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OZET

Giiniimiizde kronik hepatit C infeksiyonu tedavisinde interferon ve ribavirin
kullanilmaktadir. Ancak bu hastalarin %10’unda ila¢ kesmeyi gerektirecek kadar siddetli
anemi gelismektedir. Ribavirinin eritrositlerde S-adenozilhomosistein hidrolaz (AHCY)
aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur. Bu calismanin amact AHCY gen varyasyonlarinin
ve metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) gen polimorfizmlerin ribavirin
anemisindeki etkisini aragtirmaktir.

Kronik C hepatiti tanis1 nedeniyle interferon ve ribavirin tedavisi almis olan
hastalar calismaya dahil edildi. Veriler; baslangic hemoglobin, platelet sayisi, AST,
ALT, GGT ve LDH degerleri ile viicut kitle indeksi hastane kayitlarindan temin edildi.
Hemoglobin seviyelerinde >2 gramlik diigmeye gore iki gruba ayrildi. MTHFR i¢in
C677T ve A1298C polimorfizmleri ve AHCY1 5’UTR -34 C—T, AHCY2 112 C—T,
AHCY4 143 A—G varyasyonlarina bakildi.

Anemi sikligr 52/85 (% 61.17) olarak bulunmustur. Gruplar arasinda risk
faktorlerine bakildiginda sadece yas acisindan belirgin bir iliski oldugu belirlendi. Yas
arttitkca anemi riski 1.112 (OR) kat artmaktaydi ve bu sonug istatistiksel olarak
anlamliyd1 (p=0.009). Gruplar arasinda bakilan gen polimorfizmleri ve genetik
varyasyonlar yoniinden bir iligki bulunamadi. MTHFR C677T gen polimorfizmine ait
T/T genotipinin anemi olanlarda C/C genotipine gore 6.029 kat daha fazla goriildiigi
belirlendi ancak bu sonug istatistiksel olarak anlamli bulunmadi (p=0.137). MTHFR
A1298C gen polimorfizmine ait C/C genotipinin anemi olanlarda A/A genotiplilere
gore 3.586 kat fazla olmakla birlikte bu fazlalik istatistiksel olarak bulunmadi
(p=0.124).

MTHEFR C677T i¢in T/T genotipine ve A1298C icin C/C genotipine anemi olanlarda
daha sik rastlanmasina ragmen. MTHFR gen polimorfizmleri ve AHCY genetik
varyasyonlar1 ribavirinle iligkili anemi i¢in bir risk faktorii degildir. Yasla birlikte
ribavirinle iligkili anemi riski arttif1 icin bu gruba tedavi verilirken daha dikkatli
olunmalidir.

Anahtar kelimeler; interferon, ribavirin, anemi, metilentetrahidrofolat rediiktaz, S-

adenozilhomosistein hidrolaz, gen polimorfizmi.
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ABSTRACT

Today interferon and ribavirin are used for treatment of chronic hepatitis C
infection. Nevertheless 10 percent of these patients undergo such a drastic anemia that
causes even withdrawal medication. It is proved that ribivarin inhibits the activation of
S-adenosylhomocysteine hydrolase (AHCY) in erythrocytes. The aim of this study is to
investigate the effect of AHCY gene variations and methylenetetrahydrofolate reductase
(MTHEFR) genetic polymorphisms on ribavirin anemia.

The patients treated with interferon and ribavirin for chronic hepatitis C is
included in the study. Data such as preliminary hemoglobin, platelet count, AST, ALT,
GGT and LDH values and body-mass index is gathered from the patient records. They
are grouped into two according to decline in hemoglobin level >2 grams. For MTHFR
C677T and A1298C polymorphisms and variations of AHCY1 5’UTR -34 C—T,
AHCY2 112 C—T, AHCY4 143 A—G are studied.

Frequency of anemia is found as 52/85 (61.17%). Considering the risk factors
among the groups it is determined that there is a significant relation on age only. The
risk of anemia was found to be increased by 1.112, which was statistically logical
(p=0.009). No relation was found among groups regarding gene polymorphisms and
genetic variations. Compared to C/C genotype, T/T genotype of MTHFR C677T is
found to be more common by 6.029 in anemic patients, but this result is not found to be
statistically significance (p=0.137). In anemic patients the C/C genotype of MTHFR
A1298C gene polymorphism is recorded 3.586 times more than ones with A/A
genotype, however this result is not found statistically significance (p=0.124).

Although T/T genotype for MTHFR C677T and C/C genotype for A1298C has
been observed more frequently in anemic patients, MTHFR gene polymorphisms and
AHCY genetic variations are not considered as risk factors for ribavirin related anemia.
Since ribavirin related anemia is increasing with age, great care should be taken when
treating this group.

Key words; interferon, ribavirin, anemia, methylenetetrahydrofolate reductase, S-

adenosylhomocysteine hydrolase, gene polymorphism.
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GIRIS

Ribavirin, bir piirin niikleosid analogudur. Etki mekanizmasi hala tartisiimakla
birlikte, guanozin trifosfat sentezi i¢in gereken enzim olan inozin monofosfat
dehidrogenaz’1 inhibe ederek genis sayida DNA ve RNA viriisiiniin replikasyonunu
onler. Olaylar zincirinin bu son basamagi, RNA genomunun 6liimciil mutagenezidir (1).
Giiniimiizde hepatit C’li hastalarin tedavileri, interferon-a ve ribavirin’in birlesimi ile
yapilmaktadir (2,3). Kombinasyon tedavisi, interferon tekli tedavisi ile kiyaslandiginda,
yan etkilerin sayist artmistir (2-9). Doz azaltimi siktir ve esas olarak kombinasyon
tedavisi verilen hastalarda %10 siklikta goriilen anemide gerek duyulmaktadir (2-5).
Ribavirin kullanimu ile iligkili ana toksisite, hemolitik anemidir. Bu yan etki, ribavirin
trifosfat’in eritrosit icinde birikerek, eritrosit fonksiyonlarin1 engellemesine baglanmistir
(10,11).

Ribavirin kullantminin komplikasyonlarindan biri olan hemolitik anemi, bazen
tedavinin kesilmesine yol acabilir (12). Anemi, olasilikla ribavirinin eritrositlerde
birikimine baghdir ve ribavirin, eritrosit i¢ine girince aktif formuna fosforillenir ve
plazmadakinden 9 kat daha fazla olacak sekilde hiicrelerin iginde birikir (13).
Mekanizma heniiz tam olarak belirlenememekle birlikte, ribavirin fosfat’in, eritrosit
hiicre membranlarinda yer alan ATP ile yarisarak ATP-bagimli tasima sistemlerini
yavaglattigina inanilmaktadir ve sonuc¢ta muhtemelen membran stabilizasyonu
bozulmaktadir.

Ribavirin gibi baz1 adenozin analoglarinin, onceden, eritrosit lizatlarinda, S-
adenozilhomosistein  hidrolaz (AHCY) aktivitesini inhibe ettigi bulunmustur.
Ribavirinin (inosinat dehidrogenaz inhibitorii), bilinen diger etki mekanizmalarina ek
olarak, AHCY aktivitesi iizerinde inhibitor etkisi de vardir, bu durum, antiviral
etkisinde onemli olabilir (14). Homosistein, metiyonin’in demetilasyonu ile olusan bir
metabolik aracidir (15). Birinci basamak, S-adenozil metiyonin (AdoMet) olusumudur,
bu daha sonra, S-adenozil homosistein’e (AdoHcy) demetile olur (15). AdoHcy, AHCY
tarafindan adenozin ve homosistein’e (hcy) hidrolize edilir. (15). AdoMet, bircok
transmetilasyon reaksiyonunda gorev alan 6nemli bir metil donériidiir (15). AdoMet’nin

metaboliti olan AdoHcy, AdoMet baglanma alanlariyla yarisarak, metiltransferaz



enzimlerinin gii¢lii bir inhibitorii ve sitotoksik olmayan bir hipometilasyon ajanidir (16).
Es zamanli olusan AdoMet seviyesinde azalma ve AdoHcy seviyesinde artma,
proteinler, DNA, RNA, fosfolipidler ve diger kiiciik molekiilleri iceren bircok doku
komponentlerinin metilasyonunu inhibe etmektedir (15). Homosisteinemili ve
homosistiniirili hastalarda, eritrositlerdeki bu degisiklikler karakteristik degildir (17).

AHCY, AdoHcy’i Hcy ve adenozine hidrolizler. Bu reaksiyonun
termodinamikleri AdoHcy sentezini giiclii bicimde tetikler ancak her iki {iriin hizla
uzaklastirildigindan, in vivo kosullarda AdoHcy’nin yikimi genellikle agirliklidir.
AdoHcy, AdoMet’e bagimli tiim metiltransferazlar tarafindan iretilir ve
metiltransferazlarin giiclii bir inhibitoriidiir (15).

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinda
onemli bir enzimdir (18,19). MTHFR, 5,10 metilentetrahidrofolat1 (5,10-metilen THF)
geri doniisiimsiiz olarak 5-metil tetrahidrofolata (5-metil THF) donistiiriir (19-21). 5-
metil THF; DNA metilasyonu ve metiyonin sentezi i¢in metil grubu saglar (20-22).
5,10- metilen THF ise deoksiiiridilatin timidilata doniisiimiinde kullanilirken bir taraftan
da piirin sentezi icin 10-formil THF’a okside olmaktadir (20,21). MTHFR geninde
meydana gelen bir mutasyon (en yaygin olant C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini
azaltmaktadir (22,23). Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF diizeyi
azalmakta, 5,10- metilen THF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir
(18,20-23).

MTHEFR geninde goriilen baz1 mutasyonlar, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler
hastaliklar icin Onemli bir risk faktorii olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri
olusmasina neden olur (22,24-30). AI1298C ve C677T mutasyonunun sikligi
popiilasyonlara gore Onemli farklilik gostermektedir (31). A1298C ve C677T
mutasyonlarinin birlikte heterozigot oldugu durumda, MTHFR enzim aktivitesi, her iki
allelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim aktivitesinin %50-60’1 kadardir (31).
Bu aktivite, C677T mutasyonunun heterozigot bireylerinin enzim aktivitesinden daha
diisiiktiir (31).

MTHFR  tek  karbon  metabolizmasinda  anahtar  bir  enzimdir.
Metilenetetrahidrofolatin MTHFR tarafindan indirgenmesiyle olusan
metiltetrahidrofolat timidin ve piirin sentezine tek karbon birimlerini ve ¢esitli biyolojik

metilasyon reaksiyonlar1 icin metil grubu saglar (15,17). Hcy’in metiyonin sentetaz



araciligiyla katalizlenerek metiyonine doniisiimiinde de metiltetrahidrofolat metil
vericisi olarak kullamlmaktadir (15,17). MTHFR aktivitesindeki azalma Hcy
diizeylerinde artisla sonuglanir. Hiicre i¢i Hcy, AdoHcy’den AHCY etkisiyle
tiiremektedir (15). Bu reaksiyon, hidrolizden ziyade kuvvetli sekilde AdoHcy sentezi
yoniine dogru dinamik dengeli geri donebilir bir reaksiyondur (15). Bu nedenle,
AdoHcy birikimini engellemek icin Hcy’in etkin sekilde metabolik olarak
uzaklastirilmasi gerekir (15). Hiicre ici AdoHcy birikiminin toksisitesi bircok AdoMet
bagimli metiltransferazlarin baskilanmasi nedeniyledir (15). Ribavirin etkisini ayni1
zamanda AHCY iizerinden goOstermektedir (14). Ribavirin AHCY’1 inhibe ederek
homosistein metabolizmasinda demetilasyonla AdoMet’'in AdoHcy’e doniisiim
basamagini durdurarak artan AdoHcy sayesinde tiim transmetilasyon islemlerini
engelleyebilir. Bu nedenle MTHFR ve AHCY’deki genetik degisiklikler ribavirin
anemisinde rol oynayabilir (32-36). Bu calismanin amact AHCY genetik
varyasyonlarinin ve MTHFR gen polimorfizmlerinin ribavirin anemisindeki etkisini

arastirmaktir.



2-GENEL BILGILER

2.1 HEPATIT C

2.1.1 Virus

Hepatit C virusu (HCV) zarfsiz, tek sarmalli bir RNA virusu olup Flavivirus
olarak siniflandirilmigtir. HCV genomu 9600 niikleotid uzunlugundadir. Genomun
5’UTR bolgesi, farkli HCV tipleri arasinda %92 oraninda homoloji gostermektedir.
Yapisal proteinler; kor proteini, zarf proteini-1 (El),ve zarf proteini-2 (E2)’den olusur .
Genomun ¢ok degisken bolgeleri (hipervariable region; HVR1 ve HVR2) iceren E2’ nin
amino ucu, HCV izolatlar1 arasinda énemli degisiklikler gosterir. Bu degisim virusun
notralizan antikorlardan kagmasina neden olur. Yapisal olmayan proteinler NS2, NS3,
NS4A, NS4B, NS5A ve NS5B’dir. Proteaz aktivitesi iceren NS2 ve NS3’iin amino ucu,
yapisal olmayan proteinlerin boliinmesinden sorumludur. HCV helikaz, NS3’iin
karboksi ucunda lokalize olmugtur. NS4A, NS3 proteaz i¢in bir kofaktordiir, NS4B’nin
islevi hala bilinmemektedir. HCV genotiplerini (serotiplerini) saptamak icin ELISA
testinde NS4 bolgesinin antijenleri kullanilir. NS5A’nin iglevi bilinmemektedir. Bazi
Japon arastirmacilar tarafindan interferon’a duyarli bazi bolgeler bildirilmistir. HCV-
RNA’ya bagimli RNA polimeraz enzimi NS5B bolgesinde yer alir ve baglica virus
replikasyonundan sorumludur. 3’UTR bolgesi 27-55 niikleotid uzunlugunda olup

poly(U)’da sonlanmaktadir ve viral replikasyonda rol aldig diistiniilmektedir (37).

2.1.2 Bulas Yolu

Diinyada yaklasik 170 milyon insanin HCV ile infekte oldugu tahmin edilmekte
ve bu nedenle 6nemli bir saglik sorunu olarak halen devam etmektedir (38). HCV

virusu insandan insana parenteral temas ile bulagmaktadir (38). Kuzey Avrupa ve



ABD’de gecmisteki en onemli bulasma kan ve kan iiriinleri ve uyusturucu kullananlarda
igne paylasimi ile olmustur (39). 1985°den Once transfiizyon yapilan yaklasik her on
tinite kandan birinde HCV infeksiyon riski bulunmaktaydi ve yillik HCV insidansi
180.000 olarak tahmin edilmekteydi (40).

Giinlimiizde tim kan merkezleri bagis olarak aldiklar1 kanlarda anti-HCV
antikorlar1 aragtirmaktadir. Bu nedenle kan transfiizyonu ile bulagsma ihtimali ¢ok
zayiftir. Kan irlinlerinin hazirlanmasinda kullanilan yontemler de uygun oldugu
takdirde HCV ile bulas s6z konusu olamaz (39).

Ulkemizde ise bulasma yolunun nasil oldugu daha az barizdir, ciinkii hepatit C
saptananlarin 6nemli bir kisminda yukarida belirtilen yollarla bulasma s6z konusu
degildir. Parenteral islemler icin kullanilan tibbi malzemelerin birden fazla kisiye
kullanilmas1 bulasma nedeni olabilir. Giiniimiizde igne ve enjektor gibi sik olarak
kullanilan tibbi malzemeler, bir kisi kullandiktan sonra atildigindan bulagsma azalmistir.
Ev-ici, is ve diger sosyal temaslarin hepatit C bulagsmasimna yol a¢gmadigi kabul

edilmektedir (39).

2.1.3 Epidemiyoloji

Hepatit C’nin genel toplumdaki sikligi, Misir’da %5’in iizerinde, Japonya’da
%?2-3, ABD ve Fransa’da %1-2, diger Avrupa iilkelerinde ise %0.3-1 arasindadir (37).
Ulkemizde, yapilan ve 5000 saghkli kisiyi kapsayan bir caligmada sikhik %0.3
bulunmustur (39).

Ayn1 taramada HBsAg pozitifligi orami ise %8 civarindadir (39). Oysa, Misir
hari¢, yukarida soz edilen iilkelerde HBsAg pozitiflik orant %1’in altindadir (39).
Sonugta iilkemizin hepatit C agisindan sanshi bir konumda oldugu soylenebilir. Bu
taramanin nisbeten geng¢ olan bir hasta popiilasyonunda yapildig1 dikkate alindiginda,
daha yasli olan popiilasyonda biraz daha yliksek oranlara rastlanabilecegi diisiiniilebilir

(39).



2.1.4 Klinik ve Dogal Seyir

Hepatit C, hastaligin ge¢ evrelerine kadar sessiz olan bir hastaliktir. Hastalig
akut hepatit devresinde yakalamak ¢ok zordur. Ciinkii genellikle asemptomatiktir, veya
semptomlar 6zgiil degildir. Ikterik akut hepatiti tanimak zor degildir. Anikterik
olgularda ise, halsizlik, yorgunluk ve dispepsi gibi semptomlarda akut hepatitin akla
gelmesi bu yonden tetkik yapilmasiyla tan1 konulabilir (39).

Akut hepatit C, cogunlukla asemptomatik olup, nadiren sarilikla seyreder; bu
nedenle akut hepatit C tanis1 nadir olarak konur. HCV infeksiyonuna yakalanan kisilerin
%70-85’inde kronik enfeksiyon gelisir ve bunlarin en az yarisinda serum ALT nin
yiikselmesi ile tanimlanan kronik hepatit gelisimi s6z konusudur (41). Kronik hepatit C
cogunlukla asemptomatik olmasina ragmen, hastalarin yaklasik %15’inde enfeksiyonun
seyri sirasinda semptomlar ortaya cikar ve bazende ekstrahepatik semptomlar eslik
edebilir (41).

Akut devrede anti-HCV antikorlarinin saptanabilir diizeye gelmeleri 4-6 hafta
almaktadir ve tam1 konulabilmesi icin HCV-RNA’nin arastirilmasi gerekmektedir.
Olayin akut hepatit evresinde yakalanmasi tedavi acgisindan ¢ok avantajli bir noktadir.
Ciinkii akut hepatit devresinde tedavinin etkinligi %80’in iizerindedir (39).

Akut hepatit gecirenlerin %15-30’unda olay iyilesme ile sonuglanmakta ve
HCV-RNA spontan olarak kaybolmaktadir. Olgularin %70-85’inde ise hepatit C
kroniklesmektedir (39). infeksiyondan onbes yil ya da daha fazla siire sonra en az %20
oraninda siroz gelismekte ve sirozlu olgularin %1-3’tinde yillik hepatoselliiler
karsinoma gelisme riski bulunmaktadir (42). Kroniklesen olgularda yukarida da
belirtildigi gibi genellikle klinik hastalik sirozun ge¢ evrelerine ve hatta hepatoselliiler
karsinom gelisinceye kadar sessiz kalabilmektedir. Muhtemel semptomlar arasinda,
halsizlik, yorgunluk, diisiik egzersiz toleransi, hazimsizlik vardir. Kronik hepatit C
olgularinin %70-80’inde olay bu devrede kalmakta ve siroz gelismemekte, %20-30
olguda ise hastalik siroza ilerlemektedir (39).

Siroza gitme riski, viriise 40 yasindan sonra maruz kalanlarda ve birlikte alkol
alanlarda ve erkeklerde daha yiiksektir. Akut hepatit C’den sonra kronik hepatitin

gelisme siiresi ortalama 10 yil, siroz gelisme siiresi 20 yil, hepatoseliiler karsinom



gelisme siiresi ise 30 yildir. Dolayisiyla hepatit C yavas ilerleyen, ancak yasamlari
boyunca hastalarin ortalama %10’unda ciddi komplikasyonlara ve oliime yol acabilen
bir hastaliktir. Fizik muayene tamamen normal olabilir. Ancak kronik hepatit
evresindekilerin yarisindan fazlasinda hepatomegali mevcuttur. Splenomegali, palmar
eritem, spider anjiom, jinekomasti, kas erimesi, ekimozlar gibi bulgular ise genellikle
siroz gelisen olgularda bulunmaktadir. Ilging olarak bu evredeki hastalarin bile
cogunlugu tiimiiyle asemptomatiktir. Bazi  hastalarda tan1 liken planus,
kriyoglobulinemi gibi hepatit C ile yakin iliskisi olan hastaliklarin semptomlar ile

konulmaktadir (39).

2.1.5 Tam

Laboratuvar tetkiklerinde birinci sirada "serum Anti-HCV" gelmektedir.
Dogrulugundan emin olunabilmesi icin birka¢ kez tekrar edilebilmesi gerekir. Ilging
olarak kan merkezlerinde yapilan testlerde Anti- HCV (+) bulunanlarin %30’unda daha
sonra tekrarlanan testlerde Anti-HCV (-) bulunmaktadir. Anti-HCV hem hastaligi
gecirip iyilesenlerde, hem de halen aktif replikasyon devam edenlerde (+)’dir. ikinci
serolojik test HCV-RNA’dir. Bu test ¢ok cesitli metodlarla yapilmaktadir. Tanisal
olarak yapilmasi gereken PCR metodudur. Bu metodun da ¢ok cesitli uygulamalari
vardir. Ticari kitlerin ve laboratuvar kosullart uygun olmadig taktirde yanhs pozitiflik
ve negatiflik orani yiiksektir. HCV-RNA negatif olduguna karar verilen, fizik
muayenesi ve diger laboratuvar tetkiklerinde anormallik saptanmayan hastalarda hepatit
C’nin gecirildigine ve halen aktif enfeksiyonun olmadigina karar verilebilir. Ancak bu
kisiler hepatit C’ye karst immun kabul edilememektedirler. Ciinkii bu antikorlarin
bulunmasina karsin kisi tekrar aynmi virusla enfekte olabilmektedir. Kronik hepatit C
olan hastalar serum ALT (alanin aminotransferaz) diizeyi acisindan iki grupta miitalaa
edilebilirler. Bir grupta HCV-RNA pozitif olmasina karsin, serum ALT diizeyi
tekrarlanan tekiklerde normal sinirlar igerisindedir. Diger grupta ise serum ALT diizeyi
yiiksektir. Ancak bu yiiksek olan grupta da ALT diizeyi dalgalanma gostermektedir, ve
zaman zaman bu gruptakilerde de diizey normal sinirlar icerisine inebilmektedir. Ancak

daha sonraki tetkiklerde tekrar yiikseldigi goriilmektedir. Serum AST, GGT, alkali



fosfataz gibi tetkiklerde de yiikselmeler bulunabilir. Kronik hepatit C’de serum ALT
diizeyinin yiiksek bulunmast seyrek degildir. Siroz gelistiginde serum bilirubin ve
gama-globulin diizeylerinde yiikselme, serum albumin diizeyinde diisme, protrombin
zamaninda uzama ve sitopeni bulunabilir. Her ne kadar serum, fizik muayenesi ve
serum ALT diizeyi normal olan bir hepatit C hastasinin karaciger biyopsisinde genel
olarak hafif hasar saptanmaktaysa da, siroz bile bulunabilmesi hepatit C’de miimkiindiir
(39). Tim karaciger fonksiyonlari normal olmasina ragmen fizik muayenesinde
anormallikler saptanan hastalar da karaciger fonksiyon testleri anormal cikanlar gibi
tetkik edilmelidirler (39).

Anti-HCV (+) saptanan hastalarin bir kisminda anti liver-kidney mikrozomal
antikorlar1 pozitif bulunabilmektedir (39). Bunlarda genellikle HCV-RNA negatifdir.
Bu hastalarda IFN tedavisi ile alevlenme olmakta ve immunsiipresif tedavi ile sonug
alinabilmektedir (39). Karaciger biyopsisinin en 6nemli amaci fibroz derecesinin
degerlendirilmesidir. Fibroz derecesi 0-4 arasinda degismektedir. Fibroz’un 0 olmasi
halinde standard kosullarda tedavi gereksizdir (39). Ancak bazi 6zel kosullar tedavi
endikasyonu olabilir; histolojik aktivitenin ve serum ALT diizeyinin ¢ok yiiksek olmasi
gibi. Fibrozun 1- 2 olmasi, tedavi i¢in en uygun devredir. Fibroz 3 devresine geldiginde
tedavide basar1 sans1 diismekte, 4 yani siroz evresine gelindiginde ise tedaviden basarili
sonu¢ elde etme ihtimali ¢cok azalmaktadir (39). Anti-HCV ve HCV-RNA (+) olan
hastalarin ALT diizeylerinin normal olmasi halinde tedavide basar1 sans1 cok azdir (39).
Bunlarin bir kisminda serum ALT diizeyi siirekli normal bulunurken bir kisminda

zaman i¢inde ALT diizeyi yiikselmektedir (39).

2.1.6 Tedavi

Akut hepatit C’de tedavi gerekip gerekmedigi konusu yakin zamanlara kadar
tartismaliydi. Ancak arastirmalar gostermektedir ki akut evrede tedavi ¢ok etkilidir ve
kroniklesme riskinin %85’lerde olmasi nedeniyle tedavi yapilmasinda yarar vardir (39).

Hepatit C enfeksiyonunda interferon alfa’nin yararl etkileri ilk kez 1986 yilinda
rapor edilmistir (39). 1990 yilinda FDA tarafindan hepatit C tedavisinde kullanim onay1

verilmistir (39). 1997 yilinda Consensus Development Conference bu hastaligin



tedavisinde 3 milyon iinite (haftada 3 kez) 48 hafta boyunca interferon alfa kullanimini
Oonermistir (39). Bu donemde en iyi tedavi rejimi olmakla beraber, kalic1 cevap orani
%12-16 araliginda saptanmustir (39). Interferon alfa tedavisine, ribavirin eklenmesi
kalict1 cevap oranimmi %35-45’e yiikseltmistir (39). Buna ragmen dogal bu yanit
oranlarinin tatmin edici bulunmamasi, arastiricilart yeni arayiglara itmis ve pegylated
interferonlar (peginterferonzPEG—iFN) ortaya ¢cikmistir (37).

Giliniimiizde ise interferon-alfa yerine haftada bir kez pegylated-interferon
kullanilmas1 tedavinin bagar1 sansinmi arttirmaktadir. Tedavi en az 1 yil siirdiiriilmelidir.
Bazen 18 aya uzatilmasi da disiiniilebilir. Boyle bir tedaviyi hastalarin %801
tamamlayabilmekte, ancak %?20’lik bir kistmda ciddi ancak geri doniisiimlii yan etkiler
nedeniyle tedavinin kesilmesi veya sub-terapotik dozlara diisiiriilmesi gerekebilmektedir

(39).

2.1.7 Ribavirinin Metabolizmasi, Farmakokinetigi ve Hepatit C Viriisiine Karsi

Antiviral Etki Mekanizmasi

[k kez 1970’lerde sentezlenen ve bir guanozin analogu olan ribavirinin (1-B-D-
ribofuranosil-1,2,4-triazol-3-karbox-amid), hem in vitro hem de in vivo olarak bir kag
RNA ve DNA viriisiine kars1 antiviral etkisi oldugu gosterilmistir (43-45). Ribavirinin
insanlarda kullanimi, ilk kez c¢ocuklarda respiratuar sinsitiyal viriis enfeksiyonunu
tedavi etmek icin onaylanmistir. Bugiin ribavirin insanlarda Lassa atesi, respiratuar
sinsitiyal viriis ve HCV ile enfeksiyonlarin tedavisinde kullanilmaktadir. Su an, 170
milyondan fazla kiside HCV enfeksiyonu oldugu tahmin edilmektedir (46). Vakalarin
~%70-85’inde HCV enfeksiyonu kroniklesmektedir ve tedavi edilmezse, siroz, son evre
karaciger hastalig1 ve transplantasyon gerektirebilen hepatoselliiler karsinomaya neden
olmaktadir (47). HCV enfeksiyonunda tedavi secenekleri sinirlhidir. 1980’lerde HCV nin
tespitinden hemen sonra, HCV enfeksiyonunun tedavisi icin interferon-o ile monoterapi
denenmis, fakat sinirli bir basar1 elde edilmistir (48). 1990’larda, ribavirinin HCV’ye
kars1 etkisi test edilmis (2,49). HCV hastalarinda ribavirin monoterapisi kayda deger
antiviral etki gosterememesine ragmen, interferon ile birlikte uzun siireli yanitta ¢arpici

bir iyilesme saglamistir (2,3).



Anti-HCV tedavisine uzun vadedeki virolojik yanitlar, siirdiiriilebilir virolojik
yanit (SVY), tedavi sonu yanit (TSY) ve yanit alamama ile karakterizedir. SVY, tedavi
sirasinda plazmada HCV RNA’sinin tespit edilemez olmasi ve tedavinin kesilmesinden
en az 6 ay sonra bile bu durumun devam etmesi olarak tamimlanmaktadir (50). TSY,
tedavi sona erdiginde HCV RNA’nin tespit edilemez olmasidir. Bu durumda, takiben
HCV RNA tekrar ortaya ¢ikmaktadir. Yanit alamama durumunda, tedavi boyunca HCV
RNA’nin plazmada bulunmasidir. Ribavirin ilavesinin ¢arpici etkisini ortaya c¢ikaran bir
calismada, 24 haftalik standart interferon tedavisini takiben ribavirin ile SVY alinan
hastalarin orani ~%6’dan ~%31’e ¢cikmistir (3). 48 haftalik interferon tedavisini takiben,
SVY ribavirin olmadan ~%13’e ve ribavirin ile ~%38’e cikmistir (3). Standart
interferondan daha iyi farmakokinetik 6zellikleri olan “pegylated” interferon ile yanit
oranlar1 artmustir (51,52). Ornegin, 48 haftalik tedaviyi takiben, SVY ribavirin
olmaksizin ~%29’a ve ribavirin ile ~%56’ya ¢ikmistir (52).

Tedaviye yanit alinamayanlar i¢in baska bir alternatif yoktur (53,54). Kii¢iik
hayvan modellerinin ve etkili kiiltiir sistemlerinin olmamas1 HCV’ye kars1 yeni ilaglarin
gelistirilmesine engeldir ve HCV’nin antiviral ilaclara kars1 hizla rezistans mutasyonlari
kazanmas ile ilgili endiseler artmistir (53,54). Sonug olarak, ribavirin ve “pegylated”
interferon ile kombine tedavi, giiniimiizde HCV enfeksiyonunun standart tedavisi haline
gelmistir (51). Son on yildir ribavirin yaygin olarak kullanilmasina ragmen, ribavirinin
etki mekanizmasi heniiz anlasilamamistir (49,55,56). Ribavirinin farmakokinetik
profilinde uzun siireli bir eliminasyon fazi vardir ve bu tam olarak agiklanamamustir
(11). Anti-HCV tedavisinde yasamsal onemi olan interferon ve ribavirin arasindaki
sinerji de belirsizdir (57).

HCYV bir nonsitopatik viriistiir. Bu nedenle her enfekte hepatosit yasami boyunca
cok sayirda genc viriyonlarin olusmasma neden olur. Interferonun, enfekte
hepatositlerdeki viral iiretimi inhibe ederek etkisini gosterdigi diisiiniilmektedir (50,58).
Interferon bu etkisini dolayl olarak, enfekte hepatositlerde viral protein sentezi ve viral
RNA stabilitesini etkileyebilen non-spesifik anti-viral bir ortam olusturan ¢ok sayida
konak hiicre genlerini uyararak gosterir (50).Ayrica, interferon HCV’ye karsi etkisini
immiin sistemi etkileyerek gosterir, yani “bellek T hiicre” prolifrasyonu, “dogal
oldiiriicii hiicre” aktivasyonu, dendritik hiicre matiirasyonu ve T hiicre apoptozis

inhibisyonu ile etkisini gosterir (50). Sonug olarak, interferon tedavisi baslar baslamaz
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plazma HCV RNA miktarinda ¢arpici bir azalma olur. Bir kisim hastada bu SVY’ta
devam eder (59). Ribavirinin genis anti-viral etki spektrumu bir ka¢ mekanizma ile
aciklanabilir: viral RNA replikasyonunun direkt inhibisyonu, inosin-monofosfat-
dehidrogenez (IMPDH) enziminin inhibisyonu, immiinomodiilasyon ve mutasyon

(50,55,56,60).

2.1.7.1 RNA Replikasyonunun Direkt inhibisyonu

Ribavirin, hiicrelerin i¢inde, ribavirin mono- (RMP), di- (RDP) ve trifosfata
(RTP) fosforile olur (61). Bir guanozin trifosfat (GTP) analogu olan RTP, viral RNA
polimeraz yoluyla replikasyon gosteren RNA iplikcikleri ile birlesir (61,62). Bu hatali
birlesme, zincirin uzamasini inhibe edebilir ve son safhada zincirin sonlanmasina neden

olabilir (61,62).

2.1.7.2 IMPDH’nin Inhibisyonu

RMP, yeni GTP sentezi icin onemli olan konak enzim IMPDH’yi inhibe ederek
intraselliiller GTP havuzlarinin tiikenmesine sebep olabilir (55,63,64). GTP’nin
tiikenmesi viral replikasyonu iki sekilde etkileyebilir. Ik olarak, RNA sentezi icin
gerekli olan yeterli GTP destegi olmadigindan dolay: viral replikasyonu inhibe edebilir.
Ikincisi, GTP yerine RTP ile birlesmeye neden olabilir ve boylece replikasyon
sirasindaki hata oranini arttirabilir. Sonugta, ribavirinin mutasyon yapan aktivitesine
katkida bulunur. Bu mekanizmalarin her ikisinin de ribavirinin antiviral etkisine dnemli

Olciide katkida bulunup bulunmadig: acik degildir.

2.1.7.3 immunomodiilasyon

Immiinomodiilasyon etkisini, immiin yanitta T;,2’den Ty1’e gecisi baslatabildigi

ileri stiriilmiistiir (50,55,65-67). Bir Ty1 egilimi, enfeksiyona kars1 antikor yanitindan
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ziyade daha giiclii bir hiicresel yanit anlamina gelir. Gergekten de, kombinasyon
tedavisi alan hastalarda interferon tekli tedavisi alan hastalardan daha gii¢lii bir T hiicre
yanmiti gozlenmistir, fakat bu, ribavirinin immiinmodiilasyon yoluyla etkisini
gostermesinin bir gostergesi olmasindan ziyade, azalan viral yiikiin bir etkisi olabilir
(68).

Ribavirin monoterapisi SVY saglamaz (49). Intereferonla birlikte ribavirin,
interferon tekli tedavisine kiyasla SVY’1 kayda deger olciide iyilestirir (2,3). Bu
gozlemler, interferon ve ribavirin arasinda bir sinerjiyi diisiindiirmektedir. Ancak,
ribavirinin interferon ile sinerjisi yoluyla immiinmodiilasyon olusturduguna dair kanit

yoktur.

2.1.7.4 Mutasyon

RNA viriisleri, hataya c¢ok meyilli replikasyon mekanizmalari nedeniyle
genellikle ‘“quasispecies” baglantili fakat aynmi olmayan genom toplulugu olarak
bulunurlar (69). “Quasispecies” varligi, viriislere ihtiya¢ duyduklar: ¢esitliligi saglar ve
spesifik konak immiin yantlarindan ve ila¢ tedavisinden ka¢malarim1 kolaylastirir.
Ancak, replikasyon sirasindaki hata orani bir esigi gecerse, “quasispecies’in bir hata
felaketine siiriiklenmelerine neden olabilir ve bu da genetik bilginin erimesiyle
sonuglanabilir (70,71). Ribavirinin, guanozin yerine yeni viral RNA iplik¢ikleriyle
birleserek viral replikasyon sirasindaki hata oramini arttirdigi bilinmektedir (72-74).
Boylece ribavirin, bir hata faciasi baslatarak viriisleri yok edebilir. Mutasyon hizinda
ribavirinin neden oldugu artis genetik bilginin tam olarak yok olmasini saglamaya
yetmese bile, daha yiiksek bir mutasyon hizi, yeni hiicreleri enfekte etmelerini ve/veya
cogalmalarini azaltarak artan yeni virionlar1 defektif hale getirir.

Son bir ka¢ caligma, ribavirinin antiviral etkisini mutasyon ile gosterdigi
goriisiine destek vermektedir (74,75). Enfekte bireylerde HCV mutasyon oranlarindaki
bir artisin direkt gozlenmesi hala bir sonu¢ vermemektedir (76,77). Young ve ark. (78)
uzun siire ribavirin alan bireylerde HCV mutasyonlarinda ilimli bir artis oldugunu
bulmuslardir. Asahina ve ark. (79). HCV’nin NS5A ve NS5B bolgelerinde mutasyon

oranlarinda kayda deger bir artisa neden oldugunu ve bu artis ile SVY’ta artis arasinda
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giiclii bir korelasyon oldugunu bulmuslardir. Ancak, diger bazi arastirmacilar,
ribavirinin baglattig1 mutasyon oranlarinda bir artig gozlemlememislerdir (80,81). Artan
kanitlar, ribavirinin antiviral aktivitesinde anahtar mekanizmanin mutasyon oldugu
yoniindedir, heniiz kanitlar kesin degildir.

HCV’ye karsi ribavirinin antiviral aktivitesi i¢in Onerilen mekanizmalar

asagidaki sekilde 6zetlenmistir (Sekil 2.1).

—@
13}

Ribavirin

Hepatosit

Kusurlu HCV

Sekil 2.1. HCV’ye karst ribavirinin antiviral aktivitesi icin ©nerilen mekanizmalar: (1) HCV
replikasyonunu dogrudan inhibisyonu, (2) kismen virus yapimini azaltabilen ve/veya RNA sarmalinin
replikasyonunda RTP’nin daha fazla inkorporasyonunu hizlandiran ve boylelikle mutagenezi artiran GTP
azalmasina yol agcan IMPDH enziminin inhibisyonu, (3) immiin cevapta Th2’nin Thl’e kaymasi yoluyla
immiinomodiilasyon ve (4) kusurlu progeny virionlara yolagcan mutagenezis. Th, T yardimc1 hiicreleri;
CTL, sitotoksik T hiicreleri; RdRp, RNA-bagimli RNA polimeraz (57).
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2.1.7.5 Farmakokinetik

Ribavirinin genis anti-viral etki spektrumu bir ka¢c mekanizma ile aciklanabilir:
viral RNA replikayonunun direkt inhibisyonu, IMPDH enziminin inhibisyonu,
immiinomodiilasyon ve mutasyon (50,55,56,60).

Ribavirin dolasima hizla gecer. ince bagirsaktaki gastrointestinal N1 sodyum
bagimh niikleosit tasiyicilar yoluyla aktif olarak tasinir (82). 600mg’lik dozu takiben,
ortalama maksimum plazma konsantrasyonunun (Cpay), 782 ngml™' oldugu gézlenmistir
(83). Maksimum konsantrasyona kadar gecen siire (t max) ~1.5 saattir (83,84). Dagilim
fazinda yarilanma omrii, ~3.7saattir (60). Eliminasyon fazi uzundur. Bu fazda, tek bir
dozu takiben ortalama son konsantrasyon siiresi ~100 saattir (60,85). Eliminasyon
yarillanma 6mrii 79 saattir (83). 200-1200mg doz araliginda, area under curve (AUC) ile
dozaj arasinda lineer bir iligki vardir (57).

Birden fazla dozu takiben, ribavirin plazmada tedricen birikir ve ~4 hafta i¢cinde
maksimum asemptomatik konsantrasyona ulasir (80,83). Haftada iki kere 600mg’lik
birden fazla dozu takiben ortalama asemptomatik Cp.x 3677 ngml'l’dir. Tek doza
kiyasla, Cpax’da neredeyse 5 katlik bir artis1 gosterir (83). Terminal eliminasyon fazi,
ortalama t;; ile birden fazla dozu takiben 274-298 saat araliginda uzar ve ribavirin dozu
kesildikten sonra 4 hafta boyunca hala viicutta ribavirin bulunur (11,83).

Ribavirin renal eliminasyonun yanisira, metabolizma yoluyla da elimine olur.
Renal eliminasyon tek dozun eliminasyonunun yaklasik %5-15’inden sorumludur
(84,85). Bu nedenle, metabolizmanin ribavirin eliminasyonunda anahtar bir rolii vardir
diyebiliriz. Ribavirin metabolizmas1 alanlar1 heniiz bilinmemektedir. Ribavirinin
farmakokinetik profili, karacigeri saglikli olanlar ve hepatik fonksiyon bozuklugu
olanlarda aynmidir. Bu durum, ribavirinin metabolizmasinda karacigerin ¢ok onemli bir
yeri olmadigini diistindiirmektedir (86).

Ribavirin plazma proteinlerine baglanmaz ve muhtemelen biitiin insanlarda var
olan ekiilibriyum duyarh (e;) niikleosit tasiyict molekiilleri ile hiicreler i¢ine taginir (86).
Bu nedenle ribavirin ¢esitli hiicresel kompartmanlar i¢ine biiyiik 6l¢iide emilmektedir.

Jarvis ve ark. (86) in vitro olarak e; niikleosit tasiyict molekiilleri tarafindan
ribavirinin eritrositler i¢ine tasinmasini incelemislerdir. Ribavirin emilimi hizli; hiicre

ici ribavirin konsantrasyonu, kisa siirede (~30saniye) lineer olarak yiikselmis, dakikadan
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daha az bir siirede ekstraselliiler konsantrasyona (~5uM) ulagmistir (86). Bu noktada,
hiicrei¢i konsantrasyon doymus gibi goriinmektedir. Bu nedenle, ribavirinin 22C*’de
ortalama 440 uM’lik Michealis-Menten benzeri bir sabiti (K;,) olan satiirasyon i¢ akim
mekanizmasi vardir denilebilir.

Ribavirin, hiicre icinde adenozin kinaz ile RMP’ye fosforile olur, fakat
adenozinden cok daha diisik bir oranda; adenozin ve ribavirinin fosforilasyon
reaksiyonlarinin hizlar1 benzer, fakat ribavirinde K,,, adenozindekinden 10000 kat daha
fazladir (56,87). RMP, ribavirinin predominant hiicrei¢ci metaboliti olan RTP {ireten
niikleosit monofosfat ve difosfata daha fazla fosforile olur (88). RTP hiicre icinde ¢ok
yiiksek konsantrasyonlarda birikir ve fizyolojik konsantrasyonlarda ribavirin bulunan
bir kiiltiirde bir kag¢ saatlik bir inkiibasyon sirasinda >100 uM’a ulasir (89). Bu nedenle,
ribavirinin hiicrei¢i metabolizmasinda, RMP’nin ribavirine fosforilasyonu kendi kendini
sinirlayan bir basamak gibi goriinmektedir (89).

Bir hiicrenin niikleusu olmasina ya da olmamasina bagl olarak, ribavirin hiicre
icinde geriye doniislii ya da doniigsiiz sekilde fosforile olur (57). Ribavirin hiicre
kiiltiiriinden alindiginda, RTP niikleusu olan hiicrelerde hizla fosforile oluyor gibi
goriinmektedir. Defosforilasyon yarilanma 6mrii, 2 saatten daha azdir (90). Eritrositlerin
niikleusu ve defosforilasyon enzimleri yoktur ve RTP asir1 miktarlarda birikir (90). e
tasiyicilar, fosforile olmus ribavirin analoglarimi tasiyamazlar (90). Bu nedenle,
ribavirinin eritrositlerden eliminasyonu son derece yavastir ve ~40 giinliik bir yarilanma
omrii vardir. Bu da eliminasyonun splenik hemoliz yoluyla oldugunu diisiindiirmektedir
(84). Bu yavas eliminasyonun sonucunda, plazma ribavirin farmakokinetiginde terminal
eliminasyon fazi uzayabilir.

Ribavirinin eritrositlerde birikmesi, hemolitik anemiye de neden olur (55,84).
RTP ve ATP arasindaki yapisal benzerlikten dolayi, yeterli birikmeyi takiben, RTP,
hiicrelerde ATP’ye bagimli kullanimi hizla azaltabilir. Sonu¢ olarak, oksidatif
solunumun etkilendigi ve eritrositlerin yasam siiresini kisalttig1 diisiiniilmektedir (11).
Bu nedenle, uzun siireli ribavirin dozu, hemolitik anemiye neden olabilir. Ancak bu yan
etki geriye dondiiriilebilir ¢iinkii ribavirinin kesilmesini takiben eritrosit sayisi eski
haline donmektedir (91,92).

Genellikle plazma i¢inde ilacin emilim ve eliminasyon siirecini kapsayan ilag

farmakokinetiginin standart matematik modelleri, tek bir dozu takiben plazma ilac
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konsantrayonlarinda iki fazli bir doniisiimii dngérmektedir (93,94). Bu nedenle, bu basit
modeller ribavirinin ii¢ fazli farmakokinetik profilini yakalayamazlar ve daha karmasik
farmakokinetik modellere ihtiya¢ vardir (84). Bir baska zorluk da, birden fazla doz ile
birlikte eliminasyon yarilanma omrii degistik¢ce ortaya ¢ikar (11). Bu nedenle, tek doz
farmakokinetigini tanimlayan parametreler, birden fazla dozun farmakokinetigine
uygulanamayabilir. Deneysel ribavirin plazma konsatrasyon profillerine uygun olmasi
icin iki ve {i¢ kompartman modellerini kullanilmistir ve {ic kompartman modelin
mitkemmel uyum sagladigir bulunmustur. Ne var ki, bu kompartmalarin fiziksel olarak
neyi temsil ettigi acik degildir. Giinlimiizde, ribavirine 6zgii bilinen tasinma ve
metabolik siireclerle birlikte ilag emilim ve eliminasyonunu kapsayan ribavirinin

farmakokinetigini aciklayacak mekanizma modelleri yoktur.

2.1.7.6 Antiviral Aktivite

Klinikte HCV RNA testi yapilmadan 6nce, ALT diizeyleri, HCV enfeksiyonu ve
karaciger hasar icin bir belirte¢ olarak kullaniliyordu. Hepatositlerin stoplazmalarinda
bulunan bu enzim, karaciger fonksiyonlari normal olan insanlarin serumlarinda diisiik
diizeylerde bulunur. Hepatik hasarla, ALT karacigerden sizar ve serum ALT diizeylerini
yiikseltir. Ilgin¢ bir sekilde, ribavirinin serum ALT diizeylerini kayda deger oranda
diisirmesinin  gozlenmesidir (49,95). 24 haftalik ribavirin monoterapisini takiben,
hastalarin %29’unda ALT diizeyleri normal ve %55’inden fazlasinda da ALT’de bir
diisiis yasanmustir (91). Ribavirinin bu etkisinin nedeni bilinmemektedir, ama
ribavirinin antiinflamatuvar olmasi ve hiicresel immiin yanitlar1 daha az etkilemesi ile
ilgili olabilir. Ribavirinin bu etkisini, Th2’den Thl’e gecisi baslattig1 fikri ile
iliskilendirmek zordur, ¢iinkii boyle bir gecis hiicresel immiin yanitlar1 arttirabilir.
Tedavinin kesilmesi, hastalarin biiyiik bir kisminda ALT diizeylerini anormal oranda
arttirmistir (91,92). Interferon ile birlikte, bir kag ALT degisiklik paterni gozlenmistir
ve bu degisiklikler ribavirin varligin1 ¢ok da dikkate almadan, interferonun etkisinin
viral kinetik modelleri ile yorumlanmistir (96). Ribavirinin ALT {iizerine etkileri heniiz

modelleme ¢alismalari ile arastirilmamistir.
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Ribavirinin HCV RNA diisiisiinii nasil etkiledigi ¢cok net degildir. Ribavirin tekli
tedavisinin, ¢cok az hastada HCV RNA’sinda kiigiik, gecici ve erken bir diisiis baslattigi
bulunmustur (80). Bu diisiisii sergileyen hastalarda, digerlerine kiyasla ribavirinin
plazma yarilanma Omriiniin ve konsantrasyonlarinin daha yiiksek oldugu bulunmustur.
Ancak, hi¢ bir hastada, uzun siireli bir yanit olusmamistir. Bu da, ribavirin monoterapisi
ile ilgili i1k klinik ¢caligmalarla uyumludur (49,95).

Interferonla birlikte ribavirin, HCV RNA’sindaki ilk diisiisii etkilememektedir
Ancak, bazi vakalarda ribavirin ikinci asamadaki diisiisii etkilemektedir (80,65). Yine
de, yukarida belirtildigi gibi, interferon tedavisinde uzun vadedeki yanit oranlarindaki
carpici diizelme, ribavirin ilavesinden kaynaklanmaktadir (3,52).

Ribavirin tekli tedavisinde uzun vadedeki zayif yanitlar, ribavirinin tekli
tedavideki etkinliginin diisiik oldugunu diisiindiirmektedir. Kombinasyon tedavisinde
uzun vadedeki yanit oranlarindaki artis1 agiklamak igin gerekli olan ¢ok daha yiiksek
ribavirin etkinligi, ribavirin ve interferon arasinda bir sinerjiyi diisiindiirmektedir. Bu
sinerjinin kaynagi heniiz bilinmemektedir. Bir ag¢iklamasi, ribavirinin interferona yanit
elemanlarin1 stimiile etmesi olabilir, fakat bu mekanizma da HCV i¢in kesin degildir
(60). Baska bir agiklamasi, viral “fitness” (uygunluk, saglik)’in azaltilmasi yoluyla
olusan mutasyonun, HCV’nin genetik cesitliligini daraltmasi ve bdylece HCV’nin
interferonun baglattig1 antiviral ve immiin baskilardan kagmasinin azaltilmas: olabilir
(50).

Son ¢aligsmalar, ribavirinin antiviral roliinii aydinlatmada hizli gelismelere neden
olmustur. Artan kanitlar, ribavirinin pek cok viriise karsi etkinliginin altinda yatan
mekanizmanin mutasyon olusumu oldugunu diisiindiirmektedir. Ancak bu mekanizmay1
dogrulayacak saglam kanitlar hala yoktur. Ribavirinin farmakokinetigi ve antiviral
etkisinin doza bagli oldugu tespit edilmistir ve tedaviye yanitin iyilestirilmesi i¢in
olanaklar sunmaktadir. Ancak, ribavirinin plazma konsantrasyonlarinin ii¢ asamali
farmakokinetik profilinin mekanizmas1 hala kavranamamistir. HCV’ye karsi ribavirin
monoterapisinin etkisi ¢ok azdir, fakat interferon ile kombine edildiginde, yanit oranlari
carpici1 bir sekilde iyilesir. Viral dinamik modelleri, kombinasyon tedavisinde
ribavirinin etkilerini agiklayabilmesine ragmen, ribavirin monoterapisinde viral yiikteki
gecici diismeyi aciklayamiyoruz. Ribavirin ve interferon arasindaki sinerjinin kaynagi

hala bilinmemektedir. Ozellikle HCV icin tedavinin optimizasyonu, ribavirinin antiviral
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etkinliginin, etki mekanizmalarinin, farmakokinetik Ozelliklerinin, interferon ile
etkilesiminin ve toksisite ve tolerans iliskilerinin tam olarak kavranmasini gerektirir. Bu

nedenle, gelecekte ribavirin ile ilgili arastiritlmasi gereken daha cok sey vardir (97).

2.1.7.7 Kronik Hepatit C’de Tibbi Tedavinin Hematolojik Yan Etkileri

Kronik HCV ile enfeksiyonun tedavisi son bir kag¢ yilda cok biiyiik degisiklikler
gostermistir. Su an mevcut olan en etkin tedavi, peginterferon ve ribavirin
kombinasyonudur. Biiyiik Olgekli klinik c¢aligmalar, 48 haftalik bir kombinasyon
tedavisini takiben hastalarin %42-51’inde uzun siireli bir virolojik yanit (SVY)
alindigim1 gostermistir (52,98,99). HCV genotip 2 ya da 3’lii hastalarda SVY %80’e
yaklagmaktadir ve yeni bir ¢alisma, bunun yalnizca 24 haftalik peginterferon ve daha
diisiik ribavirin dozuyla basarilabilecegini ileri siirmektedir (99).

HCV tedavisinin kullaniminm1  sinirlayan  baglica faktorlerden biri  hem
peginterferon hem de ribavirinin sayisiz yan etkiye neden olmasidir (100). Bu yan
etkilerden en yaygin olanlari, gribi andiran semptomlar, hematolojik, noropsikiyatrik ve
dermatolojik toksisiteler ve otoimmiin bozukluklardir. Cogu hasta, tedavinin yan
etkilerini tolere edebilmekte ve tedavinin tamamini almaktadir. Tedavi kesilir kesilmez,
bu yan etkiler kaybolmaktadir. Ancak, hastalarin yaklasik %25-33’iinde siddetli yan
etkiler goriilmektedir ve nadir durumlarda bazi yan etkiler yasami tehdit etmektedir.
Klinik yonden 6nemli yan etkilerin ele alinmasinda standart yaklasim, peginterferon
ve/veya ribavirin dozlarinin azaltilmasidir. Dozun azaltilmasi, yan etkileri ortadan
kaldirmazsa ya da yan etkiler siddetleniyorsa, tedavinin kesilmesi gerekebilir. Ne yazik
ki, son kanitlar, HCV tedavisinin erken kesilmesi ya da dozun azaltilmasinin SVY’ta
belirgin azalmaya neden oldugunu goOstermektedir (101). Bu ozellikle, optimum
virolojik yanit elde etmek i¢in tam doz tedavi gerektiren HCV genotip 1’li hastalarda
belirgindir. Buylizden, peginterferon ve ribavirinin yan etkilerinin farkedilmesi ve
tedavisi onemlidir. Yan etkilerin uygun sekilde ele alinmasi, tedavinin kesilmesini
Onleyebilir ve peginterferon ve ribavirin tedavisini takiben SVY elde etme olasiligini

arttirabilir.
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Peginterferon ve ribavirin tedavisi esnasinda anemi, ndtropeni ve trombositopeni
yaygindir. No6tropeni ve trombositopeni, interferonun neden oldugu kemik iligi
siipresyonunun direkt sonucudur (102-104). Cogu calisma, total notrofil ve platelet
sayisinin tedavi Oncesi diizeye gore yaklasik olarak %20 kadar diistiiglinii
gostermektedir (52,98,100,103). Bu genellikle tedavinin ilk 4-8 haftasinda olur ve
tedavinin geri kalan kisminda degismez. Bu diismeye ragmen, peginterferon alan
hastalarin cogunda notrofil ve platelet sayilari normal sinirlar i¢inde kalmaktadir.

Sirozlu hastalarda nétrofil sayist siklikla normal sinirlarda ya da normalden
diisiiktiir ve peginterferon tedavisi sirasinda daha fazla diiser. Ilaveten, Afrika kokenli
pek cok kiside, esansiyel notropeni vardir ve bunlarda peginterferon tedavisi sirasinda
belirgin notropeni gelisme riski de vardir (105). ilag iireticileri, mutlak notrofil sayist
1.500 hiicre/mm™iin altina diiserse peginterferon dozunun diisiiriilmesini onermesine
ragmen, bu ajani kullanan tecriibeli pek ¢ok doktora gore, tedavinin kesilmesinden ya
da dozun diisiiriilmesinden ©nce 750-500 hiicre/mm’ nétrofil degerleri tolere
edilebilemektedir. Ilk calismalar, ileri derecede siroz ya da kararli Child A sirozu olan
hastalarda bile, bakteriyel enfeksiyonlar ve intereferonun neden oldugu nétropeni
arasinda bir baglanti gostermemistir (106). Bu nedenle, interferon alan hastalarda,
graniilosit koloni stimiile eden faktor gibi notrofil stimiile eden faktorlerin kullanimi
notrofil sayisini arttirryor gibi gériinmesine ragmen, bu ajanlarin sirozlu hastalarda bile
klinik olarak faydali olmasi miimkiin degildir (107,108). Istisna, interferonun neden
oldugu notropeni varliginda bakteriyel enfeksiyon riski artmis gibi goriinen dekompanse
(irreversibil) sirozlu hastalardir (109).

Sirozlu hastalarda bile, spontan kanamayla trombositopeni peginterferona cevap
olarak nadiren meydana gelir (100,102). ilac iireticileri platelet sayis1 75.000/mm™iin
altina diiserse, dozun azaltilmasini1 6nermesine karsin, tecriibeli doktorlar dozu azaltmak
ya da tedaviyi kesmek icin platelet sayisinin  25.000-30.000’e  diismesini
beklemektedirler. Bunun tek istisnasi, interferonun neden oldugu immiin
trombositopenidir (ITP) (110). Platelet sayisinda ani bir diisiis ile genellikle
30.000mm?’ten az seviyelere diisiis ile karakterizedir ve genellikle interferon tedavisi
basladiktan sonraki 4-8 hafta icinde meydana gelir. interferonun baslatigi ITP’li
hastalarin hepsinde anti-platelet antikorlar saptanamayabilir. Siiphelenilirse, interferon

derhal kesilmeli ve platelet yakindan izlenmelidir. Bazi hastalarda, interferon
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kesildikten sonra platelet sayis1 artmaz ve kortikosteroid baslanmasi gerekebilir. Tlk
epizot iyilesse bile ve platelet sayisi tedavi Oncesi diizeylere gelse bile, interferonun
neden oldugu ITP sonraki interferon tedavisi icin bir kontrendikasyondur.

Peginterferon ve ribavirin ile tedavi edilen hastalarin yaklasik %75 inde
hemoglobinde 2gr ya da daha fazla bir diisiis gozlenmektedir (52,98,100,103). Bu
durum, ribavirinin baslattigi hemoliz ve kompensatuar retikiilozisi engelleyen
interferonun neden oldugu kemik iligi siipresyonunu takiben meydana gelir (111,112).
Ribavirin, metabolize olmadan bobreklerden atildigr i¢in, hafif renal yetmezligi olan
hastalarda bile, serum ribavirin diizeyleri hizla yiikselir ve bu durum siddetli hemolize
sebep olur (113). Sonug¢ olarak, belirgin renal yetmezligi olan hastalarda ribavirin
kullanilmamalidir.

Peginterferon ve ribavirin ile tedavi edilen hastalarin yaklasik %40’1inda anemi
gelisir ve anemi ya semptomatiktir ya da hastalarin %20-25’inde ribavirin dozunun
azaltilmasini gerektirecek kadar siddetlidir (52,98,100,103). Ilag tireticileri, hemoglobin
diizeyleri 10gm/dL’in altina diistiigiinde ribavirin dozunun azaltilmasini Onermesine
ragmen, pek c¢ok hasta hemoglobin diizeyleri 12gm/dL’in altina diistiigiinde
semptomlart sergilemektedir. Hemoglobin diizeyleri 8.5gm/dL’in altina diistiigtinde

hem interferon hem de ribavirin kesilmelidir.

2.1.7.8 Dozun Azaltilmasimin SVY’a Etkisi

Kronik HCV i¢in tedavi alan hastalarin %?25-33’iinde interferon ve/veya
ribavirin dozunun azaltilmas1 gerekmektedir. Interferon dozunun azaltilmasinin en
yaygin sebepleri, gribi andiran yan etkiler, depresyon, otoimmiin belirtiler, nétropeni ve
trombositopenidir. Ribavirin dozunun azaltilmasinin en yaygin sebepleri, anemi ve
dokiintiidiir. Ne yazik ki, tedavi tamamlanmadan Once, peginterferon ve ribavirin
dozlarinin azaltilmasi ya da tedavinin kesilmesi, SVY’ta azalmaya neden olmustur
(111,114,115). Bunu gosteren ilk calismada, interferon ve ribavirin dozlar1 birlikte
azaltilmistir ve bu ilaglar birlikte kesilmislerdir ve her bir medikasyon birbirinden
bagimsiz olarak degerlendirilmemistir ya da doz azaltilmasi ve tedavinin kesilmesi ayri

ayr1 degerlendirilmemistir (101). Doz azaltilmasina gidilmeyen ve tedaviyi tamamlayan
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hastalarda, SVY %61 idi. Bu oran, 12. haftadan sonra dozun azaltildig1 hastalarda %50
ve 12. haftadan once doz azaltilan hastalarda %34 olmustur.

Daha yeni iki calismada, tedavinin ilk 12-20 haftasinda ribavirin dozunun
azaltilmasinin erken virolojik yamiti (EVY) ve SVY’u belirgin olarak azalttigi
gosterilmistir (114,115). Ancak, peginterferon dozunun azaltilmasinin, EVY ve SVY’1
belirgin olarak azaltiyor gibi goriinmemistir. Daha da o©nemlisi, HCV RNA
kaybolduktan sonra peginterferon ya da ribavirin dozunun azaltilmasi, SVY’u olumsuz
etkilememistir.

Doz azaltulmasinin SVY {izerine etkisinin ilk kez arastirlldigi calismalarda,
notropeni, trombositopeni ve anemi doz azaltilmasini  gerektiren baslica
endikasyonlardir (52,98). Bu calismalarda, peginterferon dozu, %50 kadar azaltilmistir
ve ribavirin giinde 1.000 ya da 1.200mg’dan 600mg’a diisiiriilmiistiir. Bu caligmalarda
dozdaki bu biiyiik diisiislerin nedeni, esas olarak giivenliktir. Ancak, pratikte pek ¢ok
tecriibeli doktor, dozu daha az miktarlarda azaltmaktadirlar. Anemi, hem ribavirinin
baslattigi hemoliz hem de interferonun baslattigi kemik iligi baskilanmasinin sonucu
oldugu i¢in, ribavirin yerine peginterferon dozunun azaltilmasi anemiyi diizeltebilir ve

ribavirin dozunu diisiirme ihtiyacini ortadan kaldirabilir.

2.2 Metilen Tetrahidrofolatrediiktaz Enzimi ve Genetik Ozellikleri (EC 1.5.1.20)

Metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi, folat metabolizmasinda
onemli bir enzimdir (18,19). Insan MTHFR geni, kromozom 1p36.3’de lokalize
olmustur ve 656 aminoasitten olusan MTHFR enzimini kodlar (19). MTHFR, 5,10
metilentetrahidrofolati  (5,10-metilen THF) geridoniisiimsiiz ~ olarak  5-metil
tetrahidrofolata (5-metil THF) doniistiiriir (19-21). Aktivitesi folat koenzimlerinin
homosisteinin remetilasyon yoluna girisi i¢in kontrol noktasimi olusturur (116).
Saflastirilmig enzim 77 kDa molekiil agirlikli iki esit alt birimli bir dimerdir; bunlardan
her biri 1M kovalent baglanmamis flavinadenin diniikleotid icerir (116). Flavin NADPH
esdegerlerinin dogal siibstrata veya yapay sistemlerde menadion gibi alternatif elektron
alicilarina  indirgenmesinde aract rol oynar. AdoMet’in baglanmas1 allosterik

inhibisyona yol acar ve AdoHcy ile geri dondiiriilebilir (116). Bu 6zellik N-terminal 40
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kDa ile C-terminal 37 kDa bolgeleri arasinda gerceklesen triptik kesim ile kaybolur
(116).

Enzim sitoplazmik bir protein olup, iki alt birimden olusan homodimer yapidadir
(117). MTHFR enzimi, homosisteinin remetilasyon dongiisiinde (homosistein,

transsiilfiirasyon ve remetilasyon yollarim1 kullanarak metabolize olur) gorev yapar
(117).(Sekil 2.2)
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Sekil 2.2. Homosistein’in transsiilfirasyon ve remetilasyon metabolize yollari. (MTHFR:
metilentetrahidrofolat rediiktaz, MS: Metiyonin sentetaz CS: Sistatyonin B sentetaz, CL: Sistatyonin y
liyaz, BHMT: Betain homosistein metil transferaz, MT: Metil transferaz SAM: S-adenozilmetiyonin,
SAH: S-adenozilhomosistein THF: Tetrahidrofolat, DMG: Dimetilglisin). Viicuttaki homosistein
transsiilfirasyon veya yeniden metilasyon (remetilasyon) yollarin1 kullanarak metabolize olur.
Transsiilfiirasyon yolunda; homosistein, vitamin B6 bagimli bir enzim olan sistatyonin  sentetaz
katalizorliigiinde sistatyonin’e, o da sisteine hidrolize olur. Bu sistein de daha sonra siilfata hidrolize
olarak idrarla atilir. Remetilasyon yolunda; homosisteinden, metiyonin’in yeniden sentezi iki farkli yolla
gerceklesir. Kisa yolda; betain homosistein metiltransferaz (BHMT) enzimi, bir metil vericisi olan
betainin metil grubunu, homosisteine aktararak metiyonin olustururken kendisi dimetilglisine doniisiir.
Uzun yolda; S5-metiltetrahidrofolat bir metil grubu vericisidir. 5,10 metilentetrahidrofolat,
metilentetrahidrofolat rediiktaz (MTHFR) enzimi araciligiyla 5-metiltetrahidrofolata doniisiir. Metilen,
metil grubundan daha yiikseltgenmis oldugundan metilentetrahidrofolatin hem bir karbon verici hemde
bir hidrid iyonu tedarik edici rolii vardir. 5-metiltetrahidrofolatin bir metil grubu, kobalamin (vitamin
B12) bagimli enzim olan metiyonin sentaz araciligi ile homosisteine aktarilarak metiyonin
olusurturulurken diger taraftan da tetrahidrofolat meydana gelir. Bu tetrahidrofolat tekrar 5-10
metilentetrahidrofolata dontisiir. Fazla metiyoninin bir kismi proteinlerin yapisina katilirken, bir taraftan
da SAM’1, o da SAH’1 meydana getirir (22,26,27,29,117).
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Insan MTHFR geninin N-terminal ucunun yapisi tamamen agiklanamamustir
(26,28-30). MTHFR geninin promotor bolgesi, transkripsiyon faktorlerinin baglanmasi
icin belirli konsensus dizilerine sahipken TATA kutusu icermez (19). Bu gen
bolgesinde alternatif kaynasma (splicing) olaylart meydana gelmekte ve bunun
sonucunda, degisik dokularda, farkli MTHFR transkriptleri (3 transkript) olugsmaktadir
(28-30).

Insan ve fare MTHFR geni iizerinde yapilan calismalar sonucunda MTHFR
geninde 15 farkli polimorfizm belirlenmistir (117). MTHFR geninde meydana gelen bir
polimorfizm (en yaygin olan1 C677T polimorfizmi) enzim aktivitesini azaltmaktadir
(22). Azalan MTHFR aktivitesi sonucunda 5-metil THF diizeyi azalmakta, 5,10-
metilen THF miktar1 ile plazma homosistein diizeyi artmaktadir (18,20,22,116,117).
677 T/T homozigotlugu aktivitede yaklasik %50 azalma ve termolabilitede artisa yol
acar ve diisiik folat durumu varliginda total plazma Hcy’de hafif artislara neden olabilir
(89). A1298C varyant1 aktivitede yaklasik %35 azalmaya yol acar ancak plazma total
Hcy’sini etkiliyor gibi goriinmemektedir (116).

C677T polimorfizmi, MTHFR proteinin N-terminal katalitik bolgesini etkileyen
4. ekzonda meydana gelir (27,30). MTHFR C677T polimorfizminde, MTHFR enzimini
kodlayan gende 677. niikleotid olan C (sitozin)’in —T (timin)’e degisimi sonucu ortaya
cikan bir nokta mutasyonu vardir (118). Bu mutasyon, genin iirlinii olan proteinin 226.
pozisyonunda alanin’in yerine valin’in ge¢mesine neden olur (117). Bunun sonucu
MTHFR aktivitesi azalir (117). Azalan MTHFR aktivitesi, 5-metil tetrahidrofolat
seviyesinde azalmaya ve bunun sonucu olarak da homosisteinin metiyonine
doniisememesi nedeniyle plazma homosistein seviyesinde artmaya neden olur (117).
MTHFR’nin C677T polimorfizminde, C/C (alanin/alanin) homozigot normal, C/T
(alanin/valin) heterozigot ve T/T (valin/valin) homozigot mutant genotipler
goriilmektedir (25,117).

MTHEFR geninde belirlenen baska bir polimorfizm de, enzimi kodlayan genin 7.
ekzondaki 1298.niikleotid olan A(adenin)’in C (sitozin)’e degisimi sonucu, MTHFR
proteinindeki glutamin’in alanin’e degisimine neden olan nokta mutasyonudur ve
enzimin C-ug¢ regiilatdr bolgesinde etkilidir (29,117). Bu polimorfizmde de diger
polimorfizm tipinde oldugu gibi MTHFR aktivitesi azalir (29,117). A1298C

polimorfizminin, plazma homosistein konsantrasyonundaki artist MTHFR C677T
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polimorfizmi kadar etkilemedigi ileri siiriilse de, bu polimorfizmin 6nemi heniiz tam
olarak aciklanamamistir (29,117). A1298C polimorfizmi, MTHFR enziminin C-ug
regiilator bolgesinde meydana gelmesine karsilik, C677T mutasyonu genin N-ug
katalitik bolgesinde meydana gelmekte ve bu nedenle A1298C polimorfizmli bireylerde
MTHFR enzim aktivitesindeki azalma C677T polimorfizmli bireylerin enzim
aktivitesinden daha az olmaktadir (25,27,29,31,118). Daha Onceki caligmalarda da
C677T polimorfizminin MTHFR aktivitesinde oOnemli bir etkiye sahip oldugu
aciklanmistir. Hem heterozigot 677C/T hem de homozigot mutant 677T/T
genotiplerinde, MTHFR enzim aktivitesi homozigot atasal tip (677C/C) genotipe gore
onemli derecede diisiiktiir. 677T/T genotipi, termolabile MTHFR enzim 0zelligine
sahiptir (118).

A1298C ve C677T polimorfizmlerinin birlikte heterozigot oldugu durumda,
MTHEFR enzim aktivitesi, her iki allelin normal homozigot oldugu durumdaki enzim
aktivitesinin %50-60’1 kadardir (31). Bu aktivite, C677T polimorfizminin heterozigot
bireylerinin enzim aktivitesinden daha diisiiktiir (31). 677C/C, 1298C/C genotipine
sahip bireylerde 677C/C, 1298A/A genotipli bireylere gore plazma total
homosisteininde azalma oldugu aciklanmistir. Tek basina C677T homozigot
polimorfizmli (T/T) genotipine sahip bireylerde de plazma homosisteini onemli diizeyde
artmaktadir (29). van der Put ve ark. (36) yaptiklar1 bir calismada, her iki polimorfizm
bakimindan ¢ift heterozigot olan (1298A/C ve 677C/T) bireylerde total plazma
homosistein konsantrasyonunun énemli derecede arttigini belirtmislerdir.

A1298C  polimorfizminde azalan enzim aktivitelerine ragmen 1s1
inkiibasyonundan sonra 1298A/C genotipleri arasinda artan aktivasyon yilizdesinde
onemli bir farklilik goriilmedigi ic¢in, bu polimorfizmin enzimin termostabilitesini
etkilemedigi bildirilmistir (118). A1298C polimorfizminde MTHFR aktivitesinde
onemli etkiler goriilmesine ragmen ne 1298A/C, ne de 1298C/C genotipinde artan
homosistein diizeylerine rastlanmamistir (118). 677C/C, 1298A/C ve 677C/C, 1298C/C
genotiplerinde MTHFR aktiviteleri, 677C/C, 1298A/A genotip enzim aktivitesi ile
karsilastirildiginda sirasiyla %60-92 ve %52-66 olarak bulunmustur (118). Heterozigot
(677C/T, 1298A/C) genotip durumunda MTHFR aktivitesi ise 677C/C, 1298A/A
genotipi ile karsilagtirildiginda, %36-62 olarak bulunmustur (118).
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Bizim ¢alismamizda ekson 4’te C677T polimorfizmi ve ekson 7°deki A1298C
polimorfizmini tespit i¢in kullandigimiz primer dizileri baslangi¢, bitis noktalari ve

enzim tanima bolgeleri, kesim noktalar1 asagida belirtilmistir (sekil 2.3).
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MTHEFR geni 1p36.3’de lokalizedir (19,119,120).

5
— E_l —— E_2 [ E_3 [ E_4 —— E_s —— E_6 [ E_7 [ E_s —— E_9 —— E_lo [ E_ll —

Ekson 4’te 677. niikleotitte C—T degisimi Ekson 7°de1298. niikleotitte A—C degisimi
LGCCGATTTCATCATCACG EEEEIONCEOONEEEEENEGGGATGAACCAGGGTCCCCACT
CAGCTTTTCTTTGAGGCTGACACATTCTTCCGCTTTGTGAAGG CCAGCATCACTCACTTTGTGACCATTCCGGTTTGGTTCTCCCG
CATGCACCGACATGGGCATCACTTGCCCCATCGTCCCCGGGA AGAGGTAAAGAACGAAGACTTCAAAGACACTTT HINGOAGEE
TCTTTCCCATCCAGGTGAGGGGCCCAGGAGAGCCCATAAGCT GTCAGCTCCTCCC

olooyyolorNelele oo o]

Sekil 2.3: MTHFR Geni ve Calisilan Polimorfizim Bolgeleri (primerler kirmizi renk ile enzim tanima bolgeleri mavi ve kesim noktasi ok ile gosterilmistir).
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2.3 S-Adenozil Homosistein Hidrolaz Enzimi ve Genetik Ozellikleri

Homosistein (Hcy) metabolizmasi esansiyel asit metionin metabolizmasi ile
karmasik bi¢imde iliskilidir ve insanlardaki hiicresel homeostazda yasamsal rol oynar.
Metionin protein sentezi i¢in gereklidir, yasamsal metillenmis bilesiklerin bir¢ogunun
sentezinde metil gruplar vericisidir, kiikiirtiin (inorganik siilfat) major kaynagidir,
kiikiirt iceren diger aminoasitlerin (sistation, sistein, taurin) oncii molekiiliidiir ve
poliamin sentezi icin karbon iskeletini olusturur (121). Hcy folat metabolizmasinda ve
kolin katabolizmasinda 6ncii rol oynar (121).

Metionin ilk ©nce metionin adenoziltransferaz ile aktif formu S-
adenozilmetionine doniistiiriilir (122). Bu, 6nemli pek c¢ok metillenmis bilesigin
enzimatik sentezi icin metil grubu verir; 6rnegin kreatin ve metillenmis DNA (122).
Memelilerde bu tip en az 39 AdoMet’e bagimli metiltransferaz tanimlanmistir ve
dogrulanmay1 bekleyen baska bir¢oklar1 da vardir (122). Bu reaksiyonlarinin her birinin
liriinii - S-adenozilhomosisteindir (AdoHcy); bu madde AdoHcy-hidrolaz tarafindan
adenozin ve Hcy’ye hidrolize edilir (122). Hcy daha sonra iki yonde tekrar metabolize
edilir (122). Metionin sentetaz ile katalizlenen karmasik bir 5-metiltetrahidrofolata
bagimh reaksiyonda tekrar metilasyon ile metionine doniistiiriilerek korunabilir (122).
Bu enzim ikinci bir enzim, metionin sentetaz rediiktaz ile indirgenerek metillenir; bu
reaksiyon kobalamin (B12 vitamini) ve AdoMet gerektirir. MTHFR araciligiyla 5,10-
metilentetrahidrofolattan 5-metiltetrahidrofolat iiretilir. Hcy betain metiltransferaz ile
metionine tekrar metillenebilir; bu reaksiyon metionin sentetazin yaygin doku

dagilimina karsit olarak sadece karaciger, bobrek ve beyinde gerceklesir (116).

2.3.1. AdoHcy Hidrolaz (EC 3.3.1.1)

1989 yilinda Hershfield (123) ve Coulter-Karis (124) plasentadan insan AHCY 1

icin cDNA’y1 izole etmiglerdir. Memeli dokularinda yaygin bicimde dagilmis olan bu

enzim insan plasentasi dahil olmak iizere bircok kaynaktan saflastirlmistir (123,124).

Molekiil agirligi 180-200 kDa arasinda olan bir tetramer seklinde bulunan bir sitozolik
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proteindir, 10 eksondan olusur ve her alt birim bir NAD" molekiilii igerir ve adenozin
icin bir baglanma bolgesine sahiptir (32).

Bu reaksiyonun termodinamikleri AdoHcy sentezini gii¢lii bi¢cimde tetikler
ancak her iki iiriin hizla uzaklastirildigindan, in vivo kosullarda AdoHcy’ nin yikimi
genellikle agirhiklidir. Insan ¢cDNA’s1 2084 niikleotid icerir ve molekiil agirligi 47,660
olan 432 aminoasitlik bir protein kodlar, rat proteini ile %97 benzerdir. Gen kromozom
20cen-q13.1°e lokalize edilmistir (124). Bir¢ok tiirden klonlanan enzim yiiksek diizeyde
homoloji gosterir ve ortak bir 6zellik 426. aminoasit pozisyonunda bulunan bir lizindir;
bu, katalitik aktivite i¢in dnemlidir (125).

AdoHcy, AdoMet’e bagimli tiim metiltransferazlar tarafindan iretilir ve
metiltransferazlarin giiclii bir inhibitoriidiir (126). AdoMet/AdoHcy oran1 (>4/1) normal
diizeyinin altina diistiigiinde, bir¢ok metiltransferaz %10-60 arasinda azalmalar ile
degisen derecelerde azalmig aktivite gosterir (126).

Mohandas ve ark. (127) AHCY lokusunu 20cen-ql13.1’e ve ADA geni i¢in
20q13.1-q ter’de gostermislerdir. Eiberg ve Mohr (128) bu enzimlerin polimorfizmleri
icin 8 Danimarkali ailelenin verilerinde ADA ve AHCY arasindaki iligkiye
bakmislardir. Rekombinasyon fraksiyonu erkeklerde 0.4, kadinlarda 0.08 ve her iki cins
birlikte 0.13 oldugu hesaplanmistir. Kloor ve ark.(129) Hirvatistan’da 237 kisinin kan
orneklerini incelemisler; 4 farkli elektromorfik AHCY varyantin1 tanimlamiglardir.
AHCY *4 yeni bir varyanttir ve 0.015 siklikta bulunmustur. AHCY*1, AHCY*2 ve
AHCY *3 icin gen sikliklar1 sirasiyla soyledir; 0.941, 0.032 ve 0.006 (129).
Aragtirmacilar belirgin olarak azalmig enzim aktivitesine sahip bir sessiz allel
saptamislar ve buna AHCY*0 demislerdir. AHCY *0 i¢in siklik 0.006’dir. Bu toplumda
homozigot AHCY eksikligi icin beklenen siklik 1:30000 olarak saptanmustir (129).

Coulter-Karis (124) ve Hershfield (123) yaklasik 48kDa agirligindaki 432
aminoasitlik bir proteini kodlayan 1299 bp’lik bir transkripti saptamislar ve bu
transkriptin niikleotid 256’da bir G—A transisyonu bildirmislerdir. Ancak, daha genis
bir grupta ne AHCY dizin verisi ne de bu 256 G—A transisyonun siklik verisi elde
edilememistir.

Bir Tunuslu ailenin 3 kizinda biiyiime geriligi, mental ve motor retardasyon,
fasyal dismorfizm, anormal sa¢ ve dis yapist ve miyokardiyopati ile iliskili

hipermetiyonemi saptanmistir (130). Karaciger AHCY aktivitesi bu 3 cocukta %80
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azalmis bulunmus, ayrica neonatal kolestaz da tespit edilmistir (130). Muhtemelen o da
etkilenen dordiincii kiz kardes ise 9 aylik iken karaciger yetmezliginden oldiigii
diistiniilmiistiir (130).

Baric ve ark. (131) AHCY eksikligi olan bir Hirvat ¢cocukta, AHCY geninde 2
mutasyon i¢in karma heterozigozite saptamislardir. Baric ve ark. (131) AHCY
eksikliginin patolojik etkisinin temelinin tartigmasinda, AdoHcy tarafindan inhibe
edilen cesitli AdoMet bagimli metiltransferazlar1 isaret etmislerdir. DNA metilasyon
bicimlerindeki degisikliklerin kalitsal olabilecegine ve embriyogenezis sirasinda ve
dogum sonras1 doku spesifik gen sunumunu negatif yonde etkileyebilecegine dikkat
cekmiglerdir (131). Uygunsuz metilasyon yoluyla genlerin sessizlesmesi somatik
mutasyonlarin fonksiyonel karsiligi oldugu icin, DNA metilasyon bicimlerinin kalitim1
normal genomik metilasyon bicimlerinin tamirinin olusmayabilecegini ileri siiriilmiigtiir
(131). Bu gende miitasyonlar1 ve siddetli hipermetioninemi hastalig1 olan bir hastanin
yakin tarihteki kesfi bu enzimin hiicresel homeostazdaki roliinii vurgulamaktadir (131).

Bizim calismamizda 5° UTR -34 C—T doniistimii, ekson 2 Arg38Trp 112 C—T
doniisiimii ekson 4 Tryl43Cys A—G doniisiimiinii tespit icin kullandigimiz primer
dizileri baslangi¢, bitis noktalar1 ve enzim tanima bolgeleri, kesim noktalar asagida

belirtilmistir (sekil 2.4).
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AHCY gen 20cen-q13.1°e lokalizedir (124,132,133)

5’—— E-1 [— E-2 [—

E-3 [ E-4 [ E-5 [ E-6

[ E-7 [ E-8 [ E-9 [ E-10 —3’

5’ UTR -34 C—T doniisiimii

CCCCCGCCACGAACAAGCLLCGG
GCGGGITGCCGGGCGGCCGCAAC
CGGCTGCAGGTCCTGGGACTCAC
CGACTTTGTAGGGCAGTTTGTCAG
ACATGCTGGCGGCACTCGTGATAA
ACGGGCGAAGGGGGCTGGGCCTC
AGTCTGGI!GAACAGGAACTGGGG
GGCAGCGCCGAGHIGEEINIGe
GCGTGGCG

Ekson 2 Arg38Trp 112 C—T doniisiimi

CICACCECeTICIIGEIEE 1GGGAT
GAGGGGACTCACGGAACTCCCACCTGT

TTCCTCCCGTAGCCGACATCGGCCTGG
CTGCCTGGGGACGCAAGGCCCTGGACA
TTGCTGAGAACGAGATGCCGGGCCTGA
TGCGTATGCGGGAGLICGGTACTCGGCC
TCCAAGCCACTGAAGGGCGCCCGCATC
GCTGGCTGCCTGCACATGACCGTGGAG
ACGGCCGTCCTCATTGAGACCCTCGTC
ACCCTGGGTGCTGAGGTGAGGCCCACA
GCTGTATCACCCCAGAGTCCTTGCCCTC
CCTGGGTTCAGCCAGGGAA FANGREER

N

Ekson 4 Tryl43Cys A—G doniistimii

SO CCACCINGIIINEEE T CTGCCAGA
GTTGTTCCCTGGAGCAGGTACCAGTTGGGAAG

TCCAGGCCCTGATGTGCCACTCACCCTCCAGT
GTATGCCTGGAAGGGCGAAACGGACGAGGAGT
ACCTGTGGTGCATTGAGCAGACCCTGTACTTC
AAGGACGGGCCICCTCAACATGATTCTGGACG
ACGGGGGCGACCTCACCAACCTCATCCACACC
AAGTACCCGCAGCTTCTGCCAGGTGAGCAGGG
CGGGGCAGGTGGGCTGGGTGCTGGTGGCCTG
GGTGGGGCCTGTTTGCCCACATGATGGCCGCA

geldgieeloNe

Sekil 2.4: AHCY Geni ve Calisilan Varyasyon Bolgeleri (primerler kirmizi renk ile, enzim tanima bolgeleri mavi, degisim noktasi sar1 ve kesim noktast ok ile

gosterilmistir).
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3- GEREC VE YONTEMLER

3.1 Hastalarin Toplanmasi

Bu calismada, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi Gastroenteroloji
poliklinigine basvuran, kronik C hepatiti tanis1 almis ve interferon (klasik ve peglenmis)
ile birlikte ribavirin — viiciit agirhigina gore ayarli doz; <65kg ise 800mg/giin, 65-85kg
ise 1000mg/giin ve >85 kg ise 1200mg/giin- tedavisi almis olan 85 hasta caligmaya
dahil edildi. Hastalarin verileri Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Gastroenteroloji klinigi hepatoloji kayit dosyalarindan geriye doniik taranarak temin
edildi. Hemoglobin seviyelerinde >2 gramlik diisme tedaviye bagli anemi yodniinden
anlaml kabul edildi. Buna gore hastalar anemi gelisen ve gelismeyen olarak iki gruba
ayrildi. Hemoglobin degerinin en fazla diistiigli deger ve tarih hafta olarak kaydedildi.
Baslangi¢ hemoglobin degerinden hemoglobinin en fazla diistiigli deger ¢ikarilarak
delta hemoglobin degeri saptandi. Tiim hastalarin baslangi¢c hemoglobin, platelet sayisi,
AST, ALT, GGT ve LDH degerleri ile viicut kitle indeksi [Viicut agirhigr (kilogram)
/Boy(metre)’] kaydedildi. Ribavirine ek olarak aldiklari tedaviler klasik interferon ve
peglenmis interferon olarak kaydedildi. Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi Hastanesi
Etik Komitesinin izni (06.03.2006-8) alindiktan sonra tiim katilimcilara bilgi verilerek

caligsma Oncesi yazili ve sozlii onamlart alindi.

Hastalardan DNA izolasyonu icin 7-8 ml vendéz kan 1 ml % 2’lik
etilendimetiltetraasetik asitli (EDTA) iceren, 15 ml’lik santrifiij tiiplerine konuldu. DNA
izolasyonuna kadar —20 °C de saklandi. Bu kanlardan tuz ¢oktiirme yontemiyle DNA

izolasyonu yapildi.
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3.2 Kullamlan Arag ve Gerecler

3.2.1 Aletler ve Cihazlar
¢ Termal Cycler (Techne Flexigene, Cambridge,UK)
¢ Elektroforez tanki (EC Midicell EC 350, 10x20cm)
¢ Elektroforez Gii¢ Kaynagi (EC 135-90)
¢ Jel Goriintiileme Sistemi (Vilber Lourmat Marne La Vallée, France)
e Manyetik karistirici (Niive MK 418)
e Mikrodalga Firin (Alaska)
e Hassas terazi (AND GR-200)
e Mikrosantrifiij (Hermle, Z160M)
¢ Vorteks (VELP)
¢ Santrifiij (Niive NF 800)
e Mikropipet Seti (Eppendorf)
¢ Derin Dondurucu (Argelik-2031 D)
e Etiiv (Niive EN-500)
e Otoklav (Niive OT 4060 V)
® Buzdolabi (Arcelik 8188 NF)

3.2.2 Kimyasal Maddeler

e NaEDTA (Sigma E-5134)

e Sodyum Perklorat (Sigma S-3546)

¢ Sodyum Dodesil Siilfat, SDS (Sigma L-5750)

¢ Sodyum Kloriir (Riedel-de Haen)

e Etanol (Riedel-de Haen 32221)

e Parafilm M (Sigma, P-7793)

e Taq DNA Polimeraz (MBI Fermentas, EP0402)
¢ Bidistile Su (Sigma W-3500)
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2 mM dNTP Mix (MBI Fermentas, #R0241)
Hinf I (Fermentas, ER0801)
Sat I (Fnu4HI Fermentas, ER1642)
Mnl I (Fermentas, ER1072)
Mbi I (BsrB1 Fermentas ER1271)
Sdu I (Bsp1286 I, Fermentas, ER0651)
10X PCR Buffer with (NH4),SO4 (MBI Fermentas #B33)
25 mM MgCl, (MBI Fermentas)
Proteinaz-K (Sigma P-2308)
Primerler
o MTHEFR C677T polimorfizimi i¢in;
» Forward 5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
= Reverse 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’
o MTHFR A1298C polimorfizimi i¢in;
» Forward 5’-GGGAGGAGCTGACCAGTGCAG-3’
= Reverse 5’-GGGGTCAGGCCAGGGGCAG-3’
o AHCY-15" UTR -34 C—T doniisiimil i¢in;
* Forward 5’-CGCCACGCGCATATCCCTG-3’
= Reverse 5’-CCCCCGCCACGAACAAGC-3’
o AHCY-2 Ekson 2 Arg38Trp 112 C—T doniisiimii i¢in;
* Forward 5’-GTGACCGCCCCTCTTGGTTGG -3’
= Reverse 5’-CCACCCTGGCACAGTCGTCTTC-3’
o AHCY-4 Ekson 4 Try143Cys A—G doniisiimii i¢in;
* Forward 5’-GTTGGGAAGGAGGTAGTTTTGGC -3’
= Reverse 5’-GCTGCTTGAGGTGATGGGAGTC -3’
Tris-Hidroklorid (Sigma T-7149)
Trizma Base (Sigma T-6066)
Borik Asit (Carlo Erba 302177)
Ethidium Bromide (Sigma E-1510)
Orange G (Sigma O-3756)
Gliserol (Merck 4091)
Agarose plus (Prona E.U)
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¢ 100 bp DNA ladder GeneRuler marker (MBI, # SM 0241)

3.2.3 Cozeltiler

* Nuklei Lizis Tamponu
Tris-HCl 1.576 gr
NaCl 23.4 gr
Na,EDTA 0.7 gr

1 1t distile suya tamamlanip ¢ozdiikten sonra, otoklavda sterillendi ve +4 °C’de saklandi.

= TE (Tris-HCD) Tamponu
Tris-HCl 0.394 gr
Na,EDTA 0.093 gr

250 ml distile suya tamamlanip ¢ozdiikten sonra, otoklavda sterillendi ve +4 °C’de

saklandi.

= J0XTBE (Tris-Borat-EDTA) Tamponu

Trizma Base 108 gr
Borik asit 54.8 gr
Na,EDTA 5.44 gr

Distile su ile 11t’ye tamamlanarak ¢o6ziildii.

= Orange G cozeltisi
Na, EDTA 2,232 gr
Orange G 200 mg

60 ml Gliserol ve 40 ml distile sudan olusan solusyon icerisinde ¢oziildii.

= Elektroforez Yiiriitme Tamponu

10X TBE tamponundan distile su ile seyreltilerek hazirlanmis olan 1XTBE igerisine 0.5

pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde ethidium bromide (EtBr) konularak hazirlandi.

= 9%2°lik Agaroz Jel Soliisyonu
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140 ml 1X TBE tamponu icerisinde 2.8 agaroz plus mikrodalga firinda eritildikten sonra

0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek, hazirlandi

= %3’liikk Agaroz Jel Soliisyonu

140 ml 1X TBE tamponu igerisinde 4.2 gr agaroz plus mikrodalga firinda eritildikten

sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek, hazirlandi.

= 9%3.5’luk Agaroz Jel Soliisyonu

140 ml 1X TBE tamponu igerisinde 4.9 gr agaroz plus mikrodalga firinda eritildikten

sonra 0.5 pg/ml konsantrasyonunda olacak sekilde EtBr eklenerek, hazirlandi.

= 10 mg/ml Proteinaz K Cozeltisi

100 mg Proteinaz K, 10 ml steril distile su ile ¢oziilerek hazirlandi ve —20 °C’de

saklandi.

= SM Sodyum Perklorat Soliisyonu

61.2 gr sodyum perklorat (NaClOy4) 1 It’ye distile suyla tamamlanip, ¢cozdiikten sonra

otoklavda sterillendi ve +4 °C’de saklandi.

" %10 SDS Soliisyonu
10 gr SDS 100 ml distile suda ¢oziildii.

= 6 M NaCl Soliisyonu

35,5 gr NaCl 100 ml distile suda ¢oziildii.
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3.3. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu tuz ¢oktiirme yontemine gore elde edildi. Yontemin esasi,
l6kositlerde bulunan DNA disindaki tiim yapilarin bozularak pargalanmasi, yogun bir
tuz ¢ozeltisi ile ¢oktiiriilmesi ve iistte kalan sivi kissmda bulunan DNA’nin etil alkol

yardimu ile yogunlagsmasi saglanarak izole edilmesidir (135).

3.3.1 DNA izolasyonunun Yapihsi

DNA izolasyonu islemi iki giin siirmektedir. Bu islemin ilk asamasinda; kanlarin
bulundugu tiipler soguk steril distile su ile 14 ml’ye tamamlanip kuvvetlice 1-1.5 dakika
calkalandiktan sonra 15 dakika 2000 rpm’de ilk santrifiij islemi yapildi. Tiiplerde
cokelmelerin basladig1 bolgenin yakinina kadar olan siipernatant kisim, pastor pipetiyle
alinarak atildi. Cokeltinin {iistiine steril soguk distile su eklenerek hacmi tekrar 14 ml’ye
tamamlandi. Tiim tiiplerde bu islem yapildiktan sonra 10 dakika 2000 rpm de ikinci
santrifiij iglemi yapildi. Tekrar siipernatant atilarak, ¢okelti tizerine steril soguk distile
su eklendi ve kuvvetlice calkalandi. Calkalama islemi yapilirken tiipiin dibinde ¢okelti
kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra tekrar su eklenerek 14 ml’ye tamamlandi ve
santrifiij edildi. Bu islemler siipernatantin rengi, seffaf bir renge gelinceye kadar devam
etti. Bu islem yaklasik 4-5 defa tekrarlandi.

Yikama islemi tamamlandiktan sonra, tiiplere pipetle 3’er ml nuklei lizis buffer
konulup calkalandiktan sonra tiiplerin her birine 200 pul SDS, 500 ul 5 M’lik Sodyum
Perklorat ve 25 ul, 10 mg/ml’lik Proteinaz-K konuldu. Kapaklar sikica kapatilip
tiiplerin agz1 parafilm ile sarildiktan sonra 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildi..

Ikinci giin, tiipler 37 °C’lik etiivden cikarilip calkalanarak, 55 °C’lik inkiibatore
konuldu. Bir saat gectikten sonra her bir tiipe 2’ser ml doymus NaCl, ¢6zeltisi konuldu.
Kapaklar kapatilip tiipler hizlica c¢alkalandiktan sonra 10 dakika bekletildi. Daha sonra
15 dakika 3500 rpm’de santrifiij edildi. Santrifiij isleminden sonra tiiplerde bulunan
siipernatantlar, bos santrifiij tiiplerine aktarildi. Uzerine soguk, etanol eklenerek,
coziinmiis haldeki DNA’nin yogunlasmasi saglandi. Yogunlasan DNA’larin her biri,
mikropipet yardimiyla, icerisinde 500 pl TE tamponu bulunan ependorf tiiplerine
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aktarildi. Ependorf tiipleri, DNA’larin TE tamponu icerisinde ¢oziiniip, homojen hale
gelmesi igin de 37 °C’lik etiivde bir gece bekletildikten sonra +4 °C’deki buzdolabina
kaldirildu.

Eger, DNA aym giin icinde elde edilmek isteniyorsa, bu durumda ilk giin
islemleri yapilir ve 55 °C’de 3 saat bekletildikten sonra, ikinci giin islemleri yapilarak

DNA elde edilir.

3.4 Molekiiler Analiz

3.4.1 MTHFR Gen Polimorfizmleri

3.4.1.1. MTHFR C677T Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

PCR, tek bir molekiil DNA’yr dahi c¢ogaltabileceginden, reaksiyon
karigtmlarinin DNA molekiilleri ile kontamine olmasinin engellenmesi gerekmektedir.
Bu kontaminasyon, daha énceki PCR reaksiyonu, eksojen DNA veya diger hiicresel
materyallerden kaynaklaniyor olabilir. Bu nedenle, kullanilan sarf malzemeleri ve
soliisyonlarin steril olmasina dikkat edildi. Ayrica PCR reaksiyonunda, 1s1 iletiminden
kaynaklanabilecek sorunlarin en az diizeye indirilmesi i¢in, ince duvarli DNAase ve
RNAase enzimlerinden arindirilmis steril 0,5 ml’lik PCR tiipleri (Axygen Thin-Walled
PCR Tubes), reaksiyonun gerceklestirilmesi i¢in Thermal Cycler cihazi ve 0,5-10 ul’lik,
2-20 wl’'lik ve 10-100 ul’lik otomatik pipetler kullanildi.

Calismamizda oncelikle, MTHFR C677T polimorfizimi icin 198 bp’lik gen
bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. MTHFR C677T polimorfizimi igin

kullanilan primerler agsagida verilmistir (23,24).

Forward 5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
Reverse 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

PCR reaksiyon karisimi yaklasik 19 6rnek icin asagidaki gibi hazirlandi.
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1-Bidistile Su 255 ul

2-10x PCR Buffer (NH4)>SO4 38 ul
3- dNTP Mix (2 mM) 38 ul
4- Primer F 7.5
5- Primer R 7.5
6-MgCl, 22 ul
7- Taqg DNA Polimeraz (5iinite/ul) 3ul

8- Hedef DNA 0,9 wl

Hazirlanan PCR karisimdan, her bir 0,5 ml’lik ince ¢eperli eppendorf tiipiine
18 pl konulduktan sonra tiipler thermal cycler’a konuldu. Termal cycler’da, once 1
dongii 2 dak. 95°C de ilk denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95°C’de denatiirasyon, 1
dak. 60°C’de baglanma (anneling), 1,5 dak. 72°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7
dak. 72°C’ de son sentez (final extension) asamalari gerceklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, iiriin olusup olugsmadigini tespit etmek icin, %3’liikk agaroz jelde
elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 198 bp’lik DNA parcacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 198 bp’lik PCR iiriinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bélgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calistigimiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi tamyan bir RE enzimi
kullanilarak alel tespiti yapildi. Bu islem i¢in Hinf I enziminden olusan bir karisim
hazirlandi. 10 6rnek i¢in; 95 pl bidistile su, 25 ul buffer R ve 100 iinite Hinf I"den
(GLANTC) olusan enzim karisimi hazirlandi (Enzim tanima bolgesindeki N=A,G,C
veya T anlamina gelir). 8 pl PCR iiriinii bulunan her bir tiipe, 10.4 pl hazirlanan RE
enzim karigimindan eklendi ve 1 gece 37°C etiivde bekletilerek kesme islemi
gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, %3’liik agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 30 pl alinarak jel kuyucuklaria
yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi yapildi.

Kesme islemi sonucunda C aleline sahip gen bolgeleri kesilmezken, T aleline

sahip gen bolgeleri kesildi. Sonucta, genotipleme asagidaki gibi yapildi.
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C aleli 198 bp C/C genotipt 198 bp
T aleli 175 bp ve 23 bp C/T genotipi 198 bp, 175 bp, 23 bp
T/T genotipi 175 bp ve 23 bp

3.4.1.2 MTHFR A1298C Polimorfizmlerinin Belirlenmesi

Calismamizda, MTHFR A1298C polimorfizimi i¢in 138 bp’lik gen bdlgesinin

amplifikasyonu icin PCR yapildi. MTHFR A1298C polimorfizimi i¢in kullanilan

primerler asagida verilmistir (22).

Forward 5’-TGAAGGAGAAGGTGTCTGCGGGA-3'
Reverse 5’-AGGACGGTGCGGTGAGAGTG-3’

PCR reaksiyon karisimi yaklasik 10 ornek i¢in asagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su 170 pl
2-10x PCR Buffer (NH4)>SO4 25 ul
3-dNTP Mix (2 mM) 25 ul
4-Primer F 25w
5-Primer R 25w
6-MgCl, 15 ul
7-Taq DNA Polimeraz (Siinite/ul) 1.2 ul
8-Hedef DNA 0.7 wl

Hazirlanan PCR karisimdan, her biri 0,5 ml’lik ince c¢eperli eppendorf tiipiine
23 wl konulduktan sonra tiipler thermal cycler’a konuldu. Termal cycler’da, once 1
dongii 2 dak. 95°C de ilk denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95°C’de denatiirasyon,
30 sn. 64°C’de baglanma (anneling), 1 dak. 72°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7
dak. 72°C’ de son sentez (final extension) asamalar1 gergeklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigim tespit etmek icin, %3.5’luk agaroz jelde

elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 138 bp’lik DNA parcacigr gozlendi.
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PCR asamasi sonucunda elde edilen 138 bp’lik PCR iiriinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calisn@imiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi taniyan bir RE enzimi
kullanilarak alel tespiti yapildi. Bu islem i¢in Sat I (Fnu4HI) enziminden olusan bir
karisim hazirlandi. 10 6rnek i¢in; 95 pl bidistile su, 25 pl buffer G ve 100 i Sat I (Fnu
4HI)’dan (GClNGC) olusan enzim karisimi  hazirlandi (N=A,G,T veya C
anlamindadir). 13 pl PCR iiriinii bulunan her bir tiipe, 12 pl hazirlanan RE enzim
karigtmindan eklendi ve 1 gece 37°C etiivde bekletilerek kesme islemi gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, %3.5’luk agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 30 pl almarak jel
kuyucuklarina yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi
yapildi.

Kesme islemi sonucunda A aleline sahip gen bolgeleri kesilmezken, C aleline

sahip gen bolgeleri kesildi. Sonucta, genotipleme asagidaki gibi yapildi.

A aleli 138 bp A/A genotipi 138 bp
C aleli 119 bp ve 19 bp C/C genotipi 119 bp ve 19 bp
A/C genotipi 138 bp, 119 bp, 19 bp

3.4.2 AHCY Gen Doniisiimleri
3.4.2.1. AHCY-1 5°’UTR -34 C—T Doniisiimiiniin Belirlenmesi

Calismamizda, AHCY-1 5’UTR -34 C—T doniisimii icin 195bp’lik gen
bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR yapildi. AHCY-1 5’UTR -34 C—T doniisiimii i¢in

kullanilan primerler agsagida verilmistir (32).

Forward 5’-CGCCACGCGCATATCCCTG-3’
Reverse 5’-CCCCCGCCACGAACAAGC-3’

PCR reaksiyon karisimi yaklagik 20 ornek icin asagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su 340 wl
2-10x PCR Buffer (NH4)>SO4 50 wl
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3-dNTP Mix (2 mM) S50 ul

4-Primer F 10 ul
5-Primer R 10 ul
6-MgCl, (25mM) 30 ul
7-Taq DNA Polimeraz (Siinite/ul) 4 ul
8-Hedef DNA 1l

Hazirlanan PCR karisimdan, her biri 0,5 ml’lik ince ceperli eppendorf tiipiine
23 wl konulduktan sonra tiipler thermal cycler’a konuldu. Termal cycler’da, once 1
dongii 2 dak. 95°C de ilk denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95°C’de denatiirasyon, 1
dak. 58°C’de baglanma (anneling), 1.5 dak. 72°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7
dak. 72°C’ de son sentez (final extension) asamalari gerceklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigimi tespit etmek igin, %3’liik agaroz jelde
elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 195 bp’lik DNA parcacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 195 bp’lik PCR iiriinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calistigimiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi tamiyan bir RE enzimi
kullanilarak alel tespiti yapildi. Bu islem i¢in Mnl I enziminden olusan bir karisim
hazirlandi. 10 6rnek icin; 95 pl bidistile su, 25 pl buffer G ve 100 iinite Mnl I’den
(CCTC(N), i) olusan enzim karisimi hazirland1 (N= A, G,T veya C anlamina gelir). 13
pl PCR iiriinti bulunan her bir tiipe, 12 pl hazirlanan RE enzim karisimindan eklendi ve
1 gece 37°C etiivde bekletilerek kesme islemi gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, %3.5’luk agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 30 pl almarak jel
kuyucuklarina yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi
yapildi.

Kesme islemi sonucunda C aleline sahip gen bolgeleri tek noktadan kesilirken, T
aleline sahip gen bolgeleri 2 noktadan kesildi. Sonucta, genotipleme asagidaki gibi
yapildi.

C aleli 148 bp ve 47 bp C/C genotipi 148 bp ve 47 bp
T aleli 121 bp, 47 bp ve 27 bp C/T genotipi 148 bp, 121 bp, 47 bp, ve 27 bp
T/T genotipi 121 bp, 47 bp, ve 27 bp
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3.4.2.2. AHCY-2 Ekson 2 Arg38Trp 112 C—T Doniisiimiiniin Belirlenmesi
Calismamizda, AHCY-2 ekson 2 112 C—T bolgesinin amplifikasyonu i¢in PCR
yapildi. AHCY-2 ekson 2 112 C—T bolgesi i¢in kullanilan primerler asagida verilmistir

(32).

Forward 5’-GTGACCGCCCCTCTTGGTTGG -3’
Reverse 5’-CCACCCTGGCACAGTCGTCTTC-3’

PCR reaksiyon karisimi yaklagik 20 ornek icin asagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su 340 wl
2-10x PCR Buffer (NH4)>SO4 50 ul
3-dNTP Mix (2 mM) 50 ul
4-Primer F 10 ul
5-Primer R 10 ul
6-MgCl, (25mM) 30 ul
7-Taq DNA Polimeraz (5 {inite/ul) 4 ul
8-Hedef DNA 1l

Hazirlanan PCR karisimdan, her bir 0,5 ml’lik ince ¢eperli eppendorf tiipiine
23 ul konulduktan sonra tiipler thermal cycler’a konuldu. Termal cycler’da, once 1
dongii 2 dak. 95 °C de ilk denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95°C’de denatiirasyon, 1
dak. 58°C’de baglanma (anneling), 1.5 dak. 72°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7
dak. 72°C’ de son sentez (final extension) asamalari gerceklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigimi tespit etmek icin, %2’lik agaroz jelde
elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 338 bp’lik DNA parcacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 338 bp’lik PCR iiriinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calisn@imiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi taniyan bir RE enzimi
kullanilarak alel tespiti yapildi. Bu islem icin Mbi I (BsrB1) enziminden (GAGLCGG)
olusan bir karisim hazirlandi. 10 6rnek i¢in; 95 pl bidistile su, 25 ul buffer tango ve 10

pul Mbi I ’den olusan enzim karisimi hazirlandi. 13 pl PCR iiriinti bulunan her bir tiipe,
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12 ul hazirlanan RE enzim karistmindan eklendi ve 1 gece 37°C etiivde bekletilerek
kesme islemi gergeklestirildi.

Kesme iglemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, %3’liik agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 30 pl alinarak jel kuyucuklarina
yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi yapildi.

Kesme islemi sonucunda T aleline sahip gen bolgeleri kesilmezken, C aleline

sahip gen bolgeleri kesildi. Sonucta, genotipleme asagidaki gibi yapildi.

C aleli 189 bp vel49 bp C/C genotipi 189 bp ve 149 bp
T aleli 338 bp T/C genotipi 338 bp, 189 bp, 149 bp
T/T genotipi 338 bp

3.4.2.3. AHCY-4 Ekson 4 Try143Cys A—G Doniisiimiiniin Belirlenmesi
Calismamizda, AHCY-4 ekson 4 Tryl43Cys A—G bdlgesinin amplifikasyonu
icin PCR yapildi. AHCY-4 ekson 4 Tryl43Cys A—G bolgesi icin kullanilan primerler

asagida verilmistir (32,132).

Forward 5’GTTGGGAAGGAGGTAGTTTTGGC -3’
Reverse 5’-GCTGCTTGAGGTGATGGGAGTC -3’

PCR reaksiyon karisimi yaklagik 20 ornek icin asagidaki gibi hazirlandi.

1-Bidistile Su 340 ul
2-10x PCR Buffer(NH4),SO4 50 ul
3-dNTP Mix (2 mM) 50 ul
4-Primer F 7ul
5-Primer R 7 ul
6-MgCl, 30 ul
7-Taq DNA Polimeraz (Siinite/ul) 3ul
8-Hedef DNA 1l
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Hazirlanan PCR karisimdan, her bir 0,5 ml’lik ince ¢eperli eppendorf tiipiine
23 ul konulduktan sonra tiipler thermal cycler’a konuldu. Termal cycler’da, once 1
dongii 2 dak. 95°C de ilk denatiirasyon, sonra 35 dongii; 45 sn 95°C’de denatiirasyon, 1
dak. 58°C’de baglanma (anneling), 1.5 dak. 72°C’de sentez (extension) ve 1 dongii 7
dak. 72°C’ de son sentez (final extension) asamalar1 gergeklestirildi. Yapilan PCR
islemi sonrasinda, iiriin olusup olusmadigimi tespit etmek icin, %2’lik agaroz jelde
elektroforez islemi yapildi. Olusmasi beklenen, 350 bp’lik DNA parcacigi gozlendi.

PCR asamasi sonucunda elde edilen 350 bp’lik PCR iiriinii, bize sadece
polimorfizmin oldugu bolgenin dizisini vermektedir. Ancak, bizim tespit etmeye
calisn@imiz tek niikleotid degisimi oldugu icin bu bolgeyi taniyan bir RE enzimi
kullanilarak alel tespiti yapildi. Bu islem i¢in Sdu I (Bsp 1286 I) enziminden olusan bir
karigim hazirlandi. 10 6rnek icin; 95 ul bidistile su, 25 pl buffer Sdu I ve 50 {inite Sdu I
(Bsp1286 I)’den olusan enzim (GDGCHJC) karisimi hazirland1 (D=A,G veyaT; H=A,C
veya T anlamina gelir). 13 pl PCR iiriinii bulunan her bir tiipe, 12 pl hazirlanan RE
enzim karigimindan eklendi ve 1 gece 37°C etiivde bekletilerek kesme islemi
gerceklestirildi.

Kesme islemi gerceklestikten sonra, tiiplerin her birine 10 pl orange G eklendi.
Sonra, %3’liik agaroz plus jel hazirlandi. Her bir tiipten 30 pl alinarak jel kuyucuklarina
yiiklendi. Sonra 120 V elektrik akim uygulanarak elektroforez islemi yapildi.

Kesme islemi sonucunda A aleline sahip gen bolgeleri tek noktadan kesilirken,
G aleline sahip gen bolgeleri 2 noktadan kesildi. Sonucta, genotipleme asagidaki gibi
yapildi.
Aaleli 179 bpve 171 bp A/A genotipi 179 bp ve 171 bp
Galeli 171bp, 120bpve 5S9bp  A/G genotipi 179 bp,171 bp, 120 bp ve 59 bp

G/G genotipi 171 bp 120 bp ve 59 bp
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3.5. istatistiksel Analiz

Anemi ile dikkate alinan risk faktorleri arasindaki iliski multiple binary lojistik
regresyon modeli ile belirlenmistir. Genotiplerin Hardy-Weinberg dengesinde olup
olmadig ki-kare testi ile incelenmistir. Delta degerleri acgisindan genotiplerde
heterozigot olan ve normallerin karsilastirilmasinda ve 3 genotipin karsilastirilmasinda
tek yonlii varyans analizi kullanilmistir. En fazla hemoglobin diisiisii delta Hb, ribavirin
dozunda azaltma ve ribavirinin kesilmesi yoniinden ve cinsiyetler arasindaki
karsilastirmalar ki-kare testi ile yapilmistir. Hesaplamalar sonucunda P<0.05 ise
istatistik olarak anlamli kabul edilmistir. Veri analizinde SPSS (siiriim 11.5) programi

kullanilmustir.
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4-BULGULAR

Bu calismada, MTHFR C677T, MTHFR A1298C genlerine ait
polimorfizmleri belirlemek ve AHCY-1 5°’UTR -34 C—T, AHCY-2 112 C—>T, AHCY-
4 143 A—G varyasyonlarmin belirlenmesi icin, Mersin Universitesi Tip Fakiiltesi
Hastanesi Gastroenteroloji poliklinigine bagvuran, kronik C hepatiti tanis1 almis ve
interferon (klasik ve peglenmis) ile birlikte ribavirin tedavisi verilmis olan 85 hasta
calismaya dahil edildi. PCR ve RFLP yontemleri ile MTHFR C677T, MTHFR A1298C
genlerine ait polimorfizmlerin ve AHCY-1 -34 C—T, AHCY-2 112 C—T, AHCY-4
143 A—G genlerine ait varyasyonlarin alel ve genotipleri tespit edildi. Hemoglobin
seviyelerinde >2 gramlik diismeye gore hastalar anemi gelisen ve gelismeyen olarak iki
gruba ayrildi. Anemi sikligin1 52/85 (% 61.17) olarak bulduk. Ribavirin dozu azatilan
hasta sayis1 31 (% 36.47) idi ve 9 (% 10.58) hastada ribavirin kesildi. Iki grup arasinda
risk faktorlerine bakildiginda sadece yas acisindan belirgin bir iliski oldugu belirlendi.
Yas arttikca anemi riski 1.112 (OR) kat artmaktaydi ve bu sonug istatistiksel olarak
anlamhiyd: (p=0.009). Anemi gelismeyen gruptaki 33 bireyin yas ortalamasi;

48.51+8.15’e karsilik; anemi gelisen gruptaki 52 bireyin ise 53.01+8.21 idi (p=0.016).

Gruplar arasinda cinsiyet, viicut kitle indeksi, hemoglobin diizeyi, platelet sayisi, ALT,
AST, GGT, LDH, interferonun tipi ve bakilan gen polimorfizmleri ve genetik
varyasyonlar yoniinden bir iligki bulunamamustir (Cizelge 4.1).

Degerlendirilen 85 HCV’li bireyin 55’1 bayan, 30’u erkekti. Kadinlarin yas
ortalamasi1 52.7448.55, erkeklerin yas ortalamasi 48.56+7.64 olarak bulundu (p=0.028).
Cinsiyetle aneminin gelisimi arasinda bir iligki yoktu (p=0.737). Anemi gelisen grupta
25’1 kadin, 3’1 erkek 28 (28/52, % 55.76) hastanin ribavirin dozu azaltilmist1 ve anemi
gelismeyen grupta 3’1 de kadin 3 hastanin (3/33, % 9.09) ribavirin dozu azaltilmisti. Bu
fark anlamliydi (p=0.001). ilag¢ kesilen 9 hastanin 9’u da kadind1 ve anemi gelisen
grupta yer aliyordu (p=0.019). Gen polimorfizmlerinin genotipleri ve alelleri dagilimi
yoniinden bakildiginda; MTHFR C677T, MTHFR A1298C, AHCY-1 5’UTR -34 C—T
ve AHCY-2 Ekson 2 Arg38Trp 112 C—T i¢in bir anlamhi fark bulunamamastir
(swrasiyla p=0.175, p=0.582, p=0.458 ve p=0.458). AHCY-4 Ekson 4 Tryl43Cys A—G
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Cizelge 4.1 Hastalarin 6zellikleri

Anemi Grubu

Anemi Gelismeyen

Olgiit (n=52) Grup (n=33) P
Yas 53.01+8.21 48.518.15 0.016
Cinsiyet (K/E) 33/19 22/11 0.737
Viicut Kitle indeksi 27.03+4.08 26.13+3.37 0.316
Hemoglobin (gr/dl) 13.70+1.36 13.18+1.82 0.135
Platelet (/mm”) 192115+62223 195303+79336 0.837
ALT (IU) 82.30+93.57 76,48+72.61 0.762
AST (IU) 66.15+71.78 62.66+46.25 0.805
GGT (IU) 60.68+68.11 48.69+42.75 0.362
LDH (IU) 309.59+80.57 319.45+81.75 0.586
Hemoglobin dusils 11.8429.13 6.4243.25 0.002
zamani (hafta)
En diisiik
hemoglobin degeri 10.31£1.59 12.06+1.36 0.0001
(gr/dl)
Delta hemoglobin 3.40+1.03 1.12+0.80 0.0001
Doz azaltma (n,%) 28, % 55.76 3, % 9.09 0.001
Ila¢ kesme (n, %) 9, % 17.30 0, % 0 0.019
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varyasyonunun dagilimi cinsiyetler arasinda sabit oldugundan istatistiki degerlendirme
yapilmamustir.

43 hastada klasik interferon ve ribavirin kullanilirken 42 hastada peglenmis
interferon ve ribavirin kullanilmistir. 43 klasik interferon ve ribavirin kullanan bireyin
27’sinde (%51.9) anemi gelisirken; peglenmis interferon ve ribavirin kullanan 42
bireyin 25’inde (%48.1) anemi gelismistir. Tedavi yontemleri arasinda anemi sikligi
acisindan anlamli bir fark yoktur (p=0.543).

9.74+7.86 haftada ortalama 2.51+1.46 gr/dl diisiisle en diisiik hemoglobin
degeri olan 10.99+1.72 gr/dI’ye ulasiliyordu. En diisiik hemoglobin degerine anemi
gelisen grupta ortalama 11.84+9.13 haftada ulasilirken, anemi gelismeyen grupta
6.4243.25 haftada ulasiliyordu (p=0.002). Anemi olmayan grupta Hb en fazla
12.06+1.36 ya diiserken, anemi olan grupta en fazla 10.31+1.59 gr/dl’ye diisiiyordu
(P=0.0001). Delta Hb ise anemi olmayan grupta 1.12+0.80 gr/dl iken anemi olan grupta
3.40+1.03 gr/dl olarak elde edilmis ve bu farkin istatistik olarak anlamli oldugu, bir
baska ifadeyle anemi olanlarda delta Hb’in daha yiiksek oldugu gozlenmistir

(p=0.0001).

4.1. MTHFR C677T Gen Polimorfizmi Genotipleri ve Alelleri Dagilin

MTHFR C677T gen polimorfizmini belirlemek icin; elektroforez sonucu elde
edilen bantlarin, goriintiileme sisteminde marker ile kiyaslamasi yapildi. RFLP analizi
yapilmadan elde edilen PCR iiriiniiniin boyu 198 bp olarak belirlendi. RFLP analizinden
sonra ise, 198 bp hizasinda olan Ornekler alel C, 175 bp ve 23 bp hizasinda olan
ornekler alel T olarak degerlendirildi. Fakat yapilan jel elektroforez yonteminden dolayi
23 bp’lik bant gozlenemedi. 198 bp hizasinda olan 6rnek C/C genotipi, 175 bp hizasinda
olan 6rnek T/T genotipi, 198 bp ve 175 bp hizasinda olan 6rnek ise C/T genotipi olarak
degerlendirildi. Sekil 4.1’de RFLP analizi sonucu belirlenen 7 ornek gosterilmistir.
Sekil 4.1°de goriilen orneklere bakilirsa; 2, 4, 7 nolu orneklere ait bantlar bireylerin C/C
genotipinde; 5 ve 6 nolu orneklerdeki bantlar bireylerin C/T genotipinde; 1 ve 3 nolu

ornekte goriilen bant ise, bireyin T/T genotipinde oldugunu gostermektedir.
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2, 4 ve ¥ nolu bireyler C/C genotipinde
5 ve 6 nolu bireyler C/T genotipinde

1 ve 3 nolu bireyler T/T genotipinde
M= DNA Marker

Sekil 4.1. MTHFR 677 C/T genotiplerinin RFLP sonucu elektroforez goriintiisii.

Gruplar MTHFR C677T polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde; 85 bireyin
52’s1 C/C genotipi (% 61.2), 24’ii C/T genotipi (% 28.2), ve 9’u T/T genotipi (% 10.6)
tespit edildi (sekil 4.2). Bunlarin cinsiyete gore dagilimlari incelendiginde bayan
bireylerde 34’ii C/C genotipi (% 61.8), 13 “ii C/T genotipi (% 23.6), 8’1 T/Tgenotipi (%
14.5) tespit edildi. ve 30 erkek bireyden 18’inde C/C genotipi (%60.0), 11’inde C/T
genotipi (% 36.7), 1’1 T/T genotipi (% 3.3) tespit edildi (sekil 4.3). Cinsiyetlere gore
dagilim ag¢isindan fark yoktu (p=0.175).

TT; n=9;
°%10.6

CT; n=24;
%28.2

CC: n=52;
%61.2

Sekil 4.2. MTHFR 677 C/T genotiplerinin dagilim
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CcC CT T

Sekil 4.3. MTHFR 677 C/T genotiplerinin cinsiyetlere gore dagihm (Beyaz siitunlar kadinlari, gri
siitunlar erkekleri gostermektedir).

Gruplar MTHFR C677T polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde; anemi
gelisen 52 bireyin 33’ii C/C genotipinde (%63.5), 12’1 C/T genotipinde (%23.1), 7’1 T/T
genotipinde (%13.5) bulunurken anemi gelismeyen grupta (n=33) sirastyla 19 (%57.6),
12 (%36.4) ve 2 (%6.1) bulundu (sekil 4.4).

cC CT TT

Sekil 4.4. MTHFR 677 C/T genotiplerinin gruplara gore dagimn (Beyaz siitunlar anemi gelisen

grubu, gri siitunlar anemi gelismeyen grubu gostermektedir).
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Ortalama hemoglobin diisiisii, MTHFR C677T polimorfizmi acisindan
degerlendirildiginde; genotipler arasinda anlamh bir fark yoktu (p=0.623).

MTHFR C677T gen polimorfizmine ait T/T genotipinin anemi olanlarda C/C
genotipine gore 6.029 kat daha fazla goriildiigii belirlendi ancak bu sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmad1 (p=0.137).

MTHFR C677T gen polimorfizmine ait genotiplerin anemi gelisen ve
gelismeyen grupta Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi arastirilmis ve anemi
gelismeyen grupta dengede bulunurken (ki-kare =0.20, SD=2), anemi grubunun Hardy-
Weinberg dengesinden saptigi goriilmiistiir (ki-kare=7.5, SD=2, P=0.024). Sonuglar
incelendiginde anemi grubunda C/C ve T/T genotiplerin beklenen sayiyla
kiyaslandiginda daha fazla oldugu, C/T genotiplilerin ise daha az gorildiigi

bulunmustur.

4.2. MTHFR A1298C Gen Polimorfizmi Genotipleri ve Alelleri Dagilin

MTHFR A1298C gen polimorfizmini belirlemek i¢in; elektroforez sonucu elde
edilen bantlarin, goriintiileme sisteminde marker ile kiyaslamasi yapildi. RFLP analizi
yapilmadan elde edilen PCR fiiriiniiniin boyu 138 bp olarak belirlendi. RFLP analizinden
sonra ise, 138 bp hizasinda olan oOrnekler alel A, 119 bp ve 19 bp hizasinda olan
ornekler alel C olarak degerlendirildi.19 bp’lik bant jel elektroforez yonteminden dolay:
gozlenemedi. 138 bp hizasinda olan 6rnek A/A genotipi, 138 ve 119 hizasinda olan
ornek A/C genotipi, 119 bp hizasinda olan 6rnek ise C/C genotipi olarak degerlendirildi.
Sekil 4.5°de RFLP analizi sonucu belirlenen 4 6rnek gosterilmistir. Sekil 4.5’de 1 nolu
orneke ait bantlar bireyin A/A genotipinde; 2 ve 3 nolu orneklerdeki bantlar bireylerin
A/C genotipinde ve 4 nolu Ornekte goriilen bant ise, bireyin C/C genotipinde oldugu

gostermektedir.
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SO00bp

—

1 nolu birey
) 3 nolu |

Sekil 4.5. MTHFR 1298 A/C genotiplerinin RFLP sonucu elektroforez goriintiisii.

Gruplar MTHFR A1298C polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde; 3
bireyde sonug¢ elde edilememistir, 82 bireyin 30’u A/A genotipi (% 36.6), 27’1 A/C
genotipi (% 32.9), ve 25’i C/C genotipi (% 30.5) tespit edildi (sekil 4.6). Bunlarin
cinsiyete gore dagilimlar1 incelendiginde 52 bayan bireyden 20’1 A/A genotipi (% 38.5),
15’1 A/C genotipi (% 28.8), 17°si C/C genotipi (% 32.7) tespit edildi ve 30 erkek bireyin
10’u A/A genotipi (%33.3), 12 A/C genotipi (% 40), 8’1 C/C genotipi (% 26.7) tespit
edildi (sekil 4.7). Cinsiyetlere gore dagilim agisindan fark yoktu (p=0.582).

AC
n=27;
%32.9
AA:N=30;
%36.6
CC; n=25;
%30.5

Sekil 4.6. MTHFR 1298 A/C genotiplerinin dagilim
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AA AC cc

Sekil 4.7. MTHFR 1298 A/C genotiplerinin cinsiyetlere gore dagihm (Beyaz siitunlar kadinlari, gri
siitunlar erkekleri gostermektedir).

Gruplar MTHFR A1298C polimorfizmi acisindan degerlendirildiginde; anemi
gelisen 50 bireyin 18’1 A/A genotipinde (%36), 14’tii A/C genotipinde (%28), 18’1 C/C
genotipinde (%36) bulunurken anemi gelismeyen grupta (n=12) sirasiyla 12 (%37.5), 13
(%40.6) ve 7 (%21.9) bulundu (sekil 4.8).

20
18
16
14
12

o N~ OO 0

AA AC cc

Sekil 4.8. MTHFR 1298 A/C genotiplerinin gruplara gore dagihm (Beyaz siitunlar anemi gelisen
grubu, gri  siitunlar anemi gelismeyen grubu gostermektedir).
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Ortalama hemoglobin disiisii, MTHFR A1298C polimorfizmi acisindan
degerlendirildiginde; genotipler arasinda anlamli bir fark yoktu (p=0.159). MTHFR
A1298C gen polimorfizmine ait C/C genotipinin anemi olanlarda A/A genotiplilere
gore 3.586 kat fazla olmakla birlikte bu fazlalik istatistiksel olarak bulunmadi
(p=0.124).

MTHFR A1298C gen polimorfizmine ait genotiplerin anemi gelisen ve
gelismeyen grupta Hardy-Weinberg dengesinde olup olmadigi arastirilmis ve anemi
gelismeyen grupta dengede bulunurken (ki-kare =0.91, SD=2), anemi gelisen grubun
Hardy-Weinberg dengesinden saptigr goriilmiistiir (ki kare=7.68, SD=2, P=0.021).
Sonuglar incelendiginde hastalarda A/A ve C/C genotiplerin beklenen sayiyla
kiyaslandiginda daha fazla oldugu, A/C genotiplilerin ise daha az goriildiigii bulundu.

4.3. AHCY-1 5°’UTR -34 C—T Genotipleri ve Alelleri Dagilin

AHCY-1 5’UTR -34 C—T (AHCY-1) gen doniisiimiinii belirlemek igin;
elektroforez sonucu elde edilen bantlarin, goriintilleme sisteminde marker ile
kiyaslamasi1 yapildi. RFLP analizi yapilmadan elde edilen PCR iiriiniiniin boyu 195 bp
olarak belirlendi. RFLP analizinden sonra ise, 148 bp ve 47 bp hizasinda olan 6rnekler
alel C, 121 bp,47 bp ve 27 bp hizasinda olan 6rnekler alel T olarak degerlendirildi.47 ve
27 bp’lik bantlar jel elektroforez yonteminden dolay: izlenemedi. 148 bp hizasinda olan
ornek C/C genotipi; 121 bp hizasinda olan 6rnek T/T genotipi; 148 bp, 121 bp,
hizasinda olan 6rnek ise C/T genotipi olarak degerlendirildi. Sekil 4.9°da RFLP analizi
sonucu belirlenen 7 6rnek gosterilmistir; 1-6 nolu drneklere ait bantlar bireylerin C/C
genotipi tasidigini; 7 nolu Ornekteki bantlar bireylerin C/T genotipinde oldugunu

gostermektedir.
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1-6 nolu bireyler C/C Genotipi
7 nolu birey C/T Genotipi
M= DNA Marker

Sekil 4.9. AHCY-1 genotiplerinin RFLP sonucu elektroforez goriintiisii.

Gruplar AHCY-1 doniisiimii agisindan degerlendirildiginde; 85 bireyin 84’1 C/C
genotipi (% 98.8), 1’1 C/T genotipi (% 1.2), tespit edildi. T/T genotipine rastlanilmadi.
Bunlarin cinsiyete gore dagilimlar: incelendiginde 55 bayan bireyden 54°ii C/C genotipi
(% 98.2), 1’1 C/T genotipi (% 1.8), tespit edildi. 30 erkek bireyin 30’u C/C genotipi (%
100) tespit edildi. Cinsiyetlere gore dagilim agisindan fark yoktu (p=0.458).

Gruplar AHCY-1 agisindan degerlendirildiginde; anemi gelisen 52 bireyin 52’si
C/C genotipinde (%100), bulunurken anemi gelismeyen grupta (n=33) sirasiyla 32
(%97), 1 (%3) bulundu.

Ortalama hemoglobin diisiisii yoniinden, AHCY varyasyonlarin sikligi calisma
grubumuzda ¢ok az goriildiigi icin (AHCY-1 1/85; AHCY-2 1/85 AHCY-4 0/84)

istatistiki degerlendirilmeye alinmamuistir.
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4.4. AHCY-2 Ekson 2 Arg38Trp 112 C—T Genotipleri ve Alelleri Dagilinm

AHCY-2 Ekson 2 Kodon Arg38Trp 112 C—T (AHCY-2) gen doniisiimiinii
belirlemek icin; elektroforez sonucu elde edilen bantlarin, goriintiileme sisteminde
marker ile kiyaslamasi yapildi. RFLP analizi yapilmadan elde edilen PCR {iriiniiniin
boyu 338 bp olarak belirlendi. RFLP analizinden sonra ise, C aleli 189 bp ve 149 bp, T
aleli 338 bp olarak degerlendirildi. 189 bp ve 149 bp hizasinda olan 6rnek C/C
genotipi;338 bp T/T genotipi; 338 bp 189 bp ve 149 bp hizasinda olan 6rnek ise C/T
genotipi olarak degerlendirildi. Sekil 4.10’da RFLP analizi sonucu belirlenen 10 6rnek
gosterilmistir; 1-3, 5-10 nolu 6rneklere ait bantlar bireylerin C/C genotipinde oldugunu;

4 nolu ornekteki bantlar bireylerin C/Tgenotipinde oldugunu gostermektedir.

Sobrpniagmée-9 10 M
ﬂ-ﬁp—n_ﬂ‘ﬂ_

LTI —

_2—-—_
— " S c—

,2,3,5,6,7,8,9,10 nolu bireyler C/C Genotipi
4 nolu birey C/T Genotipi
1= DNA Marker

Sekil 4.10. AHCY-2 genotiplerinin RFLP sonucu elektroforez goriintiisii.

Gruplar AHCY-2 doniisiimii a¢isindan degerlendirildiginde; 85 bireyin 84 i C/C
genotipi (% 98.8), 1’1 C/T genotipi (% 1.2), tespit edildi.T/T genotipine rastlanilmadi.
Bunlarin cinsiyete gore dagilimlar incelendiginde 55 bayan bireyden 54’ii C/C genotipi
(% 98.2), 1’1 C/T genotipi (% 1.8), tespit edildi. 30 erkek bireyin 30’u C/C genotipi (%
100) tespit edildi. Cinsiyetlere gore dagilim agisindan fark yoktu (p=0.458).
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Gruplar AHCY-2 acisindan degerlendirildiginde; anemi gelisen 52 bireyin 52’1
C/C genotipinde (%100), bulunurken anemi gelismeyen grupta (n=33) sirasiyla 32
(%97), 1 (%3) bulundu.

4.5. AHCY-4 Ekson 4 Try143Cys A—G Genotipleri ve Alelleri Dagilim

AHCY-4 Ekson 4 Kodon 143 Try38Cys A—G (AHCY-4) gen doniistimiinii
belirlemek icin; elektroforez sonucu elde edilen bantlarin, goriintiileme sisteminde
marker ile kiyaslamasi yapildi. RFLP analizi yapilmadan elde edilen PCR iiriiniiniin
boyu 350 bp olarak belirlendi. RFLP analizinden sonra ise, A aleli 179 bp ve 171 bp, G
aleli 171 bp, 120 bp ve 59 bp olarak degerlendirildi. 59 bp’lik bant jel elektroforez
yonteminden dolay: izlenemedi. 179 bp ve 171 bp hizasinda olan 6rnek A/A genotipi;
171 bp ve 120 bp G/G genotipi; 179 bp, 171 bp, 120 bp hizasinda olan ornek ise A/G
genotipi olarak degerlendirildi. Sekil 4.11°de RFLP analizi sonucu belirlenen 6 6rnek
gosterilmistir. Tim Orneklere ait bantlar bireylerin A/A  genotipinde oldugunu

gostermektedir.

6

—
A ————

—— 50 0bp
 — 11]0]sT ¢}

300bp

Z2000p

1,2,3,4,5 ve 6 nolu bireyler A/A. Genotipinde
M= DNA Marker

Sekil 4.11. AHCY-4 genotiplerinin RFLP sonucu elektroforez goriintiisii.
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Gruplar AHCY-4 doniisimii acisindan degerlendirildiginde; 84 bireyin 84’
A/A genotipi (% 100) tespit edildi. A/G ve G/G genotipine rastlanilmadi. Bu nedenle

istatistiki degerlendirilmeye alinmamustir.
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TARTISMA

Yaptigimiz bu calisma MTHEFR icin C677T ve A1298C polimorfizmlerinin ve
AHCY i¢in AHCY-1 5’UTR -34 C—T, AHCY-2 112 C—T, AHCY-4 143 A—G
varyasyonlarinin ribavirinle iligkili anemi icin bir risk faktorii olmadigin1 gostermistir.
MTHFR C677T gen polimorfizmine ait T/T genotipinin anemi olanlarda C/C
genotipine gore 6.029 kat daha fazla goriildiigi belirlendi ancak bu sonug istatistiksel
olarak anlamli bulunmadi (p=0.137). MTHFR A1298C gen polimorfizmine ait C/C
genotipinin anemi olanlarda A/A genotiplilere gore 3.586 kat fazla olmakla birlikte bu
fazlalik istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0.124).

[FN/ribavirin tedavisinin, HCV enfeksiyonlu hastalar icin tekli tedaviden daha
etkili oldugu kanmitlanmistir ve hemolitik anemi, ribavirinle tedavinin onemli bir yan
etkisidir. IFN/ribavirin tedavisiyle iliskili hematolojik anormallikler arasinda anemi,
muhtemelen en O©Onemli olanmidir ve hastalarin saghkla iliskili yasam kalitesini
azaltabildigi gibi, yorgunlugun ana belirleyici faktorii olabilir (135). Nonpegylated
interferonla pegylated interferonun (Peginterferon) kiyaslandig ii¢ biiyiikk ¢alismanin
verilerinin toplu bir analizinde, yorgunluk skorunun kétiilesmesi, tedavinin kesilmesine
neden olan aneminin en Onemli gostergesi oldugu saptanmustir (136). Antiviral
tedavinin zamansiz azaltilmasi ve kesilmesi antiviral tedavinin etkililigini azaltir. HCV
enfeksiyonu icin IFN/ribavirin ikili tedavisinin ¢ok merkezli klinik calismalarinda,
anemi icin doz azaltimi hastalarin %?23'linde ortaya ¢ikmustir (52,98). Doz kesilmesi, bu
caligmalarda nadir, ama doz kesilmesi orani, klinik caligmalarin disinda daha yiiksek
bulunmustur. Gaeta ve ark. (137) yaptiklari bir calismada, aneminin IFN/ribavirin
tedavisinde zamansiz ilag kesilmesinin 6nde gelen nedeni oldugu, biitiin ilag kesme
nedenlerinin %36'sindan sorumlu oldugu ve biitiin hastalarin %8.8'inde anemi nedeniyle
erkenden ilag kesildigi gosterilmistir. Anlamli anemi (hemoglobin<10 g/dL),
[FN/ribavirin tedavisini alan hastalarin %9-13'iinde gozlenmistir (98). Orta anemi
(hemoglobin<11 g/dL), %30'unda goriilmiistiir (138). Hemoglobinde ortalama azami
azalma ribavirinle birlikte nonpegylated interferonla 3.1 g/dL ve ribavirin ve pegylated

interferonla 3.7 g/dL olarak saptanmistir (52,139). Ribavirin, neredeyse biitiin hastalarda
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degisik derecelerde eritrosit hemolizisine sebep olur ve ikili tedavi alan hastalarin %7-
9'unda doz azaltilmasimi gerektirir (2,3,52,98,137).

Bizim ¢alismamizda anemi sikligin1 52/85 (% 61.17) olarak saptadik. Bu oranin
literatiirdekine gore yliksek olmasi anemi i¢in hemoglobinde >2 gr/dl diismeyi kabul
etmemizden kaynaklanabilir. Ribavirin dozu 31 (% 36.47) hastada azatilirken 9 (%
10.58) hastada ribavirin kesildi ve bu sonug literatiirle benzerdi. Tedavi baglandiktan
sonraki 10 hafta icinde hemoglobin ortalama 2.5 gr/dI’lik bir azalmayla en diisiik degeri
olan ~11 gr/dl’ye ulasiyordu.

Ribavirin siirekli kullanildiginda 2-4 hafta icinde kararli diizeyine ulasir (140).
Hemotokrit degerleri genellikle, tedaviye baslandiktan sonraki 2-8 haftanin i¢inde en
diisiik degerlerine ulasir, bu zaman ribavirinin en yiiksek konsantrasyona ulastigi
zamandir ve daha sonra hematokrit degerleri diiz ¢izer, tedavi kesildikten sonra
baslangic degerlerine geri doner (141,142)

HCV enfeksiyonunun tedavisi i¢in IFN/ribavirin ikili tedavisi sirasinda gelisen
aneminin mekanizmasi hakkinda ¢ok az bilgi vardir. Ribavirin, doz bagimh ve geri
cevrilebilir hemolitik anemiye sebep olur. Ribavirin eritrositlere girdikten sonra,
adenozin trifosfatin tilkkenmesine yol acan aktif formuna fosforillenir ve hiicrelerin
islevleriyle etkilesen ribavirin trifosfat eritrositlerde birikir (86,112). Ribavirin
trifosfatin eritrositlerde birikmesi eritrosit membraninda antioksidan mekanizmalarini
bozarak eritrosit membraninda oksidatif hasara yol acar ve takiben retikiiloendotelyal
sistem ile hasarli eritrositler uzaklastirilir (112). Interferonun, ribavirinle iliskili
hemolitik anemiye kompansatuvar retikiilosit yanitin1 bozdugunu ve interferonun kemik
iligi baskilayict etkisinin, ikili tedaviyle iligkili anemiye katkida bulundugu
gosterilmistir (3,111).

Eritrositler in-vitro ribavirine maruz kaldiginda eritrositlerin ne ozmotik
frajilitesi ne de deformobilitesi degismektedir (143). Ribavirin yiiksek dozlarda kemik
iliginden eritrosit salinimin1 inhibe eder; ribavirin eritrosit yagam siiresini kisaltir (30-69
giin), ayrica eritrosit kitlesini azaltir (143, 144).

HCV enfeksiyonu i¢in tedavi edilen hastalarda hemolitik anemiyi etkileyen
degiskenler hakkinda ¢ok az bilgi vardir, ama 244 kronik HCV'li hastay1 kapsayan yeni
bir calisma, ribavirin ile iligkili hemolizin, ii¢ faktdr tarafindan ©Onemli sekilde

etkilendigini gostermistir: tedavi oncesi platelet diizeyi, uygulanan interferon alfanin
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miktar1 ve haptoglobin fenotipi (113). Hemoglobin'e baglanan haptoglobinlerin, farkli
baglanma bolgelerine sahip olan ii¢ fenotipi mevcuttur. Van Vlierbergh ve ark.(113)
yaptiklar1 ¢alismada, hastalarin %67'sinde anemi meydana geldigini bulmustur. Daha
yiiksek platelet sayilar1 olanlara gore daha diisiik platelet sayilariyla tedaviye baslayan
hastalarin, tedaviyle hemoglobin degerlerinde anlamli diizeyde yiiksek bir diisiis
oldugunu tespit etmislerdir (113). Diisiik platelet sayisinin ribavirinle iliskili anemi i¢in
bir risk faktorii oldugu ve sirozlu yash erkek hastalarda 6zellikle daha sik rastlandigi
bulunmustur (113). Kemikiligi baskilayict 6zelligi oldugu bilinen interferon alfa,
yiikksek dozlarda verildigi zaman, bu hastalarda anemiye katkida bulunmaktadir (145).
Anemiyi etkileyen liciincii faktor haptoglobin fenotipi i¢in olasi bir agiklama olarak,
haptoglobin fenotipleri arasinda ribavirinin hiicre icine alinmasinda veya yarigmali
hiicre icine alinmasinda farklar olabilecegini ileri siiriilmiistiir (112). Nomura ve ark.
(146) yaptig1 calismada kadin cinsiyeti, ileri yas (> 60 yas) ve kiloya ayarli ribavirin
dozu (>12 mg/kg) ile anemi arasinda anlaml bir iligki bulunmustur.

Bizim calismamizda sadece yasin anemi gelisimi agisindan bir risk olusturdugu
belirlendi. Yas arttikca anemi riski 1.112 kat artmaktaydi. Degerlendirilen 85 HCV’li
bireyin 55’1 bayan, 30’u erkekti. Kadinlarin yas ortalamasi erkeklere gore yiiksekti. Her
iki grupta ribavirin dozu azaltilan bireylerin biiyiik cogunlugu kadindi. ilag kesilen 9
hastanin 9’u da kadindi. Tiim bu bulgulara ragmen cinsiyet ile anemi gelisimi arasinda
bir iligki saptayamadik.

[FN/ribavirin tedavisi sirasindaki hemoglobindeki azalma eritrosit ribavirin
diizeyleriyle iligkili olabilir. HCV eradikasyonu icin IFN/ ribavirin tedavisi uygulanan
hastalarda eritrosit ribavirin konsantrasyonu ve hematolojik Olgiitlerdeki degisiklikler
arasindaki iliskinin arastirildigi iki c¢alismada, eritrosit ici ribavirinin ve onun
fosforillenmis metabolitinin asir1 yiikselmesinin, interferon ve ribavirinle iliskili
anemiye yol acan hemoglobin azalmasiyla iliskili oldugu bildirilmistir (147,148).

Ayrica in-vitro calismalarda HCV’nin tedavisi sirasinda hemolitik anemi
gelisen hastalarin eritrositlerinin oksidatif strese daha yatkin oldugu gosterilmistir (149).
Ribavirinle iligkili anemi 6ykiisii olan ve olmayan hastalarin arasinda oksidatif stres
isaretleyicilerinde ve membran proteinlerinde bariz farklar bulunmustur (149). Bu
bulgular, ribavirinle iligkili anemi i¢in eritrositle ilgili risk faktorleri oldugunu akla

getirmistir. Eritrositlerinin oksidatif strese daha yatkin olmasinin ve eritrosit membran
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icerigindeki degisikliklerin ribavirin tarafindan AHCY’nin inhibisyonu sonucunda
eritrosit ici AdoMet/AdoHcy oranindaki degisiklige bagli olabilecegi ileri siiriilmiigse
de bu konuda bir ¢alisma yoktur (150). IFN/ribavirin tedavisinin serum lipid ve eritrosit
membran lipid profilini etkileyebilir ve IFN/ribavirin tedavisinin neden oldugu
anemiyle eritrosit membran lipidlerindeki degisiklikler arasinda bir iliski olabilir.
[FN/ribavirin tedavisinin uygulandigi hastalarin eritrosit membrani lipid igeriginde, total
kolesterol, total fosfolipidler ve kolesterol/fosfolipid orani belirgin olarak artmis
bulunmustur (151). Fosfatidilkolin ve fosfatidilkolin/sfingomyelin oran1 belirgin olarak
azalmisken diger fosfolipid fraksiyonlar1 belirgin olarak artmistir (151). Bu bulgular
interferon ve ribavirinle tedavi edilen kronik HCV’li hastalarin serum lipid ve eritrosit
membran lipid profilinde degisiklikler yaptigim gostermektedir (151). Ozellikle, bu
eritrosit membran lipidlerindeki degisiklikler ile eritrosit esnekliginde ve membran
akigkanhiginda bir azalma oldugunu ve bu degisikliklerin IFN/ribavirin tedavisinin
neden oldugu hemolitik anemiyle sonuc¢lanabilecegini ileri siirmektedir (151).

Vitamine baglh tek karbon (metil grubu) metabolizmasindaki herhangi bir
bozukluk kalp hastaliklari, noral tiip bozuklugu ve kansere yakalanma riskini etkiler
(29,117). 5-Metiltetrahidrofolat Hcy’nin metiyonine remetilasyonunda asil metil
vericisidir (29,117). MTHFR geninde goriilen baz1 mutasyonlar, enzimde inaktivasyona
neden olarak, kardiyovaskiiler ve serebrovaskiiler hastaliklar i¢in 6nemli bir risk faktorii
olan hiperhomosisteinemi ve homosisteiniiri olugmasina neden olur (31,117,117).
MTHFR enziminin eksikligi durumunda klinik semptomlarin genis bir dagilim
gosterdigi aciklanmistir (26).

Bu bozukluklar iki gerekli molekiildeki eksikliklerden kaynaklanmaktadir (19-
21,29,116,117). Bunlar folat ve kobalamin (B12 vitamini)’dir (18-21,29,116,117). Tek
karbon mekanizmasi iki temel kola ayrilir; birisi piirin ve timin sentezinde rol oynar
digeri ise metiyonin, AdoMet sentezinde rol oynar (18-21,31,116,117). Protein ve
poliamin sentezi ile metilasyon reaksiyonlar: icin gerekli olan MTHFR enzimi bu iki
kol arasindaki metil alis verisinde rol oynar (18-21,31,116,117). Metiyonin ve
AdoMet’e tek karbon i¢ akimimin MTHFR basamaginda kontrol edildigi
diisiniilmektedir.  In-vitro memeli MTHFR’1 AdoMet tarafindan baskilanir
(18,31,117,118). MTHFR enzimi 5,10- metilenetetreahidrofolat (5,10-CH2- THF)
molekiiliinii 5-metil-THF molekiiliine doniistiiriir (18-21,31,116,117). 5-metil-THF
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molekiilii de kendisindeki metil grubunu Hcy’e verir ve metiyonin iiretilir (18-
21,31,116,117). Eger bireyin mutasyonlardan dolayt MTHFR enzim aktivitesi diisiikse,
kan ve idrarda Hcy birikimi olur ve bu bireylerde “ciddi mental retardasyon” ve
“trombookluziv vaskiiler” hastaliklar goriildiigii ileri siiriilmiistiir (25-27,29,117).
MTHEFR enziminin 2 tane diisiik fonksiyonlu aleli vardir. Bunlar 667. niikleotitteki T
aleli (MTHFR C677T) ve 1298. niikleotitteki C aleli (MTHFR A1298C) (29,117).
677T/T genotipine sahip insanlarin MTHFR aktivitesi %30, 677T/C genotipine sahip
insanlarin MTHFR enzim aktivitesi %65 civarindadir (25,27,29,31,36,116-118).
Toplumun yaklasik %15°1i homozigot 677T/T genotipine sahiptir (29,117). Bu T aleli
yiiksek seviyede Hcy ve diisiik folat seviyesine sebep olur (25,29,117). Bu da damarsal
hastaliklarin ve noral tiip defektlerin ortaya ¢ikma riskini arttirdigi gosterilmistir
(29,117).

MTHEFR polimorfizmleri metilasyon gerektiren hedef yapilart modifiye edebilir.
AdoMet’in metil sagladig1 tiim reaksiyonlarin sonucunda olusan AdoHcy, AHCY
tarafindan adenozin ve Hcy’e hidrolizlenir (101). AdoHcy’in hidrolizlenmesi geri
doniistimlii oldugu i¢in, Hecy’in artmig diizeyleri AdoMet/AdoHcy hiicre ici oranininda
azalmaya yol agarak bircok AdoMet bagimli metiltransferazlarin aktivitelerini baskilar.
AdoMet/AdoHcy oran1 >4/1 normal diizeyinin altina diistiigiinde, metiltransferazlar
%10-60 arasinda azalmalar ile degisen derecelerde azalmis aktivite gosterirler
(102,126). MTHFR aktivasyonunun regiilasyonu metiyonin ve AdoMet’in hiicre i¢i
konsantrasyonunun devam etmesi i¢in Onemlidir (152). MTHFR aktivitesi diisiikse
AdoMet/AdoHcy oran1 da kiigiiliir (152). AdoHcy, AdoMet’in MTHFR aktivitesindeki
inhibitor etkisini baskilar fakat tek basina enzim aktivitesinde etkisi yoktur (153). Bu
nedenle, memeli MTHFR’1n aktivitesi hiicre i¢ci AdoMet/AdoHcy oram tarafindan
ayarlanir (152).

Diger yaygin polimorfizim olan MTHFR A1298C formu da, enzimin
aktivitesini, Hcy ve plazma folat konsantrasyonunu etkiler, fakat etkisi C677T
formundan daha diisiiktiir (153). MTHFR enziminin aktivitesinin siirdiiriilebilmesi i¢in
folat, metiyonin, ve riboflavinin hiicre i¢i diizeylerinin 6nemli oldugu ve T/T
homozigotlarin riboflavin ve folat diizeyi diisik oldugunda yiiksek risk altinda

olabilecekleri ileri siiriilmiistiir (153).
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MTHFR A1298C siklig1 C677T den daha az ¢alisilmistir ve A1298C homozigot
siklig1 %9 olarak bulunmustur (29,36). MTHFR C677T i¢in homozigot siklig1 %1-%20
olarak bildirilmistir (29). Bizim caligmamizdaki 85 bireylik grupta MTHFR C677T i¢in
C/C genotipinin sikli§1 %61.2, C/T genotipinin sikli§1 %28.2 ve T/T genotipinin siklig1
%10.6 olarak bulunmustur. MTHFR A1298C i¢in A/C genotipinin sikligi %36.6, A/C
genotipinin sikligi %32.9 ve C/C genotipinin sikligi %30.5 olarak saptanmistir. Bizim
calisma grubumuzda A1298C homozigot siklig literatiirdekinden oldukga yiiksektir. Bu
yiiksekligin calisilan grupta anlami agik degildir.

Lievers KJ ve ark. (118) 2001 yilinda Japonya’da yaptiklari bir calismada
kardiyo vaskiiler hastaliklarin artis1 ile C677T polimorfizmi arasinda iliski oldugunu
bulmusglardir. Diyabetik nefropati, diyabetes mellitusun yaygin bir durumudur. Tip 2
diyabetik nefropatili Japon hastalarla MTHFR C677T polimorfizmi arasindaki iligki
arastirilmis tip 2 diyabette C677T polimorfizminin myokardial infarkt riskini ve karotid
arterial duvar kalinlagmasini arttirdigi bulunmustur (97). Fakat Japon tip 2, Irlanda tip 1,
Alman tipl ve tip 2 diyabetik hastalarinda MTHFR gen polimorfizmi arasinda iliski
bulunmamistir (31). MTHFR A1298C ve C677T polimorfizmlerinin diyabetik
nefropatiyle iliskili oldugu bildirilmistir ve her iki polimorfizmin diyabetik
popiilasyonda yiiksek oldugu bildirilmistir (117). MTHFR C677T polimorfizmi ile
birlikte olusan folat eksikliginin noronal gelisimi etkiledigi ve noral tiip kusurunu
arttirdig bildirilmistir (25,36).

MTHFR polimorfizminden kaynaklanan azalan enzim aktivitesi timor
baskilayict genlerin stabilitesini ve hipometilasyonunu etkileyebilir. Akciger kanserli
hastalarda yapilan calismalarda MTHFR 677T alelinin bir timo6r baskilayict gen olan
pl6’nin sunumunun artisiyla iliskili oldugu gosterilmistir (31). 677T alelinin akciger
kanseri, 16semi ve kolon kanserine karsi koruyucu bir potansiyeli oldugu agiklanmasina
ragmen endometriyum ve over kanseri gibi diger kanser tipleri i¢in gecerli olmadigi
aciklanmugtir (23,28,31,35)

Gellekink ve ark. (32) tekrarlayict venoz trombozlu 172 hastada AHCY-1 -34
C—T ve AHCY-2 112 C—T gen varyasyonlarina bakmislardir. AHCY-1’de C/C
sitkhigint % 96.5, C/T sikhigin1t % 3.5 olarak bulmuslardir ve T/T genotipine
rastlamamislardir (32). AHCY-2’de C/C sikhigim % 94.2, C/T sikligim % 5.8 olarak

bulmuglardir ve T/T genotipine rastlamamislardir (32). Bu gen varyasyonlarinin
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tekrarlayic1 vendz trombozda diisiik dereceli bir risk faktorii oldugunu gostermislerdir
(32).

Bizim calismamizda hem AHCY-1 5’UTR -34 C—T gen varyasyonu i¢in hem
de AHCY-2 112 C—T gen varyasyonu icin C/C sikligt %98.8, C/T siklig1t %1.2
bulundu ve T/T’ye hi¢ rastlanmadi. AHCY-4 143G aleline de hi¢ rastlanmadi.
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SONUC ve ONERILER

Sonucta hem MTHFR hem de AHCY metiyonin metabolizmasinda ve
hipometilasyonda ©nemli rolleri olmasina ragmen bu enzimlerin aktivitesinde
degisiklige yol acabilecek genetik kusurlarin ribavirine bagli anemide etkili olup
olmadiginin arastirildigr bu ilk ¢alismada boyle bir iliskiyi gosteremedik. Ancak anemi
gelisimi icin bir risk olusturmamasina ragmen anemi olanlarda MTHFR C677T gen
polimorfizmine ait T/T genotipi ~6 kat ve MTHFR A1298C gen polimorfizmine ait C/C
genotipi ~3.5 kat daha fazla bulundu. Bakilan bu gen polimorfizmlerinin ribavirine
bagli anemide bir etkileri olmadigimi soyleyebilmek icin daha fazla calismaya gerek
vardir. Yasla birlikte ribavirinle iligkili anemi riski arttig1 i¢in bu gruba tedavi verilirken

daha dikkatli olunmalidir.
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Ocak 1995-Agustos 1996: Merkez Saglik Ocagi, Taskoprii; Kastamonu

Agustos 1996- Mayis 1998: 1 Nolu ACSAP, Karabiik

Haziran 1998-Ekim 1999: 1 Nolu ACSAP, Yenimahalle, ANKARA
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Ekim 1999-Aralik 1999: Acil Miidahale, Tiirkiye Yiiksek Ihtisas Hastanesi,
Ankara

Ocak 2000-Ekim 2001: Hemodiyaliz Unitesi, Tiirkiye Yiiksek Ihtisas
Hastanesi, Ankara

Mayis 2001-Ekim 2001: Transplantasyon Koordinasyon Sorumlusu, Tiirkiye
Yiiksek Thtisas Hastanesi, Ankara

30 Ekim 2001- 03 Mart 2003 : Hemodiyaliz Unitesi, Devlet Hastanesi, Mersin

03 Mart 2003 —Kasim 2004 : Hemodiyaliz Unitesi, Mersin Universitesi Tip
Fakiiltesi Arastirma ve Uygulama Hastanesi

Kasim 2004- : Tibbi Biyoloji ve Genetik Yiiksek Lisans Ogrencisi, Mersin

Universitesi Tip Fakiiltesi Saglik Bilimleri Enstitiisii
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