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1. OZET

Endotelyal nitrik oksit sentetaz geninde belirlenen mutasyonlardan biri 5’ flanking
bdlgesinde, nukleotid 786’da timidin ile sitozinin yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar.
Bu polimorfik genin  eNOS promotor aktivitesi ve NO sentezinde azalmayla
sonuglandigr koroner arter spazmi, KAH ve yayginligi, miyokard infarktisu ve
hipertansiyon ile iligkisi ¢esitli galismalarda ortaya konmustur. MDR1 geninin kodladigi
P-gp’nin, 6zellikle 3435C—T gen polimorfizimine sahip bireylerde klopidogrel tedavisi

altinda tekrarlayan kardiyak olay yasama ihtimalini arttirdig1 gosterilmistir.

Yaptigimiz bu c¢alismada eNOS ve MDR1 genetik polimorfizimlerinin
asetilsalisilik asit ve/veya klopidogrel kullanan akut koroner sendrom hastalarindaki
etkilerini inceledik.

Asetilsalisilik asit, klopidogrel veya her ikisini beraber kullanan c¢alisma
grubunda olan hastalarin eNOS tek gen mutasyonu agsindan kontrol grubundan farkl
olmadigi saptandi (p=0.931). C/T aleline sahip birey sayisI ¢alisma grubunda n=16
(38,1%) kontrol grubunda n=18 (%37,5) olarak izlendi. C/C homozigot bireyler ise
¢alisma grubunda n= 5 kontrol grubunda n=7 olarak izlendi.

MDR1 tek gen mutasyonuna sahip bireylerin sayinin antiagregan kullanan
¢alisma grubu ile kontrol grubu arasinda istatistiksel olarak farkli olmadigini saptadik
(p=0,521). Calisma grubunda T aleli tastiyan homozigot birey sayisi n=5 (%11.9)
kontrol grubunda ise n=7 (%14.6) idi. T aleli tagsiyan heterozigot birey sayisiise ¢alisma
grubunda n=26( %61,9) kontrol grubunda ise n=24 (%50,0) idi.

Sonu¢ olarak calismamizda MDR1 ve eNOS tek gen polimorfizminin
antiagregan kullanan hastalarda AKS sikligini artirmadigini, 65 yas ustlu hastalarda
MDR1 polimorfizminin antiagregan kullanimina ragmen AKS riskini arttirdigini
saptamig olduk. eNOS ve MDR1 birlikteliginin yaygin damar hastaligi ile birlikte

oldugunu ortaya koyduk.



2. SUMMARY

One of the mutations identified in the endothelial nitric oxide synthase gene 5
'flanking region, arises from the nucleotide cytosine to thymidine in the displacement
of 786. Some studies showed that this polymorphic gene is related to decrease in
promotore activity of eNOS and synthesis of nitric oxide, coronary artery spasm,
presence and severity of coronary artery disease, myocardial infarction, hypertension.
The MDR1 gene encoding P-gp gene, particularly 3435C—T polymorphism, has been
shown that individuals taking clopidogrel increase the likelihood of recurrent cardiac

events.

In this study we investigated effects of eNOS and MDR1 polymorphisms in acute
coronary syndrome patients using clopidogrel and/or aspirin.

eNOS polymorphism was not different in patients using asetyl salisilic aside,
clopidogrel or both of these drugs than control group (p=0.931). The number of patients
who had C/T and C/C allel were 16 (38,1%) and 5 in study group and 18 (%37,5) and
7 in control group, respectively.

The number of patients with MDR1 single gene mutation had no statistically
different into two groups in our study (p=0,521). The number of individuals with the
homozygous T allele was 5 (11.9%) in the study group and 7 (14.6%) in the control
group, respectively. The number of heterozygous individuals carrying the T allele in
the study group was 26 (61.9%) and in the control group, was 24 (50.0%), respectively.

In conclusion, we found in our study MDR1 and eNOS polymorphisms are not
increase the frequency of acute coronary syndrome in patients using antiagregan drug
but MDR1 polymorphism is increase the risk in patients more than 65 years. And we
showed MDR1 and eNOS polymorphisms together is related to severity of coronary

artery disease.



1. GIRIS ve AMAG

Koroner arter hastaligi (KAH) dinyanin diger Ulkelerinde oldugu gibi Glkemizde
de onemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Onat ve ark. tarafindan Ulkemizde
yapilan TEKHARF (Tuark Eriskinlerinde Kalp Hastaligi Ve Risk Faktorleri Kohort
Calismasi) ¢alismasinda 10 yillik strede nedeni bilinen tim olimlerin %42’sinin KAH
kokenli oldugu bulunmustur (1). Ateroskleroz, koroner arter hastaliginin, en sik
gorulen nedenidir. Ateroskleroz ¢ogunlukla lipid toplanmasina baglh olarak orta boyutlu
ve buyuk arterlerde meydana gelen kronik, multifokal, immuno-inflamatuvar ve
fibroproliferatif bir hastaliktir. Daha énceden yapilan seri anjiyografik ve fizyopatolojik
gozlemler koroner arter hastaliginin dogal ilerlemesinin iki farkh surec icerdigini
gOsterir; yavas yavas on yillar boyu kademeli olarak limenin daralmasina yol agan
sabit ve hemen hemen hig geri donlsu olmayan sure¢ (ateroskleroz, stabil koroner
arter hastaligi) ve hizli koroner tikanmaya neden olan, yavas ilerlemeyi aniden
noktalayan, dinamik ve geri donusl olan sure¢ (tromboz veya vazospazm, akut
koroner sendromlar). Kronik kararll anjinadan sorumlu lezyonlarda genellikle
ateroskleroz baskin iken, akut koroner sendromlarda lezyonlarin énemli bir bilegsenini

tromboz olusturur (2).

Ug temel fizyopatolojik mekanizma vaskiler inflamasyon ile akut koroner
sendrom gelisimini birbirine badlar. Birincisi, aterosklerotik plak icerisindeki
inflamasyon; monosit toplanmasi, makrofaj aktivasyonu ve serbest radikallerin salinimi
ile gordlir. Bunun sonucunda, metalloproteinazlarin aktivasyonu ve plaklarin
destabilizasyonu meydana gelir. ikincisi, paradoksal vazokonstriiksiyon; trombosit
agregasyonu, trombin-endotelin 1 salinimi ve sempatik uyarim ile tetiklenen endotel
disfonksiyonu ile baglantihdir. Uglinciisii, trombojenisite; nitrik oksit (NO), prostasiklin,
protein C/S ve doku plazminojen aktivatorunin endojen konsantrasyonlari ile doku
faktori ve endotel kokenli apopitotik mikro partikllleri igeren plak bilesenlerinin

protrombik uyarisi arasindaki dengesizlikten dogar (3).



Aterosklerozun baglamasi, ilerlemesi ve komplike olmasinda endotel
disfonksiyonu 6nemli rol oynar. Endotel, vazomotor tonusun regulasyonu, trombotik
surecleri ve vaskuler tonusu etkileyen prostasiklin, endotelin-1 ve nitrik oksit salinimi
gibi fonksiyonlari ile vaskuler hemostazin korunmasindan sorumludur. Oksitadif stres
artisi ve nitrik oksit biyoyararlaniminin azalmasi endotel disfonksiyonuna neden olarak

ateroskleroz gelisimine zemin hazirlayan faktorlerdendir.

Nitrik oksit bazal vaskuler diz kas tonusunun temel belirleyicisi olmanin yaninda,
anijotensin 1l ve endotelin-1 gibi endotel kokenli guc¢li vazokonstruktor faktorlerin
etkisine kargi koyar. NO, vaskuler endotelde endotelyal nitrik oksit sentetaz (eNOS)
enzimi tarafindan L-argininden sentezlenen vazoaktif bir maddedir ve vaskuler duz
kas gevsetici etkisi ile endotel bagimli vazodilatasyonun ana mediyatoruduir. NO’in
vaskuler endotelde ateroskleroz gelisimini Onleyici ¢esitli etkilerinin  oldugu
gOsterilmistir. Trombosit ve I6kositlerin endotele yapismasini 6nler, vaskuler diz kas
hdcrelerinin - migrasyonunu ve proliferasyonunu azaltir; LDL oksidasyonunu
kisitlayarak LDL’nin aterojenik LDL’ye donusimunu engeller (4). Son yillarda eNOS
enzimini kodlayan gende ¢esitli mutasyonlar saptanmig, bu mutasyonlarin bozulmus
NO salinimina, sonug olarak da koroner arter hastaligina (KAH) ve hipertansiyona

neden olabilecegi bildiriimistir (5-6).

Endotelyal nitrik oksit sentetaz geninde belirlenen mutasyonlardan biri 5’ flanking
bdlgesinde, nlkleotid 786’da timidin ile sitozinin yer degistirmesi sonucu ortaya ¢ikar.
Bu polimorfik genin eNOS promotor aktivitesi ve NO sentezinde azalmayla
sonuglandigi koroner arter spazmi (5), KAH ve yayginhdi (6,7), miyokard infarktlsu (8)
ve hipertansiyon (9) ile iliskisi gesitli ¢alismalarda ortaya konmustur. Yapilan bir
calismada eNOS geninin  T-786 C mutasyonunun toplumumuzda koroner arter

hastaliginin varligi ve yayginliginda rol aldigi gosterilmigtir (10).

ABCB1 (ATP-baglayici kaset B ailesi) olarak da bilinen insan MDR1 (Multidrug
Resistance) geni 7p21’de lokalizedir ve 28 ekzon igermektedir. MDR1'in kodladigi P-
glikoprotein (Pgp), ABCB1 ailesinin bir uyesidir. P-gp, ATP bagimli olarak
ksenobiyotiklerin, metabolik artik Urlnlerin ve pek c¢ok ilacin hicre disina
pompalanmasinda fonksiyon goérur (11). Bugun icin P-gp’nin gastrointestinal yol
boyunca ilag absorbsiyonunu etkiledigi, ilaglarin safra ve idrara atilimini sagladigi ve

yine ilaglarin kan-beyin bariyerini gegisini engelledigi bilinmektedir.



MDR1 geninin kodladigi P-gp’nin, 6zellikle 3435C—T gen polimorfizmine sahip
bireylerde klopidogrel tedavisi altinda tekrarlayan kardiyak olay yagama riskinin arttigi

gosterilmigtir (12).

Akut koroner sendromlu hastalarla ilgili yapilan c¢esitli ¢calismalarda hastalarin
antiagregan tedavi altinda re-enfarktis gegcirdigi saptanmis ve bu konu hakkinda
calismalar devam etmistir. Bu konuda yapilmis CURE calisiimasinda yalniz ASA
kullanan hastalarda Mi orani %6.7 olarak saptanmis iken ASA ve klopidogrel
kullananlarda %5.2 olarak saptanmistir(13). Antiagregan kullanimina ragmen AKS

olaylarinin gortlmesi agiklanmasi gereken bir sorun olarak devem etmektedir.

Biz bu galismada asetilsalisilik asit veya klopidogrel kullanirken akut koroner
sendrom tanisi alan hastalarda eNOS T786-C gen polimorfizmi ve MDR1 gen
polimorfizminin endotel disfonksiyonu ve akut koroner sendrom patolojisindeki yerini

arastirmayi hedefledik.

2. GENEL BILGILER

2.1 Ateroskleroz

Ateroskleroz ve komplikasyonlari ginimuz toplumunda en sik 6lime neden olan
hastaliklar arasinda yer almaktadir. Aterosklerozun patolojisinde birbirini izleyen birgok

karmasik sure¢ yer almaktadir.

Normal arterin yapisi birbirini takip eden U¢ katmandan olusmaktadir. En icte kan
ile temas eden intima tabakasi, ortada duz kas hicrelerinden zengin media tabakasi
en digta ise vaza vazorum ve sinir uglarinin yer aldigi adventisya tabakasi. Esas olarak
ateroskleroz kolesterolden zengin diyet sonrasi intima tabakasinda lipit partikillerinin
birikmesi ile baglar (14). Plazmada dusuk dansiteli lipoprotein (LDL) duzeyleri

yukseldigi zaman, ¢ok miktarda LDL endotelden gegerek intimaya ulasir.

Gegirgenligin arttigi arterlerin dallanma bdlgelerinde bu slre¢ hizlanir. LDL’nin

intimadan eliminasyonu sinirlidir, bu nedenle ekstraselller matriks iginde tutulur (15).



Matriks proteoglikanlarinin LDL’ye ilgisi vardir. LDL, intimada agregasyon ve
oksidasyona maruz kalarak komponentlerine ayrigir. Lipit birikimden sonra en énemli
faktor LDL'nin oksidasyon ve glikolize ugramasidir. Okside LDL yuzeyel endotel
tabakasindan I0kosit adezyon moleklllerinin salinmasina neden olur. Kan
dolasimindaki monositler VCAM 1 (Vaskuler hiicre adezyon molekul 1) aracihidi ile
endotel ylzeyine yapigsirken ICAM 1 (hucreler arasi adezyon molekull) ile de endotel
duvarini asarak intima igine go¢ ederler (16-17). Burada intima tabakasina go¢ ve
monosit birikimde rol oynayan faktor ise 1 monosit kemotaktan protein 1 (MCP-1) dir
(18,19). Doku icerisine girdikten sonra monositler makrofaj formuna gecerek okside
olmus LDL partikullerini fagosite etmeye baslayarak lipid ile yukli kdpik hicrelerine
donusdrler. Asiri lipit yuklt képuk hicrelerinin olusumunda bir diger onemli faktor ise
bu hlcrelerde normal LDL reseptdru yerine SCARA (Scavenger Reseptor A ) isimli
reseptoriin bulunmasidir(20). intima icerisindeki kdpik hiicreleri daha sonra Makrofaj
—Koloni Uyarici Faktér (M-CSF) ile intima igerisinde ¢odalmaya baslar. Yeni olusan
aterom icerisnde buraya kadar lezyon esasen lipit ile yUkli makrofajlardan

olusmaktadir.

ilerleyen slrecte bu lipit yUkli makrofajlar sitokinler, cesitli eikonazanoitler ,
trombosit aktive edici faktor gibi proinflamatuvar faktorler yaninda superoksit anyon
gibi oksidan maddeleri de plak igerisinde salgilamaya baslarlar. Boylece plak igerisinde

kronik infalmatuvar bir streg¢ baslamis olur.

Bunu takiben aktive olmus makrofajlar tarafindan salgilanan platelet kdkenli
blytume faktorli (PDGF) ile media tabakasindan intima tabakasina diz kas hicre
gOgu baslar. Duz kas hlcreleri aterom plaginda zaman igerisinde ¢cok yavas olarak
¢ogalmaktadirlar. Ancak araya giren plak pargcalanmasi gibi inflamasyonun artigi
doénemlerde salgilanan gugli mitojenlerin etkisiyle hizli hticre proliferasyonu
gOsterebilirler. Ayni zamanda plak igerisinde biriken T htcreleri Fas ligand aracili
programlanmis hicre 6limu apopitoz yoluyla da diz kas hicre 6limune de neden
olmaktadir (21) (Sekil1).
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Sekil 2 Aterosklerozun gelisim stiregleri (20)

Aterosklerotik plakta dnemli bir bilesen de hicre disi matriks 6geleridir. Aslinda
aterosklerotik plagin hacimsel olarak buyuk miktari hiicre disi matriks elemanlarindan
olusmaktadir. Hiucre digi matrikse tip | ve tip Ill gibi interstisyel kollajenler ve versikan,
agrekan, biglikan gibi preteoglikanlar yer almaktadir (22). Hicre disi matriks
elemenlarinin salgilanmasinda rol oynayan esas hucreler vaskuler diz kas hucreleri,
matriks birikiminde ve miktarinda rol oynayan esas faktorler ise matriks
metalloproteinazlari ve bunlarin inhibitorleridir. Bu ikisinin arasindaki denge plak

stabilizasyonunda énemli bir faktordur.

Zaman igerisinde plak icerisinde duz kas proliferasyonu, képuk hicre birikimi,
apopitoz ile 6len hicre debrislerinden olusan kompleks bir yapi gelismeye baslar.
Lezyon dnce damar limenine dogru degil limenden disari dogru genislemeye baslar.
intimanin bu yeniden gelisimi damar kalibrasyonun tiimiiyle artmasina yol agmaktadir.

Plak yuku arterin enine kesitinin %40’in1 astiginda ise lUmeni daraltmaya baslar (23).

Plak yuku arterin disa dogru yeniden bigimlenme kapasitesine gore asiri miktarda
oldugunda arter limeni etkilenmeye ve daralmaya baslar. Lezyonlar zaman igerisinde

kesintili bir buylme paterni izler. Lezyon lumen c¢apinin %60’in1 astigi zaman ise



iskemik semptomlar olusmaya basglar ve genelde stabil koroner arter hastaligi olarak

adlandirilip anjinal semtoplar ile kendini gosterir.

Spekturumun bir diger ucunda ise akut koroner sendromlarin yer aldigi klinik
tablolar yer almaktadir. Akut koroner sendromlar plak raptiurt ve akut tromboz gibi

patofizyolojik surecler ile kendini gostermektedir.

2.2 Aterosklerozun Komplikasyonu Olarak Akut Koroner Sendromlar

Birkag Klinik galisma akut miyokard enfarktislerinin (AMi) aslinda énemli bir
kisminin yuksek dereceli lezyonlardan degil genelde anjiografik olarak %50 den az

darlida neden olan lezyonlardan kaynaklandigini gostermistir (24).

Akut koroner sendromlar genelde klinik olarak 2 grupta incelenir: Israrci ST
segment yiikselmesi ile kendini gdsteren ST elevasyonlu miyokard enfarktisii (STEMI)

ve ST segment elevasyonu olmayan miyokard enfarktiisti (non-STEMI).

Akut STEMi'de temel patolojik mekanizma plak riptiri sonucu platelet
aktivasyonu ve agregasyonunu takiben, intrakoroner trombus olusumu ve kan
akiminin tamamen kesilmesidir. Sunum yetersizligini takiben akimin tekrar
saglanamamasi miyokardiyal nekroz ile sonugclanir. Yirtimaya meyilli plaklarda
kollajenaz, jeletinaz, stromyelizin gibi koruyucu interstisyel matriks komponentlerini
parcalayan metalloproteinaz duzeylerinde artis vardir (25). Bu metalloproteinazlar
ateromatdz erozyonlarin oldugu plak rlptlrG olan bdlgelerde aktive makrofajlar ve
mast hlcreleri tarafindan sentezlenmektedir. Hassas plaklarin bu 6zelligine ek olarak
intraluminal basinglar tarafindan induklenen intravaskiler stres, kalp hizi, kan
vizkozitesi, endojen doku plazminojen aktivator (t-PA) aktivesi, plazminojen aktivator
inhibitor (PAI-1) seviyeleri, plazma kortizol duzeyleri, plazma epinefrin dlzeyleri gibi ek
faktorlerin etkisi altindadir (26-28).

TUm bu faktorlerin hepsi birlikte plak ripturtine ve koroner tromboza neden olarak
STEMI'niin klinik manifestasyonlarini ortaya ¢ikarir. Plak yirtiimasi ile yeterli miktarda

trombojenik madde acgiga ¢ikar ve koroner arter limeni platelet agregatlari, fibrin ve



kirmizi kan hicreleri ile tikanir. Karakteristik olarak tam tikanan arter besledigi alanda

tam ya da tama yakin miyokardiyal nekroza neden olur.

NSTEMI'deki patofizyoloji STEMI ile aynidir. AKS sendrom taniminin bir diger
ucunda olmasi, patofizyolojik bir siniflama olmasindan ¢ok klinik bir tanimlama
olmasindandir. Klinik olarak tipik gogus agrisini takip eden enzim ve EKG degisikliginin
olmasi NSTEMI olarak tanimlanabilir. Aslinda hastah@in ilk belirtileri gok uzun zaman
once baslamis olsa da hastalik daha ¢ok akut aterotromboz déneminde fark edilir.
Genel olarak STEMi'deki gibi tek bir damari ilgilendirmekten cok birden fazla damar
tutulumu veya tam tikali olmayan bir epikardiyal arterin ortaya c¢ikardigi bir klinik
durumdur. Yavas gelisen ve uzun surede ortaya c¢ikan stenoz yeni Kkollaterallerin
olusmasina neden olur ve miyokardin iskemiye direncini artirir. Miyokardin oksijen
istemi ve sunumu arasindaki dengesizlige neden olan bir durum esnasinda ya da plak
rupturd nedeniyle iskemi ve mikroembolilere neden olarak dinamik EKG ve enzim

degisikligi ile ortaya ¢ikar.

2.3 Akut Koroner Sendromlarda Antiagregan Tedavi

Akut koroner sendromlarda antiagregan tedavi, ilag tedavisinin temel taslarindan
biridir. Akut koroner sendromlarda trombus olugsumu temel patoloji oldugu igin ilk
basamak ilaclar genellikler erken hemostazda rol oynayan trombosit agregasyonunu

hedef almaktadir.

Endotel hasarini takiben damar endotelinden salgilanan doku faktoru ve
dolasimda bulunan von-Willebrand faktor ile etkilesime giren trombositlerle birlikte
trombosit agregasyonu ve adezyonu baslar. Takiben trombositlerden salgilanan
tromboxan A2 ile adezyon ve agregasyon artar ve trombosun erken donemi olusmus
olur. Ardindan da trombin Gzerinden fibrin tikag olusarak trombls yapisini

saglamlastirir.

Aspirin, siklooksijenaz-l asetilasyonu ile trombositlerde Tromboxan A2 sentezini
engelleyerek etki gosterir. Tromboksan potent bir vazokonstriktdr, ayni zamanda

trombosit agregasyonu igin 6nemli bir aracidir. Bu sayede trombis sahasinda



trombosit agregasyonunu azaltmis olur. Cekirdeksiz trombositler tekrar siklooksijenaz
enzimi sentezleyemedikleri i¢in aspirin, kendisine maruz kalmis trombositlerde 7-10
gun boyunca bu enzimin etkilerini bloke etmis olur. Aspirin kullanima girmesi ile akut
koroner sendromlarda mortalitede %50 ye varan azalma izlenmistir (29-30). Aspirin
dért randomize calismada 75-150 mg dozunda kullaniimis ve her calismada Mi ya da
Olum oranlarinda %50 azalma saglanmistir (29-31). Yine ISIS-2 ¢alismasinda 160
mg/gun dozunda mortalitede yararl etkisi gbézlenmis ve baslangic dozu olarak
Onerilmisgtir (32). Kronik tedavide ile ilgili yapilan bir ¢alismada aspirin direnci
belirlenmis hastalarda tekrarlayan kardiyak olay yasama ihtimalleri daha yuksek

bulunmustur (33).

Akut koroner sendromlarda kullanilan bir diger antiagregan ilag ise bir tienopiridin
tirevi olan klopidogreldir. Etkisini trombositler Uzerindeki adenozin difosfat (ADP)
reseptorlerini inhibe ederek ortaya koyarlar (34). Ozellikle bu etkilerini ADP
reseptorlerinin P2Y 12 komponentini inhibe ederek gdsterirler. Bu reseptorin blokaji ile
sadece ADP ile tetiklenen trombosit aktivasyonunu engellemekle kalmayip ayni
zamanda von-Willebrand faktoru gibi dig etkilere bagl trombosit aktivasyonu da azalir
(35). Aspirine klopidogrel eklenmesi CURE c¢alismasi ile test edilmis ve
kardiyovaskdiler dliim, Mi, inme, ylksek veya disik riskli NSTEMI hastalarinda tek
basina aspirine gore %20 azalma saglamistir (36). Akut koroner sendrom tanisinda

300-600 mg dozlarinda kullaniimis ve iyi tolere edilmigtir (37).
2.4 Mdr1 Gen Polimorfizmi Ve P-Glikoproteini

Gunumuzde ilag direncini agiklayan bir ok mekanizma ortaya konmustur. P-gp
(permablite glikoprotein), transmembran ila¢g atiim pompasi olarak fonksiyon
gormektedir ve ila¢ direncine neden olan énemli mekanizmalardan biridir (38). 1280
amino asit uzunlugunda ve 170 kDa buyukligunde bir molekul olup insanlarda 7.

kromozomda lokalize MDR1 geninin arinudar (39).

P gp ince bagrisak, hepatosit membrani, kan-beyin bariyeri, bdbrek proximal
hacreleri gibi bdlgelerde bulunmakta ve yabanci maddelerin atihmina yardim
etmektedir. intestinal absorbsiyon hepatik ve Uriner salgilamada P-gb inhibisyon ve

indUksiyonu substratlarin emilim ve atiiminda farkliliklara neden olmaktadir.



P-glikoprotein, ATP-Binding Cassette (ABC) superfamilyasi olarak bilinen tagiyici
protein ailesine Uyedir (40). Bu protein yapidaki tasiyici ailesinde iki ATP baglanma
gllgesi bulunmaktadir. ABC superfamilyasi iginde yer alan P-gp, fosforillenmis ve
glikozillenmig bir protein olup 170 kDa agirligindadir (41).1280 amino asit iceren P-gp,
birbirine benzeyen iki kisimdan olusmustur; Her bir kisim, bir nikleotid baglama
bdlgesi (NBB) ve yuksek oranda hidrofobik olan alti transmembran bdlgesi (42) (Sekil
2).

Baglama

Domaini Domaini
(TMD)

Glikozillenme
Biilgesi
Niikleotid
Transmembran

-----

Walleer A
ve
Walker B

Fosforillenme
Bilgesi

Sekil 3 P glikopreteinin 2 boyutlu yapisi (42)

Transmembran proteinlerin ilag, toksin vb diger molekulllerin membrandan
gegisinde rol oynadigi dustnulmektedir. Her bir nikleotid baglanma bdlgesi Walker A
ve B olarak isimlendirilen iki bolgeden meydana gelmistir. Bu bolgelerin ATP’az gorevi
ustlendigi ve nukleotidlerin baglanmasinda goérev aldigi dusundlmektedir (41). P-gp
aktivitesi icin ATP gerekmekte olup, ATP baglayici domainler ATPaz olarak iglev
gormekte P-gp’nin substratlart membran disina g¢ikarmada gerekli enerjiyi
saglamaktadir. ATP’nin baglanmasi ile P-gp’de yapisi degismekte ATP’nin hidrolizi ile
de transport gergeklesmektedir (43).



P-gp ATP bagimli akis pompasi olarak goérev yaparak endojen ve eksojen
maddelerin transportunda gorev alir. P-gp’ni normal dokulardaki fizyolojik varligi bir
¢cok ilag ve toksinin detoksifikasyonunda rol almakta ve hlcresel savunmada yer
almaktadir (44).

P-glikoproteinin, ilacin baglandigi tasiyici proteini hicre disina pompaladiginin
digunulmesine ragmen, direkt olarak ilaca baglandidi yonunde de kanitlar
bulunmaktadir (45). P-gp, ilaglari modifiye olmamig formuyla tagimaktadir. ilaglarin
hicre disina akisini arttirarak, hicre i¢i konsantrasyonunu disurmekte ve sonugta

bircok sitotoksik antikanser ilaca kargi bir diren¢ olusturmaktadir (46).

MDR1 genin kodladigi P-gp’nin &zellikle 3435C—T gen polimorfizimine sahip
bireylerde klopidogrel tedavisi altinda tekrarlayan kardiyak olay yasama ihtimalini
arttirdig1 gosterilmigtir (12). TIRITON TIMI 38 calismasinin genetik analizlerinde
Ozellikle 3435C—T gen polimorfizmi incelenmig, bu polimorfizm sonucunda g farkl
fenotip arastinimigtir. CC homozigot bireyler, CT heterozigot bireyler ve TT homozigot
bireyler calisma esnasinda primer kardiyak olay, inme ve 0olim agisindan
degerlendiriimis ve TT homozigot bireylerin tekrarlayan kardiyak olay yasama ihtimali

anlaml olarak yuksek bulunmustur (Sekil 3).

7 3435 TT
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Sekil 4 TRITON TIMI 38 ¢calismasi. Klopidogrel alan hastalarda MDR1 gen polimorfizminin
primer son noktalara etkisi
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2.5 Nitrik Oksit Ve eNOS T786 Gen Polimorfizmi

Nitrik Oksit, endotel hulcrelerinden Uretilip salgilanir ve vaskuiler yapilarda
gevseme ile sonuglanan kimyasal bir reaksiyon baslatir. NO, membranlardan kolayca
gecebilen, hidrofobik, kiguk bir molekul olup 5-10 saniye yarilanma émri olan bir
gazdir (47-48). Pek ¢ok hlcrede nitrik oksit sentaz (NOS) enzim ailesi tarafindan,
endojen bir aminoasit olan L-argininin terminal guanidin grubunun NO’e g¢evrilmesiyle
uretilir (49-50). 5-10 saniye arasinda degisen yari dmrl nedeniyle hicre digi alanda
sadece lokal bir etkiye sahiptir. NOS enziminin G¢ formu bulunmaktadir. Endotelyal
NO, néronal NO ve induklenebilir NO.

Endotelyal NO 06zellikle kardiyovaskuler etkileri Gzerinde durulan ve sikca

calisma konusu olmus bir NO formudur. eNOS urund olan NO’in diz kas hlcrelerinde
gevseme, aktive trombosit olusumunun engellenmesi, vaskuler diz kas hicrelerinin
proliferasyon ve farklilagsmasinin engellenmesi, vaskuler endotelden salinan endotelin
saliniminin dizenlenmesi gibi goérevleri mevcuttur (51, 52). Bir gok uyaran endotelden
nitrik oksit salinimini artirir. Bunlarin arasinda en kuvvetli uyaran ise vaskuiler endotelin
maruz kaldigr akim kuvvetidir (shear stress) (53). Asetilkolin, bradikinin, serotonin,
substans P, norepinefrin, histamin, trombin gibi pek ¢ok mediyator ise yine NO sentez
ve salinimi artirir. Bahsedilen mediyator ve fiziksel uyarilar sonucu endotel ylzeyinde
bulunan G-proteininde yapisal degisiklik meydana gelir ve fosfolipaz-C aktiflenir.
Fosfolipaz-C, fosfatidilinositolbifosfat’t (PIP2) inositoltrifosfata (IP3) donustardr.
Sitoplazmada IP3 seviyesinin artisi endoplazmik retikulumda depolanan Ca2+’ un
sitoplazmaya gegisini tetikler. Sitozolde olusan Ca2+/kalmodulin kompleksinin NOS’|
aktiflemesi sonucu Larginin ve O2’ den, sitrulin ve NO sentezlenir (54-55)
Endotel hicresinden salinan NO ¢evre dokuda farkli etkiler yol agar. cGMP Uzerinden
etkisini gosteren NO vaskuler duz kaslarda gevseme, trombosit agregasyonun
inhibisyonu, monosit ve makrofajlarin adezyonun engellenmesi, endotel
gegirgenliginin azalmasi gibi parakrin etkilere yol agar.(56-57)

NO, cevre dokulara difflizyon yoluyla hizla dagildiktan sonra kisa slrede etkisi

sonlandirilir. NO’in etkisinin sonlandirilmasinda eritrositler ve ¢evre dokularda bulunan
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myoglobinlerde bulunan hem yapili bilesikler gérev alir. Hemoglobin veya myoglobine
baglanan NO NO2 (nitrit) ve NO3 (nitrat) bazl bilesikler olarak atilir (58). eNOS
saliniminin duzenleyicisi olan e-NOS geni, 7q 32 — 7q terminal bolgesinde yer alir.

eNOS geni 26 ekson icerir ve yaklasik olarak 21 kilobazlik genomik DNA’ dan
olusur. eNOS geninin kodladigi mRNA 4052 nukleotid icerir ve haploid genomda tek
kopya olarak bulunur (59). eNOS gen polimorfizmi g¢esitli calismalarda arastiriimis ve
farkli genetik polimorfizim drneklerinin kardiyovaskuler hastaliklar ile baglantilari
ortaya konmustur. Glu298Asp polimorfizmi, 4a/4b polimorfizmi , T-786C polimorfizmi
en sik incelenen genetik polimorfizmler olup bu genetik yapiya sahip kisilerde
kardiyovaskuler hastaliklar ve hizlanmig aterosklerozun daha sik oldugu izlenmistir.
Tangurek ve ark. Tark toplumunda T-786C gen mutasyonunu incelemis, CC
homozigot ve CT heterozigot bireylerde koroner arter hastaligi sikligi ve siddetini
anlamli olarak fazla bulmuslardir. CC genotipi , normal bireylere kiyasla koroner arter
hastalarinda daha sik izlenirken, CC genotipine sahip koroner arter hastalarinda 3
damar tutulumu da daha sik izlenmigtir (10).

3.GEREG VE YONTEM

3.1 Gereg
Calismaya 18 Mart Universitesi Kadiyoloji A.D’'na akut koroner sendrom tanisi ile
basvuran, yaslari 18-80 yas arasinda olan toplam 90 hasta alindi. Hastalar
asetilsalisilik asit ve klopidogrel kullanimlarina gore, dncesinde anti-agregan tedavi
kullanan ve kullanmayan olarak, ¢alisma ve kontrol gruplarina ayrildi. Hastalara akut
koroner sendrom tanisi uluslararasi kilavuzlarda belirtilen laboratuvar ve Kklinik
tanimlamalara uygun olarak konuldu. Hastalarin acil servise basvuru esnasinda
cekilen elektrokardiyografilerinde 1mm> ST elevasyonu ile birlikte tipik gogus agrisi
olmasi STEMI, iskemik ST segment degisiklikleri ile birlikte tipik gdégus agrisi ve/veya
enzim yuUksekligi olmasi NSTEMI olarak kabul edildi. Calismaya yalniz troponin
degerleri belirlenen labaratuvar degerlerinin Gzerinde olan hastalar alindi. Troponin
degerleri normal sinirlarda olan hastalar ¢alismaya alinmadi. Onsekiz yasindan kuguk
seksen yasindan buyuk, bobrek yetmezligi olup hemodiyalize giren hastalar, ciddi
karaciger yetmezligi, romatizmal hastaligi olanlar, kanser hastalari, c¢alismaya

katilmayi kabul etmeyen hastalar ¢calismaya alinmadi.
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3.2 Yontem

Periferik venlerden alinan vendz kan ornekleri -20 C de EDTA’l tlplerde

saklandi. 90 hastanin DNA genotipi real-time PCR teknigi kullanilarak ¢ikarildi.

DNA izolasyonu

Total genomik DNA EDTAI tipe alinmis olan periferik kandan QIAGEN
QIAamp DNA Blood Mini Kit kullanilarak elde edilmistir. DNA izolasyonu prosedur
su sekilde yapilmistir:

1. 20 yl QIAGEN Proteaz (ya da proteinaz K) 1.5 ml’lik mikrosantriflj tapinin dip
kismina alinmistir.

2. Mikrosantrifij tiptne 200 ul érnek (periferik kan) eklenmistir.

Ornek miktari 200 plI’'den az ise gerekli miktar olusana kadar PBS eklenmistir. RNA-
free genomik DNA kullanilacaksa 4 pl RNase solusyonu eklenmistir.

3. Ornege 200 ul Buffer AL eklenmis, 15 saniye vortekslenmigtir.

4. 56 °C’de 10 dakika inkiibe edilmistir.

5. Mikrosantrifuj tipU kisa santriflj edilmigtir.

6. Ornege % 96-100’Iik 200 pl etanol eklenmis ve 15 saniye vortekslenmistir. Kisa
santrifij yapilmistir.

7. Karisim QIAamp Mini spin kolona (2 ml’lik toplama tuapd) tipln kenarlari
Islatilmadan aktariimigtir. 8000 rpm’de 1 dakika santrifij edilmistir. Spin kolon, temiz
bir 2 ml’lik toplama tipune alinmigtir, filtrati iceren toplama ttpa atiimistir.

8. Spin kolona 500 ul AW 1 buffer eklenmigtir. 8000 rpm’de 1 dakika santriflj edilmistir.
Spin kolon, temiz bir 2 ml'lik toplama tuptne alinmigtir, filtrati iceren toplama tipU
atilmistir.

9. Spin kolona 500 pl AW2 buffer eklenmistir. 14000 rpom’de 3 dakika santrifuj edilmistir.
10. Spin kolon, temiz bir 2 ml’lik toplama tiptne alinmigtir, filtrati iceren toplama tupu

atilmistir. En yiksek devirde 1 dakika santrifuj edilmistir.

11. Spin kolon, temiz bir 1.5 mI’lik mikrosantriflj tiptne alinmustir, filtrati iceren toplama
tupu atilmistir. Spin kolona 200 uyl AE buffer ya da distile su eklenmigtir. Oda
sicakliginda 1 dakika inkube edilmistir ve 8000 rom’de 1 dakika santrifuj edilmistir
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Hedef genler Real Time PCR LightCycler 2.0 methods (Roche) ile
genotiplendirildi. LightCycler FastStart DNA Master HybProbes, master mix (water,

PCR-grade, MgCIz, stock solution, Primer mix, HybProbe mix) ve DNA kaliplari real-

time amplifikasyon icin kullanildi.

MDR1 genotiplendirmesi icin protokole 30 saniye 95°C’de denatlrasyon
basamagi ile baglandi; takiben amplifikasyon basamagi icin 45 tur 95°C 5 saniye, 5
saniye 55°C’de, ve 8 saniye 72°C’de; ve melting curve analizi i¢in 30 saniye 95°C,
takiben 2 dakika 40°C’de, 0.1 saniye (surekli) 80°C’de, sogutma basamaginda 30
saniye 40°C ‘de bekletildi. Yazilim programi (LightCycler 2.0, Roche) kullanilarak
hedef MDR1 gen mutasyonlari saptandi. eNOS genotiplendirimesi amaci ile
protokole, denatiirasyon 95 °C’de 10 dakika, kuantifikasyon 45 dongu 95 °C'de 5
saniye, 60 °C’de 10 saniye ve 72 °C’de 15 saniye, erime-melting 95 °C’de 20 saniye,
40 °C’de 20 saniye ve 85 °C’de 0.2 devamli mod, sogutma 40 °C’de 30 saniye olarak

uygulanmigtir. Yazilim programi kullanilarak hedef eNOS gen mutasyonlari saptandi.

4. BULGULAR

Calismaya toplam 90 hasta alindi. Hastalarin 42 tanesi antiagregan tedavi alan
¢alisma grubuna, 48 tanesi kontrol grubunda idi. Calisma grubunda ortalama yas
65,119 (kadin 27, erkek 15), kontrol grubunda 60,5+8,9 (36 erkek,12 kadin) idi.
Gruplar arasinda cinsiyet dagilimi agisindan anlamli fark izlienmezken, her iki grupta
da beklendigi Uzere erkek hasta sayisi daha sik izlendi. Calisma ve kontrol grubu
arasinda yas acisindan anlaml farklilik izlendi ve galisma grubunda yas daha ileri
saptandi (p=0,018).

Hastalarin aile dykusu, hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara kullanimi, diyabet
oykusu, periferik arter hastaligi, kronik bobrek hastaligi varligi sorgulandi. Hastalarin

klinik 6zellikleri tablo 1 de verilmistir.
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Tablo 1 Hastalarin klinik ve demografik ézellikleri

Klinik 6zellikler Calisma Kontrol grubu p Degeri
grubu N=48
N=42
Yas 65,119 60,5+8,9 0,018
Kadin, n (%) 15 (37,2) 12 (25)
Erkek, n (%) 27 (62,8) 36 (75) 0,270
Diyabet, n (%) 15 (34,9) 15(31,3) 0,713
Hipertansiyon, n (%) 31 (72,1) 23 (47,9) 0,019
Hiperlipidemi, n (%) 23 (53,5) 6 (12,5) <0,001
Sigara, n (%) 19 (44,2) 33(68,8) 0,018
Aile Oykiisii, n (%) 3(7,0) 5(10,4) 0,563
Periferik Arter Hastaligi, n (%) 1 (2,3) 1(2,1) 0,937
Serebrovaskiiler Hastalik, n (%) 3(7,0) 2(4,2) 0,557
Kalp Yetmeazligi, n (%) 3(7,0) - 0,06
Koroner Bypass, n(%) 5(11,6) - 0,015

Calisma grubunda 29 hasta ASA,6 hasta klopidogrel, 7 hasta ASA ve
klopidogrel birlikte kullanmakta idi (Sekil 4.)
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Sekil 5 Calisma grubunda antiagregan kullanimi

Calisma grubuna alinan hastalarin MDR1 ve eNOS tek gen polimorfizmi ve

alel frekanslari hesaplandi. Sonuglar asagidaki tabloda 6zetlenmistir.

Tablo 2. eNOS tek gen polimorfizminin gruplar arasinda dagilimi

CALISMA KONTROL P degeri
T/T Homozigot, n (%) 21 (50,0) 23 (47,9) p=0,931
CIT Heterozigot, n (%) 16 (38,1) 18 (37,5)
C/C Homozigot, n (%) 5(11,99) 7 (14,6)

eNOS tek gen polimorfizim agisindan hastalar degerlendirildiginde calisma
grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli fark izlenmedi (p=0,931). Calisma grubunda
C aleli tastyan homozigot birey sayisi n=5 (%11,9) kontrol grubunda ise n=7 (%14,6)
idi. C aleli tasiyan heterozigot birey sayisi ise ¢alisma grubunda n=16 (%38,1) kontrol
grubunda ise n=18 (%37,5) idi. C aleli tagiyan toplam birey sayisi ise n=46 (%51,1) idi.
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Bu bulgular ile antiagregan tedavi kullanimi ile eNOS gen polimorfizmi arasinda iligki

saptanmadi.
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Sekil 6 eNOS tek gen polimorfizmi agisindan hastalarin dagilimi

MDR1 tek gen polimorfizim agisindan hastalar degerlendirildiginde c¢alisma

grubu ve kontrol grubu arasinda anlamli fark izlenmedi (p=0,521). Calisma grubunda

T aleli tagiyan homozigot birey sayisi n=5 (%11.9) kontrol grubunda ise n=7 (%14.6)

idi. T aleli tagiyan heterozigot birey sayisi ise ¢alisma grubunda n=26 (%61,9) kontrol

grubunda ise n=24 (%50,0) idi. T aleli tagiyan toplam birey sayisi ise n=62 (%68,9) idi.
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Tablo 3. MDR1 tek gen polimorfizminin gruplar arasinda dagilimi

CALISMA KONTROL P value
T/T Homozigot, n (%) 5(11,9) 7 (14,6) p=0,521
CIT Heterozigot, n (%) 26 (61,9) 24 (50,0)
C/C Homozigot, n (%) 11 (26,2) 17 (35,4)

Bu bulgular ile antiagregan tedavi kullanimi ile MDR1 gen polimorfizmi arasinda

iliski saptanmadi.
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Sekil 7 MDR1 tek gen polimorfizminin dagilimi

MDR1

B HOMOZIGOT
B HETEROZIGOT
[ MoRMAL
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Hastalar alel frekanslarina gére yeniden dagilim yapildigi zaman ise asagidaki

sonuglar elde edilmistir.

Tablo 4. MDR1 Igin Alel Frekanslari

MDR1 Tek Gen Alel Dagilimi Alel frekansi OR ,Cl, P degeri
C Aleli Calisma n=48 0,57 OR=0,90
Kontrol n=58 0,54 Cl 0,56-1,61
p=0,73
T Aleli Calisma n=36 0,42
Kontrol n=48 0,45

Tablo 5. eNOS igin Alel Frekanslari

eNOS Tek Gen Alel Dagilim Alel frekansi OR, Cl, P degeri
C Aleli Caligma n=26 0,30 OR=0,89
Cl=0,47-1,67
Kontrol n=58 0,33
p=0,73
T Aleli Calisma n=58 0,69
Kontrol n=48 0,66

Her iki genetik polimorfizmin alel frekanslari arasinda da anlamli fark
izlenmemigtir.

Ayni zamanda calisma ve kontrol gruplari arasinda MDR1 ve eNOS genetik
polimorfizmini tagiyan homozigot ve heterozigot bireylerin birlikteligine bakildi. Bu iki
genetik polimorfizmi ayni anda tasiyan birey sayisi ¢alisma grubunda n=10 (%23,8)
iken, kontrol grubunda n=11(%22,9) idi ve gruplar arasinda anlamli farklilik izlenmedi
(p=0,920).
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Tablo 6. MDR1 ve eNOS heterozigot bireylerin dagilimi

Her iki heterozigot
genotipi tasiyan

Her iki heterozigot
genotipi tasimayan

bireyler bireyler

Mdrlve Enos CALISMA 32 10

. % 76,2% 23,8%

Heterozigot ° ° °
KONTROL 37 11

Bireyler % 77,1% 22,9%
Toplam 69 21

% 76,7% 23,3%

Homozigot bireylerin dagilimini iceren tablo asagida 6zetlenmistir. Calisma
grubunda n=2 (%4,8) bireyde genetik polimorfizim birlikteligi izlenirken kontrol
grubunda higbir bireyde bu iki genin homozigot birlikteligi izlenmemistir. Calisma ve

kontrol gruplari arasinda anlamli farkhlik izlenmemistir(p=0,126)

Tablo 7 MDR1 ve eNOS homozigot bireylerin dagilimi

Her iki homozigot Her iki homozigot
genotipi tasiyan genotipi tasimayan
bireyler bireyler
MDRI1 Ve CALISMA 40 2
Enos % 95,2% 4,8%
. KONTROL 48 0
Homozigot

% 100,0% 0,0%
Bireyler Toplam 88 2
% 97,8% 2,2%

Hastalar subgrup analizlerine gore tekrar degerlendirildiginde agagidaki

elde edildi.



Tablo 8 Hastalarin genotiplerine gbre subgrup analizleri

Grup ozellikleri | Calisma Grubu Kontrol Grubu OR, CI, p value
65 > Yas Uzeri Bireyler
n= 4 (T/T) Homozigot n= 4 (T/T) Homozigot
n=14 (C/T)Heterozigot n=6 (C/T)Heterozigot
MDR1 n=2 (C/C)Homozigot n=2 (C/C)Homozigot OR=2,85
Toplam =20 Toplam =12 Cl=1,12-7,19
p=0,026
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey
sayisi=18 sayisi=10
n=10 (T/T)Homozigot n=7 (T/T) Homozigot
n=7 (C/T)Heterozigot n=3 (C/T)Heterozigot OR= 2,28
n=3 (C/C)Homozigot n=2 (C/C)Homozigot Ci=0,83-8,63
eNOS P=0,096
Toplam=20 Toplam=13
C aleli tagiyan birey C aleli tagiyan birey
sayisi=10 sayisi=5
Erkek Cinsiyet
n=3 (T/T) Homozigot n=5 (T/T) Homozigot
MDR1 n=14 (C/T)Heterozigot n=18 (C/T)Heterozigot OR=10,73
n=9 (C/C)Homozigot n=13 (C/C) Homozigot Cl=0,32-1,70
P=0,479
Toplam=26 Toplam=36
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey
sayisi=17 sayIs1=23
n= 12 (T/T)Homozigot n= 18 (T/T)Homozigot
n=11 (C/T)Heterozigot n=13 (C/T)Heterozigot OR= 0,83
n=3 (C/C)Homozigot n=5 (C/C) Homozigot Cl= 0,34 -1,98
P= 0,680
eNOS Toplam=26 Toplam=36

C aleli tagiyan birey
sayisi=14

C aleli tagiyan birey

sayisi=18
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Kadin Cinsiyet

n=2 (T/T) Homozigot
n=12 (C/T)Heterozigot
n=2 (C/C) Homozigot

n=2 (T/T) Homozigot
n=6 (C/T)Heterozigot
n=4 (C/C) Homozigot

MDR1 Toplam=16 Toplam=12 OR= 2,50
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey Cl= 0,92 -6,75
sayisi=14 sayIsi=8 P= 0,070
n=9 (T/T) Homozigot n=5 (T/T) Homozigot
n=5 (C/T)Heterozigot n=5 (C/T)Heterozigot
n=2 (C/C)Homozigot n=2 (C/C)Homozigot
eNOS - - =
Toplam=16 Toplam=12 OR=1,17
C aleli taglyan birey C aleli taglyan birey CI= 0,37 -3,66
sayiIsi=7 sayiIsi=7 P= 0,787
Diabetus Mellitus
n=1 (T/T) Homozigot n=3 (T/T) Homozigot
n=10 (C/T)Heterozigot n=8 (C/T)Heterozigot
n=4 (C/C) Homozigot n=4 (C/C)Homozigot OR=1,14
- = Cl=0,44- 2,90
MDR1 Toplam=15 Toplam=15
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey P= 0,779
sayisi=11 sayisi=11
n=9 (T/T) Homozigot n=8 (T/T) Homozigot
n=4 (C/T)Heterozigot n=6 (C/T)Heterozigot
n=2 (C/C)Homozigot n=1 (C/C) Homozigot OR=0,97
eNOS - -
Toplam=15 Toplam=15 Cl= 0,30 -3,14
C aleli tagiyan birey C aleli tagiyan birey
P= 0,970

sayIsi=6

sayisi=7
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Hipertansiyon

n=4 (T/T) Homozigot
n=20 (C/T)Heterozigot

n=3 (T/T) Homozigot
n=12 (C/T)Heterozigot

n=7 (C/C)Homozigot n=8 (C/C) Homozigot OR=1,54
Toplam=31 Toplam=23 Cl=0,75- 3,14
MDR1 , , , , _
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey P= 0,232
sayiIs1=27 sayis1=20
eNOS n= 16 (T/T)Homozigot n= 11 (T/T)Homozigot OR= 1,42
n=10 (C/T)Heterozigot n=8 (C/T)Heterozigot Ci= 0,60-3,39
n=5 (C/C)Homozigot n=4 (C/C)Homozigot P= 0,418
Toplam=31 Toplam=23
C aleli tagiyan birey C aleli tagiyan birey
sayisi=15 sayiIsi=12
Hiperlipidemi
n=2 (T/T) Homozigot n=1 (T/T) Homozigot
MDR1 n=15 (C/T)Heterozigot n=3 (C/T)Heterozigot
n=6 (C/C)Homozigot n=2 (C/C)Homozigot
Toplam=23 Toplam=6 OR=7,48
T aleli tasiyan birey T aleli tagiyan birey Cl=2,26- 24,70
sayisi=17 sayisi=4
P=0,001
eNOS n= 12 (T/T)Homozigot n=2 (T/T) Homozigot
n=8 (C/T)Heterozigot n=2 (C/T)Heterozigot
n=3 (C/C)Homozigot n=2 (C/C)Homozigot OR=3,90
Toplam=23 Toplam=6 Cl=1,13-13,39
C aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey
P=0,034

sayisi=11

sayisi=4
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Sigara

n=1 (T/T) Homozigot

n=6 (T/T) Homozigot

n=10 (C/T)Heterozigot n=16 (C/T)Heterozigot OR=0,41
n=7 (C/C) Homozigot n=11 (C/C) Homozigot Cl=0,17 - 1,02
MDRA1 (C/C) g (C/C) g
P=0,056
Toplam=18 Toplam=33
T aleli tagiyan birey T aleli tasiyan birey
sayisi=11 sayis1=22
n=8 (T/T)Homozigot n= 15 (T/T) Homozigot
n=8 (C/T)Heterozigot n=13(C/T)Heterozigot OR=0,52
n=2 (C/C)Homozigot n=5 (C/C)Homozigot Ci=0,20 -1,30
eNOS P=0,164
Toplam=18 Toplam=33
C aleli taglyan birey C aleli tagiyan birey
sayisi=10 sayisi=18
Aile dykusu
n=1 (T/T) Homozigot n=2 (T/T) Homozigot n=1
Mdr1 n=2 (C/T)Heterozigot (C/T)Heterozigot OR=1,18
n=0 (C/C) Homozigot n=1 (C/C) Homozigot
Cl=0,22-6,21
Toplam=3 Toplam=4 P=0,8415
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey
sayisi=3 sayisi=3
n=1 (T/T) Homozigot n=4 (T/T) Homozigot
(T/T) g (T/T) g OR=0,67
NOS n=1 (C/T)Heterozigot n=1 (C/T)Heterozigot
e
n=1 (C/C) Homozigot n=0 (C/C) Homozigot Cl=0,15-1,73
Toplam=3 Toplam=5 P=0,612

C aleli tagiyan birey
sayisi=2

C aleli tagiyan birey
sayisi=1
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BMI>25

n=6 (T/T) Homozigot

n= 14 (T/T) Homozigot

Mdr1 n=17 (C/T)Heterozigot n=15 (C/T)Heterozigot
n=4 (C/C) Homozigot n=6 (C/C)Homozigot OR=0,83
Cl=0,5-1,95
Toplam=27 Toplam=35 P=0,680
T aleli tagiyan birey T aleli tagiyan birey
sayIs1=23 sayIsi=29
n= 12 (T/T) Homozigot n= 18 (T/T) Homozigot
n=11 (C/T)Heterozigot n=11 (C/T)Heterozigot
Enos n=4 (C/C) Homozigot n=6 (C/C)Homozigot OR=1,01
Toplam=27 Toplam=35 Cl=0,42-2,40
C aleli tagiyan birey C aleli tagiyan birey P=0,976

sayisi=15

sayisi=17

Altgrup analizlerine bakildiginda her iki grup arasinda cesitli farkliliklar
saptanmistir.

65 yas uzeri bireylerde MDR1 genetik polimorfizmi agisindan T alel frekansi
galisma grubunda (%56,5) (%31,2)
saptanmistir.(OR=2,85; Cl= 1,12 — 7,19; p=0,026). 65 yas Uzeri grupta hastalar eNOS

polimorfizmi agisindan degerlendirildiginde C alel frekansi ¢alisma grubunda (%30,3)

kontrol grubuna kiyasla daha fazla

kontrol grubuna (%15.1) oranla fazla olmasina ragmen istatistiksel fark izlenmemistir
(OR= 2,28; CI= 0,83-8,63; P=0,096).

Cinsiyete gore hastalar tekrar degerlendirildiginde, erkek hastalarin MDR1
genetik polimorfizmi agisindan kontrol grubunda (n=23 %37,5) ¢calisma grubuna (n=17
%27,4) kiyasla daha fazla gézlemlenmesine ragmen istatistiksel olarak anlamli fark
izlenmemigtir (OR= 0,73; Cl= 0,32-1,70; P=0,47), eNOS bakimindan ise anlamli fark
izlenmemigtir (OR= 0,83; Cl= 0,34 -1,98; P=0,68). Kadin cinsiyet agisindan hastalar
degerlendirildiginde MDR1 grubunda kadin cinsiyetin ¢alisma grubunda (n=14 %50)

kontrol grubuna (n=8 %28,5) oranla daha sik izlendigi ancak istatistiksel fark
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olusturmadigi goézlemlendi (OR= 2,50; Cl= 0,92-6,75; p= 0,070). eNOS bakimindan
ise anlaml fark izlenmedi. (OR= 1,17; CI= 0,37 -3,66; p= 0,785)

Aile Oykusu, BMI>25 olan hastalar, DM ve HT ag¢sindan hastalar
degerlendirildiginde MDR1 ve eNOS gruplarinda g¢alisma ve kontrol gruplari arasinda
anlamli fark izlenmez iken, HPL grubunda MDR1 ve eNOS genetik polimorfizminin
(homozigot ve heterozigot bireylerin) ¢alisma grubunda (n=17 %58,6) kontrol grubuna
(n=4 %13,7) oranla daha fazla izlendigi g6zlemlenmigtir (MDR1 igin OR=7,48; Cl=2,26-
24,70; P=0,001, eNOS igin OR=3,90; CI=1,13-13,39; P=0,030). Sigara igen bireylerde
ise MDR1 genetik polimorfizmi kontrol grubunda (n=22 %43,1) calisma grubuna
(n=11%21,5) oranla istatistiksel olarak daha fazla izlenmistir. (OR=3,90; Cl=1,13-
13,39; P=0,030). eNOs bakimindan ise fark izlenmemigtir. (OR=0,52; CI=0,20 -1.30;
P=0,164)

Hastalarin koroner arter hastaligi yayginligi ve genetik polimorfizmi arasindaki
iliski incelendiginde heterozigot eNOS, heterozigot MDR1 ve ikisini birlikte tasiyan
bireylerde 3 damar hastaliginin daha sik izlendigi gézlenmistir.

Yaygin damar hastaligi olan MDR1 heterozigot birey sayisi, ¢galisma grubunda
n=11 (%26,2) kontrol grubunda n=4 (%8.3) (p=0,030; Cl=1,13-13,39; OR=3,90) iken,
eNOS heterozigot birey sayisi ¢alisma grubunda n=9 (%21,4 ) kontrol grubunda n=2
(%4.2) (p= 0.0241; CI=1,27-30,94; OR=6.27) idi. Her iki genetik polimorfizmi birlikte
tasiyan heterozigot bireylerin sayisinin yaygin damar hastalarinda daha sik izlendigi
gozlemlenmigtir. eNOS ve MDR1 heterozigot genotiplerini birlikte tasiyan birey sayisi
¢alisma grubunda n=6 (%14.3), kontrol grubunda n=2 %4.2 (p=0,112; CI=0.72-20,13;
OR=3.83) olup calisma grubunda daha sik izlemesine ragmen anlaml istatistiksel
sonug elde edilmemistir.

Elde edilen veriler asagidaki tabloda 6zetlenmisgtir.
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Tablo 9 Damar hastaliginin yayginhgi ve genotip dagilimi

3 damar tutulumu olan MDR1 heterozigot bireyler
MDR1 heterozigot 3>damar
3<damar tutulumu tutulumu
CALISMA 31 11
% 73,8% 26,2% P=0,03
Cl(1,13-13,39)
KONTROL 44 4 OR=3.90
% 91,7% 8,3%
3 damar tutulumu olan MDR1 homozigot bireyler
MDR1 homozigot
3<damar tutulumu >damar tutulumu
CALISMA 41 1
% %97,6 %24 P=0,39
CI(0.03 -3.65)
KONTORL 45 3 OR= 0.36
% %93,8 %6,3
3 damar tutulumu olan eNOS heterozigot bireyler
eNOS heterozigot 3<damar tutulumu 3>damar
tutulumu
CALISMA 33 9 o 0.02
% %78.6 %21.4 =0.0
Cl(1.27-30.94)
KONTORL 46 2 OR=6.27
% %95.8 %4.2
3 damar tutulumu olan eNOS homozigot bireyler
eNOS homozigot 3<damar tutulumu 3>damar
tutulumu
CALISMA 41 1 be 0.64
% %97.6 %2.4 =06
CI(0.04-6.41)
KONTROL 46 2 OR= 0.56
% %95.8 %4.2
3 damar tutulumu olan MDR1 ve eNOS heterozigot
. bireyler
MDR1 ve eNOS heterozigot 3<damar utalumy I>damar
tutulumu
CALISMA 36 6 ~
% %85.7 %14,3 pP=0.11
CI(0.72-20.13)
KONTORL 46 2 OR= 3.83
% %95.8 %4,2
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5. TARTISMA

Son yillarda eNOS ve MDR1 hakkinda yapilan galigmalar, akut koroner
sendrom patolojisinde genetik mutasyonlarin da etkili olabileceg@ini gindeme tasimistir.
Ozellikle eNOS gen polimorfizminin endotel disfonksiyonuna neden olabileceginin
yapilan galismalar (6,10) ile gosteriimesi bu konunun arastiriimasinin gunlik pratikte
karsilastigimiz kimi koroner olaylari agiklamakta faydali olabilecegini gostermektedir.

Endotelyal nitrik oksit sentetaz geninde 5' flanking bolgesinde nukleotid 786'da
timidin ile sitozinin yer degistirmesi sonucu eNOS T-786 C polimorfizmi ortaya cikar.
Bu genetik polimorfizminin koroner arter spazmi, KAH yayginhgi, miyokard infarktlsu
ve hipertansiyonla iliskisi yapilan ¢alismalar ile ortaya konmustur (5,6,7,8). Fatini ve
arkadaslarinin AKS’lu hastalarda yaptiklari bir calismada eNOS genine ait G894T,
4a4b ve T-786C polimorfizmlerini arastinimistir (60). Arastiricilar 4a/4b homozigot ve
hiperhomosisteinemili hastalarda T-786 C/C genotipinin KAH yatkinligi 9.1 kat
arttirdigini bulmuslardir. Bu ¢alismada T-786 C/C genotipine sahip kisilerin sikliklari
%22,4 oraninda saptarken T/C genotip sikliklarini %51,8 T/T genotip sikhdini ise
%25.7 oraninda bildirmiglerdir. Ayni zamanda Tangurek ve ark. Turk toplumunda
yaptigl ¢alismada eNOS T786 C gen polimorfizminin toplumumuzda koroner arter
hastaligi ve yayginhdi konusunda bir risk faktdrt olabilecedi ortaya konmustur. Stabil
koroner arter hastalarinda ve ¢ok damar hastalarinda en az bir C aleli (TC+CC)
tasiyanlar, TT homozigot bireylere gore daha fazla izlenmis; iki grup alel dagilimi
acisindan kargilastirildiginda, C alelin (sitozin) T (timidin) aleline gére KAH’de daha sik
oldugu saptanmistir (p<0.05). Ayrica Tangurek ve ark.nin ¢alismasinda C dominant
bireylerde KAHnin 2.9 kat fazla oldugu gosterilmistir. Biz yaptigimiz bu ¢alismada
AKS’li hastalarda eNOS tek gen mutasyonunun, antiagregan kullanimi altinda iken
klinik sonugclari etkileyip etkilemedigini arastirdik. eNOS tek gen mutasyonu agisindan
asetilsalisilik asit, klopidogrel veya her ikisini beraber kullanan galisma grubu hastalari
ile kontrol grubu arasinda fark olmadigi saptandi (p=0.931). C/T aleline sahip birey
sayisiI ¢alisma grubunda n=16 (38,1%) kontrol grubunda n=18 (%37,5) olarak izlendi.
C/C homozigot bireyler ise ¢alisma grubunda n= 5 kontrol grubunda n=7 olarak izlendi.
Bu bulgular altinda ¢alismamizda eNOS gen polimorfizminin antiagregan kullanimi ile
kardiyak olay yasanmasi arasinda baglanti olmadigi sonucuna vardik.

Fakat calismamizda subgrup analizlerinde hastaligin yayginligi ile eNOS gen

polimorfizmi arasinda anlamli iliski saptadik. Rossi ve arkadaslari yaptiklari calismada
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T-786C CC genotipine sahip bireylerin aterosklerozun yayginligi ve damar tutulumu
acisindan bagimsiz bir risk faktor olarak bulurken (7) Alvarez ve arkadaslar (55) ise
786 T/C genotipine sahip bireylerde koroner arter hastaliginin daha erken yas grubu
ile iliskisi oldugunu bulmustur. Yaptigimiz calismada, eNOS tek gen polimorfizmine
sahip bireylerde C/C aleli tagsiyan homozigot ve C/T aleli tasiyan heterozigot bireylerin
¢alisma n=15 (%35) ve kontrol gruplari n=12(%25) arasinda HT agsindan anlamli fark
izlenmez iken (OR=1.42 CI= 0.60-3.39 P= 0.418), HPL ac¢isindan degerlendirildiginde
eNOS gen polimorfizmine sahip homozigot ve heterozigot bireylerde HPL’nin daha sik
izlendigi gozlenmistir.(Calisma n=11 %26,1 ve kontrol n=4 %8,3 OR=3.90 CI=1.13-
13.39 P=0.030). Damar hastaliginin yayginhdi acisindan bakildiginda ise 3 koroner
damarda %?70’in Uzerinde lezyon olan hastalarda eNOS C/T heterozigot bireylerin (n=9
%21,4) kontrol grubuna (n=2%4,1) oranla daha sik izlendigi (p=0.024 OR= 6.27,
Cl=1.27-30.94) saptanmistir. C/C homozigot bireyler ise c¢alismada yeterli sayida

temsil edilmedigi igin istatistiki olarak degerlendirilememistir.

Ayni zamanda TIRITON-TIMI 38 calismasinin subgrup analizlerinde
antiagregan tedavi alan hastalarda MDR1 gen polimorfizminin koroner olay sikligini
artirdiginin saptanmasi (12), koroner arter hastaligi olan hastalarda antiagregan ilag
direncinde farkli mekanizmalarin olabilecegi ve reenfarktisten sorumlu olabilecegini
dusundurmustir. Yine yapilan PLATO c¢alismasinda tikagrelor ve klopidogrel alan
hastalar ¢alismaya alinmis ve bu ¢alismanin subgrup analizinde 6zellikle klopidogrel
grubunda MDR1 tek gen mutasyonuna sahip bireylerde kardiyak 6lim, inme ve re-
enfarktis sikhiginin tikagrelor grubuna goére daha sik oldugu izlenmistir (p=0,39;
OR=0,71; CI=0,55-0,92) (61). Bu iki galisma sonucunda da antiagregan ilag
kullanimina ragmen gerceklesen kardiyak olaylarda genetik mutasyonlarin neden
olabilecegi ve bundan birkag farkli genetik mutasyonun sorumlu olabilecegi 6ne
surtlmustir. Yapilan bir baska calismada ise MDR1 genin son UrinU olan P-
glikoproteinin AKS hastalarinda klopidogrel yukleme dozu sonrasi intestinal emilime
katkisi arastiriimis ve T/T homoizgot bireylerde kan duzeylerinin anlamli olarak daha
az oldugu saptanmistir ( P=0,006) (62). Biz ise yaptigimiz ¢alismada MDR1 tek gen
mutasyonuna sahip bireylerin antiagregan kullanan ¢alisma grubu ile kontrol grubu
arasinda istatistiki olarak farkli olmadigini saptadik (p=0,52). Calisma grubunda T aleli

tasiyan homozigot birey sayisi n=5 (%11,9) kontrol grubunda ise n=7(%14.6) idi. T aleli
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tasiyan heterozigot birey sayisi ise ¢alisma grubunda n=26 (%61,9) kontrol grubunda
ise n=24 (%50,0) idi.

MDR1 i¢in yaygin damar hastaligi olanlar, HPL ve 65 yas Uzeri altgruplarinda ¢alisma
ve kontrol gruplari arasinda anlamli fark izlendigi saptandi. MDR1 C/T heterozigot ve
T/T homozigot polimorfizm HPL olan bireyler incelendiginde ¢alisma grubunda n=17
(%40,4) kontrol grubuna n=4 (%8,3) oranla anlamli olarak fazla oldugu (OR=7,48;
Cl=2,26-24,70; P=0,001), 65 yas Uzerin bireylere bakildiginda g¢alisma grubunda
MDR1 T aleli tagiyan birey sayinin ¢alisma grubunda n=18 (%42,8) kontrol grubuna
n=10 (%20,8) oranla daha sik izlendigi (OR=2,80; Cl= 1,12 — 7,19; p=0,026)
g6zlenmigtir. Damar hastaliginin yayginhgi acisindan bakildiginda ise calismanin
MDR1 kolunda 3 koroner damarda %70 ‘in Uzerinde lezyon olan hastalarda T/C
heterozigot birey sayisinin c¢alisma grubunda n=11(%26,1) kontrol grubuna
n=4(%8,3) oranla anlamli olarak daha fazla izlendigini saptadik (OR=3,90; Cl=1,13-
13,39; p=0,030).

Literatirde MDR1 ve eNOS genetik polimorfizminin beraber
degerlendirildigi bir calismaya rastlamadik. Calismamizda bu iki genetik polimorfizmin
hastalar Gzerindeki sonuglarini degerlendirdigimizde eNOS ve MDR1 heterozigot
birlikteligine sahip birey sayisinin ¢alisma ve kontrol grubunda anlamli olarak farkl
olmadigini saptadik. Bu iki genetik polimorfizmi ayni anda tasiyan birey sayisi ¢alisma
grubunda n=10 (%23,8) iken, kontrol grubunda n=11 (%22,9) idi ve gruplar arasinda
anlamli farklilik izienmedi (p=0,920). Homozigot bireylerin birlikteligine bakildiginda ise
calisma grubunda n=2 (%4,8) bireyde genetik polimorfizm birlikteligi izlenirken kontrol
grubunda hicbir bireyde bu iki genin homozigot birlikteligi izlenmemis ve gruplar
arasinda anlaml istatistiki fark saptanmamistir (p=0,126). Damar hastaliginin
yayginhdi acgisindan degerlendirildiginde ise her iki heterozigot grubun calisma
grubunda daha sik izlendigi fakat istatistiksel olarak anlamli olmadigi saptandi. eNOS
ve MDR1 heterozigot genotiplerini birlikte tasiyan birey sayisi ¢alisma grubunda n=6
(%14,3), kontrol grubunda n=2 (%4,2) olup calisma grubunda daha sik izlemesine
ragmen istatistiksel olarak anlamli saptanmamigstir. Her iki genetik polimorfizmi ise

homozigot olarak tagiyan birey yoktur.
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Biz yaptigimiz bu calismada antiagregan tedavi alan hastalarda MDR1 ve
eNOS gen polimorfizmini arastirarak, bu iki genetik mutasyonun birlikteliginin

hastalarda koroner olay patofizyolojisine olasi etkilerini ortaya ¢ikarmayi hedefledik.

Calismamamizda elde ettigimiz sonuclar degerlendirildiginde MDR1 ve eNOS
genetik polimorfizimi varliginin antiagregan kullanmakta olan hastalarda miyokard
enfarktusu ile baglantili olmadigini saptamis bulunmaktayiz. Ancak bu iki polimorfizme
sahip bireylerde hastaligin daha yaygin oldugunu ve medikal tedavi altinda bile
hastalarin kardiyak olay yasama riskini arttirdigini ortaya c¢ikarmaktadir. Klasik
kardiyak risk faktorlerinin yaninda elde ettigimiz veriler ileri yaglarda MDR1 genetik
polimorfizminin hastaligin gidisatina katkida bulunabilecegi, antiagregan tedavi altinda
olan hastalarda ilag metabolizmasini degistirerek hastaligin sonuclarini olumsuz
etkileyebilecegini dusundurmektedir. Calismamizda MDR1 genetik polimorfizminin
kardiyak risk faktorleri ile eNOS’a gore daha sik birlikte oldugunu gozlemlenmekle
birlikte sadece HPL ile istatistiksel olarak anlamli birliktelik saptanmis olup; HPL eNOS
grubunda da kontrol grubuna oranla daha fazla izlenmigtir.

Calismamiza alinan hasta sayinin az olmasi ¢alismanin gucinu azaltmakta
ayni zamanda genel toplumsal genetik havuzu yansitmakta yetersiz kalabilecegini
dusundurmektedir. Elde ettigimiz sonuglar koroner arter hastaliginin genetik
kokenlerini agiklamaya katkida bulunmakla birlikte bu konuda daha genis katilimli

calismalar yapilmasinda gerek duyulmaktadir.
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