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1.0ZET

Dilate kardiyomiyopati (DKMP), normal sol ventrikiil duvar kalinlig1 ile beraber
kasilma disfonksiyonu ve ventrikiilde genisleme ile karekterize, ilerleyici kalp kasi
hastaligidir. Kardiyomiyopatinin kalitimsal hastaliklar, infeksiyonlar ve toksinleri de igeren
birgok nedeni bulunmaktadir. DKMP’nin yaklasik dortte biri idiyopatiktir. Ekokardiyografi
ve aile agaci caligmalariyla idiyopatik olarak adlandiritlan DKMP hastalarinin %20’s1
ailesel bulunmustur. Ailenin diger bireylerinde de hastalik c¢esitli sekillerde kendini
gosterebilir. Dilate kardiyomiyopati saptanan kisilerde hastanin diger aile bireylerinin de

(Cocuklar1 dahil) aragtirilmasinin 6nemi belirtilmektedir.

Hastaligin tedavisi sirasinda ilaglara gosterilen direng mekanizmalar1 ve ilaglara baglh
yan etkiler, ila¢ metabolize eden enzimlerdeki genetik varyasyonlara bagli olarak ayni
toplumdaki bireyler arasinda farklilik gosterir. Bu fark, ila¢ direnci olusturan MRP

genlerinin ekspresyonuna bagli olabilir.

Bu calismada, MRP-1 ve MRP-2 genlerinin ifade dizeylerinin belirlenmesi ile
tedavide coklu ila¢ kullanimi gerektiren DKMP’ li hastalarda tedaviye yanittaki kisisel
farkliliklarin agiklanmasi ve hastaliga ait tedavinin molekiiler temellerinin daha fazla
aydinlatilmasina destek olunmasin1 amagladik. 90 DKMP tanis1 konan hasta ile 90 saglikli
eriskin kontrolden olusan 2 grubun periferik kan orneklerinden total RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Total RNA 6rnekleri cDNA’ya cevirildi. Hedef gen (MRP-1 ve MRP-2)
ve referans gene (ABL) ait tasarlanan primerler kullanilarak gergek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (Q PCR) yapildi. Boylece referans ve hedef gene ait cDNA’lar ¢cogaltildi.
Genlerin ekspresyon duzeyleri 06lgulerek, veriler kaydedildi. Elde edilen veriler
dogrultusunda, DKMP hastalarinda saglikli kontrol grubuna gére MRP-1 mRNA diizeyinin
6 kat, MRP-2 mRNA diizeyinin ise 77 kat fazla oldugu hesaplandi.

Bu c¢aligmanin sonucunda, MRP-1 ve MRP-2 genlerin ifade dizeylerinin
belirlenmesi DKMP hastaliginin tedavisine katki saglayabilir. Ancak bunun igin DKMP’ i
hastalarda daha fazla gen ailesinin ve sayisinin artirilarak elde edilen verilerin

desteklenmesine ihtiyag¢ vardir.

Anahtar Kelimeler: Dilate kardiyomiyopati, MRP-1 ve MRP-2 geni, gen
ekspresyonu.



2. SUMMARY

Dilated cardiomyopathy (DCM) is a progressive disease of heart muscle
characterized by contractile dysfunction and ventricular dilatation with normal left
ventricular wall thickness. There are many causes of cardiomyopathy including hereditary
diseases, infections and toxins. According to echocardiography and pedigree studies;
approximately 20% of DCM cases are assigned a diagnosis of idiopathic dilated
cardiomyopathy. Disease could be seen in the other members of family due to famial
inheritance. The patient's other family members also (including children) are required to be
checked their health conditions.

During the treatment of DKMP; the resistance mechanisms and side effects of drugs,
varies between individuals in society due to genetic variations in drug metabolizing
enzymes. This difference may be depends on the expression of MRP genes that makes the

multiple drug resistance.

In this study, as a result of the evaluation of gene expression analysis of MRP-1 and
MRP-2, we aimed to explain the differences of the treatment response of the DCM
patients, who need the multiple drug usage, and help to clarify the molecular bases of
treatment. 90 DCM patients and 90 healthy individuals peripheral blood samples were
collected for total RNA isolation. cDNA was prepared by using the total RNA isolated
from the samples. Q-PCR was evaluated by using the target genes (MRP-1 and MRP-2)
and a reference gene (ABL) primers, the reference and target cONA’s were replicated. The
expression levels of the target gene and the references were measured for analysis.
According the results of the analyses, the DCM patients had 6 times increased expression
levels on MRP-1 gene mRNA versus healty individuals and 77 times increased expression

levels on MRP-1 gene mRNA versus healty individuals.

Evaluation the gene expression of MRP-1 and MRP-2 may contribute to the
treatment of DCM disease. But this study needs to be improved by icreasing the gene
families and supported by the other scientific data.

Key words : Dilated cardiomyopathy ,MRP-1 and MRP-2 genes , gene expression.



3. GIRIS VE AMAC

Dilate kardiyomiyopati genetik veya sonradan kazanilan kronik bir kalp hastaligidir.
Kalbin giderek biiyiidiigii, kalp bosluklarinin genisledigi ve kalbin kasilma kuvvetinin
giderek zayifladigi bir hastaliktir. DKMP’nin yaklagik dortte biri idiyopatiktir.
Ekokardiyografi ve aile agaci calismalariyla idiyopatik olarak adlandirilan DKMP

hastalarinin %25°1 ailesel bulunmustur (1).

Kalp yetersizligi nedenlerinden biridir ve genelde ilerleyici bir hastaliktir. Her
hastada seyri ve siddeti farkli olabilir. Hastalik bazen ¢ocuk veya geng yasta bazen de
erigkin yasta kendini gdstermeye baslar. Ne yazik ki ani ve erken yasta oliim riski
yiiksektir. Ailesel bir hastalik oldugu icin ailenin diger bireylerinde de hastalik cesitli
sekillerde kendini gosterebilir. Dilate kardiyomiyopati saptanan kisilerde hastanin diger

aile bireylerinin de (Cocuklari dahil) arastirilmasi gereklidir.

oo

DKMP coklu ilag tedavisi gerektiren, tedavilerin kisilere gore degistigi, uzun donem
takip gerektiren, maliyeti yuksek, prognozu koétl olan kronik bir hastaliktir. Medikal
tedavi halen DKMP de en etkin ve ilk sira tedavi segenegidir. Kullanilan ¢oklu ilag
tedavisine ragmen hastadan hastaya klinik seyir ve ilag dozlarinda  farkliliklar

izlenmektedir. Bu farkliliklarin bir sebebi de ilaglara karsi gelisen direngtir.

Tedavi sirasinda ilaglara gosterilen diren¢ mekanizmalari ve ilaglara bagh yan etkiler
ilag metabolize eden enzimlerdeki genetik degisikliklere bagli olarak ayni toplumdaki
bireyler arasinda farklilik gosterir. Bu fark, ilag direnci olusturan MRP genlerinin

ekspresyonuna bagli olabilir.

Coklu ilag direnci iliskili protein (Multidrug Resistance Associated Protein, MRP),
ABC tasiyict ailesinin ABCC alt ailesine dahildir. ABCC alt ailesi 13 proteinden
olugmaktadir. Bunlardan dokuzu MRP ile iliskilidir ve MRP1’den MRP9’ a kadar
isimlendirilmistir (sirastyla ABCC1-6 ve ABCC10-12) (2).

MRP-1 ve MRP-2 dogal organik ilaglara kars1 direng gelistirirler. 1992 yilinda
kesfedilen MRP-1, 16.(16p13.1) kromozomda yerlesiktir ve 190 kDa biiytikliigiindedir (3).
Coklu ilag direnci iligkili protein 2 (Multidrug Resistance Associated Protein 2, MRP2),



ABC tastyici ailesinin ABCC alt ailesine dahildir (4). Insan MRP2 geni (ABCC2) 32 ekson

icermekte ve 1024 kromozomunda bulunmaktadir (5).

Kalp yetmezliginde, tedavide c¢oklu ila¢ kullanimi gerektiren DKMP’ li hastalarda
tedavi stiresince ilaca direng gelistigi bilinmektedir. Bazi hasta gruplarinda diisiik dozda
dahi yeterli etkisi gozlenen ila¢ kullaniminin, diger hasta grubunda ayni etkiyi gostermeyip
yiiksek dozda belirlenen ila¢ tedavisi uygun bulunmustur. Bu ¢alismamizda, ilaca direng
gelismesinde etken oldugu bilinen ABC gen ailesine ait MRP1 ve MRP2 genlerinin ifade
dizeylerinin belirlenerek bu iki genin DKMP hastaliginin tedavisinde ilag direnci olusmu

tizerindeki etkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Tedavi baslangicindan 6nce, hastaya ait bu iki genin transkript miktarini belirlemek,
ila¢ kullaniminda olusacak muhtemel direnci 6ngérmek acisindan énemli olacaktir. MRP-1
ve MRP-2 genlerinin ifade diizeylerinin belirlenmesi sonucunda, tedaviye yanittaki kisisel
farkliliklar1 agiklamak ve dogru hastaya, dogru zamanda, etkin dozda ilag verilmesi ile
uygulanan tedavilerin etki duzeylerinin arttirilmasinin, hastaligin prognozu agisindan da
onemli olacagi ve DKMP hastaligina ait tedavinin molekiiler temellerinin daha fazla

aydinlatilmasi ile yeni tedavilerin gelistirilebilecegi dngorilmistiir.



4. GENEL BIiLGILER

4.1. KARDIYOMIYOPATILER

Kardiyomiyopatiler en belirgin 6zelligin kalp kasmin dogrudan tutulumu ile
karakterize, heterojen bir grup hastaligi olusturmaktadirlar. Literatiirde kardiyomiyopatiler
igin pek cok siniflama olmasina ragmen 1995°de Diinya Saglik Orgiitii tarafindan
gelistirilen smiflama esas kabul edilmistir (6). Bununla birlikte son donemde tanimlanan
bir¢cok klinik tablo nedeniyle bu siniflama yetersiz kalmis ve “Amerika Kalp Cemiyeti”
tarafindan yeni bir siniflama yapilmistir. Kardiyomiyopatiler, elektriksel ve/veya mekanik
disfonksiyonla iligkili miyokard hastaliklarinin bir heterojen grubudur ve siklikla genetik
nedenlere baglidir. Bu tanimlamaya gore, kardiyomiyopatiler genellikle miyokardiyal
yetersizlik ile iliskilidirler ve bu ya mekanik (Sistolik veya diyastolik) veya yasami tehdit
eden aritmilere yol acan primer elektriksel bozukluga baglidir. Kardiyomiyopatiler ya
sadece kalbi ilgilendirir veya sistemik hastaliklarin bir pargasi olabilirler (7). Baslica iki
gruba ayrilirlar; primer kardiyomiyopatiler (Genetik, genetik olmayan, edinilmis) sadece
kalp kasi ilgilendirirler, sekonder kardiyomiyopatiler yaygin sistemik hastaliklarin bir
pargas1 olarak patolojik miyokardiyal tutulum gosterirler. Infiltratif hastaliklara, depo
hastaliklarina, ilaglara veya toksik metabolitlere, inflamatuar hastaliklara, endokrin
hastaliklara, otoimmun hastaliklara ve noromuskiiler hastaliklara bagli olarak sekonder

kardiyomiyopatiler gelisebilirler.

WHO/ISCF siniflamasinda kardiyomiyopatiler baskin fizyopatolojik 6zelliklerine gore
simiflandirilirlar.  Dilate  kardiyomiyopati  (DKMP), en  yaygin  formdur;
Kardiyomiyopatilerin ¢ogundan sorumludur ve ventrikil dilatasyonu, kontraktil
disfonksiyon ve kalp yetmezligi semptomlart ile Karekterizedir. Hipertrofik
kardiyomiyopati (HKM); Sol ventrikil hipertrofisi olarak ta bilinir. Siklikla
interventrikiiler septumun asimetrik tutulumu vardir ve hastaligin ge¢ evrelerine kadar
kontraktil fonksiyon Kkorunur veya artar. Restriktif kardiyomiyopati (RKM), bati
ulkelerindeki en nadir formdur, diyastolik dolumun bozulmasi ve baz1 olgularda
ventrikiilde endokardiyal skarlasma ile kendini gosterir. Kardiyomiyopatiler arasindaki
ayirmm mutlak degildir ve siklikla drtiismektedir. Ozel anlamda HKM’li hastalarda duvar
sertligi de artmistir (Miyokardiyal hipertrofinin sonucu olarak) ve RKM’nin bazi
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Ozellikleri mevcuttur. Kardiyomiyopatinin daha seyrek iki formu tanimlanmistir:
Aritmojenik sag ventrikiil kardiyomiyopatisi ve siiflandiriimamis kardiyomiyopati. Bu
son grup icerisinde fibroelastoz, minimal dilatasyonlu sistolik disfonksiyon ve belirgin
trabekilasyonlar ve derin girintilerle birlikte yogun endokardiyal kalinlasma ile karekterize
olagan dis1 bir hastalik olan izole ventrikiil dilatasyon yer alir. Bunun yan1 sira, HKM nin
ge¢ donemlerinde ventrikil dilatasyonu ve sistolik kalp yetmezligi olusabilir ve DKM’yi
taklit edebilir (8).

4.2 KARDIYOMIYOPATILERIN SINIFLANDIRILMASI

Primer kardiyomiyopatinin ¢ ana kategorisinin her biri hipertrofik, dilate ve
restriktif bircok ailede bulunan Mendeliyan kalitiminin tutarl fenotipinin gosterdigi gibi
tek gen mutasyonlar1 nedeni ile olabilir. Cogu diger Mendeliyan ve mitokondriyal hastalik
aynt zamanda temel metabolik bozukluklarinin sekonder sonuglar1 nedeniyle

kardiyomiyopatiye neden olur.

4.2.1. Hipertrofik Kardiyomiyopati

Hipertrofik kardiyomiyopati 1:500 oraninda goriilen otozomal dominant genetik bir
kalp kas1 hastaligidir. Morfolojik olarak hipertrofi ile karakterizedir ve baska bir sistemik
veya kalp hastaligi olmaksizin hipertrofiye, dilate olmamis, normal sistolik fonksiyona ve
anormal diyastolik fonksiyona sahip sol ventrikiil ile tanimlanmaktadir (Sekil 1).
Hipertrofik kardiyomiyopatili hastalarin bir¢ogunda istirahatte sol ventrikiil ¢ikis yolu
obstruksiyonu mevcuttur ve bu fizyolojik provokasyon ile belirginlesebilir (7). Hipertrofik
kargfvbddiyomiyopatilerin yaklasik yarisi ailesel olup, sarkomer proteinini kodlayan
genlerde bozukluk saptanmistir. Hipertrofik kardiyomiyopati genellikle erken eriskin
dénemde tani alsa da, sarkomer mutasyonlarinin neden oldugu ge¢ baslangigl hipertrofik

kardiyomiyopati olgulart da mevcuttur (9).

Ailesel hipertrofik kardiyomiyopati, tanimlanmis kalin ve ince filamentlerin primer
defektleri olan sarkomer bir hastaliktir. En az 10 ve belki de daha fazla lokusta mutasyon
ailesel hipertrofik kardiyomiyopati’ye (FHC) neden olur (10). ilk tanimlanan gen kardiyak
beta-miyozis agir zinciridir (MYH7). Calisan popiilasyona bagli olarak tim FHC’de
saptanan mutasyonlarin ~ %50’si MYH7°de genindedir. (11,12). Ebeveynlerinin higbirinin



etkilenmedigi olgularda da MHY mutasyonlari olabilir, bu da genetik degisikligin anne ve
babanin yumurta ve spermlerinde olabilecegini akla getirmektedir. Anne ve babasinin
Iokosit DNA’larinda mutasyon goriillmemesine ragmen FHC’li ve MYH72 de aym
mutasyonu olan iki kardes germline mozaisizm olasigini fazlasiyla diisiindiirmektedir (13).
Beta miyozin agir zincirin isleyisinde degisiklige yol agan mutasyonlar, tespit edilme yas,
elektrokardiyografik anomaliler ve ani Olim agisindan kotii prognozludur (14,15). Bu
yiizden spesifik mutasyonu takiben ilgili spesifik geni tanimlamak klinik agidan oldukg¢a

onemlidir (16).

Normal Hipertrofik kardiyomiyopati

Sekil 1: Hipertrofik kardiyomiyopatinin sematik goruntusu.

4.2.2. Dilate Kardiyomiyopati

Dilate kardiyomiyopati kalp bosluklarinda dilatasyon ve sistolik disfonksiyonla
karakterizedir (Sekil 2). Dilate kardiyomiyopati progresif kalp yetersizligi nedenidir ve
ventrikiler ve supraventrikuler aritmilere, iletim sistemi anormalliklerine, tromboemboliye

ve ani Olime vyol acabilir. Dilate kardiyomiyopati sikligi 1:2500°dir ve kalp
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transplantasyonunun en sik nedenidir. Siklikla 3. veya 4. dekatta olmak (izere her yas
grubunda ortaya ¢ikabilir. Dilate kardiyomiyopatinin yaklasik %20- 351 aileseldir. Bunun
disinda pek cok nedeni vardir. Infeksiydz ajanlar (Coxsackievirus, adenovirus, parvovirus,
HIV gibi virtsler; bakteriler; mantarlar, parazitler), toksinler, alkol, kemoterapétik ajanlar,
otoimmun hastaliklar, noromuskuler hastaliklar, metabolik ve endokrin hastaliklar baslica
nedenleri olusturmaktadir. Otozomal, resesif ve X’e bagl kalitim s6z konusudur ve iliskili
pek ¢ok gen tanimlanmistir. Bunlardan bazilar1 kardiyak aktin, tropomyosin, troponin T, I,
ve C, miyozin agir zincir, miyozin baglayan protein C’dir (7). Hastalarin yaklasik yarisinda

etiyoloji belirlenemez ve idiyopatik dilate kardiyomiyopati olarak adlandirilir.

Normal Kalp Dilate kardiyomiyopati

Sekil 2: Dilate kardiyomiyopatinin sematik goruntusu.

4.2.3. Restriktif Kardiyomiyopati

Restriktif kardiyomiyopati kalbin sistolik fonksiyonlarinin ve duvar kalinliklarinin
normal ya da normale yakin oldugu, diyastolik volliimiin azaldigi ve restriktif dolus
paterninin gozlendigi bir kalp kasi hastaligidir (Sekil 3). Atriyum siklikla dilatedir ve
diyastolik fonksiyon bozulmustur. Sekonder restriktif kardiyomiyopati hipertrofik, dilate
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ve iskemik kardiyomiyopatilerin ge¢ doneminde veya amiloid gibi spesifik miyokard
hastaliklarina bagh olarak gelisebilir (17). Idiyopatik veya primer restriktif
kardiyomiyopatide ise bu nedenlerin hicbiri s6z konusu degildir ve bu durum oldukca

nadirdir.

Restriktif Kardiyomiyopati olgularinin ¢ogunun patogenezi, miyokardin infiltrasyonu
veya yenilenmesini veya her ikisini de kapsar. Nedenleri farklidir ve nongenetik veya
genetik olabilir. Genetik nedenler ¢ogunlukla kalbe sekonder etkileri olan metabolik
hastaliklardir. Diger bircok neden arasinda primer genetik formlari olan restriktif
kardiyomiyopatinin bir seklide endokardiyal fibroelastozistir. Diger mutasyonlar
perikardiyal konstriksiyon yoluyla restriksiyona neden olurlar. Sekonder bir nedeni
olmayan ve hemodinamik restriksiyona yol acan primer miyokardiyal fibrozisin izole

oldugu aile agaclar1 siniflandirilabilir degildir.

hipertrofik
kardiyomiyopati

restriktif
kardiyomiyopati

normal kalp

dilate kardiyomiyopati

Sekil 3: Restriktif kardiyomiyopatinin sematik karsilastirmasi.



4.2.4. Aritmojenik Sag Ventrikiil Kardiyomiyopatisi

Aritmojenik sag ventrikiil kardiyomiyopatisi (ASVK) ilk kez 1977 yilinda Fontaine
ve ark. tarafindan sag ventrikiil miyokardini tutan, dilatasyon, bolgesel hipokinetik alanlar
ve sol dal blogu ornekli ventrikiiler tasikardi ile karakterize ailevi bir hastalik olarak
tanimlanmistir (Sekil 4) (18,19). Sag ventrikiil serbest duvart kismen veya hemen hemen
tamamen yag ve fibroz doku ile yer degistirmistir (20,21). Insidans ve prevalansi kesin
olarak bilinmemektedir. Daha once kardiyak yakinmasi olmayan 65 yasin altindaki ani
6lumlerin kardiyak nedenlerini arastirildigi bir ¢alismada siklik %5 olarak bildirilmistir
(22). Aritmisi olan geng atletlerde %6, kardiyak arrest-ani 6lim atagi gecirmis olan
atletlerde ise %23 gibi ylksek bir siklikta saptanmustir (23).

Hastaligin edinsel (inflamatuar, toksik veya iskemik) ve kalitimsal oldugu
konusunda teoriler ileri siiriilmektedir. Baz1 arastirmacilara gore kalp kasinda inflamatuar
hiicrelere rastlanmasi ASVK' nin miyokardit sekeli olarak gelistigini gostermektedir
(24;28). Buna karsilik ¢ok sayida ailesel olgular bildirilmis ve hastaligin kalittminin tam
olmayan gecisli ve degisken iletilen otozomal dominant karakterde oldugu ileri
strilmiistir (29;33). Tek yumurta ikizlerinde hastaligin goriilmesi genetik bozuklugu
desteklemektedir (34). Kisa siire 6nce DNA "baglant1” analizi ile Rampazzo ve ark. (35)
tarafindan 14923-q24, Ahmad ve ark. tarafindan 3p23 lokalizasyonunda anormal genlerin
bulunmasi ve bu lokalizasyonlar ile beraber kromozom 1, 2, 3, ve 14'te iki ayr1 yerde
olmak {izere toplam bes ayr1 yerde bozukluklarin tespit edilmesi sonucunda hastaligin
kalitimsal oldugu fikri 6nemli 6l¢iide kabul gormiistiir (36;39). Otozomal dominant iletilen
bu kromozom bozukluklarinin yanisira Yunanistan'in Naksos adasinda diffiiz
nonepidermolitik palmoplantar keratoderma ile beraber olan 17. kromozomda bozukluk ve
otozomal resesif gegis gosteren nadir bir formu da tanimlanmistir (40,41). Genetik

biliminin hizla ilerlemesine ragmen heniiz tan1 i¢in genetik bir test yoktur.
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Mormal Kalp

Dilate Aritmojenik

Sekil 4: Aritmojenik sag ventrikiil kardiyomiyopatisinin sematik karsilagtirmasi.

4.2.5. Ozel Kardiyomiyopatiler

Kardiyomiyopatiler ya sadece kalbi ilgilendirirler veya sistemik hastaliklarin bir
pargasi olabilirler. Baslica iki gruba ayrilirlar. Primer kardiyomiyopatiler (genetik, genetik
olmayan, edinilmis) sadece kalp kasini ilgilendirirler. Sekonder kardiyomiyopatiler yaygin
sistemik hastaliklarin bir pargasi olarak patolojik miyokardiyal tutulum gosterirler.
Infiltratif hastaliklara, depo hastaliklarina, ilaglara veya toksik metabolitlere, inflamatuar
hastaliklara, endokrin hastaliklara, otoimmun hastaliklara ve noéromuskiiler hastaliklara

bagli olarak sekonder kardiyomiyopatiler gelisebilirler (Tablo 1).
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Iskemik: Kroner Arter daralmasi veya iskemik hasarla aciklanamayan deprese ventrikiiler

fonksiyonla birlikte dilate KMP seklinde ortaya cikar.

Valvular: Kapak darligi veya yetersizligine bagli olusan sol ventrikiil disfonksiyonu

olarak ortaya ¢ikar.

Hipertansif: Sistolik veya diyastolik disfonksiyonlarla iligkili kalp yetmezligi belirtileri

olan sol ventrikiil hipertrofisi seklinde ortaya ¢ikar.

Inflamatuvar: Miyokardit nedeniyle olusan kardiyak disfonksiyon.

Metabolik: Endokrin bozukluklar, glokojen depo hastaligi, hipokalemi gibi yetmezlikler

ve beslenme hastaliklar1 gibi ¢cok ¢esitli nedeni vardir.

Genel Sistemik Hastahk: Bag dokusu hastaliklar1 vesarkoidoz ve losemi gibi infiltratif

hastaliklar1 igerir.

Kas Distrofileri: Duchenne, Becker-type ve miyotonik distrofileri igerir.

Noromuskular Hastalik: Friedreich ataksisi, Noonan sendromu, and lentiginosisi icerir.

Duyarhhk ve Toksik Reaksiyonlar: Alkol reaksiyonlari, katekolaminler, antrasiklinler,

radyasyon ve digerlerini igerir.

Peripartum: Ilk olarak peripartumda ortaya cikar ancak heterojen bir grup oldugu

distiniilmektedir.

Tablo 1: Ozel kardiyomiyopatiler.
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4.3. DILATE KARDIYOMIiYOPATI

Dilate kardiyomiyopati normal sol ventrikiil duvar kalinlig1 ile beraber kasilma
disfonksiyonu ve ventrikiilde genisleme ile karekterize ilerleyici kalp kasi hastaligidir. Sag
ventrikiilde de genisleme ve disfonksiyon olabilir. Eksantrik hipertrofi nedeniyle kalbin
total kitlesinde artis mevcuttur. Miyokardiyal yeniden yapilanma, azalmis ejeksiyon
fraksiyonu ve stroke voliim, artmis kaviter voliim ve basinglariyla birlikte hemodinamik

bozulmaya yol acar (42).

Dilate kardiyomiyopatiden bir veya birden fazla neden sorumlu olabilir.
Miyokardiyumdaki normal miiskiiler fonksiyonda gelisen tiim degisiklikler, degisen
derecelerdeki kompanzasyon mekanizmalarinin sonucudur.

Dilate kardiyomiyopatinin tanisinda ekokardiyografi esastir. Kalp bosluklarinin
caplari ile fonksiyonlar1 degerlendirilebilir ve kapak ve perikard anormallikleri dislanabilir.
Troponin ve natriiiretik peptidlerin 6l¢limii tan1 ve prognozun belirlenmesinde yardimcidir.
Kardiyak manyetik rezonans goriintiileme ve ¢ok kesitli bilgisayarli tomografi giiniimiizde
kardiyomiyopatili hastalarda siklikla kullanilmaktadir. Dilate kardiyomiyopatili yash
hastalarda koroner arter hastalifinin dislanmasi tedavinin seklinin belirlenmesinde
onemlidir. Koroner arter hastaliginin siklikla goériildiigii bu yas grubunda anlamli koroner
arter darligin diglamak i¢in ¢ogunlukla koroner anjiyografi yapilmasi gerekmektedir.

Dilate kardiyomiyopatili yash hastalar gen¢ hastalara gére daha kotii prognoza sahip
olsalar bile prognoz ge¢mis yillara gore kalp yetersizligi tedavisinde iyilesmelere paralel
olarak diizelmistir. Bu 6zellikle anjiyotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri, anjiyotensin
reseptor blokerleri ve betablokerlerin kullanimu ile iliskilidir. Medikal tedavi ve hastaligin
daha erken teshisi ile dilate kardiyomiyopatili yash hastalarin yasam oranlar1 son yirmi
yilda belirgin artmistir (43). Yash hastalarda ilaglara bagli yan etki gelisme riski daha
yiiksek ve ilaglarin terapotik araligi daha dar olsa bile anjiyotensin doniistiiriicii enzim
inhibitorleri/anjiyotensin reseptor blokerleri ve beta- blokerler standart tedavi olarak

mutlaka onerilmelidir.

4.3.1. Dilate Kardiyomiyopati Etyolojisi ve Stmflandirma

Amerika Birlesik Devletlerinde konjestif kalp yetmezligi olgularinin yaklasik dortte

biri DKM’ye baglidir. Geriye kalanlarin ¢ogunda hastalik nedeni, koroner arter hastaliginin
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veya daha seyrek olarak hipertansif kalp hastaliginin sekelidir (44). Klinik DKM tablosu
gosteren tiim hastalarin yarisindan fazlasinda derin incelemeye ragmen herhangi bir
etiyoloji tanimlanamaz ve bu hasta grubu idiyopatik DKM olarak degerlendirilir (45). Bu
durumun, simdiye kadar belirlenmemis g¢esitli miyokard hasarinin yaygin bir tablosu olma
ihtimali vardir. Etken veya etkenler belirsiz olsa da, tum ilgi, ii¢ olasi temel hasar
mekanizmasi tlizerine yogunlasmistir: (1) ailesel ve genetik faktorler, (2) viral miyokardit
ve diger sitotoksik saldirilar ve (3) immiinolojik anormallikler.

DKMP’ de ailesel koken, beklenenden daha yaygin karsilasilan bir faktorddr.
DKMP’li hastalarin yaklagik %25-30’unun, bir genetik mutasyon sonucu olarak kalitsal bir
hastalik formu tasidiklar1 distiniilir (46). DKMP hastalarinin bazi asemptomatik
akrabalarinda, asikar semptomatik DKMP’ye ilerleyebilen subklinik sol ventrikil
blylmesi veya disfonksiyonu yada her ikisi birden bulunur (47). Cogu ailesel olgu
otozomal dominant gecis gostermektedir. Bir diizineden fazla kromozomal bdlge
tanimlanmistir ve daha fazlasinin tanimlanma olasilig1 yiiksektir (48). Ailesel DKMP,
hicre iskeletini, ¢ekirdek memranimni veya desmin, titin ve troponin T gibi konktraktil
proteinleri kodlayan genlerdeki mutasyonlardan kaynaklamir (48;51). Istisnai bir formu,
lamin A/C genindeki mutasyonlara baghdir ve iletim kusurlariyla degisken iskelet kasi
tutulumuyla ve erigkinlige kadar yasama oraninin azalmasiyla iliskilidir (52). Bir diger
varyant fosfolambani etkiler ve miyoselliiler kalsiyum diizensizligine yol agar (53).

Bununla birlikte, ailesel DKMP genetik olarak olduk¢a hetorojendir ve ayn1 zamanda
otozomal resesif ve X gecisli kalitm tanimlanmistir (54). Ailesel X gegisli DKMP
formlarindan biri, miyositlerin hiicre iskeletinin bir bileseni olan proteini (distrofin)
kodlayan genin promoter bolgesindeki ve birincil eksonundaki bir delesyona baglidir (55).
Bu hastalik formu, ortaya ¢ikan kardiyak distrofin eksikliginin ilgili DKMP’nin nedeni
oldugu yoniinde diisiindiirmiistiir (56). (Mitokondriyal DNA’y1 tutan mutasyonlarda
bildirilmistir (57).

Belirgin ailesel baglant1 goriilmeyen hastalarin herhangi birinde DKMP’ye genetik
yatkinlik olup olmayacagi hala belirsizdir. ileride asikar klinikk DKMP gelisme riski
bulunan asemptomatik tagiyicilarda hastaliga yatkinligin belirteglerini tanimlamada
molekiiler genetik tekniklerin kullanimina yogun bir ilgi artig1 vardir. DKMP’li hastalarda
olumsuz klinik seyirle iliskili olan anjiyotensin doniistiiriici enzim DD genetopi bu

belirteglerin bir 6rnegi olabilir (58). Ailesel bir baglanti bulgusu olmadigi durumlarda bile,
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yetmezlige giren kalpte cesitli gen degisimleri ve degisken kontraktil proteinlerden olusan

bir protein ekspresyonu gozlenir (43).

Ailesel DKMP

Ailesel bilinmeyen genler (Idiyopatik)

Sarkomerik protein mutasyonlari

Z- band mutasyonlar1 (LIM protein)

Sitoskeletal genler (Distrofin, desmin)

Nikleer memran mutasyonlar1 (Lamin)

Mitokondriyal sitopatiler

Hafif dilate konjestif kardiyomiyopati

Ailesel olmayan DKMP

Idiyopatik DKMP

Miyokardit (Infektif, otoimmun, inflamatuvar)

Peripartum DKMP

Alkol

Infiltratif hastaliklar ( Amiloidoz, sarkoidoz, hemokromatozis)

Bag dokusu hastaliklar1 (SLE, skleroderma, poliarteritis nodoza, ankilozan spondilit)

Endokrin hastaliklar(Hipotiroidi, akromegali, feokromasitoma)

Nutrisyonel (Tiamin, karnitin, selenyum, hipofosfatemi, hipokalsemi)

Noromuskuler hastaliklar

HIV

Radyasyon

Kronik tagikardi

Ilaclar (Kardiyotoksik kemoterapétikler, kokain, lityum, prednisone)

Akut romatizmal ates

Tablo 2: Dilate kardiyomiyopati siniflamasi ve etyolojik nedenler.
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4.3.2 Dilate Kardiyomiyopati de Dogal Seyir ve Prognoz

DKM’nin seyri iyi bilinmemektedir. Bir ¢cok hastada hi¢ semptom gorilmez veya
cok az goriiliir. Bu hastalarda hastaligin ilerleyisi belirsiz olmasina karsin uzun siireli
prognozun iyi olmadigina iligkin baz1 bulgular vardir. Bununla birlikte, semptomatik
hastalarda hastaligin seyri genellikle progresif kdotiilesme seklindedir. Kalp yetmezligi
hastalarinin %10-50’si ¢calismadaki hasta kohortuna bagh olarak bir yil i¢inde 6lmektedir
(30). Tipik bir kalp yetmezligi hastasi i¢in yillik mortalite orani yaklagik %11-13
hesaplanmistir (31).

DKM nedenli oliim riski yiikselmis hastalar i¢in g¢esitli klinik belirleyiciler
tanimlanmistir: protodiyastolik galo ritm varligi, ventrikiil aritmileri, ileri yas ve miyopatik
ventriklin inotrop uyarima yanit verme basarisizligi (32). Bununla birlikte, tek bir
ozelligin belirleyicilik agisindan giivenilirliligi yiiksek degildir ve herhangi bir hastada
klinik seyri ve sonucu belirli bir dogruluk derecesiyle tahmin etmek zordur. Bunun yani
sira, Ozellikle sag ventrikiill hem dilate hem disfonksiyonel ise daha fazla ventrikiil
biiyiimesinin ve daha agir disfonksiyonun daha kotii prognozla korelasyon gdsterme

egilimi vardir (33).

4.3.3 Dilate Kardiyomiyopati Patofizyolojisi

Dilate kardiyomiyopati hipertrofi olmadan ya da minimal hipertrofi ile birlikte sol
ventrikiil bosluk boyutlarinda artis ile beraber ventrikilde sistolik disfoksiyonla
karekterizedir. Hipertrofiye sol ventrikll kitlesinin bosluk boyutlarina oraniyla karar
verilir. Dilate kardiyomiyopatili kisilerde bu oran azalmistir. Kalp boslugu boyutlarindaki
genigleme primer veya sekonder nedenlerden olusabilmektedir. Dilate kardiyomiyopatiler
sistolik ve diyastolik disfonksiyonlarin ikisiyle de iliskilidir. Primer anomalide sistolik
fonksiyon azalmasi 6n plandadir. Bunu sistol sonu ve diastol sonu volimlerde artma
izlemektedir (59,60). Ilerleyici ventrikiiler dilatasyon mitral ve trikiispit yetmezligine
neden olur. Mitral yetmezligide ventrikiiler duvar stresi ve sistol sonu hacimleri arttirirken
kardiyak outputu azaltir. Sistolik disfonksiyon ve kardiyak outputtaki azalma nedeniyle
erken kompanzasyon atim hacmi, kalp hizi veya her ikisinde (Kardiyak output= atim
hacmi x kalp hizi) artis ile kompanse edilmektedir. Ayrica periferik vaskuler tonusta artis

da buna eslik etmektedir. Bu periferik tonustaki artts uygun kan basincinin
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stirdiiriilmesineyardim etmektedir. Ayrica hemoglobin disosiasyon egrisinde kayma ile
birlikte doku oksijen alim oraninda artis gézlenmistir (61). Diisiik kardiyak outputta temel
kompanzasyon Frank-Starling Kanunu ile agiklanmaktadir. Kalp kasi1 ventrikiiler dolum
sirasinda ne kadar gerilirse o kadar glcli kontraksiyon meydana gelir ve daha fazla kan
pompalayabilir. Bununla birlikte asir1 gerilme myokardiyal kontraktil bdoliimlerde
yetmezlige neden olmaktadir. Bu kompansatuvar mekanizmalar dilate kardiyomiyopatili
kisilerde kismi kompanzasyon ile semptomlari baskilayip taniy1 geciktirebilmektedir.
Ayrica, bu kompansatuvar mekanizmalar miyokardiyal hasar, disfonksiyon ve geometrik

remodelingin (Konsantrik yada eksantrik)’in daha da ilerlemesine yol agmaktadir (62).

4.3.4 Dilate Kardiyomiyopatinin Klinik Belirtileri

Hastaligin klinik bulgulari, baslangic doneminde belirsizdir. Etkilenmis kisilerde
yorgunluk, halsizlik, dispne veya c¢arpinti gozlenir. Hastalik ilerledik¢e kasilma islevinde
gerileme, kalp yetmezligi, atrial ve ventrikiiler aritmiler gibi bulgular gozlenir (63).
Hastalarin iigte birinde gogiis agris1 goriiliir. Hastalik progresif olur, hastalarin ¢ogu
semptomlar bagsladiktan sonra genellikle bes yil iginde oliir (64). Hastaligin belirli bir
patolojik bulgusu olmamasina ragmen kardiyak kiitlede artis ve ventrikiiler duvar
hipertrofisi gozlenir. Bununla birlikte, klinik septom gézlenmeyen hastalar da vardir. Sol
ventrikuler dilatasyon ve sistolik fonksiyonda bozukluk olmasina ragmen bireyler
asemptomatik gordlebilir. Bu bireylerde semptomlar egzersiz durumlarinda kendini
gosterir (63). Erken 6liimler, pompalamanin tamamiyle bozulmasi, tromboembolik olaylar
ve aritmi gibi bozukluklardan dolayr meydana gelir. DKM’ nin tanisinda kontraksiyon
islevinin azalmasina bagl olarak kardiyak sistolik ve diastolik boyutunda artma en temel
bulgudur (64). Sistolik kan basinci genellikle normal olmakla beraber bazi hastalarda
diistik olabilir. Hastalarin ¢ogu tasikardiktir ve solunum hiz1 artmis olarak goriiliir (65).

Yukarida belirtildigi gibi klinik belirtileri arasinda ilerleyen bir kalp yetmezligi,
kardiyak dilatasyon, azalmig sistolik fonksiyon, aritmiler, pompa yetersizligi, inme,
tromboembolizm ve hastaligin herhangi bir evresinde ani 6lim gorilebilir (66;69).
Oliimlerin {igte ikisi ilk iki y1l igerisinde meydana gelir. Bes yillik mortalite oram yaklasik
% 50 olup hastalarin ancak tigte biri 10 yil hayatta kalabilir (70).

Makroskobik olarak incelendiginde; dort odacigin dilatasyonu agikc¢a goriiliir (66,71).

Ventrikuller, atriyumlardan daha fazla genislemistir (71). Her iki ventrikiil odaciginda pihti
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olusumu sik goriiliir (66). Sol ventrikiil duvar1 kalinlig1 normaldir, fakat bazi olgularda sol
ventrikll kitlesinde artis oldugu bildirilmistir (66,71). Koroner arterler ve kardiyak
duvarlar normaldir (71).

Mikroskobik olarak incelendiginde; perivaskiiler ve interstisiyel fibrozise ait genis
alanlar aciga ¢ikar. Az miktarda nekroz ve nekroz bdlgesinin c¢evresinde mononuklear
hiicre gocli goriiliir. Miyosit boyutunda belirgin bir ¢esitlilik vardir; bazi miyokardiyal
hlcreler hipertrofik iken bazilar1 atrofiktir (71). G6giis rontgeninde sag ventrikiil bitylimesi

ile beraber veya sadece sol ventrikil buytimesi ile kardiyomegali goralur (70,72).

EKG bulgular ¢esitlidir ve nonspesifiktir. Ozellikle sol dal bloklar1 (Left bundle
branch blocks, LBBB) tim dilate kardiyomiyopati tiplerinde geneldir (71;73). Bazi
EKG'ler sol ventrikil hipertrofisi gosterebilir (72). Atriyal ve ventrikiiler tasiaritmiler

goralur (70;73), en yaygin olani atriyal fibrilasyondur (72).

Ekokardiyografi DKMP'in tanis1 i¢in kullanilan en kullamish testtir (72). Tum
odaciklar, ejeksiyon fraksiyonunda bir azalma ve hipokinetik sistolik duvar fonksiyonu ile

dilate olmustur. Ventrikiil duvar kalinligi normal veya artmis olarak bulunur (66,72).

4.3.5. Dilate Kardiyomyopati Tedavisi

Kalp yetmezligi hastalarinin tedavisinin amaglar1 hayatta kalmay1 giiclendirmek,
semptomlar1 ve maluliyeti asgariye indirmek , fonksiyonel kapasiteyi glclendirmek ve
hastaligin ilerlemesini geciktirmektir. Tedavide farmakolojik tedavi, destek cihazlari Jkalp

nakli , kardiyak resenkronizasyon tedavisi kullanilmaktadir.

Kalp yetmezliginin farmakolojik tedavisinde;

1. Didretikler
a. loop didretikler ( Furosemid)
b. potasyum tutucu diuretikler ( Spironolakton)
c. tiyazit grubu diuretikler
2. Vazodilatorler
a. organik nitratlar
b. nitroprussit

c. natridretik peptitler

o

nesiritit
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3. pozitif inotropik ajanlar

a. kardiyak glikozitler (Digoksin)
4. Adrenerjik agonistler

a. dobutamin

b. dopamin

c. adrenalin

d. noradrenalin
5. Fosfodiesteraz inhibitorleri

a. amrinon

b. milrinon

c. enoksimon

d. levosimendan
6. Norohormonal inhibitorler

a. Anjiotensin doniistiiriicii enzim inhibitorleri

b. Anjiotensin reseptér blokerleri

c. Aldosteron reseptor antagonistleri
7. Antiadrenarjik ilaglar

a. Beta adrenarjik reseptor blokerleri

4.3.6. Dilate Kardiyomiyopati ve Genetik

Idiyopatik  dilate  kardiyomiyopatinin ~ (DCM)  prevalans;,  hipertrofik
kardiyomiyopatinin yaklasik iki katidir ve yaklastk olarak 100.000’de 2-8’dir.
Agiklanamamig DCM olarak degerlendirilmis hastalarin yaklasik yarist idiyopatik olarak
tarif edilerek, sol taraftadir (74). Ailesel birgok dilate kardiyomiyopatinin (FDC) vakasi
bildirilmis olmasima ragmen, probandlarin rastgele serilerinde kardiak hastaligin klinik
bulgularin1 saptamak i¢in ¢ok az ¢alisma yiiriitiilmiistiir. Bu nedenle idiyopatik DCM’li
hastalarin ne kadarinin Mendeliyan hastaligi oldugu, ne kadarimin Mendeliyan hastalig
icin yeni bir mutasyona sahip oldugu ve ne kadarimin nongenetik nedenli fenokopilere
sahip oldugu belirsizdir. Mendeliyan bir durumu veya cevresel nedenleri diisiindiiren
pozitif aile 6ykisu tahminleri %7’den %30’lara kadar artar (11).

DCM’1i hastalarda ciddi disritmi riski olmasi nedeniyle, bu hastalig1 olan bireylerin

erken tespiti hayat kurtaric1 olabilir. Ekokardiyografi subklinik hastaligi olan etkilenmis
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akrabalar1 hassasiyetle tespit eder. Stipheli sol ventrikil blyumesi veya disfonksiyonu olan
bireyler ayaktan ekokardiyografik olarak goézlenir ve tani yine kesin olmazsa bagska
tetkikler yapilabilir. Idiyopatik DCM’li her hastada ayrntili aile dykiisiiniin alinmasi
gerekir, ¢iinkii bu hastalarin yaklasik %20’sinin etkilenmis akrabalarinin oldugu
bilinmektedir (75). Herhangi bir yakin akrabanin nispeten gen¢ yasta kardiyomiyopati,
disritmi veya ani oliim Oykiisii varsa, ailesel hastaligin riski hakkinda danigma ve aile
agacinin gbézden gecirilmesinin olas1 yararlari oldugu Onerilmelidir. FDC vakalarinin
¢ogunlugunda otozomal kalitim vardir, fakat X’e bagli, otozomal resesif ve mitokondrial
formlar1 da vardir (76;79). Klinik degiskenlik, tiim aile agaglarinda tanimlanir; hastaligin
ciddiyetinde, klinik fenotipte ve baslangi¢ yasinda farkliliklar tipiktir.

FDC’nin otozomal dominant formlarinin ¢ogunun nedenlerinin belirlenmesinde son
birka¢ yilda hatir1 sayilir derecede ilerleme kaydedilmistir. Hem enerji olusturulmasi hem
de enerji iletimini etkileyen mutasyonlar DCM fenotipine neden olabilir. Miyokardin
histolojik incelemesi genel olarak nonspresifik hipertrofi ve fibrozisi gosterir. Halbuki
elektron mikroskobunda mitokondriler belirgin sekilde farklidir. Bu bulgular diger
nedenlere bagli konjestif kalp yetersizligi olgularinda gozilkmez. Mitakondriyal
kromozomun farkli mutasyonlar1 dilate kardiyomiyopatiye neden olabilmesine ragmen,
cocukluk caginda baglayanlar1 da kapsayan ¢ogu olgunun kalitim sekli maternal gegisi akla
getirmez (79).

4.4. ATP BAGIMLI TASIYICI PROTEINLER

4.4.1. Coklu Ilac Direnci ile Tliskili Protein Ailesi

ABC (ATP-binding cassette) tasiyici ailesi gesitli ilaglarin, ksenobiyotiklerin ve
endojen bilesiklerin, membranlardan tasinmasini saglayan proteinlerden olusmaktadir.
ABC proteinleri substratlarint membranlardan pompalayan, ATP’ye bagimli olarak ¢alisan
primer aktif tagiyicilardir. Bunlarin barsak segmentleri, karaciger, bobrek gibi ilag emilimi,
metabolizmasi ve atilimindan sorumlu organlarin yani sira, beyin ve kalp gibi diger 6nemli
dokulardaki varligi da bilinmektedir. ABC tasiyici ailesinin O6nemli iiyeleri olan P-
glikoprotein (P-gp), coklu ila¢ direnci baglantili proteinler (MRP’ler) ve meme kanseri
direng proteini (BCRP), ilaglarin barsak atiliminda rol oynamakta; karaciger ve

bobreklerde ise ilaglarin sirasiyla safra ve idrar ile atilimlarini kolaylastirmaktadir. Bu
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nedenle, ABC tasiyicilarinin ilag ve ilag metabolitlerinin farmakokinetiginde ve

detoksifikasyonunda 6nemli gorev iistlendigi bilinmektedir (80;83).

4.4.2. ABCB1 (MDR-1) Geni

ABCBI geni diger adiyla MDR-1 (P-gp), 7.kromozomun q21.1bdlgesinde yerlesim
gosterir. 200 kilobaz (kb) uzunlugunda olup 28 eksona sahiptir (Sekil 5). MDR 1 geni 4,5
kb'lik bir mRNA' yi kodlar ve P-gp olusur. Genin kodlayan bdlgesi tamaminin sadece %5
kadarlik kisimini olusturur (84).

Degisik dokularin plazma zarinda yer alan tasiyict proteinlerin, ilaglarin
farmakokinetiginde onemli bir yere sahiptir. Ozellikle barsaklarda, hepatik ve bobrek epitel
hiicrelerindeki yerlesiminden dolayl, bu tasiyict proteinler ilaglarin  emilmesi,
biyouygunluk ve eliminasyonu agisindan 6nemlidir. Ayrica kan-beyin ve kan-plasenta
sinirlart gibi kanorgan sinirlarinda yer almalarindan dolay1 ilaglarin organlara transferinde
onemli rol oynarlar. Sadece endojen bilesenlerin degil ilaglar1 da igeren ekzojen substratlari
da tastyan MDR1 gen {iriinii olan P-glikoproteini, tasiyic1 proteinler arasinda en g¢ok
dikkati cekendir. Bunun nedeni pek ¢ok tedavi ilacinin P-glikoprotein substrati olmasi ve

baz1 hiicrelerde Pglikoprotein ifadesini etkileyen mutasyonlarin gériinmesidir(85).

Ix
|

Sekil 5: MDR 1 geninin 7. kromozomdaki yerlesimini gosteren diyagram.
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4.4.3. P-glikoprotein (P-gp, ABCB1, MDR1, Coklu ila¢ Direnci Proteini 1)

ABC (ATP-binding cassette) tasiyict ailesinin ilk kesfedilen tiyesi olan P-
glikoprotein (P-gp), ATP hidrolizine bagimli olarak ¢alisan ve efluks (disa atim) pompasi
islevi goren bir membran proteinidir (Sekil 6). ABC ailesinin ABCB alt ailesine ait olan
P-gp, insanda 7921.1’de yer alan MDRI1/ABCBI1 geni tarafindan kodlanmaktadir ve
klonlanan ilk ABC tastyicisidir. P-gp 1280 amino asitin birlesmesinden olusur ve molekiil
agirhg 170 kilodalton’dur. Molekiil, altisar transmembranal segment igeren iki

transmembranal alan ve iki niikleotid baglayici alandan olusmaktadir (84;87).

P-gp, 1976 yilinda Juliano ve Ling tarafindan, kolsisine diren¢li Cin hamsteri
yumurtalik hiicrelerinde asir1 eksprese edilen bir yiizey glikoproteini olarak tanimlanmustir.
(88). Daha sonra, tiimor hiicrelerinde varligi gosterilmis ve bu hiicrelerde P-gp’nin
antineoplastik ilaglar1 hiicre disina atarak ¢oklu ila¢ direnci olarak tanimlanan hicresel

siirecin gelismesinde rol oynadig1 saptanmastir.

P-gp, ila¢ ve diger ksenobiyotikleri viicuttan uzaklastirarak dogal bir savunma
mekanizmasi iglevi gormektedir. P-gp’nin anatomik lokalizasyonu ve efluks fonksiyonu
g6z Oniine alindiginda ilaglarin emilimi, dagilimi ve eliminasyonunda 6énemli rol oynadigi
gorilmektedir. Beyin, plasenta, testis, lenfosit gibi dokularda lokalize olan P-gp, ¢esitli
kan-doku bariyerini olusturarak ilaglarin duyarli doku ve hiicrelere girislerini
siirlandirmakta ve bu dokularda toplanmalarini azaltmaktadir. P-gp, bu hassas dokulari
zararli maddelere kars1 dogal koruma fonksiyonunu gergeklestirirken, bir taraftan da ilag
dagilimimi etkileyerek oOzellikle bazi ilaglarin (antipsikotik ilaglar, HIV proteaz
inhibitorleri, antineoplastik ilaglar) terapotik etkilerini gostermelerine engel olabilir.
Yapilan in vitro ve in vivo calismalarda P-gp inhibisyonu ve induksiyonunun ilag

etkilesmelerine neden oldugu gosterilmistir (85,87,89,90).
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Sekil 6: P-glikoprotein molekiler mekanizmasi.
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4.4.4. MRP Coklu Tla¢ Direnci iliskili Protein Ailesi

MRP ailesi 1992 yilinda tanimlanmis olup, su ana kadar dokuz MRP geni
tanimlanmistir. ATP bagimli tasiyici proteinlerin simdiye kadar bilinen en biiyiik protein
grubudur. MRP’ler Pgp’den farkli olarak N-terminalinde ilave bir yapisal farklilik gosterir.

MRP’ler organik anyonik tasiyicilardir. Ornegin metotreksat gibi anyonik ilaglar:
ve asidik ligandlar ile konjuge olmus glukronat, glutatyon, silfat gibi ilaclari tasirlar.
MRP-1, MRP-2 ve MRP-3 dogal organik ilaclara kars: direnc gelistirir iken, MRP-4’(in

niikleozid analoglarina karsi direng olusmasinda rolu vardir.

MRP-1: MRP-1 geni 16p13.1°de yerlesiktir ve 190 kDa buyukliigiindedir. MRP-1"in asirn
ekspresyonu sonucu vinka alkaloidleri, epipodofilotoksinler, doksorubisin, mitoksantrona
kars1 belirgin direnc¢ olusturmakta, daunorubisin ve epirubisine kars1 da oldukca yiksek
oranda direnc olusabilmektedir. iki ayr1 mekanizma ile glutatyonun MRP-1"e bagh direng
olusmasinda rol oynamakta olup, ya MRP-1"in bir substrat1 gibi ilac1 baglayabilmekte veya
ilaglar MRP-1 tarafindan glutatyon aracilikli olarak tasinabilmektedir (Sekil 7). MRP-1
ayrica modifiye olmamis ksenobiyotiklerin tasinmasinda da gorev almakta ve siklikla bu

islem icin glutatyona ihtiya¢ gostermektedir.
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Sekil 7: MRP1 molekiiler mekanizmasi (hd: hidrofobik ilaclar, X: anyonik konjugatlar, GSH:
glutatyon).

MRP-2: Coklu ilag direnci iligkili protein 2 (Multidrug Resistance Associated Protein 2,
MRP2), ABC tasiyici ailesinin ABCC alt ailesine dahildir. MRP2’nin biyokimyasal
karakterizasyonu, 1990°da Ishikawa ve arkadaslarinin (91), hepatositlerin kanalikuler
membraninda bulunan ve glutatyon-S konjugatlarini tagiyabilen bir ATP-bagimli tasiyici
proteini bulmalari ile baglamistir. 1996 yilinda insan ve sigan MRP2 geninin klonlanmasi
ile MRP2’nin yapis1 aydinlatilmistir (92). Insan MRP2 geni (ABCC2) 32 ekson icermekte
ve 100924 de bulunmaktadir. Herbiri 6 transmembran segmentten (TM) olusan MSD1 ve
MSD2 olmak iizere iki ve 5 TM’dan olusan ek bir (MSDO) ¢oklu membrana baglanan alan
icermektedir. Ayrica diger ABC tasiyict proteinler gibi iki adet ATP’nin baglandigi
sitozolik niikleotid baglayan alan (NBD) icermektedir (93).

MRP-3: 1997 yilinda kesfedilen MRP-3 geni 17921°de yerlesiktir. MRP-1’e dizi
benzerligi olan bir proteindir. Organik anyonlarin tasinmasim saglar. MRP-1 ve MRP-2’

ye yap1 olarak ¢ok benzemesine ragmen, diren¢ mekanizmasinda glutatyon aracilik etmez.
Karaciger, pakreas, bobrek ustii bezleri, bobrekler ve GiS’de bulunur. Karacigerde organik
anyonlarin kana saliniminda ve safra tuzlarinin salinminda rol oynar. Bobrek (sti

bezlerindeki rolleri bilinmemektedir.
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MRP-4: 13g31°de yerlesiktir. Nikleozid analoglarina karsi diren¢ olusmasinda roli vardir.
Ayrica  HIV  ilaglarina  karsi  da  [azidotimidin ~ monofosfat ve  9-(2-

fosfonilmetoksietil)adenin] diren¢ olusmasinda rol oynamaktadir.

MRP-5: 3927°de yerlesiktir. MRP-4 gibi nlkleozid analoglarina kars: direng olusmasinda

roll vardir.

MRP-6: 16p13.1°de yerlesiktir. En ¢ok karaciger ve bobreklerden eksprese edilmektedir.
Direncli timor hicrelerinde MRP-1 ile birlikte MRP-6 nmin da asirt ekspresyonu

izlenmektedir.

MRP-7: 6p21°de yerlesiktir. Molekil yapisi MRP-1,MRP-2, MRP-3 ve MRP-6" ya cok
benzemektedir. 6. kromozomun kisa kolunda kodlanan MRP-6, bu kromozomu glutatyon
metabolizmasindaki genler ile paylasmaktadir. Glutatyon S-konjugatlari ile ilgili ilaclara

kars1 birlikte direng olusturmaktadir.

MRP-8 ve MRP-9: 16q12’de yerlesiktir. 2001 yilinda MRP ailesinin iki Gyesi daha
kesfedildi ve literatire ABCC11 (MRP-8) ve ABCC12 (MRP-9) isimleri ile katildi. Her
ikisi de 16g12’de yerlesiktir. MRP-8’in %40’1, MRP-9’un %42’si MRP-5 ile identiktir ve
diger MRP’lerden yapisal olarak daha kiguktir. Fonksiyonel olarak ta nikleozid
analoglarina karst diren¢ olusmasinda rol oynar ve bu ozellikleri MRP-4 ve MRP-5’e

benzer.
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5. MATERYAL VE YONTEM

Bu calismaya T.C Istanbul Bilim Universitesi Etik Kurulu'ndan 01.09.2014/23-166

tarih ve say1 numarasi ile onay alinarak baslandi.

T.C Istanbul Bilim Universitesi Florence Nightingale Hastanesi’nin Kardiyoloji
Poliklinigine basvurmus ve retrospektif olarak ekokardiyografik degerlendirme ile
etyolojisine bakilmaksizin dilate kardiyomiyopati (KMP) tanis1 (LVDSC:>5.6cm ve
EF<%40 ) konulan 90 hasta dahil edildi. Malignite 0ykusl , aktif enfeksiyon veya kronik

bobrek yetmezligi olan hastalar ¢alisma disinda tutuldu.

Elde edilen veriler T.C istanbul Bilim Universitesi Florence Nightingale
Hastanesi’nin Kardiyoloji Poliklinigine bagvurmus ve kardiyak degerlendirme sonucu
Dilate KMP izlenmeyip, yukarida belirtilen dislama kriterleri gézlenmeyen 90 kontrol

birey sonuglari ile kiyaslandi.

5.1. MATERYAL

5.1.1. Sarf Malzemeler

Total RNA Isolasyon Kiti Filtreli Tlp Oligo-dT primer

1.5 ml santriftj Ttpu Distile Su 0.5 ml santrifuj Tupu
Baglanma Tamponu Sosyum Asetat Ribonukleaz inhibitori
Eritrosit BaglanmaTamponu | EDTA dNTP Mix

Yikama Tamponu-| cDNA Sentez Kiti Capillar
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5.1.2. Cihazlar

Real-Time PCR Santrifij Vortex
Elektroforez Sistemi Rotorgene RG3000 Corbett
5.2.YONTEM

5.2.1. Total RNA izolasyonu

90 hasta ve 90 kontrol bireyi igin, igerdigi 6zel filtreli tipleri ile periferik kandan
izolasyon yapilma amaclhh DNaz I uygulamasini da kapsayan Hibri Gen total RNA
izolasyon Kiti (Istanbul, Tiirkiye) kullanilarak Total RNA izolasyonu gerceklestirildi. Kitin
igerdigi eritrosit par¢alama tamponu ya da fikol soliisyonu kullanilarak periferik kandan
l16kositler ayirilip, 1.5 ml’lik santriflij tliplerine aktarildi. 400 pl baglanma tamponu
eklenerek calkalamali karistiricida 15 saniye karistirildi. Karigim toplama tiipii igine
yerlestirilmis filtreli tiipe aktarildi ve oda sicakliginda 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika
santrifiijlendi. Toplama tiipiine gegcen sivi atildi. Filtreli tiipiin tizerine 90 ul DNaz I
inkiibasyon tamponu ve 10 pl DNaz I iceren karisim eklendi. 15 dakika oda sicakliginda
bekletildi, sonrasinda 500 pl Yikama Tamponu-l eklenip 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika
santrifiijlendi. Toplama tiipiine gegen siv1 atildi ve filtreli tiipe 250 pul Yikama Tamponu-II
eklenip 13.000 dev./dak. hzda 4 dakika santrifujlendi. Filtreli tlp toplama kabindan
¢ikartildiktan sonra 1.5 ml’lik bos bir santrifiij tiipiiniin igerisine yerlestirildi. Uzerine 50 ul
¢ozlict tampon eklenip ve 10.000 dev./dak. hizda 1 dakika santrifiijlendi. Filtreden gecerek
santrifiij tipunde toplanan, icerisinde RNA c¢ozeltisini iceren yaklasik 25-30 pl sivi —
70°C’de saklandi.
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5.2.2. Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Morfolinopropan siilfonikasit (MOPS) agaroz jeli hazirlamak i¢in 0.5 gram agaroz
36 ml RNaz icermeyen distile su icerisine konuldu ve agaroz tamamen cozllene kadar
sitildi. Cozelti oda 1s1sinda veya musluk altinda elle dokunulabilir sicakliga erisene kadar
sogutuldu ve igerisine yiiriime tamponu olan MOPS’dan 5 ml ve %37°lik formaldehitden 9
ml eklendi. Kabarciklarin olusmamasina dikkat edilerek karistirildi. MOPS ve formaldehit
eklenmesi zaten sogutulmus olan agaroz jel ¢ozeltisinin daha fazla sogumasina neden
olacagi icin, dokme islemi agaroz tamamen jel haline doniismeden hizli bir sekilde
gerceklestirildi. Son olarak etidyum bromiir eklenerek 75 °C’de 10 dakika sitilip buz

izerine alinan total RNA ornekleri, jel katilagtiktan sonra kuyucuklara yiiklendi.

10X MOPS hazirlanisi:

0.4 M MOPS, pH 7.0 0.1 M sodyum asetat 0.01 M EDTA

5.2.3. cDNA Sentezi

Kontrol ve hasta gruplarina ait elde edilen total RNA 6rneklerinden ticari bir kit
olan Hibri Gen cDNA sentez kiti kullanilarak cDNA ’ya doniistiiriildii. Uretici firmanimn
onerdigi sekilde islemler gerceklestirildi.

1. RNA ¢0zeltisi —70°C’den alinarak buz tizerine konuldu.

2. Spektrofotometrede 6l¢iim yapilarak 1 pg RNA icerecek hacimde ¢ozelti alindi.

3. Uzerine 1 ul Oligo-dT primer 100uM ve toplam hacmi 20 pl’ ye tamamlayacak kadar
niikleazsiz DEPC’li distile su eklendi.

4. Cozelti 0,5 ml’lik PCR tiipiinde karistirildt ve 70°C’de 5 dk bekletildi ve hemen buza
konuldu.

5.Buz ilizerinde konularak sirasiyla, 4 ul tepkime tamponu, 1 pl riboniikleaz inhibitori
(20U/ul), 1 ul ANTP karigimi eklendi.

6. Karisim Pipet ile karistirilip 37°C’de 5 dakika bekletildi.

7. 1ul M-MuLV ters transkriptaz (20U/ul) eklenerek 42 °C’de 1 saat ardindan 70 °C’ de 10
dk bekletilip, buza konuldu.

8. Elde edilen cDNA +4°C’ de saklandi.
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DEPC’li steril su Reaksiyon hacmi 20 pl’ye
tamamlandi

Oligo-dT primer 100 uM 1 ul

Total RNA 1 ug

0,5 ml’lik PZR tiipiinde karistirildiktan sonra 70°C’de 5 dakika bekletildi ve tiipler hemen

buza alindi. Karigimin {izerine agagida belirtilen maddeler eklendi.

Reaksiyon tamponu 10Mm 4 ul
dNTP karigimi 1w
Riboniikleaz inhibitori (20U/ul) 1wl

Pipet ile karistirtlip 37°C’de 5 dakika bekletildi. Karistmin iizerine 1 pl M-MuLV ters
transkriptaz (20U/ul) eklendi ve 42°C’de 1 saat bekletildi. Ardindan 70°C’de 10 dakika

bekletilerek reaksiyon sonlandirildi. Buzda sogutulan 6rnekler -20°C’de saklandi.

Tablo 3: cDNA sentezi igin kullanilan bilesenler.

5.2.4. ¢cDNA Varhginin Dogrulanmasi

Revers Transkripsiyon basamagindan sonra elde edilen 6rneklerdeki cDNA varligi %

2.5 (w/v)’luk agaroz jelde cDNA’larin varligi ve kalitesi kontrol edildi.

Agaroz jel hazirlanisi:

Tampon/Solusyon Adi fcerik Son Konsantrasyon
5X TBE Tamponu pH=8.0 Tris baz 445 mM

EDTA 10 mM

Borik asit 445mM
Elektroforez Yukleme Sollisyonu Bromofenol mavisi 2.5 mg/mi

%10 SDS %1 (Wiv)

Gliserol % 87 (v/v)

Tablo 4: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan tampon ve sollisyonu.
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Elektroforez yiiritme tamponu olarak hazirlanan 5X TBE stok, dH,O ile 1/10
oraninda sulandirildi. Hazirlanan %2.5 (w/v)’luk agaroz jele, 5-6 pl PZR Urunt, 2-3 pl
yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi ve 120V’da 20 dakika yiirttiildii.

5.2.5. MRP-1 ve MRP-2 Geni I¢in Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Hedef gen olan MRP-1 ve MRP-2 geninin periferik kandaki anlatim diizeyini
belirlemek icin MRP-1 ve MRP-2  c¢cDNA’sina 06zgin primerler tasarlandi ve
sentezlettirildi. Referans gen (ABL1) i¢in de primer tasarlanip sentezlettirildi.

Primerler Urin
(bp)

Forward primer 5-CAGTGACCTCTGGTCCTTAAACAA-3
MRP1 Reverse primer 5-TTGGCGCATTCCTTCTTCC-3 122

Forward primer 5-GACACATCTGCCATTCGACAT-3
MRP2 Reverse primer 5-CGGATTGTGGCTTCCATATCA-3 140

Forward primer 5-TGACCCGAGGCACAGTAA-3

ABLL | Reverse primer 5-GCATCAACCAGACTCGTG-3 165

Tablo 5.’de belirtilen Sybr Green boya iceren 2X RT PCR master mix (Hibrigen) ve
diger PZR bilesenleri ile hazirlanan 28 pl’lik reaksiyon karisimina Tablo 6.’da verilen

¢ogaltim programi “Rotorgene RG3000 Corbett” cihazi kullanilarak uygulandi.

2X RT PCR master mix bilesenleri:

100 mM KClI 4 mM MgCI2 400 pM dNTPs

0.1 U/ul Taqg DNA Polymerase | 1x SYBR Green ther optimized buffer components
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PZR Bilesenleri pl/Tip
Steril distile su 8 ul
MRP-1 veya MRP-2 -F primer (10pmol/ul) 1 ul
MRP-1 veya MRP-2 -R primer(10pmol/pul) Il
2X RT PCR master mix 15 ul
cDNA 3l
Toplam Hacim 28 ul

Tablo 5: Gergek zamanli PZR i¢in PZR bilegenleri.

Program Turu Sicaklik (0C) Zaman Dongii Sayisi
[k denatiirasyon 95 5 dk -
Denatirasyon 95 20 sn

Baglanma 57 22 sn 38
Uzama 72 22 sn

Tablo 6: MRP-1 ve MRP-2 transkript varliginin belirlenmesinde kullanilan Ger¢ek Zamanli PZR
programi.

Her deneyde, yaklasik miktarlari 6nceden bilinen kontrol cDNA’lar1 da kullanilarak
PZR verimi hesaplandi. Hedef ve referans gene (ABL1) ait gogaltilan cDNA’larin miktar

degerlendirmesi yapilip farklilik oranlari nicel olarak ortaya koyuldu.
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6. BULGULAR

DKMP hasta grubu ile saglikli kontrol arasinda hedef genlerden biri olan MRP1

diizeyleri acisindan istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi ( Unpaired t test; t=5,675; p

< 0,0001). DKMP hasta grubu ile saglikli kontrol arasinda hedef genlerden bir digeri olan

MRP2 diizeyleri agisindan da istatistiksel olarak anlamli fark belirlendi ( Unpaired t test;

t=14,44; p < 0,0001). DKMP hasta grubu ile saglikli kontrol arasinda referans gen olan

ABLI diizeyleri agisindan istatistiksel olarak anlamli fark saptanmadi (Mann Whitney U
test; U= 197,5; p <0,9566).

DKMP Saghkh Kontrol p
n=90 n=90
Ortalama MRP1 ED 25,73 28,51 <0,0001
Ortalama MRP2 ED 28,58 35,13 < 0,0001
Ortalama ABL1 ED 25,26 25,24 < 0,9566

Tablo 7: DKMP hastalar1 ve saglikli kontrollerde MRP1, MRP2 ve ABL1 diizeylerinin

Calismada Yer Alan Gruplarin Ortalama Ct Degerleri

Ortalama Ct Degerleri

DKMP ve saglikh kontrollerde MRP1, MRP2 hedef genleri

40+

304

karsilastiriimasi.

204

104

ve ABL1 referans geni diizeyleri

Sekil 8 :DKMP hastalar1 ve saglikli kontrollerde MRP1, MRP2 ve ABL1 geni diizeylerinin
ortalama Ct degerleri.
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Denklem 1. Pfaffl Denklemi

ACt hedef ( kontrol— hasta
(Ehedef) I )

Oran = )ACt referans(kontrol— hasta)

(E referans

E: PZR verimi, ED: Esik deger, Q- RT PZR sirasinda her 6rnegin logaritmik faza girdigi
dongii numarasi ( Ct: Threshold cycle)

Kontrol ve Hasta Gruplarinda MRP-1 Orani

1 936(28,51—25,73) 1.936%78
1,943(25,24—25,26) = 1’943—0,02

Oran = = 6,35

Kontrol ve Hasta Gruplarinda MRP-2 Orani

1 936(35,13—28,58) 1 9366’55
1,943(25,24—25,26) = 1'943—0,02

Oran = =76,7

Pfaffl denklemi kullanilarak Q- RT PCR sonucu elde edilen mRNA miktar
verileriyle hesaplama yapildi. 90 DKMP hastas1 ve 90 saglikli eriskinden aliman kan
orneklerinde MRP-1 ve MRP-2 hedef genleri, ABL1 referans geni ile karsilastirilarak
MRNA dizeyleri incelendi. MRP-1 geni i¢gin, hedef gen/referans gen sonucu 6,35 olarak
bulunurken MRP-2 geni icin hedef gen/referans gen sonucu 76,7 olarak bulundu. Buna
gore, DKMP hastalarinda saglikli kontrol grubuna gore MRP-1 mRNA ekspresyonunun 6
kat fazla oldugu, MRP-2 mRNA ekspresyonunun ise 77 kat fazla oldugu belirlendi.
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6.1. MRP1 ve MRP2 GENININ ANLATIMI

6.1.1. Total RNA Izolasyon ve Kalitatif Tayini

Total RNA izolasyonu, 90 DKMP hastasi ve 90 saglikli kontrolden olusan kontrol
grubuna ait periferik kan oOrneklerinden Materyal ve Yoéntem béliminde 5.2.1.°de
belirtilen yonteme gore gergeklestirildi. Total RNA’nin pargalanmadan izole edilmesinin
kaniti olan 28S ve 18S’lik ribozomal RNA’lara ait bantlar formaldehit agaroz jel
elektroforezinde parlak ve keskin sekilde gozlendi (Sekil 8).

223

123

Sekil 9: Total RNA ornekleri. Fotografta 28S ve 18S’lik rRNA’lar goriilmektedir.

6.1.2. cDNA Sentezi ve Kalitatif Tayini

Total RNA o6rneklerinden cDNA sentezi, Materyal ve Yontem Bolimi 5.2.3’de
belirtilen yonteme gore yapildi. Elde edilen cDNA 6rneklerinden 5’er pl almip %2,5
(w/v)’luk agaroz jelde analizi yapildi. cDNA’lara ait bantlar UV 1sik altinda goézlendi
(Sekil 9).
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Sekil 10: cDNA sentezi Uriinlerinin agaroz jel elektroforezindeki gértndmleri. 1-6 cDNA

6.1.3. Nicel Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Q RT-PCR) Analizleri

Izole edilen total RNA &rneklerinden MRP-1 ve MRP-2 genine ait olan mRNA’lari
belirlemek i¢cin Materyal ve Yontem Bolimii 5.2.3.°de belirtildigi gibi gercek zamanl
polimeraz zincir reaksiyonu gerceklestirildi. Kontrol ve hasta bireylere ait hedef gen olan
MRP-1, MRP-2 ve referans gen olan ABL1 igin gerceklestirilen Q RT-PCR’in ekran
gorintileri ve erime egrisi analizi sekil 10, 11, 12, 13, 14’ de verildi.
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Fluorescence

g I "o Mg T20 To5 T30 T35 Cycle

Sekil 11: MRP1 Geni igin gergeklestirilen Q RT-PCR’1n ekran goriintiisii

Melting Peaks

0.2121
0192
0172
0152
0132
0112
0.092]
0.072]
0.052
0.032]
0.012]

g3. B4 E5 B8 w0 7. 74 iR 76 4 B2 B4 BB BS @i & B4
Temperature (*C)

Sekil 12: MRP1 geni i¢in erime egrisi analizi.
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Fluorescence

1=

5 "0 "5 20 725 ] T35 Cycle

Sekil 13: MRP2 geni i¢in gerceklestirilen Q RT-PCR’1n ekran goriintiisii.

Melting Peaks

0.276 ]
0.256]
0.236]
0.216]
0.196]
0176
0.156]
0.136]
0.116]
0.096 ]
0.076]
0.056]
0,036
0.016]

G2

B4 & B8 70 72 T4 75 ¥ 80 @2 B84 86 85 690 82 94
Temperature (°C)

Sekil 14: MRP2 geni i¢in erime egrisi analizi.
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Morm. Fluara.

0.08)

=
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Sekil 15: ABL1 Geni igin gerceklestirilen Q RT-PCR’1n ekran goriintiisii

38



7. TARTISMA

Ventrikiil dilatasyonu, kontraktil disfonksiyon ve kalp yetmezligi semptomlari ile
karekterize olan DKMP’ de ailesel koken, beklenenden daha yaygin karsilasilan bir
faktordiir. DKMP’li hastalarin yaklagik 9%25-30’unun mutasyonlar sonucu kalitsal bir
hastalik formu tasidiklar1 diisiiniiliir (46). Bununla birlikte, ailesel DKMP genetik olarak
oldukca hetorojen, ayn1 zamanda otozomal resesif ve X gecisli kalitim tanimlanmistir (54).
Bir diizineden fazla kromozomal bolge tanimlanmistir ve daha fazlasinin tanimlanma

olasilig1 yiiksektir (48).

Dilate kardiyomiyopati olusumasinda ailesel faktorlerin disinda infeksiy6z ajanlar
(Coxsackievirus, adenovirus, parvovirus, HIV gibi virlsler; bakteriler; mantarlar,
parazitler), toksinler, alkol, kemoterapdtik ajanlar, otoimmun hastaliklar, néromuskuler
hastaliklar, metabolik ve endokrin hastaliklar belirtilmektedir. Hastalarin yaklasik

yarisinda etiyoloji belirlenemez ve idiyopatik dilate kardiyomiyopati olarak adlandirilir.

o

DKMP coklu ila¢ tedavisi gerektiren, tedavilerin kisiden kisiye degistigi, uzun
donem takip gerektiren , maliyeti yiiksek, prognozu kotii olan kronik bir hastaliktir.
Medikal tedavi halen DKMP de en etkin ve ilk sira tedavi segenegidir. Kullanilan ¢oklu
ilag tedavisine ragmen hastadan hastaya klinik seyir ve ilag dozlarinda farkliliklar

izlenmektedir. Bu farkliliklarin bir sebebi de ilaglara kars1 gelisen direngtir.

Tedavi sirasinda ilaglara gosterilen diren¢ mekanizmalari ve ilaglara bagh yan etkiler
ilaglart metabolize eden enzimlerdeki genetik degisikliklere bagl olarak ayni toplumdaki
bireyler arasinda farklilik gosterir. Bu fark ilag direnci olusturan MRP genlerinin farkl

ekspresyonuna bagli olabilir.

Coklu ilag¢ direnci iliskili protein (Multidrug Resistance Associated Protein, MRP),
ABC tasiyict ailesinin ABCC alt ailesine dahildir. ABCC alt ailesi 13 proteinden
olusmaktadir. Bunlardan dokuzu MRP iliskilidir ve MRP1’den MRP9’ a kadar
isimlendirilmistir (sirastyla ABCC1-6 ve ABCC10-12) (2).

Kees ve ark. yaptigi ¢alisgmada, pek ¢ok saglikli dokuda diisiik miktarda MRP gen
ekspresyonunu gostermis ve aralarinda anlamli bir farklilk goézlenmemistir. MRP

ekspresyonunun saglikli dokulardaki bu diizgiin dagilisi, bu genin varliginin saglikli
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hiicresel fizyoloji igin gerekli oldugu fikrini ortaya koymustur. Fakat, hiicredeki spesifik

fizyolojik fonksiyonlari konusunda hala net bulgular yer almamaktadir (94).

Ayni c¢alismada, akut lemfositik 16semi (ALL) ve kronik lemfositik 16semi (KLL)
hastalarinin lenf nodu biopsisi ile elde edilen dokularinda, MRP ekspresyon dizeyleri
incelenmistir. iki grubun incelendigi bu ¢alismada, yeni tan1 konmus ve hig tedavi almamis
hasta grubu ile hastaligin tekrar ortaya ¢iktig1 kanserli hasta grubu ele alinmustir. incelenen
hasta gruplar1 arasinda MRP ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir farklilik
saptanmamustir. Benzer sekilde, kotii prognoz izlenen hastalar ile iyi prognoz izlenen
hastalar arasindaki MRP gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir farklilik saptanmamagtir.
Sonug olarak bahsi gegen calismada, kanser tedavisine gosterilen zayif cevapta MRP gen
ekspresyonlarinin etkisinin gozlenmedigi ortaya ¢ikmustir (94). Schneider ve ark.nin
yaptig1 calismada ise, aksi sekilde ALL hastalarinda yeni tanist konmus grup ile hastaligin
tekrar niiks ettigi hasta grubunda, MRP gen ekspresyon seviyeleri arasinda anlamli bir fark
bildirilmistir (95). Sonu¢ olarak, daha genis ¢apli galismalar sonucunda elde edilecek

veriler ile MRP ekspresyonunun klinik iligkisinin daha net ortaya konmas1 gerekmektedir.

Tumor hucrelerinde yapilan randomize klinik ¢alismalar degerlendirildiginde,
sentetik, potent ve selektif ABC modilatorlerinin antineoplastik ilaclarla bir arada
kullanilmasi, ila¢ direncinin asilmasinda yeterli olmadigindan kanser tedavisine bilinen ek
bir yarar1 saptanamamistir. Bu durumun nedeni olarak ABC ailesindeki birgok tastyici
proteinin s6z konusu ¢oklu ila¢ direncinde rol almasi gosterilmektedir. Ayrica, uygulanan
antineoplastik ilacin veya modiilatériin uygulama zamaninin yanlis olmasi basarisizlikta
bir etken olabilir. Bu sonuglar, ¢galismamizin amaglar1 olan dogru hastaya, dogru zamanda

etkin dozda ila¢ uygulamasinin 6nemi ile ortiismektedir.

Timor hiicrelerinde, kanser ilaglarina karsit direngten sorumlu oldugu bilinen bu
proteinlerin ayrica bobrek, ovaryum, akciger gibi dokularda da sentezlendigi ve
ksenobiyotiklere karsi hiicre igerisinde efluks pompasi gorevinde olup adeta bekgi bir
protein gibi ¢alisarak savunma mekanizmasi olusturdugunun gosterilmesi Schneider ve
ark. bulgularin1 destekler niteliktedir.Ayrica karaciger kanalikiiler zarlarinda ve bobrekte
proksimal tiibiillerin apikal membraninda yiiksek oranda eksprese edilen MRP2, ilaglarin

metabolizma esnasinda konjugasyonu, metabolitlerin olusmasi ve toksinlerin atilmast gibi
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stireclerde Onemli aktif rol oynadigmmin bilinmesi, klinik agidan da O6nem tasidigini

gostermektedir.

Kalpte eksprese olan ABC tasiyici proteinlerinin fonksiyonu net bilinmemesine
ragmen, kardiyak ekspresyonu olan bazi ABC proteinlerinin diger bir¢cok organla iligkisi
oldugu bilinmektedir. ABCCS5 proteininin insanda sol ventriktlde, damar endotelinde ve
diiz kas hiicrelerinde lokalize olan MRP5 geninin iskelet kaslari, bobrek, kalp ve beyinde
yiiksek oranda eksprese oldugu gosterilmistir (96). Ayrica, fare ve siganlarin kalbinde de
eksprese olan ABCC8 (MRP8) , ABCC9 (MRP9) proteinlerinin lokalizasyonu bildirilmis
daha sonrasinda da insan kalbinde MRP8 ve MRP9 geninin ekspresyonu gosterilmistir. Bu
durumda, viicudun pek ¢ok bdélgesinde ifadesi olan MRP ilaca direng genlerinin pek ¢ok

hastaligin medikal tedavisinde belirleyici olabilecegini diisiindiirmiistiir.

Gibson ve ark. yaptig1 bir calismada, MRP gen ekspresyonunun ve doksorubisin
(DOX) birikiminin kardiyak ve iskelet kaslarindaki yasa bagl etkileri izlenmistir. DOX,
kanser kemoterapisinde kullanilan, antrasiklin tirevi oldukca etkili bir antibiyotiktir. DOX
birikimindeki artisin kardiyomiyopatiyi tetikledigi bilinmekle beraber 4 yasindan kiiciik
cocuklarda ve 65 yasindan biiyiik eriskinlerdeki yan etkileri asikar olarak ortaya konmus
ve MRP genlerinin bu olguda 6nemli bir faktor oldugu diisiiniilmiistiir. Yapilan ¢alismada
MRP2 ve MRP7 ekspresyonunda yasa bagli belirgin bir azalma gozlenirken, MRP1
ekspresyonunda yasa bagh bir degisiklik gézlenmemistir. Caligma sonucunda; yasa bagli
olusan DOX birikimindeki artiga, yasa bagli gelisen MRP ekspresyonundaki azalmanin bir
faktor olarak sayilabilecegi bildirilmistir (97). Literatiirdeki bu bilgiler 1s1ginda, MRP
genlerinin  DKMP hastaliginin  tedavisinde ilaca direng gelismesinde ekspresyon

miktarlarinin 6nemli oldugunu diistindiirmiistiir.

Hastaliklarin tedavisinde ilaca direng gelismesinde aktif rolii oldugu bilinen iki farkli
yaklasim s0z konusudur. Bunlardan biri ¢oklu ila¢ direnci bir digeri ise gen
polimorfizmidir. Gen polimorfizminin incelendigi calismalar, ¢oklu varyant ve genis
populasyon gerektirmektedir. Belirlenen polimorfizmlerin ardindan enzim miktar ve

aktivitelerinin de degerlendirilmesi gerekmektedir.

Yan Wang ve ark. yaptigi, Asyali ve ilaca direngli epilepsi hastalarinda ABCC2
(MRP2) gen polimorfizminin gosterilmesini i¢eren 8 g¢alismanin meta analizinde anlamli

bir fark izlenmemistir sadece MRP2 G1249A polimorfizmini tasiyan Asyalilarda ilaca
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direngli epilepsi oraninin daha az goriildiigii belirlenmistir (98). Bu oranin azlig: ilag
direncinin azalmasi sonucunda olusabilecegi diisiiniilse de, bu caligmalarin daha genis

hasta grubu ile dogrulanmaya ihtiyaci vardir.

Lazarowski ve ark. tarafindan domuzlar iizerinde yapilan bir calismada, ilag
direnci olusturan MDRI1 geninin kodladigi P-glikoprotein-170 (Pgp-170) dizeyleri
incelenmistir. Pgp-170 plazma membraninda katyonik akis pompasinda gorevli bir
proteindir. Bu protein hiicreden hidrofobik bilesenlerin uzaklastirilmasini saglamakla
gorevlidir. Pgp-170’in rutin olarak kalpte eksprese edilmedigi fakat hipoksi aninda kalpte
ekpresyonunun basladigi ve arttig1 izlenmistir. Bu durum dogal olarak bu tasiyicilarin,

medikal tedavi slrecinde etkili olabilecegini akla getirmektedir (99).

Yapilan ¢aligmalarda ABC tasiyict proteinleri; emilim, metabolizma, dagilim ve
atilm  organlarindaki ekspresyonlart  nedeniyle  organizmadaki  dokularin
ksenobiyotiklerden korunmasinda ve ksenobiyotik detoksifikasyonunda kritik rollerinin
bulundugu belirtilmistir. Bu durum dogal olarak, bu tasiyicilarin ilaglarin etkinliginde ve
giivenliginde degisiklik yapabilecegini beraberinde getirmektedir. ABC proteinleri ayni
zamanda emilim, metabolizma, dagilim ve atilm diizeylerinde ilac-ila¢ ve ilag-besin
etkilesmelerine sebep olabilmektedir. Bu etkilesmeler klinik olarak anlam tagimakta ve goz

ard1 edilmemesi gerekmektedir.

Benzer sekilde, Leier ve ark. MRP genlerinin belirli dokular1 ksenobiyotiklerin
zararlarindan korumada rol oynadigi ve glutatyon transportunun MRP1 aracili oldugunu
one siirmiislerdir. Onemli olarak, glutatyon (GSH;y-Glu-Cys-Gly) varliginda hidrofobik ve
katyonik ilaclarin gogunun MRP1 ve MRP2 tarafindan tagindig: belirtilmistir (100).

Mattiello ve ark. yaptig1 bir calismada trombositlerde Aspirinin MRP4 i¢in substrat
oldugu gosterilmistir ve yine ayni calismada kroner arter bypass greftleme operasyonu
sonrast MRP 4 ekspresyonunun arttig1, bu artigla beraber Aspirine kars1 olusan direncin de
arttig1 gézlenmistir. Bu durumda Aspirinin etkisinin azaldigi ve Aspirine alternatif olarak
Cilostazol kullaniminin uygun oldugu 6nerilmistir (101). Bu ¢alismanin sonucu ile , bizim
calismamizda gostermeyi amagladigimiz ilaca diren¢ noktasindaki kisisel farkliliklar
aciklamak ve dogru hastaya, dogru zamanda, etkin ila¢ uygulamas: ile verilen tedavilerin
bu baglamda etki diizeylerinin arttirilmasinin hastaligin prognozu agisindan da 6nemli

olacag diisiincesini destekler nitelikte oldugu anlasilmaktadir.
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Yukarida tartisilan ¢aligma sonuglari, farkli organlardaki gen ekspresyonlarinin
degerlendirilmesi yoniinden Onemli bulgular niteligini tasimaktadir. Fakat literatlrde
DKMP hastaligr ile MRP1 ve MRP2 geninin ¢alisildig1 bir ¢alisma olmadigindan, bu
calismada elde ettigimiz sonuglar1 direkt olarak karsilastiramamaktayiz. Literatiirde bu iki
genin hedefledigi hasta gruplart genelde kanser tilirevleridir. Tartismada bahsi gegen
caligmalara ait bulgular 1s183inda, MRP1 ve MRP2 genlerinin hasta grubunun kontrol
grubuna oranla artmis ekspresyonunun, DKMP hastalarinin medikal tedavisi sirasinda ilaca
direng olusmasinda etkin rol oynayabilecegini gostermistir ve literatlirle uyumlu

bulunmustur.

Sonug olarak; tedavi baslangicindan oOnce, hastaya ait bu iki genin transkript
miktarini belirlemek, ilag kullaniminda olusacak muhtemel direnci 6ngoérmek agisindan

onemli olacaktir.
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8. SONUC

MRP-1 ve MRP-2 genlerinin hedeflendigi c¢alismalarin 1s18inda, bu genlerin ilag

direncinde etkin rol oynadig bilinmektedir.

Yaptigimiz bu tez ¢alismasinda, 90 DKMP hastasi ve 90 saglikli erigkinden alinan
kan orneklerinde MRP1 ve MRP2 hedef genleri, ABL referans geni ile karsilastirilarak
MRNA ekspresyon diizeyleri incelendi ve MRP1 mRNA miktarmin hasta grubunda 6 Kat,
MRP2’nin ise yine hasta grubunda 77 kat fazla bulundugu saptanmistir. Artmis MRP-1 ve
MRP-2 gen ekspresyonunun tedavide coklu ila¢ kullanimimi gerektiren DKMP’li
hastalarda tedaviye yanttaki kisisel farkliliklar1 ag¢iklamak igin bir zemin olusturabilecegi
diistiniilmiistiir.

Ayrica akilcr olmayan ilag kullaniminin getirecegi; hastalarin tedaviye uyumunun
azalmasi, istenmeyen ila¢ etkilesimleri, bazi ilaglara kars1 direng gelismesi, hastaliklarin
tekrarlamasi ya da uzamasi, tedavi maliyetlerinin artmasi faktorlerinin 6nlenmesi agisindan
da calisma sonug¢larimiz Onem tasimaktadir. Nitekim sonuglarimizin uzun doénem
takiplerinde sik dekompanse olan DKMP’li hastalarin incelendigi, daha genis hasta

guruplari ile yapilacak ek calismalarca desteklenmesi gerekmektedir.
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