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TESEKKUR
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Hastaliklar1 Nefroloji Bilim Dali Baskani Prof. Dr. Saime PAYDAS ve tez yoneticisi
Prof. Dr. Mustafa BALAL’a, uzmanlik egitimim sirasinda bilgi ve tecriibelerinden
yararlandigim I¢ hastaliklar1 Ana Bilim Dal1 6gretim iiyelerine tesekkiir ederim.
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Biraktigin yerden bana Ogrettiklerinle, beni ben yapan her seyimle devam edecegimi
bilmelisin. Seninle gurur duyuyorum baba.
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koluma girip hayata tutunmami saglayanim. Sana hayranlikla bakmaya devam
edecegimi bilmelisin.

Hayatimin zor zamaninda yanimda olan tath kiza da tesekkiirlerimle...

Dr. Omer DOGAN



OZET

Takrolimus Tedavisi Alan Renal Transplant Hastalarda NFAT-Regulated Gen
Ekspresyonunun Serum Takrolimus Diizeyine Ve Hastalarin Klinigine Olan
Etkileri

Amag¢: Bu caligmada bobrek nakli hastalarinda nakil bobrek reddinin
engellenmesi icin kullanilan immunsiipresif ilaglardan birisi olan tacrolimusun kan
diizeyi ile T hiicre ¢ekirdeklerindeki NFAT-regulated gen ekspresyonuna etkisi ve
klinik yansimalariin arastirilmasi amaglandi.

Gere¢ ve Yontem: Calismamiza Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Nefroloji
Polikliniginde takip edilen, herhangi bir sikayeti olmayan, kontrollerine diizenli gelen
ve Takrolimus kullanan 48 bdbrek nakil alicis1 dahil edildi. Hastalardan takrolimus son
dozundan 12 saat sonraki NFATC2 gen aktivasyonu vetacrolimus kan diizeyi dlgiildii.
Kan oOrnekleri alindiktan sonra hastalarin kullandiklar1 dozda takrolimus aldiktan
sonraki 3. saatte ayni Olglimler yapildi. Kan diizeyleri ve gen aktivasyonlar1 ve klinik
bulgular arasindaki iliskiler degerlendirildi.

Bulgular: NFATC2-Gen Aktivasyon 0. saat ve 3. saat degeri ile Takrolimus O.
saat ve 3. saat arasinda istatistik olarak anlamli bir korelasyon saptanmadi. Takrolimus
3. saat ile hemoglobin, HTC ve Trigliserit arasinda istatistik olarak anlamli bir
korelasyon saptandi. Idrar protein/kreatinin ve idrar albiimin/kreatinin ile Takrolimus O.
saat ile idrar protein/kreatinin ile takrolimus 3. saat arasinda istatistik olarak anlaml ters
yonlii korelasyon saptandi.

Sonu¢: NFATC2 gen aktivasyonu takrolimus alimindan 3 saat sonra artma
egiliminde oldugu ancak istatiksel olarak anlamli olmadigi, NFATC2 gen
aktivasyonunun 0. saat ve 3. saat degeri ile takrolimusun 0. saat ve 3. saat arasinda
istatistik olarak anlamli bir korelasyon olmadig:1 gozlendi. Dolayisiyla hastalarin takip
edilmesinde NFATC2’nin takrolimus kan ila¢ konsantrasyonuna bakilmasina iistiinliigii
olmadig1 diisiiniilebilir, ancak yiiksek diizeyde aktivasyonun klinik sonuglar1 belli
degildir.

Anahtar kelimeler: Bobrek nakli, Tacrolimus, NFAT-regulated gen ekspresyonu
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ABSTRACT

Effects of NFAT-regulated Gene Expression On Serum Tacrolimus Level and
Clinic of Patients In Renal Transplant Patients Receiving Tacrolimus Treatment

Objectives: In this study, it was aimed to investigate the effect and clinical
implications of tacrolimus, one of the immunosuppressive drugs used to prevent
transplant kidney rejection, on blood level and NFAT-regulated gene activation in T cell
nuclei in kidney transplant patients.

Materials and methods: The study included 48 patients who had undergone
kidney transplantation due to recent kidney disease at various times and who had no
complaints and who had routine controls at the Nephrology Polyclinic of Cukurova
University Medical Faculty, regardless of age and gender. NFAT gene expression was
measured 3 hours and 12 hours after tacrolimus treatment in kidney transplant patients
using tacrolimus, and clinical implications were evaluated by comparing with 12-hour
tacrolimus blood level.

Results: There was no statistically significant correlation between NFATC2-Gene
Activation 0. hour and 3. hour value and Tacrolimus 0. hour and 3. hour. A statistically
significant correlation was found between tacrolimus 3 hour and hemoglobin, HTC and
Triglyceride. A statistically significant reverse correlation was found between urinary
protein/creatinine and urinary albumin/creatinine with Tacrolimus at 0 hour and urinary
protein/creatinine with tacrolimus at 3 hour.

Conclusion: It was observed that NFATC2 gene activation tended to increase 3
hours after tacrolimus ingestion but was not statistically significant, there was no
statistically significant correlation between the 0. hour and 3. hour value of NFATC2
gene activation and tacrolimus 0. hour and 3. hour. Therefore, it can be thought that
NFATC?2 does not have any superiority over tacrolimus blood drug concentration in
monitoring patientsbut clinic impression of the higher levels of gene activation is
unknown.

Keywords: Kidney transplant, Tacrolimus, NFAT-regulated gene expression
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1. GIRIS ve AMAC

Kronik bobrek hastalign (KBH) diinya genelinde yaygin bir halk saglig
sorunudur. Kidney Disease Improving Global Outcome (KDIGO) dernegi, KBH’y1 ii¢
aydan uzun siire mevcut olan bobrek yapisinin veya fonksiyonunun bozuklugu olarak
tanimlamigtir. KBH sik goriilen, morbiditesi ve mortalitesi yiiksek olan, yasam
kalitesini olumsuz etkileyen, erken tani olasilig1 diisiik ancak zamaninda fark edildigi
zaman Onlenebilen veya klinik progresyonu geciktirilebilen bir hastaliktir. KBH
prevalansi, ¢esitli ¢cevresel, etnik, sosyoekonomik farkliliklar nedeniyle diinyanin farkli
yerlerinde oldukca degiskenlik gostermektedir. 2010 yilinda Tiirkiye’de yapilan
CREDIT (A population-based survey of Chronic Renal Disease In Turkey)
calismasinda, Tiirk toplumunda KBH prevalans1 %15,7 olarak bildirilmistir."

KBH’1n en son evresi olan son dénem bobrek hastaligi (SDBH) gelisen hastalarda
kaybedilen renal fonksiyonlar1 yerine koymak igin renal replasman tedavileri
uygulanmaktadir. Hemodiyaliz, periton diyalizi ve bdbrek nakli en uygun tedavi
secenekleri arasindadir. Giliniimiizde hasta yasam Kkalitesi arttiran ve sag kalimi
acisindan en uygun tedavi secenegini olarak bobrek nakli tercih edilmektedir. Basarili
bir bobrek nakli diyaliz tedavisine kiyasla yasam kalitesini artirmakta ve mortalite
riskini azaltmaktadir.”

Immiinsiipresif ilaclarin kesfinden once bobrek nakli yalmzca tek yumurta
ikizlerinden yapilmaktaydi. Zamanla gelistirilen immiinsiipressif ilaglarin kullanildig:
kisiye 6zgii tedavi protokolleri ile birlikte, nakil sonrasi hasta ve graft sag kaliminda
anlamli sonuglar elde edilmistir.

Giiniimiizde bobrek nakli sonrasi1 kortikosteroid, kalsindrin inhibitdrii (KNI) ve
antimetabolitten olusan tedavi protokolleri uygulanmaktadir. Son donemlerde,
immiinsiipressif ve antiproliferatif etkileri nedeniyle, mammalian target of rapamycin
(mTOR) inhibitérleri kullanilmaya baglanmistir. Buimmunsupresif ilaglardan kalsindrin
inhibitorii olan Tacrolimus; toprak mantarindan elde edilmis bir makrolid antibiyotiktir.
Tacrolimus, FK Baglayici protein’e baglanir. Thiicre ¢ekirdeklerinde NFAT-regulated
gen traslokasyonunu Onleyerek kalsindrin fosfataz aktivasyonunu inhibe ederek TGF-3
inhibisyonuna yol agmaktadir. Bu sekliyle immunstipresif etkisini, etkili oldugu gen

bolgesinde molekiiler diizeyde gerceklestirmektedir. Bu etkisiyle tacrolimus akut ve



kronik rejeksiyonu Onlemede uzun yillardir basari ile kullanilmaktadir. Tacrolimus
farmakodinamik olarak dar terdpatik araliga sahiptir.’ Fazla dozda alinan tacrolimus; sik
tekrarlayan ve firsatg1 enfeksiyonlar, sekonder maligniteler basta olmak {izere bir¢ok
olumsuz sonuglara yol acabilirken, etkin dozda alinmayan tacrolimus nakil bdbrek
reddine neden olmaktadir. Hastalarin almasi gereken takrolimus dozu mevcut tedavi
kilavuzlarina gore, alindiktan 12 saat sonra bakilan kan diizeyi Olgiilerek
diizenlenmektedir.

Bu calismada tacrolimus kullanan bobrek nakli hastalarinda takrolimus
tedavisinden 3 saat ve 12 saat sonraki NFAT gen ekspresyonu Ol¢iilerek, 3ve 12 saatlik
tacrolimus kan diizeyi ile karsilastirarak bunun klinik yansimalarinin arastirilmasi

amagclanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Bobrek Hastahigi

KBH tanimi altta yatan sebep ne olursa olsun ii¢ ay veya daha fazla siire ile
glomertiler filtrasyon hizi (GFR) nin 60 mL/dak/1,73m?’nin altinda olmasi1 veya ii¢ ay
veya daha fazla siire ile GFR’den bagimsiz olarak bobrekte objektif bir hasar belirteci
olmas1 olarak ifade edilmektedir. GFR, genellikle yillar i¢inde giderek azalir ve bu
azalma, altta yatan patolojiye gore biiyiik farklilik gosterir. Bobrek yetersizligi olan bir
olguda; sebat eden azotemi (>3 ay), renal osteodistrofi belirti ve bulgulari, uzun siireli
iremik belirti ve bulgular, anemi, hiperfosfatemi, hipokalsemi gibi metabolik
bozukluklar, idrar sedimentinde silendirler ve radyolojik goriintiilemelerde bilateral
kiigiik bobrekler kronisite gostergeleridir.”*

Kronik bobrek hastaliginin baglangic asamasinda sadece bobregin fonksiyonel
rezervinde azalma vardir. Bdobregin diger fonksiyonlar1 (ekskresyon, sentez ve
regiilatuar fonksiyonlar) bozulmadigi i¢in klinik olarak belirlenmekte zorluk
yasanabilir. Hastaligin orta evrelerinde hastalar genellikle asemptomatiktir. Ancak;
enfeksiyon, hipovolemi, obstriikksiyon veya nefrotoksik ilag kullanim1 gibi araya giren
akut stres faktorleri hastayr hizla iliremik tabloya doniistiirebilir. Geri doniistimlii
faktorlerin giderilmesi ile hasta cogu zaman eski durumuna déner. Ileri evreye ulagmus
bobrek yetmezliginde, bobregin ekskresyon, biyosentez ve regiilatuar fonksiyonlarinin
bliylik 6lciide bozulmasi ile klinik belirti ve bulgular (halsizlik, noktiiri vb.) ortaya
cikmaya baglar. Son donem bobrek yetersizliginde, bobrek fonksiyonlarinin ileri
derecede kayb1 sonucunda ise giderek artan azotemi ve her organ sistemi ile ilgili belirti
ve bulgular ortaya c¢ikar. Son donemde ortaya ¢ikan bu klinik hastalik tablosu, tiremi
olarak tanimlanir.

ml/dk/1.73m2 dir.

GFR diisiis hizi 40 yas Tlzerindekilerde normalde yillik 1

Erken tan1 ve dogru tedavi KBH hastalarinin mortalite ve morbiditesini azaltmasi
acisindan onemlidir. KBH evrelendirmesi NKF/KDOQI ve KDIGO kilavuzlarinda
belirtilen kriterlere gore yapilmaktadir. Bu kilavuzlara gore belirlenen KBH evrelemesi
Tablo 1°de gosterilmistir. Evre 5 KBH son donem bobrek yetmezligi kabul edilip Renal

replasman tedavisi (RRT) gerektirmektedir.6



2.2. KBH’de Tedavi Secenekleri

Kronik bobrek hastaliginin tedavisine ne kadar erken baslansada, hastaligin
ilerlemesinin  yavaglatilmast amaclansa da KBH hastalarinin  ¢ogunda SDBY
gelismektedir. K/DOQI Evre IV KBH (GFR<30 ml/dk/1.73 m?) olan hastalarin SDBY
ve tedavi segenekleri hakkinda bilgilendirilmesini énermektedir. GFR 15 ml/dk/1.73 m?
altina inince RRT hastasina klinik durumuna gore baglanabilir. Hastalarda baslangic
RRT secimini hastanin yasi, ailenin tercihi, hastanin merkeze uzakligi, sosyal durumu,
rezidiiel bobrek fonksiyonu varligi gibi faktorler etkilemektedir. Renal replasman
tedavisinde periton diyalizi, hemodiyaliz, renal transplantasyon secenekler arasindadir.
TND 2019 raporuna gor renal replasman tedavisi gerektiren son donem bobrek

yetmezligi hastalarin prevalans ve insidansi sekilde gosterilmistir.'
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Sekil 1. Tiirkiye’de RRT gerektiren SDBH insidansi ve prevalansi

2.2.1. Renal Transplantasyon

Renal transplantasyon hastalara daha rahat ve konforlu bir yasam sunmasi
nedeniyle renal replasman tedavileri arasinda en Onemli alternatifi olusturmaktadir.
Renal transplantasyonda, diyalizden farkli olarak bobrek fonksiyonlar:i daha fazla
orandayerine  getirilmektedir. Renal transplantasyon, hastaya diger diyaliz
tedavilerinden daha 1iyi fizyolojik, sosyal ve fiziksel rehabilitasyon saglar.
Transplantasyon  islemi  multidisipliner ~ yaklasim  gerektirmektedir. = Renal

transplantasyon canli verici veya kadavradan yapilmaktadir. Canli donoér akraba, es



veya akraba dis1 olabilmektedir. Transplantasyon sonrasi bir yillik greft dmrii, canli
vericiden gerceklestirilen nakillerde %70-95, kadavradan gergeklestirilen nakillerde
%50-80 iken; bes yillik greft dmrii, canli vericiden gerceklestirilen nakillerde %60-90,
kadavradan gerceklestirilen nakillerde %40-60"dir.”®

2.3. Renal Transplantasyonda Immiinoloji

Transplantasyonun genetik temelleri 20.ylizyilin ilk donemlerinde atilmistir.
Verici ve alict arasindaki genetik uyum transplantasyon basarisini belirleyen en 6nemli
etkendir.

Alicinin immiin sistemi, verici hiicrelerin yiizeyinde genetik olarak kodlanmis
doku uyumluluk (histokompatibilite) antijenleri denilen belirli molekiilleri tanir. Her
tiriin farkli kromozomlarinda yerlesen ve bu proteinleri kodlayan genlere “doku
uyumluluk genleri” denir. Bunlar arasinda ana doku uyumluluk kompleksi (major
histokompatibilite kompleksi kapsaminda kodlanan MHC sinif I ve sinif II molekiilleri
vardir. MHC ilk defa lokositlerde tanimlandigi i¢in insan l6kosit antijenleri (HLA-
human leucocyte antigens) de denir. HLA kompleksi 6. kromozomun kisa kolu iizerinde
yerlesen cesitli genleri icerir. Bu genlerin iiriinleri hiicre yiizeyinde es baskin olarak
belirlenir. Es baskinlik, bunlarin tek kopya (heterozigot veya hemizigot) veya iki kopya

(homozigot) halinde hiicre yiizeyinde belirdikleri anlamina gelir.”
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Sekil 2. MHC sinif 1, I1, III’iin genetik ve protein diizenlenmesi. Kromozom 6’da lokalize HLA
genleri sekilde gosterildigi gibi diizenlenmistir.”

Siif I MHC molekiilleri: Beta 2 mikroglobulin ile birlikte eksprese olan MHC
sinif I molekiilleri tiim ¢ekirdekli hiicrelerin yiizeyinde bulunur. HLA-A,-B,-C olarak 3

genetik lokus ve her bir lokusta 100°den fazla allel ile yiiksek diizeyde polimorfiktir.

CD8+ T lenfositlerine antijen sunumu yapar. MHC sinif I molekiilleri, 8-9 aminoasitlik



bir peptide kovalent olmayan baglarla bagli al ve a2 zincirleri arasinda oluk olusturmak
tizere katlanma yaparlar.

Siif II MHC molekiilleri: Normal olarak sadece B lenfositler, dendritik hiicreler
ve makrofajlar gibi antijen sunumu yapan hiicrelerin {lizerinde bulunur. HLA-DR,-DP,-
DQ olarak 3 alleli vardir. CD4+T lenfositlerine antijen sunarlar. Inflamasyon varliginda,
normalde smif II MHC molekiilleri eksprese etmeyen endotel hiicreleri, deri epitel
hiicreleri, barsak epiteli ve renal proksimal tubiil hiicreleri gibi bazi hiicreler simif II

molekiillerini sentezlemeye baslayabilir.
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Sekil 3. MHC sinif I ve simif II molekiilleri ve antijen sunumu"’

Alicinin immiin sistemi, MHC sinif I ve II molekiilleri tarafindan sunulan peptid
antijenleri tanir. T hiicreleri doku uyumluluk antijenlerini dogrudan ve dolayli tanima
vasitasi ile saptayip bunlara karsi etkin olabilir.

1. Dogrudan allo-antijen tamima; Alicinin T hiicrelerine vericinin antijen sunucu

hiicreleri (ASH) yoluyla antijen sunulur. Verici ve alict ortak MHC sinif I molekiillerine



sahip ise, vericiye ait ASH’ler, dogrudan alici CD8+T lenfositlere antijen sunar. Bu yol
ozellikle akut rejeksiyon siirecinde 6nemli rol oynar.

2. Dolayh allo-antijen tanimada; alici antijen sunucu hiicreleri tarafindan islenen

antijenler alict CD4+T lenfositlerine sunulur. Bu hiicreler de ge¢ duyarlilik
reaksiyonlarin1 baglatip hiicresel ve humoral immun yaniti1 uyararak hem kronik hem

akut rejeksiyonda rol oynar.

2.3.1. T Hiicre Aktivasyonu

Antijenin direkt olarak T hiicre reseptorii (TCR)-CD3 kompeksine baglanmasi
yada ASH tarafindan islenmis antijenin MHC molekiilleri ile TCR-CD3 kompleksine
sunulmasi, T hiicrelerinin aktif duruma gecebilmesi icin gereken ilk sinyaldir(sinyal-1).
Kostimiilasyon (sinyal-2), ilk uyariy1 kuvvetlendiren 2.basamaktir. ASH ve T hiicre
yiizeyinde yer alan kostimulatuar molekiiller (6rnegin T hiicre yiizeyindeki CD28 ile
ASH iizerindeki CD80 [B7- 1] ve CD86 [B7-2] molekiilleri, T hiicre yiizeyindeki
CD40L [CD154] ile ASH yiizeyindeki CD40, vb) arasindaki etkilesimin (sinyal-2)
varligi T hiicrenin uyarilabilmesi i¢in gereklidir. Antijenin T hiicresi tarafindan
taninmasi ve kostimiilasyonun ardindan T hiicreleri tarafindan basta IL-2 olmak {izere
pek cok sitokin salgilanmasi gerekir. Bunun i¢in T lenfosit membranina gelen uyarinin
once sitoplazmaya sonra da sitoplazmik bir dizi reaksiyonun ardindan sinyallerin
hiicrenin ¢ekirdegine iletilmesi gerekir (sinyal-3). Bu iki sinyal, T hiicresinin
sitoplazmasinda kalsiyum-kalsindrin yolagi, MAP (mitogen activated protein) kinaz
yolagi, NF-xB (nuclear factor kappa B) yolagi olmak {izere ii¢ tane sinyal iletim
yolagim1 aktive eder. Bu yolaklarin aktivasyonuyla da IL-2, CD25, CDI154 gibi
sitokinlerin ve yiizey molekiillerinin sentezini saglayan transkripsiyon faktorleri
(sirastyla NFAT [nuclear factor of activated T cells], AP-1 [activating protein-1] ve NF-
kB) uyarilir. IL-2, IL-15 gibi sitokinler de hiicre proliferasyonunu saglayan m-TOR
(mammalian target of rapamycin) yolagini aktive eder.'' T hiicre aktivasyonunun iig
sinyal modeli ve immiinsupresiflerin bu yolaklardaki etki yerleri Sekil 4’de

gosterilmistir.
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Sekil 4. T hiicre aktivasyonunun agiklanmasi ve immiinsupresif ilaclarin etki yerleri'?

Aktive edilmis T hiicrelerinin niikleer faktorii (NFAT), interlokin-2 (IL-2) ve IL-2

B-Bekspresyonunu  destekleyen, aktive T hiicrelerinde tanimlanan bir

reseptoriiniin
transkripsiyon faktorleri ailesidir. T hiicre reseptoriiniin (TCR) antijen ile ligasyonu:
major histo-uyumluluk kompleksi simif II (MHCII), ikincil haberciler inositol-1, 4, 5-
trifostat (IP3) ve diagilgliserol (DAG). IP3, endoplazmik retikulumda (ER) IP3
reseptoriine baglanir ve Ca2 + iyonlarmi sitoplazmaya birakir.'®'” Calmodulin, serbest
Ca2 + iyonlarim1 yakalar ve serin/treonin fosfataz kalsinorini aktive eder. Kalsindrin,
NFAT’lerde c¢oklu serin kalintilarin1  defosforile ederek bunlarin ¢ekirdege

17,18

translokasyonunu inhibe eder. Dolayis1 ile NFAT proteinleri, T hiicre gelisimi,

aktivasyonu ve farklilasmast ile ilgili genlerin ekspresyonunu diizenler.'>'"*

NFAT ailesi bes proteinden olusur: NFAT1 (NFATc2 veya NFATp), NFAT2
(NFATcl veya NFATc), NFAT3 (NFATc4), NFAT4 (NFATc3 veya NFATx) ve
NFATS (TonEBP veya OREBP) (Sekil 1) NFATI, normal insan T hiicrelerinde yapisal
olarak eksprese edilirken, NFAT2 aktivasyonla indiiklenir.> NFATI ve NFAT2,
NFAT’leri defosforile eden ve niikleer translokasyonunu destekleyen kalsindrin

tarafindan  diizenlenir.**

NFAT3, disiik kromatin erisilebilirligi ve promoterinin
giiglendirici aktivitesi nedeniyle T hiicrelerinde nadiren eksprese edilir.”® NFAT4,
uyarilmamis hiicrelerde zayif bir sekilde eksprese edilir ve ekspresyonu, aktivasyonla
giiclendirilmez.” NFAT! ve NFAT2, T hiicrelerindeki yiiksek ekspresyon seviyeleri
nedeniyle en ¢ok calisilan NFAT ailesi tiyeleridir. NFAT1 ve NFAT2, NFAT4’lin hedef

sitokin promoterlerine baglanma yetenegini asar.”” NFAT5 hemen hemen tiim hiicreler
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tarafindan ifade edilir ve ozmotik strese yanit olarak aktive edilir.”® Translokasyonlu
NFAT proteinleri farkli transkripsiyon faktorleriyle (AP1, FOXP3 ve BATF gibi)
etkilesir. """ Ortak proteinlere bagl olarak, NFAT’ler ya bagisiklik tepkilerini
artirabilir ya da bagisiklik toleransimi indiikleyebilir. NFAT ’lerin en yaygin olarak
bilinen ortak proteini olan AP1, NFAT larla bir kompleks olusturur ve gesitli sitokinleri
(IL-2, IL-4 ve IFN-y gibi) ve diger T hiicresi aktivasyonu ile indiiklenen proteinleri
indiikler."” Uyar1 olmadigi zaman lenfositler dinlenme halindedir. Ancak IL-2’nin
reseptorii ile birlesmesinden sonra T lenfositleri hizlica prolifere olmaya baslarlar.
Sitokin salinimi, hiicresel immunite disinda antikor sentezini uyarip humoral
immuniteye de katkida bulunur. Bu antikorlar kompleman bagimli yada antikora

bagimli hiicresel sitotoksisite araciligiyla grafti hasara ugratir.*®
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Sekil 5. NFAT protein ailesi ve NFATSs yapisi

NFAT’ler ¢esitli molekiiler etkilesimlerde yer aldiklarindan, normal durumda
translasyon sonrasi modifikasyonlarla siki bir sekilde diizenlenirler.”* Kazein kinaz 1
(CK1), glikojen sentaz kinaz 3 (GSK3), JUN N-terminal kinaz (JNK) ve p38 dahil
olmak {izere bir¢ok kinaz, NFAT proteinlerinin NHR alaninda bulunan serin
bakimindan zengin motifleri fosforile eder ve onlari inaktif halde tutar.>?’
Fosforilasyona ek olarak NFAT, kiiciik ubikuitin benzeri degistirici (SUMO).**?®
tarafindan protein asetilasyonu, proteolitik boliinme ve SUMOilasyon ile

diizenlenebilir.



NFAT proteinlerinin T hiicre aktivasyonunun diizenlenmesindeki énemli rolii goz
Oniine alindiginda, NFAT sinyallemesini inhibe etmek icin birkag terapdtik yaklasim
gelistirilmistir. Siklosporin A (CsA) ve takrolimus (FK506) gibi kalsinorin inhibitorleri,
atopik dermatit, romatoid artrit ve lupus nefriti dahil olmak {izere greft reddive
otoimmiin hastaliklar1 tedavi etmek icin kullanilmistir.™* NFAT’lar1 spesifik olarak
hedefleyen diger bazi inhibitorler (VIVIT peptidi, INCA-1, ST-1959 ve UR-1505 gibi)
gelistirilmis ve bunlarin otoimmiin hastaliklar1 iyilestirme potansiyellerini aragtirmak

icin uygun hayvan modellerinde analiz edilmesi gerekmektedir.”*®

NFAT T Hiicre Alt Kiimeleri: Th1, Th2, Th17, Treg ve Tfh

Thl: NFAT baslangicta T hiicrelerinin aktivasyonunda 6nemli roller oynadigi
tespit edilmis olsa da, NFAT proteinlerinin T yardimei (Th) hiicre farklilasmasini farkl
sekilde etkiledigi de gosterilmistir (Sekil 2).%3% Her farklilastirlmus T alt kiimesi, kendi
0zel ana regiilator transkripsiyon faktorlerinin ve imza sitokinlerinin ekspresyonu ile
karakterize edilir. Thl hiicreleri, hiicre i¢ci bakterilere ve virlis enfeksiyonlarina karsi
temel efektdr T hiicreleridir.”*> Thl farklilasmasi, TCR sinyallemesi ve IFN-y ve IL-12
gibi sitokinleri hazirlayarak indiiklenir.”®>’" Antijen uyarim ile birlikte, sitokin aracili
sinyal doniisgtiirlicii ve transkripsiyon 1 (STAT1) aktivatorii, Th1’in ana transkripsiyon
faktorii olan T-bet’i (TBX21) etkinlestirir.”®*> NFAT2’nin bir izotipi olan NFAT2a
ekspresyonu, Th1 ve Th2’de Th17 ve Treg’den daha yiiksektir.®” NFAT1, IFN-promoter

23,61

bolgesine baglanir. NFATI1 kaybi, azalmis IFN-iiretimi ve artmis IL-4 iiretimi ile

Th2 hiicre farklilasmasina dogru hafif bir onyargiyr tesvik eder.’*”'”%®*% Son
caligmalar, Ca2 + yanitinin Th1’de daha yogun ve kalici oldugunu ve NFAT niikleer
lokalizasyonunun Th2’de Th1’e gére daha kisa oldugunu gdstermistir,” bu da NFATI
ve/veya NFAT4’tin Thl inflamasyonunun pozitif diizenleyicileri oldugunu
diistindiirmektedir.

Th2: Buna karsilik, NFAT2 eksikligi olan fareler, IL-4 ve Th2 sitokinlerinin
{iretiminin bozuldugunu ve IgGl ve IgE seviyelerinin azaldigimi gosterir.”> Th2
hiicreleri, parazit enfeksiyonlarina karst mukozal bagisiklig1 uyaran IL-4, IL-5 ve IL-
13’ eksprese eder.’“®® GATA3, STAT6, RBPJk, MAF, IRF4 ve JUNB gibi ¢esitli
22,69-73

transkripsiyon faktorleri, Th2 farklilasmasi ve fonksiyonunda rol oynamistir.

GATA3, IL-4 ve IL-13 promoter bolgelerinde NFAT1 ile bir kromatin yumag:
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olusturur.” IRF4, IL-4 promoter aktivitesini artirmak i¢in NFAT1 ve c-Maf ile sinerji
olusturur.”>** Ubikitine O0zgl peptidaz 4 (USP4), NFAT aracili IL-4 promoter
aktivitesini arttirmak icin IRF4 ve NFAT] ile etkilesime girer.”” RUNX3, NFAT? ile
fiziksel olarak etkilesime girer ve IL-4 iiretimini baskailar.”® NFAT1, CRTh2
promoterine GATA3 ile rekabetci bir sekilde baglanir ve IL-4, IL-5 ve IL-13 gibi Th2
sitokinlerinin {iretimine aracilik eden CRTh2 ekspresyonunu negatif olarak diizenler.”’
Hayvanlarda yapilan deneysel bir calismada NFATI gen eksikligi Th2 diizeyini
arttirarak JUNB/SATBI1 araciligi ile IL-4 sentezini arttirmistir.®>® Benzer sekilde
farelerde NFAT1/4 eksikligi CD4 T hiicrelerini TCR stimulasyon yolu ile fazla
miktarda IL-4 iiretimini saglar. Bu da Th 2 iiretimi IL-4’ten bagimsiz olarak NFAT
’un TCR iizerinden Th2 hiicrelerden sitokin salmmum arttirdigini gosterir.”> Erken
biiylime tepkisi proteini-1 (EGR1), agirlikli olarak Th2’de eksprese edilir ve NFAT1/2
ile birlikte I4 giiglendirici elemente baglamir.”® Th2 hiicrelerinde IL-31 sitokin
indiiksiyonu, Ca2 + aracili NFAT1/2 aktivasyonunu gerektirir.”” NFAT2 ve STAT6
sinerjik olarak I131 promoter aktivitesini gelistirir. Bu ¢alismalar, NFAT2 nin, NFATI
veya NFAT4 ile olas1 karsilikli iligki ile Th2 inflamasyonunda olumlu diizenleyici roller
oynadigini gostermektedir.

Th17: Th17 alt kiimeleri, hiicre dis1 patojenlere karst korumada ve otoimmiin

8081 Th17 hiicreleri tarafindan

hastaliklarda inflamatuar yanitta 6nemli oyunculardir.
retilen IL17A, IL-17F, IL-21 ve IL-22’yi igeren sitokinler, notrofil kiimelenmesi gibi
biiyiik doku reaksiyonunu indiikler.** NFAT, bu sitokinlerin indiiksiyonunda da
onemlidir. NFATI ve 2, dogrudan IL-17 promoter bolgesine baglanir.**® Yapilan bir
calismada CD4’e¢ 0zgii NFAT1 ve NFAT2’den yoksun farelerde (DKO) IL-17
ekspresyonunda azalma oldugu saptanmus.®” Deneysel bir kolit modelinde, NFAT1
eksikligi, mukozal T lenfositleri tarafindan azaltilmis IL-6 ve IL-17 iiretimi ile
koruyucu etkiler gostermistir.®® Diger bir c¢alismada NFATI1 hiperaktivasyonu
kalsinorinlerde artmis affiniteye yol agarken kalsindrin inhibitorlerinin etkisinin
azalmasma yol a¢maktadir. Bu nedenle NFATI,IL-10 ve IL-17 lokuslarimin distal
bolgelerine baglanarak IL-10 ve IL-17 sentezininde artisa yol agmaktadir.*> NFATI
hiperaktivasyonu, in vitro olarak IL-17 iiretimini indiiklemesine ragmen, fareler, artan

IL-10 iiretimi ve merkezi sinir sisteminde Treg hiicrelerinin birikimi ile deneysel

otoimmiin ensefalomiyelitin (EAE) indiiksiyonuna daha direngliydi. Tersine, CD4’e
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0zgli NFAT2 eksikligi olan fareler, Th17’nin ana transkripsiyon diizenleyicisi olan
RORyt seviyelerinde azalma ve ayrica IL-17A, IL-17F ve IL-21 iiretiminde azalma
gosterdi ve EAE’den korundu.* EAE modelinde NFAT1 eksikligi olan fareler de
azalmis inflamatuar yanit géstermesine ragmen, temeldeki mekanizma NFAT?2 eksikligi
olan farelerdekinden farklidir. CD4’e 6zgii NFAT1-eksik T hiicreleri, IL-4 ve IL-10 ile
birlikte IL-17 salgilar ve bu patojenik olmayan Thl7 hiicreleri hastaliklardan
korunmaya katkida bulunur.”’ Yukaridaki gzlemler, hem NFAT1 hem de NFAT2’nin
Th17 yanitina katkida bulundugunu gostermektedir.

12
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Sekil 6. T yardimei hiicrelerde NFAT ve etkilesen ortak proteinlerin ¢esitli kombinasyonlari. Her
bir Th hiicresinin farklilagmasi, T hiicre reseptdriiniin (TCR), kostimiilator reseptdr sinyallerinin (6rnegin
CD28 veya ICOS) ve sitokin sinyallerini belirleyen spesifik soyun aktivasyonu ile baslatilir. Bu sinyaller,
NFAT/AP-1 kompleksini, Thl i¢in T-bet, Th2 i¢in GATA3, Th17 i¢in RORyt ve folikiiler yardime1 T
(Tth) hiicreleri icin BATF gibi soyla ilgili transkripsiyon faktorlerini ifade etmek iizere uyarmak icin
diizenlenir. Bu transkripsiyon faktorleri ile kombinasyon halinde, NFAT / partner protein kompleksleri,
bunlarin soy farklilagmasini ve fonksiyonel 6zelliklerini (ylizey reseptorleri ve sitokin iiretimi) belirler.
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2.3.2. Transplantasyon Immiinolojisindeki Parametreler

Transplantasyonda alici-verici arasindaki genetik ve immiinolojik farkliliklar
transplantasyonda en 6nemli sorunlarin baginda gelmektedir. Nakilde basari oranini
yiiksek tutabilmeyi saglayabilmek i¢in nakil éncesi bazi testlerin yapilmasi énemlidir;’’

1) Kan Grubu Antijenleri

2) Doku Grubu Antijenleri

3) Panel Reaktif Antikor

4) Dondr Spesifik Antikor

5) Cross-match testleri (Kompleman bagimli sitotoksisite (CDC) ve Flow
Sitometrik Cross Match (FCXM)).

2.3.2.1. Kan Grubu Antijenleri

ABO kan grubu antijenleri sadece eritrositler iizerinde eksprese olmaz ayni
zamanda damar endotel hiicrelerin lizerinde de eksprese olur. ABO uyumsuz nakillerde,
A ve/ veya B antikorlarinin varligr hemagliitinasyona neden olarak hiperakut rejeksiyon
gerceklesmesine sebep olur. Organ nakillerinde alici-verici arasindaki ABO uyumu kan
transfiizyonlarindaki kadar onemlidir. Rh faktorii ve diger eritrosit antijenleri ise

endotelyumda eksprese olmadigindan ABO uyumu kadar 6nemli degildir.

2.3.2.2. Doku Grubu Antijenleri (HLA)

Transplantasyon oncesi alict ile vericinin uyumunu degerlendirmek icin HLA-A,
HLA-B ve HLA-DR tiplemesi yapilir. Bobrek naklinde uzun dénem sonuglar halen
doku uyum orami ile paralellik gostermektedir. Her ne kadar yeni ve etkin
immiinsupresif ilaglar pratik uygulamada kullanilmaya baslansa da doku uyumu en iyi
nakil ile daha 1yi sonuglar alinmaktadir. Saptanan ve alicida olmayan her donor antijeni
mismatch olarak adlandirilir ve total 2 adet A, 2 adet B, 2 adet DR olmak tizere 6 doku
antijeni lizerinden mismatch sayist belirlenir. Eger alicinin serumunda kan
transfiizyonlari, gebelik veya daha onceki transplantasyondan kaynaklanan HLA
antijenlerine kars1 olusmus antikorlar varsa bu anti-HLA antikorlar1 bobrek vericisinin
antijenlerine spesifik ise buna donor spesifik antikorlar denir. Bu tiir anti-HLA

antikorlarimin olusmasi ic¢in kisinin kendine yabanci antijenlerle karsilasmis olmasi

14



gerekir. Solid organ transplantasyonu oncesinde alicida 13 dondr HLA antijenlerine
karsi olusmus anti-HLA antikorlarinin varligi in vitro kosullarda tarama testleri ile
gosterilebilir. HLA antijenleri bilinen kisilerin lenfositlerinden olusan paneller
kullanilarak gosterilebilen bu antikorlar, ‘panel reaktif antikorlar’ olarak tanimlanirlar
Antijen-antikor etkilesimine bagli olarak panelde saptanan antikor pozitiflik oran1 PRA

yiizdesi olarak ifade edilir.”**

2.3.2.3. Panel Reaktif Antikorlar

PRA (Panel Reaktif Antikor) testi, organ nakli yapilacak olan hastanin hangi HLA
antijenlerine kars1 antikor olusturup olusturmadiginin ve olusan antikorlarin nicel ve
nitel olarak smiflandirilmasi ve PRA pozitiflik oraninin belirlenmesi amaciyla yapilan
bir testtir. PRA; gebelik, kan transflizyonu ve gegcirilmis nakillerle olusan vericinin
antijenlerine kars1 alicida olmus antikorlara verilen genel addir. Sensitizasyon gelismesi
olarak tanimlanan PRA’nin oraninin belirlenmesi bdbrek transplantasyonundan akil
oncesi bakilmas1 gereken onemli bir parametredir. Nakil olacak hastanin yiiksek oranda
PRA’ya sahip olmasi, bobrek nakli sansini diisiiren ve nakil sirasinda beklemeye sebep
olan bir durumdur

cPRA (Hesaplanmis Panel Reaktif Antikor) kullanilmakta olan yontemler ile PRA
pozitiflik orani, panel i¢inde bulunan antijen gruplarinin sayisina ve paneldeki toplam
antijen sayisina gore tespit edilmektedir. Bu test, ister antijen gruplarina gore isterse de
tek tek belirli sayidaki antijenlere gore olsun PRA pozitiflik oran1 hesaplanirken her
zaman panelde bulunan toplam antijen sayist kullanilarak hesaplanmaktadir. Oysa panel
icinde bulunan antijen miktarlar1 toplumsal antijen profilini belirlemedigi i¢in higbir
zaman gercekei bir PRA pozitiflik orani elde edilememis olur.

Organ nakli bekleyen hastalar, bekleme listesine alinirken bu gercekci olmayan
PRA pozitifligine gore siralandiginda da verici se¢ciminde zorluklarla karsilagiimasi
kaginilmazdir.

Bu diislince ile yola ¢ikilarak toplumsal antijen profili ve antijen frekanslar
hesaplanabilmekte ve bu hesaplama yontemi ile daha gergek¢i bir hesaplanmis PRA
(cPRA) pozitiflik oran1 elde edilebilmektedir. Boylece, hesaplanmigs PRA (cPRA)
pozitiflik orani ile organ nakli bekleme listesindeki pozitif antikoru bulunan hastalara

uygun verici segilmesi daha gergekgi kriterlere gore yapilabilecektir.”
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2.3.2.4. Donor Spesifik Antikorlar

Donor Spesifik Antikorlar; alicinin serumunda vericinin antijenlerine karst daha
onceden olusmus anti-HLA antikorlarin varligin1 gdsterir. Nakil Oncesinde daha
onceden olusmus DSA’nin saptanmasi, antikor aracili hiperakut rejeksiyonu 6ngérmek

icin gereklidir.

2.3.2.5. Cross-match Testleri

Cross-match, DSA belirlemek i¢in kullanilan en temel immiinolojik testtir.
Vericinin lenfositleriyle alicinin serumu arasinda bir reaksiyon olusup olusmadiginin
gozlendigi ve naklin basarisini artiran en dnemli parametredir. Cross-match testi, CDC
ve FCXM olarak iki farkli yontemle yapilmaktadir. FCXM, CDC’ye gore daha hassas
bulgular elde edilen bir testtir. T ve B lenfositlerin ayrilarak sinif I ve sinif II anti-HLA
antikorlarinin  belirlenmesinde kullanilan FCXM testinin degerlendirilmesi, nakil
sonrasi rejeksiyon riskini azaltmaktadir.

Bu parametrelerdeki gelismeler giiniimiizde bobrek allogreft sag kalimini arttirsa
da, allogreft rejeksiyonu nakil sonrasi immiin yanitlarin bir sonucu olarak olusur. Greft
rejeksiyonu, etkili olan hiicre tipleri ve agirlikli immiin mekanizmalara gore; hiicresel
ve hiimoral rejeksiyon, reddin ger¢eklesme siiresi ve klinik seyrine gore ise; akut,
kronik ve hiperakut rejeksiyon olarak siniflandirilirlar.

Gilinlimiizde nakil 6ncesi yapilan ve naklin basarisini dngorebilen immiinolojik
testler sayesinde nakilden sonraki dakikalar veya saatler icerisinde ortaya c¢ikan
hiperakut rejeksiyonun goriilme orami azalmis olsa da, akut ve kronik rejeksiyon

allogreft nakillerin 6niinde asilmasi gereken 6nemli bir engel olarak durmaktadir.”

2.3.3. Klinik Pratik Uygulama

Immunsupresif tedavi alicinin immiinolojik riski ve vericiye bagl faktorler temel

alinarak planlanir.
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Tablo 1. Alicinin immiinolojik riskinin belirlenmesi-panel reaktif antikor

immi‘molojik durum Panel reaktif antikor (PRA)
Diistik risk % 0-20

Orta risk % 20-80

Yiiksek risk % >80

Tablo 2. Alicinin immiinolojik riskinin belirlenmesi-Donér spesifik antikor

immﬁnolojik durum Donor spesifik antikor (DSA)
Diisiik risk -

Orta risk + (MFI <2000)

Yiiksek risk + (MFI 2000-5000)

Tablo 3. Verici iliskili azalmis/gecikmis greft fonksiyonu riskinin belirlenmesi

Yas (y1l) >60

Azalmig glomeriiler filtrasyon hizi (ml/dk) <80

Uzamis soguk iskemi zamani

Akut bobrek hasari

2.3.4. Rejeksiyon

Bobrek nakli sonrasinda gerek direkt gerekse indirekt yolla olusan allo
antijenlerin taninmasi sonrasinda gelisen durum rejeksiyon olusumudur. Bu durum
aktive T Ilenfositlerin, monositlerin, makrofajlarin, naturel killer hiicrelerin, B
lenfositlerin aktif rol oynadigir doku hasar1 ve organ kaybi ile neticelenen bir tablodur.
Olayn siddeti immiinolojik yanitin tipine gore degisiklik gostermektedir.”®

Antikor aracili rejeksiyon, transplantasyon sonrasi giinler icinde hatta haftalar
icinde ortaya ¢ikar. Temel olarak inflamasyona bagli greft zedelenmesiyle sonuglanir.
Alicidaki antikorlarin ana hedefi, vericideki peritiibliler ve glomeriiler kapillerin
endotelyumlariin {izerinde beliren HLA antijenleridir. Ayn1 zamanda anjiotensin II tip
I (AT1) reseptor antikorlari, kortikosteroid direncgli hipertansiyonlu alicilarda vaskiiler
rejeksiyondan sorumlu olsa da patolojik rolii aciklanmamistir. Endotelyal hiicre yikimi
cesitli molekiilerin ortaya ¢ikmasina sebep olur. Bu molekiiller, platelet agregasyonunu,
sitokin ve kemokinlerin aktivitelerini ve salinmalarini baglatan von Willebrand fakt6r ve
P-selektin molekiilleridir. Sitokinlerden IL-1a, IL-8 ve kemokinlerden CCL2 (C-C motif
ligand 2), glomeriilerde 16kosit birikimiyle glomeriiler hasara, peritubuler kapillerin
genlesmesine ve kemoatraklardan C3a ve C5a salimimina neden olur. C4d, klasik
kompleman yolag1 belirtecidir, siklikla peritiibiiler kapillerde bulunur ve antikor aracili

rejeksiyonla iligkili kompleman aktivasyonu ig¢in belirtectir. C5b, membran atak
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kompleksini (C5b-C9) tetikleyerek lokalize oldugu bolgede endotelyal nekrozis ve

apoptoza neden olur.””

2.3.4.1. Hiperakut Hiicresel Rejeksiyon

Transplantasyon Oncesi var olan yiiksek DSA nedeniyle transplantasyon sonrasi
dakikalar i¢inde (bazen bir kag giin i¢inde) graft kaybi gelisir. Pretransplantasyon cross-
match testlerinin benimsenmesinden sonra giliniimiizde ¢ok nadir goriilmektedir.
Histopatolojisi, ciddi endotelyal ve arteriyal hasarin gostergeleri olarak arterit (siklikla
transmural), interstisyel 6dem ve neredeyse tiim vakalarda graft nefrektomi gerektiren
ciddi kortikal nekroz ile karakterizedir. Cogunlukla 6nceden transplantasyon hikayesi
olan veya gebelik sayisi1 fazla olan hastalarda goriilmesi, sensitizasyonunun ve dnceden

olugmus antikorlarin roliinli géstermistir.

2.3.4.2. Akut Hiicresel Rejeksiyon

Akut hiicresel rejeksiyonun patogenezinde hem CDS8, hem de CD4 hiicreler gérev
alir. Alicinin T hiicrelerinin greftteki (vericiye ait) antijenleri (alloantijenleri) tanimalari
ile reaksiyon baslar. Tanima T hiicrelerinin greftte bulunan antijen sunan hiicrelerdeki
donér MHC molekiilleri ile karsilagmasi ile olur.

CD8 hiicreler, klas I HLA antijenlerini tanir ve matiirsitotoksik T hiicrelerine
doniislir. Sonrasinda IFNy iiretimi olur, granzim ve perforin yolaklar1 ile direkt
sitotoksik etkiler baslar. CD4 hiicreler klas Il HLA antijenlerini tanir ve TH1 ve TH2 ye
dontisiir. Sonrasinda IFNy, IL2, TNFa, 1L4, ILS, IL10 iiretimi baslar. Ayrica B hiicreleri
ve eozinofillerin uyarilmasi da bu yol ile baglar.

T hiicreler tarafindan iiretilen inflamatuvar sitokinler epitel hiicrelerini aktive
ederler ki bu da, daha fazla T hiicresini o bolgeye c¢eker. Aktivasyon sonucunda T
hiicreler, natural killer (NK) hiicreler ve monositler grefte infiltre olmaya baglarlar.
Infiltrasyon direkt interstisyuma, tiibiillere, damar endotelinin altina kadar olabilir,
sonugta interstisyel inflamasyon, tiibiilit ve vaskulit tablolar1 ortaya ¢ikar. Mononiikler
hiicrelerin (lenfosit ve monositlerin) sigsmis olan arter endotelinin altina infiltre oldugu
durumlarda arterit-vaskulit komponenti de vardir ve akut hiicre aracili vaskiiler

rejeksiyon olarak adlandirilir.'®
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2.3.4.3. Kronik Hiicresel Rejeksiyon

Nakil sonrasinda ‘de novo’ DSA olusumu neticesi gelisir. 1 yildan sonra yavas

fakat progresif seyirli greftdisfonksiyonuna neden olur. Tedaviye direnglidir.

2.4. Renal Transplantasyonda Immiinsiipresif Tedavi

Transplantasyon sonrasi akut rejeksiyon gelisimini onlemek, uzun dénemde graft
sagkalimini arttirmak i¢in immiinsupresif ilaglara gereksinim duyulmaktadir.

Renal transplantasyon sonrasi kullanilan immiinstipresif ilaglar:

1. Kortikosteroidler (prednizolon, prednizon ve metil prednizolon)

2. Anti-proliferatif ilaglar (azotiopiirin, mikofenolat mofetil ve mikofenolat
sodyum)

3. Kalsinérin inhibitorleri (siklosporin A, takrolimus)

4. mTOR inhibitérleri (sirolimus, everolimus)

5. Poliklonal antikorlar (anti-lenfosit globulin, anti-timosit globulin)

6. Monoklonal antikorlar (muromonab-CD3 (OKT3), basiliksimab, daklizumab)

Immiinsiipresif tedavi amacini 2 alt grupta toplamak gerekirse;

1-Indiiksiyon tedavisi

2-Idame tedavisi

Immiinsiipresif ilaglar, antijenin taninmasindan baslayarak, hiicre proliferasyonu
ve sitokin salinimina kadar uzanan, immiinoregiilatuvar sistemin degisik asamalarinda

etki gdstermektedir. Bu etki mekanizmalar1 Sekil 7°de gosterilmektedir.

indiiksiyon tedavisi:

Allograft rejeksiyonunu 6nlemek amaciyla, bobrek naklinden hemen 6nce, nakil
sirasinda  veya hemen sonra uygulanan immunsupresif tedavidir. Bdbrek
transplantasyon hastalarinda nefrotoksik etkili kalsindrin inhibitorleri ile erken
tedaviden kacinmak ve boylece iskemi reperfiizyon hasarindan kurtulmaya yardimei
olmak amaciyla veya rejeksiyon riski yiliksek hastalarda baslangigtaki immiinsupresif
tedaviyi giiclendirmek, akut rejeksiyon ataklarindan korunmak amaciyla uygulanan

profilaktik bir tedavidir. Bu amacla kullanilan baglica ajanlar glukokortikoidler,

antitimosit globulin (ATG), anti lenfosit globulin, fare anti-CD3 monoklonal antikoru
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(muromonab-CD3/OKT3), anti IL-2 reseptor monoklonal antikorlari (basiliximab,
daclizumab).

idame tedavi:

Kortikosteroidler, tacrolimus, siklosporin, azotiyopiirin (AZA), mikofenolat

mofetil (MMF), everolimus, sirolimus, mikofenolat sodyum (MPA) kullanilmaktadir.
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Sekil 7. immiinsupresif ilaclarmn etki mekanizmalar'”

Immiinsupresif ilaglar ya immiin yamti uyaran ana hiicre olan lenfositlerin
aktivasyonunu ya da DNA sentezini bloke ederek lenfosit proliferasyonunun Oniine
gecerek veya degisik mekanizmalar ile lenfolizise yol agarak immiinsupresyon
olustururlar. Hem sinerjistik etki saglamalar1 amaciyla, hem de daha diisiik dozda

kullanilarak doza bagli yan etkilerinin azaltilmasi amaciyla immiinsupresifler

kombinasyon halinde kullanilir. En ¢ok tercih edilen rejim bir kalsindrin inhibitérii, bir

antimetabolit ve steroidden olusan ii¢lii kombinasyon tedavisidir.
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2.4.1. Kalsinorin inhibitorleri

Kalsindrin, kalsiyum ve kalmadulin bagimli serin/treonin protein fosfataz
enzimidir. Sitoplazmada inaktif halde bulunan ‘“aktive T hiicrelerinin niikleer faktorii
(NFAT)” proteinin defosforilasyonunu gergeklestirerek aktiflesmesini saglar. Aktiflesen
NFAT proteini, hiicre ¢ekirdegine girerek I1L-2 gen transkripsiyonunu aktive eder ve IL-
2 {liretimini arttirir. Artan IL-2, T lenfositlerin aktivitesini ve proliferasyonunu arttirarak
immiin yanit olusumunu gerceklestirir. Siklosporin ve takrolimus, transplant alicilarinda

bu mekanizma ile immiinsiipresif etki saglamaktadir.

2.4.1.1. Tacrolimus

1984 yilinda ‘Streptomyces tsukubaensis’ adli toprak mantarindan elde edilen
takrolimus, molekiil agirligit 804 Dalton olan makrolid grubu bir ilagtir. Oral veya
parenteral kullanimi mevcuttur. Ancak oral kullaniminda biyoyararlanimi degiskenlik
gosterdigi icin, giinde birden ¢ok oral alim ile istenen kan diizeyine ulasilabilmektedir.
Kullanim sirasinda rutin kan degeri takibi yapilmasi gerekmektedir. Yarilanma omrii
ortalama 40 saat iken bu deger bobrek transplantasyonlu eriskin hastalarda ortalama
15,6 saattir (Wallemacq ve Verbeeck, 2001). Takrolimusun terapétik ilag diizeyi 5-20
ng/ml’dir.

2.4.1.1.1. Farmakodinamik Ozelligi

Hiicre sitoplazmasinda takrolimus baglayan spesifik bir reseptdr olan, FK506
baglayict protein-12 (FKBP-12)’ye baglanir. Bu baglanma sonucunda kalsindrin ile
etkilesime girerek fosfataz aktivitesini bloke ederler. Aktive T lenfosit niikleer
faktoriiniin (nuclear factor of activated T lymphocytes, NFAT) cekirdege tasinmasi i¢in
kalsinorinin katal izledigi defosforilasyon gereklidir. NFAT sirasiyla IL-2, prototipik T
hiicre biiylime ve farklilasma faktorlerinin yer aldig: bir¢ok sitokin genini indiikler.
Sonug olarak IL-2 basta olmak iizere sitokin iiretiminde, IL-2’nin stimiile ettigi T hiicre
proliferasyonunda belirgin azalma saglanir. Ayrica sitotoksik T lenfosit olusumunun

potent inhibitorii olan TGF-f ekspresyonu uyarilmis olur.
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Sekil 8. TKR etki mekanizmasinin sematik gosterimi

Takrolimus, reseptoriiyle birlikte olusturdugu kompleksin kalsindrine daha ytiksek
afinite gostermesi nedeniyle siklosporinden daha potenttir.'™ Pek cok klinik ¢alismada
da takrolimusun siklosporinden daha az akut rejeksiyon ve allograft kaybi1 oranlarina
sahip oldugunun gosterilmesi iizerine giiniimiizde daha ¢ok tercih edilen kalsindrin
inhibitdrii olmustur.'*'%

Kalsindrin inhibitorlerinin ortaya c¢ikist bobrek transplant hastalarinda akut
rejeksiyon epizodlarinda c¢arpici bir azalmaya ve bu sayede erken graft yasam siiresinde
iyilesmeye yol agmustir.

Yan etki olarak diyabet gelisme oranlarinin daha yiiksek bildirilmesine ragmen,
takrolimus CsA’ya kiyasla hastalar tarafinda daha iyi tolere edilir. Hirsutizm, dis eti
hiperplazisi, alopesi, nérolojik bozukluklar, uyku diizeninde bozukluk, hipertansiyon,
hiperlipidemi, gastrointestinal yakinmalar (diyare, dispepsi, bulanti, kusma), elektrolit

anomalileri, anemi CNI’lerinin sik goriilen yan etkileridir.'®'%'%® Bgbrek nakli

alicilarinda yapilan c¢aligmalar da, takrolimus ve CsA’nin akut ve kronik
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nefrotoksisitesinin benzer oldugunu gostermektedir. Takrolimusun nadiren hipertrofik
kardiyomiyopati ve ciddi notropeniye neden oldugu bildirilmesine karsin CsA ile bu

yan etkiler hig bildirilmemistir.'™"'"°

2.4.1.1.2. Farmakokinetik Ozellikleri

Emilim: Takrolimus oral alim1 takiben sindirim sisteminde hizla absorbe olmakta,
kandaki pik plazma konsantrasyonuna yaklasik 1-3 saatte ulasmaktadir. Takrolimus un
barsaklardan hizlica absorbe edilmesine ragmen oral biyoyararlaniminin %?20-25
araliginda oldugu tespit edilmistir.'"' Takrolimusun emilim hiz1 ve derecesi acken en
fazladir. Yiyeceklerle birlikte alimi, takrolimus’un emilimin hizin1 ve miktarin
azaltmaktadir.'"?

Dagilimi: Takrolimus temel olarak alfa-1-asit glikoproteine yiiksek oranda
(vaklasik %99) ve daha az miktarda da serum albuminine, baglanmaktadir.'"
Plazmadaki takrolimus’un %99’u proteine baglanmig durumda bulunmaktadir, sistemik
dolasimda  takrolimus’un eritrositlere  giiglii olarak baglanmasi, tam kan
konsantrasyonu/plazma konsantrasyonu dagilim oranmin yaklasik 20:1 olmasi ile
sonuclanmaktadir, bu nedenle terapotik ilag diizeyi izleminde tam kan takrolimus
konsantrasyonu 6l¢iilmektedir.'"* Sistemik dolasima giren takrolimus’un, eritrositlere
baglanmayan kismu ise lenfositlere girerek immunosiipresif etkisini gostermektedir.'"

Metabolizmasi: Takrolimus temel olarak, karacigerde sitokrom P450 (CYP450),
enzim sistemi tarafindan metabolize edilmektedir.''’ Sitokrom P450 3A4 ve 3A5
takrolimus metabolizmasinda gorev alan primer enzimlerdir.''°

Eliminasyonu: Takrolimusun %]1’inden daha diisiik bir oram idrarla ve fegesle
degisme ugramadan atilir, bu durum Takrolimus’un eliminasyon Oncesi tama yakin
metabolize oldugunu gostermektedir. Takrolimus’un metabolitlerinin %95°1 safra yolu
ile uzaklastiriimaktadir.''” CYP3A4 ve CYP3AS5 enzimlerinin yani sira P-glikoprotein
de farkli takrolimus diizeylerine neden olmaktadir.''® P-glikoproteinler, ince barsak
enterositlerinin viluslarinda bulunmaktadirlar ve absorbe edilmis takrolimusu intestinal
limene pompalayarak, intraselliiler ilag konsantrasyonunu disiirmektedirler.'"® P-
glikoprotein fonksiyonu, kendi aktivitesini inhibe eden ya da indiikleyen ajanlarla

birlikte kullamldiginda degismektedir.'® Yapilan arastirmalarda, ince barsaklardaki P-
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glikoprotein ekspresyonunun, bireyler arast 2 ile 8 kat arasi farklilik gosterdigi tespit
edilmistir.'*!

Metabolizma Inhibisyonu: Takrolimus metabolizmasininin inhibisyonuna neden
olan asagidaki molekiiller, takrolimus kan diizeylerinde artisa ve buna bagli olarak,
nefrotoksisite, ndrotoksisite gibi istenmeyen etkilerin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir.'’” Bu durumda takrolimus dozunun azaltilmasi gerekmektedir.
Ketokonazol, flukonazol, itrakonazol, vorikonazol, klotrimazol gibi antifungal
ajanlar,123 eritromisin, klaritromisin gibi antibiyotikler,124 Human Immunodeficiency
Virus (HIV) proteaz inhibitdrleri (6rn: ritonavir, nelfinavir, sakinavir), Hepatit C Virus
(HCV) proteaz inhibitorleri (6rn. telaprevir, boseprevir),125 diltiazem, verapamil,
nifedipin, nikardipin, gibi kalsiyum kanal blokerleri,'** omeprazol, gibi ilaglar ile giiglii
veya zayif etkilesim gostermekte ve metabolizma inhibisyonuna neden olabilmektedir.
Greyfurt suyunun da metabolizma inhibisyonu ile kan konsantrasyonu seviyelerini
artirdig bildirilmistir.'*®

Takrolimus kan diizeyi artisina yol acan diger olas1 etkilesimler:
Takrolimus’un, kendisi gibi yaygin bicimde plazma proteinlerine baglanma affinitesi
yilksek olan ilaglar (&rn. non-steroid anti-enflamatuvar ilaglar (NSAII), oral
antikoagiilanlar ya da oral antidiyabetikler) ile etkilesimi olasi olup kan ilag
konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Metoklopramid, simetidin gibi prokinetik
ilagclar ve magnezyum-aliiminyum-hidroksit gibi absorpsiyonu azaltabilen antiasit
ajanlar, potansiyel etkilesimler ile kan ilag konsantrasyonunu azaltmaktadir.'”’

Metabolizma Indiiksiyonu:CYP3A enzimlerinin indiiksiyonu, takrolimus
eliminasyonunun hizlanmasina, oral biyoyararlaniminin azalmasina neden olmaktadir.
Boylece ilag etkililigi azalmakta ve daha yiiksek ilag dozlarina ihtiyag¢ duyulmaktadir.'**
Kortikosteroidler, takrolimus metabolizmasinda yer alan hem CYP3A hem de P-
glikoprotein aktivitesini indiiklemektedir, bu nedenle yiiksek steroid dozlarina ¢ikilmasi
durumunda daha yiiksek takrolimus dozu ihtiyaci ortaya cikmaktadir.'”® Akut
rejeksiyonu 6nlemek icin uygulanan yiliksek doz prednizolon veya metilprednizolonun,
takrolimus kan konsantrasyonunu artirma veya azaltma potansiyeli soz konusu
olabilmektedir.

Kan Takrolimus Diizeyinin Onemi: Takrolimus, renal transplantasyon

sonrasinda akut rejeksiyonu dnlemede kullanilan gii¢lii bir immunsupresandir. Ancak
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dar bir terapotik araliga sahip olmasi ve istenmeyen etkilere neden olmasi nedeniyle,
ilacin hedef terapotik konsantrasyonlarda tutulmasi greft ve hasta sag kalimi igin

oldukca onemlidir.'*’

Takrolimus’un subterapotik konsantrasyonlarda kalmasi
rejeksiyona neden olurken, yiiksek konsantrasyonlarda olmasi, nefrotoksisite, diabetes
mellitus, artmug enfeksiyon riski gibi ciddi yan etkilere neden olmaktadir."*® Bu
terapotik araliklar, “Kidney Disease: Improving Global Outcomes (KDIGO) Clinical
Practice Guideline of Kidney Transplant Recipients” kilavuzunda da belirtildigi sekilde
belirlenmektedir (Kidney Disease: Improving Global Outcomes Transplant Work,
2009). Takrolimus ilag¢ diizeyi, 6zellikle rejeksiyon gelisme ihtimalinin yiiksek oldugu
operasyon sonrasindaki ilk giinlerde oldukca énemlidir.”*' Takrolimus kullanan bobrek
nakil hastalarinda yapilan bir ¢alismada, takrolimus kan diizeyleri Sng/ml’nin altinda
olan, subterapétik diizeyde kalan hastalarda rejeksiyon oranlarmin %30 oldugu ve
toksisite goriilmedigi rapor edilirken, 10 ng/ml’nin lizerindeki hastalarda ise rejeksiyon
oranlarinin sadece %3 oldugunu ancak toksisite riskinin %45 oldugu belirtilmektedir.'*
Takrolimus ila¢ diizeyi izlemi, ila¢ dozlarinin bireysellestirilmesine biiyiik o6lciide
yardimci olsa da deneme yanilma temeline dayanmakta, tek basina yetersiz kalmakta ve
birgok hastada ilacin hedef kan diizeylerine ulasmasini geciktirmektedir.'® ilag, kararl
diizeye ulasincaya kadar hasta, yiiksek veya diisiik dozda takrolimusa maruz kalmakta
ve bunun sonucunda da istenmeyen komplikasyonlar goriilmektedir.'** Son yillarda
ozellikle immunosiipresif ilaglarin farmakogenetigi lizerine yapilan ¢aligmalar oldukca
onem kazanmistir. Boylece, genotik temelli doz belirlenmesi ile ¢ok daha hizli bir
sekilde hedef kan konsantrasyonlarina ulasilirken ortaya cikabilecek komplikasyonlarin
Oniine gecilebilecektir.

Kan Takrolimus Diizeyini Etkileyen Faktorler: Takrolimus kullanan hastalarda
goriilen bireyleraras1 farkliliklar yapilan birgok ¢alismada aciklanmaya calisilmigtir.'*
CYP3A enzimleri ve P-glikoprotein disinda takrolimus diizeylerini etkileyen cesitli
faktorler oldugu tespit edilmistir. Takrolimus farmakokinetigine etki ederek,

immunosiipresan etkide ¢esitlilige neden olan faktorler asagida 6zetlenmistir.
Takrolimus Ilac Diizeyini Etkileyen Genetik Olmayan Faktorler:

Cinsiyet: Klinik calismalarda cinsiyetin, takrolimus farmakokinetik profilinde

degisime neden olmadig: tespit edilmistir.'*
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Etnik koken: Arastirmalar, beyaz irk ile karsilastirildiginda Afrika kokenli
Amerikalilarin, daha yiiksek takrolimus dozlarina ihtiyag duyduklarini gostermistir.
Benzer sekilde, biyoyararlannmin da Afrika kokenli hastalarda daha diisiik oldugu
gdzlenmistir.'* Etnik gruplar arasindaki bu farkliligin irklar arasindaki CYP3A ve/veya
P-glikoprotein aktivitesi ile iligkili oldugu diisiiniilmektedir.'**

Yas: Geriatrik hastalarda takrolimus farmakokinetiginde degisim olmadigi
diisliniilmesine  ragmen,  pediyatrik  hastalar  terapotik  takrolimus  kan
konsantrasyonlarina ulagsmak i¢in yetigskinlerden 2-4 kat yiiksek takrolimus dozlarina
ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu yiliksek doz ihtiyacinin, CYP3A enzimlerindeki
farkliliklardan ileri geldigi diisiiniilmektedir bunun yanisira P-glikoprotein farkliliklari,
barsak uzunlugu, hepatik kan akisi da doz ihtiyacini degistiren diger faktorler arasinda
sayilmaktadir.'?*'%°

Renal fonksiyon: Takrolimus farmakokinetik oOzellikleri renal fonksiyonlar
tarafindan etkilenmemektedir. Transplantasyon oncesi renal disfonksiyonu olan hastalar
ile saglikli goniillillerde yapilan ¢aligmalarda, takrolimus klirensin benzer oldugu tespit
edilmistir."*’

Hepatik fonksiyon: Karaciger fonksiyonlart normal olan kisilerle
karsilagtirildiginda, karaciger fonksiyon bozuklugu bulunan hastalarda takrolimus
konsantrasyonlarinin daha yiiksek, plazma yarilanma Omriiniin daha uzun ve klirens
seviyelerinin daha diisiik olma potansiyeli bulunmaktadir.'"?

Kortikosteroid dozu: Takrolimus ile tedavide yer alan steroidler, CYP3A
izoenzimlerini indiikleyerek takrolimus eliminasyonunu arttirabilmektedirler. Ancak,
bir calismada uygulanan steroid dozu ile ihtiya¢ duyulan takrolimus dozu arasinda bir
korelasyon oldugu gosterilirken, bir baska ¢alismada takrolimus ile steroid kullaniminin
takrolimus farmakokinetigi iizerine bir etkisi olmadigini gosterilmistir.'*®

Diyare: Takrolimus kullanan hastalarda akut ve kronik diyare donemlerinde kan
takrolimus diizeylerinde artis oldugu gosterilmistir."”® Bu durum, achk ve artmis
absorpsiyon ve artmig intestinal permeabilite veya azalmis hepatik kan akis1 ve azalmis
hepatik metabolizma ile agiklanabilir.'” Enterite neden olan viral enfeksiyonlar,
enterositlerde CYP3A enzim aktivitesini diisiirebilir ve takrolimus diizeylerinde artiga

neden olabilirler.'* Ayrica, gastrointestinal kanalda CYP3A cesitli yerlerde degisen
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miktarlarda bulunmaktadir, gastrointestinal gecis siliresinin degismesi takrolimus
biyoyararlanimini degistirebilmektedir. 14l

Transplantasyon sonrasi gecen siire: Trasnplanstayon sonrasinda erken donem
ile kiyaslandiginda, zamanla hastanin terapotik diizeylere ulasmak i¢in ihtiya¢ duydugu
takrolimus dozunun azaldig1 gésterilmistir.142 Bu durum temel olarak, artan takrolimus

biyoyararlanimi ve azalan takrolimus klirensi ile iliskilendirilmektedir.'*
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3. GEREC ve YONTEM

Bu c¢aligmada bobrek nakli hastalarinda nakil bobrek reddinin engellenmesi igin
kullanilan immunsiipresif ilaglardan birisi olan tacrolimusun kan diizeyi ile T hiicre
cekirdeklerindeki NFAT-regulated gen ekspresyonuna etkisi ve klinik yansimalarinin
arastirilmasi amaglandi.

Calismanin etik kurul onayi, Cukurova Universitesi T1ip Fakiiltesi Etik Kurulu

tarafindan; 04.09.2019 tarihinde 41 sayili karar ile alinmastir.

3.1. Arastirmanin Yeri ve Zamani

Bu calisma Cukurova Universitesi Dahiliye Nefroloji Bilim Dal1 ve Tibbi Genetik
ABD tarafindan Ocak 2020-Haziran 2020 tarihleri arasinda yiiriitiildii.

3.2. Arastirmanin Evren ve Orneklemesi

Calisma evrenini, tedavi goren bobrek nakli olmus hastalar olusturmaktadir.
Calisma orneklemine, arastirma tarihleri arasinda poliklinige bagvuran bobrek nakli
olmus, ayaktan tedavi goren 48 hasta alinmasi planlanmistir. Arastirma kapsaminda 48
hastaya da basariyla ulagilmistir. Bu hastalar immunsupresif tedavi olarak tacrolimus
rejimi igeren immunsupresif kullanan hastalardi. Tacrolimus ila¢ alimi miktarina gore
son 6 ayda stabil dozda tacrolimus alan48 kisilik hasta planlandi. Hastalarin sabah
tacrolimus igcmeden Onceki bazal ilag seviyesi ile birlikte NFAT gen ekspresyonu ile
tacrolimus igtikten sonraki 3. saat kan ilag diizeyiyle birlikte NFAT gen ekspresyonuna
bakilmistir. Ayni giin sabah en az 12 saatlik acglik sonrasi rutin hemogram, glukoz,
BUN, kreatinin, {irik asit, ALP, AST, ALT, total protein, albumin, sodyum, potasyum,
magnezyum, sedimentasyon, D vitamini, parathormon, total kolesterol, trigliserit,
yiiksek dansiteli kolesterol, diisiik dansiteli kolesterol, spot idrarda protein/kreatinin,
glomeruler filtrasyon hizi, kalsiyum, fosfor, CRP diizeyleri 6l¢iilmiistiir. NFAT gen
ekspresyonu ile hastalarin kullandiklari ila¢ dozu, serum diizeyi ve hematoljik ve
biyokimyasal tetkikler arasindaki iliskisi degerlendirilmesi planlanmistir.

Arastirma kapsamina alinma kriterlert;

- Bobrek nakli olan,
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- 12 aydir immunosupresif tedavi alan,

- 18 yas lizeri olan,

- Tletisim gii¢liigii olmayan,

- Yeni ila¢ eklenmesi veya doz ayarlanmasi yapilmamis olmak
- Nefroloji polikliniginde ayaktan tedavi goren,

- Arastirmaya katilmaya onam veren goniillii hastalar

- Aktif infeksiyon, kalp yetersizligi veya hepatik fonksiyon bozuklugu olmamasi.

3.3. Verilerin Toplanmasi

Hasta grubundan alinan kan ve idrar Orneklerinden tam kan sayimi, rutin
biyokimya, spot idrarda proteinliri c¢alisildi. Ayrica hastalardan NFAT gen
ekspresyonunun ¢alisilmasi igin sitratlt tiiplere 2 cc kan alindi ve proje Onerisinde
hedeflenen NFAT genine yonelik dizayni yapilan primer-problarla ekspresyon
profillemesi asagidaki protokole uygun sekilde gerceklestirildi.

A) Dokudan RNA izolasyon Protokolii

B) RNA izolasyonu :

C) ZymoQuick-RNA Miniprep Plus Kit(R1058) kullanilmstir.

D) Tam Kandan RNA izolasyonu

E) 200 pul DNA / RNA Shield ™ (2X konsantre) dogrudan her 200

F) ultaze / donmus kan numunesine eklendi.

G) 2. Her 400 pl reaktif / kan karigimi icin 8 pl Proteinaz K eklendi ve

vortekslendi. 30 dakika oda sicakliginda (20-30 ° C) inkiibe edildi.

H) 3. Esit hacimde izopropanol (1: 1) eklendi ve vortekslendi.

I) 4. Karisim bir Zymo-Spin ™ IIICG Column3’e (yesil) aktarildi. 1 dk 14000 g

de santrifiij edilerek yeni bir toplama tiipiine aktarildi.
J) 5. DNase I aktivitesi
K) (D1) Kolonu 400 pl RNA Yikama Tamponu eklendi ve santrifijjleyin. 1 dk
14000 g de santrifiij edildi.

L) (D2) Niikleaz icermeyen bir tiipte 5 ul DNaz I (1 U / ul) *, 75 ul DNA
Sindirim Tamponu eklendi

M) vevortekslendi. Karisimi dogrudan kolona eklendi.

N) (D3) Kolon oda sicakliginda (20-30 ° C) 15 dakika inkiibe edildi.

29



0) 6. Kolona 400 pul RNA Hazirlama Tamponu eklendi ve 1 dk 14000 g de
santrifiij edildi.

P) 7. Kolona 700 ul RNA Yikama Tamponu eklendi ve 1 dk 14000 g de santrifiij
edildi.

Q) 8.400 ul RNA Yikama Tamponu eklendi ve 2dk 14000 g de santrifiij edildi.

R) 9. 1,5 ml ependorf tiipe kolon aktarilarak50 pl DNaz / RNaz igermeyen
molekiiler Su eklendi

S) vel dk 14000 g de santrifiij edildi.

T) RNA Kantitasyonu: Rna 6l¢iimleri ThermoMultiscanGocihazi ile yapildi.

U) cDNA Sentezi i¢in: OneScript® Plus cDNASynthesis Kit (G236)

V) Kitin igerisinde bulunan biitiin bilesenler yazilan hacimde karistirildi ve
tizerine 5 ul RNA eklendi. Toplam hacim 20 ul olacak sekilde molekiiler su

ile tamamlandi.

Component Volume
5X RT Buffer 4 ul
dNTP 1ul
Primers 1l
OneScript® Plus RTase 1l
Total RNA orpoly(A) + mRNA Sul

W) 55 C derecede 15 dakika ve 85 C derecede 5 dakike toplam 20 dk siiresinde
cDNAlar elde edilerek -20 ye kaldirildi.

X) Real Time PCR basamagi:

Y) Calisma ABI 7500 sisteminde yapilmstir.

7Z) QPCR Master Mix i¢in Promega A6001 kullanilmistir.

Component Volume

GoTaq® qPCR Master Mix (2X) 10pl

ForwardPrimer (20X) 1ul

ReversePrimer (20X) 1ul

Cdna 3ul

Molekiiler Su Sul

Step Cycles Temperature Time
GoTaq® Hot Start Polymerase activation 1 95°C 2 minutes
Denaturation 40 95°C 15 seconds
Annealingan dextension 40 60°C 1 minutes
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3.4. istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 23.0 paket programi kullanildi. Kategorik
Olctimler say1 ve yiizde olarak, siirekli dlglimlerde ortalama ve standart sapma (gerekli
yerlerde ortanca ve minimum- maksimum) olarak 6zetlendi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmasinda Ki Kare test ya da Fisher test istatistigi kullanildi. Gruplar arasinda
stirekli Ol¢timlerin karsilastirilmasinda dagilimlar kontrol edildi, de§iskenler parametrik
dagilim gostermediginden Mann Whitney U testi kullanildi. Degiskenler arasindaki
korelasyon Spearman’in korelasyon katsayis1 ile belirlendi. Korelasyon katsayisi
degerlendirmesi r > 0.91 ise degiskenler arasinda yiiksek korelasyon var; 0.90 <r >0.71
ise degiskenler arasindaki korelasyon iyi; 0.70 < r > 0.51 ise degiskenler arasindaki
korelasyon orta diizeyde; 0.50 < r > 0.31 ise degiskenler arasindaki korelasyon diisiik;
r< 0.3 ise degiskenler arasindaki korelasyon yok olarak yorumlanmaktadir. 3. saat ve
12.saat Olglimlerinin karsilastirilmasinda Wilcoxon testi kullanildi. Tiim testlerde

istatistiksel onem diizeyi 0.05 olarak alind.
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4. BULGULAR

4.1. Hastalarin Genel Demografik ve Klinik Ozellikleri

Caligmaya katilan hastalarin genel demografik ve klinik 6zellikleri Tablo 4 ve
Tablo 5°de gosterilmistir. Caligmaya katilan hastalar rutin kontroliine gelmis, herhangi
bir sikayeti olmayan stabil renal transplant alicilaridir (n=48).

Calismaya katilan 48 hastaninl4 (%29.8) kadin, 34 (%70.2) erkek idi. Tim
hastalarin yaslar1 40,5+12,9 (ort.£SD) yil, viicut agirliklart 72,1+14,3 (ort.£SD) kg,
viicut kitle indeksleri 25,0+3,79 (ort.+SD), transplantasyon sonrasi siireleri 7,6+5,5
(ort.£SD) yildir.

Tablo 4. Hastalarin demografik verileri

N Mean+SD Median Min-Max
Yas 48 40,5+12,9 39 19-70
Boy 48 168,6+9,3 169,5 150-188
Kilo 48 72,1£14,3 71,5 49-98
BMI 48 25,0+3,7 24,3 16,7-33,8
TX siiresi y1l 48 7,6+5,5 6,0 1-19

Transplant alicilar1 SDBY sebeplerine gore, HT (%33.3), DM (%?2.1), HT+DM
(%6.3), glomeriilonefrit (%12.5), nefrolitiazis/nefrokalsinozis (%8,3), vezikoiireteral
refli (%6,3), diger nedenler (%24,9) ve etiyolojisi bilinmeyenler (%6,3) olarak
ayrilmaktadir. Hastalarin renal transplant vericilerinin canli - akraba 32 (%66,7),canli -
akraba dis1 8 (%16,7), kadavra 8 (16,7) idi. Komorbid hastaliklar; HT 34 (%70,8), DM
6 (%12,5), ASKH 10 (%?20,8) idi.

Tablo 5. Hastalarin demografik degiskenlerin dagilim

n %
Cinsiyet
Erkek 34 70,8
Kadin 14 29,2
Bobrek Yetmezligi Nedeni
1: Hipertansiyon 16 33,3
Ht+ DM 3 6,3
Ht+ Glomerulonefrit 2 4,2
2: Dm 1 2.1
3: Nefrolitiazis/Nefrokalsinozis 4 8,3
4: Glomerulonefrit 6 12,5
5: Iga Nefropatisi 1 2,1
6: Polikistik Bobrek 2 42
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Tablo 5’in devamm

7: SLE 1 2,1

8: Vezikoiiretral Reflii 3 6,3

9: Soliter Bobrek 4 8,3

10: Tekrarlayan lye 1 2,1

11: Hidroiireteronefroz 1 2,1

0: Bilinmiyor 3 6,3
Kadavra/Canh Donor

Canli- Akraba 32 66,7

Canli- Akraba Disi 8 16,7

Kadavra 8 16,7
Ek Hastalik (Dm)

Yok 42 87,5

Var 6 12,5
Ek Hastalik (ASKH)

Yok 38 79,2

Var 10 20,8
Ek Hastahklar (HT)

Yok 14 29,2

Var 34 70,8

Hastalarin kullanmis oldugu takrolimus doz dagilimi1 Tablo 6’da belirtilmistir.

Tablo 6. Tacrolimus doz dagilim

Tacrolimus dozu ng/ml n %
1,0 3 6,3
1,5 8 16,7
2,0 7 14,6
2,5 9 18,8
3,0 8 16,7
4,0 6 12,5
4,5 1 2,1
5,0 2 4,2
6,0 1 2,1
8,0 1 2,1
12,0 1 2,1
18,0 1 2,1

Hastalarin kullanmis olduklar1 ilag dagilimi Tablo 7°de gosterilmistir. Hastalarin
kullanmis olduklari immunsiipresif ilag kombinasyonu tacrolimus + mikofenolikasit +
metilprednizolon 20 (%60.4), tacrolimus + metilprednizolon + azotiyopiirin 12 (%25),
tacrolimus + metilprednizolon 4 (%8,3), tacrolimus + metilprednizolon + siklosporin 1
(%?2.1), tacrolimus + metilprednizolon + evorilimus 1 (%?2.1), tacrolimus + mikofenolik
asit 1 (%2.1) seklindeydi. Hastalarin diger antihipertansif 16 (%33.3), ACEi/ARB+diger
antihipertansif 6 (%12.5), ACEi/ARB 2 (%4.2), ACEi/ARB + diger antihipertansif +
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statin 2 (4.2), diger antihipertansif + allopiirinol 2 (%4.2), ACEi/ARB + diger

antihipertansif + statin + allopiirinol 1 (%2.1) kullanmaktaydi.

Tablo 7. Hastalarin kullandig ilaclarin dagilim

n %
Kullanlan ilaclar(is)
Tacrolimus+Mikofenolik Asit+Metilprednizolon 30 62.5
Tacrolimus+Metilprednizolon 4 8.3
Tacrolimus+Metilprednizolon+Azotiyopiirin 12 25,0
Tacrolimus+Metilprednizolon+Evorilimus 1 2,1
Tacrolimus+Mikofenolik asit 1 2,1
Kullanilan Ilaclar(diger)

Yok 19 39,6
1 2 4,2
1+2 6 12,5
1+2+3 2 4,2
1+2+3+4 1 2,1
2 16 33,3
2+ 4 2 4,2

1: ACE/ARB, 2: Diger antihipertansifler, 3: Statin grubu, 4: Allopiirinol

Hastalarin takrolimus kan konsantrasyonu ve NFATC2 gen aktivasyonu tablo 4. 5
te gosterilmistir. Hastalarin son takrolimus dozunu aldiktan 12 saat sonra bakilan kan
ila¢ konsantrasyonu 5,64+1,9 (ort.£SD) , takrolimus alimindan 3 saat sonra bakilan kan
ilag konsantrasyonu 8,88+3,0 (ort.+SD) idi. Hastalarin son takrolimus dozunu aldiktan
12 saat sonraki NFATC2 gen aktivasyonu 11,8+6,5, takrolimus aliminindan 3 saat sonra
ki NFATC2gen aktivasyonu 16,1+9,5 idi. Takrolimus ila¢ alimina bagli kan ilag
konsantrasyonun artma egilimi gosteriyorken, NFATC2 gen aktivasyonu da artis egilimi

gostermekteydi.

Tablo 8. Takrolimus kan konsantrasyonu ve NFATC2 gen aktivasyonu
N Mean£SD Median Min-Max p

Takrolimus 0. Saat 48 5,64+1,9 5,65 1,6-9,5 0.001
Takrolimus 3. Saat 48 8,88+3,0 8,35 3,8-18,2 ’
NFATC2Gen Aktivasyonu 0. Saat 48 11,8+6,5 10,2 4,08-42,2 0011
NFATC2Gen Aktivasyonu 3. Saat 48 16,1£9,5 13,7 4-41,5 ’

p: Wiloxon testi

NFATC2 genine yonelik dizaym1 yapilan primer-problar ve belirlenen house-
keeping genlere yonelik ekspresyon profillemesi yapilmistir. Hastalardan alinan taze

periferik kan Ornekleri toplandiktan sonra ilgili protokole uygun bigimde RNA
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izolasyonu gerceklestirilmis olup drneklerin tamamindan yeterli konsantrasyon ve DNA
kontaminasyonu olmaksizin RNA izolasyonu ger¢eklestirilmistir.

NFATC?2 genlerinin ekspresyonlarinda meydana gelen degisimler Windows Excel
programina Ct verilerinin girisi yapilarak hesaplanmis olup, istatiksel degerlendirmeler
de Gene Globe Data Analysis Center (Qiagen) ¢evrim i¢i analiz programiyla
gerceklestirilmistir. Calismada iki 6rnege ait ekspresyon verisi tespit edilememis olup
calisma dis1 birakilmistir. Son takrolimus dozunu aldiktan 12 saat sonra ile

224 analizi ile takrolimus alimindan 3 saat sonra ilgili genin

karsilagtirmali yapilan
ekspresyon seviyesindeki kat degisimleri hesaplanmis, kat degisimleri 6’nin iizerinde
cikan Ornekler diglanarak Sekil’de sunulmustur. NFATC2 gen ekspresyonu takrolimus
alimindan 3 saat sonra artma egiliminde oldugu ancak istatiksel olarak anlamli olmadig1
goriilmektedir.

Sekil 9°da NFATC2 genindeki ifade artislar1 kat degisim (Fold Exchange) olarak

sunulmustur.

Ekspresyon Kat Degisimi

0.saat"
3.saatq

Kat degisimi
i

Sekil 9. NFATC?2 genindeki ifade artislar: kat degisim

4.2. Hastalarin Laboratuvar Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Tiim hastalarin, 6rneklerin alindig1 giin bakilan parametrik sonuglar, hastane bilgi
sisteminde incelenmistir. Tiim bu parametrelerin grup i¢i ortalama degerleri Tablo 9°da

verilmistir.
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Tablo 9. Hastalarin klinik sonuclarinin dagihm

N Mean+SD Median Min-Max
Glukoz (mg/dL) 48 95,7+20,1 90,5 72-194
BUN (mg/dL) 48 19,5+£10,2 17,5 9,2-73,3
Kreatinin (mg/dL) 48 1,32+0,7 1,12 0,65-4,98
Urikasit (mg/dl) 48 6,97+1,6 6,8 3,7-10,6
Total Protein (g/L) 48 70,9+5,7 71,9 57,0-87,1
Albiimin (g/L) 48 41,8+3,3 42,4 32,3-48,0
Kalsiyum (mg\dL) 48 9,6+0,5 9.5 8,4-10,8
Fosfor (mg\dL) 48 3,224+0,8 3,16 1,6-5,5
AST (U/L) 48 18,0+4,5 18 6-30
ALT (U/L) 48 18,7+8,1 16 7-37
ALP (U/L) 37 75,9+24.6 77 33-140
NA (mmol/L) 48 140,5+3,1 141 129-145
K (mmol/L) 48 4,3+0,4 43 3,5-5,4
MG (mg\dL) 45 1,8+0,2 1,8 1,23-2,29
Sedimantasyon (saat) 42 16,2+18,8 10,5 2-101
Hemoglobin (g/dL) 48 13,8421 13,8 8,0-18,4
HCT (%) 48 40,7+6,1 40,5 27,2-54,6
WBC (10°/uL) 48 7985,4+£2272.3 7300 3000-13100
PLT (10%/uL) 48 220458,3+75545,4 218500 83000-458000
250HD (ng/mL) 47 14,3495 11,4 4-55
PTH (pg/ml) 42 129,4+79.9 115,3 3,9-317,2
CRP (mg/L) 47 6,6+11,2 3,9 1,2-77,4
TSH (mIU/L) 48 2,36£1,5 2,11 0,8-8,0
T. Kolesterol (mg\dL) 47 205,8+46,6 210 104-307
LDL (mg\dL) 47 125,4+35,7 131 48,4-190,8
HDL (mg\dL) 47 48,7+11,4 47 32-84
Trigliserit (mg\dL) 47 157,3£72.4 150 41-329
Idrar Protein/Kreatinin 46 429,74587.9 203 52.3454
(mg/g)
Idrar  Albiimin/Kreatinin 44 826.0+1337.4 160 1-6363
(mg/g) .
GFR(CKD-EPI) 48 72,6+£22,9 73 12-109

(mL/dk/1,7m?2)

Hastalarin son takrolimus dozunu aldiktan 12 saat sonra bakilan kan ilag
konsantrasyonu, takrolimus alimindan 3 saat sonra bakilan kan ila¢ konsantrasyonu ve

NFATC?2 gen aktivasyonunun klinik korelasyonu Tablo 10°de belirtilmistir.

Tablo 10. Klinik korelasyon tablosu
NFATC2 Gen NFATC2 Gen

Aktivasyonu Aktivasyonu Takrolimus Takrolimus 3.
0. saat saat

0. saat 3. saat
Va r 0,17 0,11 0,02 0,03
3 p 0.233 0,448 0,991 0,845
BMi r 0,397 0,03 0,12 0,02
p 0,006 0,850 0,426 0,871
. r 0,09 0,12 -0,60" -0,32"
TX_sirresi yil p 0,537 0,421 0,0001 0,029
r -0,05 0,17 0,10 0,13
Glukoz (mg\dL) . 0713 0,242 0,478 0,380
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Tablo 10°’un devam

BUN (mg\dL) ; 0?2’}21; 5?453 6?622 (_)2;;(1)
Kreatinin (mg\dL) ; 0?1’ ;g (;f)g’(z)g (;f)éiﬁ 02;(1)2
Urikasit (mg\dL) ; 00, 5;3 o?é(s)g 0%2? 0?623
Total Protein (g/L) ; 02; ; ; 0%(6); (;?7’ (6)3 (;S)S’gg
Albiimin (g/L) - 0?8’(3? 02{1? 0?122151; o,o(é?
Kalsiyum (mg\dL) ; 0?3: } S (;?9’2; 0%8‘2l Of)(;é;
Fosfor (mg\dL) ; 0?9’(2) } 0?152 (;?3’ (1)3 -00:515;
AST (U/L) . (;?6’% (;?9’21 0%(3)2 0%82
ALT (U/L) . 0?9’;)1 O%Sé 0?3’5133 of)f T
ALP (UL) . i X 3334 0578
Na (mmol/L) ; (;?6’(9)3 0?2’;1),2 0?6’2? o%gg;
K (mmol/L) . (;?9’81 (3?8’?411 0%2; (;f)s’gg
Mg (mg\dL) . o?é?é 62{; 6?1%(2) (;f)f >
Sedimantasyon (saat) ; O?’;éllg (;f)f (2)2 (;?7,(132 (;f)l’gg
Hemoglobin (g/dL) ; (;%ég 02{; o?z’ég (?,’(;‘014:
HCT (%) . 035 0,498 T 33(?4
wecaoun L O — 25
PLT (10%pL) . 090 0738 xE D
250HD (ng/mL) ; (;01 §§ (;Ooég (;062(7) (3082421
PTH (pg/ml) . 5530 055 0530 it
CRP (mg/L) - b0k AT X el
SHEoL 019 o1 R T
T. Kolesterol r 0,26 0,17 -0,07 -0,01
(mg\dL) P 0,078 0,251 0,650 0,990
LDL (mg\dL) . Of)o’ﬁi 0?6’(5)1 (;?4411; (;%(5);
HDL (mg\dL) ; 02; ié (?’ ’3163* 6?4411514 6?6231
Trigliserit (mg\dL) ; (g) gf; 0?3’;‘7‘ 02{; (2522;
idrar Protein / r 0,03 0,21 0,37 -0,44°
Kreatinin (mg/g) p 0,842 0,154 0,012 0,002
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Tablo 10°’un devam

idrar Albiimin / r 0,184 0,007 -0,51" 0,24
Kreatinin (mg/g) p 0,233 0,966 0,0001 0,114
GFR(CKD-EPI) r 0,24 0,07 0,18 0,00
(mL/dk/1,7m2) D 0,096 0,647 0,218 0,995

Gen aktivasyonlar1 ile demografik degiskenlerin karsilastirdigimizda; takrolimus
3.saat ile cinsiyet arasinda istatistik olarak anlamli bir farklilik saptanmistir. Erkek
hastalarin, kadinlara gore 3. saat kandaki takrolimus oraninin istatistik anlamli olarak

daha yiiksek oldugu saptanmistir.

Tablo 11. Demografik degiskenlerin ile gen aktivasyon sonuclarimin karsilastirilmasi

Takrolimus 0. Takrolimus 3. NF.ATC2 Gen NF.ATC2 Gen
saat saat Aktivasyonu 0. Aktivasyonu 3.
saat Saat
Cinsiyet
Erkek 5,5(1,6-9,5) 9,1(3,8-18,2) 10,2(4,6-42,2) 13,6(4,0-36,9)
Kadin 5,9(2,4-7,5) 7,4(4,6-10,4) 10,2(4,1-26,6) 14,7(5,5-41,5)
P 0,692 0,034 0,944 0,971
Kadavra/Canh
Donor
Canli1- Akraba 5,5(1,6-9,5) 8,1(3,8-18,2) 11,3(4,1-42,2) 14,7(4,0-41,5)
Canli- Akraba Dis1 6,5(5,0-8,9) 9,4(4,6-12,4) 9,7(5,1-15,3) 12,6(5,7-16,8)
Kadavra 1,7910 3,6174 4,162145 11,508010
P 0,231 0,940 0,568 0,345
Ek Hastalik (DM)
Yok 5,6(1,6-9,5) 8,1(3,8-18,2) 11,3(4,1-42,2) 14,0(4,0-41,5)
Var 6,6(3,9-8,9) 9,4(4,6-12,6) 8,8(4,6-10,3) 7,3(5,7-15,8)
P 0,211 0,844 0,140 0,043
Ek Hastahk
(ASKH)
Yok 5,6(1,6-9,1) 8,4(3,8-18,2) 9,9(4,1-42.,2) 13,9(4,0-41,5)
Var 6,1(3,9-9,5) 8,3(7,1-16,0) 11,6(4,6-21,1) 13,6(8,3-26,4)
P 0,137 0,375 0,999 0,515
Ek Hastaliklar
(HT)
Yok 5,1(2,4-9,1) 7,6(4,6-18,2) 11,1(4,1-42,2) 13,7(5,5-34,7)
Var 5,7(1,6-9,5) 8,4(3,8-16,0) 10,2(4,6-21,1) 13,9(4,0-41,5)
P 0,672 0,788 0,097 0,816
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5. TARTISMA

Giinlimiizde bobrek nakli sonrasi kortikosteroid, kalsindrin inhibitori ve
antimetabolitten olusan tedavi protokolleri uygulanmaktadir. Bu immunsupresif
ilaglardan kalsindrin inhibitorii olan Tacrolimus; toprak mantarindan elde edilmis bir
makrolid antibiyotiktir. Tacrolimus, FK Baglayic1i protein’e baglanir. T hiicre
cekirdeklerinde NFAT traslokasyonunu Onleyerek kalsinérin fosfataz aktivasyonunu
inhibe etmekte ve TGF-f inhibisyonuna yol a¢maktadir. NFAT translokasyonunu
onlerken negatif feedback sonucu NFATC2 gen aktivasyonunda artisa neden
olmaktadir. NFATC2 gen aktivasyonundaki artig IL-10 ve IL-17 sitokinlerin salinimina
neden olur. Salian IL-10 immiinmodulatuar etkisiyle nakil bobregin rejeksiyon riskini
azaltabilir. Eger gen aktivasyonundaki artis devam edecek olursa IL-17’de meydana
gelen artis IL-10’un Oniine gegerek notrofil aktivasyonuna neden olabilir dolayist ile
rejeksiyona neden olabilir. Bu sekliyle immunsiipresif etkisini, etkili oldugu gen
bolgesinde molekiiler diizeyde gergeklestirmektedir. Bu etkisiyle tacrolimus akut ve
kronik rejeksiyonu Onlemede uzun yillardir basar1 ile kullanilmaktadir. Tacrolimus
farmakodinamik olarak dar terdpatik araliga sahiptir. Fazla dozda alinan tacrolimus; sik
tekrarlayan ve firsat¢1 enfeksiyonlar, sekonder maligniteler basta olmak tizere bircok
olumsuz sonuglara yol acabilirken, etkin dozda alinmayan tacrolimus; nakil bobrek
reddine neden olmaktadir. Bu ¢alismada tacrolimus kullanan bébrek nakli hastalarinda
takrolimus tedavisinden 3 saat ve 12 saat sonraki NFAT gen ekspresyonu 0l¢iilerek, 12
saatlik tacrolimus kan diizeyi ile karsilastirarak bunun klinik yansimalarinin
arastirilmasi1 amagcladik.

Tiirk Nefroloji Dernegi’nin 2019 kayit sistemine gore bobrek transplantasyonu
yapilan hastalarin %45,94°i 20-44 yas arasinda, %40.6’s1 45-64 arasinda olup, bizim
calismamizda hastalarin ortalama yas1 40,5+12,9 saptanmistir. Cinsiyet dagilimina
bakildiginda bu kayit sisteminde bdbrek transplantasyonu yapilan popiilasyonun
%64,4°1 erkek, %35,6’s1 kadin olup bizim calismamizda hastalarin %70.8°1 erkek,
%29.2’si kadin idi. Genel anlamda calismadaki hastalarin yas ve cinsiyetlerinin TND
verileri ile uyumlu oldugu saptandi.

Bobrek transplantasyonu yapilan hastalarin primer hastaliklart incelendiginde

Tirk Nefroloji Derneginin 2019 yili raporunda bobrek transplantasyonu yapilan
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hastalarin etyolojik nedenlere gore dagilimi birinci sirada DM %20.94, ikinci sirada
glomerulonefrit %20.35 sonra sirayla hipertansiyon %18.48, etyolojisi bilinmeyen
%16.49, polikistik bobrek %5.96 seklindedir. Bizim ¢alismamizda etyolojik nedenlerde
ise birinci sirada hipertansiyon %33.3, ikinci sirada glomerulonefrit %12.5, iiglincii
sirada iirolojik nedenler %18.8 seklinde siralanmistir. Calismamizda etyolojik
nedenlerin kismen farkli oldugu goriilmiistiir. Hipertansiyonun birinci sirada olmasi
yaniltic1 olabilir. Hipertansiyon SDBH etyolojisinde rol oynarken hipertansiyonun
siklikla SDBH’ye sekonder oldugu goriilmektedir. Genelde bu hastalar erken donemde
tan1 almayan basta glomerulonefritler olmak iizere baska bir hastaliga bagli SDBH
gelistirmis olup, artitk bu asamada hipertansiyonun sekonder olarak gelistigi tahmin
edilebilir.

Donér kaynagi acisindan vericiler incelendiginde c¢alismamizda bdobrek
nakillerinin %83.4’niin canli vericilerden, %16.7’sinin kadavra vericilerden yapildig1
goriilmektedir. Bu sonuglar 2019 TND kayit sistemi verileri ile uyumludur. 2019 yili
kayit sistemi verilerine gore 2019 yilinda Tirkiye’de yapilan bobrek nakillerinin
%79.39’u canli vericilerden, %20.61’i kadavra vericilerden yapilmistir." Sonuglar yurt
dis1 veriler ile karsilagtirildiginda Tiirkiye’de kadavradan yapilan nakil oranlarimin ¢ok
diistik oldugu ve diinya ortalamasinin oldukg¢a altinda kaldigi goriilmektedir. Global
Observatory on Donation and Transplantation (GODT) verilerine bakildiginda 2019
yilinda yapilan 89823 bobrek naklinin %64°i kadavra vericiden, %36’si canli vericiden
yapilmigtir. Ulkemizde canli vericilerin én planda olmasi akraba iliskileri ve kan
bagindan kaynaklandig: diisiiniilebilir.

NFATC?2 gen ekspresyonu takrolimus alimindan 3 saat sonra artma egiliminde
oldugu ancak istatiksel olarak anlamli olmadigi, NFATC2 gen aktivasyonunun (.saat ve
3.saat degeri ile takrolimusun 0.saat ve 3.saat arasinda istatistik olarak anlamli bir
korelasyon olmadig1 gozlendi. Bu duruma takrolimus ila¢ alimindan 12 saat gegmesine
ragmen, takrolimusun kan ilag konsantrasyonun devam etmesi ve azalan kan ilag
konsantrasyonuna ragmen NFATC2 gen ekspresyonunun halen devam ediyor olmasi
neden olabilir. Istatiksel olarak korelasyon gosterebilmemiz icin en az 24 saat
takrolimus alimi olmaksizin gecen siire sonrasinda kan konsantrasyonlar1 ile gen

aktivasyonlarinin korelasyonu saglanabilir. Ilagsiz gegen siire immiinreaksiyonu
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baslatabilir ve transplante edilen bdbregin rejeksiyonuna neden olabilir. Bu nedenle
bdyle bir calisma protokolil yapilmamastir.

Calismalar NFATC2 mRNA’nin esas olarak dalak ve periferik kan lenfositleri gibi
periferik lenfoid dokularda ifade oldugunu ve NFATC4 mRNA’nin timusta yliksek
seviyelerde ifade oldugunu gostermistir; bu bulgular T-hiicre gelisiminde NFATC2 ve
NFATC4’iin 6nemli roliinii gdstermektedir.'**'*> NFATC2 geni, T-hiicre reseptorlerine
tepki olarak fosforilasyona neden olan ve daha sonra gen transkriptlerinin
modiilasyonunda rol oynadigir ¢ekirdege aktarilan sitoplazmik bilesen NFATC2’yi
kodlar.'"*® Son calismalar NFATC2’nin diizenleyici T hiicrelerinin gelisimi ve islevi
tizerinde biiytlik bir etkisi oldugunu ve mevcut antijene bagl olarak bagisiklik yanitini
inflamatuar ya da anti-iflamatuar yonde diizenlendigini gostermektedir.'""'*® Ayrica,
NFATC2 NFATcl ve NF ATc3' gibi diger NFAT aile iiyelerinin transkripsiyon
baskilayarak B-hiicre reseptor stimiilasyon i¢in anerji durumunu korumak i¢in segici bir
rol oynadigr bulunmustur. Buna ek olarak, NFATC2 mRNA’nin CsA’ya bagiml bir
mekanizma ile aktive T ve NK hiicrelerinde aktivasyonunu saglamistir."”® Zijie Wang.
ve arkadaglart NFATC2/4 ve bobrek nakli sonrasi akut ret arasindaki iliskiyi aragtirmak
icin calisma tasarlamiglar ve bulgulara dayanarak, oncelikle NFATC2 ve NFATC4
genlerinin bobrek nakli sonrast rejeksiyon ataklart sirasinda T hiicrelerinin
aktivasyonunda rol oynadigini varsaymislardir. Bu caligmada, bobrek nakli sonrasi
rejeksiyon ile iliskili NFATC2 ve NFATC4 genlerinin SNP’lerini tanimlamak i¢in NGS
kullanilmis. Bulgularin, NFATC2 geninde bulunan SNP rs2426295’in bobrek nakli
yapilan hastalarda transplantasyon sonrasi rejeksiyon ataklarinin ortaya g¢ikmasiyla
anlamli bir korelasyon oldugunu gostermislerdir.

Calismamizda NFATC2 gen aktivasyonu diger hastalara oranla 4 kat artis gdsteren
2 hasta saptadik. Bu hastalarin bobrek fonksiyonlar1 ve idrar proteinleri normal sinirlara
yakindi. Ancak bu yliksekligin daha sonraki donemlerde rejeksiyon i¢in bir risk
olusturup olusturmadigin1 bilmiyoruz ve bu hastalarin daha yakin takibinin uygun
olacag: diisiincesindeyiz. Literatiirde NFATC2 gen aktivasyonun hangi degerin tizerinde
Th17 lenfoist aktivasyonu yolu ile rejeksiyona neden olabilecegi hakkinda bir bilgi

bulunmamaktadir.
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Caligmamizda bes hastamizda NFATC2 gen ekspresyonundaki artig 1 kat, alt1
hastamizda 2 kat iizerindeydi. Hastalarin gen ekspresyonlarindaki artis ile GFR ve idrar
protein/kreatinin degerleri arasinda bir iligki saptamadik.

Calismamizda WBC, CRP ile NFATC2-Gen Aktivasyon 0.saat ve 3.saat arasinda
istatistik olarak anlamli bir korelasyon saptanmistir. Yiikksek WBC degeri NFATC2-Gen
aktivasyon degeri ile ilisikli olabilecegi gibi, inflamasyon, enfeksiyon,
metilprednizolon gibi diger nedenlerin sonucu olabilecegi de dikkate alinmalidir.

Idrar protein/kreatinin ve idrar albiimin/kreatinin ile Takrolimus O.saat ve 3.saat
arasinda istatistik olarak anlamli ters yonlii korelasyon saptanmistir. Takrolimus kan
ilag konsantrasyonu azaldikg¢a idrar protein/kreatinin ve idrar albiimin/kreatinin
degerleri artmistir. Bu durum yetersiz immiinsiipresif ila¢ kullanimi ile
iliskilendirilebilir. Ancak aym iliskili NFTAC2 gen ekspresyonu ile saptayamadik.
Hastalarimizda asikar enfeksiyon, malignensi ya da otoimmiin hastalik klinigi mevcut
degildi. Ancak gozden kagirdigimiz altta yatan inflamasyon gostergesi olabilecegi gibi
0.saatteki baskilanmamis NFATC2 gen ekspresyonun inflamasyon sitokinleri arttirmasi
nedeniyle olabilir. Ancak sitokin diizeylerine bakmamis olmamiz nedeniyle durum tam
aciklanamamaktadir.

Gen aktivasyonlari ile demografik degiskenlerin karsilastirdigimizda; takrolimus
3.saat ile cinsiyet arasinda istatistik olarak anlamli bir farklilik saptanmistir. Erkek
hastalarin, kadinlara gore 3.saat kandaki takrolimus oraninin istatistik anlamli olarak
daha yiiksek oldugu saptanmistir. Klinik ¢aligmalarda cinsiyetin, takrolimus
farmakokinetik profilinde degisime neden olmadigi tespit edilmistir.'”® Bu bulguyu
aciklayamamaktay1z.

ALP ile Takrolimus arasinda istatistik olarak anlamli bir korelasyon saptanmistir
ve bu bulguyu ag¢iklamakta giicliik ¢cekmekteyiz.

HDL ile NFATC2-Gen Aktivasyon 3.saat arasinda istatistik olarak anlamli bir
korelasyon saptanmistir. NFATC2 gen ekspresyonundaki artis Th17 hiicrelerinin ana
transkripsiyonel diizenleyicisi olan RAR iligkili reseptér gamanin aktivitesindeki artis
sonucu lipojenik ve kolesterojenik yolaklarin aktive olmasi sonucu oldugu
diisiiniilmektedir.”"

Tacrolimusun 12 saatinde HDL ve WBC arasinda ve tacrolimusun 3. saatinde iirik

asit, WBC, CRP ile NFAT?2 arasinda 6nemli korelasyon inflamasyonla iliskili olabilir.
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NFATC2 gen aktivasyonunun 48 stabil renal transplant hastasinda takrolimus
alimindan 3 saat sonra artma egiliminde oldugu ancak istatiksel olarak anlamli
olmadigi, NFATC2 gen aktivasyonunun 0. saat ve 3. saat degeri ile takrolimusun 0. saat
ve 3. saat arasinda istatistik olarak anlamli bir korelasyon olmadigi gozlendi.
Dolayisiyla hastalarin  takip edilmesinde NFATC2’nin takrolimus kan ilag
konsantrasyonuna bakilmasina tistlinliigii olmadig1 diisiiniilebilir, ancak yiiksek diizeyde
aktivasyonun klinik sonuglar1 belli degildir. Es zamanl sitokin diizeylerini
Olgmedigimiz i¢in ayrintili yorum yapamiyoruz.

Takrolimusun 0. saat ve 3. saat ile idrar albiimin ve idrar kreatinin orani ve

transplantasyon siiresi arasinda 6onemli iligski olmasi1 beklenen bir bulgudur.
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6. SONUCLAR ve ONERILER

NFATC2 gen ekspresyonu takrolimus alimindan 3 saat sonra artma
egiliminde oldugu ancak istatiksel olarak anlamli olmadigi, NFATC2 gen
aktivasyonunun 0.saat ve 3.saat degeri ile takrolimusun 0.saat ve 3.saat
arasinda

Artmis NFATC2 gen aktivasyonu Th17 lenfosit {izerinden notrofilleri aktive
ederek rejeksiyona neden olabilir.

Akut veya kronik rejeksiyonu onlemede NFATC2 gen aktivasyonunda artig
klinik ac¢idan 6nemli olabilir. Ancak hangi degerin iizerinde Th 17 lenfosit
yolaginin aktive oldugu bilinmemektedir. 4 kat artis olan 2 olgumuzda bu
yonde bir bulgu yoktu. Hasta sayimizin az olmasi ¢calismamizda hipotezimizi

desteleyecek bulgularin elde edilmesinde en 6nemli kisitlayici faktordiir.
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