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GIRIS ve AMAC

Aterosklerozun koroner arterlerde meydana gelmesi ile olusan hastaliga koroner arter
hastaligit (KAH) denilmektedir. Ateroskleroz, arterlerde “aterom” veya ‘“plak” olarak
adlandirilan, damarlarin igyapisinda meydana gelen bozukluklara (lezyonlara) neden olan
kronik bir hastaliktir (1,2). Plaklardaki bu dejenerasyon ile tromboz meydana gelir, bu olaya
da aterotromboz denilmektedir. Olusan trombiisler sonucunda g6giis agrisi, gegici iskemik
ataklar, miyokart infarktiisii (MI) ve felg gibi klinik durumlar gergeklesebilmektedir (3).
Yasamsal sonuglar olusturan bu trombiisii engellemek igin belli yolaklar1 hedefleyen ve anti-
trombosit ilaglar kullanan, bazi tibbi tedavi yontemleri gelistirilmis ve halen gelistirilmeye
devam edilmektedir (4).

Koronerlerdeki kan akimini engelleyen plaklara karsi, kalbin gereksinimi olan kan
akigini temin edebilmek igin baslica iki yontem vardir. Bunlar; koroner anjiyografi ile balon
anjiyoplasti sonrasi stent yerlestirilmesi, digeri ise koroner arter bypass greftleme’dir (5).
Agregasyonun yol acacagl tromboz, yeni iskemik olaylara ve ani 6limlere neden olabilir.
Bundan dolayi, perkiitan koroner girisim (PKG) ile arteri agmanin yaninda antiagregan ya da
antitrombosit uygulanmasi yasamsal Onem tasimaktadir (6). PKG geciren hastalarda
antitrombosit tedavi i¢in klopidogrel ve aspirin kullanilmasi stent trombozunun azaltilmasi
onemli bir stratejidir (6,7).

Klopidogrel, tiyenopiridin grubu bir ilag olup, trombositlerdeki P2Y12 reseptoriini
irrevesibl olarak secici bloke etmektedir (8).

Bir pro-ilag olan klopidogrelin bagirsaktan emilimi, P-glikoprotein pompasi
tarafindan sinirli sekilde olusmaktadir. Klopidogrel aktif metabolitine doniismek igin

karacigerdeki sitokrom P450 (CYP450) enzimleri, tarafindan biyotransformasyona ugrayarak



aktif formuna dondstirilir (9).

Bu transformasyon iki basamakta gergeklesir. ilk basamakta CYP2B6, CYP2C9 ve
CYPIA2 enzimleri yer alirken, CYP2B6, CYP3A4/5, CYP2C9 ve CYP 2C19 enzimleri ise
ikinci basamakta yer almaktadir. Bu enzimleri kodlayan genlerde olasi varyasyonlarin
klopidogrelin  metabolizmasini etkileyebilecegi diistiniilerek, direng gelisiminde genetik
arastirmalar 6n plana ¢ikmistir (9, 10-12).

Klopidogrele karsi diren¢ olusmasinda iki mekanizma sorumlu tutulmustur. Bu
mekanizmalar i¢ ve dis olarak iki gruba ayrilir. Dis mekanizmalar (genetik olmayan faktorler)
klopidogrel biyoyararliliginin azalmasma neden olan disik doz kullanimi, tedaviye
uyumsuzluk, yetersiz ila¢ dozu, ilag emilimi ve metabolizmadaki degisiklikler ve ilacin
biyodéniisiimiinii etkileyen ila¢ etkilesimleridir. I¢ mekanizmalar (genetik faktdrler) ise,
Klopidogrelin biyolojik ve metabolik aktivitesini saglayan enzim ve reseptorleri kodlayan
genlerdeki polimorfizm olabilir. Yapilan ¢alismalarda, bazi polimorfizmlerin klopidogrelin
antitrombosit aktivitesini etkiledigi, bu etkiye bagli olarak bireyler arasinda klopidogrel
yanitin farkliliklar olusturdugu gésterilmistir (13).

Copy number variation (CNV), iki veya daha fazla genom ile karsilagtirildiginda
kopya sayist degisikligi gozlenen DNA bolgeleri olarak adlandirilmaktadir (14). CNV’lerin
insan genomunun neredeyse %12’sini olusturdugu ve bunlarin hastaliklara neden oldugu
diistiniilmektedir (14). Bazi ¢alismalarda, CNV’ler bagisiklik, enfeksiyon, noropsikiyatrik ve
kardiyovaskiiler gibi yaygin hastaliklarla iliskilendirilmis. Kopya sayist degisikliklerinin
bircok hastaliga neden oldugu gosterildigi gibi bazi hastaliklar i¢in de risk faktorii oldugu
bildirilmistir (15,16). Bazi farmokogenetik genler CNV’lerin ilag etkinligi ve toksisite
tizerinde O6nemli rol oynamaktadir (17). CNV’lerin ilag etkinligi ve toksisitesi tizerindeki
etkinligi farkli etnik popiilasyonlardaki prevanlasi bulunmaktadir (14). Yapilan literatiir
taramasinda simdiye kadar CYP CNV ile klopidogrel ilag metabolizmas: iizerinde iliskisi
arastirrlmamistir. Bu c¢alismada, PKG ile basvuran hastalarda platelet fonksiyon analizer
(PFA)-100 innovance P2Y Kkiti kullanilarak klopidogrel ilag direnci olusan ve olugsmayan
bireylerdeki CYP2C9 ve CYP2C19 genlerin CNV arasindaki iligki ortaya konulacaktir.



GENEL BIiLGILER

KORONER ARTER HASTALIGI

Kalbi besleyen koroner arterlerin, besledigi bolgelere yeterli kan tasiyamamasi
sonucu, miyokartta olusan iskemi ve nekrozun derecesine gore gelisen hastaliklar ve bunlarin
komplikasyonlar1 KAH bashig: altinda incelenmektedir. KAH’nin esas nedeni ateroskleroz
sonucu koroner arterlerin daralmasi ve tikanmasi oldugundan KAH’ni belirtmek igin

genellikle aterosklerotik ‘koroner kalp hastaligi” ifadesi de kullanilmaktadir (2,18).

Ateroskleroz

2

Ateroskleroz, arterlerde “aterom” veya “plak” olarak adlandirilan, damarlarin i¢
yapisinda meydana gelen bozukluklara (lezyonlara) neden olan kronik hastaliga verilen addir
(1). Plaklardaki bu dejenerasyon ile tromboz meydana gelir, bu olaya da aterotromboz
denilmektedir. Olusan trombiisler sonucunda g6giis agrisi, gegici iskemik ataklar, MI, ve felg
gibi durumlar ortaya ¢ikmaktadir a neden olmaktadir (3). Giintimiizde damar sertlesmesi
olarak bilinen ateroskleroz KAH’1n bir gesididir (19).

Ateroskleroz, arter duvarlarinin kalinlasip elastikiyetlerini kaybetmesi ile sonuglanan
ve li¢ c¢esit hastaliga verilen bir isimdir. Bunlardan birincisi; biyiik ve orta arterleri
etkilemekte olup hastaligin en yaygm olamidir. ikincisi, kiigiik arter duvarlarmin kalinlagmasi
ile sonuglan ve bobrekler iizerinde daha fazla etkili olandir. Son olarak Moénckeberg
arteriyosklerozu ise, kii¢iik ve orta arterlerin duvarlarinda goriiliir. Damarlarin i¢ kisminda
biriken kalsiyum nedeniyle sertlesme olur ve arter duvarlarinda herhangi bir daralma olmaz
(19). Ateroskleroz uzun yillardan beri insanlarda goriilen ve insanlarin yagamlarini zorlastiran
bir hastalik olmustur. Gegmiste Misir uygarligindan giintimiize kadar ulasan mumyalar

incelendigin de bunlarin iizerinde; aort, koroner ve periferal damarlar iizerinde bulunan
3



dejeneratif bulgulara dayanilarak anlasilmis (20).

Eski Misirlilardaki  lezyonlar incelendiginde, bugiinkii patolojik  bulgularin,
gozlemlenenlerden farkli olmadigi tespit edilmistir. 19. yiizyilin baslarinda arastirmacilar
kardiyovaskiiler hastaliklar1 daha yakindan incelemeye basladilar. 1829 yilinda ateroskleroz
terimi ilk kez, bir cerrah ve patolog olan Jean Lobstein tarafindan biitiin diinyaya tanitilmistir
(21). 19. yiizyilda farkli goriislere sahip iki patolog Carl von Rokitansky ve Rudolf Virchow,
aterosklerotik damar c¢eperlerinde hiicresel bazi farkliliklar oldugunu gozlemlemisler ve
aciklamiglardir. Von Rokitansky ise bu degisimlerin damarlarin dogal yapisindan dolay1
ortaya ¢iktigini soylese de, Virchow aterosklerozun olusumunda bu degisikliklerin primer rol
oynadig1 goriisiinti desteklemistir. 1910°da ise Windaus, aterosklerotik plaklarin kolesterolden
ve kalsifiye bag dokudan olustugunu gozlemlemistir. Kolesterol bulgusundan 3 yil sonra ise,
Anitschkow ve Chaltow tavsan deneklerini kolesterolden zengin bir diyet ile besleyerek,
tavsanlarda deneysel olarak aterosklerozu olusturmay1 basarmiglardir (21).

Aterosklerozun patogenezi: Arter duvari, i¢ ige bulunan iki katman olan media ve
intima’dan olusmaktadir (Sekil 1). Liimeni cevreleyen en icteki tabaka intimadir. intima yan
yana sira bigiminde dizilmis endotel hiicreleri, bunlar1 destekleyen subendotelyal matriks ve
bazal membrandan olusur. Diger memelilerden farkli olarak, insan intimasina 6zel olarak az
sayida diiz kas hiicresi de bulunmaktadir. Endotel tabakasi, kardiyovaskiiler fonksiyonlarin
olagan akisinda ilerlemesini saglamaktadir. Intimanin anatomik durumu ve morfolojik yapisi
sayesinde, selektif gegirgen-engel olarak gorev yapmaktadir. Intima tabakasinda bulunan
ekstraseliiler matriks bileseni de, i¢ elastik lamina olarak isimlendirilmektedir. I¢ elastik
laminanin alt kisminda media bulunur ve orta tabaka olarak gorev yapar. Arter duvarinin

ikinci tabakasi olan media, intimadan internal elastik membran ile ayrilan orta tabakadir (22).

Normal Arter

intima:
Endotel

ic elastik lamina
Media:

Diiz kas hiicresi

iz & ; C
&w Fd 4 Matriks
¥ g=—— Dis elastik lamina

Sekil 1. Normal arter duvari (22).



Yaygin olarak kabul edilen varsayimlara gore, cesitli risk faktorleriyle baglatilan
endotel hasar lipitlerin ve inflamatuar hiicrelerinin arter duvarma girisini saglamaktadir (2).
Dolasimindaki monosit hiicreler arter duvari i¢inde bulunan ve lipitleri yutan makrofajlara
farklilagsarak kopiik hiicreler olusturmaktadir. Bunun sonucunda, yaglh ¢izgiler olarak ifade
edilen lezyonlar meydana gelmektedir. Bu durum aterosklerozun baslangici olarak kabul
edilmektedir. Bu lezyonlar, aterosklerotik plaklarin olusumuna Onciiliik edebildigi gibi,
ufalarak aterosklerotik plaklara doniismeyebilir (22).

Yagl cizgilerin olusmasinda, trombositlerin hasarli endotel katmana yapismasi ve
granillerini salgilamaya baslamaktadir ve bu aterotromboz olarak adlandirilir. Makrofajlar ise
arter duvart igerisindeki okside low-density lipoproteinleri (LDL) igine alarak kopiik hiicreye
doniismektedir (22).

Lipit miktarinin artmasiyla tikanan kopiik hiicreleri, 6lmeye ve igindeki siviy1 salmaya
baslar. Bunun sonucunda nekrotik bir ¢ekirdek olusumu desteklenmis olur. Kopiik hiicrelerin
sitoplazmik igeriginin salimimi proinflamatuvar ekstraseliiler lipitlerin ve biyime
faktorlerinin toplanmasina yol acar. Bundan sonra, diiz kas hiicreleri intima igerisine
tasinmasi ile ¢ogalarak ekstraseliiler matriks birikimine neden olur ve fibroz bir bashgin
meydana gelmesini uyarir. Lipit ¢ekirdek ve onun etrafinda yer alan fibréz basliktan olusan
bu ilerlemis aterosklerotik lezyona “fibroaterom” adi verilmektedir (22). Aterosklerotik plak

olusumu Sekil 2°de gosterilmistir.

Aterosklerotik Plak
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Sekil 2. Aterosklerotik plak olusumu (22).



Aterosklerotik plaklarin farklilasmasi ile tromboz olusmasina aterotromboz denir.
Tromboz ise endotel hiicre hasari sebebiyle trombositlerin uyarilip bir araya gelerek
kiimelesmeleri (agregasyon) sonucunda bir Kitle (trombiis) meydana getirmesidir. Meydana

gelen bu trombiisler, arterleri tikayarak anjinaya, felg, MI gibi olaylara neden olabilirler (3).

KAH Gelisiminde Rol Alan Risk Faktorleri

KAH’da 6nemli bir yer tutan “Framingham Kalp Calismas1”nin epidemiyolojik kohort
verileri sonucun da “kardiyovaskiiler risk faktorleri” ilk kez belirlenmistir. Bunlar
aterosklerozun baslamasini, ilerlemesini ve komplike sekle dontismesini kolaylastirmakta ve
ayni zamanda yan yana geldikleri zaman vaskiiler olaylar arttiran etkenlerdir (23).

Koroner arter hastaligi, birgok risk faktoriiyle olusan multifaktoriyel bir hastaliktir.
Risk faktorii kavrami ise yasam sekli, fizyolojik ve biyokimyasal olaylar: kapsamaktadir (24).

KAH’da 6nemli rol alan aterosklerozun etyopatolojisi tam olarak agiklanamamistir.
Ancak gelisiminde rol oynayan baz1 kritik risk faktorleri belirlenmistir (25). KAH gelisiminde
rol oynayan; aile oykiisii, yas ve cinsiyet gibi degistirilemeyen ve sigara, obezite, sedanter
yasam, diabetes mellitus, hipertansiyon ve hiperkolesterolemi gibi degistirilebilen risk
faktorleri mevcuttur. Bunun disinda doku plazminojen aktivatorii, plazminojen aktivator
inhibitor-1, LDL, apo-B, homosistein, lipoprotein-a, high sensitif C-reaktif protein ve
miyeloperoksidaz gibi yeni risk faktorleri de kullanilmaya baslanmistir (26). Toplumlarda
KAH’nin olusumunun altinda yatan sebepler igersinde doymus yag iceren besinler alimu,
sigara kullanim1 ve fiziksel aktivitenin olmayisi da vardir. Ayn1 zamanda genetik 6zellikler de

ateroskleroza yatkinlikta dnemli bir faktor olarak yer almaktadir (27).

Koroner Arter Hastaligin Tanisi

Koroner arter hastaliginin en yaygin belirtisi anjina pektoristir. KAH’ nin tanisinda
hastanin  Oykiisii, elektrokardiyografi, niikleer tip, efortesti, koroner anjiyografi ve
radyodiagnostik testler kullanilmaktadir. Bu testler arasinda koroner anjiyografi, kesin teshisi
ve ihtiya¢ duyulan tedavi hakkinda gerekli bilgiyi saglamaktadir (5).

Koroner arter hastahiginda koroner anjiyografi: KAH’a tan1 koymak igin ¢ok
sayida yontem gelistirilmistir. Giinimiizde bunlardan en ¢ok kullanilan1 koroner
anjiyografidir. Koroner anjiyografi, koroner arterlerde plak varligini anatomik olarak ortaya
¢ikaran giivenilir metottur. {lk kez 1959 yilinda Dr. Mason Sones ve arkadaslar1 tarafindan

uygulanmistir (28).



Koroner anjiyografi, periferik bir artere yerlestirilen kateterlerin koroner arterin
merkezine kadar ilerletilmesi ve igerisinden radyoopak maddeler verilerek, damarin X-ray
altinda limen anatomisinin radyografik olarak goriintiilenmesidir. Koroner anjiyografide
ortaya ¢ikarilan lezyonlarin yorumlanmasi genellikle uzman deneyimine goére subjektif olarak
degerlendirilmektedir. Lezyonlar sol 6n inen, sag koroner ve sol sirkumfleks arterlerde darlik
> %70 ve sol ana koroner arterde darlik > %50’den biiyiikse tikanikligin kritik oldugu kabul
edilir (29).

Tedavi Yontemleri

Koronerlerdeki kan akimini engelleyen plaklara karsi, kalbin ihtiyaci olan kan akigin
saglayabilmek i¢in o bolgeye fiziksel miidahale olarak goriilen baslica iki yontem vardir.
Bunlar; koroner anjiyografi ile balon anjiyoplasti sonrasi stent yerlestirilmesi, digeri ise
koroner arter bypass greftleme’dir (5).

Balon anjiyoplasti (Perkiitanoz transliiminal koroner anjiyoplasti): Balon
anjiyoplasti ve stent implantasyonu ilag ile desteklenmesi gerekmektedir. Ciinkii bu PKG gibi
fiziksel miidahaleler, endotel alt1 ekstraseliiler matriks bilesenlerini ortaya ¢ikarmakta ve
kollajen ve Von-Willebrand faktorii gibi bilesenler tromobositlerin arter duvarina yapigsmasini
saglmaktadir. Glikoprotein reseptorleri olan GPVI ve GPIb/V/IX aracilig: ile endotel alt1
bilesenlere baglanan trombositler i¢in aggregasyonun baslatma sinyali verilir. Buda
trombositlerden adenozin difosfat (ADP), tromboksan A2 ve trombin gibi bir dizi lokal
uyaricinin salinimi baglatmis olur (4, 30).

Agregasyonun yol agacagi tromboz, yeni iskemik olaylara ve ani 6limlere neden
olabilir. Bundan dolayi, PKG ile arteri agmanin yaninda antiagregan ya da antitrombosit
uygulanmasi yasamsal onem tasimaktadir (6). PKG geciren hastalarda antitrombosit tedavi
icin klopidogrel ve aspirin ile kullanilmasi stent trombozunun azaltilmasi yasamsal bir
stratejidir (6, 7). Aspirin, anti-trombotik olarak en fazla kullanilan bir ilag olup,
trombositlerdeki siklooksijenaz enzimini irrevesibl olarak bloke ederek etkisini gostermekte
ve tromboksan A2’nin sentezini engellemektedir. Klopidogrel ise ADP’ye bagli trombosit
agregasyonunu Onlemektedir. Bunu da P2Y12 reseptoriine baglanarak geri doniisiimsiiz
agregasyonda rol alir (7). Aterotrombozun Onlenmesinde en yaygin olarak kullanilan ilag
klopidogreldir. Diger ilaglara nisbeten daha iyi oldugu, ayn1 zamanda etkinliginin benzer ve
yan etki digerlerine gore daha az olmasindan dolay1 klopidogrel tercih edilmektedir (31).

Klopidogrel: Klopidogrel, tiyenopiridin grubu bir ilag olup, trombosit P2Y12



reseptOriinii irrevesibl olarak bloke etmektedir. Bu grup ilaglar KAH, periferik damar ve
serebrovaskiiler gibi hastaliklarin tedavisinde antitrombotik ajan olarak kullanilmaktadirlar
(8). Klopidogrel ADP reseptor antagonisti olarak etki gosteren ikinci jenerasyon bir
tiyenopiridin tirevi olarak iretilmistir. Klopidogrelin barsaktan emilimi, P-glikoprotein
pompasi tarafindan smirli sekilde olusmaktadir. Bir pro-ilag olan klopidogrel aktif
metabolitine donligmek i¢in karacigerdeki CYP450 enzimleri, tarafindan biyotransformasyona
ugrayarak aktif formuna donistirilir (9). Klopidogrel dozunun yaklasik %851 esterazlar
tarafindan inaktif bir metabolitine parcalanirken, geri kalan %15°lik kism1 ise CYP450-arach

enzim sistemi ile oksitlenerek aktif metabolitine dontstiriilir (Sekil 3) (31).

Klopidogrel
(Sn ilag)

Esteraziar

Inaktif Metabolitler
(Clapidogrel dorunnn P

ep: izma
(CYP3A43, CYP3AS., &
CYP2C19)

ADP
2

Pllb/llla

Aktif Metabolitle
dozunun %xs i)

N e

P2RY12 —’
reseptér

Sekil 3. Klopidogrel metabolizmasi (9).

Bu transformasyon iki basamakta gerceklesir. Ilk basamakta CYP1A2, CYP2C9 ve
CYP2B6 enzimleri yer alirken, ikinci basamakta ise CYP3A4/5, CYP2B6, CYP2CI19 ve
CYP2C9 enzimleri rol oynar (Sekil 4). CYP2C19 enzimi klopidogrel metabolizmasinin ilk
basamaginin (2-okso klopidogrel’in meydana gelmesi) yaklasik %40’dan, ikinci basamagin

(aktif tiyol metabolitinin olusmasi) ise yaklasik %20’sinden gorev aldigi bildirilmistir (11).
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Bu aktif metabolitler geri dontisiimsiiz olarak P2Y12 inhibe ederler (10).

CYP3A o
CYP2C9 OCH
CCYY‘;";ZQ VOC Hs  cvpacts i
CYPZBG CYP2B6 H OOC/\I\)N’D
Klopidogrel 85% 2-Oxo- R-1 39964
> klopidogrel (aktif)
Esterazlar o
vOH
S Y XD
S Cl
SR26334
(inaktif)

Sekil 4. Klopidogrelin metabolitlerine doniisiimiinde rol alan enzim sistemleri (10).

Klopidogrelin etki mekanizmasi: Tienopiridin tirevi olan klopidogrel trombosit
agregasyonunu irrevesibl sekilde trombositlerin yiizeyinde yer alan P2Y12 reseptorlerine
baglanmasi ile glikoprotein IIb/I1la yolagini bloke eder. Bu yolak trombosit agregasyonu ve
fibrin ile baglanmay1 sagladigindan yasamsal 6neme sahiptir (32, 33).

ADP ve reseptorii: ADP, trombositlerdeki katyon kanali aracili reseptorle (P2X1) ve
iki adet G proteini aracili reseptoriine (P2Y1 ve P2Y12) baglanarak etki gosterir. ADP ile
P2Y1’in aktive olmasi sonucunda trombositlere gegici ve hizli bir Ca*? girisine sebep
olmakta, ancak bu trombosit agregasyonunda rolii 6nemli degildir. Ancak agregasyon igin
daha zayif etkinlige sahiptir ve P2Y12 etkinligi i¢in gereklidir (34).

P2Y 12 reseptorii Gi aracili olup, ADP’nin baglanmasi ile Gi proteinine bagli olan afyy
alt subunitlerinin o ve Py olarak birimlerine ayrilir. By birimi trombosit graniillerinden
sekresyonu artirirken, o birimi ise adenilat siklaza baglanarak onun inhibisyonuna ve dolayisi
ile CAMP diizeylerini azaltmasina yol acar. cAMP diizeylerindeki azalma, protein kinazlarin
inaktive olmasma yol agmaktadir. Protein kinazlarin inaktive olmasi sonucu vazodilator
uyaricili  fosfoproteinin  fosforillemesi engelenir. Vazodilatér uyaricili fosfoproteinin
fosforilasyonu ise glikoprotein I1b-IIla reseptor aktivasyonu igin biiyiik bir neme sahiptir. By
tinitesi ise; fosfotidilinositol-3 kinaz aktivasyonu ile P2Y'12 aracili trombosit graniilasyonuna
ve glikoprotein Ilb-I1Ia reseptor aktivasyonunu saglamaktadir. Klopidogrel Gi aracili P2Y 12

reseptore baglanarak ADP aracili trombosit agregasyonunu engeller (Sekil 5) (35).
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Sekil 5. Klopidogrel etki mekanizmasi ve ADP reseptorleri (36).

Klopidogrel farmakokinetigi: Amerikan gida ve ilag dairesi tarafindan onaylanan
klopidogrelin giinliikk dozu 75 mg olarak uygulandiginda, 2. giinden itibaren antitrombosit etki
baslamakta ve 4 ile 7 giin arasinda etkin bir seviyeye ulagmaktadir. Klopidogrel tedavisi
kesilmesine ragmen bu etki 4 ile 8 giin arasinda antitrombosit etkileri devam ettigi
bildirilmistir (37). Daha 6nce yapilmis olan ¢alismalardan elde edilen bulgular dogrultusunda,
akut olaylarda en yiiksek etkinlige en uygun zamanda varmak i¢in yiikleme dozu rutin olarak
verilmektedir. Yeni bulgulara gore 300 mg yiikleme dozu ile en yiiksek etkinlige ulagsmak igin
en az 4-6 saatin gerektigini, bundan dolayr 600 mg yiikleme dozunun akut olaylarda daha
uygun olacag: gosterilmistir (38,39). Klopidogrele yanitin, doz ve zaman ile iligkili oldugu
gozlemlenmistir. Klopidogrelin standart 75 mg dozu ile ADP-aracili trombosit
agregasyonunun yaklasik %50’sini inhibe etmektedir. 300 mg yiikleme dozu dort saatte
yaklasik %40 trombosit agregasyon inhibisyonuna neden olurken, 600 mg yiikleme dozu ise
yaklasik %55-59 inhibisyon sagladigi belirlenmistir (39).

Klopidogrelin PKG’de kullanilmasi: Clopidogrel Aspirin  Stent International
Cooperative Study ¢alismasi, PKG’de klopidogrel kullanimin etkin faydasinin gosterildigi en
onemli ve kapsamli ¢aligmadir. PKG sonrasi stent takilan 1020 hastaya, klopidogrel veya

tiklopiridin tedavisi randomize edilmistir. Hastalarin tiimiine 325 mg/giin aspirin tedavisi
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buna ek olarak tedaviye tienopiridine (250 mg/giin giinde iki kez tiklopidin, 75 mg/giin
klopidogrel veya 300 mg klopidogrel yiikleme dozu ve 75 mg/giin idame dozu) eklenmistir.
Ug grupta da benzer antitrombosit tedavi etkinligi gdstermesine karsmn, klopidogrel
tiklopidine gore daha giivenilir ve daha iyi tolere edildigi goriilmiistiir (40).

Klopidogrel direnci: Etkinlikleri kanitlanmis olan klopidogrel ve aspirin gibi anti-
trombosit ilaclart kullanan bazi hastalarda tekrarlayan kardiyovaskiiler olaylarin gelistigi
gbzlemlenmistir. Bu durum anti-trombosit ilag direnci kavraminin olusmasina yol agmuistir.
Tanimi1 ve varligi tartismali olmakla beraber “klopidogrel direnci” iki baglik altinda
incelenmektedir. Bunlardan ilki “laboratuvar klopidogrel direnci”dir. Bu diren¢ klopidogrelin
in vitro olarak yeterli miktarda antitrombosit etkisinin olmamasi olarak tanimlanmaktadir.
Digeri ise “klinik klopidogrel direnci”dir. Bu diren¢ “tedavi yetersizligi” seklinde
degerlendirilebilir ve klopidogrel kullanimina ragmen kardiyovaskiiler olaylarin tekrar
goriilmesi seklinde tanimlanmaktadir (41). Trombosit fonksiyonlarinin degerlendirildigi test
yontemine bagl olarak klopidogrel direncin %4-30 arasinda degistigi belirtilmistir (42).

Klopidogrele karsi direng olusmasinda iki mekanizma sorumlu tutulmustur. Bu
mekanizmalar i¢ ve dis olarak iki gruba ayrilir. D1s mekanizmalar (genetik olmayan faktorler)
klopidogrel biyoyararliliginin azalmasmma neden olan disik doz kullanimi, tedaviye
uyumsuzluk, yetersiz ila¢ dozu, ilag emilimi ve metabolizmadaki degisiklikler ve ilacin
biyodoniisiimiinii etkileyen ilag etkilesimleridir. I¢ mekanizmalar (genetik faktorler) ise,
klopidogrelin biyolojik ve metabolik aktivitesini saglayan enzim ve reseptorleri kodlayan
genlerdeki polimorfizm olabilir. Yapilan ¢aligmalarda, bazi polimorfizmlerin klopidogrelin
antitrombosit aktivitesini etkiledigi, bu etkiye bagli olarak bireyler arasinda klopidogrel
yanitin farkliliklar olusturdugu goésterilmistir (41).

Genetik varyasyon ve CYP gen polimorfizminin klopidogrel metabolizmasi tizerine
etkisi: Lau ve ark. (43) 200 yilinda yaptiklar bir ¢alismada klopidogrele yanitin CYP3A4
enzimin aktivitesi ile iliskili oldugu gozlemlemislerdir. Ozellikle trombosit inhibisyonu yeterli
olmayan bireylerde, klopidogreli aktif sekline doniistiiren CYP3A4 enzim aktivite diizeylerin
azalma oldugu belirlenmistir.

Bir pro-ilag olan klopidogrelin biyotranformasyonunda gorev alan CYPP450 enzimleri
CYPI1A2, CYP3A4, CYP2B6, CYP2C19 ve CYP2C9’dir. Bu enzimleri kodlayan genlerdeki
polimorfizmler, klopidogrelin metabolizmasin1 etkileyecegi igin ilag direng olusumunda
polimorfizm ¢alismalar1 6n plana ¢ikmistir (12).

Klopidogrel yanit1 i¢in CYP450 enzim sistemi igerisinde CYP2C19 en ¢ok calisilmig
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enzimlerden biridir. Bu enzim klopidogrel metabolizmasindaki birinci basamaginin %45’inde;
diger basamagn ise %20°‘sinden gorev almaktadir. Saglikli kisilerde yapilan farmokogenetik
bir ¢aligmada, klopidogrel yanitinin CYP2C19 genetik durumundan etkilendigi saptanmistir
(10). Yapilan c¢alismalar, CYP2C19 enziminin aktivitesini artiran varyasyonlar da
saptanmistir.  Bunlardan CYP2C19*17  (rs12248560) polimorfizmi, bu geninin
transkripsiyonel aktivitesini arttirmaktadir. Bu mutasyona sahip kisilerde CYP2C19 enzimi
atasal tip allele sahip Kisilere gore ilaglarin daha hizli metabolize oldugu gozlenmistir (44,45).

Frere ve ark.(46) 600’den fazla ST elevasyonsuz MTI’lii olgularda CYP2C19, CYP3A4
ve CYP3AS polimorfizminin klopidogrel yanitina etkisini incelemislerdir. CYP2C19*2
allelin CYP3A4*1B ve CYP3A5*3 allelerine gore ADP’ye daha fazla trombosit yaniti
olusturdugunu gostermistir.

Klopidogrele yanitsiz hastalarda stent trombozu daha fazla goriildiigii belirlenmistir.
KAH nedeni ile elektif PKG yapilan 105 hastada ilaca yanitsizlik %5 ile 11 oraninda iken
yanitta azalma %9 ile 26 arasinda saptanmustir (47). Ayn1 zamanda, subakut stent

trombozunun ilaca yanitsiz hastalarda 2 kat daha fazla oldugu belirlenmistir (48, 49).

KOPYA SAYISI VARYASYONU

Insan genom projesi ile tiim genom dizisinin bitirilmesi normal bireylerin genom
topografyalarinda yapisal farkliliklar oldugu ortaya cikarilmistir. Genomda popiilasyonlar
arasinda 0-13 gen kopyasi iceren alleler rapor edilerek bunlara “Kopya Sayisi Varyantlar
veya copy number variaton” (CNV) olarak tanmimlanmigtir. Duplikasyon, inversiyon,
delesyon, insersiyon veya kompleks rekombinasyonlar sonucunda bireyler arasinda bir
kilobazdan birkag¢ megabaza kadar degisken bolgeler (segment) CNV’lar olarak
tanimlanmustir  (8). Diger bir tanimda da CNV; iki veya daha ¢ok genom ile
karsilastirildiginda kopya sayisi degisikligi gozlenen DNA bolgeleri olarak adlandirilmaktadir
(8).

CNV’lerin insan genomunun neredeyse %12’sini olusturdugu ve bu CNV’lerin
hastaliklara sebep oldugu disiiniilmektedir (14).

Yeni gelisen array teknolojileri DNA dizisinde farklilik olmadan bireyler arasinda
ilgili gen bolgelerinde segmental sayisal degisiklikler oldugu gosterilmistir. CNV referans
genom ya da genomlarla Karsilastirildiginda bir DNA segmentindeki kopya sayisi
degisiklikleridir (50).

Bazi galismalarda, CNV’ler bagisiklik, enfeksiyon, noropsikiyatrik ve kardiyovaskiiler
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gibi yaygin hastaliklarla iligkilendirilmistir (15,16). Kopya sayist degisikliklerinin birgok
hastaliga neden oldugu gosterildigi gibi bazi hastaliklar icin de risk faktori oldugu
bildirilmistir. Ornegin, 15913.3 mikrodelesyon sendromu; otizm, epilepsi ve zihinsel
yetersizlik ile iligskilendirilmistir (17,51).

Klinik olarak, CYP2D6’da ilag etkinligi ile iliskili CNV’ler CYP2D6 agirlikli olarak
insan karacigerinde eksprese edilir ve su anda klinikte kullanilan ilaglarin %25'inde
metabolize olur (17). CYP2D6 ¢ok polimorfiktir ve popiilasyonlar iginde ve arasinda
gbzlemlenen enzim aktivitesindeki varyasyonun c¢ogunlugunu varyantlar1 olusturmaktadir.
Bugiine kadar, Human CYP540 Allel Tanimlama veritabaninda 75 den fazla CYP2D6 alleli
belgelenmistir. Fonksiyonel olmayan ve azaltilmis aktivite allellerinin fonksiyonel
polimorfizmleri, enzim aktivitesini degistiren eklem kusurlari, esanlamli olmayan aminoasit
degisiklikleri veya gergeve kaymalari ortaya koymaktadir. Buna ek olarak, normal, islevsiz ve
indirgenmis aktivite CYP2D6 allellerinin CNV’leri gézlenir ve bunlar ayrica in vivo CYP2D6
enzim aktivitesini degistirebilir (52).
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GEREC VE YONTEM
ARAC VE GERECLER

Kimyasal Madde ve Coziiciiler

Bidistile su

EDTA’l1 mor kapakli kan alma tiipii (2 ml)
Jelli sar1 kapakli kan alma tipi (8 ml)

Sodyum sitratli mavi kapakli kan alma tiipii

% 98.,9’luk etil alkol (Merck)

Alet ve Gerecler

-20 °C Derin dondurucu (Argelik, Tiirkiye)

-80 °C Derin dondurucu (SCANCOOL Classic)
+4 °C Sogutucu (Argelik, Tiirkiye)

PFA-100 cihaz1 (INNOVANCE®, PFA-100 ve Dade®, Siemens

Diagnostic, Almanya)
Mikrosantrifiij (Hermle, Almanya)
Vorteks (WiseMix, Almanya)

Nanodrop (NanoDropTM 1000, Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,

ABD)
RT-PZR (Applied biosystems, Almanya)
Otomatik pipet seti (Eppendorf, Almanya)
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v’ Elektronik pipetleme ve dagitim seti (Eppendorf Repeater® Xstream Electronic
Pipette, Almanya)

PZR plaka rotorlu santrifiij (Hermle, Z326K, Almanya)

Is1 blogu (MB-102, Cin)

Polipropilen kapakli steril mikrosantrifiij tiipii (2 ml, DNAaz ve RNAaz free)

Steril mikropipet ucu (100-1000ul)

Steril mikropipet ucu (10-100 ul)

DN N N N NN

Steril mikropipet ucu (0,5-10 ul)

Kullanilan Kitler

<

Innovance PFA P2Y kiti (Siemens Healthcare Diagnostic, Almanya)
v" DNA izolasyon kiti (PureLink Genomic DNA izolasyon Mini Kit, Invitrogen)
v' CYP2C9 ve CYP2C19 TagMan CNV assay kiti (Applied biosystems, Almanya)

CALISMA GRUBU BIREYLERI ve ORNEKLERIN TOPLANMASI

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dalina basvuran, elektif veya
acil stent implantasyonlu PKG amaciyla 01 Aralik 2016- 01 Aralik 2017 tarihleri arasinda
hastaneye yatirilan hastalara ve 600 mg klopidogrel yiiklemesi yapilip, takiben 75 mg/giin
idame tedaviye gecilen ve en az 5 giin boyunca bu tedaviyi almisg, 18-80 yas aras1 erkek ya da
kadin hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. Bu hastalardan 5 giin boyunca tedavi almis ve
devam edenlerden sitratli kan 6rnegi alinip PFA-100 P2Y Kkartus ile klopidogrel direnci
degerlendirilmistir, cihazin kanama zamani1 (KZ) >106 sn biiyiik olanlara direngli, KZ < 106
Kiiciik olanlar ise klopidogrel direngsiz olarak kabul edilmis ve iki alt gruba ayrilmistir.

Calisma Edirne Klinik Arastirmalar Etik Kurulun 05.10.2016 ve 13 no’lu kararinca
onaylanmistir (EK-1). Calismanin detaylari ile ilgili olarak tiim hastalar bilgilendirilerek,
imzali onay formu alinmis, bilgilendirilmis ayrintili onay formlarin1 (Ek-2) kabul etmeyerek
imzalamayan hastalar ise ¢alismaya dahil edilmemistir.

Calismamizin diglama kriterleri asagidaki gibidir;
1. Ozgecmisinde herhangi bir sekilde kanamali hastalik bulunanlar,
2. Son 10 giin iginde trombositleri etkiledigi bilinen aspirin disinda herhangi bir ilag

kullananlar,

3. Malignite oykiisii olan hastalar,

4. Aktif enfeksiyon hastalig1 olan hastalar,
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5. Tlerlemis karaciger hastalig: olanlar,
6. Kortikosteroid tedavisi alan hastalar,
7. Asikar hipotiroidi ve hipertiroidisi olan hastalar,

8. Ileri kronik obstriiktif akciger hastaligi olan hastalar ¢alisma dis1 birakilmustir.

YONTEMLER

Hematolojik Olciimler

Calismamiza katilan hastalarin trombosit miktarini belirlemek i¢in EDTA’11 tiiplerdeki
kan ornekleri kullanilarak 6l¢iim kalibrasyonu giinliik yapilan otomatik hemositometreyle

(Sysmex XE-2100™ Automated) tam kan sayimi ile yapilmstir.

Antitrombosit Aktivite Ol¢iimii ve PFA-100 Cihaz ile Klopidogrel ila¢c Direnci
Belirleme

PFA sistemleri vaskiiler bir hasar sonrasinda trombositlerdeki adezyon ve agregasyon
stirecinin in vitro kosullarda stimiile edildigi bir cihaz ve test kartuslarindan olugsmaktadir.
INNOVANCE® PFA P2Y, trombosit P2Y12 reseptorii blokaji ile tetiklenen trombosit
fonksiyonu bozuklugunu tespit etmek i¢in kullanilir (53).

Yontem prensibi: PFA-100 sistemi (Sekil 6) primer hemostazi olduk¢a hizli ve kolay
bir bicimde degerlendiren tek kullanimlik farkli kartuslart vardir. PFA sistemleri,
INNOVANCE® PFA P2Y ile birlikte kiigiik antikoagiile tam kan orneklerinde trombosit
ADP reseptorii blokajinin tespit edilmesini miimkiin kilar. INNOVANCE® PFA P2Y, PFA
Sistemlerinde kullanilan, bir kapiler, 6rnek rezervuar1 ve ortasinda daire seklinde bir aciklik
olan biyokimyasal olarak aktif bir membran igeren gesitli entegre pargalardan olusan tek
kullanimlik bir test kartusudur. Sitrath tam kan, kapiler ve aciklik aracilifiyla ornek
rezervuarindan c¢ekilerek, trombositleri yiiksek pargalayicili akig kosullarina maruz birakir.
Membran, ADP reseptorii yolu (ozellikle P2Y1 ve P2Y12) araciligiyla trombositleri
etkinlestiren bir fizyolojik agonist olan ADP ile kaplidir. Ayrica diyagnostik performansi
lyilestirmek i¢in membran iyonik kalsiyum ve prostaglandin E1 ile kaplidir. Bir PFA testinin
baslangicinda, Dade® PFA tetikleme soliisyonu membran iizerinde dagitilarak, ADP,
kalsiyum ve prostaglandin E1 olmak iizere {i¢ reaktifin ¢éziinmesini saglar. Test sirasinda,
trombositler yiiksek pargalama kosullar1 altinda membrana tutunur. Daha sonra, membran ve
¢oziinmiis reaktifler ile etkilesimin neticesinden trombositler aktif hale gelir, graniil

iceriklerini salar ve agregasyon baslar. Bu trombosit agregasyonu siireci sonucunda agiklikta
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bir trombosit trombiisii olusur ve kan akimini yavas yavas azaltarak sonunda tamamen
engeller. PFA Sistemleri, testin baslangicindan agikligin kapanmasina kadar olan siireyi
belirleyerek, bu zaman araligimi KZ olarak rapor eder. KZ, analiz edilen tam kan

numunesindeki trombosit fonksiyonunun bir gostergesidir (53).

[

Sekil 6. Siemens innovance® PFA-100 cihazi (53).

Prosediir: INNOVANCE® PFA P2Y Test Kartusunun Hazirlanmasi:

INNOVANCE® PFA P2Y test kartuslarini igeren poseti agmadan oénce 15 ile 25 °C
sicakliga kadar 1sinmasi i¢in yaklasik 15 dakika beklendi. Daha sonra iistteki folyoyu test
kartusundan ¢ikartildi. Test kartusu PFA-100 sisteminin kasetine A kisimina yerlestirildi ve
kartus yerine emniyetli bir sekilde oturana kadar itildi.

Ornek yiikleme: %3,2 tamponlu sodyum sitrath tiipe alinan kan 6rnekleri 3 ile 4 defa
hafifce ters ¢evirerek kan numunesini karistirildi. Test kartusunu igeren kaset diiz bir yiizey
tizerinde tutulurken, i¢ yiizeylerden biri boyunca yavas¢a dagitarak 800 ulL kan test
kartusunun kiiciik agikligina (6rnek haznesi agikligi) pipetlendi. Doner tasiyici yiizeyine
yaslanmas1 igin, kaseti test kartusu A pozisyonuna gelecek sekilde PFA sistemlerinin
inkiibasyon haznesine yerlestirdi ve test baslatildi. INNOVANCE® PFA P2Y ’nin sonuglari,
PFA sistemleri tarafindan saniye (sn) biriminden kapanma zamani1 (KZ) olarak rapor edilir.
INNOVANCE® PFA P2Y test prosediiriiniin arindan, elde edilen KZ, 6l¢iilen 6rnekte P2Y 12
reseptor blokaji olup olmadiginmi gosterir. Genelde, INNOVANCE® PFA P2Y KZ <106 sn
kapanma zamanlar1 “normal” olarak kabul edilir ve 106 sn degerini asanlar “anormal” olarak

kabul edildi (54-56).
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DNA izolasyonu ve Miktarinin Belirlenmesi

Calismaya alinan hastalarin DNA izolasyonlar1 Invitrogen Purelink Genomik DNA
Kiti ile dondurulmus tam kandan yapilmustir.

DNA izolasyonunda kullanilan Kit icerigi ve hazirhk asamasi: Invitrogen Purelink
Genomik DNA kit igerigi; RNase, proteinaz K, purelink genomik liziz/baglama soliisyonu,
elution buffer, yitkama soltisyonu ve toplama tiipiinden olusmaktadir. Bagslamadan 6nce, DNA
izolasyon kiti icerisindeki yikama soliisyonlari, her etiketin {iistiindeki yonergelere uygun
olarak %96-100 etanol eklenerek hazirlandi.

a. Kan orneklerinden lizat: Dondurulmus kan 6rnekleri buzdolabindan ¢ikarildi ve oda
sicakliginda ¢o6ziilene kadar beklendi. Daha sonra, 1s1 blogu 55°C’ye ayarlandi. 200 pl taze
dondurulmus kan &rnegi steril bir mikrosantrifiij tiipii icine alind1. Ornek igine kit ile saglanan
proteinaz K’dan 20 pl eklendi. Daha sonra 6rnek i¢ine yine kit ile saglanan RNaz A’dan 20 pl
eklendi, vortekslenerek iyice karistirildi ve oda sicakliginda 2 dakika inkiibe edildi ve tizerine
200 pl purelink genomik liziz/baglama soliisyonu eklendi ve homojen bir soliisyon
olusuncaya kadar vorteksleyerek iyice karistirildi. Protein par¢alanmasini baslatmak igin
55°C’deki 1s1 blogunda 10 dk. inkiibe edildi. Lizata 200 ul %96-100 etanol eklendi. Homojen
bir soliisyon elde etmek igin vorteksleyerek 5 sn iyice karigmasi saglandi. Daha sonra
DNA’ya baglanma asamasina gecildi.

b. DNA’ya baglanma: Koleksiyon tiipii i¢inde saglanan spin kolonu paketten ¢ikarildi.
Genomik liziz/baglama soliisyonu ve etanol ekli lizat1 (640 ul) purelink spin kolona eklendi.
Kolon, 1 dakika oda sicakliginda 10.000 g’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiinii atilarak kit
ile saglanan yeni bir koleksiyon tiipii i¢ine yerlestirildi. DNA yikama agsamasina gegildi.

c. DNA yikama asamasi: Kolona, etanol ile hazirlanan yikama soliisyonu I’den 500 pl
eklendi. Kolonu 1 dakika oda sicakliginda 10.000 g’de santrifiij edildi. Koleksiyon tiipiini
atilarak kolon, kit ile saglanan yeni bir purelink koleksiyon tiipii igine yerlestirildi. Kolona
etanol ile hazirlanan yikama soliisyonu II’den 500 pl eklendi ve oda sicakliginda maksimum
hizda 3 dk. santrifiij edildikten sonra toplama tiipii ayilarak DNA eliisyon asamasina gegildi.

d. DNA eliisyon asamasi: Kolonu steril bir 1,5 ml mikrosantrifiij tiip i¢ine konuldu.
Uzerine 50 ul eliisyon ¢ozeltisi eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildikten sonra,
oda sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasinda tiipte
toplanan purifiye genomik DNA -20°C’de saklandi.

Elde edilen DNA’nin konsantrasyon ve Kkalitesinin tayini: Calismamizda DNA

safligt ve miktar1 spektrofotmetrik olarak Nanodrop cihazi kullanilarak saptandi.
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Spektrofotometrik olarak, 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda yapilan 6l¢iimlerle DNA’nin
saflig1 ve konsantrasyonu belirlendi. 50pg/ml ¢ift iplikgik DNA igeriginin 260 nm dalga
boyunda 1 optik dansite (OD) verdigi kabul edilmektedir. 260 nm’deki olgiim degeri
asagidaki formiile uygulanarak DNA konsantrasyonu hesaplandi.

DNA Konsantrasyonu: OD260x50pug/ml

DNA orneklerinin safligt OD260/0D280 orani kullanilarak belirlendi. Yeterince iyi
saflikta kabul edilen DNA’nin OD260/0D280 degeri yaklasik 1,8’dir. Ortamda fenol veya
protein mevcutsa bu oran 1,8’den kiigiik olacaktir. OD260/0D280 degeri 2’den biiyiikse

ortamda DNA bulundugu anlamina gelir.

RT-PZR ile CNV Belirleme

CYP2C9 ve CYP2C19 kopya sayilari spesifik Tagman primer-prop yontemiyle
(Applied Biosystems, Thermo Fisher Scientific, Waltham, MA, ABD) kullanilarak, RT- PZR
ile tespit edildi. FAM isaretli genleri ile VIC isaretli Riboniikleaz P (RNaseP) referans belirteg
kullanilarak gerceklestirildi.

Tim Ornekler, 10 ng DNA kullanildi ve 384 kuyucuklu plakalar iizerinde toplam
reaksiyon hacmi 10 pl olacak sekilde yapildi.

1X TagMan universal miksin iginde, her 10 ul’lik ¢ozeltide 10 ng DNA, referans gen
olan RNaseP i¢in her biri 900 nM forward ve reverse primerler ve hedef gen i¢in her biri
250’ser nm olan VIC (referans) boyasi ve FAM (hedef) isaret-boyali gene 6zel prob igerecek
sekilde hazirlandi.

Termal cycler kosullari: 50 °C 2 dakika, 95 °C 10 dakika, daha sonra 40 dongii olarak
95 °C 15 sn ve 60 °C 60 sn seklinde uygulanda.

Her kopya, bir delta Ct (ACt) elde etmek i¢cin RNase P’ye normalize edildi ve sonra
her bir ornek i¢in bir ACt degeri hesaplandi. Daha sonra AACt belirlemek igin tiim
orneklemler bir kalibratér numuneye normalize edilecek. Relative quantity 224t ve kopya
sayisida 2x Relative quantity olarak belirlendi. RT-PZR ile elde edilen Ct verileri daha sonra
CopyCaller ™ software (v2.1 Applied Biosystems) porogrami kullanirak relative CNV
hesaplandi. 1,6-2,1 arasindaki kopya numarast araligi, CYP2C19 geni i¢in normal diploid
kopya numarasi olarak kabul edildi.

Calismamizda asagidaki ekson ve intronlardaki CYP 6zel dizayne edilmis primer ve
proplar ile RT-PZR yontemi ile bu genleri CNV degerlendirildi;

CYP2C19 (Hs05148033_cn): Intron 1- Exon 2

19



CYP2C19 (Hs02932336_cn): Intron 6
CYP2C19 (Hs05107177_cn): Intron 8
CYP2C9 (Hs05167737_cn): Intron 7
CYP2C9 (Hs05165291 cn): Intron 5
CYP2C9 (Hs05187541 cn): Intron 3

ISTATISTIKSEL YONTEMLER

Istatistiksel analizler i¢in SPSS 17 (Stastistical Package for Social Sciences version)
paket programi kullanilmistir. Aglik kan sekeri (AKS), KZ, trombosit sayisi, protrombin
zamani, total kolesterol, high-density lipoprotein-Kolesterol (HDL-K), Low-density
lipoprotein-Kolesterol (LDL-K), ve yas degerlerinin normal dagilim gosterip goéstermedikleri
Shapiro-Wilk testi ile incelenmis, test sonucuna goére tiim degerlerinin normal dagilim
gostermedikleri bulunmustur. Bu sonuglara AKS, KZ, trombosit sayisi, protrombin zamant,
total kolesterol, HDL-K, LDL-K, yas ve klopidogrel direnci bakimindan grubunun
Karsilastirilmasit i¢in bagimsiz iki grup karsilastirma testlerinden Mann-Whitney U testi
kullanilmig ve degerleri ortalamatstandart sapma cinsinden verilmistir. CYP2C9 ve
CYP2C19, CNV olast riskleri binary lojistik regresyon analiz modeli kullanilarak

belirlenmistir. Sonuglar i¢in p<0.05 anlamlilik degeri olarak belirlenmistir.
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BULGULAR

CALISMA GRUBUNU OLUSTURAN BIREYLERIN TANIMLAYICI
BILGILERI

Calisma grubumuzu, Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dalina
bagvuran, elektif veya acil stent implantasyonlu PKG amaciyla 01 Aralik 2016 ile 01 Aralik
2017 tarihleri arasinda hastaneye yatirilan hastalara; 600 mg klopidogrel yiiklemesi yapilip,
takiben 75 mg/giin idame tedaviye gecilen ve en az 5 giin boyunca 75 mg/giin klopidogrel
almis hastalar ¢alismaya dahil edilmistir. 123’1 erkek ve 53’1 kadin olmak tizere toplam 176
hastadan olusmustur. Calismadaki hastalarin timii KAH hastasi olup, %26’sinda diyabet,
%93,2’sinde hipertansiyon, %57,8’sinde sigara kullanimi ve %45’inde ise alkol kullanimi

mevcuttur (Tablo 1).
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Tablo 1. Calismaya dahil edilen tiim hastalara ait demografik 6zellikler

N %
(Ornek sayisi) (yiizde degeri)

Yas 66,79+12,01
Erkek 123 69,9
Cinsiyet
Kadin 53 30,1
Yok 47 81,8
Diyabet
Var 129 26,7
Yok 12 6,8
Hipertansiyon
Var 164 93,2
Yok 149 84,7
MI éyKkiisii
Var 27 15,3
Yok 73 42,2
Sigara
Var 100 57,8
Yok 95 54,9
Alkol
Var 78 45,1

MI: Miyokard infarktis.

CALISMA GRUPLARINA AiT BiYOKIMYASAL PARAMETRELER

Calismaya dahil edilen hastalardan klopidogrel tedavisini en az 5 giin boyunca alan ve
devam eden hastalardan sitratli kan 6rnegi alinipp PFA-100 P2Y Kartus ile klopidogrel direnci
degerlendirildi. KZ 106 sn biiyiik olanlara klopidogrel direnci var, 106 kiiciik olanlar ise
klopidogrel direnci yok olarak kabul edildi ve iki alt gruba ayrildi. Calismamizda 97 (9%55,11)
bireyde klopidogrel ilag direnci yok iken (normal grup), 79 (%44,89) bireyde ise klopidogrel
ilag direnci var (klopidogrel direng grubu) gelistigini gézlemledik.

Gruplardaki erkek hasta sayilir1 benzer iken, klopidogrel direngsiz grupta kadin hasta
sayis1 direngli gruba gore neredeyse iki kat fazla oldugunu ve bu farkin istatistiksel olarak
anlamli oldugu saptand1 (p= 0.032). Diyabet, hipertansiyon, alkol ve sigara gibi demografik
veriler arasinda ise gruplar arasinda istatistiksel bir anlamlilik belirlemedik (p> 0.05) (Tablo

2).
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Tablo 2. Klopidogrel direnci olan ve olmayan bireylerin demografik verilerin istatistigi

Klopidogrel Direnci (N:176)

Yok Var ]
P degeri
N (%) N (%)
Yas 67,23+ 12,02 66,24 +£12,06 0,587
o Kadin 36 (37,1) 17 (21,5)
Cinsiyet 0,032
Erkek 61 (62,9) 62 (78,5)
Yok 26 (26,8) 21 (26,6)
Diyabet (tip 2) 0,558
Var 71 (73,2) 58 (73,4)
Yok 9(9,3) 3(3,8)
Hipertansiyon 0,230
Var 88 (90,7) 76 (96,2)
Yok 43 (45,7) 30 (38)
Sigara kullanimi 0,355
Var 51(54,3) 49 (62)
. Yok 79 (81,4) 70 (88,6)
MI Oykiisii 0,213
Var 18 (18,6) 9(11,4)
Yok 54 (57,4) 41(51,9)
Alkol kullanimi 0,540
Var 40 (42,6) 38 (48,1)

Klopidogrel direnci olan ve olmayan tiim bireylerin KZ, AKS, total kolesterol, LDL-

K, HDL-K, protrombin zamani ve trombosit diizeylerine ait degerler tablo 3’te verilmistir.

KZ diizeyleri Klopidogrel direngli grubun olmayan gruba oranla yiiksek saptanmistir
(p<0.05). AKS, total kolesterol, LDL-K, HDL-K, protrombin zamani ve trombosit diizeyleri

acisindan her iki grup arasinda anlamli bir fark bulunmamastir (p>0.05).
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Tablo 3. Klopidogrel direnci olan ve olmayan bireylerin biyokimyasal verilerin istatistigi

Klopidogrel Direnci (N:176)

Tim
Yok Var ]
hastalar P degeri
(ortalamadss) (ortalama ss)
(176)
KZ (sn) 141,65+94,02 71+£18,51 228,41+£75,22 0,001
Total Kolesterol (mg/dL) ({170,51+46,36| 170,09+ 48,63 171,01+ 43,72 0,523
HDL-K (mg/dL) 39,15+8,98 40,29 +9.86 37,76+ 7,61 0,063
LDL-K (mg/dL) 94,16+26,9 93,1+ 24,17 95,47+ 30,02 0,822
AKS (mg/dL) 136,24+55,61| 134,81+61,14 100.6+48,31 0,256
Protrombin zamani (sn) | 13,98+1,46 14,07+1,67 13,87+1,16 0,471
Trombosit sayis1 (IU/ml) [233,03+71,36| 235,62+73,13 229,85+69,47 0,660

AKS: Aclik kan sekeri; KZ: kapanma zamani

CNV’NIiN KLOPIiDOGREL DIiRENCi UZERIN ETKIiSi
Calismamizda direncli grubundaki CYP2C9 (Hs0518754), CYP2C9 (Hs05165291) ve
CYP2C9 (Hs05165291), CYP2C19 (Hs02932336) ve CYP2C19 (Hs05148033) CNV

acisindan iki grup arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptamadik (p>0.05).

Ayni zamanda CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) kopya sayisi azaldik¢a klopidogrel

direng i¢in 4,91 kat relatatif risk sahip oldugu, kopya sayis1 3 olanlarin ise ilag¢ direng i¢in 3,57

kat riske sahip oldugunu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik (p=0.011,

Tablo 4).
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Tablo 4. Klopidogrel direnci olan ve olmayan gruplarin CYP450 genlerin CNV dagilim1 ve

olusturduklari riskler

Klopidogrel Direnci (N:176)

Tim Relatif Risk| Giiven
Kopya Yok Var
hastalar (Odd’s | Arahg |P degeri
Sayis1 N (%) N (%)
(176) Orani) (%95)
1 6 4 (4,3) 2 (2,6) 1,187 |0,11-3,40| 0,863
CYP2C9
2 157 86 (91,5) 71 (92,2) Referans - -
(Hs0518754)
3 8 4 (4,3) 4 (5,2) 1,33 0,29-5,01| 0,699
1 3 2(2,2) 1(1,3) 1,11 0,05-6,82| 0,944
CYP2C9
2 157 86 (92,5) 71 (92,2) Referans - -
(Hs05165291)
3 10 5(5,4) 5 (6,5) 1,146  |0,34-4,35| 0,836
1 9 6 (6,4) 3(3,9) 0,377 |0,15-2,57| 0,390
CYP2C9
2 148 82 (87,2) 66 (85,7) Referans - -
(Hs05167737)
3 14 6 (6,4) 8 (10,4) 1,146  |0,55-5,01| 0,399
1 4 1(1,1) 3(3,9) 4,91 0,47-46,2| 0,186
CYP2C19
2 141 86 (90,5) 55 (72,4) Referans - -
(Hs05107177)
3 26 8 (8,4) 18 (23,7) 3,57 1,43-8,64| 0,011
1 10 4 (4,3) 6 (7,8) 1,88 0,51-6,91| 0,345
CYP2C19
2 153 85 (92,4) 68 (88,3) Referans - -
(Hs02932336)
3 6 3(3,3) 3(3,9) 0,729 |0,24-6,39| 0,789
1 9 7(7,4) 2 (2,5) 0,203 |0,07-1,71| 0,16
CYP2C19
2 150 82 (86,3) 68 (87,2) Referans - -
(Hs05148033)
3 14 6 (6,3) 8(10,3) 1,30 0,53-4,86| 0,684
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TARTISMA
Calismamizda, PKG uygulanan ve 600 mg klopidogrel yiiklemesi yapilip, takiben 75

mg/giin idame tedavi alan ve en az 5 giin boyunca bu tedavi dozunu devam eden 176 hastamiz
KZ sonuglarina goére klopidogrel direnci olmayan ve olan (klopidogrele direngli) seklinde
gruplandirdik. Bu ayirma, KZ >106 sn olan hastalar klopidogrel direnci var, KZ < 106 ise yok
olarak kabul edildi ve iki gruba ayrildi. Calismamizda 97 (%55,11) bireyde klopidogrel ilag
direnci yok iken (normal grup), 79 (%44,89) bireyde ise klopidogrel ilag direnci (klopidogrel
diren¢ grubu) oldugunu saptadik.

Calismamiza dahil ettigimiz hastalarin demografik 6zelliklerinin klopidogrel direnci
olup olmamasma gore karsilasgtirdik. Bunu yapmamizdaki amag, klopidogrel direncinin
olusmasina diger genetik olmayan faktorlerin etkisini arastirmakti. Ciinkii yapilan onceki
calismalarda genetik varyasyonlar disinda baska etkenlerin olabilecegi ortaya konulmustu
(41). Calismaya dahil edilen bu hastalarin sigara kullanim, hipertansiyon, diyabet,
hiperlipidemi, MI Oykiisii agisindan gruplar arasinda higbirinde istatistiksel anlamli fark
bulamadik (Bkz. Tablo 2). Ancak cinsiyet agisindan gruplar arasinda anlami bir fark oldugunu
saptadik (p=0,032). Klopidogrel direnci olan bu hastalarin %21,5 iken olmayanlari ise %37,1
olarak gozlemledik. Kadinlarin klopidogrele direnci olusmasma daha az oldugunu ve
koruyucu etkilere sahip olabilecegini diigtiniiyoruz.

Kanda total kolesterol ve LDL-K diizeyleri vyiikseldikge kardiyovaskiiler risk
artmaktadir. KAH’nin birgogunda yalniz LDL-K yiikselmesi degil, HDL-K azalmasi,
trigliserid, artmasi da lipit risk faktorlerinin bir kiimesi so6z konusudur. Total kolestrol,
trigliserid ve LDL-K yiikselmesi koroner ateroskleroz gelismesinde belirgin rolleri oldugunu
gostermektedir.

Diger klinik parametreler analiz edildiginde ise AKS, LDL-K, HDL-K ve total
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kolesterol degerleri agisindan iki grup arasinda istatistiksel fark saptanmadi (p> 0,05, Bkz.
Tablo 3). Kolesterol tipi parametrelerinde anlamli bir farkin olmamasi KAH patolojisine
neden olan bu faktorlerin klopidogrel direncinde etkisinin olmadigini gostermedigini
diisiinmekteyiz. Aym1 zamanda c¢alismaya dahil tim hastalar KAH oldugu igin bu farkin
istatistiksel olarak anlamli bir farkin bulunmamasi normal oldugu gostermektedir.

Klopidogrel tedavisindeki temel hedef trombosit reaktivitesini azaltmak oldugundan
yiiksek diizeylerdeki trombosit sayisi tedavi yetersizligine yol agacagi, bundan dolayi
klopidogrel direnci ile benzer durumlar1 doguracagi bilinen bir hipotezdir. Li ve ark.
Yaptiklari bir ¢alismalarinda trombosit miktarinin ve hacminin klopidogrel direnci ile iliskili
olmadigini bildirmislerdir (57). Benzer sekilde, ¢calismamizda da klopidogrel direnci olan ve
olmayanlarin trombosit miktari1 arasinda anlamli iliski olmadigini saptamiglardir (p=0,660).
Jang ve ark. (58) PKG yapilan ve 600 mg klopidogrel yiiklemesi yapilan ve 75 mg/giin idame
doz alan 225 hastanin 48 saat sonraki INNOVANCE® PFA P2Y yontemi ile belirledikleri
klopidogrel direng prevalansini %14,5 olarak saptadilar. Grdinic ve ark. (59) yaptiklar1 benzer
bir ¢alismada klopidogrel direng prevalansini %30 olarak gozlemlemisler. Tsantes ve ark. (60)
yaptiklar1 bagka bir benzer ¢alismada klopidogrel direncini %34,4 olarak rapor etmislerdir.
Saydam ve ark. (61) Tiik toplumunda yaptiklar1 benzer bir g¢alismada VerifyNow P2Y 1,
yontemi le klopidogrel direnci gelistiren hastalarin %30 oldugunu belirlediler (61).
Calismamizda ise direng gelisen hastalarin prevalansini ise %44,89 olarak saptadik.
Klopidogrel yanitsizigmin prevalansinin %5 ile 44 arasinda oldugu bildirilmistir.
Prevalanstaki bu genis dagilim temel dozlamadan kaynaklanmaktadir. Cesitli tanimlar,
laboratuvar yontemleri ve kan orneklerinin cevap verme siiresi agisindan degerlendirildigi
zamanla daha az ilgilidir (62-67).

Giintiniizde literatiirde antitrombosit ilag olan klopidogrel ile ilgili farkli doz kullaninmi
yaklagimlart bulunmaktadir. Bu farkli yaklagimin nedeni olarak mutasyonlar 6n plana
cikmaktadir. Klopidogrel ilacinin aktif metabolitine donisiimi, CYP P450 enzimleri
tarafindan karacigerde yapilmakta olup ¢esitli enzimler yer almakta birlikte en etkili olanlar
CYP2C9 ve 19°dur.

CYP2C19 omeprazol, lansoprazol, imipramin, propranolol, diazepam ve klopidogrel
gibi ilaglarin metabolizmas1 i¢in ana rol oynamaktadir. CYP2C19’deki bazi genetik
varyanslar fonksiyonel olmayan alleller olusturabilir ve dolayisiyla enzim aktivitesi kalmaz
bu ilaglart dogru sekilde metabolize etmeyebilir (68).

Bu genetik varyanlarin frekanslar1 bolgesel degiskenlik gostermektedir. Ornegin,

27



CYP2C19*2 alelinin iran, isveg, Alman, Etiyopya, Zimbabwe, Cin-Tayvanli, Filippin ve
Malezyali popiilasyonlarda sirastyla %21,4, %14,4, %15, %13,6, % 13,1, % 23,% 32, % 39
ve >% 75°dir (68).

Saydam ve ark (61) PKG uygulanan ve 600 mg klopidogrel yiiklemesi yapilip 75 mg
ideme dozu alan hastalarin klopidogrel direng ile CYP2C19 polimorfizmi arasindaki iligkiyi
ortaya koyduklar1 bir ¢alismada, klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarda yiiksek
oranda bulunan CYP2C19*2 (G681A) polimorfizminin genotipleri arasindaki risk durumuna
gore GA genotipinin GG genotipine gore klopidogrel direncinin 3,52 kat daha fazla riske
sahip oldugunu (p<0,001) belirlediler.

PKG sonrasi hastalarda, hastaligin tekrarlanmamasi ve uzun vadede iyilestigi sonucu
icin, bakim asamasinda, dogru ilaca ve dogru doza bagimlidir.

Calismamizda, CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) kopya sayisi azaldik¢a (delesyon)
Klopidogrel direng i¢in 4,91 kat relatif risk sahip oldugu, kopya sayist 3 olanlarin
(duplikasyon) ise ila¢ direng igin 3,57 kat riske sahip oldugunu ve bunun istatistiksel olarak
anlaml1 oldugunu saptadik (p=0.011, Tablo 4).

Hastalarin degistirilmis klopidogrel metabolizmasini tanimlamak igin farmakogenetik
testler sonucunda yiiksek bir Kklopidogrel dozu, ilaca verilen diisik yanitin diizelmesini
saglayabilir.

Yapmis oldugumuz bu galismada bireyler arasinda normal ve anormal grup diye
ayirdigimiz hastalarin, stent takildiktan sonra kisiye verilen antitrombosit etkili ilag dozunun
Kisi tizerinde ne gibi etkileri oldugunu, ne sekilde kullandiginda en etkin islev goriir diye
baktigimizda 600 mg yiikleme dozunun arttirilmasinin ilag tedavisinde etkili oldugu

gorilmistir.
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SONUC

Calismamizin sonucunda;

v' Caligmaya katilan gruplardaki erkek hasta sayilari benzer iken, klopidogrel direnci
olusmayan grupta kadin hasta sayis1 direngli gruba gore neredeyse iki kat fazla oldugunu
ve bu farkin istatistiksel olarak anlamli oldugu saptandi (p= 0.032). Kadin cinsiyetin
klopidogrel direnci olusmasinda daha az etkilendigini gézlemledik.

v" Diyabet, hipertansiyon, MI oykiisii, alkol ve sigara kullanimi gibi demografik verilerini
Klopidogrel direnci {izerine etkisini olmadigini belirledik.

v' LDL-K, HDL-K ve total kolesterol gibi lipideminin klopidogrel direnci tizerine etkisini
olmadigini belirledik.

v Caligmamizda klopidogrel ilag direnci %44,89 oldugunu saptadik.

v" Bu caligmada, CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) kopya sayisi azaldikga klopidogrel
direng icin 4,91 kat relatif risk sahip oldugu, kopya sayist 3 olanlarin ise ila¢ direng i¢in
3,57 kat riske sahip oldugunu ve bunun istatistiksel olarak anlamli oldugunu saptadik
(p=0.011).

Yukarida siraladigimiz sonuglar dogrultusunda, CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) kopya
sayisinin azalmasi klopidogrel ila¢ metabolizmasi etkili olan CYP2C19 enzim aktivitesini
azalmasina dolay1i, CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) CNV klopidogrel direnci igin
genetik risk faktorii olarak degerlendirilebilecegi sonucuna varilmstir.

Calismamiz kapsaminda bu iliskinin ortaya konmasi klopidogrel tedavisinde yeni
yaklagimlar olusturulmasina katkida bulunacaktir. Genetik yatkinligi olan hastalarin

erken alinacak onlemler ile klopidogrel direncinin azaltilmasi agisindan 6nemlidir.
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Yeni bir ¢alismada, daha ileri ve daha genis c¢alisma grubu ile KAH hastalarinda
klopidogrel ile CYP2C19 arasindaki prevalansi saptanarak ilag direnci gelisiminde major

risk olusturup olusturmadig: belirlenebilir.
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OZET

Bu c¢alismadaki amacimiz klopidogrel metabolizmasinda etkili olan CYP2C9 ve
CYP2C19 genlerin CNV’leri ile klopidogrel direng¢ mekanizmasi arasindaki iligkiyi
incelemektir.

Arastirmaya elektif veya acil stent implantasyonlu PKG yapilan 176 hasta dahil edildi.
600 mg klopidogrel yiikleme dozu alan ve en az 5 giin siireyle standart doz (75 mg/giin)
klopidogrel kullanan hastalardan alinan kan 6rneklerinde PFA-100 P2Y 12 kiti ile KZ 6l¢iildii.
KZ degeri >106 sn olan hastalar klopidogrel direngli, <106 sn ise klopidogrele direngsiz
olarak gruplandirildi. Hastalarin DNA’lar1 Purelink Genomic DNA izolasyon kiti kullanilarak
dondurulmus tam kandan izole edildi. CYP2C9 ve CYP2C19 genlerin CNV’leri TagMan
kopya sayisi analiz kiti kullanilarak RT-PCR ile tespit edildi.

Calismamizda %55,11 bireyde klopidogrel direnci yok iken, %44,89 bireyde ise
Klopidogrel direnci oldugunu saptadik. Bu c¢aligmada, CYP2C9 (Hs0518754), CYP2C9
(Hs05165291), CYP2C9 (Hs05165291), CYP2C19 (Hs02932336) ve CYP2C19
(Hs05148033) CNV ile klopidogrel direnci arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmadi (p>0.05). CYP2C19 (Hs05107177-intron 8) iki kopyaya sahip bireylerin bir ve iki
kopyaya sahip bireylere gore sirasi ile 4.91 ve 3,57 kat daha fazla klopidogrel ila¢ direnci
gelistirme riskine sahip oldugu belirlendi.

Sonuglarimiz, CYP2C19 (Hs05107177- intron 8) CNV’lere sahip bireylerin

klopidogrel direnci gelisme riskinin daha yiiksek oldugunu gostermektedir.

Anahtar Kelimeler: Kopya sayist varyasyon, CYP, klopidogrel direnci, Perkiitan koroner

girisim
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THE RELATIONSHIP OF CYP2C9 AND CYP2C19 GENES WITH
COPY NUMBER VARIATION (CNV) AFTER PERCUTANEOUS
CORONARY INTERVENTION

SUMMARY

The aim of this study was to investigate the relationship between clopidogrel
resistance mechanism and the CNVs of CYP2C9 and CYP2C19 genes which is effective in
clopidogrel metabolism.

176 patients who underwent elective or emergency percutaneous coronary intervention
with stent implantation were included in our study. CT were measured with PFA-100 P2Y12
in blood samples taken from patients using clopidogrel with standard dose (75 mg/day) for at
least 5 days after 600 mg clopidogrel loading dose. The patients were divided into two groups
CT values >106 s as resistant to clopidogrel, <106 s were nonresistant to clopidogrel. DNA of
patients was isolated from the frozen whole blood by a using PureLink Genomic DNA
isolation kit. CNVs in CYP2C9 and CYP2C19 genes were detected by using TagMan copy
number assays kit in a RT-PCR.

In our study, while clopidogrel resistance was not found in 55, 11% of the patients, 44,
89% of the patients were found clopidogrel resistance. This study, no statistically significant
relationship was found between CNVs of CYP2C9 (Hs0518754), CYP2C9 (Hs05165291),
CYP2C9 (Hs05165291) CYP2C19 (Hs02932336) and CYP2C19 (Hs05148033) genes and
clopidogrel resistance. It was determined that individuals with the two copies of CYP2C19
(Hs05107177) have a 3.165 and 3,57 fold increase risk of developing clopidogrel drug
resistance compared to the one and three copy, respectively.

Our results suggest that CYP2C19 (Hs05107177) CNVs have higher risk of
developing clopidogrel resistance.

Keywords: Copy number variation, CYP, clopidogrel resistance, Cutaneous coronary

intervention
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HIZNETE OZ1

Te
SAGLIK BAKANLIGI
Turkiye lag ve Tibbi Cihaz Kurumu

Sayr  : 93189304-514.99-152998 18.11.2016
Konu : Klinik Aragtirma [16-AKD-118]

NORMALI

Sayimn Dog Dr Lokman Ayaz
Trakya Universitesi Fezacihik Fakiiltesi
Biyokimya Anabilim Dali
Edirne

flgi  :a)Kurum evrak kayit 07.10.2016 tarihli, 251584 sayili yaziniz,
b) Kurum evrak kayit 20.10.2016 tarihli, 262779 sayith yazimz,

Do¢ Dr Lokman Ayaz sorumlulugunda yapilmast planlanan *‘Perkiitan Koroner
Girigim Sonrast Klopidogrel Direncinin CYP2C9 ve CYP2CI19 Genlerinin Kopya Sayisi
Varyasyon (CNV) ile iligkisi” konulu aragtirma ile ilgili olarak;

Bahsi gegen ¢aligmanin 15.05.1987 tarih ve 19461 sayih resmi gazetede yayimlanan
“Saghk Hizmetleri Temel Kanunu™nda 06.04.2011 tarihi ile kabul edilen Ek Madde-10
“Herhangi bir tedavi yontemi veya araglarmin veyahut ruhsat veya izin alinmig olsa dahi ilag
ve terkiplerinin, tibbi ve biyolojik triinler, bitkisel tirtinler, kozmetik triinler ve hammaddeleri
ile tibbi cihazlarin bilimsel arastirma amaciyla insanlar tizerinde kullanilabilmesi igin Saglik
Bakanlign veya bagh kuruluglarindan izin ahnmasi” kapsamina girmemesi nedeni ile
galismanin sadece ilgili etik kurul karan dogrultusunda yiirtitilmesi tarafimizca uygun
bulunmustur. Goniilliilerden bilgilendirilmis gontilli olur formu alinmas: gerekmektedir.

Yazimizin bir 6rnedinin ilgili etik kurula iletilmesi hususunda bilginizi ve geregini rica
ederim.

Dr. Ecz. Elif inci SOMUNCUOGLU
Kurum Baskan a.
Daire Bagkani V.

Sogiitdzii Mahallesi, 2176.Sokak No:5 06520 Cankaya’/ ANKARA Bilgi Igin: Berna KOSEKAYA
Tel: (0 312) 218 30 00~ Fax : (0 312) 218 34 60 www tick pov Unvan: Eczaci

x

Bu belge 5070 sayili Elektronik Imza Kanunu uyarinca elektronik olarak imzalanmistir. Dokiiman
http://ebs.titck.gov.tr/Basvuru/Elmza/Kontrol adresinden kontrol edilebilir. Glvenli elektronik imza asli ile aynidir.
Dokiimanin dogrulama kodu : Z1AxQ3NRRG83Q3NRZW56YnUy



Ek-2: Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastrmalar Etik Kurulu
Bilgilendirilmis Gontlli olur form

TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETIK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bir aragtima projesine davet edilmektesiniz. Bu aragtirmanm yuritilmesi, Trakya
Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Aragtirmalar Etik Kurulu’nun ............ tarih ve ........... sayili
karart ile onaylanmigtir.

Aragtirmaya katilmaya karar vermeden once aragtirmanin neden ve nasil yapilacagini
anlamaniz ¢ok énemlidir.

Aragtirmaya katilim tamamen gonillulik ilkesine bagli olup katilmayi reddetmeniz herhangi
bir cezaya ya da elde edilecek herhangi bir yararin kaybedilmesine kesinlikle yol agmayacaktir.

Aym gekilde aragtirmaya katilmayi kabul ettikten sonra da aragtirmanin herhangi bir yerinde
higbir neden gostermeksizin herhangi bir zarar ya da elde edilmesi beklenen bir yarar kaybina yol
agmadan aragtirmadan g¢ekilebilirsiniz.

Aragtirma kapsaminda yapilan islemlerin mali giderleri aragtirmacilar ya da destekleyici
(TUBITAK) tarafindan karsilanacak olup size ya da sosyal giivenlik kurumunuza higbir mali yitk
getirmeyecektir.

Asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve aragtirmaya katilmak isteyip istemediginize karar
vermek igin liitfen biraz diigtiniin.

Arastirmanin bilimsel ad1: Perkiitan Koroner Girisim Sonrasi Klopidogrel Direncinin CYP2C9 ve
CYP2C19 Genlerinin Kopya Varyasyon Sayisi1 (CNV) ile iligkisi
¢  Arastirmanin anlasilabilir basit adi: Stent takilan hastalarda ilag metabolizmasinda etkili
olan CYP genlerin kopya sayismin ilag direnci ile iligkisini aragtirmak

e Sorumlu Aragtirmacmin adi ve gérev yeri: Do¢. Dr Lokman AYAZ, T.U. Eczacihk
Fakiiltesi Biyokimya AD

Arastirmamin amaci: Bu galigmada, hastaneye Akut koroner sedromu tanist bagvurmug ve elektif
veya acil perkiitan koroner girisim (PKG) uygulanan, 300 veya 600 mg/giin klopidogrel doz
yitklenen, en az 7 giin stireyle standart doz (75 mg/giin) klopidogrel kullanan hastalardan alinan kan
dmeklerinde PFA-100 Innovance P2Y kiti ile ilag direnci olusan ve olusmayan bireylerdeki
klopidogrel metabolizmasinda etkili olan CYP2C19 ve CYP2C9 genlerini CNV klopidogrel direng
mekanizmasi ile arasindaki iligkiyi incelemeyi amaglamaktayiz.

Bu projede; 1. Hastanemizde klopidogrel direng prevlansi ortaya konulacaktir

2. Birgok ilag metabolizmasinda gérevli olan belirli CYP genlerin CNV belirlenecek

3. PKG hastalardaki olugan klopidogrel direnci ile bu ilacin metabolizmasinda rol oynayan CYP
genlerin CNV ile iligkisi ortaya konulacaktir.

e Arastirmanin niteligi (klinik, laboratuvar, epidemiyolojik, tez calismasi vb.): Tez
caligmasi

e Arastirmanin baslama tarihi ve dngériilen siiresi: 01.12.2016, 12 ay
e Arastirmaya katilmasi beklenen goniillii sayisi: 200

e Arastirma sirasinda uygulanacak olan invaziv yontemler dahil olmak iizere goniilliiye
uygulanacak yontem, girisim ve tedavilerin tiimii: ? Hastaneye akut koroner sedromu
tanist ile gelen ve elektif veya acil PKG uygulanan hastalardan 5 ml kan 6rnegi alinacaktir.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (TU_BAEK)

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu
14 Nisan 2014 v1.0
- _________________________________________________________________________________________

Gontlliiniin/Vasisinin imzast: Sayfa 1/4



TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Herhangi bir tedavi veya girigim olmayacaktir, sadece rutin tani ve tedavi protokolit PKG
uygulanan hastalardan CNV galigmasi i¢in kan 6rnegi alinacaktir.

¢ Arastirmanin deneysel kisimlar: Bu galigmaya katilan goniilla Gizerinde farkli bir tedavi
uygulanmayacaktir, doktorunuz her zamanki gibi tedavinizi stirdiirecektir. Bu ¢aligma igin,
doktora gittiginizde doktorunuz sizi muayene edecek ve gerekli gordugi takdirde rutin
analiz igin en fazla 5 ml (yaklagik 1 ¢orba kagi81 kadar) kan vermenizi isteyecektir. Alinacak
kan orneginden genetik yapiniza ait CNV diizeyleri galigilacaktir.

e Farkh uygulama ve girisimler icin goniilliilerin arastirma gruplarma rastgele atanma
olasihigr: Farkli uygulama yok, PKG uygulanan hastalar alinacaktir

¢ Katihmemm arastirmaya dahil edilme nedeni: PKG sonrasi tedavi amact ile kullanilan
klopidogrel ilag direncin CYP genlerin CNV ile iligkisini ortaya koymak igin dahil
edilecektir

¢ Arastirmadan dogrudan géniillii icin beklenen yarar: Eger bu genler ile ilag direnci
arasinda bir iligki bulunursa, ilacin dozunu ayarlayabilme olasiligi bulunabilir.

¢  Goniilliiniin sorumluluklar: Herhangi bir sorumlugu bulunmamaktadir.

e  Goniilliiniin (arastirma hamilelerde veya lohusalarda yapilacaksa ise embriyo, fetiis
veya siit cocuklarimin da) maruz kalabilecekleri riskler veya rahatsizhiklar: Bu hastalar
caligmaya dahil edilmeyecektir.

¢ Risklere karst ahman 6nlemler: Bu galismanin herhangi bir riski yoktur, rutin yapilan PKG
sonrasi sadece rutin olarak verdigi tam kan 6rnegi almacaktir.

e  Goniilliiye alternatif olarak uygulanabilecek olan diger yontemler ve bunlarmn olasi
yarar ve zararlari: Herhangi bir alternatif yontem uygulanmayacaktir.

e Arastirmaya bagh olarak bir zarar olustugunda verilecek tazminat ve saglanacak
tedaviler: Siz bu aragtirmaya katilip katilmamakta serbestsiniz. Aragtirmaya katilim
gonullitlik esasina dayalidir. Aragtirmaya katildiginiz igin size ek bir 6deme yapilmayacak
ve siz de talep edemeyeceksiniz. Siz aragtirmanin herhangi bir agamasinda onayimizi ¢ekme
hakkina sahipsiniz. Aragtirma uygulamasindan kaynaklanan nedenlerle meydana gelebilecek
herhangi bir saglik sorununun ortaya ¢ikmasi halinde, size her tirli tibbi miidahale
saglanacaktir.

e  Goniilliilere yapilacak ulasim, yemek gibi masraflara iliskin 6demeler: Aragtirmaya
katilim gonillaliik esasmma dayalidir. Aragtirmaya katildigimz igin size ek bir ddeme
yapilmayacak ve siz de talep edemeyeceksiniz

e  Goniilliiniin arastirmaya katilmimin sona erdirilmesini gerektirecek durumlar veya
nedenler: Yeterli sayida hastaya ulagtiginda veya projenin siiresi bittiginde

e Arastrma sonunda goniillillere bilgi verilecek mi? Isteyen gonillillere arastirma
sonuglart verilebilir.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (TU_BAEK)

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu
14 Nisan 2014 v1.0

Goniilliniin/Vasisinin imzast: Sayfa 2/4



TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

e  Goniillillerin arastirma hakkinda, kendileri hakkinda ya da arastirmayla ilgili
herhangi bir beklenmedik olay hakkinda daha fazla bilgi edinebilmesi icin temasa
gecebilecedi kisi ve kendisine giiniin 24 saatinde erisebilecegi telefon numarasi:

Yrd.Dog Dr Mustafa Adem YILMAZTEPE, T.U Kardiyoloji AD;
Tel; 05335205712

e  Goniillillerden elde edilecek olan biyolojik materyallerin hangi amaclarla
kullamilacagi: CYP genleri igin CNV analizi i¢in kullanilacaktir.

e  Goniillillerden elde edilecek biyolojik materyaller iizerinde genetik arastirma
yapilabilmesi icin onay:

“Perkiitan Koroner Girigsim Sonrasi Klopidogrel Direncinin CYP2C9 ve CYP2CI19
Genlerinin Kopya Varyasyon Sayist (CNV) ile iligkisi” arastirmasi kapsaminda alinan
tam kan 6rnegimin;

I:l Sadece yukarida bahsi gecen arastirmada kullamlmasma izin veriyorum.

El ileride yapilmasi planlanan tiim arastirmalarda kullamilmasma izin
veriyorum.

|:| Hicbir kosulda kullamilmasma izin vermiyorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (TU_BAEK)

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu
14 Nisan 2014 v1.0

Goniilliniin/Vasisinin imzast: Sayfa 3/4



TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Yukarida agikga tamimlanan ¢aligmanin ne amagla, kimler tarafindan ve nasil gergeklestirilecegi
anlayabilecegim bir ifade ile bana anlatildi.

Bu aragtirmadan elde edilen bilgilerin bana ve bagka insanlara saglayacagi yararlar bana anlatildi.

Aragtirma sirasinda meydana gelebilecek riskler ve rahatsizliklar bana anlayabilecegim bir dille
anlatildi.

Aragtirma sirasinda olugabilecek zarar durumunda gergeklestirilecek iglemler bana anlatildi.

Aragtirmanimn yurttiilmesi sirasinda olas1 yan etkiler, riskler ve zararlar ve haklarim konusunda 24
saat bilgi alabilecegim bir yetkilinin adi ve telefonu bana verildi.

Aragtirma kapsamindaki biitin muayene, tetkik ve testler ile tibbi bakim hizmetleri igin benden ya
da bagli bulundugum sosyal giivenlik kurulugundan higbir ticret istenmeyecegi bana anlatildi.

Aragtirmaya higbir baski ve zorlama altinda olmaksizin géniillii olarak katiliyorum.

Aragtirmaya katilmayi reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi.

Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, higbir gerekge gostermeksizin istedigim anda
bu ¢aligmadan ¢ekilebilecegimin bilincindeyim.

Bu g¢aligmaya katilmayr reddetmem ya da sonradan g¢ekilmem halinde higbir sorumluluk altina
girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gercksinim duydugum tibbi bakimi higbir
bigimde etkilemeyecegini biliyorum.

Caligmanin yuritiiciisii olan aragtirmact / hekim ya da destekleyen kurulug, galigma programinin
gereklerini yerine getirmedeki ihmalim nedeniyle, benim onayimi almadan beni g¢aligma
kapsamindan ¢ikarabilecegini biliyorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu’nun gerekli gordigiinde,
gizliligimin korunmasi ilkesine uygun olarak, aragtirma konusuyla iligkili orijinal tibbi kayitlarima
dogrudan erigimde bulunabilecegini biliyorum

Ilgili yasal diizenlemeler geregince kimligimi ortaya cikaracak kayitlarin gizli tutulacagi,
kamuoyuna agiklanmayacagi;, aragtirma sonuglarimin bilimsel toplantilarda sunulabilecegi ya da
yayinlanabilecegi, ancak, bu tir durumlarda kimligimin kesin olarak gizli tutulacag: bana agiklandi.

Aragtirma konusuyla ilgili olarak, ¢caligmaya devam etme istegimi etkileyebilecek yeni bilgiler elde
edildiginde bana ya da yasal temsilcime zamaninda bilgilendirme yapilacagi bana agikland:.

Yukarida yer alan ve aragtirmadan oOnce goniilliye verilmesi gereken bilgileri gosteren
Bilgilendirilmis Goniillii Olur Formu adli metni kendi anadilimde okudum.

Aklima gelen biitiin sorulart sorma olanagi tanindi ve sorularima doyurucu cevaplar aldim.

Yukarida konusu belirtilen aragtirma ile ilgili yazili ve sozli agiklama agagida adi belirtilen
aragtirmaci tarafindan yapildi.

Bu kogullarla, s6z konusu aragtirmaya higbir baski ve zorlama olmaksizin goniillii olarak katilmayi
kabul ediyorum.

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (TU_BAEK)

Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu
14 Nisan 2014 v1.0

Goniilliniin/Vasisinin imzast: Sayfa 4/4



TRAKYA UNIVERSITESI TIP FAKULTESI
BILIMSEL ARASTIRMALAR ETiK KURULU
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU

Bilgilendirilmig Goniillii Olur Formu’nun tam imzali bir kopyasini aldim.
o Goniilliiniin; (El yazist ile)

Adi- Soyadi:

Imzasi:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarast):

o Velayet ya da vesayet altinda bulunanlar icin; (El yazisi ile)
Veli ya da Vasinin Adi- Soyadi:
Imzasi:
Tarih:

Adresi (varsa telefon ve/veya faks numarast):

o Agklamalari yapan arastirmacimn
Unvani, Adi- Soyadi: (El yazisi ile)
Gorev yaptigr boliim:
Imzasi:

Tarih:

Trakya Universitesi Tip Fakiiltesi Bilimsel Arastirmalar Etik Kurulu (TU_BAEK)
Bilgilendirilmis Géniillii Olur Formu
14 Nisan 2014 v1.0

Goniilliniin/Vasisinin imzast: Sayfa 5/4





