) olarak bulunmustur. Heterozigot genotipe sahip olanlarin
DKLZ plazma diizeyleri yabanil ve mutant tipinkilerden sirasiyla %10,54 ve %9,48
daha yiiksektir. Ancak Kruskal Wallis Testi sonucunda ii¢ genotip grubunun DKLZ
plazma diizeyi arasinda istatistiksel olarak anlamli bir farklilik gézlemlenmemistir
(p>0,05). ABCB1 genotipine gore DKLZ plazma diizeylerinin dagilimi1 nokta grafigi
ile gosterimi Sekil 3.21°de; kutu grafigi ile gosterimi ise Sekil 3.22°de verilmistir.

Cizelge 3.17. ABCB1 C3435T genotip dagilimina gére DKLZ plazma konsantrasyonlari

Yabanil Tip Heterozigot Mutant
DKLZ Plazma
(CC) (CT) (TT)
Konsantrasyonu
(Normal Tasiyicy) (Orta diizeyde tasiyici) (Yavas Tasiyicy)
n 24 45 25
X
155,03 185,19 176,3
(ng/ml)
Min 42,97 31,77 33,38
Maks 395,75 602,9 450,49
x*=0,795;P=0,672
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Sekil 3.21. DKLZ plazma konsantrasyonlarinin ABCB1 genotiplerine gore nokta dagilimi (p>0,05)
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Sekil 3.22. ABCB1 genotiplerine gore DKLZ plazma konsantrasyon degerlerinin saph kutu grafigi ile
gosterimi (p=>0.05)

3.3.9.1.3. KLZ/ DKLZ Plazma Konsantrasyon Oranlari
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KLZ/DKLZ plazma konsantrasyon oranlarinin ABCB1 yabanil tip (CC), heterozigot
(CT), mutant (TT) gruplarina gore dagilimlar1 Sekil 3.23’de, degerleri ise Cizelge

3.18’de Ozetlenmistir.

Yabanil, heterozigot ve mutant tipe ait KLZ/DKLZ oranlar1 normal dagilim
gostermediginden istatistiksel analizler Kruskal Wallis testi ile yapilmistir. Ug gruba
ait KLZ/DKLZ oranlarinin ortalamalar1 (£SS) yabanil tipler i¢in 2,79 (+0,95),
heterozigotlar i¢in 2,83 (£2,11) ve mutant genotipe sahip olanlar i¢in 2,65 (£1,19).
KLZ/DKLZ oranlarimin sira ortalamalar1 yabanmil genotipe sahip olanlarda
heterozigot ve mutant genotipe sahip olanlarinkine gore %13,62 ve %9,93 daha
fazladir. Ancak istatistiksel olarak {i¢ grup arasindaki plazma DKLZ diizeyleri

arasinda anlamli bir farklilik bulunamamistir (p>0,05).

Cizelge 3.18. KLZ/DKLZ plazma konsantrasyon oranlarinin ABCB1 genotip dagilimi

KLZ/ DKLZ Yabanil Tip Heterozigot Mutant
(CC) (CT) (TT)
(Normal Tasiyicy) (Orta diizeyde tasiyici) (Yavas Tasiyicy)
n 24 45 25
X 2,69 2,49 2,43
Min 1,63 0,64 0,87
Maks 5,33 14,04 5,75
x?=1,075; P=0,584
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Sekil 3.23. ABCBL1 genotiplerine gore KLZ/DKLZ plazma konsantrasyon oranlarinin degerlerinin
saph kutu grafigi ile gosterimi (p>0.05)

3.3.9.1.4. KLLZ C/D Oranlan

KLZ C/D oranlarinin ABCB1 yabanil tip (CC), heterozigot (CT) ve mutant (TT),

gruplarina gore degerleri ise Cizelge 3.19°da 6zetlenmistir.

KLZ C/D degerleri normal dagilim gdstermediginden yabanil, heterozigot ve
mutant genotiplerin KLZ C/D degerleri parametrik olmayan test olan Kruskal-
Wallis testi ile karsilagtirilmis ancak istatistiksel olarak anlamli sonug¢ elde
edilememistir (p>0.05). Yabanil tip, heterozigot ve mutant genotipe sahip bireylerin
doz normalize KLZ diizeyleri ortalamalar1 (+SS) sirasiyla 1,84 ng/ml/mg (£1,55);
1,81 ng/ml/mg (£1,56) ve 2,03 ng/ml/mg (+2,13)’tiir. Heterozigot genotipe sahip
olanlarm KLZ C/D sira ortalamalar1 yabanil ve mutant genotipe sahip
olanlarinkinden sirasiyla %2,54 ve %1,56 daha fazladir. Genotiplere gore KLZ C/D
sapli kutu grafigi Sekil 3.24°de verilmistir.

Cizelge 3.19. KLZ C/D oranlarinin ABCB1 genotiplerine gore dagilimi
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Yabaml Tip Heterozigot Mutant
KLZ C/D
(CC) (CT) (TT)
Konsantrasyonu
(Normal Tasiyici) (Orta diizeyde tasiyici) (Yavas Tasiyicy)
n 24 45 25
X 1,18 1,62 1,41
(ng/ml/mg)
Min 0,42 0,06 0,22
Maks 6,86 9,72 10,49
x’= 0,034 P=0,983
129
16
104 *§3
a
a]
23 093
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O 67

]
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Sekil 3.24. ABCB1 genotiplerine gore KLZ C/D oran dagilimmin saph kutu grafigi ile gosterimi
(p>0.05)

3.3.9.1.5. DKLZ C/D Oranlan

DKLZ C/D oranlarinin ABCB1 yabanil tip (CC), heterozigot (CT) ve mutant (TT)
gruplarina gore dagilimlari Sekil 3.25°de, degerleri ise Cizelge 3.20°de dzetlenmistir.
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Yabanil tip, heterozigot ve mutant genotipe sahip bireylerin doz normalize
DKLZ diizeyleri ortalamalar1 (£SS) sirasiyla 0,65 ng/ml/mg (+£0,46); 0,66 ng/ml/mg
(£0,39) ve 0,75 ng/ml/mg (+0,78). Heterozigot genotipe sahip olanlarin KLZ C/D
sira ortalamalar1 yabanil ve mutant genotipe sahip olanlarinkinden sirasiyla %7,38 ve

%2,69 daha fazladir.

DKLZ C/D degerleri normal dagilim gostermediginden DKLZ C/D
degerlerinin yabanil, heterozigot ve mutant genotiplere gore karsilagtirilmasi
parametrik olmayan test olan Kruskal- Wallis testi ile yapilmis ancak istatistiksel

olarak anlamli sonug elde edilememistir (p > 0.05).

Cizelge 3.20. DKLZ C/D oranlarinin ABCB1 genotiplerine gore dagilimi

Yabanil Tip Heterozigot Mutant
KLZ C/D
(CC) (CT) (TT)
Konsantrasyonu
(Normal Tas1yicy) (Orta diizeyde tasiyici) (Yavas Tasiyicy)

n 24 45 25

X 0,52 0,59 0,53
(ng/ml/mg) ' ' '
Min 0,11 0,06 0,11
Maks 1,98 1,8 4,12
x*=10,273; P=0,873
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Sekil 3.25. ABCB1 genotiplerine gore DKLZ C/D oran dagiliminin sapl kutu grafigi ile gdsterimi
(p>0.05)

3.3.9.2. UGT1A4*3 Polimorfizmi Genotiplerinin KLZ ve DKLZ Plazma

Konsantrasyonlarina Etkisi

UGT1A4 geni i¢in mutant genotipe sahip 3 birey oldugundan istatistiksel analizler
yapilirken heterozigot ve mutant genotipe sahip bireyler birlikte analiz edilmistir.
UGT1A4 yabanil tip (TT), heterozigot (TG) ve mutant (GG) gruplarina gére plazma
KLZ ve DKLZ, KLZ/ DKLZ oranlari ile KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeyleri Cizelge
3.21’de 6zetlenmis, nokta dagilimlart grafigi Sekil 3.26”da ve Sekil 3.27°de ise kutu

grafigi ile gosterilmistir.

Plazma KLZ diizeyleri yabanil tip ile heterozigot ve mutant genotip gruplari
arasinda normal dagilim gostermediginden parametrik olmayan Mann- Whitney U
Testi ile analiz edilmistir. Genotipe gore plazma KLZ konsantrasyonlar istatistiksel

olarak farklilik gostermemektedir (p>0,05).
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KLZ plazma konsantrasyonlar1 ortalamasi (+SS) yabanil ve heterozigot+
mutant genotip gruplarinda sirasiyla 538,29 ng/ml (£357,82) ve 594,07 ng/ml
(+408,64) olup plazma KLZ konsantrasyon sira ortalamasi heterozigot+ mutant

grubunda yabanil tipte olanlara gore %6,27 daha yiiksektir.

Cizelge 3.21. KLZ plazma diizeylerinin UGT1A4 genotiplerine gore dagilimi

Yabaml Tip Heterozigot ve Mutant
KLZ Plazma
(TT) (TG+GG)
Konsantrasyonu ] o
(Yavas Konjuge Edici) (Normal Konjuge Edici)
n 73 21
X
481,05 609,8
(ng/ml)
Min 34,57 61,6
Maks 1371,69 1492,96
Z=-0,463; P= 0,643
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Sekil 3.26. UGT1A4*3 genotiplerine gore KLZ plazma konsantrasyonlarinin dagilimi (p>0,05)
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Sekil 3.27. UGT1A4 genotiplerine gore KLZ plazma konsantrasyonlarinin dagilimlarinin saph kutu
grafigi ile gosterimi (p>0,05)

3.3.9.2.2. DKLZ Plazma Konsantrasyonlari

Plazma DKLZ diizeylerinin UGT1A4 yabanil tip (TT) ve heterozigot (TG) ile mutant
(GG) gruplarma gore dagilimlart Sekil 3.28’de ve plazma degerleri ise Cizelge
3.22’de gosterilmistir.

DKLZ plazma konsantrasyonlart ortalamasi1 (£SS) TT ve TG+GG genotip
gruplarinda sirastyla 208,31 ng/ml (£123,23) ve 200,7 ng/ml (£123,86) olup plazma
DKLZ konsantrasyon sira ortalamasi TT genotipine sahip olanlarda TG+GG

grubunda olanlara gore %4,17 daha yiiksektir.

Plazma DKLZ diizeyleri yabanil tip ile heterozigot ve mutant genotip gruplari
arasinda normal dagilim gostermediginden parametrik olmayan Mann- Whitney U
Testi ile analiz edilmistir. Genotipe gore plazma KLZ konsantrasyonlar istatistiksel

olarak farklilik gostermemektedir (p>0,05).
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Cizelge 3.22. DKLZ plazma diizeylerinin UGT1A4 genotiplerine gore dagilimi

Yabaml Tip Heterozigot ve Mutant
DKLZ Plazma
(TT) (TG+GG)
Konsantrasyonu . o . o
(Yavas Konjuge Edici) (Normal Konjuge Edici)
n 73 21
X
177,15 155,62
(ng/ml)
Min 31,77 39,8
Maks 602,9 450,49
Z=-0,295; P= 0,768

32
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Sekil 3.28. DKLZ plazma konsantrasyonlarmin UGT1A4*3 genotiplerine gore kutu grafigi dagilimi (p
> 0,05)

3.3.9.2.3. KLZ/DKLZ Plazma Konsantrasyon Oranlari

UGT1A4 yabanil tip (TT) ve heterozigot (TG) + mutant (GG) gruplarina gore
KLZ/DKLZ plazma konsantrasyon oran degerleri ise Cizelge 3.23’de gosterilmistir.
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KLZ/ DKLZ plazma konsantrasyon oranlarinin UGT1A4 yabanil (TT) ve
heterozigot (TG) ile mutant (GG) genotiplerine gore dagilimi normal dagilim
gostermediginden Mann- Whitney U Testi ile analiz edilmis, ancak TG+GG
grubundakilerin KLZ/ DKLZ oranlarmin sira ortalamasit TT genotipine Sahip olan
bireylerinkine gore %19,26 daha fazla olsa da iki grup arasinda istatistiksel agidan
anlamli bir farklilik tespit edilememistir (Sekil 3.29) (p>0,05). KLZ/ DKLZ
oranlarinin ortalamalar1 (£SS) TT ve TG+GG genotip gruplarinda sirasiyla 2,72
(£1,74) ve 2,99 (£1,27)’dur.

Cizelge 3.23. UGT1A4*3 genotiplerine gore KLZ/DKLZ plazma diizey oranlarinin dagilimi

KLZ/ DKLZ Yabanil Tip Heterozigot ve Mutant
(TT) (TG+GG)
(Yavas Konjuge Edici) (Normal Konjuge Edici)
n 73 21
K 2,35 2,85
Min 0,87 0,64
Maks 14,04 5,33
Z=-1,593; P=0,111
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Sekil 3.29. UGT1A4 genotiplerine gore KLZ/DKLZ oran dagilimina ait kutu grafigi (p=>0,05)
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3.3.9.2.4. KLZ C/D Oranlan

KLZ C/D diizeylerinin UGT1A4 yabanil tip (TT) ve heterozigot (TG) + mutant (GG)

gruplaria gore degerleri Cizelge 3.24’de gosterilmistir.

KLZ C/D diizeyleri ortalamalar1 (£SS) TT ve TG+GG genotip gruplarinda
sirasiyla 1,97 ng/ml/mg (£1,87) ve 1,55 ng/ml/mg (+0,94)’dir. KLZ C/D degerleri

gruplar arasinda normal dagilim gostermediginden parametrik olmayan Mann-

Whitney U testi ile analiz edildiginde TT genotipe sahip olan grubun KLZ C/D sira

ortalamast TG+GG genotipe sahip olan gruba gore %4,48 daha yiiksek olsa da iki

grubun KLZ C/D diizeylerinde istatistiksel agidan bir farklilik bulunamamistir

(p>0,05) (Sekil 3.30).

Cizelge 3.24. KLZ C/D oranlarinin UGT1A4*3 genotiplerine gore dagilimi

Yabanil Tip Heterozigot ve Mutant
KLZ C/D (TT) (TG+GG)
(Yavas Konjuge Edici) (Normal Konjuge Edici)
n 73 21
X
1,47 1,33
(ng/ml/mgq)
Min 0,06 0,31
Maks 10,49 3,05
Z=-0,318; P=10,751
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Sekil 3.30. UGT1A4 genotiplerine gore KLZ C/D diizeylerinin dagilimina ait kutu grafigi (p>0,05)

3.3.9.2.5. DKLZ C/D Oranlan

DKLZ C/D diizeylerinin UGT1A4 yabanil tip (TT) ve heterozigot (TG) + mutant
(GG) gruplarina gore degerleri Cizelge 3.25’de gosterilmistir.

DKLZ C/D degerleri iki grup arasinda ( TT ve TG+GG) normal dagilim
gostermediginden parametrik olmayan Mann-Whitney U testi ile analiz edildiginde
iki grup arasinda istatistiksel agidan anlamli bir farklilik tespit edilememistir
(p>0,05) (Sekil 3.31). DKLZ C/D sira ortalamasi TT genotipine sahip olan
gruptakilerde TG+GG genotipe sahip olan gruptakilere gore %22,38 daha yiiksek
olsa da iki grubun DKLZ C/D diizeylerinde istatistiksel agidan farklilik
gostermemektedir. DKLZ C/D diizey ortalamalar1 (£SS) birinci (TT) ve ikinci
(TG+GG) gruplant igin sirastyla 0,73 ng/ml/mg (£0,58) ve 0,51 ng/ml/mg
(£0,25)dir.

Cizelge 3.25. DKLZ C/D oranlarinin UGT1A4*3 genotiplerine gore dagilimi
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Yabanil Tip Heterozigot ve Mutant
DKLZ C/D (TT) (TG+GG)
(Yavas Konjuge Edici) (Normal Konjuge Edici)
n 73 21
X
0,59 0,44
(ng/ml/mgq)
Min 0,06 0,15
Maks 4,12 1,13
Z=-1,657; P=0,098
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Sekil 3.31. UGT1A4 genotiplerine gore DKLZ C/D oranlar1 dagilimina ait kutu grafigi (p>0,05)

3.3.9.3. ABCB1 ve UGT1A4 Genotip Kombinasyonlarinin KLZ ve DKLZ

Plazma Konsantrasyonlarina Etkisi

Calisma popiilasyonu igirisinde ABCB1 yabanil genotipi (CC) ve UGT1A4 mutant
(GG) genotipe sahip bireye rastlanmadigindan, ABCB1 yabanil genotipi (CC) ve
UGT1A4 heterozigot (GT) genotipine sahip bireyler ve ABCB1 mutant (TT) ile
UGT1A4 yabanil tipe sahip (TT) bireyler olarak iki gruba ayrilmistir. Bu iki gen
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kombinasyonuna sahip bireylerin plazma KLZ ve DKLZ degerleri ise Cizelge
3.26’da ve diizeylerin sira ortalamalarimin karsilagtirllmas:  Sekil 3.32°de

gosterilmistir.

iki grup arasinda KLZ ve DKLZ diizeyleri normal dagilim gostermediginden
iki gen kombinasyonuna sahip bireylerdeki KLZ ve DKLZ diizeyleri arasindaki
farklilik parametrik olmayan Mann- Whitney U testi ile incelenmisir. KLZ C/D
diizeylerinin sira ortalamasi her iki grup icin esit olup, DKLZ C/D diizeyleri sira
ortalamalar1 ozellikle doz normalize DKLZ diizeyinin ABCB1 TT+ UGT1A4 TT
grubunda ABCB1 CC+ UGT1A4 GT grubundakilere gore %34,65 daha yiiksek
oldugu KLZ/ DKLZ oraninin ise tam aksine %32,3 ABCB1 CC+ UGT1A4 GT
grubundakilerde daha yiiksek oldugu bulunmustur. Ancak istatistiksel olarak KLZ ve
DKLZ diizeyleri kombine iki grup arasinda farklilik gostermemektedir (p>0,05).

Cizelge 3.26. ABCB1 + UGT1A4 gen kombinasyonlarina gére KLZ ve DKLZ plazma diizeyleri

ABCB1 CC+ UGT1A4 ABCB1 TT+ UGT1A4
Diizeyler Degerler GT TT
(Normal Metabolizasyon) | (Yavas Metabolizasyon)
n 6 18
X
463,96 428,39
(ng/ml)
Plazma KLZ
Min 218,8 65,34
Maks 1139,7 12414
Z=-0,133; P=0,923
n 6 18
X
131,25 183,55
Plazma (ng/ml)
DKLZ Min 74,17 33,38
Maks 325,6 424,7
Z=-1,1; P=0,28

n 6 18

KLZ/DKLZ X 3,28 2,09

Min 1,79 0,87




Maks 5,33 5,75
Z=-1,6; P=0,119
n 6 18
X
1,69 1,43
(ng/ml,mg)
KLZ C/D
Min 0,45 0,22
Maks 3,05 10,49
Z=0; P=1
n 6 18
X
0,47 0,69
(ng/ml,mg)
DKLZ C/D
Min 0,15 0,11
Maks 0,65 412
Z=-1,467; P=0,156

18
16
14
12
10

SN B~ O ®

m ABCB1 CC+ UGT1A4 GT

ABCB1 TT+ UGT1A4 TT

Likl

Plazma KLZ Plazma KLZ/DKLZ KLZC/D DKLZC/D

DKLZ

Sekil 3.32. ABCB1+ UGT1A4 gen kombinasyonlarina KLZ ve DKLZ diizeylerinin karsilastirilmasi

118




4. TARTISMA

Diinya genelinde 25 milyona yakin insan1 etkileyen sizofreni hastalig
ndrotransmitterlerdeki veya beyinde bolgesel islev farkliliklarina bagli olarak ortaya
cikmaktadir (Kane MJ, 1996; WHO, 2003). Hastalarda gozlemlenen haliisinasyon,
deliizyon, tutarsiz konusma ve davranis hareketleri pozitif belirtiler arasinda yer
alirken; irade kaybi, asosyal ve katatonik davraniglar, kendini ifade yeteneginin
azalmasi ise negatif belirtiler arasinda yer almaktadir (DSM- V, 2013; Atbasoglu,
2009; Kane MJ, 1996). Hastaligin olusum sebebi birgok nedene bagli olabilmekte ve

hastaligin derecesi ile belirtileri bireyler arasinda farklilik gosterebilmektedir.

Hastalarda semptomlar benzerlik gosterse de tibbi ve psikiyatrik gegmisleri,
sosyoekonomik durumlari, etnik kokenleri, egitim diizeyleri, sosyal iliskileri,
beslenme aligkanliklari, biligsel davraniglari birbirinden farklilik gostermektedir.
Bir¢cok ilag tedavisinde goriilebildigi gibi psikiyatri alaninda farmakoterapide
hastalara dogru ila¢ uygun siirede ve dozda uygulansa dahi bazi hastalarda etkin
tedavi saglanamamakta veya istenmeyen etkiler ile karsilagilabilmektedir. Bu iki
durumun olugmasinda ya hastaligin dogasi ile ilgili ya da hastanin kendisi ile ilgili

faktorler etkili olabilmektedir.

Sizofreninin tedavisinde farmakoterapi vazgeg¢ilmez olup bunun yani sira
bireysel ve grup tedavileri ile bireylerin tedavi edilmesi amaglanmakdir.
Farmakoterapide kullanilan tipik ve atipik bir¢ok antipsikotik bulunsa da o6zellikle
diger antipsikotiklere diren¢ gosteren hastalarin etkin tedavisinin saglanmasinda

KLZ biiyiik 6nem tagimaktadir.

Dar terapétik araliga sahip ve agraniilositoz gibi mortalite ile sonlanabilecek
ciddi bir advers etkiye neden olan KLZ tedavisinde klinisyenler hasta i¢in en uygun
tedaviyi saglamaya biiyiik 6zen gostermektedir. Bunun ig¢inde 20. yiizyilin sonuna

dogru bireysellestirilmis tedavi uygulamalari klinik ve bilimsel alanlarda O6nem
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kazanirken, son yillarda da saglik sigortasi ve geri ddemeleri ile ilag¢ sektorii alaninda

da 6nemli hale gelmistir (Steimer 2010, Evers 2009).

Psikofarmakoterapide etkin tedavinin saglanamamasi veya istenmeyen yan
etkilerin gbzlemlenmesinde bireyin beslenme ile sigara, kafein tiiketim aliskanliklari,
kronik hastalig1, kullandig1 ek ilaglar gibi birgok cevresel faktor etkili olsada ilacin
etkililigi iizerine, organizmadaki metabolizmasi ve bu metabolik yolakta gorev yapan

proteinleri kodlayan gen bolgelerindeki farkliliklar da etkili olabilmektedir.

ABCBI proteini hiicre i¢inden hiicre disina ksenobiyotiklerin tasinmasinda
gorev alarak onlarin sistemik dolasima katilmalarinda gérev yapmaktadir. Boylece
organizmada hiicresel ksenobiyotik birikimini engelleyerek koruma mekanizmasi
saglamaktadirlar (Broeks ve ark., 1996). Calismamizda da ABCBI proteinin KLZ ve
onun aktif metaboliti olan DKLZ tasinmasindaki etkisi, plazma KLZ ve plazma
DKLZ diizeyleri karsilastirilarak arastirilmistir. ABCB1 proteinini kodlayan gen
bolgesinde meydana gelebilen tek niikleotit farkliliginin proteinin aktivitesinin
azalmas1 yoniinde bir degisiklik meydana getirmesi ksenobiyotiklerin hiicrede

birikmesine neden olabilmektedir.

Gergeklestirilen ¢alisma sonucunda ABCBI1 proteinini kodlayan gen
bolgesinde C3435T polimorfizminin varyant allel yiizdesi %51 olarak bulunmustur.
Her irkin kendine 6zgii bir gen frekansi vardir ve ABCB1 C3435T polimorfizminin
diger sizofreni populasyonlarindaki dagilimi Cizelge 4.1°de verilmistir. Fisher exact
test ile gerceklestirilen caligmaya ait allel frekanslari ile diger populasyonlara ait allel
frekanslar1 karsilagtirilmistir. Elde edilen allel frekanslar1 Tiirklerinde arasinda yer
aldig italyan, isveg, Hirvat, Sloven, Fransiz, Yunan gibi beyaz irka ait olan sizofreni
hastalarindaki allel frekanslar1 ile uyumlu olarak bulunmustur. Bununla birlikte
analiz sonucunda ¢alismamizdaki allel frekanslar1 ile Akamine ve ark,’nin sar1 1irk
icin Japon sizofreni hastalarinda elde ettigi allel frekanslar1 arasinda istatistiksel
acidan anlamli bir farklilik gézlemlenmis olup p degerleri 0,046 olarak bulunmustur.

Bu da 1rk faktoriiniin genotip iizerindeki etkisi ile agiklanabilmektedir.
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Cizelge 4.1. ABCB1 C3435T polimorfizminin allel ve genotip frekanslarimin diger populasyonlarda
sizofreni gruplarinda yapilan caligmalar ile karsilastiriimasi

Genotip Frekansi Allel
Populasyon n (%) Frekansi Kaynak
CcC CT TT C T
Tiurk 94 25,5 47,9 26,6 49 51 Mevcut calisma
Tirk 101 287 545 16,8 - 4 Anil Yagcioglu ve ark.,
2016
Hirvat 117 23,1 47,9 29 47 53 Bozina ve ark., 2006
Hirvat 101 22,2 50,9 26,9 48 52 Kuzman ve ark., 2008
Beyaz irk 73 24,6 54,8 20,5 52 48 Sirot ve ark., 2009
Italyan 60 25 45 35 45 55 Consoli ve ark., 2009
Isveg 112 18,8 455 35,7 42 58 Ghotbi ve ark., 2010
Isveg 95 34 52 15 59 41 Olsson ve ark., 2015
Sloven 59 15,3 45,8 39 38 62 Kastelic ve ark., 2010
Hirvat 101 25,7 45,6 29,7 48 52 Kuzman ve ark., 2011
Fransiz 26 7,7 57,7 34,6 37 63 Mouaffak ve ark., 2011
Yunan 71 21,1 53,5 25,4 48 52 Papazisis ve ark., 2017
Karigik 137 n/a n/a n/a 62 38 Piatkov ve ark., 2017
Japon* 45 37,8 53,4 8,8 64 36 Akamine ve ark., 2017

*Fischets exact test i¢in p< 0,05.

KLZ ve metabolitlerinin glukuronidasyonunda goérev alan UGT enzimi
lipofilik haldeki ksenobiyotiklerin faz II reaksiyonlarini katalizleyerek onlarin
hidroksil, karboksil, amino veya tiyol grubu iizerinden glukuronik asit eklemekte ve
ksenobiyotiklerin hidrofilik  hale gelmesini saglayarak atilimlari
kolaylastirmaktadir (Ehmer ve ark., 2004; Radominaska- Pandya ve ark., 1999;
Tukey ve Strassburg, 2000). UGT1A4 gen bolgesinde ekzon 1’de T142G
polimorfizmi sonucunda 48. aminoasitte 16sin yerine valin aminoasiti kodlanmakta
(Leud8Val, L48V) ve buna bagli olarak enzimin substrata olan ilgisi degisiklik
gosterebilmekte ve ksenobiyotiklerin  organizmadan atilimlart  degiskenlik
gosterebilmektedir (Benoit-Biancamano ve ark., 2009; Ghotbi ve ark., 2010; Ehmer
ve ark., 2004). Bu polimorfizm ayn1 zamanda UGT1A4*3 olarak tanimlanmaktadir.
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UGT1A4*3 polimorfizmi i¢in ¢alismamizda varyant allel frekans1 %13 olarak
bulunmus olup diger sizofreni populasyonlarindaki allel ve genotip frekanslari
Cizelge 4.2°de verilmistir. Fisher exact test ile gerceklestirilen ¢alismaya ait allel
frekanslar1 ile diger populasyonlara ait allel frekanslar1 karsilastirilmistir. Analiz
sonucunda elde edilen allel frekanslar1 beyaz 1k icerisinde yer alan Isvecli ve
Norvegli diger sizofreni hastalarinin allel frekanslart ile benzerlik gostermektedir

(p>0,05).

Cizelge 4.2. UGT1A4 L48V polimorfizminin allel ve genotip frekanslarinin diger popiilasyonlarda
sizofreni gruplarinda yapilan ¢alismalar ile karsilastiriimasi

Genotip Frekansi Allel
Calisma Grubu n (%) Frekansi Kaynak
TT TG GG T G
Tiurk 94 17,7 19,1 3,2 87 13 Mevcut calisma
Isveg 112 74,1 25,9 - 87 13 Ghotbi ve ark.., 2010
Norveg 558 82,1 16,1 1,8 90 10 Haslemo ve ark., 2012
Isveg 95 88 11 1 94 6 Olsson ve ark., 2015

KLZ dar teropatik aralia sahip antipsikotikler arasinda yer almakta ve
plazma diizeyinin 350- 600 ng/ml arasinda olmas1 hedeflenmektedir (Hiemke ve ark.,
2011; Fang ve Mosier, 2014). Plazma diizeyinin 600- 1000 ng/ml arasinda veya daha
tizerinde olmasi bireylerde bas agrisi, bas donmesi, uyusukluk, sedasyon, kilo alimi
gibi bir¢ok advers etkinin hastalarda gézlemlenmesine neden olabilmektedir (Bell ve
ark., 1998; Couchman ve ark., 2010; Kohlrausch, 2013; Patel ve ark., 2014). Advers
etkilerin ¢ogu hastalar ile yapilan goriismelerde alinan anamnezler ile klinisyenler
tarafindan belirlenebilmekte ve klinisyen aldigi yamitlar dogrultusunda doz
ayarlamas1 yapabilmektedir. Mortalite ile sonuglanabilecek advers etkilerin
onlenebilmesi icin KLZ kullanan hastalarda diizenli KLZ plazma diizeyinin
klinisyenler tarafindan kontrol edilmesiyle advers etki riski azaltilabilmektedir
(Kane, 1996; Flanagan ve Dunk, 2008).

Gergeklestirilen ¢alismada 94 bireye ait plazma KLZ plazma konsantrasyon
ortalamasi (£SS) 550,70 ng/ml (£368,21), DKLZ plazma konsantrasyon ortalamasi
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206,61 ng/ml (x122,74), plazma KLZ/DKLZ konsantrasyon oran ortalamast 2,78
(£1,65), doz normalize KLLZ C/D ortalamas1 1,88 ng/ml/mg (+1,70) ve DKLZ C/D

plazma konsantrasyon ortalamasi ise 0,68 ng/ml/mg (+£0,53) olarak bulunmustur.

KLZ ile tedavide hastalar ayn1 doz ile tedavi edilse dahi hastalarin plazma
KLZ diizeyleri birbirinden 5-8 kat arasinda farklilik gosterebilmekte ve KLZ’nin
metabolizma hizi da bireyler arasinda 50 kat farklilik gosterebilmektedir (Couchman
ve ark., 2010; do Carmo Borges ve ark., 2012). Calismamizda plazma KLZ/ DKLZ
oran ortalamasi 2,78 (£1,65) olarak bulunmustur. Couchman ve ark (2010) 85958
bireyde KLLZ/ DKLZ oranimi 0,5-3 arasinda bulmuslardir (Couchman ve ark., 2010).
Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), gergeklestirmis olduklar ¢alismada KLLZ/ DKLZ
oranini ortalama olarak 1,32 bulmuslar ve KLZ/ DKLZ orani i¢in bu deger referans
olarak alindiginda bu orandaki her bir 0,1'lik degisimin KLZ plazma
konsantrasyonunu + %38 etkileyebilecegi sonucuna varmislardir (Rostami- Hodjegan

ve ark., 2004).

Hastalar ¢cogu zaman psikiyatristlerin 6nerdigi doza uyum gostermeyebilmekte
veya sigara, kafein gibi KLZ metabolizmasina etki edebilecek maddeleri kullanim
miktarlar1 hakkinda psikiyatristlere tam dogru bilgi vermeyebilmektedir (Llorca ve
ark., 2002; Kohlrausch, 2013). Bu durumda KLZ metabolizmasina etki eden
biyolojik ve c¢evresel faktorler psikiyatristlerin bireyler i¢in en uygun dozu
belirlemesinde zorluklar yagamasina yol agabilmektedir. Boyle bir durumda en iyi
klinik degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in uygulanan doza bagli gelisebilecek yan
etkileri en aza indirgeyerek, hastanin yasam kalitesi artirilarak en uygun tedavinin
hastaya sunulabilmesinde; plazma ilag diizeylerinin belirlenerek ¢evresel ve biyolojik
faktorler ile birlikte degerlendirmesi sonucunda yarar - zarar oraninin belirlenerek

bireye 6zgii en uygun dozun belirlenmesi 6nemlidir.

Bireylerde yasin artmasiyla metabolizma hizi yavasladigindan yash olan
bireylerde, KLZ ve metaboliti daha az yavas katalizleneceginden, KLZ plazma
diizeyi geng bireylere gore daha yiiksek olabilmektedir. Dolayisiyla, bireylerde ilag
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dozunun ayarlanmasinda yas da gz Oniine alinmasi gereken etmenlerden biridir
(Gareri ve ark., 2008; Couchman ve ark., 2010). Gergeklestirmis oldugumuz ¢aligma
sonunda bireyler 20-44 yas araliginda ve 45-62 yas araliginda olanlar olmak tizere iki
gruba ayrilmistir. Calisma sonucunda 20-44 ve 45-62 yas araliginda olan gruplarin
KLZ C/D diizey ortancalart (Min; Maks) sirasiyla 1,23 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg;
9,72 ng/ml/mg) ve 2,28 ng/ml/mg (0,22 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) olarak
bulunurken, DKLZ C/D diizey ortancalar sirastyla 0,52 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg;
1,76 ng/ml/mg) ve 0,65 ng/ml/mg (0,11 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg ) olarak tespit
edilmistir. Elde edilen sonuglar literatiir ile uyumlu olup 45-62 yas araligindaki
bireylerin bulundugu grupta, 20-44 yas araligindaki gruba gore istatistiksel olarak
hem KLZ C/D hem de DKLZ C/D diizeylerinin yiliksek oldugu bulunmustur. Bu
sonuclar yasin artmasi ile birlikte metabolizmanin bireylerde yavaglamasinin
gostergesidir. Ayn1 zamanda KLZ ve DKLZ diizeylerinin yasin yiiksek oldugu
grupta daha yiliksek olmasi, yas artisiyla KLZ ve DKLZ’ nin glukuronidasyonunda
gorev alan UGT1A4 enzim aktivitesinin azaldigmin bir gostergesi olabilir. Yapilan
baz1 ¢alismalarda yasin UGT1A4 aktivitesini etkileyebilecegi goriilmiistiir (Court,
2010). Bu veriler sonucunda psikiyatristlerin hastalar i¢in uygun dozu belirlerken
yas1 goz Oniine alarak doz rejimi uygulamasi onerilmektedir. Ayrica literatiirde bazi
calismalarda yas ile KLZ plazma diizeyleri arasinda dogru orantili bir iligki
saptanmistir. Lane ve ark. (1999), yastaki her bir yillik artisin KLZ ve DKLZ plazma
diizeylerini sirastyla %1.1 ve %1 artirdigini belirtmis (Lane ve ark., 1999); Rostami-
Hodjegan ve ark. (2004), ise 40 yas referans olarak kullanildiginda bireylerin
yasindaki her bir bes yillik farkin KLZ plazma konsantrasyonunu + %4 oraninda
etkiledigini bulmuslardir (Rostami- Hodjegan ve ark., 2004). Literatiirde yer alan
bazi c¢aligmalarda ise yasin KLZ plazma diizieyi lizerinde bir etkisinin olmadig
sonucuna varilmistir (Ozdemir ve ark., 2001; Palego ve ark., 2002; Rajkumar ve ark.,
2013).

Genellikle kadinlarda yag dokusu erkeklere gore daha fazla olmakta ve bu
nedenle ilag dagilimi daha uzun siireceginden ila¢ yarilanma Omrii uzamakta ve
kadinlarda ila¢ plazma konsantrasyonlari erkeklere gére daha yiiksek olabilmektedir

(Couchman ve ark., 2010; Palego ve ark., 2002; Rostami- Hodjegan ve ark.,2004).
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Calismamizda kadin ve erkeklerdeki KLZ C/D ortancasi (Min; Maks) sirasiyla 1,63
ng/ml/mg (0,21 ng/ml/mg; 10,89 ng/ml/mg) ve 1,37 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 9,72
ng/ml/mg) olarak bulunurken; DKLZ C/D ortancalari ise sirasiyla 0,55 ng/ml/mg
(0,11 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) ve 0,59 ng/ml/mg (0,05 ng/ml/mg; 1,8 ng/ml/mg)
olarak tespit edilmistir. KLZ/ DKLZ oran1 ortancalarina (Min; Maks) baktigimizda
ise kadnlarda 2,70 (0,91; 5,75), erkeklerde ise 2,38 (0,64; 14,04). Literatiir ile
uyumlu olarak sonuglarimizda kadinlarda KLZ dagilimi erkeklere gore daha uzun
siirebildiginden ila¢ yarilanma Omriiniin kadinlarda erkeklere gore daha uzun
olabilecegi ve bu nedenle kadinlarda KLZ/ DKLZ oraninin daha yiiksek olmus
olabilecegini sdyleyebiliriz. Literatiirde cinsiyetin ilag KLZ diizeyine etki etmedigini
gosteren calismalar (Rajkumar ve ark., 2013) mevcut olsa da Lane ve ark. (1999),
kadinlarda erkeklere oranla KLZ ve DKLZ plazma diizeylerinin sirasiyla %34,9 ve
%36,3 daha yiiksek oldugunu (Lane ve ark., 1999); Anderson ve ark. (2015) da KLZ
uygulanan hastalarda kadinlarin KLZ plazma diizeylerinin erkeklerinkine gore daha
yiiksek oldugunu bulmus ancak cinsiyete gore DKLZ diizeyleri arasinda bir farklilik
bulamamuislardir (Anderson ve ark., 2015). Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), KLZ
metabolik aktivitesinin kadinlarda daha yavas oldugunu ve dolayisi ile KLZ plazma
konsantrasyonunun kadinlarda erkeklere gore %17 daha fazla oldugunu tespit
etmiglerdir (Rostami- Hodjegan ve ark., 2004). Bizim ¢alismamizda da Rajkumar ve
ark. (2013), gibi istatistiksel anlamlilik gozlemlenmese de literatiirdeki diger
caligmalarla uyumlu olarak cinsiyete gore KLZ diizeyleri kadinlarda erkeklere gore
daha yiiksek bulunmustur bu da kadinlarda KLZ metabolizmasinin daha yavas
oldugunun gostergesi olabilir. Ayrica kadinlarda UGT1A4 aktivitesinin daha az
olabilecegi gosterilmis olup bizim bulgularimizda da literatiir ile tutarli olarak
kadinlarda plazma diizeyleri daha yiiksek olup metabolizmasi1 daha yavastir (Court,
2010). Sonug olarak bireye 6zgii dozun belirlenmesi esnasinda cinsiyete de dikkat

edilerek uygun doz rejimi uygulanmasi onerilmektedir.

Agirligin artisina bagli olarak metabolizma hizi daha biiylik bir karaciger
varligiyla artig gosterse de dagilim hacmi yavas olacagindan ilaglarin plazma
yarilanma 6mriinii uzamas1 dolayisiyla da beden kitle indeksindeki (BKI) artisa bagl

olarak az da olsa plazma ilag diizeyinin artmasi beklenmektedir (Couchman ve ark.,
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2010; Rostami- Hodjegan ve ark., 2004). Doksan dort kisilik sizofreni grubumuzun
BKI <25 olanlarda KLZ C/D ve DKLZ C/D ortancalar1 (Min; Maks) sirasiyla 1,4
ng/ml/mg (0,21 ng/ml/mg; 4,77 ng/ml/mg) ve 0,53 ng/ml/mg (0,11 ng/ml/mg; 1,74
ng/ml/mg) olarak bulunmus; BKi >25 olanlarda ise bu degerler sirasiyla 1,53
ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) ve 0,59 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 1,76
ng/ml/mg) olarak tespit edilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda BKi’deki artisla
KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeylerinin arttig1 tespit edilmis ancak istatistiksel olarak
anlamli bir fark elde edilememistir. Rostami- Hodjegan ve ark. (2004), ortalama
kiloyu 80 kg olarak alindigindan agirliktaki her bir 10 kg’lik degisimin KLZ plazma
konsantasyonunu + %5 degistirebilecegini belirtmislerdir (Rostami- Hodjegan ve
ark., 2004). Bunun gibi BKI’nin plazma KLZ veya DKLZ diizeyi ile iliskili
olabilecegini gosteren ¢alismalar mevcut olsa da (Anderson ve ark., 2015) BKi’nin
plazma diizeylerine etkisinin olmadigini1 gosteren ¢aligmalarda literatiirde mevcuttur

(Lane ve ark., 1999; Ozdemir ve ark., 2001; Palego ve ark., 2002).

Gergeklestirilen bir calismada ayakta tedavi goren psikiyatri hastalari ile
normal popiilasyonun sigara kullanma egilimleri Kkarsilastirildiginda psikiyatri
hastalarinin egiliminin 1,6 kat daha fazla oldugu ve 6zellikle de sizofreni, depresyon,
kisilik bozuklugu, ankisiyete ve mani olan bireylerde sigara kullanimin daha yiiksek
oldugu saptanmistir (Hughes ve ark., 1986). KLZ’nin metabolizmasinda gérev alan
major enzim CYP1A2 olup tiitiin iiriinleri CYP1A2’yi indiikleyerek KLZ N-
demetilasyonunu artirarak KLZ metabolizmasinin hizlanmasina ve plazma KLZ
diizeyinin azalmasina neden olmaktadir (Zullino ve ark.,2002; Rostami- Hodjegan ve
ark., 2004). Bunun yami sira yapilan c¢alismalarda UGT1A4’iin nikotinin
glukuronidasyonunda gorev aldig1 gosterilmistir (Nakajima ve ark., 2005; Wassenaar
ve ark., 2015) ve sigara tiiketiminin UGT1A4 enzim aktivitisini indiikledigi
gosterilmistir (Court, 2010). Bizim ¢alismamizda da Sigara tiiketiminin ¢ok oldugu
grupta plazma diizeyleri daha diisiik bulunmus olup bunun sigaranin CYP1A2’nin
yan1 sira UGTI1A4 dizerine olan etkisinden de kaynaklanmig olabilecegini
sOyleyebiliriz. Haslemo ve ark. (2006), sizofreni c¢alisma grubunda yaptiklar
arastirma sonucunda gilinde 7-12 arasinda sigara kullanimmin KLZ plazma

metabolizmasint maksimum oranda indiikledigi ve serum KLZ konsantrasyonunu
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%50 oraninda azalttigin1 belirtmislerdir. Yaptigimiz c¢alismada hastalar hig
icmeyenler ve glinde 7°den az igenler ile 7°den fazla sigara kullananlar olmak iizere
iki gruba ayirilarak plazma KLZ ve DKLZ diizeyleri incelenmistir. Veriler
sonucunda hi¢ igmeyenler ile giinde 7°den az kullananlarda ve 7’den fazla sigara
tilketenlerde KLZ C/D diizeyleri ortancalart (Min; Maks) sirasiyla 1,73 ng/ml/mg
(0,21 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) ve 1,19 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 9,72 ng/ml/mgq)
olarak DKLZ C/D diizeylerininki ise sirasiyla 0,59 ng/ml/mg (0,18 ng/ml/mg; 4,12
ng/ml/mg) ve 0,4 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 1,52 ng/ml/mg) olarak bulunmustur.
Elde edilen sonuglardan sigara kullaniminin artmasiyla KLZ ve DKLZ diizeylerinin
azaldig1 goriilmektedir bunun da CYP1A2 nin sigara kullanimina bagli indiiklenmesi
sonucu meydana gelmis olabilecegini sdyleyebiliriz. Sonugclar literatiir ile uyumludur
ancak istatistiksel anlamlilik mevcut degildir. Van der Wiede ve ark. (2003), sigara
kullanan hastalarinda plazma KLZ diizeylerinin sigara kullanmayanlara gore 2,4 kat
daha diisik oldugunu bulmuslar ve sigara kullananlara uygulanacak olan dozun
sigara i¢cmeyenlere gore yaklasik 1,9 kat daha yiiksek dozda verilmesini
onermektedirler (Van der Wiede ve ark., 2003). Rostami- Hodjegan ve ark. (2004),
sigara kullananlara uygulanan KLZ dozunun kullanmayaninkilere gére daha yiiksek
olsa da plazma KLZ ve DKLZ diizeylerinin daha diisik oldugunu KLZ/ DKLZ
metabolik orani karsilastirildiginda sigara igenlerde oran daha yiiksek bulunmustur.
Metabolik hizin yiiksek olmasini sigaranin CYP1A2’yi indiikleyerek KLZ N-
demetilasyonunu artirmasi sonucu olabilecegi varsayiminda bulunmuglardir
(Rostami- Hodjegan ve ark., 2004). Cinli sizofreni grubunda sigara i¢en erkekler ile
sigara tilketmeyen erkeklerde KLZ C/D ve DKLZ C/D oranlar sigara igen grupta
daha diisiik bulunmustur (Tang et al., 2007). Calismamizda KLZ/ DKLZ oran
ortancalar1 7°den fazla sigara tliketenlerde (Min; Maks) 2,27 (0,87; 14,04); 7’den az
ve hi¢ igmeyenlerin bulundugu grupta 2,61 (0,64; 5,89) bulunmustur. Bu da Rostami-
Hodjegan ve ark. (2004)’nin sonuglar1 ile uyumlu olup 7’den fazla sigara tiiketen
grupta KLZ metabolizmasinin daha hizli oldugunun gostergesidir. Lowe and
Ackman ise yaptiklar1 ¢alisma sonucunda sigara tiiketen grupta tiiketmeyenlere gore
daha yiiksek dozda KLZ uygulansa dahi bu bireylerde plazma KLZ ve DKLZ
diizeylerinin daha diisiik oldugunu gostermisler. Sigara kullaniminin birakilmasi

sonucunda CYP1A2 aktivitesi azalacagindan hastalarda KLZ plazma diizeyinin artis
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gosterebilecegini ve KLZ dozunun %30-%40 oraninda azaltilacak sekilde yeniden
doz ayarlanmasi yapilabilecegini 6nermektedirler (Lowe and Ackman, 2010). Faber
ve Fuhr (2004), giinde 20’nin iizerinde sigara kullanan bireylerin sigarayr birakmasi
sonucu 38,6 saatte CYP1A2 indiiklenmesinin yar1 yariya azaldigini belirtmislerdir.
Buna bagli olarakta hastalarin sigarayr azaltmasi veya tamamen kullanimina son
vermesi durumunda CYP1A2 ile katalizlenen ve dar giiven araligina sahip olan
KLZ’nin bu gibi durumlarda yeniden doz ayarlamasinin yapilmasi gerektigini
onermektedirler (Faber ve Fuhr, 2004). Cormac ve ark. (2010), gerceklestirdikleri
retrospektif caligmada 48’i sigara kullanan toplam 51 kisilik deney grubunda 2
kisinin plazma KLZ diizeyi 1000 pg/mL’iken, tiim bireylerde sigara yasaklandiktan
lic ay ve alt1 ay sonra KLZ plazma diizeylerini kontrol ettiklerinde {i¢ ay sonunda
hastalarin 14’{iniin, alt1 ay sonra ise 20’sinin plazma KLZ diizeylerinin 1000
png/mL’nin lizerinde oldugu saptanmistir (Cormac ve ark., 2010). Sonug olarak
CYP1A2’nin sigara kullaniminin artmasiyla indiiklendigi ancak kullanimi
azaltildiginda veya birakildiginda CYP1A2’nin indiiklenmesinin diistiigii bu nedenle
hastalarin sigara kullanimi ve KLZ plazma diizeyleri diizenli olarak takip edilerek
yeni doz ayarlamalarinin yapilmasi onerilmektedir. Bizim ¢aligmamizda elde edilen
sonuglar Rostami- Hodjegan ve ark.,’ nin bulgulari ile tutarlilik gosterip CYP1A2’nin

veya UGT1A4’lin sigara ile indiiklenmesi sonucu olabilecegini sdyleyebiliriz.

Kahve, ¢ay, kola gibi kafein iceren icecekler yorgunlugu giderdigi, is yapma
kapasitesini artirdigi ve ruhsal durum yiikselmesine neden oldugu i¢in tercih
edilmektedir. KLZ’nin yani sira kafeinde CYP1A2’nin substratidir (Carrillo ve
Benitez, 2000). KLZ’ nin CYP1A2’ye olan afinitesi kafeininkinden daha yiiksek olsa
da kafein miktarinin artmasiyla kafeinin CYP1A2’ye daha ¢ok baglanmakta ve KLZ
metabolizmasi yavaglayabilmektedir. Bu durumda kafein CYP1A2 iizerinde inhibe
edici etki gosterip KLZ plazma diizeyinin artmasimna neden olabilmektedir
(Bertilssson ve ark., 1994; Carrillo ve Benitez, 2000). Calisma grubumuzda bireyleri
giinde <0,4 g’da az kullananlar ve 0,4 g’dan ¢ok kafein kullananlar olmak iizere
grupladigimizda KLZ C/D diizeyleri ortancalari1 (Min; Maks) sirasiyla 1,73 ng/ml/mg
(0,3 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) ve 1,13 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 9,72 ng/ml/mg);
DKLZ C/D 0,62 ng/ml/mg (0,25 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) ve 0,52 ng/ml/mg (0,06
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ng/ml/mg; 1,98 ng/ml/mg) olarak bulunmustur. KLZ/ DKLZ oranlar1 ortanca (Min;
Maks) degerleri ise <0,4 g’dan az kullananlarda 2,62 ng/ml/mg (0,64 ng/ml/mg; 5,9
ng/ml/mg) ve >0,4 g’dan fazla kullananlarda 2,3 ng/ml/mg (0,87 ng/ml/mg; 14,04
ng/ml/mg) bulunmustur. Carrillo ve ark. (1998), KLZ kullanan hastalara bes glinliik
kafeinden yoksun diyet uyguladiklarinda KLZ plazma konsantrasyonunun yaklasik
%47 oraninda azaldigin1 bulmuslar ve KLZ tedavisi uygulamasinda hastalarin giinliik
kafein kullannom miktarinin da g6z Oniine alinarak diizenlenmesi gerektigini
onerisinde bulunmuslardir (Carrillo ve ark., 1998). Hagg ve ark. (2000), ise 12
saglikli birey 12,5 mg KLZ ve 400- 1000 mg kafein verdiklerinde kafeinin
CYP1A2’yi inhibe ederek KLZ atilimim azalttigin1 gostermislerdir (Hagg ve ark.,
2000). Raaska ve ark. (2004), ise kafein kullaniminin CYP1A2’yi inhibe etmesi
sonucunda serum KLZ ve DKLZ konsantrasyonlarinin sirastyla %26 ve %7 oraninda
artabilecegini belirtmislerdir (Raaska ve ark., 2004). Literatiirdeki bu verilerin yani
sira Rajkumar ve ark. (2013), gergeklestirdikleri ¢alismada CYP1A2 aktivitesini
inhibe ederek, 250 mg/giin altinda tedavi dozu uygulanan hastalarin %73,3’de serum
KLZ diizeyinin yetersiz kalabilecegini gdstermislerdir. Bizim bulgularimiz da
istatistiksel olarak anlamli olmasa da Rajkumar ve ark. (2004), bulgular ile tutarli
olup, plazma KLZ ve DKLZ diizeyleri kafein tiiketimi fazla olan grupta daha diisiik
bulunmustur (Rajkumar ve ark., 2004). Rajkumar ve ark. (2004) kahve tiiketiminin
genellikle sigara tiiketimi ile birlikte oldugunu ve ikisinin beraber CYP1A2
tizerindeki etkisinin daha detayli incelenmesini ve kafein haricindeki diger
iceceklerden de gelebilecek CYP1A2 etkisinin daha detayli incelenmesi gerektigini
onermektedirler (Rajkumar ve ark., 2004). Bizim c¢alismamizdaki verilere
bakildiginda sigara kullamimin ¢ok oldugu grupta kafein tliketimininde arttig1
bireylerde gozlemlenmistir. Bundan yola ¢ikarak kafein tiiketiminin ¢ok oldugu
bireylerde sigara tiilketiminden kaynaklanabilecek bir indiiksiyona bagh gelisebilecek
diisiik plazma degerlerine rastlanmis olabilecegini diisiinebiliriz. Elde edilen veriler
dikkate alindiginda KLZ kullanan hastalarda kafein tiiketiminin de hasta i¢in en
uygun dozun belirlenmesinde onemli bir etkiye sahip olabilecegini ve klinisyenin
uygun doz se¢imini belirlemesinde kafein kullaniminin CYP1A2 tizerindeki etkisinin

de g6z onilinde bulundurmasi onerilmektedir.
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KLZ gibi 6zellikle de dar terapotik aralifa sahip ilaglarda etkin tedavinin
saglanmasi, advers ve yan etkilerin en aza indirgenebilmesi i¢in yukarida yer alan
cevresel ve biyolojik etmenlerin yani sira ilag metabolizmasinda gorev alan enzim ve
proteinlerdeki genetik farkliliklarin da tanimlanarak klinige uyarlanmasi bireysel

etkin tedavinin saglanmasinda biiyiik 6nem tagimaktadir.

Wang ve Sadée (2006) in vitro ortamda gergeklestirdikleri deneyde 3435.
pozisyonda T allelinin bulundugu durumlarda mRNA stabilitesinin 1,5 ile 2 kat
arasinda azaldigini ve protein diizeyinde azalmaya neden oldugunu belirtmislerdir
(Wang ve Sadée, 2006). Farelerde yapilan in vitro calismada, P-gp’nin substrat
olarak DKLZ’e olan ilgisinin KLZ’e gore olan ilgisinden daha fazla oldugu ve
ABCB1 geninden yoksun olan farelerin beyinlerinde DKLZ konsantrasyonunun 8,8
kat artmis oldugu bulunmustur (Schmitt ve ark., 2012). Bu calisma sonucunda da
CC, CT ve TT genotipine sahip olan bireylerde KLZ C/D diizeyi ortancalart (Min;
Maks) 1,18 ng/ml/mg (0,42 ng/ml/mg; 6,86 ng/ml/mg), 1,62 ng/ml/mg (0,06
ng/ml/mg; 9,72 ng/mli/mg) ve 1,41 ng/mli/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49) olarak
bulunmustur. Bulgulara gére KLZ C/D diizeyi TT genotipe sahip olanlarda CC
genotipine sahip olanlara gore daha yiiksek oldugundan KLZ tasinmasinin TT
genotipine sahip olanlarda azalmis olabilecegini sdyleyebiliriz. Calismamizda da
ABCB1 C3435 polimorfizminin DKLZ C/D diizeyi ile arasindaki iliski
arastirildiginda CC, CT ve TT genotipine sahip bireylerdeki DKLZ C/D diizeyi
ortancalar1 (Min; Maks) 0,52 ng/ml/mg (0,11 ng/ml/mg; 1,98 ng/ml/mg), 0,59
ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) ve 0,53 ng/ml/mg (0,11 ng/ml/mg; 4,12
ng/ml/mg) olarak bulunmustur. Bulgularimiz sonucunda TT genotipine sahip
bireylerde CC genotiplilerle karsilagtirildiginda KLZ’de oldugu gibi DKLZ
tasinmasinda azalma meydana geldigi gorilmiistir. Hoffmeyer ve ark. (2000),
gerceklestirdikleri in vivo deney sonucunda ABCB1 gen bolgesinde 3435. pozisyonda
TT genotipine sahip bireylerde CC genotipine sahip olanlara gére MDRI1
ekspresyonunun 2 kat daha az oldugu ve ilag plazma diizeylerinin 4 kat daha fazla
oldugunu bulmustur (Hoffmeyer ve ark., 2000). Sirot ve ark. (2009), 75 Isvicreli
sizofreni hastasinda yapmis olduklar1 ¢alismada 3435TT genotipine sahip olan
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bireylerde ortalama KLZ plazma konsantrasyonunun CC genotipine sahip olan

bireylere gore 1,6 kat daha yiliksek oldugunu bulmuslardir (Sirot ve ark., 2009).

Consoli ve ark. (2009), 60 kisilik KLZ kullanan italyan sizofreni hastasinda
ABCB1 i¢in CC genotipine sahip bireylerin KLZ diizeylerinin CT veya TT
genotipine sahip olan bireylere gore istatistiksel olarak anlamli derecede daha diisiik
oldugunu bulmuslardir. CC genotipine sahip bireylerde ilag plazma diizeylerinin
istenilen diizeye ulagsmasi ve ilagtan maksimum yararlanim elde edilebilmesi i¢in
giinlik KLZ dozunun diger genotipe sahip bireylerinkine gore daha fazla olmasi
gerektigini onermislerdir (Consoli ve ark., 2009). Akamine ve ark. (2017), ise 45
Japon hastada yaptiklar1 aragtirmada CC genotipine sahip bireylerde doz normalize
KLZ ve DKLZ’nin sirastyla ortalamalarini 1,79 ng/ml/mg ve 0,74 ng/ml/mg olarak
belirlemisler, CT genotipine sahip oldugunu bunlarda ise ortalama doz normalize
KLZ ve DKLZ’nin sirastyla 1,49 ng/ml/mg ve 0,62 ng/ml/mg olarak tespit
etmislerdir. TT genotipine sahip bireylerde ise ortalama doz normalize KLZ’leri 1,89
ng/ml/mg ve doz normalize DKLZ ortalamalart ise 0,68 ng/ml/mg olarak
bulunmustur. Ancak ¢alisma sonucunda genotiplere gére bu diizeyler arasinda bir
farklilik olmadig tepsit edilmistir (Akamine ve ark., 2017). Piatkov ve ark. (2017),
farkli irklardan olusan c¢alisma gruplarinda gerceklestirdikleri aragtirmada yirmi bes
kisinin CC, otuz kisinin CT ve on ii¢ kisinin de TT genotipine sahip oldugunu
belirlemisler ve genotip ile KLZ ve DKLZ serum diizeylerinin iliskili olmadigim
gostermisledir (Piatkov ve ark., 2017). Olsson ve ark. (2015) ise 95 kisilik Isvecli
hasta grubunda gergeklestirdikleri ¢alisma sonucunda genotiplerin KLZ ve DKLZ
diizeylerine etkisine rastlamamiglardir (Olsson ve ark., 2015). Literatiirdeki verilerle
elde edilen sonuclar ile uyumlu olarak bizim ¢aligmamizda da genotiplere gore KLZ
ve DKLZ diizeyleri arasinda istatistiksel acidan bir farklilik tespit edilememistir.
Ancak tiim veriler géz oniline alindiginda sonucglarimiz istatistiksel olarak anlamlilik
gostermese de literatlirdeki diger bulgular ile uyumlu olarak CC genotipine sahip
olan bireylerde plazma diizeyleri daha digiik bulunmustur. Bunlarla birlikte
literatiirde Tiirk popiilasyonunda ABCB1 genotiplerinin agraniilositoz ile iliskisinin
arastirildigr bir calisma mevcut olup calismada plazma konsantrasyon tayini

yapilmamistir. Bu nedenle Tirk sizofreni hastalarinda plazma KLZ ve DKLZ

131



diizeyleri Olgiilerek bu diizeylere ABCB1 genotiplerinin etkisinin arastirildig: ilk

calisma olma 6zelligine de sahiptir.

Klozapinin UGT1A4 ile glukuronidasyonu sonucu iigiinciil ve doérdiinciil
yapidaki glukuronit iiriinleri olan klozapin-5-N- glukuroniti ve klozapin- N*-
glukuroniti olusurken DKLZ’i katalizlemesi sonucu da desmetilklozapin-5-N-
glukuronitin (DKLZ-5-N- glukuronit) olusmaktadir (Erikson- Ridout ve ark., 2012).
UGT1A4*3 polimorfizmi sonucunda 16sin amino asidi yerine valin amino asidi
gelmesi sonucunda UGT1A4 enziminin substrat baglanma bolgesinde etilen grubuna
bagli bir sterik degisiklik meydana gelmekte ve bu da enzimin substrata
baglanmasinda etki edebilmektedir (Ghotbi ve ark., 2010). Verilerimiz sonucunda
UGT1A4 T142G polimorfizminde TT ve TG+GG genotipine sahip bireylerde KLZ
C/D ortancalar1 (Min; maks) sirasiyla 1,47 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49
ng/ml/mg) ve 1,33 ng/ml/mg (0,31 ng/ml/mg; 3,05 ng/ml/mg); DKLZ C/D diizeyleri
ortancalar1 (Min; Maks) ise 0,59 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) ve 0,44
ng/ml/mg (0,15 ng/ml/mg; 1,13 ng/ml/mg) olarak bulunmustur. Bulgularimiz
gostergesinde  polimorfizm sonucunda UGT1A4*3 ile KLZ ve DKLZ’nin
glukuronidasyonunun hizlandigin1 ve varyant bireylerde plazma diizeyinin daha
diisiik oldugu bulunmustur. Mori ve ark. (2005), in vitro ortamda gergeklestirdikleri
calismada varyant bireylerin yabanil tip genotipe sahip bireylere gore KLZ’1 iki kat
daha etkili bir sekilde katalize ettigini belirtmislerdir (Mori ve ark., 2005).
Insanlardan alinan karaciger hiicrelerinde gergeklestirilen bir diger in vitro calismada
varyant bireylerde (UGT1A4 48Val) Vma/Km degerlerinin yabanil tip bireylere
(UGT1A4 48Leu) gore KLZ-5-N- glukuronit, KLZ-N+- glukuronit ve DKLZ-5-N-
glukuronit i¢in sirastyla 5,2; 2,0 ve 3,4 kat daha fazla oldugu bulunmustur (Erikson-
Ridout ve ark., 2012). Olsson ve ark. (2015), KLZ kullanan 95 Isvegli bireyde
yaptiklart ¢alismada UGT1A4 L48V polimorfizminin KLZ ve DKLZ plazma
diizeylerine etkisini arastirdiklarinda farklilik tespit etmemislerdir (Olsson ve ark.,
2015). Bizim verilerimizde Olsson ve ark. (2015) verileri ile uyumlu olup TT
genotipine sahip olanlarda daha diisik KLZ ve DKLZ goriilsede istatistiksel olarak
anlamlilik tespit edilememistir. Ancak KLZ ve DKLZ diizeylerinin TT genotipine

sahip olan bireylerde daha diisiik olmasina bagli olarak klinisyenlerin bu genotipe
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sahip olan bireylerde etkin tedaviyi elde edebilmeleri ve hastanin tedaviden
maksimum oranda yararlanim saglayabilmesi i¢in genotipleme sonuclarint da dozun
belirlenmesinde bir biyogosterge olarak kullanilmasi Onerilmektedir. Ayrica
calismamiz UGT1A4 polimorfizminin Tiirk sizofreni popiilasyonunda arastirildig ilk
calisma olma 6zelligine sahip olup bu genotiplerin plazma KLZ ve DKLZ diizeyleri

tizerinde etkisinin de incelendigi ilk arastirma olma 6zelligi tasimaktadir.

ABCB1 ve UGT1A4 genotipleri her iki enzim i¢inde hizli ¢alisanlar (ABCB1
CC+ UGT1A4 TG) ve yavas calismaya neden olanlar (ABCB1 TT+ UGT1A4 TT)
olmak {iizere gen kombinasyonlar1 yapilarak KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeyleri
karsilagtirildiginda KLZ C/D diizeyleri ortancalart (Min; Maks) ABCB1 CC+
UGT1A4 TG ve ABCB1 TT+ UGT1A4 TT gruplari icin sirastyla 1,69 (0,45; 3,05) ve
1,43 (0,22; 10,49) olarak bulunmustur. DKLZ C/D diizeyleri ortancalari (Min;
Maks) ABCB1 CC+ UGT1A4 TG igin 0,47 ng/ml/mg (0,15 ng/ml/mg; 0,65
ng/ml/mg), ABCB1 TT+ UGT1A4 TT grubu i¢in 0,69 ng/ml/mg (0,11 ng/ml/mg;
4,12 ng/ml/mg) olarak bulunmakta olup bu da ABCBl1 TT+ UGT1A4 TT
genotiplerine sahip olan grupta KLZ C/D diizeyi daha diisiik, DKLZ diizeyinin ise
diger gruba gore daha yiiksek bulunmustur. Bulgularimiz sonucunda ABCBL1’in
plazma diizeylerine olan etkisi g6z Oniinde bulundurulabilir ancak bizim
sonuglarimiza gore yanit veya advers etki gelisiminde bir etkisinin olabilecegi klinik
olarak soylenemez. Ancak ABCB1 geninde TT genotipine sahip olanlarda hiicresel
atilimin azaldigini bu nedenle bu bireylerde DKLZ diizeyinin daha yiiksek oldugunu;
UGT1A4 geninde TT genotipine sahip olunmasi durumunda DKLZ atiliminin daha
azaldigimi ve boylece DKLZ’nin daha yiiksek oldugunu soyleyebiliriz. Sonug olarak
her iki gen bolgesinde ABCB1 TT+ UGT1A4 TT genotipine sahip olan bireylerde
hiicresel atilimimn ve eliminasyonun yavas olacagindan bu bireylerde doz
ayarlamasinin diger genotiplere sahip olan bireylere gore daha dikkatli yapilmasi
onerilmektedir. Sonug¢ olarak ABCB1’in aksine, UGT1A4 in ilacin metabolizmasinda

ve plazma diizeyine etkisinde klinik olarak 6nemli oldugunu sdyleyebiliriz.
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5. SONUC ve ONERILER

KLZ ve DKLZ’nin hiicresel taginmasinda rol oyanayan ABCBI1 proteinini ve her iki
molekiiliin glukuronidasyonla eliminasyonunda gorev alan UGT1A4 enzimini
kodlayan gen boélgerinde meydana gelen polimorfizmler proteinlerin/ enzimlerin
ifadesinde degisiklige neden olarak KLZ ile tedavi goren hastalarda tedavide bireyler
arasinda farkliliga neden olabilmektedir. Bu calismada, KLZ kullanan sizofreni
hastalarinda KLZ ve onun aktif metaboliti olan DKLZ plazma diizeylerine ABCB1
C3435T ve UGT1A4*3 gen polimorfizmlerinin etkileri incelenmistir. Calismamizda
ayrica cinsiyet, yas, sigara, kafein miktarlari ve BKI gibi cevresel ve sosyal

etmenlerinde plazma KLZ ve DKLZ diizeylerine etkilerine bakilmuistir.

Sonuglarimiza gére erkeklerde kadinlara gore ve BKI 25’in altinda olanlarda
25’in istiinde olanlara gére KLZ ve DKLZ diizeyleri daha diisiikk bulunurken, 45
yasin iizerinde bulunanlarda bu diizeyler daha yiiksek olarak saptanmistir. Bununla
birlikte giinde 7’nin lizerinde sigara i¢enlerde hi¢ kullanmayan ve giinde 7’den az
kullanan gruptakilerle karsilastirildiginda daha disik KLZ ve DKLZ diizeylerine
sahip olduklar1 saptanmistir. Ayn1 sekilde kafein kullanimi giinde 0,4 g iizerinde
olanlarda 0,4 g’dan az kullananlara gore daha diisik KLZ ve DKLZ diizeylerine

sahip olduklar1 gortilmustiir.

ABCB1 ve UGT1A4 genotipleri ile KLZ ve DKLZ diizeyleri arasinda
istatistiksel agidan bir anlamlilik bulunamamistir (p>0,05). Buna ragmen ABCB1 TT
genotipine sahip olanlarda KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeyleri ABCB1 CC genotipine
sahip olanlardan daha yiiksek bulunmustur. UGT1A4 TT genotipine sahip olanlarda
da UGT1A4 TG+ UGT1A4 GG genotiplerine sahip olan grupla karsilastirildiginda
KLZ C/D ve DKLZ C/D diizeyleri daha yiiksek bulunmustur. Bu sonuglardan yola
¢ikarak her iki gen i¢in hizli ¢aligmaya yol agan genotip kombinasyonu (ABCB1 CC+
UGT1A4 GT) ve her iki gen icin yavas ¢alismaya yol acan genotip kombinasyonu
(ABCB1 TT+ UGT1A4 TT) birlikte degerlendirildiginde, ABCB1 TT+ UGT1A4 TT
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grubundakilerde daha diisiik DKLZ diizeylerine sahip oldugu goriilmiistiir. Sonug
olarak tim bulgularimiz degerlendirildiginde istatistiksel olarak anlamli sonug elde
edilmediginden klinik 6neme sahip olamayabilecegini sdyleyebiliriz. Ancak, ABCB1
C3435T ve UGT1A4*3 polimorfizmlerinin KLZ ve DKLZ diizeyleri iizerinde etkili
olabilecegi bulunan sonuglar ile gosterilmis ve elde edilen verilerin literatiir ile
uyumlu oldugu goriilmiistiir. Bunun sonucunda da bireysel tedavide etkililigin
artirilmasi ve yan etkilerin en aza indirgenmesinde ABCB1 C3435T ve UGT1A4*3
polimorfizmlerinin  psikofarmakoterapide farmakogenetik biyogosterge olarak
kullanilma potansiyeli vardir. Istatistiksel olarak anlamli sonuglar igin ¢alisma

grubunun genisletilmesi onerilmektedir.

Arastirma kapsaminda calisilan proteinler/ enzimler, KLZ
farmakokinetiginde goérev almaktadir. Bu genlerde yer alan polimorfizmlere bagh
olarak bu genlerin kodlamis oldugu proteinlerde polimorfizmlerin bulundugu nokta
ve olus sekillerine goére proteinin yapisinda ve fonksiyonunda degisiklik meydana
gelerek KLZ toksikokinetigini degistirebilmektedir. Buna bagli olarak polimorfik
bireylerde diger bireylerle ayn1 doz uygulansa da kan ila¢ ve metabolit diizeyi normal
bireylere gore daha farkli olabileceltir. Dolayisiyla bu genler agisindan mutasyonlu
bireylerin belirlenmesi ile polimorfik bireylerde ila¢ dozunun belirlenmesi ve

tedavinin etkin bir hale getirilmesi potansiyeli arastirilmistir.

*Bu potansiyelin sonuglar1 bireysel etkin tedavinin saglanarak hastanin yasam
kalitesinin artirilabilmesi, hastaliktan etkilenmenin en aza indirgenebilmesi ile

yasamini idame ettirebilmesine yardimci olunabilecektir.

*S6z konusu arastirilan genlerin ileride farmakogenetik biyogostergeler olarak

kullanilabilmesi potansiyeli bulunmaktadir.

*Bu aragtirma benzer fonksiyonlar1 olan diger enzim ve proteinlerin gen

polimorfizmlerinin ¢alisilacag1 diger calismalara da 6rnek olabilecektir.
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* Arastirma sonunda kurulan genotipleme yontemlerinin ileriki yillarda kit haline

getirilerek hastanelerde kullanilabilme potansiyeli de bulunmaktadir.

* Calismanin sonuglart adli bilimler agisindan degerlendirildiginde; Tiirkiye’de
sizofreni hastalarinda etkin tedavinin goriilemedigi durumlarda hastaligin yan etkisi
olarak bireylerde haliisinasyon ve deliizyonlara bagl olarak intihar riskinin arttig
goriilebilmektedir. Bunun nedenlerinden biri de KLZ kullanan hastalarda etkin
tedavinin  saglanamamasindan kaynaklanabilmektedir. Ayrica, yiliksek doz
uygulamasina bagli olarak tedavide advers etkiler gozlemlenebilmektedir. Elde
edilen verilerimiz ile hastalarda ABCB1 ve UGT1A4 gibi KLZ farmakokinetiginde
rol alan genlerdeki TNP’lerinin belirlenmesi ile KLZ tedavisinde etkililik artirilarak
hastalarin haliisyon ve deliizyonlar1 azaltirilarak intihar risklerinin ve doza bagh

gelisebilecek toksisitenin azaltilabilecegi diisiiniilmektedir.
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OZET

Sizofreni Hastalarinda Klozapin ve Norklozapin Kan Plazma Diizeylerine
ABCB1 3435C>T ve UGT1A4 L48V Polimorfizmlerinin Etkisi

Klozapin (KLZ), tedaviye direngli sizofreni hastalarinda kullanilan atipik bir
antipsikotiktir. Bu ilag dar terapdtik indekse sahip olmasi, ¢evresel ve biyolojik
faktorlerin plazma ilag diizeyine etkileri nedenleriyle kullanimda ¢esitli sorunlarla
karsilagilabilmektedir. Plazma KLZ seviyesindeki farkliliklarin nedenleri arasinda
ilag metabolizma enzimlerini kodlayan genlerdeki farkliliklar biiyiik 6neme sahiptir.
Bu calismada KLZ metabolizmasinda gorev yapan ABCB1 ve UGT1A4 genlerindeki
farkliliklarin plazma KLZ ve ana metaboliti olan norklozapin (DKLZ) diizeylerine
etkisi arastirilmistir.

Sizofren tanisi alan 94 hastada plazma KLZ ve DKLZ diizeylerinin yiiksek
performansli sivi kromotografisi ile miktar tayini yapilmistir. Bu hastalardaki hedef
gen polimorfizmleri ise polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon pargasi uzunluk
polimorfizmi yontemi ile analiz edilmistir.

ABCB1 C3435T ve UGT1A4 L48V polimorfizmi varyant allele frekansi sirasiyla
%49 ve %13’tir. Bu ¢alismada ABCB1 CC, CT ve TT genotipine sahip olan
bireylerde KLZ C/D diizeyi ortancast (X) (Min; Maks) degerleri sirasiyla 1,18
ng/ml/mg (0,42 ng/ml/mg; 6,86 ng/ml/mg), 1,62 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 9,72
ng/ml/mg) ve 1,41 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49) olarak bulunmustur. UGT1A4
T142G polimorfizminde TT ve TG+GG genotipine sahip bireylerde KLZ C/D x
(Min; Maks) sirasiyla 1,47 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) ve 1,33
ng/ml/mg (0,31 ng/ml/mg; 3,05 ng/ml/mg); DKLZ C/D diizeyleri x (Min; Maks) ise
sirastyla 0,59 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) ve 0,44 ng/ml/mg (0,15
ng/ml/mg; 1,13 ng/ml/mg) olarak bulunmugstur. Ayrica, her iki gen bolgesi kombine
edildiginde ABCB1 TT+ UGT1A4 TT genotipine sahip olan bireylerde hiicresel
atilimin ve eliminasyonun yavas oldugu goriilmiistiir.

Sonug olarak her iki polimorfizm ve genetik kombinasyonlarin plazma KLZ ve
DKLZ diizeylerine etkisinden elde edilen sonuglardan, ABCBl1 ve
UGT1A4 genotiplerinin KLZ tedavisinde etkililgin arttirilabilmesinin ve advers ilag
reaksiyonlarmin minimuma indirilebilmesinin saglanabilmesinde farmakogenetik
analiz olarak kullanilma potansiyeline sahip oldugu goriilmiistir.

Anahtar Soézciikler: Klozapin, Desmetilklozapim, ABCB1, UGT1A4, Plazma

diizeyi.
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SUMMARY

The Effect of ABCB1 3435 C>T and UGT1A4 L48V Polymorphisms to the
Plasma Clozapine and Norclozapine Levels in Patients with Schizophrenia

Clozapine (KLZ) is an atypical antipsychotic which used in treatment-resistant
schizophrenia patients. The various problems may be encountered in treatment due to
KLZ has a narrow therapeutic index and the effects of environmental or biological
factors on plasma drug levels. Differences in the genes encoding as a drug
metabolism enzyme have major importance among the differences in plasma KLZ
level. The aim of this study was to investigate the effects of ABCB1 and UGT1A4
genes on plasma CLZ and its main metabolite, norklozapine (DKLZ).

Plasma CLZ and DKLZ levels were quantified by high performance liquid
chromatography in 94 patients with schizophrenia. Target gene polymorphisms in
these patients were analyzed by using polymerase chain reaction-restriction fragment
length polymorphism method.

The variant allele frequency of ABCB1 C3435T and UGT1A4 1.48V polymorphism is
49% and 13%, respectively. In this study, the mean values (X) (min; max) of KLZ
C/D in individuals with ABCB1 CC, CT, TT genotypes were found 1,18 ng/ml/mg
(0,42 ng/ml/mg; 6,86 ng/ml/mg), 1,62 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 9,72 ng/ml/mg)
and 1,41 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49). Also, KLZ C/D levels mean (X) (min;
max) were measured as 1,47 ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 10,49 ng/ml/mg) and 1,33
ng/ml/mg (0,31 ng/ml/mg; 3,05 ng/ml/mg); DKLZ C/D levels were found as 0,59
ng/ml/mg (0,06 ng/ml/mg; 4,12 ng/ml/mg) and 0,44 ng/ml/mg (0,15 ng/mi/mg; 1,13
ng/ml/mg) for individulas with UGT1A4 GG and UGT1A4 TG+TT genotypes in
UGT1A4 T142G polymorphism. Furthermore, when both gene regions were
combined, cellular excretion and elimination were found to be slow in individuals
with ABCB1 TT + UGT1A4 TT genotype.

In conclusion, it was found that according to the effects of both polymorphisms and
genetic combinations on plasma KLZ and DKLZ levels, the genetic analysis has the

potential to be used to provide individual effective treatment by increasing efficacy
in treatment and reducing adverse drug reactions.

Key words: Clozapine, Desmethylclozapine, ABCB1, UGT1A4, Plasma level.
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