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Kronik Hepatit C Hastalarinda Multidrug Rezistans
Gen Mutasyonu
Dr.Meryem Timucin
Tipta uzmanhk tezi

Sivas-2010

OZET

Hepatit C infeksiyonunda uzun donemde siroz ve karaciger kanseri gelisme
riskinin ve mortalite oraninin yiiksek olmasi tedavi ve tedaviye yanitsizlik konusunda
calismalarin yogun olarak devam etmesine yol agmustir. Ila¢ direncini aciklayan
bir¢cok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir..Multidrug rezistans gen (MDR)
gen lirlinii olan P-glikoprotein (P-gp)’nin artmis salinimi, MDR fenotipini olusturan
mekanizmalar i¢inde en iyi arastirilmis olanmidir. P-gp ekspresyonunu P-gp
polimorfizmi etkilemektedir ve en sik C3435T polimorfizmine rastlanmaktadir. C
alleli P-gp ekspresyonunun yiiksek oldugu ilaglara ve bazi maddelere karsi olusan
direngten sorumlu oldugu diisiiniilmektedir. MDR gen mutasyonu da, hepatit C’li
hastalarda tedaviye yanit oranlarini ve klinik seyri etkileyebilir.

Bu c¢alismada Kronik Hepatit C hastalarinda MDR gen polimorfizmi
arastirildi. Calismaya, tedaviye yanitsiz kronik hepatit C tanis1 almis 9 erkek ve 12
kadimn ile hepatit C tedavisine yanit veren 10 erkek ile 9 kadin ve niiks gosteren 5
erkek ile 10 kadindan olusan 55 kisi dahil edilmistir. Calismada, ti¢ grup MDRI1
geninde C3435T allel siklig1 agisindan karsilastirilirken, hasta grubunda mutasyon
saptanan, saptanmayan ve normal olan ii¢ grup olusturuldu. Her {i¢ gruptaki bireyler
MDRI1 gen polimorfizmine goére karsilastirildiginda gruplar arasi fark anlamli
bulunmustur (p<0.05). Buna gore niiks gosteren bireylerde ve tedaviye cevap
verenlerde daha fazla oranda heterozigotluk goriiliirken, tedaviye cevap vermeyen
hastalarda daha fazla oranda homozigotluk saptanmistir.

Tedaviye yanitsiz Hepatit C hastalarinda MDR1 gen analizinin yapilmasi

gelecekte tedavi yonetiminde 151k tutacaktir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit C, Multidrug Resistans gen
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Multidrug Resistance Gene Mutation Among
Chronic Hepatitis C Patients
Dr. Meryem Timugin
Sivas-2010

ABSTRACT

In a long time period, being high rate of mortality and risks of development of
cirrhosis and liver cancer on Hepatitis C infection have caused to continue intensive
studies on treatment and unresponsiveness to treatment. Many cellular mechanisms
that explain the drug resistance have been characterized. The increased relief of . P-
glycoprotein (P-gp), which is gene product of Multidrug resistance gene (MDR), is
the best researched one within the mechanisms forming MDR phenotype. P-gp
polymorphism affects P-gp expression and C3435T polymorphism is the most
frequently met. C allele is considered as it is responsible for resistance against the
medicines in which the P-gp expression is high and against some materials. The gene
mutation of MDRI1 also affects the response rates and clinical progress on Hepatitis
C patients.

In this study, polymorphism gene of MDR on Chronic Hepatitis C patients,
was researched. To this study; 9 male and 12 female patients who had been
diagnosed with chronic Hepatitis C and 10 male and 9 female patients who has
responded to treatment of Hepatitis C and 5 male and 10 female patients who has
shown relapsing, in total 55 patients were included. In the study, while three groups
were compared with each other about the frequency of C3435T allele on MDR1
gene, three groups were formed from this group in which a group of patients the
mutation was detected, a group the mutation wasn’t detected and a group was
normal. When individuals at each group were compared according to the gene
polymorphism of MDRI, the difference among the groups was considered as logical
(p < 0.05). According to this, while higher rate of heterozygote were seen on
relapsing individuals and those who responded to treatment, higher rate of
homozygote were detected on the patients who didn’t respond to treatment.

Analyzing MDRI1 gene on Hepatitis C patients who are unresponsive to
treatment will open up new frontiers in its own subject.

Keywords: Hepatitis C, Multidrug Resistance Gene
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1. GIRIS VE AMAC

Hepatit C viriisiit (HCV) kronik viral hepatitlerin en 6nemli etkenlerinden
biridir. Persistan HCV enfeksiyonu hafif karaciger hasarindan, siroz ve hepatoseliiler
karsinoma (HCC) ilerleyen ciddi kronik hepatite kadar farkl tablolar ile iliskilidir
(1, 2).

Diinyada HCV infeksiyonu prevalansinin yaklasik %2,2-3 arasinda oldugu
tahmin edilmektedir. Bu da diinyada yaklasik 130 ile 170 milyon kisinin HCV pozitif
oldugunu gosterir (3). Tiirkiye’de HCV pozitifligi %1- 2,4’tiir (4). Kronik HCV
infeksiyonu karaciger nakli endikasyonlar1 arasinda ilk sirada yer almaktadir. Kronik
hepatitli hastalarin %70’inde, sirozlu hastalarm %25’inde HCV etyolojik neden
olarak karsimiza ¢ikmaktadir (5). HCV’ye bagli kronik karaciger hastali§1 olanlarda
yillik karaciger kanseri gelisme riski %1-5’tir (6).

HCV infeksiyonunda uzun donemde siroz, karaciger kanseri gelisme
risklerinin ve mortalite oranmin yiiksek olmasi tedavi ve tedaviye yanitsizlik
konusunda caligmalarin yogun olarak devam etmesine yol agmistir. Kronik C hepatiti
(KHC)’nin giinlimiizdeki optimal tedavisi olan pegile interferon + ribavirin
kombinasyonuna cevapsizliga yol agan bir¢ok faktor vardir. Tedaviye uyumsuzluk,
yan etkilerden dolay:r ila¢ dozajlarinda azaltma veya ila¢ kesilmesi, yeterli siire
tedavinin devam ettirilmemesi, sismanlik ve tedavi sirasinda alkol almak cevabi
azaltan diizeltilebilecek faktorlerdendir. Buna karsilik cevapsizliga yol acan ancak
degistirilmesi elimizde olmayan faktorler arasinda genotip 1 ve 4, yiiksek viral ytik,
yashilik, Human Immiindefiency virtis (HIV) ve Hepatit B viriisii (HBV) ile
koinfeksiyon sayilabilir (7).

MDRI1 gen mutasyonu da, hepatit C’li hastalarda tedaviye yanit oranlarini ve
klinik seyri etkileyebilir. Ilaglara yanit ve ilaglara bagli yan etkiler ilag metabolize
eden enzimlerdeki genetik degisikliklere bagli olarak ayni toplumdaki bireyler
arasinda farklilik gosterir. Bu fark ilag direnci olusturan MDR genlerinin artmis
ekspresyonuna bagli olabilir. P-glikoprotein (P-gp) insanda MDRI1 geni tarafindan
kodlanmaktadir ve MDR’ in bir {irtiniidiir (8).



MDRI1 geninde gosterilmis olan ait tekli niikleotid polimorfizmlerinden
C3435T (ekson 26) ve G2677T (ekson 21) polimorfizmlerinin P-gp ekspresyonunda
ve/veya fonksiyonunda degisimlere neden oldugu cesitli ¢alismalarda bildirilmistir
9).

MDRI gen {irtinii olan P-gp’nin artmis salmimi, MDR fenotipini olusturan
mekanizmalar i¢cinde en iyi arastirilmis olamidir. P-gp ekspresyonunu P-gp
polimorfizmi etkilemektedir ve en sik exon 26 C3435T polimorfizmine
rastlanmaktadir. Baz1 allellerde P-gp ekspresyonunun yiiksek oldugu, bu durumun
ilaglara ve baz1 maddelere kars1 olusan direncten sorumlu oldugu distiniilmektedir
(10).

P-gp cesitli organlarda exprese edilmektedir ve intestinal eritrositlerde, beyin
kapillerlerinin endotel hiicrelerinde, bobrek proksimal tiibiil hiicrelerinde ve
karaciger kanalikiiler hiicrelerde ila¢ dagilimu ile iligkilidir (11).

P-gp’nin kronik hepatit C tedavisinde kullanilan ilaglarin dagilimmda ve bu
ilaglara karst olusan direncte rolii olabilir,. MDR gen mutasyonu, hepatit C’li
hastalarda tedaviye yanit oranlarini etkileyebilir 6zellikle bu durum Ribavirin
acisindan 6nem arzetmektedir. Bu caligmada, kronik hepatit C hastalarinda MDR

geni ¢alisilarak Ribavirin agisindan tedaviye direncin arastirilmasi amaclanda.



2.GENEL BiLGIiLER
2.1.HEPATIT C VIiRUSU
2.1.1.Hepatit C Viriisiiniin Yapis1 ve Ozellikleri

HCV, 40-50 nm biiyiikligiinde, yaklasik 9400 niikleotidden olusan, pozitif
sarmal RNA igeren, zartli bir viriistiir. Hiicre kiiltliriinde {iretilemeyisi ve serumda
diistik titrelerde bulunmasi nedeni ile 6zellikleri tam olarak bilinmemektedir.

Hepatit C virus genomu, 3’ ve 5’ uclarinda iki adet translasyona ugramayan bolge
“untranslated region” (UTR) bulundurur. Bu iki u¢ arasinda, biiyiik bir prekiirsor
proteini kodlayan ve 9000’den fazla niikleotidden olusan bir “open reading frame”
(ORF) bulunur. ORF yaklagik 3010 aminoasit uzunlugunda biiyiik bir poliprotein
kodlar (12). ORF’nin 5’ ve 3’ uglarinda 230 ve 341 niikleotidlerinde “nontranslated
region” (NTR) vardir. 5 ve 3° NTR’nin her ikisi de poliprotein ¢evrilmesi ve genom
replikasyonu i¢in gerekli RNA yapisini icerir. Etkenin pozitif RNA virlisii olarak
degerlendirilmesinin sebebi mRNA gorevi yapabilen tek sarmalli bir RNA
icermesidir (12). Viriisiin yapisi, genomik organizasyonu ve replikasyon siklusu
Flaviviridae ailesinin bir tiiyesi oldugunu desteklemektedir ve giiniimiizde

Hepacivirus adi altinda ayr1 bir genusta siniflandirilmaktadir (13).

< 9500 nt B
< 9030-9099 nt >
c E E2 NS2 NS3 N$4 NS5
5'UTR 3'UTR  Ppoly (U)2’
e T I
192 384 810 1027 1658 1973
Signal peptidase Serine protease

1 o) ) i
SPENE L

P7 NS2 NS3 NS4A NS4B NS5A NS5B
Envelope Serine - protease
Capside C E1-E2 Helicase RNA polymerase
P7 NS53 NSSB

Sekil 2.1. HCV genomunun sematik goriiniimii



2.1.2.HCYV Genotipleri

Tiim genom dizileri belirlenmis HCV suslar1 incelendiginde, viriisiin genomu
boyunca, hemen hemen tiim bdlgeleri kapsayan, DNA ya da protein dizisi
benzerlikleri géze ¢arpmis ve bunlar1 grup ve alt gruplar halinde siniflandirmak
miimkiin olmustur. Bu smiflandirma genotiplerin ortaya ¢ikmasina yol agmistir (12).

HCV’nin 6 genotip ve 80’den fazla alt tipi mevcuttur. Genotipler 1’den 6’ya
kadar rakamlarla, alt tipler ise a, b, c... gibi kiiciik harflerle ifade edilir. Genotip
Ib’nin Ui¢ ana alt tipi (W: Worldwide, J: Japan ve NJ: Non-Japan) bulunmaktadir
(14). Major genotipler arasinda en az %33 genetik varyasyon bulunur. Genotiplerin
cografi dagiliminda da farkliliklar bulunmaktadir. Amerika Birlesik Devletleri (ABD)
ve Bat1 Avrupa’da genotip 1a ve 1b en yaygindir. Akdeniz iilkelerinde en sik genotip
Ib oldugu bildirilmektedir. Daha sonra genotip 2 ve 3 gelir. Diger genotipler,
Misir’da genotip 4, Gliney Afrika’da genotip 5, Giineydogu Asya’da genotip 6 siktir
(15).

Ulkemizde de degisik gruplar degisik zamanlarda HCV genotiplerini
belirlemek amaciyla ¢alismalar yapmislar ve baskin genotipi 1b (%68-94) olarak
bulmuslardir (16).

2.1.3. Epidemiyoloji

HCV infeksiyonunun neden oldugu C tipi viral hepatit diinyanin ve iilkemizin
onemli saglik sorunlarindan biridir. Diinya genelinde 170 milyon insanin HCV ile
infekte oldugu bildirilmektedir. Bir baska ifade ile diinya niifusunun %2,2-3’tt HCV
ile enfektedir. Gelismis iilkelerde akut hepatitlerin %20'sinden, kronik hepatitlerin
ise %70'inden, son donem sirozun %40"'idan, hepatoseliiler karsinomanin %60'imdan
sorumludur. Ulkemizde HCV infeksiyonu siklig1 bati toplumlarindan farkli degildir ve
toplum taramalarinda HCV infeksiyonu prevalanst %1-2,4 civarinda saptanmistir (4).

Ulkemizde bolgeler arasinda HCV infeksiyonu siklig1 agisindan da fark bulunmamustir

(17).



2.1.4.Bulasma Yollan

2.1.4.1. Paranteral Bulasma

1. Meslek Ile Ilgili Bulasma

Kaza ile infekte hastada kullanilan kontamine ignenin saglik calisaninin
cildine batmasi1 en onemli risk faktorii olabilir Prospektif calismalarda anti-HCV
pozitif kan ile kontamine ignenin batmasi ile gelisen yaralanmalarda ortalama
infeksiyon riski hastane personelinde yaklasik %3—4 dolayindadir (18). ABD'de
saglik calisanlariin genelinde bildirilen anti-HCV seroprevalansi %1,4 iken bu oran
diyaliz {initesinde calisanlarda %2, ila¢ bagimlilarmin tedavi edildikleri kliniklerde
calisanlarda %10 ve hastane cerrahlar1 arasinda ise %0,9’dur (19). Kanin saglam
deriye temasiyla bulasma s6z konusu degildir. Dahasi1 ortopedi, genel cerrahi ve oral
cerrahi doktorlarinda bile HCV infeksiyonu prevalanst genel popiilasyondan daha
yiiksek degildir, yaklasik %1-2 civarindadir (20).

2. Kan ve Kan Uriinleri Transfiizyonu

Transflizyonla iliskili anti-HCV insidansi ingiltere’de %0,5, ABD’de %34,
Tayvan’da %13 oraninda bildirilmistir (21). Talasemi veya hemofili gibi ¢ok sayida
transflizyon yapilan hastalarda HCV enfeksiyon sikhigi daha yiiksektir. Kan
dondrlerinin  tiim diinyada 1990 yilindan sonra iilkemizde ise 1996 yilindan sonra
anti-HCV ile test edilmesi, transfiizyona bagli HCV infeksiyonunun sikligmni
azaltmustir (22). HCV yayilimindaki bir diger onemli risk faktorii, giivenli olmayan
terapotik injeksiyondur. Diinyada kontamine injeksiyona bagli yilda yaklasik 2
milyon yeni HCV infeksiyonunun gelistigi tespit edilmistir (23).

3. Nosokomiyal Bulasma

Hepatit C viriisiiniin hastane ortamindan bulasmasi nosokomiyal bulagsma
olarak tanimlanir ve genellikle HCV ile kontamine kan, kan iriinleri veya infekte
solid organin transplantasyonu sonucu bulagsma olmaktadir. HCV ile infekte donor
organlarmin kullanilmasi sonucu alicilarin %24-48'inde HCV infeksiyonu gelistigi
bildirilmistir (24).

4. Hemodiyaliz Hastalan

Hemodiyaliz tedavisi altinda olan hastalarda HCV infeksiyonu siklig1 genel
popiilasyona gore oldukea yiiksek oranlarda saptanmistir. Hemodiyaliz hastalarinda

kronik karaciger hastaliginin en sik nedeni HCV infeksiyonudur. Bu hasta grubunda



prevalans yaklasik %8’dir (25). Viral Hepatitle Savasim Dernegi’nin epidemiyolojik
analiz sonuglara goére hemodiyaliz olgularinda anti-HCV pozitiflik oran1 %41,5’tir.
Tiirk Nefroloji Dernegi verilerine gore ise bu oran %21,3’tiir (26). Ayaktan periton
diyaliz yapilan hastalarda anti-HCV pozitiflik oran1 %6,8 bulunmustur. Hemodiyaliz
hastalarinda HCV infeksiyonu i¢in risk faktorleri kan transflizyonu, transfiize edilen
kan miktar1 ve hemodiyaliz siiresini igermektedir (27).

5. intravenoz ila¢c Bagimlihg

Gelismis llkelerde HCV infeksiyonunun primer bulasyolu damar ici
uyusturucu ila¢ kullantmidir. Yeni tan1 konmus HCV infeksiyonlu olgularin ¢cogunda
damar i¢i ila¢ kullanimi saptanmakta ve bu yol viriis bulaginin yaklasik %60’indan
sorumlu tutulmaktadir. Intravendz ilag kullanan 716 hasta iizerinde yapilan

calismada anti HCV seroprevalansi %64,7 olarak saptanmistir (28).

2.1.4.2. Non-Parenteral Bulasma

1.Cinsel Yolla Bulasma

Hepatit C viriisii cinsel yolla bulagmaktadir, ancak bunun hangi oranda
gergeklestigi bilinmemektedir. Erken yasta cinsel aktiviteye baslama, ¢ok sayida
cinsel partner, cinsel temas ile bulagsan diger hastaliklarm varligi ve prezervatif
kullanmama ile HCV infeksiyonu iligkili bulunmustur (29).

2.Perinatal Bulasma (Vertikal)

Hepatit C viriisiiniin perinatal gecisi diisiik oranlardadir. Infekte gebeden
viriisiin bebege bulasma riski sezeryan ve vajinal yol gibi dogum sekli ile iligkili
bulunmamistir. Bununla beraber viriisiin bebege bulas riskini azaltmak icin fotal
skalp monitdérizasyonuna ve membran riiptiirlinden sonra travayin uzamasina izin
verilmemelidir. Infekte annelerin bebeklerinde anti-HCV testi dogumdan 18 ay sonra
bakilmalidir. Daha erken donemde tani konulmasi isteniyorsa HCV-RNA testi
calisilabilir. Emzirme ile viriis bebege bulasmaz (30, 31).

3. Intrafamilyal (Horizontal) Bulasma

Hepatit C viriisiiniin aile i¢i bulagmasi birgok c¢alismada bildirilmistir.
HCV’nin aile i¢i bulas orani saglikli kan donérlerindeki bulas oranindan farkli
degildir. Fakat anti-HCV pozitif indeks olgular ile temas siiresi hastaligin aile i¢i

gecisinde onemli bir faktor olabilir. (32).



2.1.4.3. Diger Bulasma Yollan
Tras bicag1 ve dis firgas1 gibi kisisel malzemelerin ortak kullanimi, perkiitan

yolla bulasmaya neden olabilir. Dovme, “piercing” (deldirme), cildi kesme, siinnet
toreni, kozmetik veya toresel uygulamalarda kullanilan kontamine aletlerin HCV'nin
bulastirilmasindaki rolii tam olarak aydmlatilmamistir. Hastane disinda yapilan
tedavi uygulamalar1 (akupunktur ve varikoz ven skleroterapisi vb.), intranazal kokain
kullanimi, estetik amacl tedaviler ve profesyonel manikiir/pedikiir, istatistiki olarak

HCV riskini artiran faktorler olarak belirlenmistir (20).
2.1.5. Kimler Taranmah?

Yiiksek risk: Multipl kan ve kan {iriinii transfiizyonu alanlar, intravendz ilag
kullananlar

Orta risk: Uzun siireli hemodiyaliz tedavisi, multipl seksiiel partner, cinsel
temasla gegen hastalik dykiisii, transplantasyon (Infekte organ ile transplantasyon)
oykiisii

Diisiik risk: Dovme Oykiisli, akapunktur, HIV infeksiyonu, Nosokomial
infeksiyon (cerrahi tedavide infekte cihazlarm kullanimi), intrafamiliyal bulas.

Cok diisiik risk: Saglik calisaninda igne batmasi, kontrol edilmis kan ve kan

iirtinleri ile bulagsma (33).

2.1.6. Dogal Seyir Ve Klinik Ozellikler

HCV enfeksiyonunun dogal seyrine baktigimizda akut enfeksiyon geciren
kisilerin yaklasik %15’inin viriisii atarak tamamen diizeldigini, kalan %85’inde ise
enfeksiyonun kroniklestigini goriiriiz. Kronik HCV enfeksiyonlu hastalarin %20-
30’unda ozellikle ileri yaslarda siroz gelisir. Sirozlu hastalarin %75’inde yavas bir
seyir goriilse de, sirozlu hastalarm %?25’inde hepatoseliiler kanser, transplantasyon
ithtiyaci veya 0liim ortaya ¢ikar. Hastalik hepatit C viriisii ile karsilasilmasini takiben,
2 -24 hafta arasinda degisen bir ara donemden sonra baslamaktadir. Baslangic
donemi hastalarin biiyiik bir kisminda belirtisizdir. Bu nedenle de hepatit C de akut

evrenin tespit edilmesi olduk¢a nadirdir (6). Hepatit C’de, enfeksiyona maruz



kalinmasimdan kronik hepatit gelismesine kadar gegen ortalama siire 10 yil, siroz
gelismesine kadar 20 yil, hepatoseliiller karsinom gelismesine kadar da 30 yil
olmasina karsin, ilk kez hepatoseliiler karsinom ile prezente olan ve hatta onun bile

tesadiifen ortaya ¢iktig1 hastalar vardir (34).

2.1.7. Tam

2.1.7.1. Serolojik Tam

Serum transaminazlarinin yiiksek olmasi genellikle inflamasyon ve fibrozis
ile uyumlu olmakla birlikte, normal olmasi karaciger hasarmin olmadigini géstermez.
Kronik HCV’li hastalarm %30’u siirekli olarak normal ALT’ye sahiptir. Ayrica
kronik  infeksiyonda ~ALT diizeylerinin  dalgalanmalarla  seyredebilecegi
unutulmamalidir. Serum transaminazlardaki yiikseklik anti-HCV tarama testi
yapilmasi gerekliligini dogurur. HCV enfeksiyonunun serolojik tanisinda bugiin en

cok kullanilan tan1 yontemi antikor aranmasidir (35).

2.1.7.2. Anti-HCV

Tarama testi olarak kullanilir. HCV enfeksiyonlarinin tanisi, tek basina HCV
enzim immiinassay kullanilarak giivenilir bir sekilde yapilmasi, her zaman miimkiin
olmamaktadir.“Enzyme-Linked =~ Immunoassay = (ELISA)  veya “Enzyme
Immunoassay” (EIA) olarak adlandirilan yontemde rekombinant HCV antijenleri
kullanilarak antikor arastirilir. ilk kusak testler (EIA-1), tek bir rekombinant HCV
klonundan elde edilmistir. NS3 geninin bir kismi ile NS4 geni {irliniiniin tamamini
icermislerdir. Duyarlilik ve 6zgilliikleri diisiikk olup, serokonversiyonu saptamada
yetersiz kalmuglardir. Ikinci kusak ELISA testleri (EIA-2), kor ve NS3 bolgelerinden
ek rekombinant proteinler igermektedirler. Uciincii kusak testlerde (EIA-3) NS5’ten
bir rekombinant protein eklenmistir. EIA-3 testi ile EIA-2’ye gore serokonversiyon
daha kisa siirede saptanir ve duyarlilhik daha fazladir (36). Bu yontem ile temasi
takiben 6-8 hafta icinde antikor saptanabilir. Anti-HCV Immiingloblin M (IgM)
antikorlarmin arastirilmasi klinik agidan gerekli degildir. Akut donemde IgM
saptanamayabildigi gibi, ge¢ donemde ortaya c¢ikabilmekte, kaybolmakta ya da uzun
siire boyunca saptanabilmektedir. Yani HCV’ye 6zgiil IgM’ler, HCV infeksiyonu

sirasinda herhangi bir zamanda saptanabilmektedirler Anti-HCV testleri 6zellikle



prevalansin diisiik oldugu toplumlarda yiiksek oranda yalanci pozitif sonuglara yol
acmaktadir. Bu nedenle analitik antikor testleri ile dogrulama testlerinin yapilmasi
onerilmektedir. Dogrulama testi olarak en sik kullanilan ayni kusaktan ELISA
testlerinde kullanilan ayni antijenlere sahip RIBA (recombinant immunoblot assay)
testleridir (37). Gerek RIBA, gerekse benzer testlerde tek bir antijene baglanma sinir
deger olarak degerlendirilir. Bu tiir sonuglar alindigimda, HCV RNA’ nin polimeraz

zincir reaksiyonu (PCR) yOntemi ile dogrulanmasi gerekir.

2.1.7.3.Niikleik Asit Testleri:

HCV-RNA; HCV infeksiyonunun tanisinda kullanilan en duyarli yontemdir
ve tanida altin standart olarak kabul edilmektedir. HCV-RNA tespitinde kalitatif ve
kantitatif testler kullanilabilir. Kalitatif HCV-RNA testleri klasik Polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), real-time PCR ya da transkripsiyon aracili amplifikasyon
teknigine dayanir (38). Kalitatif testler ile 50 IU/mL ve tlizerindeki viral yiik tespit
edilebilir ve kantitatif testlere gore daha duyarlidir. PCR ile kantitatif HCV-RNA
daha az duyarli olup, 1000 kopya/ml’ye kadar viriis diizeyini tespit edebilmektedir
Son olarak branched-DNA teknigi (Dallanmis problar-Branched DNA (Quantiplex
HCV RNA, Chiron Diagnostics) testi): Bu test bir isaret (signal) c¢ogaltma
yontemidir en az duyarli olanidir ve 200.000 kopya/ml iizerinde giivenli sonug
verebilmektedir. Ancak, kantitatif Olctimler i¢inde ayni sonuglara ulasmada en

basarili olanidir (39, 40)

2.1.8. Tedavi

Giliniimiizde kronik hepatit C’nin tedavisinde Pegylated interferon (PeglFN)
ve ribavirin kombine edilerek uygulanmaktadir. KHC tedavisinde etkin olan ilk ilag¢
interferon alfadir. Interferonlar (IFN), viriisiin hiicre i¢ine girisini ve viral RNA ile
protein sentezini inhibe ederler. Bir hiicre viriis ile enfekte olunca, IFN genleri aktive
olur ve ekstraselliiler siviya IFN salinir. Buradan yayilarak diger hiicrelerin
ylizeyindeki reseptorlerine baglanirlar ve antiviral etkiyi baslatirlar. IFN-reseptor

kompleksi, antiviral genleri aktive ederek antiviral maddelerin tiretimi ile viriis
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replikasyonun baskilanmasini saglar. IFN’lar dogal savunmanin bir pargasidir.
Baslica ti¢ IFN tanimlanmistir: IFN-a, IFN-B ve IFN-y. IFN-a makrofaj ve 6zellikle
de lenfositlerde yapilmaktadir. IFN-o ve IFN-B birbirleriyle %40-50 homoloji
gosterir. IFN-o  iginde yeralan konsensus IFN sentetik tip bir I[FN’dir ve KHC
tedavisinde etkilidir (41).

Ikinci énemli ilag ribavirindir. Ribavirin karaciger dis1 dokularda (monosit,
makrofaj ve dentritik hiicreler) birikerek etkili olmasi, buralarda HCV’nin
replikasyonun inhibisyonunu ve klirensini dolayisiyla niiksiin  Onlenmesini
saglayabilir.

Kronik C hepatit tedavisinde onemli gelisme PeglFN'un elde edilmesidir. Bu
ilag sayesinde IFN'un yarilanma 6mrii uzatilmistir. Standart interferonun pegilasyonu
ile gelistirilen peginterferonlar haftada tek doz kullanilabilirler. 40 kd mono-metoksi
Peg ile IFN’nin birlestirilmesinden PeglFN-a2a, 12 kd mono-metoksi PEG ile
IFN’nin birlestirilmesiyle PeglFN-a2b olusturulmustur (42).

Eriskin ve ileri donem sirozu olmayan tiim HCV hastalarinin muhtemel
tedavi aday1 olarak degerlendirilmesi gerektigi belirtilmekle birlikte, bu tanimlamaya
70 yasin altinda, 18 yasin iizerinde olmak {izere yas smirlamalar1 da dahil edilebilir.
Tedavi aday1 olarak alinan bu hastalarda tedavinin planlamasinda genotip, hasta
uyumu ve istegi, komorbid hastaliklari, aliskanliklar1 degerlendirilmeli, tedavinin
potansiyel faydasi hastaligin potansiyel riskinden daha agir bastiginda tedavi

onerilmelidir (42).
2.1.8.1. Tedaviye Alinma Kriterleri

1. Tedavinin uygun oldugu grup

— 18 yas ve lizerinde olmak

— Yiiksek ALT diizeyleri

— Karaciger biyopsisinde orta-siddetli nekroinflamatuvar aktivite ve
fibrozisin olmasi

— Kompanse karaciger hastaligi (total serum bilirubini < 1.5 g/dl, INR< 1.5,
albiimin>3,4g/dl, trombosit sayisi>75000/mm?, gecirilmis veya mevcut ensefalopati,

asit veya varis kanamasi olmamasi)
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— Hematolojik ve biyokimyasal degerleri tedaviye uygun sahip hastalar
(hemoglobin; erkek > 13 gr/dl, kadin > 12 gr/dl, n6trofil sayis1 > 1500 /ul, trombosit
> 75000 /ul, serum kreatinin < 1,5 mg/dl, albiimin> 3,4 gr/dl, total bilurubin < 1,5
mg/dl )

— Depresyon tanis1 olmasina ragmen hastaligi kontrol altinda olanlar

— Tedavi uyumunun yeterli olacagi diisiiniilen hastalar (39).

2. Tedaviye hasta temelinde karar verilecek durumlar

— ALT diizeyinin siirekli normal olmasi

— Daha onceki tedavilere (klasik interferon alfa veya klasik interferon alfa ile
ribavirin kombinasyonu veya pegile interferon alfa) yanitsiz veya relaps gelisen
olgular

— Aliskanlik brrakma programlarina istegi olan intravendz ilag ve alkol
bagimlilari

— Karaciger biyopsisinde nekroinflamatuvar aktivite ve fibrozisin olmamasi
veya hafif olmasi

— Akut hepatit C infeksiyonu

— HIV ile koinfeksiyon

— 18 yas altinda olma durumu

— Kronik bobrek hastaligi

— Karaciger transplant alicilar1 (39).

2.1.8.2.Tedavi Kontrendikasyonlari

Kesin kontrendikasyonlar

Ventrikiiler disritmi, kontrol altinda olmayan iskemik kalp hastaligi,
kardiyomyopati, kontrol altina alinamayan psikozlar veya epilepside IFN
verilmemelidir. Didanosine veya zidovudine alan HIV hastalarinda pankreatit ve
anemi riski nedeniyle, teratojenik oldugu icin hamilelerde Ribavirin kullanimi
onerilmez.

Kuvvetli Ancak Kesin Olmayan Kontrendikasyonlar

Alkolikler, karaciger dekompansasyonu, koroner arter hastaligi, karaciger dis1

solid organ transplantasyonudur.
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Kismi Kontrendikasyonlar

Siddetli depresyon, epilepsi (tedavi ile kontrol altina alinmis hastalarda
uygulanabilir), talasemili hastalar (diizenli kan transflizyonu ile tedaviye alinabilir),
son donem bobrek yetmezligi (PeglFN monoterapisi verilebilir), transplant sonrasi
(IFN ve Ribavirin niiks olmaksizin basarili sonuclar alinabilir), damar i¢i ilag
kullananlar (tedavi diisiiniilebilir), otoimmiin hastaliklar kismi kontrendikasyon olan

hastalardir (42).

2.1.8.3. Tedavi Oncesi Degerlendirme

Tedavi verilmesi planlanan olgularda tedavi Oncesi donemde eslik eden
durumlara iliskin degerlendirme yapilmalidir. Baslangig testleri;
Hepatit A viriis serolojisi, hepatit B viriis serolojisi, HIV serolojisi, tiroid fonksiyon
testleri, ANA, anti-SMA ve anti-LKMI1, serum kreatinin ve idrarda protein, kan
sekeri ve lipit profili, ferritin ve transferrin saturasyonu, kadin hastalar i¢in gebelik

testi, psikiyatrik degerlendirme yapilmalidir (42).

2.1.8.4. Interferon

IFN ilk defa viriisiin tanimlanmasindan 3 yil 6nce 1986 yilinda nonA-nonB
hepatitin tedavisinde uygulanmistir. Tek basina IFN tedavisinde kalic1 cevap orani
yaklasik %10-20 iken, 1998 yilinda baslanan IFN+Ribavirin uygulamasi ile tek
basina IFN uygulamasma gore iki katin iizerinde kalic1 cevap saglanmistir. Boylece
bu kombinasyon uzun siire standart tedavi olarak uygulanmistir. Hepatit C
tedavisinde onemli gelisme PeglFN'un elde edilmesidir. Bu ilag sayesinde IFN'un
yarilanma Omrii uzatimistir. PeglFN (PeglFN-alfa 2a,PeglFNalfa2b) + Ribavirin
tedavisi ile genotip 1 hastalarinda %46- %50, genotip 2—-3 hastalarinda %70-80,
genotip 4 hastalarinda %70 kalic1 cevap saglanmaktadir (43).

IFN’lar dogrudan etkili antiviral ajanlar degildir, ancak viriisle karsilasan
hiicrelerden ¢ok sayida efektor proteinin yapimmi uyarirlar. Etkinin baglangici
hizlidir. Antiviral etki viris ve hiicre tipine bagli olarak viral penetrasyonun veya

tomurcuklanmanin, mRNA’nin sentez veya metilasyonunun, viral proteinlerin
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translasyonunun engellenmesiyle saglanir. IFN’larin etkisi ile ortaya ¢ikan proteinler
arasinda en iyi bilinenleri 2°-5" oligoadenilat sentetaz, RNA bagimli protein kinaz
veya protein kinaz ve Mx proteinidir.

2’-5’ oligoadenilat sentetaz: Ug¢ ayr1 birimden olusur, 2°-5° oligoadenilat
sentetaz, endoniikleaz RNA’az, 2°-5° oligoadenilat fosfodiesteraz. Bu sistem hem
hiicresel hem de wviral tek zincirli RNA’y1r bolmek i¢in latent hiicresel
endoriboniikleazlar1 aktive eden adenilat oligomerlerinin yapimma neden olur.
RNA’az tiim ¢ift zincirli RNA’lar1 inhibe ederek viral ytikii azaltir.

Protein Kinaz: Protein sentezinde gorev yapan okaryotik baslatma faktor—2
(elF-2)’y1 fosforile ve aktive ederek viral protein sentezini inhibe eder.

Mx proteini: Gergek etki sekli tam olarak bilinmemektedir (44).

PeglIFN polietilen glikol isimli bir molekiil eklenmesiyle kimyasal degisiklige
ugrayan bir IFN’dir. Bu degisiklik sonrasinda PeglFN’nin yar1 émrii uzamakta ve
haftada birkez kullanilmasi ile sabit bir kan diizeyi saglanabilmektedir. Pegilasyon
sayesinde IFN a-2a’nin 6-9 saat olan yar1 omrii 72-96 saate ¢ikarken, IFN a-2b’nin
serum yar1 Omrii 7-9 saatten 40 saate ¢ikar Standart IFN’de kan diizeyi haftada 3 kez
yapilan enjeksiyonlara bagli olarak oynamalar gdsterebilmektedir. Ciinkii haftada 3
kez uygulama ile bazi giinlerde serumda antiviral etkiyi gerceklestirebilecek INF
etkisi kalmamaktadir. Hepatit C viriisii kisa stireli yar1 6mre sahip olup, ¢ok hizli bir
cogalma yetenegine sahiptir. Bu nedenle, dalgalanan serum INF-o diizeyleri ilag
direncinin gelismesine ve dolayisiyla virlisiin tekrar aktive olmasma neden
olabilmektedir. Bu nedenle peglFN HCV inhibisyonunda daha etkili olup tedavi
sonrast kalic1 yanit1 da arttirmaktadir. Kullanim kolayligi ve daha etkili olmasi
nedeni ile peglFN hem monoterapi hem de kombinasyon tedavisinde standart
IFN’nin yerini almistir (45).

IFN ¢esitli viicut sivilarinda inaktivasyon, hiicresel “uptake” ve ozellikle
bobrek, karaciger, kalp, iskelet kas1 ve akciger gibi organlardan metabolize edilerek
atilir. Az miktarda biyolojik aktif IFN idrarla atilir. IFN tedavisi verilen hastalarda
yan etkiler sik goriiliir. Yan etkiler birkac hafta sonra azalir veya kaybolur. Tedavinin
kesilmesine bile sebep olabilir.

Interferon yan etkileri: Grip benzeri semptomlar, kemik iligi baskilamasi

(trombositopeni, ndtropeni), psikiyatrik (anksiyete, konsantrasyon gilicligi,
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depresyon, deliryum, uyku bozuklugu, oryantasyon bozuklugu, libido azalmasi,
intthara egilim, psikoz), otoimmiin bozukluk (otoantikor olusumu, hipertiroidi,
hipotiroidi), sa¢ dokiilmesi, dokiintli, ishal, kilo kaybi, nobet, duyma kaybi,
pankreatit, interstisyel pndmoni, enjeksiyon yerinde kizariklik, kasint1 goriiliir.
Interferona bagl ates, halsizlik, kas agrisi, artralji, iisiime titreme gibi yan
etkiler ilk dozda siddetlidir, daha sonra siddeti azalir. Genellikle 1-2 giin siirer,
nadiren 2 haftadan uzun devam edebilir Asetominofen kullanimi semptomlarin
hafiflemesinde yararhidir. Hastalar bol sivi almalidir. IFN ve PegIFN tedavisi verilen

olgular yan etkiler acisindan klinik ve laboratuvar olarak izlenmelidir (45).

2.1.8.5.Ribavirin

Ribavirin, DNA ve RNA viriislerine karsi genis spektrumlu aktiviteye sahip
guanozin analogudur. In vivo olarak orta derecede ve gegici olarak HCV

replikasyonunu inhibe eder.
Ribavirinin Etki Mekanizmasi;
1- Viriise kars1 konagin hiicresel immiinitesinin aktive edilmesi,

2- Hiicre i¢i guanozin trifosfat havuzunun azalmasi, bdylece inozin
monofosfat dehidrogenaz enzim blokaj1 yoluyla viral replikasyonun azalmasi,

3- RNA’ya bagimli RNA polimerazin inhibisyonu,

4- HCV genomu iizerinde hatalar meydana getiren bir RNA mutajeni olarak
gorev yapmasidir (44).

Ribavirin karmasik farmakokinetik Ozelliklere sahiptir. Oral alimi takiben
gastrointestinal sistemden aktif olarak emilir. Daha sonra hizli ve yogun bir sekilde
viicuttaki tiim hiicrelere girer. Eliminasyon fazi sirasinda plazma konsantrasyonu
azaldigi i¢in ribavirin hiicre i¢inden hiicre disma gegerek ekstraseliiler
konsantrasyonu dengeler. Ribavirin hiicre i¢inde fosforillenir ve ribavirin trifosfat
baskin bir metabolit olarak bir¢cok hiicre tipinde bulunur. Fosforile ribavirin
atilamayacagi i¢in hiicrelerden salinmadan 6nce defosforile olur. Defosforilizasyon
kinetigi belirlenememistir, fakat bu islem olduk¢a yavastir. Bu yavas eliminasyon
profili disinda ribavirin eritrositler icinde birikir. Ribavirinin eritrositlerdeki

yartlanma Omrii 40 giindlir. Eritrositler diger hiicrelerden farkli olarak



15

defosforilasyon enzimlerinden yoksundur, ribavirini defosforile edemez ve bu
nedenle ribavirin eritrositler iginde birikir. Bunun sonucu olarak eritrosit yariomrii
kisalir ve hemolize neden olur. Ribavirin 200 mg lik tabletler halinde bulunmaktadir.
Gilinlimiizde uygulanan doz 1000-1200 mg arasinda kiloya gore degismektedir.
<75kg olan hastalarda 1000 mg >75 kg olan hastalarda ise 1200 mg doz 12 saat

arayla giinde 2 kez kullanimi 6nerilmektedir (46).

Ribavirin teratojeniktir. Tedavi verilecek olan hasta ve esine tedavi siiresince
hamile kalmamasi konusunda uyar1 yapilmalidir ve bu siire boyunca dogum kontrol
yontemlerinden birisi uygulanmalidir. Ribavirinin eritrositlerde birikmesi nedeni ile
hemodiyaliz  hastalarinda  kullanimi  kontrendikedir. = Ribavirinin  kesin

kontrendikasyonlar1 arasinda hemoglobinopati ve kalp yetmezligi de bulunmaktadir.
Ribavirin yan etkileri:

Hemolitik anemi, akcigerde konjesyon, kuru oksiiriik, dispne, kasinti,
dokiintii, gut, bulanti, ishal, teratojenite goriiliir. Bunlar i¢inde en dnemlisi ve en ¢ok
tedaviyi sinirlayanit hemolitik anemidir. Ribavirin tedavisi sirasinda %10 olguda doza
bagimli, geri doniisimlii hemolitik anemi goriiliir. Eritrositlere girdikten sonra
ribavirin, aktif formuna fosforile olur ve adenozin trifosfatin tiikketilmesine yol acan
bu durum, antioksidan mekanizmalarin bozulmasina ve bdylelikle membran oksidatif
hasarma ve bunu takip eden retikiiloendotelyal sistem tarafindan eritrositin yikimimna
yol acar. Ilk 4-8 haftada hemoglobin diizeyinde 2-3 g/dL diisme olabilir.
Hemoglobin diizeyi 10 g/dL’nin altinda tedavi yariya indirilir, 8,5 g/dL’nin altinda
tedavi kesilir (47).

2.1.9. KHC infeksiyonunda Tedavi Yamitinin Degerlendirilmesi

Tedavi stiresince ve tedavi sonrasi donemde biyokimyasal, virolojik ve
tedaviye bagl yan etkiler acisindan ¢ok iyi bir izlem gereklidir.

Biyokimyasal izlem

—Tedavi boyunca her ay, tedaviden sonra ilk alt1 ay siiresince iki ayda bir,
daha sonra yanit veren hastalarda yilda bir ya da iki kez transaminazlara bakilmalidir.

Virolojik izlem
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—@Genotip 1 ile infekte hastalarda baslangigta kantitatif HCV-RNA diizeyi
tespit edildikten sonra, onikinci haftada, tedavi sonunda ve tedavi bittikten sonraki
yirmidordiincii haftada tekrar HCV-RNA bakilmalidir.

—Genotip 2 veya 3 ile infekte olgularda ise tedavinin basinda, tedavi
bittikten sonraki 24. haftada HCV-RNA testi yapilmalidir.

Tedaviye iliskin yan etkilerin izlemi

— Tiroid fonksiyon testlerine 3 ayda bir, eger daha Once fonksiyon
bozuklugu saptanmissa ayda bir bakilmalidir.

— Hematolojik yan etkiler i¢in ilk ay her hafta daha sonra ayda bir tam kan

sayim1 yapilmalidir (39).

2.1.9.1. Kronik Hepatit C’de Tedaviye Cevap Kriterleri ve Tanimlamalar

Hizlv virolojik yanit: Tedavinin dordiincii haftasinda HCV-RNA’nin 50
[U/mL altina inmesidir.

Erken virolojik yanit: Tedavinin onikinci haftasinda HCV-RNA diizeyinin en
az iki logaritma azalmasi veya negatiflesmesidir.

Yavas virolojik yanit: HCV-RNA’nin onikinci haftada en az iki logaritma
diismesi, ancak yirmidordiincii haftada negatiflesmesidir.

Tedavi sonu yanmit: ALT diizeylerinin normal olmas1 (biyokimyasal yanit),
HCV-RNA’nin negatiflesmesi (virolojik yanit)

Kalici virolojik yanmit: Hem tedavi bitiminde hem de tedaviden sonraki
yirmidort haftalik izlem sonunda HCV-RNA’nin negatif devam etmesidir.

Yanutsizlhik: Tedavi siiresince HCV-RNAnin pozitif kalmasidir.

Kismi yanit: HCV-RNA diizeyinde iki logaritmadan fazla diisme olmasi fakat
saptanamayan diizeylere inmemesidir.

Relaps: Tedavi sonu virolojik yanit alinip tedavi kesildikten sonra HCV-
RNA’nin yeniden pozitiflesmesidir.

Tedavi altinda alevienme (breakthrough): Yanitlh hastada tedavi devam

ederken ALT yiikselmesi ve HCV-RNA’nin pozitiflesmesidir (39,48).



17

KHC tedavisinde peglFN ve ribavirin kombinasyonu tedavi siiresi ve tedavi
yanit1 genotipe ve virolojik yanita bagli olarak degismektedir. Tedavinin 12.
haftasinda erken viral yanit alindig: takdirde tedavi siiresi genotip 1 hastalarinda 48
haftaya tamamlanir,
goriilmektedir. 12. haftada PCR ile HCV-RNA negatiflesmemis fakat 2 log diismiis
hastalarda da tedaviye devam edilerek 24. haftada HCV-RNA degerine tekrar bakilir.

genotip 2 ve 3 hastalarnda 24 haftalik tedavi yeterli

Bu hastalarin tedavilerinin 24. haftasinda HCV-RNA halen pozitif ise kalic1 yanit
beklenmemektedir. Tedavinin 12. haftasinda HCV-RNA 2 log diisen hastalarin
tedavilerinin 24. haftasinda HCV-RNA negatiflestiyse genotip 1 hastalarin tedavileri
48 haftaya tamamlanir. Tedavi sonunda HCV-RNA negatif olan hastalar tedavi sonu
yanit1 elde edilen hasta grubunu olusturur. Tedavi sonu viral yanit elde edilen bu
olgularda, tedavinin bitiminden 24 hafta sonra yine HCV-RNA degerine bakilir ve
HCV-RNA negatif kalmaya devam eden hastalarda kalic1 viral yanit alinmis kabul
edilir. Erken viral yanit alinamayan hastalarin kalic1 viral yanit sansi sadece %3

olmaktadir ve tedavinin devami maliyet-etkin olmadig1 i¢in dnerilmemektedir (49).

Tablo 2.1.1.Kronik Hepatit C tedavisi

Tablo 1. ] ] __
Kronik Hepatit C Tedavisi
I Peginterferon+Ribavirin ]
12. Hafta |HCV RNA PZR \/ RNA PZR H \/ RNAL\ PZR
Negatif og dusme <2 log diugme
/ \ Tedaw yan|t5|z
24, Hafta HCV RNA PZR ||HCV RNA PZR
Negatif Pozitif
¥ l Tedavi yanitsiz
48. Hafta | HCV RNA PZR HCV RNA PZR
Tedavi sonu yaniti Tede}w sonu yaniti
tayini ayini
72, Hafta |HCV RNAPZR | |[HCV RNA PZR
Kalici yanit tayini Kalici yanit tayini
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2.1.9.2. KHC Infeksiyonunda Kahe1 Virolojik Yaniti Olumlu Etkileyen
Faktorler

Tedavi oncesi donem

— 40 yas altinda olmak

— Kadin cinsiyet

— GQGT dusiiklugi

— Viicut agirliginin 75 kg’dan daha az olmasi

— Biyopside fibrozisin hafif olmasi (Histolojik aktvite indeksi < 1)

— Karaciger biyopsisinde steatoz olmamasi

— Genotip 2 veya 3 infeksiyonu

— HCV RNA diizeyi 2 milyon kopya/ml veya 600 000 [U/mL’nin altinda
olmasi

Tedavi donemi

— Erken virolojik yanit alinmas1 (12. haftada viral yiikte 2 log azalma)

— Hastanin tedaviye uyumlu olmasi (43).

2.2. MULTIDRUG REZiSTANS GENIi

[lag direncini agiklayan bircok hiicresel mekanizma karakterize edilmistir. Bu
mekanizmalar, insan multi-drug rezistans iligkili protein (MRP) tarafindan ilaglarin
artan atilimi, ilag hedeflerindeki degisimleri ve bilesiklerin artan detoksifikasyonunu
icermektedir. MDR iirlinli olan P-gp artmis salmimi bir MDR fenotipini olusturur.
Homozigot MDR fenotipini gosteren hiicrelerde, bazi proteinlerin salinmasinda artis
oldugu bulunmustur. Bunlardan bir;; MDR-1 gen f{iriinii olan P-gp hiicre
membraninda transmembranal olarak yerlesmis olup substratlarinin hiicre disina
taginmasini saglayan ATP bagimli bir tasiyici protein olarak gorev yapar (8). P-gp
oral ve intravendz yoldan alman ilaglarin biyoyararlanimini azaltan faktorlerden
biridir. Ilaglarin emilimini azaltabildigi gibi ilaglar1 dolasimdan alarak safra ve
intestinal liimene hepatositler ve enterositler yolu ile atmaktadir. Bundan dolayi, P-
gp aktivitesini etkileyen ilaglar birlikte uygulandiklarinda bu ilaglarin

biyoyararlanimlarinin degisebilecegi diistiniilmelidir (8).
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MDR gen ailesi, ATP-baglayan-kaset (ATP-bindingcassette=ABC) tasiyicilar
siiper ailesinin bir alt iiyesidir. ABC tasiyicilari, ATP bagimli transport gorevini
istlenir. Toksik bilesiklerin atilmasi, besinlerin alinmasi, iyon ve peptitlerin
tasinmasi ve hiicre sinyal iletiminde gorev alirlar (50).

MDR cDNA’nm klonlanmasi ile yapilan c¢alismalar, insanda 2 kiigiik gen
ailesi tarafindan kodlandigini ortaya koymustur. MDRI1 ila¢ transportunda gorevli
glikoproteinleri kodlayan genlerken, MDR2 ve MDR3 ilag transportunda rol
almayan glikoproteinleri kodlayan genleri igerir. P-gp’t kodlayan genler, 7.
kromozomun 21ql bandinda yer alir. Memeli P-gp’i tek zincirli bir proteindir.
Yaklagik 1280 aminoasitten olusur. Agirhigr yaklasik 141.462 daltondur. P-
glikoprotein yapiminin artmasi, hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonunun azalmasi ile
sonuclanabilir (51).

MDRI1 geninde gosterilmis olan ait tekli niikleotid polimorfizmlerinden
C3435T (ekson 26) ve G2677T (ekson 21) polimorfizmlerinin P-gp ekspresyon
miktarinda ve/veya fonksiyonunda degisimlere neden oldugu cesitli ¢alismalarda
bildirilmistir (9).

P-gp ekspresyonunu P-glikoprotein polimorfizmi etkilemektedir ve en sik
exon 26 C3435T polimorfizmine rastlanmaktadir. P-gp ekspresyonunun yiiksek
oldugu durumlarda ilaglara ve bazi maddelere karsi olusan direncten sorumlu oldugu
disiiniilmektedir (52). P-gp bu fonksiyonunu, membran permeabilite regiilasyonu ile
degil, hiicre icinden digina dogru ATP bagimli pompa gorevi yaparak saglamaktadir
(53).

P-gp’nin fosforilasyonu, ilaglarin hiicre disma atilim mekanizmalarini regiile
eder. P-gp eksprese eden hiicreler, bir konsantrasyon gradiyentine kars1 ilag atabilir.
P-gp aracili ilag¢ transportu, membran potansiyelindeki elektriksel degisikliklerden
etkilenmez ve bir proton gradiyentinden ve/veya membran boyunca proton
hareketinden bagimsizdir (51).

Ekspresyon c¢alismalarmin yaninda, ekspresyon seviyelerini etkileyen
faktorlerin basinda gelen polimorfizm c¢alismalar1 da es zamanli olarak hiz
kazanmistir. Giinlimiize kadar pek ¢ok yaymmda MDRI1 geninde en sik rastlanilan

polimorfizmlerden C3435T ve G2677AT’nin MDRI1 ekspresyonunu etkiledigi
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bildirilmistir. Bu calismalarin ayni zamanda etnik c¢esitlilik gosterdigi ve farkli
wrklardaki polimorfizmlerin etkilerinde degisiklik oldugu gézlenmistir (54).

P-gp’nin normal dokulardaki ekspresyonu hiicreleri toksik maddelerden
korumaktadir. P-gp insanda bobrekiistii bezlerinde yiiksek oranda eksprese olurken,
solunum epiteli, mide, kolon, pankreas, plasenta ve prostatda orta seviyede, beyin,
kemik 1iligi, 6zofagus, kalp, diiz kas, timus ve deride ise diisiik seviyede eksprese
olmaktadir (55). Ozellikle ince bagirsak, santral sinir sistemi, karaciger ve bobrek
gibi ila¢ emilimi, dagilimi ve atiliminda rol oynayan dokularda yiiksek oranda
eksprese edilmesi P-gp’in substrati olan ilaglarin farmakokinetiginde ve
toksikokinetiginde kritik bir rol oynayabilme 6zelligi kazandirmaktadir. Aralarinda
cesitli  antineoplastikler, HIV ~ proteaz  inhibitorleri,  immiinsupresanlar,
kardiyovaskiiler sistem ilaglar1 ve antimikrobiyal ilaglar gibi klinik pratikte sikca
kullanilan ilaglarm da bulundugu bir¢ok ila¢ molekiilii P-gp substrati olma 6zelligi
gostermektedir. Giinliik aldigimiz gidalarin bilesenleri ve cevresel olarak maruz
kaldigimiz  ksenobiyotiklerde P-gp substrati, aktivatorii ya da inhibitori
olabilmektedir. Bu bilesikler, P-gp’in dokulardaki aktivitesinde degisiklige yol
acabilmekte ve substrati olan ila¢ ya da bilesenlerin farmakokinetik ve toksikokinetik
parametrelerinde klinik agidan 6nemli sonuglara yol acgabilecek degisiklikler (tedavi
edici  etkinliklerinde azalma veya toksik etkilerinde artis) meydana
getirebilmektedirler (56,57).

P-gp’nin  dokulardaki lokalizasyonu ve fonksiyonlar1 Tablo 2.2.1
gosterilmistir (58).



21

Tablo 2.2.1.P-gp’in Dokulardaki Hiicresel Lokalizasyonu ve Fonksiyonlari

Doku

Lokalizasyon

Fonksiyon

Ince barsak ve kolon

Karaciger

Bobrek

Testis

Plasenta

SSS

Epitel hiicreleri apikal
membran

Hepatosit kanalikiiler
membran

Proksimal tiibiil epitelial
hiicrelerinin apikal membrani

Kapiller kan damarlarmin
endotelial hiicreleri

Trofoblast
Kan-beyin bariyerini

olusturan endotel hiicrelerin
luminal membram

[laglarin barsak icine
sekresyonu

[laglarin safra igine
sekresyonu

Ilaglarin tiibiil limenine
sekresyonu

Kan-testis bariyeri
Ksenobiotiklerden Fetiisii
korumak

Ksenobiotiklerden SSS’i
korumak

P-gp, substrat spesifitesi yiiksek olan bir proteindir, diger bir deyisle,

birbirinden fiziksel ve kimyasal yonden ¢ok farkli ilaglar P-gp ile tasinabilmektedir.

P-gp substratlar1 farmakolojik etki kalibina gore gruplandirilabilir. Bu sekildeki bir

gruplandirma Tablo 2.2.2.’de sunulmaktadir (56).
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Tablo 2.2.2. P-gp substratlarinin farmakolojik etkilerine gore gruplandirilmasi

SUBSTRAT INHIBITOR

Antiasitler B-adrenoreseptor Immunosupresanlar Diverse Inhibitorleri
Simetidin antagonistleri Siklosporin-A Verapamil
Ranitidin Carvedilol Sirolimus Kinidin
Antibiyotikler Bunitrolol Takrolimus Siklosiporin
Eritromisin Celiprolol Opiyoidler Ketokanozol
Tetrasiklin Talinolol Lorepamid

Rifampisin Rezerpin Morfin

Levofloksasin Ca kanal blokerleri | Fentanil

Antiemetikler Diltiazem Pentazosin

Ondansetron Mibefradil Steroidler

Antitiimor ajanlari Antiaritmikler Deksametazon

Paclitaxel Digoksin Metilprednizolon

Doksarubisin Digitoksin Aldesteron

Daunorubisin Antihistaminikler Progesteron

Vinblastin Feksofenadin Hidrokortizon

Vinkristin Terfenadin Kortizol

Aktinomisin-d HIVProteaz Kortikosteron

Etoposid inhibitorleri Digerleri

Amprenavir Indinavir Kolsisin

Docetaxel Nefinavir Fenotiazinler

Imatinib Saquinavir Ivermectin

Teniposide Domperidon

P-gp inhibitorii ilaglar, P-gp molekiiliine baglanmak i¢in substrat ilagla yarisir

ve substrat ilacin yerine Pgp’ye baglanirlar (kompetitif inhibisyon). Ancak bu
mekanizmanin yanisira hiicre membraninin biitiinliiglinii bozarak (6rn. Tween 80) ve
ATP’az inhibisyonu yapilarak da (6rn. kuersetin) P-gp inhibe edilebilir. P-gp
tumor

inhibitorii ilaglarm, hiicrelerindeki P-gp’yi inhibe etmesi ve antikanser

ilaclarin bu hiicrelerde akiimiilasyonlarini artirmasi nedeniyle, P-gp inhibitorleri
MDR modilatorleri veya tersine ¢evirici ajanlar olarak da adlandirilmakta ve
boylece MDR modiilatorleri, P-gp’yi inhibe etme kapasiteleri ile farmakodinamik
etkilerden yoksun olma 0Ozellikleri goz Onilinde tutularak ilaglarin etkinliklerini
artirmak i¢in preklinik ¢calismalarda denenmektedirler (59).

MDRI1 polimorfizmi degisik ila¢ seviyeleri ile iligkili bulunmasinin disinda,

Parkinson hastaligi, inflamatuvar barsak hastaliklari, serebral arter anevirizmalarinin
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da neden oldugu refrakter epilepsiler, HIV tedavisi srrasindaki CD4 hiicre
yenilenmesi gibi bircok hastalikta anlamli olabilecegini gdsteren caligmalar

mevcuttur (8).
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3. MATERYAL VE METOD

Calismamiz; Cumhuriyet Universitesi Saglik Hizmetleri Uygulama ve
Arastirma Hastanesi I¢ Hastaliklar1 Anabilim Dali, Gastroenteroloji Bilim Dal1 ve
Genetik Bilim Dali’nda, 2009 ile 2010 tarihleri arasinda Kronik Hepatit C nedeniyle
tedavi edilen hastalarda MDR Gen polimorfizminin arastirilmasi amaciyla yapildi.
Cumbhuriyet Universitesi T1p Fakiiltesi Etik Kurul Baskanligi’ndan 29.05.2009 tarih
ve 2009-06/22 numarali karar1 ile onay alinarak yapilan bir ¢caligmadir.

Calismaya, kronik hepatit C tanis1 almig tedaviye yanitsiz 21 hasta (9 erkek
ve 12 kadin) ile kronik hepatit C tedavisine yanit veren 19 hasta (10 erkek 9 kadin)
ve niiks gosteren 15 hastadan (5 erkek 10 kadin) olusan 55 kisi dahil edilmistir.
Calismada ii¢ grup MDRI1 geninde C3435T allel siklig1 acisindan karsilastirilirken,
hasta grubunda mutasyon saptanan, saptanmayan ve normal olan ¢ grup
olusturuldu. Bu 1ii¢ grupta, mutasyonun karacigerdeki histopatolojik bulgular,

fonksiyon testleri ve virolojik parametrelerle iliskisi karsilastirildi.

3.1. HASTALARIN SECiMi VE ORNEKLERIN TOPLANMASI

ELISA yontemi ile belirlenmis anti-HCV pozitif ve PCR yontemi ile
belirlenen anlamlt HCV-RNA diizeyi (>50 [U/ml) olan hastalar ¢alismada yer ald.
Hasta grubundan onay alinarak periferik kan 6rnekleri 1 ml EDTA igeren tiiplerde
biriktirilerek -20 C’de toplandi. Calismaya dahil edilen seropozitif HCV hastalar1
HAV, HBV, HDV ve HIV agisindan seronegatifti.

Calismaya alinan hastalar; birinci grup, Kronik C hepatitinin tedavisi
sirasinda erken donemde, yani 12. haftada HCV-RNA titresinde hi¢ diisme olmayan
veya 2 log'dan daha az diisme olan hastalar tedaviye cevapsiz (non responder)
hastalar olarak kabul edildi. ikinci grup, 12 ay kronik hepatit C tedavisi almis tedavi
sonu ALT degerleri normale gelmis ve HCV-RNA titresi negatiflesmis olan tedaviye
cevap veren hastalar (responder) olarak kabul edilirken, ii¢iincti grup tedavi almus,
tedavi sonunda HCV-RNA negatif hale gelmis ancak 6 ay icinde HCV RNA tekrar

pozitif hale gelmis hasta grubundan (niiks) olusturuldu.
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3.2. GENETIK ANALIZ

Kullamilan cihaz ve kimyasallar

1) Hibridizasyon cihazi (profiblot T48,Tecan)

2) Thermal Cyeler (Applied Biosystems, 2720)

3) Kuru 1s1 blogu (CHB-202, Bioer)

4) Santriftij (micro 120, Helttich)

5) 1000°1lik, 200°liik ve 10’luk mikropipetler (Eppendorf ve gilson)
6) DNA izolasyon kiti (Invitek, Invisorb spin Blood Kit)

7) PGX-HIV Strip Assay PCR ve hibridizasyon kiti (Vienna Lab)
8) Elektroforez (Biorad, midi)

9) Giigkaynag1 (Biorad)

10) Taq DNA polimeraz (fermentas)

11) Ethidium Bromide (EtBr)

12) TAE tamponu (Applichem)

13) Agaroz (Nu micropor, Prona)

14) Otoklav indikatorii

15) Tiip (K3-EDTA, Vacuette)

16) Eppendorf tiip (1.5, 2 ve 0.2 ml, Sarstedt)

17) Micropipet uclar1 (beyaz, sar1 ve mavi, Biosphere Fitler Tips)
18) Etil alkol (Merck)

19) Yiikleme boyas1 (Fermentas)
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DNA izolasyonu

Biitiin hastalardan genomik DNA izolasyonu periferik kan dokusundan
yapildi.Bunun icin Invisorb Spin Blood DNA izolasyon kiti kullanild1.Yaklasik
200ul periferik kan dokusunun kullanildig: teknik sonrasmnda 30-50 ng/pl ultrapiir
DNA izole edilmektedir. (A260:A280 oran1 1,7-2 aras1).izolasyon i¢in kullanilan kit
icerigi asagidaki gibidir;

1) proteinaz K, 1ml (10ug/pl)
2) Lysis Buffer A,15ml
3) Binding Buffer B6,30ml

4) Eluotion Buffer D,15ml

5) Yikama tamponu I, 30ml (kullanmadan 6nce 30 ml %100’Lik etil alkol
eklenir.)

6) Yikama tamponu II, 18ml (kullanmadan 6nce 42ml %100’liik etil alkol
eklenir.)

7) 2.0ml’lik toplama tiipleri ,100 adet

8) 1.5ml’lik toplama tiipleri

9) Filtreler

Kan Dokusundan DNA izolasyonu Protokolii

Calismadan 6nce Ornek sayisina yetecek kadar eluotion buffer D 56°C‘ye
1sit1ldi. Kodlamasi yapildiktan sonra 1,5’ luk ependorf tiipe 200 ul EDTA’11 kan, 200ul
lysis buffer A ve 20 ul proteinaz K konuldu. Kapagi kapatilarak tiip 10 sn
vortekslendi ve 56°C‘de 10 dk inkiibasyona birakildi.Inkiibasyon sonrasi tiip
ortaminda 400ul binding buffer B6 tiipe eklendi, 3-4 kez pipetaj yapildiktan sonra
lizatin tamamu filtreli toplama tiipline aktarildi. Filtre topla tiipii daha sonra 3 dakika
(dk) oda sicakliginda inkiibe edildi ve 12 000rmp’de 2 dk santrifiij edildi.

Filtre yeni bir toplama tiipline aktarildi, tizerine 500ul wash buffer I eklendi
ve 12000rmp’de 2 dk santrifiij edildi. Filtre {izerine 800ul wash buffer II eklenerek
ve 12 000 rmp’de 1dk santrifiij edildi. Filtre iigiincii kez olarak 2 ml’lik yeni bir
toplama tiipiine aktarildi, 14 000rmp’de 5dk santrifiij edilerek yikama
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tamponlarindan gelen alkolden arindirildi. Alkolden tamamen armndirmak icin filtre
dordiincii ve son kez yeni 1,5°luk tiipe yerlestirildi ve 3 dk kapagi acik bicimde oda
sicakliginda bekletildi.

Daha sonra filtre membranmnin tam ortasinda 200ul eluotion buffer-D
eklendi,5 dk oda sicakliginda inkiibe edildi. Filtreli tiip 10.000rmp’de 1 dk santrifiij
edildi, filtredeki DNA ¢ozeltisi tiipe toplama tiipiine aktarildi, etiketlendi ve -20°C*‘de

calismak lizere muhafaza edildi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

MDRI1 geninin amplifikasyon i¢in Vienna Lab PGX-HIV PCR amplifikasyon
kiti kullanild1.Kit bir amplifikasyon karisimi (MDRI1 gen bdlgesine ait biyotin isaretli
primerler, ve diger amplfikasyon icin gerekli bilesenleri igerir)ve taq DNA polimeraz
tamponundan olusmaktadir.

PCR mastermiks,her hasta i¢in etiketlenmis 0.2 ml ependorf tiip ortama;

Ampliifkasyon karigimi 2 15ul

Taq DNA polimeraz seyreltici tapon : 4,6ul

Taq DNA polimeraz :0,4ul
Kalip DNA : 5ul
Toplam hacim : 25ul seklinde hazirlandi.

Multipleks PCR kosullar1 asagidaki gibi ayarlandi:

05°C “de..viiniiiiiiiii 2dk (ilk denaturasyon)
95°C°de. i 15sn (denaturasyon)
56°C°de cviiiii 30 sn (baglanma)
72°C°d@. i, 30 sn (uzama)
72°C°d@. i, 3dk (son uzama)

Elde edilen PCR iiriinleri strip test tekniginde degerlendirilmek iizere
+4°C’de sakland1.
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Agaroz Jel Elektroforezi

Hibridizasyon isleminden 6nce elde edilen PCR fiiriinleri (4 pl) oncelikle
%1’lik elektroforezde basarili amplifikasyonlar acisindan degerlendirildi. Basarili
amplifkasyon elde edilen PCR firiinlerinden 10 pl iirtin Souther Blot analiz i¢in
kullanilda.

Revers-Hibridizasyon (Southern Blot)

Southern Blot analiz i¢in Revers-hibridizasyon ProfiBlot T48 (Tecan)
hibridizasyon cihazi kullanildi.Revers-hibridizasyon,biyotin isaretli primerler ¢oklu
(multiplex) polimeraz zincir reaksiyonu sonrasinda olusan iiriinlerin nitroselluloz
membranlar (stipler) tizerindeki kendi komplementer zincirlerine baglanmasi ve bir
konjugat-substrat reaksiyonu olusturmasi esasin dayanan bir tekniktir.

Revers Hibridizasyon basamaklar: ve kullanilan soliisyonlar
Strip test tekniginde Revers Hibirdizayon 3 temel basamaktan ibarettir;

1) Strip iizerindeki problar ve PCR iiriinlerinin baglanmasi-
hibridizasyon

Cihazin ornek yilikleme bolgesinde (trey) yiiklenen 10ul PCR iriini kitle
birlikte saglanan 10ul DNAT (NaOH igerikli bir denatiirasyon soliiyonu)soliiyonu
kullanilarak ~denatiire edildi.Treye strip yerlestirildi.Denatiire PCR {iriinii ve
strip,cihazin sallanan platformunda,45°C de sicaklikta (yaklasik)l ml hibridizasyon
tamponu ile 20 dk inkiibe edilerek strip PCR {iriinii hibridizasyonu sagladi.
Hibridizasyon soliisyonu aspire edilerek ortamdan uzaklastirild.

2) Yikama

Hibridizasyon sonrasinda ortamda bulunmasi istenmeyen PCR fiiriinleri ve
nonspesifik baglanma yapan oligoniikleotidler kuvvetli bir yikayici olan yikama
solisyonu A (Iml) ile 45°C’de 15dakikalik {i¢ yikama periyodu ile ortamdan
uzaklagirildi.

3) Renk Olusumu

Stripler oda sicakliginda 1ml konjugat soliisyonu ile 15dk inkiibe edilerek
konjugat soliisyonu i¢inde bulunan streptavidin-alkalan fosfataz, biyotin isaretli
hibrit DNA fragmentlerine baglanmas1 saglandi.

Konjuat soliisyonunun artiklari daha yumusak bir yikama soliisyonu olan

yikama soliisyonu B ile 10,5 ve 5 dakikalik iiger periyotta temizlendi.Strip tizerindeki
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hibridize olmus bantlarin goriiliir hale gelebilmesi i¢in ortalama 1 ml alkalan
fosfatazin substrat1 olan nitro blue tetrazolium (NBT) ve 5-bromo-4-kloro-3-indolil
fosfatdan (BCIP) olusan renk gelistiricisi (color developer)eklendi, oda sicakliginda
15 dk inkiibasyona tabi tutuldu Strip son olarak distile su ile yikandi,kagit havlu ile
0zenle kurutulduktan sonra degerlendirme tablosuna (Collector) 6zenle yerlestiirldi.

Striplerin Degerlendirilmesi:

Her stripin iist tarafinda kmrmizi ve alt tarafinda yesil bir belirteg
bulunmaktadir. Bunun disinda hibirdizasyon sonrasi stiplerin degerlendirmeye
almabilmesi i¢in kontrol bantinin olusmus olmasi gerekmektedir. Kontrol bantlar1
olusmamus stripler degerlendirilmeye alinmadi.

Yabanil tip gen bolgelerine ait prob stripin alt kismima, mutant gen
bolgelerine ait prob ise stripin iist kisminda sinyal verecek sekilde dizayn
edilmislerdir. Hibridizasyon sonrasi yabanil tip bantlarin mevcut oldugu ve mutant
gen bolgelerine ait bantlarin bulunmadigi bir strip profili hastanin mutasyona sahip
olmadigmi gosterir. Mutant gen bolgelerinde ait bantlardan sinyal aliniyorsa sinyal
alman mutasyonun yabanil tip kodonuna bakilarak saptanan mutasyonun homozigot
ya da heterozigot olma durumuna karar verilir. Mutasyonun yabanmil tip gen
bdlgesini gosteren bantin mevcut olmasi mutasyon heterozigot, mevcut olmamasi

durumunda ise homozigot olarak degerlendirilir

1 2 3 M
l_ uLl | Control
- MDR1 3435CIT
| I Mutant
]
.- 1
- J MDR1 3435CIT
Wild type

Sekil 3.1.Striplerin Degerlendirilmesi
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Calismamizin verileri SPSS (ver:14,0) programina yiiklenerek verilerin
degerlendirilmesinde Kruskal-Wallis testi, Man Whitney U testi, cok gozli
diizenlerde ki-kare testi ve Wilcoxon testi kullanilmis. Verilerimiz tablolarda
aritmetik ortalama + standart sapma, birey sayisi ve yiizdesi seklinde belirtilip

yanilma yiizdesi 0.05 olarak alinmistir.
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4.BULGULAR

Calismaya alinan hastalar; birinci grup, Kronik C hepatitinin tedavisi
sirasinda erken donemde, yani 12. haftada HCV-RNA titresinde hi¢ diisme olmayan
veya 2 log'dan daha az diisme olan hastalar tedaviye cevapsiz (non responder)
hastalar olarak kabul edildi. ikinci grup, 12 ay kronik hepatit C tedavisi almis tedavi
sonu ALT degerleri normale gelmis ve HCV-RNA titresi negatiflesmis olan tedaviye
cevap veren hastalar (responder) olarak kabul edilirken iiglincii grup tedavi almis,
tedavi sonunda HCV-RNA negatif hale gelmis ancak 6 ay i¢cinde HCV-RNA tekrar
pozitif hale gelmis hasta grubundan (niiks) olusturuldu.

Birinci gruptaki hastalarin yas ortalamalar1 59,1 +10.84 olup birinci gruptaki
hastalarin %57,1°1 kadin %47.92°u erkekten olustu. Ikinci grubun yas ortalamalar:
51,68 £ 11,03 ve ikinci gruptaki hastalarin %47,4°t4 erkek, % 52,6’s1 kadmndi.
Ugiincii grup hastalarin yas ortalamalar1 60.07 £.8.37 olup iigiincii gruptaki hastalarin
%66,7 ’si kadin %33,3’1i erkekti. Cinsiyet ve yas yoniinden gruplar arasi fark
6nemsizdir ( X* =2.53, p=0.112, p >0.05).

Her ii¢ grup arasinda MDR1 CC (Wild type), CT (heterozigot) ve TT
(homozigot) gen mutasyonlar1 karsilastirildi. Tedaviye cevap vermeyen grupta 3
hastada (%14,2) MDR1 CC (Wild type), 9 hastada (%42,9) MDR1 CT
(Heterozigot), 9 hastada (%42,9) MDR1 TT (Homozigot) gen mutasyonlar1
saptandi. Tedaviye cevap veren grupta 6 hastada (%31,6) MDR1 CC(Wild type), 13
hastada (%68,4) MDR1 CT (Heterozigot) gen mutasyonlar1 saptandi. Niiks gosteren
grupta 2 hastada (%13,3) MDR1 CC (Wild type), 13 hastada (%86,7) MDR1 CT
(Heterozigot) gen mutasyonlar1 saptandi.

MDRI1 TT (Homozigot) gen mutasyonlar1 ve MDR1 CT (Heterozigot) gen
mutasyonlar1 yoniinden gruplar degerlendirildiginde sadece tedaviye yanit vermeyen
hasta grubunda anlamli derecede MDR1 TT (Homozigot) gen mutasyonu oldugu
goriildi. (p=0.05) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Gruplar arasindaki MDR gen polimorfizminin dagilimi

Genotip Tedaviye cevap | Tedaviye cevap | Niiks
vermeyen (n:21) | veren (n:19) (n:15)

CC (Wild Type) 3 (%14.2) 6 (%31.6) 2 (%13.3)

CT (Heterozigot) | 9 (%42.9) 13 (%68.4) 13 (86.7)

TT (Homozigot) 9 (%42.9) 0 0

Toplam 21 (%100) 19 (%100) 15 (%100)

X?=19.26  p=0.001 P< 0.05 Onemli

Birinci grupta 9 hastada (%42,9) homozigot mutasyon, 9 hastada heterozigot
mutasyon (%42,9), 3 hastada normal allel (%14,3) tespit edildi. Ikinci grupta 13
hastada heterozigot (%68,4) mutasyon tespit edilirken, 6 hastada normal allel
(%31,6) idi. Uciincii grupta 13 hastada heterozigot (%86,7) mutasyon tespit
edilirken, 2 hastada normal allel (%13,3) tespit edildi.

Her iic gruptaki bireyler genotiplere gore ikiserli olarak yiizde farklari
karsilastirildi. Buna gore grup 1 ile grup 2 arasindaki en yiiksek fark TT (homozigot)
gen mutasyonunda izlendi (%42.9) ve bu fark anlamli olarak bulundu (p =0.005).
Grup 2 ile grup 3 kendi aralarinda karsilastirildiginda en yiliksek fark CT
(heterozigot) genotipinde izlenmis olup (%22.3) aradaki fark 6nemsiz bulunmustur
(p=0.010). Grup 1 ile grup 3 kendi aralarinda karsilastirildiginda en yiiksek fark CT
(heterozigot) ve TT (homozigot) genotiplerinde goriilmiis olup istatistiki olarak

karsilagtirma yapildginda aradaki fark 6nemsiz bulunmustur (p=0.213). (Tablo 4.2).
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Tablo 4.2. Gruplara gore elde edilen genotpilerin ikigerli karsilastiriimasi

P< 0.05 Onemli

Grup 1-2 p* Grup 1-3 p** Grup 2-3 p**
% Fark
CC 17.4 0.05 0.9 0.213 18.3 0.010
CT 15.5 43.8 22.3
TT 42.9 42.9 0

p* : Grup 1 ile 2 arasindaki fark
** . Grup 1 ile 3 arasindaki fark
**%. Grup 2 ile 3 arasindaki fark

=

Her ii¢ gruptaki bireyler MDR1 gen polimorfizmine gore karsilagtirildiginda
gruplar aras1 fark anlamli bulunmustur (p<0.05).Buna gore niiks gdsteren bireylerde
ve tedaviye cevap verenlerde daha fazla oranda heterozigotluk goriiliirken, tedaviye

cevap vermeyen hastalarda daha fazla oranda homozigotluk saptanmistir (Sekil 4.1).
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tedaviye cevap tedaviye cevap niks
vermeyenler verenler

Sekil 4.1.Gruplarin kendi i¢lerinde MDR1 gen dagilimi

Tedaviye cevap vermeyen hasta grubunda tedavi Oncesi viral yiik (HCV-
RNA) 4.7x10°+1.0x10° TU/ml seklindeyken; tedaviye cevap veren hasta grubunda
2.7x10°+5.4x10° TU/ml ve niiks gdsteren grupta ise 5.7x10°+1.0x10° IU/ml idi.
Calismaya alman gruplar arasinda tedavi Oncesi viral yik degerleri
kargilastirildiginda istatistiksel agidan fark 6nemsiz bulunmustur (p=0,366).

Gruplar tedavi sonrast HCV-RNA degerlerine gore karsilastirildiginda
tedaviye cevap vermeyen hastalarda viral yiik 4.5x10°+1.3x10” IU/ml, niiks gosteren
grupta 4.6x10°+7.4x10° TU/ml seklindeyken tedaviye yamit veren grupta 0
seklindeydi. Bu grup tedaviye tamamen cevap verdigi i¢in yalniz tedaviye yanit
vermeyen ve niiks grup tedavi sonrasi viral yiik agisindan karsilastirildiginda

istatiksel olarak fark onemsiz bulunmustur (p=0.213).
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Tedaviye cevap vermeyen hasta grubunda Histolojik aktivite indeksi (HAI)
(5.65£1.22) iken tedaviye cevap veren hasta grubunda (5.66+1.53) ve niiks
grubunda ise (5.104+2.60) olarak saptandi ve aradaki fark istatistiksel agidan anlamli
degildi (p=0.396).

Gruplar fibrozis agisinda karsilastirildiginda tedaviye cevap vermeyen grupta
2.25+1.83 seklindeyken tedaviye cevap veren grupta 2.38+2.09 ve niiks gOsteren
grupta da 2.40+2.11 olarak tespit edildi. Ancak aradaki fark istatistiksel agidan
anlaml degildi (p=0.999).

Gruplara ait ALT degerleri karsilastirildiginda tedaviye cevap vermeyen grup
ile tedaviye cevap veren grup arasi farklilik ile tedaviye cevap veren grup ile niiks
gosteren grup arasi fark istatiksel olarak 6nemli bulunmustur (p=0.017).

Hasta gruplarinin mutasyon, histopatolojik ve bazi laboratuar degerler

arasindaki iliski Tablo 4.2.’de gosterilmistir.

Tablo 4.3. Hasta gruplarmin histopatolojik ve laboratuar bulgularla mutasyon
arasidaki iliski

HCV hasta | Tedaviye cevap | Tedaviye cevap | Niiks P
grubu vermeyen veren

Viral yik | 4.7x10°%£1.01x10° | 2.7x10°+5.45x10° | 5.7x10°1.02x10° | 0,366
(IU/ml)

HAI 5.65+1.22 5.66+1.53 5.10+£2.60 0.396
Fibrozis 2.25+1.83 2.38+2.09 2.40+£2.11 0.999
ALT 62.57+44.39 32.84+28.10 60.20+50.70 0.017
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5. TARTISMA

Hepatit C virusu, diinya ¢apmda 170 milyondan fazla enfekte kisiyle kronik
karaciger hastaliginin basta gelen nedenidir. Viriise maruz kalan kisilerde gogunlukla
(%50-80) fibrozis, siroz ve/veya hepatoseliiler karsinoma neden olan kronik hepatit
gelisimiyle sonuglanan kronik enfeksiyon gelisir. Ancak kronik inflamasyonun
siddeti ve hastaligin progresyon hizi olduk¢a degiskendir. Kronik hepatit C
hastalarinin (KHC) %20-30’u, 20-30 yillik siire icerisinde siroza ilerlerken bunlarin
%1-5 de zaman i¢cinde HCC gelisebilmektedir (6).

KHC infeksiyonu tedavisinde primer ama¢g HCV nin eradikasyonudur. Daha
onceleri tedaviye yanit1 takipte transaminaz diizeylerinin normale inmesi
hedeflenmekte iken simdi HCV-RNA’nm serumdan kaybolmasi temel alinmaktadir.
Tedaviye ragmen yine de relapslar goriilebilmekte ve karaciger dokusundan HCV
RNA'mm kaybolmas: yok denecek kadar az olmaktadir. Bundan dolayr KHC
hastalar1 i¢cin kronik hepatitten siroza ilerlemeyi ve karacigerdeki inflamasyonu
geciktirmek, karaciger kanseri gelisme riskini, karaciger transplantasyonu
gereksinimi ile ekstrahepatik belirtileri azaltmak ve diger kisilere bulasi dnlemek gibi
sekonder tedavi hedefleri ortaya konmustur (60).

Hepatit C nin giincel standart tedavisini ilk olarak interferon alfa 2a ve 2b
olusturmustur. Daha sonra ribavirinin bulunusu ile tek basina klasik interferonun elde
ettigi %10 luk kalic1 virolojik cevap orani % 40 lara kadar ¢ikmustir. Interferonlar ilk
defa viriisiin tanimlanmasindan 3 yil 6nce 1986 yilinda nonA-nonB hepatitin
tedavisinde uygulanmistir. Tek basma IFN tedavisinde kalic1 cevap orami yaklasik
%10-20 iken, 1998 yilinda baslanan IFN+Ribavirin uygulamasi ile tek basma IFN
uygulamasina gore iki katin tizerinde kalici cevap saglanmistir. Boylece bu
kombinasyon uzun siire standart tedavi olarak uygulanmistir. Kronik C hepatit
tedavisinde 6nemli gelisme PeglFN'un elde edilmesidir. Bu ilag sayesinde IFN'un

yarilanma omrii uzatimistir (42).
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Artan klinik calismalar, PeglFN’nin standart IFN’den daha etkin oldugunu
gostermistir. Bu nedenle PegIFN, hepatit C tedavisinde standart IFN’nin yerini
almigtir.

KCH’1i hastalarda Fried ve ark.(43) tarafindan gerceklestirilen bir ¢alismada
48 hafta uygulanan standart IFN ribavirin kombinasyonu ile peglFN ribavirin
kombinasyonu karsilastirilmis olup kalict virolojik yanitin pegIFN kullanilmasiyla %
44’ten % 56’ya ciktig1 goriilmiistiir. Yine bu calismada genotip 2 veya 3 ile enfekte
hastalarda peglFN ribavirin kombinasyonu ile kalici yanitin %76’ya ulastigi
bildirilmistir (43).

Tim calismalar PeglFN ve ribavirin kombine tedavisinin, PeglFN
monoterapisine belirgin {istlinliigiinii gostermistir. Bu nedenle hepatit C tedavisi
mutlaka kombine olmalidir. Halen kronik hepatit C de standart tedavi PeglFNa +
Ribavirin kombinasyonudur. Tedavinin hedefi tedavi bitiminden 24 hafta sonra
HCV-RNA’nin saptanamadigi kalici cevabin elde edilmesidir. PegIFN (PegIFN-
alfa2a, PeglFNalfa2b) + Ribavirin tedavisi ile genotip 1 hastalarmda %46- %50,
genotip 2-3 hastalarinda %70-80, genotip 4 hastalarinda %40-50 kalic1 cevap
saglanmaktadir (42).

Kronik hepatit C’de antiviral tedavinin etkinligi artmis olsa da, mevcut
tedavilere yanit alinmamasi hala yaygin olarak karsilasilan bir durumdur. Tedaviye
yanit1 etkileyen bazi faktorler bulunmaktadir. Tedaviye yaniti olumsuz yonde
etkileyen faktorler HCV genotipl ve 4, obesite, yliksek viral yiik, 40 yasindan biiyiik
olma, erkek cinsiyet, histolojide ciddi ve belirgin fibrozis veya siroz saptanmasi, 1k,
yiiksek serum ferritin diizeyleri iken genotip 2—-3 kadin cinsiyet, diisiik viral yiik ise
tedaviye yanit1 olumlu olarak etkileyen onemli faktorlerdir. Alkol tiikketimi HCV
infeksiyonunu kotii yonde etkiler ve progresyonu artirir. Yogun alkol alan hastalarda
kalic1 viral yanit oranlar1 azalmaktadir. ideal olarak hastalarm giinde 10g’dan daha az
alkol almalar1 onerilir (61).

Biitiin bunlarin disinda basar1 tedaviye uyumla da ilgilidir uyum arttikga
tedavi yanit1 artar. Bazi hasta uyumsuzlugu tedavinin toksik yan etkileri nedeni ile
olabilir bu durumda 6rnegin ilag dozu azaltilabilir ancak uyum da asil olan odak ilag

degil hastanin kendisidir. Hutchison ve ark. (62) yaptiklar1 bir ¢calismada tedaviye
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uyumun yanit lizerindeki etkisini degerlendirdiler. Kombinasyon tedavisi alan
hastalar, analiz i¢in iki gruba ayrilds;

1) 80/80/80 alt grubu: tedaviye uyumu %80 olan hastalar (yani total IFN
dozumun >%380’ini, ribavirin dozunun >%80’ini, tedavi siiresinin >%80’ini
tamamlayan).

2) <80/<80/80 alt grubu: doz indirimi yapilan hastalar (ilaglardan biri ya da
ikisini < %80 alan, tedavi sliresinin > %80’ini tamamlayan). Planlanan ila¢g dozunun
ve tedavi siliresinin %80’ini tamamlamak, bir tedaviye uyum kriteri olup, HIV,
antihipertansif ve oral uygulanan kanser ilaci tedavileri gibi diger farmasotik
ajanlarm etkinligini degerlendiren tanimlardan almmistir. Tedaviye uyumun,
ozellikle tedavisi en zor hasta grubu olan genotip 1 ile infekte hastalarda, kalic1 viral
yanit1 belirgin olarak artirdigi saptandi. Bu durum, genotip 2 veya 3 ile infekte
hastalarda belirgin olarak gézlenmedi. Erken doz indirimi ve kalic1 yanit oranlarinin
diismesi arasinda bir yakmlasma gozlenmis olup, bu yakinlasma tedavinin geg
asamalarinda doz indirimi gerekmis olan hastalarda daha az belirgindi (62).

Obesite ve steatoz da tedaviye yanitsizligi etkileyen faktorlerdendir. Adinolfi
ve ark (63) yaptiklar1 bir calismada, steatozun kronik hepatit C’de karaciger
hasarmin progresyonunu hizlandirdigi ve HCV genotip ve visseral obeziteyle iligkili
oldugu sonucuna varmislardir. Visseral obezite ve genotip 3a’nin steatozun
gelisiminde rol oynadigini, steatozun kronik hepatit C’de fibrozisin hizlanmasinda ve
karaciger nekroinflamatuar aktivitesinin artisinda en Onemli kofaktér oldugunu
belirtmislerdir. Viicut kitle indexinin genotip 1 ile infekte hastalarda steatozla iliskili
oldugunu bulmuslardir (63).

Ayrica hiperinsiilinemi, interferonun etkisine direng olusturdugundan dolay1,
HCV tedavisine alinan cevabi azaltir. Clinkii hiperinsiilinemi, interferonun etkisini
azaltabilir. Olasilikla insiilin direnci hepatik steatoz gelisimi ile iligskilendirilmistir.
Poynard ve ark(64) tarafindan 1428 naiv HCV’li hasta {izerinde yapilan bir
calismada steatoz, yiiksek trigiserid seviyesi, yliksek viicut kitle indeksi, yas ve
fibrozis derecesinin tedaviye yanitsizlikla iliskisi gosterilmistir (64).

P-gp’nin kronik hepatit C tedavisinde kullanilan ilaglarin dagiliminda ve bu
ilaglara karsi olusan direngte rolii olabilir. MDRI1 gen mutasyonu, hepatit C’li

hastalarda tedaviye yanit oranlarini etkileyebilir 6zellikle bu durum Ribavirin
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acisindan Onem arzetmektedir.Bilindigi {izere interferona karsi bilinen bir direng
gelisimi yoktur. MDRI1 geni ve P-glikoproteinin ila¢ direncini artirdigi ve ilaglara
kisinin yanitin1 degistirdigi bilindiginden kisilerin ilac1 metabolize edebilme
kapasitesini tahmin etmede kullanilabilir.

P-gp ilk defa Cin’de 1976 yilinda Juliano&Ling tarafindan hamster
yumurtalik hiicrelerinde kolsisin resiztansi i¢in yapilan kiiltiirde tespit edilmis. 10 yil
sonra karsinoma hiicrelerinden insan P-gp proteinini kodlayan ve MDRI1 olarak
adlandirilan bir gen izole edilmistir (65).

Hastalarin ¢esitli MDR1 substratlarma karsi farkli tepkiler vermesini saglayan
MDRI1 geninin 26. eksonunda yer alan C3435T polimorfizmi ilag direnci ac¢isindan
onemlidir. Bu polimorfizmin, MDR1 geninde herhangi bir aminoasit degisikligine
neden olmadan, MDRI1 geni mRNA ekspresyonu ve P-gp aktivitesini g¢esitli
mekanizmalarla etkiledigi diistiniilmektedir. Bu mekanizmalardan ilkinde, C3435T
polimorfizmi ile MDRI1 geninde bulunan diger polimorfizmler (promotor/enhancer
bolgede bulunanlar, T129C veya G2677T/A gibi) arasinda bir iliski oldugu
belirtilmektedir (66). Ikinci mekanizmada, MDR1 C3435T polimorfizminin
translasyonel etkinligi azaltabileceginden s6z edilmektedir. Ugiincii mekanizmada
ise, bu polimorfizmin mRNA’nin islenmesini ve translasyonel kontrolii degistirdigi
belirtilmigtir. Ayn1  zamanda C3435T polimorfizminin posttranskripsiyonel
modifikasyonlar: etkiledigi veya mRNA’nin islenmesinde onemli oldugu diisiiniilen
bir dizi ile baglantili olabilecegi de diisiiniilmektedir. Bu polimorfizmin P-gp
ekspresyon/ aktivitesini degistirmesi kisinin tedaviye yanitim1 etkileyerek ilag
direncinin gelisimine sebep olmaktadir (66).

In vivo ve in vitro ¢alismalar; P-gp’nin ilaglarin emilim, dagihm,
metabolizma ve itrahi ile ilag-ilag etkilesimlerinde ©onemli bir rol oynadigini
gostermistir.  Bununla 1ilgili invivo ve invitro c¢alismalar mevcuttur. P-gp
modiilasyonu birgok hastaligin tedavisinde ilaglarin etkinligini artiracaktir ve
ilaglarin oral kullanimindaki yetersiz yanit ortadan kalkacaktir.

P-gp normal saglikli hiicrelerde bobrek, karaciger ve gastrointestinal kanalin
tastyici epitelinde, farmakolojik bariyer fonksiyonu olan kan-doku bariyerinde (kan-
beyin, kan-testis, kan-plesanta) , erigkin kok hiicrelerinde immiin sistem

hiicrelerinde ¢esitli fizyolojik fonksiyonlara aracilik etmektedir;
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1. Besinlerle alinan dogal toksinlerin emiliminin engellenmesi ve sistemik
dolasima gecgen dogal toksinlerin atilmasi.

2. Bobrek tstii bezlerinde, gebelikteki endometriumdan ve plesantadan
kortizol, aldosteron ve kortikosteronun hiicre disina taginmasi,

3. Kemik 1iligi hiicreleri ve hematopoetik sistem hiicrelerinin
farklilasmasindan sorumlu peptidlerin hiicre digina taginmasi

4. Hiicre sigsmesi ile aktive olan klor kanallarinin aktivitesinin diizenlenmesi

5. Fosfotidilkolin gibi baz1 fosfolipitlerin tasinmasi (50).

Ilag direnci olan hiicrelerde MDR gen amplifikasyonu olup, RNA’larinda
yiiksek oranda P gp’nin yapildig1 disiinilmektedir. Yapilan ¢aligmalarda insan P-
gp’nin normalde karaciger, bobrekler, ince ve kaln barsaklar, beyin, testis, kas
dokusu, plasenta ve adrenal bezlerde eksprese oldugu ve tiim bu dokular1 zararl
ekzojen toksik maddelere ve metabolitlere karsi korudugu gosterilmistir. Testis ve
beyinde kapiller endotel hiicre yilizeyinde bulunan P-gp, substratlarin ekstravaskiiler
bosluga transportunu smirlandirir. Enterositlerin firca membraninda lokalize
intestinal P-gp, substratlarin emilimini smirlar P-gp fizyolojik a¢idan kan beyin
bariyeri gecirgenliginin tayininde onemli rol oynadigi gibi bir¢ok ilacin enerjiye
bagimli sekildeki aliminda da etkili olabilmektedir. Renal proksimal tiibiillerin
luminal membraninda ve hepatositlerin biliyer kanalikiillerinde bulunan P-gp, toksik
maddelerin idrar, safra ve barsak liimenine salgilanmasini hizlandirir (67-69).

Farmakogenetik ¢aligmalar, MDRI1 geninin polimorfizmi ile P-gp’nin
expresyonunun degisik etnik gruplarda farkliliklar gosterdigini ispatlamislardir (58).
Simdiye kadar MDRI1 geninin 50 tek niikleotid polimorfizmi ve 3
insersiyon/delesyon polimorfizmi bulunmustur. En sik goriilen polimorfizim exon 26
da bulunan C3435T polimorfizmidir. Bu mutasyon simdiye kadar tanimlanmis tek
sessiz polimorfizmdir. Bu polimorfizm degisik insan dokularinda degisen oranlarda
P-gp ekspresyonunu etkileyebilir (70).

Ekspresyon ¢aligmalarindan sonra P-gp’nin ekspresyon seviyelerini etkileyen
polimorfizmlerin arastirilmas: giindeme gelmistir. P-gp aktivitesinin degisebilirligi
(polimorfizmler, inhibitorler ve indiiktorler araciligiyla) ve proteinin anatomik
lokalizasyonlari, substratt olan ilaclarin farmakokinetik ve farmakodinamik

ozelliklerini etkilemekte bazi ilaglara diren¢ olusumuna neden olmaktadir. P-gp
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aktivitesinin degistirilebilir olmasi, proteinin aktivitesinin artmasi ile direng gelisen
ilac tedavilerine P-gp modiilatorlerinin (ya da inhibitorlerinin) eklenebilecegi
konusundaki arastirmalar1 hizlandirmistir (59).

MDRI1 geninde ilk polimorfizm olan Gly185Val 1989 yilinda insan adrenal
hiicrelerinde saptanmistir. Daha sonra ise ilk sistematik tarama Hoffmeyer ve
ark.(71). tarafindan 2000 yilinda 28 ekzonun taranmasi ile yapilmistir. P-gp
ekspresyonunu etkiledigi rapor edilen ilk polimorfizm, ekzon 26’da bulunan ve
herhangi bir aminoasit degisikligine yol agmayan C3435T polimorfizmidir. Bu
calismada TT3435 genotipi tasiyanlarda diger genotipleri tasiyanlara gore
duedonumda 2 kat daha diisiik MDR1 ekspresyonu ve %50 daha yiiksek plazma
digoksin seviyeleri saptanmustir (71).

Japon toplumunda yapilan caligmalarda ise 3435. pozisyonda T aleli
tastyanlarda P-gp ekspresyonu artmis olarak saptanmistir (72). Nakamura ve ark.
(73). Saglikl bireylerden duedonum biyopsi materyalleri {izerinde yaptig1 ¢calismada,
real-time RT-PCR metodu ile TT3435 genotipini tasiyanlarin CC3435 veya CT3435
genotiplerini tasiyanlara oranla daha yiiksek MDRI mRNA seviyeleri tespit
edilmistir. Bu calismada ayrica, MDR1 mRNA konsantrasyonlar1 ile CYP3A4
arasinda iligski saptanmasi lizerine, TT3435 genotipini tasiyan bireylerde CYP3A4
substrati olan maddelerin daha diisiik duedenal emilime ugradiklar1 sonucuna
varilmistir (73).

P-gp yapimmin artmasi, hiicre i¢i ila¢ konsantrasyonunun azalmasi ile
sonuglanabilir. P-gp kanserli hiicrelerde gereginden fazla {iretilmekte ve bunun
sonucunda; akut myelositer l16semide oldugu gibi tedaviyi ve prognozu kotii yonde
etkilemektedir (74).

P-gp’nin yapilma miktar1 ve fonksiyon biitiinliigii; farmakogenetigini ve
ilaglarla etkilesimini etkileyebilir. Bu nedenle tedavi siiresince, ilag etkinliginde ve
toksisitesinde dnemli bir rol oynamaktadir.

Su anki bilgimize gore literatiirde HCV tedavisinde MDR1 gen polimorfizmi
arasindaki iliskiyi arastiran bir ¢aligma bulunmamaktadir.

Bu bilgiler 1s181nda; bu ¢alismada kronik hepatit C hastalarinda MDR1 gen
polimorfizmi ¢alisildi ve tedaviye yanitsizlikta hastalarinda bu gen mutasyonun

siklig1 Kronik Hepatit C tedavisine yanit veren bireylerle karsilastirildi.



42

Bu c¢alismada hepatit C tedavisine yanit vermeyen 21 hasta, tedaviye yanit
veren 19 hepatit C hastas1 ve niiks gosteren 15 hepatit C hastasinin MDR1 gen
polimorfizmlerinden P-gp ekspresyonu iizerine C3435T polimorfizmleri ile ilag
direnci arastirilmistir.

Birinci grup hastalarm yas ortalamalar1 59,1 + 10.8 birinci gruptaki hastalarin
%57,1’1 kadin %47.9’u erkek iken Ikinci grubun yas ortalamalar1 51.68 + 11.03.
Ikinci gruptaki hastalarm % 52,6’°s1 kadm, %47,4’ii erkek ve ii¢iincii grup hastalarin
yas ortalamalar1 60.07 £ 8.37 ii¢lincii gruptaki hastalarin %66,7’si kadin %33.3’i
erkekti. Cinsiyet ve yas yoniinden gruplar arasi fark énemsizdir ( X* = 2.53, p =
0.112, p >0.05).

Birinci grupta 9 hastada (%42,9) homozigot mutasyon, 6 hastada heterozigot
mutasyon (%42,9), 3 hastada normal allel (%14,3) tespit edildi. Ikinci grupta 13
hastada heterozigot (%068,4) mutasyon tespit edilirken, 6 hastada normal allel
(%31,6) idi. Uciincii grupta 13 hastada heterozigot (%86,7) mutasyon tespit
edilirken, 2 hastada normal allel (%13,3) tespit edildi. .

Her ii¢ gruptaki bireyler MDR1 gen polimorfizmine gore karsilastirildiginda
gruplar arasi1 fark anlamli bulunmustur (p<0.05). Buna gore niiks gosteren bireylerde
ve tedaviye cevap verenlerde daha fazla oranda heterozigotluk goriliirken, tedaviye
cevap vermeyen hastalarda daha fazla oranda homozigotluk saptanmistir. Bu durum
Interferon + Ribavirin tedavisine yanit vermeyen hastalar hakkinda MDR1 TT
genotipi prediktif bir gen olabilir.

Tischler ve ark.(75) MDR1’in beyin dokusundaki artmis ekspresyonunu
gostererek antiepileptik ilaclarin beyin dokusuna gecisinin sinirlandirilmasi sonucu
epilepsi hastalarindaki ilaca cevapsizligi acgiklamiglardir. Fokal kortikal displazili
olgularda saptanan beyin kan damarlarin1 ¢evreleyen glial hiicrelerdeki artmis P-gp
ekspresyonu, ikinci bir bariyer olarak diisiiniilmektedir (75).

Renal transplant ge¢irmis siklosporin tedavisi altindaki hastalarin CC, CT ve
TT genotip dagilimlar1 ile terapdtik konsantrasyonunu saglamalari i¢in gereken
siklosporin A dozu ve akut rejeksiyon hizlar1 karsilastirildiginda herhangi bir fark
saptanmamustir. Ilaglarm toksik etkileri ile genotipik dagilimlar1 arasindaki iliski
degerlendirildiginde TT genotipinin siklosporin nefrotoksisitesi gelisiminde etkili

oldugu gosterilmistir (76).
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Hem ekspresyon ¢alismalarinda, hem de ekspresyon iizerine polimorfizmlerin
etkilerini arastiran ¢aligmalarda karsit bulgular bulunmasi, bu c¢aligmalarin farkl
toplumlarda yapilmis olmasi nedeni ile polimorfizmlerin etkilerinin etnik farklilik
gostermesi ile agiklanabilir (66).

P-gp’nin klinik olarak 6nemi ¢oklu ila¢ direncini engellemek ve yenmek
iizerine kuruludur. Yapilan calismalar P-gp’nin fonksiyonel aktivitesini inhibe etmek
ve/veya ekspresyonunu inhibe etmek iizerinedir. ilk kez Tsurua ve ark (77) yaptig1
bir c¢alismada MDR fenotipine sahip P-gp pozitif fare losemik hiicrelerinde
trifluperazon ve verapamil kullanimi ile vinkristinin hiicre i¢inde biriktigi gosterilmis
ve P-gp iligkili ¢coklu ila¢ direncinin tersine ¢evrilebilecegi gosterilmistir (77).

Yine bu konuda 6zellikle anti MDR-1 oligoniikleotidleri ile P-gp ekspresyonu
ve fonksiyonunun azaltilmasi veya staurosporin gibi protein kinaz C inhibitérleri ile
MDR-1"’in ekspresyonunun azaltilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir (78).

Kalsiyum kanal blokerleri, kalmodulin inhibitérleri, immunosupressif
ajanlar, kinolonlar, indol alkaloidleri, deterjanlar, steroidler, ve antiostrojenler gibi
bircok toksik olmayan ilaclar ile P-gp’nin pompalama gorevi inhibe edilerek
sitostatik ilaglarin hiicre i¢inde birikme fonksiyonlarmin geri dondiiriilebildigi
gosterilmis, bazilar1 tedavide kullanilmaya baslanmstir. Insanlardaki klinik
calismalar gostermistir ki, bir P-gp substrat1 olan digoksin ile P-gp inhibitorii olan
kinidin es zamanh kullamildiginda, kinidin digoksinin serum konsantrasyonunu
arttirmistir (79).

P-gp substratinin bilinen 6rneklerinden olan rifampin P-gp’i arttirir ve bu da
digoksin ve talinolol gibi ilaglarin plazma konsantrasyonlarini azaltir. Bu es zamanli
kullanilan ilaglarin, P-gp fonksiyonunu modifiye ettigini gosterir. Tedavide sikca
kullanilan P-gp substratlarinin bu durumu ilag-ilag etkilesimi konusunda potansiyel

bir sorun olusturmakta ve 6nem arz etmektedir (66).

MDR-1 (P-gp) ekspresyonu gdosteren tiimorlerde en ¢ok denenen yaklagim,
verapamil veya siklosporin A ile P-gp ila¢g atim fonksiyonunun blokajidir. Direncli
myeloma, lenfoma ve AML’de verapamil veya siklosporin uygulaniminmn kiir
oranlarmi degistirmedigi ancak baslangigtaki yanitin ve histolojik sonuglarin daha iyi

olmasini sagladig1 gosterilmistir (51).
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Adriamisine direnc¢li osteosarkom hiicre kiiltiirlerine siklosporin, verapamil
ve trifluoperazin uygulanarak kemoterapi direncinin degistirilmesi denenmis ve
verapamil ile trifluoperazinin, P-gp pozitif hiicrelerde adriamisine olan direnci
ortadan kaldirdig1 gozlenmistir (80).

MDR1 C3435T genotipleri arasindaki iligkiler, P-gp ekspresyonu ve
fonksiyonu, ¢oklu ila¢ direncinin yanisira hastaliklarla da iligkili bulunmustur.
Genotip-bagimli  P-glikoprotein ekspresyonunun belirli bir hastaliga katkida
bulundugu hipotezi kabul edilebilir (66).

Schwab ve ark (81) 3435TT olgularinda bariyer fonksiyonun bozulmasi
sonucu ilseratif kolit gelisiminin miimkiin olabilecegini rapor etmiglerdir. Dahasi
onlarin c¢alismast MDRI1 3435T genotipine sahip bireylerin iilseratif kolite
yakalanma riskinin 2 kat arttigin1 gostermektedir. Bu genotipe sahip bireylerde daha
az olan P-gp ekspresyonu intestinal bakterilere karsi savunmay1 azaltmakta ve
iilseratif kolit gelisimi i¢in bir zemin hazirlamaktadir (81).

MDRI1 genotipt AIDS’te hastalik riski ve tedavi sonucu acisinda dnemlidir
clinkii bu hastaligin tedavisinde kullanilan HIV proteaz inhibitorleri P-gp’nin
substratlaridir. Dahas1 P-gp ayn1 zamanda CD56, CDS8, CD4, CD19 pozitif hiicreler
ve diger periferik kan mononiikleer hiicrelerinde eksprese olmaktadir. CD4
hiicrelerinde HIV proteaz inhibitorlerinin hiicre i¢i konsantrasyonlar1 ve tedavi
etkinligi degisik P-gp ekspresyonlarindan etkilenmektedir. Dogrusu, birkag
calismada MDRI genotipi ile antiretroviral tedavi glcli bir sekilde
iligkilendirilmistir. Fellay ve onun yanindakiler 3435TT genotipine sahip hastalarda;
6 aylik antiretroviral tedavi sonrasinda, belirgin CD4+ hiicre artig1 saptamiglardir bu
hastalarda CT veya CC genotiplerine sahip olan bireylere gore daha az belirgin olan
viral enfeksiyonu gostermisler. Sonu¢ olarak HIV tedavisinde TT genotipinin daha
1yi cevap ve daha az oranda virus direnci ile veya C alelinin viral ve immun cevapta

basarisizlikla iliskili oldugu sonucuna varilmistir (82).

MDRI1 tek niikleotid polimorfizmleri kan beyin bariyeri bolgelerindeki beyin
kapillerinin endotelyal hiicrelerin etkileyerek, parkinson hastalig1 i¢cin bir risk faktorii
olusturabilir. Parkinsonlu hastalar ile pestisite maruz kalmis, C3435T polimorfizmi

arasinda belirgin bir iligki bulunmustur (83).
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Furuno ve ark. (84). parkinson hastaliginin baslangicindaki vakalarin
bircogunun, 3435TT genotipindeki popiilasyondan oldugunu gdostermistir. Bu
nedenle MDRI1 tek niikleotid polimorfizmleri kan beyin bariyerindeki hiicrelerde P-
gp ekspresyonunu diizenleyerek, potansiyel norotoksik ajanlarin artmasina ve
sonucunda parkinson hastalinin erken baslangicina ya da direk parkinson hastaligina
neden olmaktadir (84).

Sonug olarak insan MDR1 gen polimorfizmi P-gp ekspresyonunu degistirip
etkinlik ve toksisite agisindan degisik klinik sonuglara yol agabilir ve tedavinin
bireysellestirilmesi esnasinda rasyonel doz ayarlamasi agisindan yon gosterici
olabilir.

Bu tez calismasi tedaviye yanitsizlhikta MDR mutasyonunun 6nemini
vurgulamaktadir. Tedaviye yanitsiz Hepatit C hastalarinda MDR1 genine ait C3435T
polimorfizminin karsilastirildigr ilk calismadir. Calismaya katilan hasta sayisi az
olmakla birlikte elde edilen ilk verilerde niiks gosteren bireylerde ve tedaviye cevap
verenlerde daha fazla oranda heterozigotluk goriiliirken tedaviye yanit vermeyen
Hepatit C’li hasta grubunda istatiksel olarak anlamli derecede MDR1 TT
(Homozigot) gen mutasyonu oldugu goriildii. (p=0.05)

Ancak bu bulgularin daha biiyiik serilerde ¢alisilmasi gerekmektedir. Bizim
calismamizda her iki grup istenilen diizeyde tedaviye yanit vermeyen hastalardi. Bu

sonucun MDR mutasyonu ile iligkili olabilecegi diistiniilebilir.
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6. SONUCLAR

Bu tez c¢alismasi tedaviye yanitsizlikta MDR mutasyonunun Onemini
vurgulamaktadir. Kronik Hepatit C hastalarinda MDR1 genine ait C3435T
polimorfizminin karsilastirildigr ilk calismadir. Calismaya katilan hasta sayisi az
olmakla birlikte elde edilen ilk verilerde niiks gosteren bireylerde ve tedaviye cevap
verenlerde daha fazla oranda heterozigotluk goriiliirken tedaviye yanit vermeyen
Hepatit C’li hasta grubunda istatiksel olarak anlamli derecede MDR1 TT
(Homozigot) gen mutasyonu oldugu goriildii. (p=0.05)

Ancak bu bulgularin daha biiyiik serilerde ¢alisilmasi gerekmektedir. Bizim
calismamizda her iki grup istenilen diizeyde tedaviye yanit vermeyen hastalardi. Bu
sonucun MDR mutasyonu ile iligkili olabilecegi diistiniilebilir.

Bu 0n verilerden yola ¢ikilarak daha genis hasta gruplarinda tekrarlanacak
olan analizler, halen ila¢ tedavisine yanitsizlik sorununu ig¢inde barindiran Kronik
Hepatit C yonetiminde hem direng patogenezini agiklamamiza hem de bu yolla
ozellikle tedaviye yanit vermeyen hastalarda neler yapilmasi gerektigi konusuna 151k
tutacaktir. Bu konuda literatiirde yer alan bilgi eksikligi de g6z Oniine alinirsa bu
calismaya temel olan konunun uzunca bir siire daha calismaya acik oldugu
goriilmektedir.

Ayrica C3435T polimorfizmi ile MDRI1 genine iliskin diger
polimorfizmlerin beraber ¢alisilmasi veya MDR1 gen analizinin yapilmasi gelecekte
kisiye 0Ozgli tedavi yOntemlerinin uygulanmasinda faydali olabilecegi

diistiniilmektedir.
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