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OZET

PERKUTAN KORONER GiRiSIM SONRASI KLOPIDOGREL DIiRENCININ
CYP2C19, CYP3A4, CYP2B6, ABCB1, ITGB3 VE PON1 GENLERINDEKI
VARYASYONLAR ILE iLiSKiSi

Klopidogrel diren¢ mekanizmasini arastirdifimiz ¢alismamizda d6zellikle
CYP2C19, CYP3A4, CYP2B6, ABCBI, ITGB3 ve PON1 genlerindeki varyasyonlarin
bu mekanizma ile olan iligkisini belirlemeyi amagladik. Bu amacimiz1 gergeklestirirken
klopidogrele direngli bireylerin ve klopidogrel aktivitesi ile iliskili varyasyonlarin
sikligmi  Tiirk toplumunda ortaya ¢ikarmak ulasmak istedigimiz hedeflerimiz

arasindaydi.

Calismamiza elektif veya acil stent implantasyonlu perkiitan koroner girisim
yapilan 223 hasta dahil edildi. En az 7 giin siireyle standart doz (75 mg/giin) klopidogrel
kullanan hastalardan alinan kan o6rneklerinde VerifyNow P2Y12 kiti ile trombosit
reaktivitesi (PRU) ve % inhibisyon 6l¢iildii. Farkl tiipe alinan kan 6rneklerinden izole
edilen DNA’larin genetik varyasyon analizleri i¢in Sequenom MassARRAY sistemi ile
genotipleme protokolleri yiiriitiildii. Hastalarin genetik varyasyon genotipleri, ilag
kullanim durumu, demografik ve klinik ozellikleri trombosit reaktivitesine gore

istatistiksel testler ile analiz edildi.

PRU degeri >208 olan hastalar klopidogrel tedavisine cevap vermeyen
(klopidogrele direngli) bireyler olarak gruplandirildiginda 69 (%30,9) hastanin
klopidogrele direngli, 154 (%69,1) hastanin ise klopidogrele direngsiz oldugu belirlendi.
CYP2C19*2 (G636A) tek niikleotid polimorfizmi ile klopidogrel direnci arasinda
anlamh diizeyde iliski bulundu (3°=26,79, p<0,001). Bu polimorfizmin A allelinin
frekans1 direncli hastalarda yiiksek olmakla birlikte odds oran1 G alleline gore 4,08’1di
(%95 CI 2,39-6,96). CYP2C19*17 (C806T) tek niikleotid polimorfizminin CT
genotiplerinin PRU degerleri CC genotiplerine goére daha diisiik (p=0,036), %
inhibisyon degerleri ise CC genotiplerine gore daha yiiksekti (p=0,025). Diger genetik
varyasyonlardan higbiri istatistiksel acidan klopidogrel direnci ve antitrombosit yanit ile

iligkili bulunmadi. Hasta grubumuzda CYP2C19*4, CYP2C19*7 ve CYP2C19*8



varyasyon allellerinin herhangi birini tagiyan birey bulunmaz iken, CYP2C19*3 allelini
tastyanlarin  orani %0,9°du. Genetik dis1 faktorler klopidogrel tedavisine cevap
durumuna gore karsilastirildiginda ise sadece ileri yasin klopidogrel direnci ile iliskili

oldugu belirlendi (p<0,001).

CYP2C19*2 polimorfizminin klopidogrel direncine neden oldugu, CYP2C19*17
polimorfizminin ise klopidogrelin antitrombosit aktivitesini artirdigi c¢alismamiz ile
dogrulanmis oldu. Ayrica, klopidogrel metabolizmasindan yoksun oldugu bildirilen
CYP2C19*4, CYP2C19*7 ve CYP2C19*8 varyasyonlarinin tespit edilmemesi, Tirk

toplumuna ait yeni bir bulgu olmasi nedeniyle 6nemlidir.

Anahtar kelimeler: perkiitan koroner girisim, klopidogrel, tek niikleotid polimorfizm,

trombosit
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SUMMARY

ASSOCIATION OF CLOPIDOGREL RESISTANCE WITH VARIATIONS IN
CYP2C19, CYP3A4, CYP2B6, ABCBI1, ITGB3 AND PON1 GENES AFTER
PERCUTANEOUS CORONARY INTERVENTION

In this study in which we investigated clopidogrel resistance mechanism, we
aimed to determine the association of variations in CYP2C19, CYP3A4, CYP2B6,
ABCBI1, ITGB3, and PONI1 genes with this mechanism. While reaching this our
objective, to reveal the prevalence of individuals resistant to clopidogrel and of
variations related with clopidogrel activity in the Turkish population were among our

targets.

223 patients who underwent elective or emergency percutaneous coronary
intervention with stent implantation were included in our study. Platelet reactivity
(PRU) and % inhibition were measured with VerifyNow P2Y12 in blood samples
collected from patients that took a standard dose of clopidogrel (75 mg/day) for at least
7 days. For genetic variation analyses of DNAs isolated from blood samples collected in
separate tubes, genotyping protocols were carried out with Sequenom MassARRAY
system. Genetic variation genotypes, drug use statuses, demographic and clinical

characteristics of patients were compared with platelet reactivity via statistical tests.

When grouped the patients with PRU values >208 as nonresponder to clopidogrel
treatment (resistant to clopidogrel), it was determined that 69 (30,9%) patients were
resistant to clopidogrel and 154 (69,1%) patients were nonresistant to clopidogrel. A
significant association was found between CYP2C19*2 (G636A) single nucleotide
polymorphism and clopidogrel resistance (x*=26,79, p<0,001). A allele frequency of
this polymorphism was high in patients with resistance, its odds ratio was 4,08
compared to G allele (95% CI 2,39-6,96). PRU values of CYP2C19*17 (C806T) single
nucleotide polymorphism CT genotypes were lower (p=0,036) and % inhibition values
of CT genotypes were higher compared to CC genotypes (p=0,025). None of the other
genetic variations was found to be statistically associated with clopidogrel resistance
and antiplatelet response. While individuals carrying any of CYP2C19*4, CYP2C19*7,

CYP2C19*8 variation alleles were not present in our patient group, the rate of

vil



individuals with CYP2C19*3 allele was 0,9%. When the non-genetic factors are
compared with response to clopidogrel treatment, only the higher age was determined to

be associated with clopidogrel resistance (p<0,001).

It was confirmed by our study that CYP2C19*2 polymorphism caused clopidogrel
resistance and CYP2C19*17 polymorphism increased antiplatelet activity of
clopidogrel. In addition, the fact that CYP2C19*4, CYP2C19*7, CYP2C19*8 variations
reported to lack clopidogrel metabolism unable to be detected bears importance in the

sense that it is a new finding on the Turkish population.

Keywords: percutaneous coronary intervention, clopidogrel, single nucleotide

polymorphism, platelet
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1. GIRIS VE AMAC

Arterlerde “aterom” veya “plak™ olarak ifade edilen yapisal bozukluklara neden
olan patolojiye ateroskleroz adi verilmektedir. Aterosklerotik plaklar, arter igerisine
cikintr yaparak arter liimenini daraltir ve kan akisini sinirlandirir (113). Ileri evrelerde
arter limenini tamamen tikarayarak iskemik olaylara neden olur. Bu tikanma, plak
dejenerasyonu sonucu aterotromboz olayindan da kaynaklanabilir. Aterotromboz,
trombositlerin arterlerde endotel bir hasar nedeniyle agregasyonu sonucu trombiis
olusturmasidir. Bu nedenle, trombositler kararli bir aterosklerotik plagin kararsiz bir

lezyon haline doniisiimii siirecinde anahtar rol oynayan kan hiicreleridir (38,60,122).

Ateresklerozun kalp kasini besleyen koroner arterlerde meydana gelmesi ile
olusan hastaliga koroner arter hastalifi (KAH) adi verilmektedir. Koroner arter
hastaliginda ateroskleroz ve aterotromboz sonucu kalp kasina kan akis1 sinirlandirilir.
Boylelikle, miyokard iskemisi meydana gelmektedir (69,86). Miyokard iskemisi
semptomlarinin olusturdugu klinik durum, kararsiz gogiis agris1 (unstable angina) ve ST

ylkselmeli miyokard infarktiisii (STEMI) olarak ikiye ayrilir (9).

Avrupa Kardiyoloji Derneginin 2012 yilinda yayimladig: istatistiksel verilere
gore; tek basina koroner arter hastaligi, Avrupa'daki 6liimlerin en yaygin nedenidir
(yilda 1.8 milyon 6liim) (90). Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi’nin 2012 saglik
istatistikleri y1llig1 mortalite raporlarina bakildiginda iskemik kalp hastaliklarinin i¢inde
bulundugu dolasim sistemi hastaliklar grubu, %37,93 oranla en yiiksek 6liim nedeni

olarak gosterilmistir (52).

Miyokardin ihtiyact olan normal kan akisini saglayabilmek adina koronerlerdeki
kan akisin1 sinirlandiran plaklara karsi en yaygin kullanilan fiziksel miidahale; koroner
anjiyografi ile balon anjiyoplasti (PTCA-Percutaneous Transluminal Coronary
Angioplasty) ve stent implantasyonudur. Balon anjiyoplasti ve stent implantasyonu,
kardiyoloji uzmanlar1 tarafindan kan damarma sokulan bir kateter ile yapildigindan

cerrahi olmayan islemlerdir (22).



Balon anjiyoplasti ve stent implantasyonunun ila¢ ile desteklenmesi bir
zorunluluktur (14). Ciinkii plak olusumu nedeniyle arter dejenerasyonu ve koroner
arterlerdeki kan akisin1 normal duruma getirmek i¢in yapilan fiziksel miidahaleler,
endotel alti ekstraseliiler matriks bilesenlerini ortaya ¢ikarmaktadir. Bu bilesenlerden
kollajen ve von Willebrand faktorii, tromobositlerin arter duvarma yapismasini
saglayan c¢ok iyi iki yardimcidir. Glikoprotein reseptdrleri GPVI and GPIb/V/IX
aracilig1 ile endotel alti bilesenlere baglanan trombositler icin aggregasyonun tetigi
cekilmis ve trombositlerden ADP, tromboksan A2 ve trombin gibi bir dizi lokal
uyaricinin salimimi baglamig olur (60,80). Agregasyon sonucu olusacak olan tromboz,
ani Oliimlere ve yeni iskemik olaylara neden olabilir. Bu nedenle, perkiitan koroner
girigim ile arter limenini agmanin yaninda antitrombosit veya antiagregan tedavinin

uygulanmas1 miyokard iskemisi gegiren hastalar i¢in hayati 6nem tagimaktadir (14).

Klopidogrel ve aspirin ile antitrombosit tedavi, stent trombozunun azaltilmasi i¢in
invaziv kardiyoloji pratiginin vazgecilmezi, perkiitan koroner girisim geg¢iren hastalar
icin hayati bir stratejidir (2,14). Biiyiik klinik ¢aligmalarda ikili antitrombosit tedavinin
Onemli yararlart gdsterilmis olmasina ragmen, stent trombozunu iceren advers iskemik
olaylarin meydana gelmesi ciddi bir klinik problem olmaya devam etmektedir (114).
Aspirin direncinin yanisira, klopidogrelin hastalarin belirli bir kisminda antitrombosit
bir etki sergilemedigi bir¢ok calismada gosterilmis olup, bu durum klopidogrel direnci
olarak tanimlanmistir (41,42). Ayrica, bu ¢alismalar klopidogrel diren¢li hastalarda
artan kardiyovaskiiler riski ortaya ¢ikararak antitrombosit tedavinin mortaliteyi onleyici

etkisini gozler 6niine sermistir (114).

Klopidogrel, trombosit hiicre zarindaki P2Y12 reseptOriinii segici ve geri
doniistimsiiz bloke etmesine bagli olarak trombosit agregasyonunun etkili bir
inhibitoridiir (100). Bir 6n ila¢ olan klopidogrelin barsaktan emilimi, ABCB1 geninin
kodladig1 bir barsak efluks P-glikoprotein pompasi tarafindan smirli sekilde
gerceklesmektedir (112). Klopidogrel gibi 6n ilaglar aktif metabolitleri i¢in karacigerde
bulunan sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan biyotransformasyona gereksinim
duyarlar. Klopidogrelin iki basamakli biyotranformasyonunda gorev alan sitokrom P450

enzimleri CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A4 ve CYP1A2’dir. Bu enzimleri



kodlayan genlerde olusabilecek varyasyonlarin klopidogrelin metabolizmasini
etkileyecegi disiinililerek diren¢ gelisiminde genetik arastirmalar 6n plana ¢ikmigtir

(82,112,114).

Genetik arastirmalarin sonucu olarak Amerikan Gida ve ilag¢ Kurumu (FDA), 12
Mart 2010 tarihinde klopidogrel direnci hakkinda ciddi bir uyar1 yayimladi. Uyarida,
CYP2C19*2 ve *3 varyasyonlarmin klopidogrel’in islevsel metabolizmasina sahip
olmadigi, CYP2C19*4,*5,*6,*7,*8 varyasyonlarinin da klopidogrel metabolizmasindan
yoksun oldugu, ancak bu allellere CYP2C19*2 ve CYP2C19*3’den daha az siklikta
rastlandigini bildirildi (114).

Yakin bir zaman Once, bir grup arastirmaci sitokrom P450 enzimlerine ek olarak
paraoksonaz 1 (PON1) enziminin klopidogrel metabolizmasinda rol oynadigini ileri
strdiiler. PON1 QI192R polimorfizminin aktif metabolit oran belirleyici etkisinin
bulundugunu bildirdiler (15). Bu ¢alismaya cevap niteliginde ¢alismalar yapilmis, fakat
farkl etnik gruplarda birbirlerini desteklemeyen sonuclar elde edilmistir (4,68,108).

Klopidogrel direnci, klopidogrel metabolizmasi ve trombosit agregasyonu ile ilgili
genler tiizerinde Tiirk popiilasyonu disindaki etnik gruplarda bir biitlin olarak
arastirilmig, fakat belirli varyasyonlar i¢in farkli sonuglar elde edilmistir. Baslica
amacimiz, tim diinyada mortalite ve morbiditenin en 6nemli nedeni olan miyokard
iskemisinde yaygin olarak kullanilan klopidogrelin antitrombosit aktivite yetersizligini
Tiirk popiilasyonunda ilk defa genis bir gen profilinde arastirmaktir. Bu aragtirmay1
yaparken, Tiirk popiilasyonundaki klopidogrel diren¢ sikligini, bu dirence genetik
yatkinligin olup olmadigimi, genetik yatkinlik var ise hangi varyansyonlarin rol
oynadigini, diger toplumlara gore varyasyon sikliginin degisiklik gosterip
gostermedigini  belirlemek ulasmak istedigimiz hedeflerimizdir. Bunun igin,
CYP2C19*2 (rs4244285), CYP2C19*3 (rs4986893), CYP2C19*4 (rs28399504),
CYP2C19*7 (rs72558186) CYP2C19*8 (rs41291556), CYP2C19*17 (rs12248560),
ABCBI1 (rs1045642), CYP3A4*1G (rs2242480), CYP2B6*9 (rs3745274), 1TGB3
(rs5918), PONI (rs662) ve PONI1 (rs854560) varyasyonlarini hasta grubumuzda analiz

ederek klopidogrelin  antitrombosit aktivitesi ile Kkarsilastirmayr amagcladik.



2. GENEL BILGILER

2.1. ATEROSKLEROZ

Ateroskleroz, arterlerde “aterom” veya “plak” olarak ifade edilen yapisal
bozukluklara (lezyonlara) neden olan kronik inflamatuar sistemik bir hastaliktir. Son
yillarda diinyada oldugu gibi iilkemizde de mortalite ve morbiditenin baglica nedenidir
(113). Yaygin olarak “damar sertlesmesi” olarak adlandirilan arteriyosklerozun bir
tiridiir. Periferik damar, serebrovaskiiler, kardiyovaskiiler hastaliklarin ve o6zellikle

koroner arter hastaligi (KAH) nin altinda yatan patoloji aterosklerozdur (29).

Arteriyoskleroz, arter duvarlarinin kalinlasip esnekliklerini kaybetmeleriyle
sonuglanan {i¢ tiir hastaliga verilen genel isimdir. Bunlardan, ateroskleroz orta ve biiyiik
arterleri etkilemekle birlikte en yaygin ve ciddi olanidir. Digeri arteriyoloskleroz,
arteriyol olarak isimlendirilen kiiciik arterlerin kalinlasmasidir ve daha ¢ok bobrekleri
etkilemektedir. Monckeberg arteriyosklerozu ise kiiclik ve orta boy arterlerde goriiliir,
damar duvarlarinda kalsiyum birikmesine neden olur, sertlesme meydana getirir fakat

arter duvarlarinda daralma olmaz (29).

Ateroskleroz binlerce yildir insaligin bagina bela olmus bir hastaliktir. Bunu Misir
uygarligindan giiniimiize ulasan mumyalardaki aort, koroner ve periferal damarlarindaki
dejeneratif bulgulara dayanarak rahatlikla soéyleyebiliriz (99). Eski musirhilardaki
lezyonlarin, giiniimiizdeki damar cerrahisi ve patoloji bulgularinda gézlemlenenlerden

farkli olmadig tespit edilmistir (78).

Arastirmacilar 19. ylizyilin baglarinda vaskiiler degisikliklere daha yakindan
bakmaya bagladilar. 1829 yilinda Almanya dogumlu Fransiz cerrah ve patalog Jean
Lobstein “ateroskleroz” terimini tiim diinyaya tanitt1 (78). Ateroskleroz, lezyonlarin igi
yumusak, dis1 sert yapisindan dolayr Yunanca athero- (lapa) ve —sclerosis (sertlesme)

sozctuklerinden tiiretilmistir (113).



19. yiizyilin ortalarinda iki karsit goriislii patolog Berlin’den Rudolf Virchow ve
Viyana’dan Carl von Rokitansky, aterosklerotik damar duvarlarinda hiicresel
inflamatuar degisiklikler oldugunu agiklamislardir. Von Rokitansky bu degisikliklerin
damarin dogal yapisindan kaynaklandigini kabul etmesine ragmen, Virchow
aterosklerozun gelisiminde birincil rol iistlendigini savunmustur. 1910 yilinda Alman
kimyager Windaus aterosklerotik plaklarin kalsifiye bag dokudan ve kolesterolden
meydana geldigini gostermistir. Anitschkow ve Chaltow ise kolesterol bulgusundan 3
yil sonra tavsanlari kolesterolce zengin diyet ile besleyerek aterosklerozu tetiklemeyi

basarmislardir (78).

2.1.1 Ateroskleroz Olusum Hipotezleri

Aterosklerozun olusum ve gelisimine katki saglayan bircok risk faktorii
tanimlanmistir. Bu nedenle bir¢ok damar hastaliginin altinda yatan multifaktoriyel bir
patolojidir. Ortaya konan risk faktorlerinin varligina ragmen hastaligin kesin baslama
nedeni hala belirsizdir. Gilinlimiize kadar ateroskleroz olusumuyla ilgili {i¢ farkli hipotez

ortaya atilmistir (78). Bunlar;
a) Hasara yanit hipotezi
b) Degisiklige ugramis lipoprotein hipotezi.
¢) Lipid birikimine yanit hipotezi

Gilinlimiizde de en fazla kabul goren goriis olan hasara yanit hipotezi (response to
injury) 1977 yilinda ilk olarak Ross ve ark tarafindan agiklanmistir. Bu hipotezde
baslica neden endotel hasaridir. Mekanik olaylara, toksinlere ve oksijen radikallerine
bagl olarak endotel ve intimadaki yapisal bozukluklarin aterosklerozun tetigini ¢ektigi
diistiniilmektedir (98). Steinberg ve ark. tarafindan savunulan degisiklige ugramis
lipoprotein hipotezi (altered lipoprotein hypothesis), oksidasyon gecirmis diisiik
dansiteli lipoproteinlerin (LDL) intimadaki kopiik hiicre olusumunu baglatmasini
birincil neden olarak gdstermektedir (115). Lipid birikimine yanit hipotezi (response to

retention hypothesis) ise Ira Tabas ve Kevin Williams tarafindan desteklenmis, damar
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duvar igerisinde lipid ve lipoprotein birikimine kars1 yanitin aterosklerozun baslangici

ve temel nedeni oldugu ileri stiriilmiistiir (134).

2.1.2 Aterosklerozun Patogenezi

Normal arter duvari iki organize tabakadan olugsmaktadir: intima ve media (Sekil
2.1). Intima, kan ile temas eden bazal membran iizerine oturmus tek tabakali endotel
hiicreleri ve endotel hiicreleri ile diiz kas hiicreleri arasindaki ekstraseliiler matriks
bileseninden meydana gelmektedir. Endotel tabakas1 vaskiiler fonksiyonlarin normal bir
sekilde yiiriiyebilmesinde temel rol oynamaktadir. Morfolojik yapisi ve stratejik
anotomik pozisyonu nedeniyle secici gegirgen bir bariyer olarak gorev yapar. Intima
tabakasindaki ekstraseliiler matriks bileseni i¢ elastik lamina olarak adlandirilmaktadir.
I¢ elastik lamina altinda bir orta tabaka olan media bulunur. Media, bazal membran ile
cevrili ve ekstaseliiler matriks igersine gomiilii olan vaskiiler diiz kas hiicrelerinden

meydana gelmektedir. Media tabakasinin sinirini dis elastik lamina belirlemektedir (38).

Normal Arter

intima:
Endotel
i¢ elastik lamina

s Media:
Diiz kas hiicresi

,y_,.__ Matriks
. \ _!':1_ Ihs elastik lamina
] " _."

Sekil 2.1. Normal arter duvari (38)
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En kabul gbren goriis olan Ross ve ark.’nin agikladigi hipoteze gore risk faktorleri
ile baglatilan endotel hasar, lipidlerin ve inflamatuar hiicrelerin arter duvari igerisine
girisine izin vermektedir (98). Kan dolagimindaki monositler arter duvari igerisinde
lipid yutan makrofajlara farklilasmakta, kopiik hiicre makrofajlar1 haline gelmektedir
(Sekil 2.2). Bu durum yagh c¢izgiler (fatty streaks) olarak ifade edilen lezyonlarin
olusumu ile sonuglanir ve aterosklerozun baslangici olarak kabul edilir. Yagl ¢izgiler
kiictik, intimada kopiik hiicre makrofajlarinin odaksal birikimi nedeniyle hafifce
yiikselmis lezyonlardir (Sekil 2.3). Bu lezyonlar biiyiik aterosklerotik plaklarin dnciileri
oldugu gibi kiigiilerek aterosklerotik plaga doniismeden de kalabilir. Yagh ¢izgilerin
daha karmasik bir komplekse gecisi nekrotik bir ¢ekirdek ve fibroz bir Ortiiniin
olugmasiyla gerceklesir (38).

Endotel Hasan Lipid sizmasi (LDL)

.............
.......

Endotel adezyon
molekiillerinin artis:

(VCAM-1, ICAM-1)

Monositlerin arter
duvar icerisine giic
etmesi

+— Reaktif oksijen tiirleri
(ROS)'nin olusumu

t ha ’7“_ Endotel gecirgenliginin
\ artmasi
.-.“m - .- r

Monosit adezyvonn

Sekil 2.2. Endotel hasart ve monositlerin go¢ etmesi (38)



Yagh Cizgi Olusumu

.-q'?" -m. Lipid (LDL) sizmasi

.Af *#\h_

L]
*
-

'ﬁﬁf

Trombositlerin yapismasi
Ve agregasyonu

Diiz kas hiicrelerinin giic
etmesi ve proliferasyonu

Kiipiik hiicrelerinin
olusumu

T hiicrelerinin

aktivasvonu

: Daha fazla monositin
ot T yapismasi ve girisi

Sekil 2.3. Yagl ¢izgi olusumu (38)

Yagl cizgi olusumunda trombositler hasara ugramis endotel tabakaya yapisir ve
graniillerini salgilamaya baslar. Bu olaya aterotromboz adi verilir. Makrofajlar arter
duvan igerisinde modifiye olmus LDL’leri yutarak kopiik hiicre formuna doniisiir.
Kemokinlerin ve biliylime faktorlerin salinimi inflamatuar hiicrelerin giiclenmesine, T
hiicrelerinin aktivasyonuna, diiz kas hiicrelerinin go¢ etmesine ve proliferasyonuna yol

acar (38).

Lipid ile dolan ve tikanan kopiik hiicreler 6lmeye ve igindekileri serbest
birakmaya baslar (Sekil 2.4). Bu durum nekrotik bir ¢ekirdek olusumuna katki saglar.
Koptik hiicrelerin sitoplazmik igeriginin salinimi inflamasyonu indiikleyen ekstraseliiler
lipidlerin ve biiyiime faktorlerinin birikimine neden olur. Daha sonra, diiz kas hiicreleri
intima igerisinde go¢ edip ¢ogalarak ekstraseliiler matriks birikimine yol agar ve fibroz
bir Ortlinlin olusumunu saglar. Hiicre sayisinin ve matriks miktarinin artis1 plak
hacminin biiyiimesine neden olur. Biiyiliyen ve liimen igerisine ¢ikint1 yapan plak yapisi

aterom olarak da isimlendirilir (38).



Aterosklerotik Plak

Fibriz drtiiniin olusumu-
Diiz kas hiicre
proliferasyvonu, gic
etmesi ve matriks
depolamasi

Makrofajlarin
birikimi

Kipiik hiicrelerin
apoptozu: nekrotik
cekirdegin olusumu

T hiicrelerinin
aktiflesmesi

Sekil 2.4. Aterosklerotik plak olusumu (38)

2.1.3. Aterotromboz

Aterosklerotik plaklarin dejenerasyonu ile tromboz meydana gelmesi olayina
aterotromboz ad1 verilir. Tromboz, trombositlerin endotel bir hasar nedeniyle aktiflesip
kiimelesmeleri (agregasyon) sonucu bir kitle (trombiis) olusturmasidir. Trombiis
arterleri tikayarak gogiis agrisi, miyokard enfarktiisii, gecici iskemik ataklar ve felg gibi
yasami tehdit eden tahmin edilemez klinik olaylara yol agar. Trombositler kararli bir
aterosklerotik plagin kararsiz bir lezyon haline doniisiimii siirecinde anahtar bir rol

oynamaktadir (130).

Trombositler, kemik iligindeki megakaryositlerden periferik kana salinan hiicre
niikleusu olmayan, protein sentezleme kabiliyeti kisith sitoplazmik fragmanlardir.
Dolagimdaki ortalama yasam siireleri 7-10 giindiir. Trombositler c¢ok sayida

koagiilasyonun ve inflamasyonun 6nemli araci molekiillerinin ekspresyonunu yaparak

salgilar (125).



Aterosklerotik plaklardaki hasara yanit olarak kan dolagiminda bulunan
trombositler endotel alt1 ekstraseliiler matriks bilesenleri olan kollajen ve von
Willebrand faktor ile etkilesime girerler (Sekil 2.5). Bu baglanmayr kendi plazma
zarlarindaki glikoprotein reseptorleri GPVI and GPIb/V/IX araciligl ile gerceklestirirler.
Reseptorler ile matriks bilesenlerinin etkilesimi trombositlerde sekil degisikligine neden
olur; disk seklindeki morfolojik yapilar1 yuvarlak, top halini alir. Sekil degisikligi ile
birlikte ¢esitli hiicre i¢i sinyal reaksiyonlar tetiklenir. Kararli trombosit adezyonundan
sorumlu anahtar integrin reseptorlerinden baglicalari olan GPIIb/Illa ve GPIa/lla’nin
aktivasyonu gerceklesir. ADP, tromboksan A2 (TxA2) ve trombin gibi bir dizi lokal
uyaricinin salimimi ve tiretiminin uyarilmas: bu sekil degisikligi ile baslar (80). Bu
agonistler trombositler {izerinde kendilerine ait G protein bagl reseptorler aracilig ile
trombosit aktivasyonunu daha da arttirirlar. Tromboksan A2, COX-1 yolag: ile
arasidonik asit metabolizmas1 tarafindan iiretilmektedir. ADP, yogun trombosit
graniillerinden serbest birakilir. Uretilen trombin de trombosit yiizeyinde bir
glikoprotein olan PAR (Proteaz ile aktive olan reseptor)’lar1 proteolitik olarak bolerek
trombosit aktivasyonu artirir. Cevredeki trombositlerin hizli sekilde toplanmasi ve
aktivasyonu sonugta trombiis olusumuna neden olur. Bu olusuma 6zellikle GPIIb/II1a

integrin proteini tarafindan ¢apraz baglanan fibrinojenler aracilik etmektedir (60).

i

_'"j-i_ .

— S ————

e — e — e —

Sekil 2.5. Trombiis olusumunda trombositlerin fonksiyonu (80)
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Ciddi ve hayati sonuglar doguran bu trombiis olusumunu 6nlemek i¢in kademeli
fizyolojik olaylardaki c¢esitli yolaklar1 hedefleyen ve antitrombosit ajanlar kullanan
cesitli tibbi tedavi yontemleri gelistirilmis ve hala gelistirilmeye devam etmektedir. Bu
yontemler TxA2, ADP, GPIIb/Ila, trombin, kollajen ve von Willebrand faktorii inhibe
etmeyi amaclamaktadir (Sekil 2.6). Trombosit aktivasyonu ve trombiis olusumundan
sorumlu yolaklardaki cesitli faktdrler ve mekanizmalar arasindaki kompleks
etkilesimler klinik olarak herhangi bir ajanin verimliligini de sinirlamaktadir. Karmagik
hiicre i¢i sinyal yolaklar1 G protein bagh reseptorlere baglanarak fonksiyon gosteren
TxA2, trombin ve ADP gibi ¢esitli uyaricilarin {iretilmesine ve salmmimina neden
olmaktadir. Trombosit aktivasyonuna katilan bu reseptdrleri, uyaricilar1 ve ayrica
integrinleri inhibe etmeyi amaclayan tedaviler tromboksan inhibitorleri, ADP reseptor
antagonistleri, GPIIb/Illa inhibitorleri, PAR antagonistleri ve adezyon antagonistleri

olarak siralanabilir (80).

PAR Antaponistleri:
E 5555
SCHS30348

ADP ADP Eesaptdr

'_I'r-nmbnksm m ] Antaponistleri:
inhibitérleri: (i o ADP Tikagrelor
Aspirin ‘kk R Kangrelor
NCXA0L6 \\ B! CpPes Klopidogrel
Ridogrel T ADP  Frasusrel
; Tilklooid;
& 18886
‘Clikoprotein [ThIIla
Inhibitdrleri:
Abciximahb
Eptifibatide
Tirofiban

GPlib/lla

y  Adezvon Antogonistleri:
GPIb-IX-V CLqTNF-related protein-1

DZ-697h
- b

i
-

— ..

Sekil 2.6. Trombosit aktivasyonunda gorev alan uyaricilar ve inhibitorleri (80)



Antitrombotik amacla en sik kullanilan ajan olan aspirin, trombositlerin
siklooksijenaz enzimini geri doniisiimsiiz olarak inhibe ederek etkisini gosterir. Aspirin
TxA2’nin olusumunu engellerken tiyenopiridin grubu ilaglar (tiklopidin, klopidogrel,
prasugrel, tikagrelor) ADP’ye bagli trombosit agregasyonunu oOnlerler. Adenozin
difosfat trombosit hiicre zar1 iizerindeki piirinerjik P2Y1 ve P2Y12 reseptorlerine
baglanir. Bu reseptorlerin kendilerine 6zgii sinyal yolaklari vardir. P2Y1 reseptorii
trombositin sekil degisikliginde ve gecici agregasyonunda rol alirken, P2Y12 reseptorii
kalic1 agregasyonda rol oynar. Dolayisiyla, P2Y 12 reseptorii ayni zamanda tiyenopiridin

grubu ilaglarinin hedef molekiiliidiir (26).

Iki trombositin birbirine baglanmasi GPIIb/Illa integrin reseptorii ile olur.
GPIIb/IIIa inhibitorlerinin hedefi olan GPIIb/IIIa integrin reseptorii, fibrinojen reseptorii
gibidir ve iki trombositi bir fibrinojen molekiilii ile baglar (Bkz. Sekil 2.5). Fibrinojenin
fibrine doniisiimiinii saglayan trombin, iki trombositin birbirine geri doniisiimsiiz olarak
baglanmasini saglar. Bu etkisiyle trombin, trombiis olusumunda esas rolii iistlenen ve
tim trombosit aktivatorleri (kollajen, ADP, TxA2, trombin, vs.) arasinda en etkili
olandir. Trombin reseptdr antagonistleri ve yeni P2Y12 inhibitorleri antitrombosit

tedavide 6nemli yenilikler olarak kabul edilmektedir (2).

2.2. KORONER ARTER HASTALIGI (KAH)

Ateresklerozun koroner arterlerde meydana gelmesi ile olusan hastaliga koroner
arter hastaligi (KAH) denilmektedir. Koroner kalp hastaligi (KKH) veya aterosklerotik
kalp hastaligi olarak da adlandirilir. Koroner arterler ana atar damar olan aortadan
aldiklar1 oksijence zengin temiz kani kalp kasi hiicrelerine tagimakla gorevlidirler.
Kalbin epikardiyal bolgesinde seyrederler ve anadallardan ¢ikan daha kii¢lik damarlarla

kalp kasi hiicrelerine ulasirlar (69,86).

Koroner arter hastaliginda ateroskleroz sonucu olusan plaklarin yipranmasi ve
yirtilmas1 sonucu olusan aterotromboz, koroner arteri fiziksel olarak tikayarak veya
arter yapisinda ve fonksiyonunda bozukluklara neden olarak kalp kasina kan akisini

siirlandirir (86). Boylelikle miyokard iskemisi meydana gelmektedir. Miyokard iskemi
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semptomlarinin olusturdugu klinik durumu adlandirmak i¢in akut koroner sendrom
(AKS) terimi kullanilmaktadir. Akut koroner sendrom, belirgin iki ayr1 klinik duruma
ayrilmaktadir. Bunlar kararsiz anjin (unstable angina) veya ST yiikselmesiz miyokard

infarktiisit (NSTEMI) ve ST yiikselmeli miyokard infarktiisii (STEMI)’diir (9).

Akur koroner sendromun klinik tliriiniin aymrimmi elektrokardiyografi (EKG)
bulgularina dayanmaktadir. Altta yatan fizyopatolojide aterom plaginda c¢ok biiyiik
olmayan bir yaralanma ve bunun iizerinde tam tikayict olmayan bir beyaz trombiis
(trombosit bakimindan zengin) var ise olgunun EKG’sinde degisiliklikler goriilmekte
ancak bu degisiklikler ST yiikselmesi bi¢iminde olmamaktadir. ST ¢okmesi, T dalgasi
negatiflesmesi ya da 20 dakikadan kisa siiren ST yiikselmesi bi¢cimindeki farkliliklar
goriildiigiinde olgu “ST yiikselmesiz miyokard infarktiisii” veya kararsiz anjin olarak
tanimlanmaktadir. Buna karsilik ¢ekilen EKG’de ST yiikselmesi goriilmesi, liimeni tam
tikayan fibrin bakimindan zengin bir trombiisiin varligina isarettir ve olgu “ST

yiikselmeli miyakard infarktiis” olarak adlandirilmaktadir (17).

Kardiyovaskiiler hastaliklar modern sanayilesmis tilkelerde erken dliimlerin en sik
nedenidir. Avrupa Kardiyoloji Dernegi’nin 2012 yilinda yayimladig istatistiksel
verilere gore kardiyovaskiiler hastaliklar Avrupa’da her yil i¢in 4 milyonun iizerinde
Olimiin sebebi olarak gosterilmektedir. Ayrica gelismekte olan iilkelerde de sayisi
gittikge artan Oliimlerin nedenidir. Koroner arter hastaligi ve strok, kardiyovaskiiler
hastaligin baglica iki formudur. Tek basma koroner arter hastalifi, Avrupa'daki
Oliimlerin en yaygin nedenidir (yilda 1.8 milyon 6liim). Genis bir cografyada yapilan
arastirmaya gére KAH’1in mortalite oranlarinda farkliliklar mevcuttur. Dogu ve Orta
Avrupa’da en yiiksek mortalite oranlari, Fransa, italya ve Japonya’da ise en diisiik
mortalite oranlar tespit edilmistir. Oliim oranlar1 erkeklerde bayanlara gore ¢cok daha
yiiksektir ve yag ile birlikte artmaktadir. Cografi degisim ve cinsiyet farkliliklarina ek

olarak, etnik koken ve sosyal sinif KAH’1n mortalite oranlarini etkilemektedir (90).

Tiirkiye’de yapilan Tirk Eriskinlerinde Kalp Hastaligi ve Risk Faktorleri
(TEKHARF) calismasi, 2012 yilinda yayinladigi makalede koroner kokenli oliim
nedenlerinin 21 yillik uzun vadeli takip performansini degerlendirdi. Taranan kisilerde

yas aralig1r 45-74’idi. Koroner arter hastaligi i¢in bu yas araligindaki yillik toplam
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mortalite sikligi 1000 kisi icerisinde 5.5 diizeyindeydi. Erkeklerde koroner arter
hastalig1 i¢in yillik mortalite 1000 kisi icerisinde 7.3, kadinlarda ise 1000 kisi icerisinde
3.7 seviyesinde oldugu rapor edildi. Bu calismada ortaya konan diger bir sonug ise
yetiskinlerdeki koroner arter hastaligi icin genel 6lim yasinin giderek daha yiiksek
yagslara ertelendigidir. Ayrica, Karadeniz ve Marmara Bolgelerinin yliksek 6liim riskine,

Gilineydogu Anadolu Bolgesinin ise diislik 6liim riskine sahip oldugu bildirilmistir. (91).

2.2.1. Risk Faktorleri

Temelinde aterosklerozun yattii KAH, birden fazla risk faktoriiniin etkisiyle
ortaya ¢ikan multifaktdriyel bir hastaliktir. Risk faktorii kavrami yasam bigimi,
biyokimyasal ve fizyolojik faktorler gibi degistirilebilen ve degistirilemeyen kisisel
ozellikleri igerir. Risk faktorii kavrami ilk kez koroner arter hastalig1 i¢in kullanilmistir.
Sigara, hipertansiyon, hiperlipidemi ve diyabet degistirilebilen risk faktorlerine, aile

Oykiisii, cinsiyet ve yas ise degistirilemeyen risk faktorlerine drnektir (93).

Toplumlarda koroner arter hastaliginin olusumunun altinda yatan sebep olarak,
bat1 yasam kiiltiirii olarak da bilinen doymus yaglar bakimindan zengin diyet, tiitiin
kullanim1 ve fiziksel inaktivitenin Oonemli rolii vardir. Bu yasam bi¢imine bagl
faktorler, ateroskleroza yol acan biyokimyasal ve fizyolojik farkliliklari meydana
getirirler. Genetik 6zellikler de ateroskleroza yatkinlikta rol oynamaktadir. Uzun yillar
KAH riskinin %50’sinin risk faktorleriyle agiklanabildigi one siiriilmiistiir. Ancak, son
yillarda yapilan c¢alismalarda klasik risk faktorleri olarak bilinen sigara, yliksek
kolesterol ve yiiksek kan basincinin KAH riskinin %75’in1 agikladig: belirtilmektedir
(93). INTERHEART adl1 ¢ok merkezli olgu kontrol ¢alismasinin sonuglar1 kullanilarak
yapilan hesaplamalarda ise klasik risk faktorlerine eklenen diyabet, fiziksel inaktivite,
obezite, beslenme tarzi gibi risk faktorleriyle birlikte KAH riskinin  %90’n1
aciklanabilmektedir (136)

Bir kiside KAH ortaya c¢ikarsa, degistirilebilen risk faktorleri hastaligin

ilerlemesine katkida bulunmaya devam eder. Dolayisiyla hastalardaki tedavi
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yaklagimlariin merkezinde de risk faktorlerinin ortadan kaldirilmasi ya da kontrol

altina alinmasi vardir.

KAH ig¢in risk faktdrlerini agagidaki gibi siralayabiliriz (136):

e Hipertansiyon

e Diyabet

e Yiiksek LDL ve total kolesterol

e Diisiik HDL (Yiiksek dansiteli lipoprotein) kolesterol

e Ailede erken KAH hikayesi

e Sigara iciyor olmak

e Yas ve cinsiyet

e QObezite

e Fiziksel inaktivite

Hipertansiyon KAH icin ¢ok 6nemli bir risk faktoriidiir. Biitlin aterosklerotik
kardiyovaskiiler olaylarin %35'inden hipertansiyon sorumludur. KAH, hipertansiflerde
normotansiflere gore 2-3 kat daha fazladir. Kan basincinda yiikselme endotel
fonksiyonlarinda bozulmaya yol acarak ateroskleroz patogenezinde rol almaktadir

(136).

Birgok klinik ¢aligsma ateroskleroz olusumunda bir risk faktorii olarak diyabetin
onemli bir yer aldigin1 gostermistir. Diyabette siirekli hiperglisemi, ileri glikolize son
irlinlerin tiretiminde artisa yol agarak arteriyel inflamasyonu tetiklemektedir. Diyabetik
hastalarda belirgin endotel ve diiz kas hiicre fonksiyon bozuklugu yaninda l16kositlerin
endotele yapismasinda, trombosit agregasyonunda ve koagiilasyon sisteminin

aktivitesinde artig izlenmektedir (35).
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Kan fizyolojisinde 6nemli bir yere sahip total kolesterol ve LDL seviyelerindeki
artisin ateroskleroz ile iliskili oldugu ve bu artmis seviyeler diisiiriiliirse aterosklerozun
azaldigin1 gosteren bir¢ok c¢alisma yayimlanmistir. LDL yiiksekligi, endotel hasar1 ve
damar duvarindaki inflamatuar yanittaki artisla yakindan iliskilidir. LDL ateroskleroz

patogenezinde basrolii oynayan bir lipoproteindir (62).

KAH icin diisiik HDL seviyelerinin bir risk faktorii, buna karsilik yiiksek HDL
seviyelerinin ise koruyucu bir faktor oldugu klavuzlarda vurgulanmistir. HDL kolesterol
damar duvarindaki kolesterolii toplayip katabolizmasini hizlandirarak plak olusumuna

kars1 koruyucu etki gostermektedir (16).

Ailede erken KAH hikayesi, KAH gelisimi i¢in aterosklerozun her basamaginda
onemli bir bagimsiz risk faktoriidiir. Genetik faktorlerin KAH’a yol agtigina dair 6nemli
kanitlar vardir. Genetik etkiye bagl gelisen KAH, genellikle poligeniktir ve sadece ¢cok
az bir hasta grubunda tek gen mutasyonlar1 gézlenir. KAH i¢in en giiclii aile hikayesi
birinci derece akrabada erken yasta koroner kalp hastaligi odykiisii olmasidir. Birinci
derece erkek akrabalarda 55 yasindan Once, birinci derece kadin akrabalarda 65
yasindan once KAH gelisiminin olmasi, o kiside ateroskleroz gelisim riskini yaklagsik 2

kat arttirmaktadir (103).

Sigara sempatik sinir sistemini uyarir, kan basincini artirir ve miyokard oksijen
sunumunu azaltir. Bunun yaninda aterotromboz iizerine de bir¢ok etkileri vardir. Sigara
LDL oksidasyonunu artirir ve endotel bagimli vazodilatasyonu bozmaktadir. Sigara
iciciligi KAH riskini 2-3 kat artirir ve diger risk faktorleri ile etkileserek riskin daha

fazla artmasina neden olur (11).

KAH, yillar boyu siiren bir siire¢ olup bebeklik doneminden itibaren
baslamaktadir. Hastalik boyutuna genelde dordiincii on yildan sonra gelmektedir.
Koroner arterlerdeki ateroskleroz yas ilerledikge artar. Erkeklerde 45 yas, kadinlarda 55
yas lzeri koroner kalp hastaligi i¢in giiclii bir risk faktoriidiir. Avrupa Kardiyoloji
Dernegi’nin 2012 yilinda yayimladigi rapora gore 6liim oranlar1 erkeklerde bayanlara
gore ¢ok daha yliksektir ve yas ile birlikte artmaktadir. Bu durum erkek cinsiyetinin

KAH gelisiminde énemli bir risk faktorii oldugunu gostermektedir (90).
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Obezite, Avrupa Kardiyoloji Dernegi tarafindan KAH i¢in 6nemli bir risk faktorii
olarak tanitmlanmistir. Viicutta yaglar karin bolgesinde yogunlastigi zaman asir1 kilonun
olumsuz etkilerinin daha belirgin olarak goriildiigi rapor edilmistir (90). Gelismis
iilkelerde viicut kitle indeksinin (Body Mass Index-BMI) 21 kg/m*’den fazlasmimn KAH

olusumunda bir risk faktorii oldugu ayrica belirtilmistir (135).

Fiziksel olarak aktif olan insanlarda KAH riski daha azdir. Gelismis iilkelerdeki
KAH’1m %20’den fazlasinin fiziksel inaktivite ile iligkili oldugu bildirilmistir. Diizenli
fiziksel aktivite ile kilo azalmakta, LDL kolesterol ve trigliserid diizeyleri diismekte,
HDL kolesterol diizeyleri yiikselmekte, insiiline duyarlik artmakta, kan basinci
diismekte, endotele bagli vazodilatasyon artmaktadir. Bu nedenle fiziksel inaktivite

KAH igin bagimsiz bir risk faktoriidiir (135).

2.2.2. Tedavi Yontemleri

Koroner arter hastaliginin en yaygin belirtisi anjindir (anjina pektoris). Anjin ¢cogu
zaman gogiis agrist olarak tanimlanir. Ayn1 zamanda gogiis rahatsizhigl, agirlik, darlik,
baski, agri, yanma, uyusma, doluluk veya sikistirmayla tarif edilir. Hazimsizlik veya
mide yanmasiyla karigtirilabilir. Anjin genellikle gogiiste hissedilirken sol omuz, kollar,
boyun, sirt veya ¢enede de hissedilebilir. Diger belirtiler ise nefes darligi, diizensiz kalp
atiglart, hizl kalp atiglari, bag donmesi, bulanti, asir1 halsizlik ve terlemedir. Koroner
arter hastaligmin tanisinda hastanin hikayesi, EKG, efor testi, niikleer tip tetkikleri,
radyolojik tetkikler ve koroner anjiyografi kullanilmaktadir. Tan1 yontemleri igerisinde
son asama olan koroner anjiyografi, kesin taniy1 ve uygulanabilecek tedavi yontemi
hakkinda uzmana gerekli fikri vermektedir. Koronerlerdeki kan akisini sinirlandiran
plaklara karsi miyokardin ihtiyact olan normal kan akisini saglayabilmek admna o
bolgeye fiziksel miidahale olarak goriilen baslica iki yontem vardir. Bunlar; koroner
anjiyografi ile balon anjiyoplasti ve stent yerlestirilmesi, digeri ise koroner arter bypass

greftleme’dir (119).

Balon anjiyoplasti (PTCA-Percutaneous transluminal coronary angioplasty) ve

stent yerlestirilmesi, koroner arter hastaliginin tedavisine yonelik yaygin girisimsel

17



islemlerdendir. Bu islemler kardiyoloji uzmanlan tarafindan kan damarina sokulan bir
kateter ile yapildigindan, cerrahi olmayan islemlerdir. Damar duvari icerisindeki plagin
tedavisi igin ¢ok sayida balon, stent ve kateter tipi bulunur. Islem tipi, hastanin

ihtiyaglarina gore uzman tarafindan segilir (105,119).

Koroner arter hastaligindaki ateroslerotik plaklar koroner arterlerin birden fazla
bolgesini tikiyor ise hastanin ihtiyaglart ve uzman doktorlarin alacagi karara gore
koroner arter bypass greftleme (CABG-coronary artery bypass graft) yapilabilir. Bu
greftler genellikle hastanin gogiis, kol veya bacagindaki kendi arter ve venlerinden
alinir. Greft, tikanan arterin (veya arterlerin) etrafindan dolasarak kalbe oksijen zengini

kanin akmasi i¢in yeni yollar olusturur (105).

Koroner arterlerdeki aterotromboza invaziv miidahalenin yaninda ilag tedavisi
giinimiiz kardiyoloji pratiginin olmazsa olmazidir. Yukarida anlatilan miidahalelerin
ilag ile desteklenmesi gerekmektedir. Bunun yaninda, miidahale olmadan antitrombosit

ilaglar kullanarak aterotrombozun ¢6ziindiigii klinik durumlar mevcuttur (119).

Aspirin ile antitrombosit tedavinin riskli hastalarda inme, miyokard enfarktiisii ve
olum sikligint azalttigi gosterildigi gibi, akut olaylarda da mortaliteyi énemli oranda
disiirdligti gosterilmistir. Kararsiz anjin ve ST yiikselmesiz miyokard enfarktiislii

hastalarda aspirin uzunca siiredir standart tedavidir (2).

Akut koroner sendromlarin tedavisinde kullanilan bir diger antitrombosit ilag olan
klopidogrel ise, adenozin difosfat P2Y 12 reseptoriinii inhibe eden tienopiridin grubu
ilaglarin en sik kullanilan iiyesidir. Klopidogrelin semptomatik aterosklerotik hastalikta,
perkiitan koroner girisim (PKG) uygulanan hastalarda, kararsiz anjin ve ST ylikselmesiz
miyokard enfarktiisli hastalarda o6lim ve iskemik komplikasyonlar1 oOnledigi
gosterilmistir. Giinde 75 mg tek doz klopidogrel kullaniminin aspirine gore olumsuz
kardiyovaskiiler olaylarda daha fazla azalma sagladigini gosteren CAPRIE (Clopidogrel
versus Aspirin in Patients at Risk of Ischaemic Events) calismasindan sonra FDA
tarafindan giinliik tek doz 75 mg klopidogrel kullanimi onaylanmistir (19). Yiiksek
riskli hastalarda klopidogrelin yararmi gosteren CAPRIE ¢alismasindan sonra,

klopidogrelin aspirin ile birlikte kullanimi1 bir¢cok genis capli randomize kontrollii
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calismada ele alinmis ve o6zellikle akut koroner sendromlu hastalarda ¢arpict olumlu
sonuclar elde edilmistir. Boylelikle gerek akut koroner sendrom tedavisinde ve gerekse
perkiitan koroner girisimde aspirin ve klopidogrelin birlikte kullanimi kilavuzlara

girmistir (2).

Klopidogrelin etkinligini gosteren bir¢ok ¢alismaya ragmen, yaygin direng, etki
baslangicinin uzun olusu, ilag etkilesimleri ve farmakogenetik etkiler gibi sorunlar
arastirmacilart  daha etkili ve gilivenilir antitrombosit ilaglar kesfetmeye
yonlendirmektedir. Giinlimiizde bir¢ok antitrombosit ilag gelisim agamasinda olmakla
beraber prasugrel, tikagrelor, kangrelor ve SCH 530348 (trombin reseptdr antagonisti)

yeni kullanima baslanan ilaglardandir (2).

2.3. KLOPIiDOGREL

Tiyenopiridin grubu ilaglar trombosit P2Y 12 reseptoriinii geri doniisiimsiiz
olarak inhibe ederler. Bu grup ilaglar koroner arter, periferik damar ve serebrovaskiiler
hastaliklarin tedavisinde antitrombotik ajan olarak kullanilmaktadir. Aterotrombozun
onlenmesinde bilinen birkag tane tiyenopiridin tiirevi ila¢ vardir. Bunlardan en yaygin
kullanilanlar tiklopidin ve klopidogreldir. Birinci jenerasyon bir tiyenopiridin olan
tiklopidinin aspirinden daha iistiin oldugu gosterilmis olmakla birlikte, benzer etkinlik
ve daha iyi yan etki profili sebebiyle klopidogrel daha yaygin kullanilmaktadir. Ayrica
tiklopidin kullanan hastalarda diizenli tam kan sayimi gereksinimi bu ilacin kullanimini

onemli oranda azaltmistir (100).

Klopidogrel en giivenli yan etki profiline (daha diisiik komplikasyonlar) sahip,
ADP reseptor antagonisti olarak etki gosteren ikinci jenerasyon bir tiyenopiridin tlirevi
olarak kullanima sunulmustur. Bir 6n ila¢ olan klopidogrelin barsaktan emilimi ABCBI
(ATP-Binding Cassette Sub-Family B Member 1) geninin kodladig1 bir barsak effluks
P-glikoprotein pompasi tarafindan siirh sekilde ger¢eklesmektedir. Klopidogrel gibi 6n
ilaglar aktif metabolitleri i¢in karacigerde bulunan sitokrom P450 enzimleri tarafindan
biyotransformasyona gereksinim duyarlar. On ilag dozunun g¢ogunlugu esterazlar

tarafindan inaktif metabolit haline dontistiiriiliir (Sekil 2.7) (112).
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Sekil 2.7. Klopidogrelin antitrombosit aktivitesinde gorev alan enzim ve reseptorler (112)
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Hastaya FDA tarafindan onaylanan giinlik 75 mg klopidogrel uygulanmasi
durumunda, tedavinin 2. giiniinden itibaren antitrombosit etki baslamakta fakat 4-7 giin
icinde kararli ve etkin bir diizeye ulagsmaktadir. Klopidogrel kesildikten sonra 4-8 giin
stireyle antitrombosit etkiler devam etmektedir (125). Daha oOnce yapilmis olan
caligmalardan elde edilen veriler dogrultusunda, 6zellikle akut olaylarda en yiiksek
etkinlige uygun siirede ulasabilmek i¢in, yiikleme dozu rutin olarak verilmektedir. Yeni
bulgular ise 300 mg yiikleme dozu ile en yiiksek etkinlige ulasmak i¢in en az 4 ila 6
saatin gerektigini, bu nedenle 600 mg yiikleme dozunun 6zellikle akut olaylarda daha

uygun olacagini géstermektedir (85).

Bir klopidogrel dozunun yaklasik olarak %851 esterazlar tarafindan aktif olmayan
bir metabolite hidroliz edilir. Geri kalan %15°1ik kisim sitokrom P450 enzim sistemi
tarafindan oksitlenerek aktif metabolite (thiol tiirevi-R-130964) doniistiirtiliir (Bkz.
Sekil 2.7.) (101). Bu doniisiim iki basamakta gerceklesir. CYP3A, CYP2C9 ve
CYPIA2 enzimleri tek basamakta gorev alirken, CYP2B6 ve CYP2C19 enzimleri ise
her iki basamakta da rol oynamaktadir (Sekil 2.8). Bu aktif metabolitler geri
doniistimsiiz olarak ADP reseptoriinii (P2Y12) inhibe ederler. Boylelikle, trombosit
agregasyonunda gorev alan glikoprotein (GP) IIb/Illa reseptoriinii (ITGB3 [integrin,
beta 3] geninin kodladig1) dolayli yoldan inaktif duruma doniistiirmiis olurlar (82).

CYP3A

CYP2C9 O,_oCH
g.;';?;zg %’DGH CYP2C19 Y
CYP2B6 CYP2B6 HDD(?DI:@
@/D m/l:) — HS c
Klopidogrel 859 2-Oxo- R-1 3'?954
’ klopidogrel (aktif)
Esterazlar 0
VUH
a0
-] Cl
SR26334
(inaktif)

Sekil 2.8. Klopidogrel metabolizmasi (82)
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CYP2C19 enziminin klopidogrel metabolizmasinin ilk basamagmin (2-oxo
klopidogrel’in olusumu) yaklasik olarak %40’dan, ikinci veya son basamagin (aktif
thiol metabolitinin meydana gelmesi) ise yaklasik olarak %20’sinden sorumlu oldugu

rapor edilmistir (114).

2.3.1. Klopidogrel Direnci

Aspirin ve klopidogrel gibi etkinlikleri ispatlanmis giiclii antitrombosit ilaglart
kullanan bazi bireylerde tekrarlayan kardiyovaskiiler olaylar ortaya ¢ikabilmektedir. Bu
durum antitrombosit ila¢ direnci kavraminin dogmasina sebep olmustur. Varligi ve
tanim1 tartigmali olmakla birlikte “klopidogrel direnci” iki ana baslik altinda
incelenebilir. Bunlardan birincisi laboratuvar klopidogrel direncidir ve klopidogrelin
yeterli in vitro antitrombosit etkisinin olmamasi olarak tanimlanir. Diger bir baglik ise
klinik  klopidogrel direncidir. Klinik diren¢ “tedavi yetersizligi” seklinde
degerlendirilebilir ve klopidogrel kullanimina ragmen tekrarlayan kardiyovaskiiler
olaylarin goriilmesi seklinde tanimlanir (41). Klopidogrel direnci veya bagka bir deyisle
klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarin sikligi, klinik kullanim
endikasyonlari, doz, tedaviye baslama zamani ve trombosit fonksiyonlarinin
degerlendirildigi test yontemine bagl olarak %4-30 araliginda degismektedir (133).
Kardiyovaskiiler hastaliklarda trombosit fonksiyonlarinin degerlendirilmesi, olusacak
klinik sonuglarin Ongoriilmesi ve antitrombosit ajanlarin etkinliginin belirlenmesi
agisindan dnem tasimaktadir. Ornegin; perkiitan koroner girisim uygulanan hastalardan
klopidogrel direnci bulunanlarda, akut veya subakut stent trombozu daha siktir. Bu

durum 6nemli bir morbidite ve mortalite sebebi olarak karsimiza ¢cikmaktadir.

Klopidogrel’e karsi direng gelisiminde bir¢ok mekanizma sorumlu tutulmustur.
Bu mekanizmalar dis ve i¢c olarak iki ana gruba ayrilmaktadir. Dis mekanizmalar
(genetik olmayan faktorler) klopidogrel biyoyararliliginin azalmasina neden olan
tedaviye uyumsuzluk, diisiik doz kullanimi, artmis viicut yiizey alan1 nedeniyle yetersiz
illac  dozu, absorbsiyon ve metabolizmadaki  degisiklikler ve ilacin

biyotransformasyonunu etkileyen ilag etkilesimidir. i¢ mekanizmalar (genetik faktorler)
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ise klopidogrel’in barsaktan emilimini, metabolik ve biyolojik aktivitesini saglayan
reseptor ve enzimleri kodlayan genlerdeki polimorfizmlerdir. Bilinen polimorfizmlerin
bir kismimin klopidogrelin antitrombosit aktivitesini etkiledigi, bu etkiye bagli olarak
klopidogrele verilen yanitin bireyler arasinda farkliliklar olusturdugu yapilan ¢aligmalar

ile gosterilmistir (41).

2.3.1.1. fla¢ Tedavisine Uyumsuzluk

Muhtemel antitrombosit tedavi yetersizliginin 6nemli nedenlerinden biri olmakla
birlikte degerlendirilmesi glictiir. Bu nedenle, uygun yiikleme ve idame dozun

belirlenebilmesi i¢in bir¢ok ¢aligma yapilmistir.

ALBION (Assessment of the Best Loading Dose of Clopidogrel to Blunt Platelet
Activation, Inflammation and Ongoing Necrosis) ¢alismasinda perkiitan koroner girisim
uygulanan akut koroner sendromlu hastalarda 600 mg ve 900 mg’lik klopidogrel
yiikleme dozlarinin 300 mg yiikleme dozuna gére daha hizli trombosit inhibisyonuna
neden oldugu gosterilmistir. Kanama oranlari ise her {i¢ grupta benzer bulunmustur. Her
ne kadar 900 mg’lik dozla 600 mg’a gore daha yiiksek oranda trombosit inhibisyonu
saglanmig goriinse de bu fark, istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Ayrica
etkilerinin baslamasi agisindan her iki yiiksek doz arasinda anlamli farklilik tespit
edilememistir (85). Diger bir ¢aligmada ise 900 mg yilikleme dozunun 600 mg’a gore ek
trombosit inhibisyonu iistiinliigiiniin olmadig: rapor edilmistir. Yazarlara gére 600 mg
tizeri klopidogrel yiikleme dozlar1 gastrointestinal sistemden emiliminin yetersizligi

sebebiyle ek bir iistiinliik saglamamaktadir (129).

Bir¢ok ¢aligmanin destekledigi ve FDA’in onay verdigi giinliik 75 mg klopidogrel
tedavisi ile maksimum trombosit inhibisyonu 4-7 giin arasinda saglanmaktadir.
Perkiitan girisim dncesinde 300 mg klopidogrel yiikleme dozu ile daha hizli inhibisyon
saglamak i¢cin en az 4 saat oncesinde bu dozun hastaya verilmesi gerekmektedir. Yeni
yapilan calismalarda ise 600 mg yilikleme dozu ile 2 saat sonunda trombosit
inhibisyonunun %80 oraninda saglandig1 rapor edilmistir. Bu nedenle, akut olaylarda

600 mg yiikleme dozunun daha uygun olacagi bildirilmistir (85).
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2.3.1.2 ilac Etkilesimi

Karaciger klopidogrel metabolizmasinda goérev alan sitokrom P450
izoenzimlerinin  aktivitelerini  degistirebilen ilaglar  klopidogrelin  etkinligini
azaltabilmektedir. Bu konuda 6zellikle lipofilik statinler, kalsiyum antagonistleri ve
proton pompa inhibitdrleri su¢lanmaktadir. Klopidogrelin aktif forma doéniismesinde
onemli bir gorevi olan CYP3A4 enzimini bloke eden herhangi bir ilacin klopidogrel

direncine neden olabilecegi ileri stiriilmiistiir (41).

Statinler hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleridir. Pravastatin harig
statinlerin ¢ogu lipofiliktir ve genellikle karacigerde metabolize olurlar. Lovastatin ve
simvastatin CYP3A4’ya orta derecede afinite gosterirlerken, atorvastatin diisiik afinite
gosterir. Fluvastatin ve rosuvastatin ise CYP2C9 substratidir (124). Yaygin olarak
kullanilan atorvastatin ise aktif asit formunda olmakla birlikte CYP3A4’un zayif
substratidir. Ancak, bu form c¢esitli enzimatik reaksiyonlarla lakton formuna

doniistiiriilirek CYP3A4’e yiiksek afinite ile baglanir (56).

Yapilan caligmalarda, statinler ve klopidogrel etkilesimi ile ilgili farkli sonuglar
elde edilmistir. Lau ve ark., perkiitan koroner girisim uygulanan hastalarda 40 mg
atorvastatinin doza bagimli olarak klopidogrelin antitrombosit etkisini azalttigini
gostermiglerdir. Bu etki, stent takilmasi sonrasinda 6. ve 7. giinlere kadar 6nemli
diizeyde devam etmekte iken, ayni iliski pravastatin ile gozlenmemistir (36). Ayrica,
fluvastatin ile etkilesimin az oldugu, pravastatin ve rosuvastatin ile etkilesimin olmadig1
bildirilmistir (2). Mitsios ve ark.’nin akut koroner sendrom nedeniyle hastaneye
yatirilan 45 hastayr 10 mg atorvastatin ve 40 mg pravastatin ile randomize ettikleri
calismalarinda ne atorvastatinin ne de pravastatinin bes haftanin sonunda klopidogrelin
antitrombosit etkisini azaltmadigi saptanmistir (84). Aspirin ve klopidogrelden olusan
ikili antitrombosit tedavinin aspirin ve plaseboya karsi degerlendirildigi diger bir
calismada ise kullanilan statin tipi ile klopidogrel arasinda herhangi bir fark

gbzlenmemistir (102).

Klopidogrel ile etkilesime giren diger bir ila¢ grubu proton pompa inhibitorleridir.

Mide koruyucu olarak gorev yapan proton pompa inhibitorleri iskemik kalp
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hastaliklarinda sik kullanilan ilaglardandir. Klopidogrelin aktif ilag haline doniistimiinde
rol oynayan sitokrom P450 enzimlerinden CYP2C19 enzimi, proton pompa
inhibitorlerinin de degisen oranlarda metabolizmasindan sorumludur. OCLA
(Omeprazole CLopidogrel Aspirin) ¢alismasinda, koroner stent takilan ve klopidogrel
ile birlikte omeprazol kullanan hastalarda klopidogrelin P2Y 12 reseptorii iizerine olan
inhibitor etkisinin klopidogrel ile birlikte plasebo kullanan hastalara gore azaldigi
bulunmustur (39). David ve ark., 13606 hastay1 dahil ettikleri ¢alismalarinda akut
miyokard infarktlis sonrasi klopidogrel ile proton pompa inhibitér kullaniminin
klopidogrelin etkinligini azaltarak yeniden infarktiis riskini arttirdigini, sadece
pantoprazolun CYP2C19 enzimini inhibe etmedigini gostermislerdir. Bu nedenle, mide
koruyucu tedavi uygulanacak AKS hastalarinda pantoprazol veya Hj-reseptor

antagonistlerinin tercih edilmesinin en uygun yontem olacagi bildirilmistir (59).

Klopidogrelin antitrombosit etkisini diisiirdiigii bildirilen diger bir ilag grubu
kalsiyum kanal blokerleridir. Kalsiyum kanal blokerleri, klopidogrelin aktif
metabolitinin olusumunda nemli rol oynayan CYP3A4 enziminin inhibisyonuna neden
olmaktadir (109). Bununla birlikte, kalsiyum kanal blokerleri ile klopidogrel

etkilesimini rapor eden ¢alismalar ¢ok azdir.

2.3.1.3. Genetik Polimorfizmler

Genetik polimorfizmler toplumda bulunma frekansi yliksek, bir gen veya DNA
dizisindeki degisikliklerdir. DNA dizisindeki bu degisiklikleri mutasyondan ayiran
0zellik, en az 100 kisiden 1°’nde bulunmasidir. Genetik polimorfizmlerin en yaygin tiirii

tek baz cifti varyasyonu iceren tek niikleotid polimorfizmleridir (104).

Tek niikleotid polimorfizmleri (Single nucleotide polymorphism; SNP) genomda
tek bir niikleotidin (A,T,C veya G) bir baskasiyla yer degistirdiginde olusan DNA dizi
degisimleridir. Bu tek niikleotid degisimin SNP olarak ifade edilebilmesi i¢in toplumun
en az %1’inde goriilmesi gerekir. Goriilme siklifi  %1’den diisiik ise bu varyasyon
mutasyon olarak kabul edilir. SNP’ler transisyonlar [bir piirin bazinin diger bir piirin

baz1 ile (A—G, G—A), bir pirimidin bazinin diger pirimidin baz1 ile (C—T, T—C)
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degisimi] ve transversiyonlar (bir piirin bazinin bir pirimidin bazi ile degisimi veya

tersi) gibi baz degisimlerini icermektedir (128).

Bir 6n ilag¢ olan klopidogrelin iki basamakli biyotranformasyonunda gorev alan
sitokrom P450 enzimleri CYP2C19, CYP2C9, CYP2B6, CYP3A4 ve CYPIA2’dir
(Bkz. Sekil 2.8). Bu enzimleri kodlayan genlerde olusabilecek polimorfizmlerin
klopidogrelin metabolizmasini etkileyecegi diisiiniilerek diren¢ gelisiminde polimorfizm

caligsmalar1 6n plana ¢ikmustir (82).

12 Mart 2010 tarihinde FDA, klopidogrelin aktif formuna doniistiirilmesinde
hasar olusmus hastalardaki klopidogrelin azalmis etkisi hakkinda ciddi bir uyar
yayimladi. Yapilan uyarida, klopidogrelin aktif metabolitinin olusumundan 6ncelikle
karaciger enzimi olan CYP2C19’un sorumlu oldugu ve bu enzimin genotipine bagl
olarak ilag diizeyinin ve antitrombosit etkilerin degisiklik gdsterdigi vurgulandi.
FDA’ye gore CYP2C19’un farkh allelleri ve etkileri su sekildeydi: CYP2C19*1 alleli
atasal tip olmakla birlikte klopidogrelin tamamen islevsel metabolizmasina sahiptir.
CYP2C19*2 ve *3 klopidogrelin islevsel metabolizmasina sahip olmadiklarindan
metabolizmadan yoksun alleller olarak isimlendirilir. Bu iki allel, diisiik fonksiyonlu
allele sahip beyaz irk kokenli (%85) ve Asya kokenli (%99) hastalarin biiyiik
cogunlugunda bulunmaktadir. CYP2C19*4,*5,%6,*7 ve *8 allelleri klopidogrel
metabolizmasindan yoksun veya diisiik klopidogrel metabolizmali olabilirler, fakat bu
allellere toplumlarda CYP2C19*2 ve CYP2C19*3’den daha az siklikta rastlanmaktadir.
FDA yaptig1 bu uyar1 ile CYP2C19 fonksiyonundaki genetik farkliliklar géz oniine

alinarak hastalarin klopidogrel ile tedavi edilmesi gerektigini vurgulamistir (114).

Sitokrom P450 ailesinin bir iiyesi olan CYP2C19, genis yelpazedeki ila¢ grubunu
metabolize eden bir monoksijenazdir. Ilaglarin metabolik oranlarina bagli olarak
bireyler yiiksek metabolizmali (EM, extensive metabolizer), orta seviye (IM,
intermediate metabolizer) metabolizmali ve zayif metabolizmali1 (PM, poor metabolizer)
olarak siiflandirilir. Zayif metabolizmali bireyler, ilaclar1 oksitlemek i¢in gerekli olan
enzim seviyesi bakimindan ortalama bir seviyeden daha diisiik kapasiteye sahiptir. Bu

bireylerde standart dozlarda istenmeyen kotii etkiler ile karsilasilabilir (87).
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Cok sayida fonksiyonel allel tespit edilmis ve Insan Sitokrom P450 Allel
I[simlendirme Komitesi (The Human Cytochrome P450 Allele Nomenclature
Committee) tarafindan isimlendirilmistir (49,87). FDA tarafindan fonksiyonsuz oldugu
bildirilen CYP2C19*2 polimorfizmi, ekzon 5’de c¢cDNA dizisinin 681. niikleotid
pozisyonunda guaninin adenine degisimi (G—A) sonucu ortaya ¢ikan splicing hasar
mutasyonudur (rs4244285). Bu degisiklik, 215. amino asit ile baslayan mRNA’nin
okuma ¢ercevesini degistirir ve 20 aminoasitlik downstream bolgede erken bir stop
kodunu olusturarak fonksiyonel olmayan bir protein meydana getirir (24).
CYP2C19*2°den sonra en sik rastlanan diger fonksiyonsuz allel CYP2C19*3, ekzon
4’de cDNA dizisinin 636. niikleotid pozisyonunda guaninin adenine degisimi (G—A)
ile meydana gelir ve erken dur kodonuna neden olur (rs4986893) (23).

FDA’in bildirdigi diger allellerden CYP2C19*4, atasal tip allelin cDNA
dizisindeki baglama kodonu ATG’nin GTG’ye doniisiimii ile sonuglanan varyasyondur.
(rs28399504). Boylelikle protein kodlamanin baglamasi engellenmektedir (28).
CYP2C19*7 alleli, intron 5’in 5’ splicing bolgesinde korunmus GT kismindaki timinin
adenine degisimi (T—A) ile meydana gelen bir niikleotid transversiyonudur
(rs72558186). CYP2C19*8 alleli ise ekzon 3’de cDNA dizisinin 358. niikleotid
konumundaki timinin sitozine degisimi (T—C) sonucu ortaya ¢ikmakta (rs41291556)

ve aminoasit degisikligine neden olmaktadir (Trp120Arg) (55).

Son yillarda yapilan calismalar, CYP2C19 enziminin aktivitesini artiran
varyasyonlarinda bulundugunu gostermistir. Bunlardan CYP2C19*17 (rs12248560)
polimorfizmi, CYP2C19 geninin 5’ diizenleyici bolgesinde sitozinin timine degisimi (-
806C—T) sonucu meydana gelmektedir. Bu degisiklik CYP2C19 geninin
transkripsiyonel aktivitesini arttirmaktadir. Bu mutasyona sahip bireylerde CYP2C19
enzimi, atasal tip allele sahip bireylere gore ilaglarin daha hizli biyotranformasyonunu

gerceklestirmektedir (107,111).

Klopidogrelin aktif metabolitine doniisiimiinde 6nemli rol oynayan diger bir
sitokrom P450 enzimi CYP3A4’diir. Bu enzimin aktivitesini etkiledigi ve dolayisiyla

klopidogrelin antitrombosit aktivitesini artirdigt rapor edilen varyasyon ise
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CYP3A4*1G (rs2242480)’dir (6). CYP3A4*1G alleli genin 10. intronunda guaninin
adenine degisimi (IVS10+12G—A) sonucu meydana gelmektedir (45).

CYP2B6 enzimi klopidogrel metabolizmasinin her iki basamaginda da gorev alan
bir sitokrom P450 iiyesidir (Sekil 2.8). Bu nedenle CYP2B6 enziminin diisiik
ekspresyonuna neden olan polimorfizmler klopidogrelin antitrombosit fonksiyonunu
etkileyebilir. CYP2B6 enzimini kodlayan genin ekzon 4’de 15631. niikleotid
pozisyonunda guaninin timine degisimi (15631G—T) sonucu ekzonik splicing hasar
olugmaktadir (63). CYP2B6*9 (rs3745274) olarak ifade edilen bu varyasyonun enzimi
fonksiyonsuz hale getirdigi, her iki allelinde de CYP2B6*9 varyasyonunu tasiyan

bireylerin klopidogrel metabolizmasindan yoksun olduklar1 rapor edilmistir (82).

Bir¢ok ilacin ve ozellikle tiyenopiridin grubu ilaclarin absorpsiyonunda gorevli
anahtar bir protein olan P-glikoprotein effluks pompasi, MDR1 (multidrug resistance
protein 1/¢coklu ilag direng geni) olarak ta bilinen ABCBI geni tarafindan
kodlanmaktadir (Bkz. Sekil 2.7). Kromozom 7’de yer alan bu genin ekzon 26’da 3435.
niikleotid pozisyonunda sitozinin timine degisimi (3435C>T) sonucu meydana gelen
varyasyonun genin ekspresyon seviyesini ve proteinin fonksiyonunu diisiirdiigii rapor
edilmistir (46). Hiicreleri toksik maddelerden ve metabolitlerden enerjiye bagimli olarak
koruyan bu zar integral proteini klopidogrel biyotransformasyonunda da gorev
almaktadir. Klopidogrelin aktif metabolitinin konsantrasyonunu diislirdiigii ve olumsuz

klinik sonuglarin artigina neden oldugu rapor edilmistir (121,132).

Glikoprotein IIb/Illa (Gpllb/Illa), trombositler iizerinde bulunan bir integrin
kompleksidir. Bu kompleks trombosit aktivasyonuna yardim eden, fibrinojenin
baglandig1r bir reseptordiir (Sekil 2.6). Kompleks Gpllb ve Gpllla’nin kalsiyuma
bagimli olarak birlesimi sonucu olusur. Bu birlesim trombosit agregasyonu i¢in gerekli
bir basamaktir. Integrin beta-3 proteini bu integrin kompleksinin Gpllla kismin
olusturmakta ve ITGB3 geninden sentezlenmektedir. Gpllla, en sik rastlanan allelik
izoformlar1 trombosit antijeni 1 (PIA1) ve trombosit antijeni 2 (PIA2) ile yliksek bir
polimorfik proteindir. PIA2 alleli, glikoprotein Illa geninin 196. bazinda timinin
sitozine degisimi (T—C) sonucu meydana gelir (rs5918) (89). Bu degisim, glikoprotein

IITa proteininin 33. aminoasitindeki 16sinin prolin ile yer degistirmesine neden olur.
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PIA1 alleli ise normal, atasal tip alleldir. Glikoprotein IIb/Illa reseptoriiniin PIA2
allelinin klopidogrelin antitrombosit etkisine tepkisi arastirilmis farkli sonuglar elde

edilmigtir (5,112).

2.4 PARAOKSONAZ ENZIM GRUBU

Paraoksonaz enzimi ilk olarak organofosfat zehirlenmelerine karst koruyucu
katalitik aktivitesinin bulunmasiyla tanimlanmistir. 1946’da Abraham Mazur hayvan
dokusunda organofosfat bilesiklerini hidroliz edebilen bir enzimin varligini bildirerek
bu tanimlamay1 gerceklestirmistir (79). Organofosfatlar fosforik asit esterlerinin genel
ad1 olmakla birlikte bircok bocek ilacinin, sarin, tabun gibi sinir gazlarinin ve tarim
ilaglarinin temelini olusturur. Memelilerde bu organofosfatlarin detofikasyonunun en
onemli yolu serum ve karaciger A-esterazlar tarafindan diisiik toksisiteli metabolitlere

hidrolizdir (126).

Paraoksonaz (PON) enzimi 1953 yilinda Aldridge W.N. tarafindan p-nitrofenil
asetat, propiyonat ve biitirat1 hidroliz eden A-esteraz olarak teshis edilmistir. Esterazlar
oldukca genis bir enzim sinifi olup, alifatik ve aromatik ester baglarimin yaninda
peptidleri ve amidleri hidrolize ederler. Esterazlar substratlarina gore 3 smifa ayrilir: A-
esterazlar (arilesterazlar, paraoksonaz) orgonafosfatlari, B-esterazlar (karbosilesterazlar)
alifatik esterleri, C-esterazlar (asetilesterazlar) asetat esterlerini hidrolize ederler. PON
enzimi, A grubu arildialkilfosfataz sinifi bir ester hidrolaz enzimi olmasi nedeniyle
sistematik adi arildialkilfosfatazdir (131). PON, son derece zehirli organofosfat tarim
ilac1 parationun toksik metaboliti paraoksonu (organofosfat substrati) geri doniistimlii

olarak baglanip hidroliz edebilmesinden dolay1 bu ismi almistir (27).

Mackness ve ark. 1985 yilinda yaptiklart caligmalar ile PON’un HDL
molekiilinde bulundugunu (73), 1988’ de PON’un HDL iizerinde yer alan apoA-I’e
baglh olarak aktivite gosterdigini (75) ve 1991 yilinda LDL {izerindeki lipidperoksit
birikimini azalttigin1 rapor etmislerdir (72). Bu bulgularin sonucunda, arastirmacilar
ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklar ile PON arasindaki iliskiyi arastirmaya

yonelmislerdir.
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Insanlarda 7. kromozomun uzun kolunda q21.3 ve q22.1 arasinda yerlesmis iic
adet PON geni bulunmaktadir. PON1, PON2 ve PON3 genlerinin kodladig:
esterazlarindan olusan paraoksonaz enzim grubu, aminoasit dizilimleri bakimindan
farklilik gostermekle birlikte kuslar, baliklar ve eklembacaklilar disinda bir¢ok hayvan
tiirlinde sentezlenmektedir. Immiinohistokimyasal ydntem ile PONI ve PON3’iin
karaciger ve plazmada, PON2’nin ise karaciger, beyin, bobrek, kalp, aortik diiz kas

hiicreleri ve testis endotel tabakasinda bulundugu gosterilmistir (66).

2.4.1. Paraoksonaz 1 Enzimi

Paraoksonaz 1 (PONI) enzimi, kalsiyum bagimli, 354 aminoasitli, 43 kDalton
agirhiginda glikoprotein yapisinda, karacigerde sentezlenen bir enzimdir (13). PON1’in
biyokimyasal yapisi, 4 adet polipeptid zincirden meydana gelen 6 yaprakli B tabakadan
olusmaktadir (Sekil 2.9). Enzim 42. ve 353. sistein rezidiileri arasindaki distlfit kopriisii
ile sonlanarak ii¢ boyutlu yapisin1 kazanir. Amino (N) ve karboksil (C) uc¢larmin bu

sekilde kovalent baglanmasi,  tabakali enzimlerde nadir goriiliir (43).

Sekil 2.9 Paraoksonaz enziminin ii¢ boyutlu goriiniimii (a) B-kirmal1 tabakalar ve (b) hidrofobik

bolgelerin (H1, H2, H3) B-kirmali tabakalara gére durumu (43)
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PONI1, organofosfat pestisitlerin aktif metaboliti olan oksonlarin, soman ve sarin
gibi sinir gazlarmin detoksifikasyonunda, LDL ve HDL’nin lipid peroksitlerinin

hidrolizinde ve ila¢ metabolizmasinda gorev yapmaktadir (27,72).

PONI, karacigerde sentezlenip seruma salinir. Serumda spesifik olarak HDL’ye
baglanir. HDL, periferal hiicrelerden kolesteroliin tasinmasini saglayan, iizerindeki
PONIve PON3 gibi enzimler sayesinde LDL yiikseltgenmesini dnleyen lipoproteindir.
PONI sekresyonu 6nemlidir. Ciinkii hiicreden salinimini diizenleyen faktorler, enzimin
serum seviyelerini de etkilemektedir. Lipoproteinlerin yoklugunda PON1’in kana ¢ok
az salindig1, HDL eklendiginde ise enzimin kana saliniminin arttigi gézlemlenmistir.
Kardiyovaskiiler hastaliklarda PON1’in 6nemli olmasi lipid peroksidasyonunu azaltarak
aterosklerotik lezyonlarin gelisimini onlemesinden kaynaklanmaktadir. PON1’in LDL
ile etkilesime girmemesine ragmen LDL’deki lipidlerin oksidasyonunu engellemesinin

mekanizmasi kesinlik kazanmamis olup, ¢esitli hipotezler tizerinde durulmaktadir (25).

PONI1, baz1 lakton ve karbonat esterlerini igeren ila¢ ve Onilag maddelerinin
metabolizmasinda da gérev almaktadir. Ornegin, diiiretik bir ilag olan spironolakton, 3-
hidroksimetilglutaril-CoA rediiktaz inhibitorleri olan mevastatin, lovastatin ve
simvastatin PON1 tarafindan hidroliz edilir. Bu hidroksimetil glutaril-CoA rediiktaz
inhibitorlerinin hidrolizlenmesi, ilk baglarda PON1 enziminin statinaz aktivitesi olarak

tanimlanmustir (12).

Yakin bir zaman Once, Bouman ve ark. karacigerde ilag metabolize eden
enzimlerin mikrozomal ekspresyon sistemlerini arastirdiklar1 ¢aligmalarinda bir esteraz
olan PON1 enziminin klopidogrel metabolizmasinda gorev yaptigini bildirmislerdir.
Bununla birlikte, PON1’in klopidogrelden thiol aktif metabolit olusumunda oran

belirleyici bir etkisinin bulundugunu rapor etmislerdir (15).

2.4.2. Paraoksonaz 1 Geni

Insan PON gen ailesinin kromozom iizerindeki tam lokalizasyonu ilk olarak

Humbert ve ark. tarafindan 7. kromozomun uzun kolunda q21-q22 araliginda tespit
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edilmistir (54). Daha sonra, bu gen ailesinin PON1, PON2 ve PON3 iiyelerinden
meydana geldigini Primo-Parma ve ark. rapor etmistir. Bu ailenin {izerinde en ¢ok
calisilan tiyesi olan PON1 geni, 9 ekzondan meydana gelen yaklasik olarak 136 kb
uzunlugunda bir diziye sahiptir (97).

Ilk olarak, 1973 yilinda Von Mallinckrodt ve ark. PON1 enziminin genetik
polimorfizm gdsterdigini bildirmistir (37). Daha sonra, 1976 yilinda Playfer ve ark.
PONVI’in insanlar arasinda diigiik, orta ve yiiksek aktiviteye sahip polimorfik dagilim
gosterdigini daha detayli olarak agiklamistir (94). Bu aktivite polimorfizminin
molekiiler temelinin PONI1’in ¢cDNA dizisindeki iki aminoasitin yer degistirmesi

oldugunu Humbert ve ark. gostermistir (54).

Insan PON1 enziminin ¢cDNA dizisini ilk olarak Hassett ve ark. ile Adkins ve ark.
belirleyerek tlizerinde iki genetik polimorfizm tespit etmislerdir. Bunlar; PON1’in
kodlama bolgesindeki 192. kodonda glutaminin arjinine degisimi (A—G) ile 55.
kodondaki metiyoninin 16sine (T—A) degisimidir. Kodon 192’de glutamin varliginda
“A genotipi”, arjinin varliginda “B genotipi” (baz1 kaynaklarda A yerine Q, B yerine R
genotipi kullanilmaktadir), 55. kodondaki 16sin varliginda “L genotipi” ve metiyonin
varliginda “M genotipi” olusmaktadir (1,44,71). Simdiye kadar yapilan ¢aligmalarda ise
PONI geninin ekzonlarinda, intronlarinda ve promoter bolgesinde 200’e yakin SNP

tespit edilmistir (40).

Paraokson, PON1;9r alloenzimi tarafindan alt1 kat daha hizli hidroliz edilir.
PON1,9yq alloenzimi ise sarin, soman ve diazoksonu daha hizli hidroliz etmektedir.
Fenilasetat ve dihidrokumarinde ise farklilik goriilmez (21). Tek bir aminoasitteki
degisimin enzim aktivitesini bu kadar fazla etkilemesi enzimin yapisina baglanmistir.
192. pozisyondaki arjininin aktif bolgenin 6nemli bir yerindedir. Ayrica, PON19q
alloenzimi yiikseltgenmis HDL ve LDL’nin metabolize edilmesinde PONI gr
alloenziminden daha etkilidir. Bu genetik polimorfizm serumdaki enzim
konsantrasyonunu da etkiler. Homozigot R bireyler homozigot Q’ya gore daha yiiksek
enzim konsantrasyonuna sahiptir (8). PON1 MS55L polimorfizmi substratla iligkiyi
degistirmez, enzimin diisiik serum aktivitesi ve konsantrasyonu ile iligkilidir. M aleli

tagtyanlarda PON1’in diisik mRNA seviyeleri bulunmustur. L aleli tasiyanlar daha
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kararl1 ve proteolize daha dayanmiklidir. Bu durum, yiiksek serum aktivitesine sahip

olmalarini agiklayabilir (74).

Uzerinde en cok calisilan, insidanslar1 yiiksek seviylerde bulunan ve enzim
aktivitesini degistirdigi bir¢ok ¢alismada rapor edilen PON1 QI192R ve L55M
polimorfizmleri, Tiirk toplumunda da c¢alisilmistir. Aynacioglu ve ark. birbirleriyle
ailesel baglar1 olmayan 381 Tiirk birey lizerinde yaptiklar1 ¢alismalarinda genotip
insidanslart QQ % 49, QR % 40, RR % 11 ve LL % 52, LM % 39, MM % 9 olarak
bildirmiglerdir (10). Tagkiran ve ark. bu polimorfizmleri Tiirk hastalarda arastirmislar,
PON1 L55M polimorfizmi ile KAH arasinda iliski oldugunu, Q192R polimorfizminin
ise KAH’a yatkinlikta risk faktorii olmadigini bildirmislerdir (120).

PONT1 enziminin klopidogrelin karacigerdeki biyotransformasyonunda énemli rol
oynayabilecegi bulgusunu ilk olarak Bouman ve ark. yakin bir zaman 6nce bildirmistir.
In vitro metabolik profilleme tekniklerini kullanarak PONI1’in klopidogrelin
biyoaktivasyonu i¢in 6nemli bir enzim oldugunu rapor etmislerdir. Bununla birlikte,
PONI Q192R genotipinin aktif metabolit oran belirleyici etkisinin bulundugunu, QQ
genotipine sahip bireylerin RR genotipine gore stent trombozu bakimindan yiiksek
seviyede riske sahip olduklarini bildirmislerdir. Boylelikle, klopidogrel direnci iizerine

yapilan ¢aligmalar farkli bir boyut kazanmistir (15).

Sonrasinda, Bouman ve ark.’nin c¢alismasina cevap niteliginde ve PONI1
enziminin klopidogrelin biyoaktivasyonundaki roliinii ortaya ¢ikarmak adina ilk olarak
Sibbing ve ark. bir makale yaymlamistir. PON1 Q192R polimorfizminin klopidogrele
trombosit yanitt veya klopidogrel ile tedavi edilen hastalarda stent tromboz riskini
etkilemedigini rapor etmislerdir (108). Li ve ark. ise birka¢ ay Once yayinladiklari
caligmalarinda PON1 Q192R ve CYP2C19*2 polimorfizmlerinin klopidogrel yanitini
etkiledigini ileri stirmiislerdir (68). Buna karsin, yine ayni zaman diliminde yayinlanan
makalede Acrenaz ve ark. in vitro c¢alismalarinda PONI’in klopidogrel
biyoaktivasyonunu etkilemedigi sonucunu ortaya koymuslardir (4). Birbirlerini
desteklemeyen bu sonuglar 6zellikle farkli etnik gruplarda daha fazla caligmaya ihtiyag

duyuldugunu gostermektedir.
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3. GEREC VE YONTEMLER
3.1. GEREC

Calismamiz igin gerekli olan Etik Kurul onay1, Eskisehir Osmangazi Universitesi
(ESOGU) Klinik Arastirmalar Etik Kurulu tarafindan 2011 yili 60 karar numarasi ile
verilmistir. Arastirmamizda Ol¢limii yapilacak olan parametreler ve analizi
gerceklestirilecek genetik polimorfizmler i¢in gerekli malzemelerin saglanabilmesi
amactyla calisma proje onerisi haline getirilmistir. Eskisehir Osmangazi Universitesi
Bilimsel Arastirma Projeleri Komisyonu 1 Haziran 2012 tarihinde 201211017 proje

numarasi ile proje onerimizi destekleme karar1 almistir.

3.1.1. Calisma Grubu Bireyleri ve Orneklerin Toplanmasi

Eskisehir Osmangazi Universitesi Tip Fakiiltesi Kardiyoloji Anabilim Dalma
basvuran, elektif veya acil stent implantasyonlu perkiitan koroner girisim amaciyla 1
Haziran 2012 ile 1 Haziran 2013 tarihleri arasinda hastaneye yatirilan 80 yas alt1 223
hasta ¢alismamiza dahil edilmistir. Calismanin igerigiyle ilgili olarak tiim hastalara
detayli bilgi verilerek hastalardan imzali onay formu alinmis, bilgilendirilmis ayrintili

onam formlarini imzalamayan hastalar calismaya dahil edilmemistir.
Calismamizin dislama kriterleri agagida belirtilmistir:
e 30 yasindan kii¢iik, 80 yasindan biiyiik olanlar
e Ozgecmisinde herhangi bir kanamali hastalik bulunanlar

e Son 10 giin i¢inde trombositleri etkiledigi bilinen aspirin disinda herhangi

bir ila¢ kullananlar
e Trombosit miktar1t <119000/ul olanlar

e Hematokrit degeri <%?33 olanlar
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e Kreatinin >2,5 mg/dl olanlar

e Karaciger fonksiyon bozuklugu bulunanlar

Stent imlantasyonlu perkiitan koroner girisim sonrast en az 1 yil siire ile 75
mg/giin klopidogrel ve 100-300 mg/giin aspirin idame ilag tedavisi biitiin hastalar i¢in
kabul gdren rutin uygulamadir. Kardiyoloji klavuzlarinda ikili antitrombosit tedavi
olarak ge¢mektedir. Literatiirlere gére 75 mg/giin klopidogrel idame dozu alan hastada
etkin antitrombosit aktivite 5-7. giinde gerceklesmektedir (114). Calismamiza en az 7
giin stire ile 75 mg/giin klopidogrel ve 150 mg/giin aspirin kullanan hastalar dahil
edilmistir. Her hastadan kan hiicrelerinin sayimi ve genetik varyasyon analizi i¢in
EDTA’L tiipe 2 ml, biyokimyasal parametrelerin Sl¢iimii igin jelli tiipe 2 ml ve

antitrombosit aktivite tayini i¢ini sodyum sitratl tiipe 2 ml vendz kan 6rnegi alinmistr.

Calismamiza dahil edilen bireylerin demografik ve klinik 6zellikleri hakkindaki

bilgiler kendilerinden ve en son epikriz raporlarindan elde edilmistir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Hastalarin degerlendirilen demografik ve klinik 6zellikleri

Demografik Ozellikler

Cinsiyet

Yas

Viicut kiitle indeksi

Hastanin Klinik Ozgecmisi

Hipertansiyon

Hiperlipidemi

Diyabet

Sigara kullanimi

Koroner Arter Hastalig1 i¢in Aile Hikayesi

Ila¢c Kullanim

Beta Blokeri Kullanimi

Statin Kullanimi

Proton Pompa Inhibitorii Kullanimi

Kalsiyum Kanal Blokeri Kullanimi1

ACE Inhibitéri Kullanimt
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3.1.2. Kullamlan Cihazlar
1. Antitrombosit aktivite 6l¢iim cihazi (Verifynow System)
2. Mikrosantrifiij
3. Buzdolob1
4. Vorteks
5. Nano spektrofotometre
6. Derin dondurucu
7. PCR (Polimerase Chain Reaction) cihazi (Thermal Cycler)
8. Otomatik pipet seti

9. Elektronik pipetleme ve dagitim seti (Eppendorf Repeater® Xstream Electronic
Pipette)

10. Ceker ocak

11. MassARRAY Nanodispenser

12. MassARRAY Kiitle Spektrometresi
13. Su banyosu

14. PCR plaka rotorlu santrifiij

15. PCR plaka dondiirticii

3.1.3. Kullamilan Kimyasal Maddeler ve Malzemeler
1. Vacutainer kan toplama seti

2. Steril laboratuvar eldiveni
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3. EDTA’li mor kapakli kan alma tiipti (2 ml)

4. Jelli sar1 kapakli kan alma tiipii (8 ml)

5. Sodyum sitratlt mavi kapakli kan alma tiipii (2 ml)

6. Plastik pastor pipeti

7. Antitrombosit aktivite 6l¢iim kiti (Verifynow P2Y12)

8. % 98.,9’luk Etil alkol

9. DNA izolasyon kiti (PureLink™ Genomic DNA Mini Kit)
10. Polipropilen kapakli steril mikrosantrifiij tiipii (2 ml, DNAaz ve RNAaz free)
11. Steril mikropipet ucu (100-1000 pl)

12. Steril mikropipet ucu (10-100 pl)

13. Steril mikropipet ucu (0,5-10 pl)

14. Vida kapakli, contali polipropilen yapida mikrosantrifiij tiipii (2 ml, DNAaz ve
RNAaz free)

15. DNA orneklerini saklama kutusu

16. CYP2C19%2 (rs4244285) varyanti i¢in 30 bazlik primer ¢ifti
17. CYP2C19*3 (rs4986893) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti
18. CYP2C19*4 (1rs28399504) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti
19. CYP2C19*7 (rs72558186) varyanti i¢in 30 bazlik primer ¢ifti
20. CYP2C19*8 (1rs41291556) varyant1 igin 30 bazlik primer ¢ifti
21. CYP2C19*17 (rs12248560) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

22. ABCBI1 (3435C>T) (rs1045642) varyanti i¢in 30 bazlik primer cifti
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23. CYP3A4*1G (rs2242480) varyanti i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

24. CYP2B6*9 (rs3745274) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

25.1TGB3 L33P (rs5918) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

26. PON1 Q192R (rs662) varyant1 i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

27.PONI1 L55M (rs854560) varyanti i¢in 30 bazlik primer ¢ifti

28. CYP2C19*2 (rs4244285) varyanti i¢in 20 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
29. CYP2C19*3 (rs4986893) varyanti i¢in 15 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
30. CYP2C19*4 (rs28399504) varyanti i¢in 16 bazlik primer (Extension PCR igin)
31. CYP2C19*7 (rs72558186) varyant1 i¢in 22 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
32. CYP2C19*8 (rs41291556) varyanti i¢in 17 bazlik primer (Extension PCR igin)
33. CYP2C19*17(rs12248560) varyant1 i¢in 19 bazlik primer (Extension PCR igin)
34. ABCBI (rs1045642) varyant i¢in 18 bazlik primer (Extension PCR igin)

35. CYP3A4*1G (rs2242480) varyant1 i¢in 17 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
36. CYP2B6*9 (rs3745274) varyanti i¢in 15 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
37.1ITGB3 L33P (rs5918) varyanti1 i¢in 15 bazlik primer (Extension PCR igin)

38. PON1 Q192R (rs662) varyant1 i¢in 20 bazlik primer (Extension PCR i¢in)

39. PONI1 L55M (rs854560) varyant1 i¢in 18 bazlik primer (Extension PCR i¢in)
40. Deiyonize su (dH,O)

41. PCR reaksiyonlart i¢in ultra saflastirilmis distile su

42. 384 kuyucuklu PCR plakast
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43. 384 kuyucuklu PCR plakasina uygun steril optik yapigkan film
44. PCR Buffer (10X, 20 mM MgCl, igeren)
45.25 mM Mg,Cl

46. HotStarTaq DNA Polimeraz (5U/ul)
47.dNTP karisimi (Her birinden 25 mM)

48. Shrimp Alkalen Fosfataz Buffer (10X)

49. Shrimp Alkalen Fosfataz enzimi (1.7 U/ul)
50.1PLEX GOLD Buffer

51.1PLEX Termination Mix

52.iPLEX Enzim

53. Steril Rezin (Resin)

54. 3-point kalibrant

55. MassARRAY sistemine uygun ¢ip (SpectroCHIP)

3.2. YONTEM
3.2.1. Hematolojik ve Biyokimyasal Olciimler

Calismamiza dahil edilen hastalarin trombosit miktarini belirlemek i¢in EDTA’I1
tiplerdeki kan oOrnekleri kullanilarak O6l¢im kalibrasyonu giinliik yapilan otomatik
hemositometreyle (Coulter LH 780, Coulter Corporation, Florida, Amerika) tam kan
sayimi yapildi.

Hastalarin LDL, HDL, total kolesterol, trigliserit ve kreatinin degerlerini

belirlemek i¢in jelli sar1 kapakli tiiplere alinan kan 6rnekleri kullanildi. Jelli tiiplerdeki
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kan ornekleri koagulasyonun tamamlanmasi i¢in 30 dk bekletildikten sonra 10 dk 3000
g’de +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 her tiliplin ist kisimda jel ile ayrilmis

olan serum 6rnegi 6l¢iim i¢in kullanildi.

Total kolesterol igin CHOD-PAP (Cholesterol oxidase-phenol-aminophenazone)
(3), HDL kolesterol i¢cin PEG-CHOD-PAP (Polyethylene glycol cholesterol oxidase-
phenol-aminophenazone) (117), trigliserit i¢in GPO-PAP (Glycerolphosphate oxidase-
phenol-aminophenazone) (30), kreatinin i¢in kreatininaz (58) enzimatik kolorimetrik
yontemini kullanan ticari kitler (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Almanya) ile

Roche/Hitachi MODULAR P otoanalizériinde l¢iim yapildi.

Tiim hastalarin trigliserit degerleri <400 mg/dl oldugu i¢cin VLDL (Cok diisiik
dansiteli lipoprotein) ve LDL kolesterol diizeyi Friedewald formiiliiyle hesapland1 (33):

VLDL= Trigliserit/5
LDL Kolesterol=Total Kolesterol - (VLDL + HDL Kolesterol)
3.2.2. Antitrombosit Aktivite Ol¢iimii

Klopidogrel trombosit hiicre zar1 {iizerindeki P2Y12 reseptoriinii geri
doniisiimsiiz olarak inhibe etmektedir. Bu nedenle, antitrombosit aktivite P2Y12
reseptoriine spesifik olarak VerifyNow P2Y12 kiti (Accumetrics Inc., San Diego,
Kaliforniya, ABD) ile VerifyNow sisteminde ol¢iilmiistiir.

Ol¢iim Prensibi

Trombosit  fonksiyonlarmin ~ ve  antitrombosit  tedavi  etkinliginin
degerlendirilmesinde in vitro olarak uygulanan 11k transmisyon agregometrisi (LTA-
Light Transmission Aggregometry) testi halen altin standart olarak kabul edilmektedir.
Ancak bu teknigin tekrarlanabilirliliginin kisith, hazirlik asamasinin zahmetli ve uzun
zaman alis1 yaygin kullanimint kisitlamaktadir. Bu nedenle, son yillarda trombosit
fonksiyonlarmin  degerlendirilmesinde yeni sistemler gelistirilmigtir. ~ Yapilan
arastirmalarda, LTA ile en yakin uyum i¢inde olan yeni teknolojinin VerifyNow sistemi

(Sekil 3.1) oldugu gosterilmistir (92,127).
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Sekil 3.1. VerifyNow sistem cihazi ve kiti

Onceden Ultegra RPFA (Rapid Platelet Function Analyzer) analizorii olarak
bilinen VerifyNow sistemi, antitrombosit ajanlarin aktivitelerinin goriintiilenmesi
konusunda teshis amagli kullanim i¢in FDA’dan onay almis bir sistemdir. Tam kanda
aktive olmus trombositlerin fibrinojene baglanma yetenegine bagli olarak optik algilama
sisteminin tiiribidimetrik Ol¢iim yaptig1 bu analizor, kan alma tiiplerinin dogrudan
ignesine takilabildigi kitler sayesinde ¢alismaktadir (76). Bu kitler ¢alisilacak ilaca
Ozgudiir ve her hasta icin tek kullamimliktir. Tiklopidin, klopidogrel, prasugrel ve
tikagrelor icin VerifyNow P2Y12 kiti, aspirin i¢in VerifyNow aspirin kiti, glikoprotein
(GP) IIb/I1Ia inhibitdrleri icin VerifyNow IIb/Illa kiti kullanilmaktadir (48).

VerifyNow P2Y12 kiti, igeriginde adenozin difosfat (ADP), prostaglandin El
(PGE1), iso-TRAP (Trombin Reseptoriinii Aktive Edici Peptid/ Thrombin Receptor
Activating Peptide) ve PAR4-AP (PAR4 Aktive Edici Peptid/PAR4-Activating Peptide)
barindirmaktadir. Bu reaktifler, test kitinin alt kisminda ol¢iimlerde belirleyici roli
iistlenen iki temel kuyucukta yer alir (Sekil 3.2). Her iki kuyucukta da liyofilize edilmis

insan fibrinojeni kapli mikro boncuklar bulunmaktadir (48).
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Sekil 3.2. VerifyNow P2Y 12 kitinin 6l¢iim fonksiyonu

[k kuyucukta mikro boncuklara ek olarak 20 uM ADP ve 22 nM PGE1 bulunur.
ADP tarafindan trombosit aktivasyonu tromboz gelisiminde Onemli bir rol
oynamaktadir. Aktive olmug trombositlerin depo graniillerinden salinan ADP,
dolasimdaki diger trombositleri P2Y1 ve P2Y12 reseptorleri araciligr ile aktive eder.
VerifyNow P2Y12 kiti, trombositleri aktive etmek i¢in agonist olarak ilk kuyucukta
ADP kullanir. Ayn1 kuyucukta PGEI kullanmasinin nedeni ise trombosit i¢i cAMP
diizeyini artirarak kalsiyum diizeyini azaltmak, boylelikle P2Y'1 reseptoriiniin trombosit
aktivasyonuna katilmimi diistirmektir. PGEI1, VerifyNow P2Y12 kitini sadece
klopidogrelin baglandig1 P2Y 12 reseptoriiniin aktivitesini 6lgmek i¢in daha spesifik hale
getirmektedir. Boylelikle, VerifyNow sistemi ilk kuyucukta ADP ile aktive olmus,
PGE1 ile sadece P2Y12 reseptoriine bagli bir aktivasyon saglamis trombositlerin
fibronojene baglanma yetenegine gore trombosit fonksiyonunu oOl¢gmektedir (31).
Fibrinojen kapli mikro boncuklar, aktive olmus trombositlerin GPIIb/Illa reseptorlerinin
miktar1 oraninca tam kanda agregasyon yapmaktadir. Eger klopidogrel beklenen
antitrombosit etkisini meydana getirmis ise, bu agregasyon miktar1 azalacaktir. Eger

trombosit fonksiyonlar1 inhibe olmussa diisiik 151k gecirgenligi, trombosit fonksiyonlari
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normal ise yiiksek 1s1k gecirgenligi ortaya cikar. Isik gecgirgenligi miktarina gore
VerifyNow sistemi okuma yapmaktadir (Bkz. Sekil 3.2). ilk kuyucuktaki okuma
sonucunu P2Y 12 reaksiyon birimi (P2Y 12 reaction unit/ PRU) olarak raporlamaktadir.
PRU, ADP aracilig1 ile gerceklesen agregasyonun P2Y12 reseptoriine spesifik degeridir
(48).

Ikinci kuyucuk, P2Y 12 reseptorlerinden bagimsiz, spesifik olarak PAR-1 ve PAR-
4 trombin reseptorleri ile meydana gelen temel agregasyon miktarini 6lgmek igin
tasarlanmistir. Diger kuyucuktan farkli olarak PAR-1 ve PAR-4 reseptorlerini aktive
etmek igin sirasiyla iso-TRAP ve PAR4-AP ikinci kuyucukta yer alir. Ik kuyucuk ile
benzer sekilde fibrinojen kapli mikro boncuklar trombosit agregasyonu icin ikinci
kuyucukta da bulunmaktadir. VerifyNow sisteminin 151k gecirgenligine bagli olarak
ikinci kuyucukta olgtiigli agregasyon miktart P2Y12 reseptoriinden bagimsiz temel

agregasyondur (BASE) (48).

Sonug olarak, ilk kuyucuktan alman PRU degeri ile ikinci kuyucuktan alinan
BASE degeri klopidogrelin meydana getirdigi inhibisyonun yiizdelik olarak (%

inhibisyon) asagidaki formiil ile hesaplanmasini saglar (48,76).

% Inhibisyon = (BASE-PRU) X 100
BASE

Eger BASE degeri 100’lin altinda c¢ikiyor ise VerifyNow P2Y12 testi
sonuglarinin gecersiz sayilmasi gerektigi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir. Bununla
birlikte, PRU < 208 olmast P2Y12 inhibitériiniin farmakodinamik antitrombosit bir
etkiye sahip oldugunu gostermektedir. Ayrica, PRU < 208 degerinin azalmis tromboz
oranlar ile iliskili oldugu yakin zaman onceki GRAVITAS (Gauging Responsiveness
With a VerifyNow P2Y12 Assay: Impact on Thrombosis and Safety) calismalarinda
rapor edilmigtir. PRU < 95 degeri ise major kanama ic¢in en yiiksek riski ihtiva

etmektedir (48,95).

VerifyNow P2Y 12 kiti sonuglar1 farkli zamanlarda olgiilerek karsilastirilmis, kan

orneklerinin en uygun Ol¢iim zamaninin 10 dakika ile 4 saat arasinda olmasi gerektigi
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kit protokiiliinde bildirilmistir. Bireylerden kan alindiktan sonra 6rnekler buzdolabina
konmadan oda sicakliginda en az 10 dakika bekletilerek 4 saat gegmeden VerifyNow
P2Y12 kiti ile olgiilmesi gerekmektedir. Ayrica, 6l¢iim yapilacak kan tam kan olmali ve
yarisina kadar dolabilen, 2 ml’lik vakumlu, % 3.2’lik sodyum sitratl tiiplere alinmalidir.
Kan alinirken Vacutainer kan toplama seti kullanilmali, kan doldurulacak ilk tiip 2
ml’lik bos tiip olmali ve atilmalidir. Ikinci tiip, iizerinde &lgiim yapilacak % 3.2°lik
sodyum sitrath tiip olmahdir. ilk tiipiin atilmasmin nedeni damara igne ile girilmesi

sirasinda olusabilecek trombosit aktivitelerini elemek i¢indir (48).
Ol¢iim Yontemi

Kan alimindan sonra buzdolabina konmadan en az 10 dakika oda sicakliginda
bekletilen i¢inde tam kan bulunan sodyum sitrath tiip 4 saat gegmeden antitrombosit

aktiviteyi 6lgmek i¢in VerifyNow sisteminin yanina getirildi.

e Cihaz arka diigmesinden agildiktan sonra iizerinde yatan hasta goriintiisi

bulunan test tusuna basildi.

e Ortaya ¢ikan ekran goriintlisiinde gerekli yerlere hasta numarasi veya ismi

girilip, ekrana kit isareti gelene kadar ilerleme tusuna basildu.

e Ekrana kit isareti geldikten sonra tek kullanimlik folyo posetler i¢inde bulunan
P2Y12 kiti hazir duruma getirildi. Kit sadece iist kisimdan tutularak igne

koruyucusu dondiiriilmeden ¢ekilmek suretiyle yerinden ¢ikartildi.

e Cihazin kapagi kaldirildi. Kit cihaza klik sesi duyuluncaya kadar bastirilarak
yerlestirildi ve kapak hemen kapatildi.

e Ekrana tlip isareti geldiginde i¢inde Ornegimiz bulunan tiip, 5 defa yavasga

dondiiriilerek karistirildi.

e Tiip lastik tipal1 kapag1 asag1 gelecek sekilde cihaz igerisinde bulunan kitin

ignesine yerlestirildi.
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e Yaklasik 3 dakika sonra, PRU degeri cihaz ekraninda goriindi. Yiizdelik
isaretin bulundugu tusa basildiginda, BASE ve % inhibisiyon degerleri de ortaya
cikti.

3.2.3 DNA Izolasyonu ve Miktarinin Belirlenmesi

DNA izolasyonu ic¢in PureLink'™ Genomic DNA Mini Kit (Invitrogen
Corporation, Carlsbad, Kaliforniya, ABD) kullanildi.

izolasyon Prensibi

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, spin attirilan kolon bazli niikleik asit
izolasyonu teknigini kullanmaktadir. Bu teknik kati bir faz kullanarak niikleik asitlerin
hizli bir sekilde saflastirilmasini saglamaktadir. Niikleik asitlerin baglandigi bu kat1 faz,

genellikle silika bazl1 bir zardan meydana gelmektedir (47).

PureLink™ Genomic DNA Mini Kit, kaotropik tuzlarm varhiginda silika bazli
zara DNA’y1 segici olarak baglamaktadir. Guanidin hidroklorid tuzu kaotropik tuz
olarak kit ¢ozeltisinde kullanmilmistir. Kit kullanma klavuzu, izolasyon protokoli
sonunda istege gore 25-200 pl araliginda eliisyon soliisyonu kullanilabilecegini
bildirmigtir. 100 pl kan 6rneginden saflagtirilan genomik DNA’nin kullanilan eliisyon

sollisyonuna gore konsantrasyonu ve miktar1 Grafik 3.1°te gosterilmistir (47).

B80.0 q -T 2.50

_\---\-\_\--_"-\—\. . '} ---------- 1 Fomsantrasvon
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Grafik 3.1. 100 pl kandan izole edilen DNA’nin eliisyon hacmine gore konsantrasyon grafigi (47)
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izolasyon Protokolii
e Su banyosu 55°C olarak ayarlandi.

e EDTA’L tiipe alinmis taze kandan steril 2 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 pl
kondu. Eger kan +4°C’de birka¢ gilin bekletilmis ise yavasca alt iist edilerek

karistirildiktan sonra tam kan halinde mikrosantrifiij tiipiine konuldu.

e Kit soliisyonlar1 igerisinde bulunan proteinaz K’dan 20 pl, mikrosantrifiij

tiipiindeki 6rnek iizerine eklendi.

e Yine kit soliisyonlar igerisinde bulunan RNAaz A’dan 20 pl, 6rnek {izerine
eklendi. Karisim iyice vortekslendi. Daha sonra karisimin oda sicakliginda 2

dakika inkiibasyonu yapildi.

e Karigim iizerine kit soliisyonlar1 igerisinde bulunan PureLink™ Genomic
Lysis/Binding Buffer’dan 200 pl eklenerek homojen bir soliisyon elde etmek

icin mikrosantrifiij tiipii iyice vortekslendi.

e Proteinlerin par¢alanmasini tesvik etmek i¢in karigim su banyosunda 55°C’de 10

dakika inkube edildi.

e Inkiibasyondan sonra lizat iizerine 200 ul %98,9’luk etil alkol eklendi. Homojen

bir sollisyona ulasmak i¢in mikrosantrifiij tlipii 5 saniye iyice vortekslendi.

e Kit ambalaji icerisinden bir toplama tiipii icerisine yerlestirilmis PureLink™

Spin Column ¢ikarildi.

e PureLink™ Genomic Lysis/Binding Buffer ve etil alkol ile birlikte yaklasik
olarak 640 pl gelen lizat, mikrosantrifiij tiipiinden almarak PureLink™ Spin

Column igerisine aktarildi.

e lgerisinde lizat bulunan PureLink™ Spin Column, oda sicakhiginda 1 dakika

10.000 g’de santrifiij edildi.

46



Santrifiij sonrasinda igerisinde atik soliisyon bulunan toplama tiipii atildi
PureLink™ Spin Column, kit ambalaji icerinde bulunan yeni bir toplama tiipii

igerisine yerlestirildi.

Yeni bir toplama tiipiine yerlestirilmis PureLink™ Spin Column igerisine kit
soliisyonlart ile birlikte verilen ve protokol dncesinde etil alkol ile hazirlanmis

500 pl Wash Buffer 1 eklendi.
PureLink™ Spin Column oda sicakliginda 1 dakika 10.000 g’de santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda igerisinde sollisyon biriken toplama tiipii atilarak

PureLink™ Spin Column yeni bir toplama tiipiine yerlestirildi.

PureLink™ Spin Column igerisine kit soliisyonlar1 ile birlikte verilen ve

protokol dncesinde etil alkol ile hazirlanmis 500 ul Wash Buffer 2 eklendi.

PureLink™ Spin Column oda sicakliginda maksimum hizda 3 dakika santrifiij
edildi.

Santrifiij sonrasinda igerisinde soliisyon biriken toplama tiipii atildi. PureLink™
Spin Column, 2 ml’lik, kapag1 koparilmis, steril mikrosantrifiij tiipii igerisine

yerlestirilerek kapagi acildi ve oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

PureLink™ Spin Column igerisine 50 pl PureLink™ Genomic Elution Buffer

eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

PureLink™ Spin Column oda sicakliginda maksimum hizda 1 dakika santrifiij

edildi.

Santrifiij sonrasinda, PureLink ™ Spin Column altinda bulunan mikrosantrifiij

tiipii saflastirilmis genomik DNA igeren yaklasik olarak 50 ul ¢ozeltiye sahipti.

Ust kisimdaki PureLink™ Spin Column, DNA iceren mikrosantrifiij tiipiinden

cikarilarak steril yeni bir mikrosantrifiij tiipiine yerlestirildi.
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e PureLink™ Spin Column igerisine 50 pl PureLink ™ Genomic Elution Buffer

eklendi. Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi.

e Yeni santrifiij tipiine yerlesik PureLink'™ Spin Column, oda sicakliginda

maksimum hizda 1,5 dakika santrifiij edildi.

e Santrifiij sonrasinda PureLink™™ Spin Column altinda bulunan mikrosantrifiij

tiipii saflastirilmis genomik DNA igeren yaklasik olarak 50 pl ¢ozeltiye sahipti.

e Saflastirilmis genomik DNA iceren birinci ve ikinci santrifiij tiipleri

birlestirilerek genotip analiz zamanina kadar -20’de saklandi.

Ik 50 pl’lik eliisyon muamelesi, silikaya baglanmis DNA nin yaklasik olarak
%80°ni elde etmekte, ikinci 50 pl’lik eliisyon muamelesi ise geri kalan kismi

yakalamay1 saglamaktadir (47).
DNA Miktarimin Belirlenmesi

DNA izolasyon kiti ile elde edilen DNA oOrneklerinin miktar1 ve saflik derecesi
Thermo Scientific NanoDropTM 1000 (Thermo Fisher Scientific Inc., Wilmington, DE,

ABD) spektrofotometresi ile 6lgiildii.

Genotip analizlerin yapilacagt MassARRAY sistemi, fazla miktarda PCR
amplikonlarina ihtiya¢ duydugu ic¢in kalip genomik DNA’nin yiiksek saflikta olmasi
gerekmektedir. Bu nedenle, Thermo Scientific NanoDrop™ 1000 spektrofotometrenin
260 ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢tiigii absorbans degerlerinin oraninin (Aze0/Azso) 1,7
ile 2,0 arasinda olmasi sarti arandi. Bu araliktaki oran degerleri en diisiik protein
kontaminasyonunu gostermektedir (51). Olgiimden sonra, DNA stok konsantrasyonu 50

ng/puL olacak sekilde 6rnekler eliisyon soliisyonu ile sulandirildi.

3.2.4 Genotip Analizi

Calismamizda arastirmayi hedefledigimiz ilgili genlerdeki varyasyonlarin

genotipleri, Sequenom MassARRAY™ System (Sequenom Inc., San Diego, Kaliforniya,
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ABD) kullanilarak analiz edildi. Sequenom MassARRAY® sistemi hedefteki genetik
materyalin ve/veya varyantin miktarinin etkin ve hassas Ol¢iimiiniin yapildigt DNA
analizi platformudur. Bu platform, MassARRAY Nanodispenser ve MassARRAY
Analyzer cihazlarindan olusmaktadir (Sekil 3.3). MassARRAY Nanodispenser,
SpectroCHIP array {izerine hizli sekilde o©rnek transferini gerceklestirmek icin
kullanilmaktadir. MassARRAY Analyzer ise 6zellikle genomik uygulamalar i¢in dizayn
edilmis, masa tistii tam otomatik bir MALDI-TOF (Matriks ile desteklenmis lazer

desorpsiyon/iyonizasyon ugus zamani kiitle spektrometresi) kiitle spektrometresidir
(83).

Sequenom MassARRAY® sistemi, somatik mutasyon profilleme, genotipleme,
metilasyon analizi ve kantitatif gen ekspresyonu gibi ¢esitli uygulamalarin yapilmasina

imkan tanimaktadir (83). Biz bu platformda Iplex GOLD SNP genotiplemesini
yiiriittiik.

PVYONEIMNOAS

Sekil 3.3. Sequenom MassARRAY® Sistemi

3.2.4.1 iplex GOLD SNP Genotipleme Prensibi

Iplex GOLD, SNP genotipleme icin 6nde gelen bir teknolojidir. MassARRAY
sistemi tizerinde yiiriitiilen bu uygulama GWAS (Genome-Wide Association Studies) ve
baglant1 analizi ¢aligmalarinin dogru haritalandirilmasinda ve validasyonunda, hatta
ilgili alanlara yonelik SNP panelleri ile rutin genetik test olarak ¢ok yaygin
kullanilmaktadir (83).
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Iplex GOLD analizinin 36 adet SNP’nin ayn1 anda genotiplendirilmesi 6zelligi
ylizlerce calismada kullanilmistir. Rutin olarak istenilen bdlgelere yonelik dizayn
kapasitesi ile hem yiiksek seviyede esneklige sahip, hem de her bir genotip i¢in ¢ok

diisiikk maliyet sunmaktadir (34,83).

Iplex GOLD reaksiyonu insersiyonlar, delesyonlar, yer degisimler ve diger
polimorfizmler i¢in evrensel bir yontemdir. DNA amplifikasyonu, SAP (Shrimp
Alkalen Fosfataz) reaksiyonu, Iplex GOLD reaksiyonu, rezin ile temizleme ve MALDI-
TOF analizi asamalarindan olugsmaktadir (Sekil 3.4) (34).

DNA amplifikasyonu
10-mer tag
forward PCR primer
. \—p [CIG]
30 [G/C] s
Genomil DNA B
reverse PCR.
10-mer tag
PCR. Uriinii l
[C/G]
[G/C]
SAP Reaksivonu
1PLEX Gold Reaksivonu l
Primer SIP bolgesi iginde uzama
Allel 1 —— E 1—/
Prumer SNP balgesi icinde uzama
Allel 2 —— G -
C

|

SpectroCHIP'e &rnek transferi ve
MALDI-TOF MS

}

Spektrum

MALDI-TOF Liitle spektrometre
analizi

Sekil 3.4. iplex GOLD Reaksiyonu (34)
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Iplex GOLD genotiplemesinde ilk &nce, hedeflenen SNP veya mutasyonlar
belirlenerek varyasyona uygun amplifikasyon ve uzama primerleri i¢in dizayn yapilir.
Bu analiz i¢in varyasyon bolgesini i¢ine alan en uygun amplikon uzunluk aralig1 80-120
b¢’dir.  Amplikonlarin 400 bg¢’den yukart olmasindan kaginilmalidir.  Kiitle
spektrumundaki  karigikligt  6nlemek ve PCR performansini arttirmak igin,
amplifikasyon primerlerinin kiitlesinin uzama primerlerinden ve uzama {iriinlerinden
farkli olmasina dikkat edilmelidir. Primer dizayni yaparken primer dimer olusumuna
dikkat etmek, ozellikle multipleks reaksiyonlar i¢in ¢cok onemlidir. Amplifikasyon ve
uzama primerlerinin dizayninin Sequenom Assay Designer v3.1 yaziliminda yapilmasi
en uygun olanidir. Primerlerin kiitlelerini arttirmak i¢in amplifikasyon primerlerinin 5’
uclarma bir 10-mer tag dizisi (5’-ACGTTGGATG-3’) eklenerek dizayn yapilir.
Boylelikle bu primerler MALDI-TOF Kkiitle spektrometresinin tespit araligi disinda kalir
(34)

Primerler dizayn edildikten sonra genotiplendirilecek DNA ornekleri miktarinca
multipleks PCR reaksiyonu i¢in primer karisimi hazirlanir. Sequenom Assay Designer
v3.1 yaziliminda aynmi ortamda dimer olusumuna neden olan primerler i¢in PCR
plakalarinda farkli bir kuyucuk ve farkli bir primer karisimi uygulanmaktadir. PCR
reaksiyonlar i¢in hasta kapasitesine ve analiz edilecek varyasyonlarin miktarina gore
384 kuyucuklu veya 96 kuyucuklu PCR plakalar1 secilmektedir. Tek primer karigimi
hazirlanacak ise her bir DNA 06rnegi plaka iizerinde tek kuyucuga, dimer olusumu goz
Oniine alinarak birden fazla karisim hazirlanacak ise karisim sayis1 miktarinca kuyucuga
DNA pipetlenmelidir. Negatif kontrol olusturmak i¢in primer karisim sayis1 miktarinca
plakanin ilk kuyucuklarina 6rnek pipetlemesi yapilmaz, buralara sadece PCR karigimi
eklenmelidir. Kiitle spektrometresinin analizi sirasinda bu kuyucuklarda herhangi bir

pik tespiti kontaminasyon oldugunu bize gosterir (34).

Iplex GOLD reaksiyonu protokoliinde bildirilen miktarlar uyarinca multipleks
PCR karistmi ve PCR sartlar1 belirlenir. Primer karisimi sayisinca PCR  karigimi
hazirlanarak PCR plakas1 iizerinde her biri Onceden belirlenen DNA &rneginin
bulundugu yere pipetlenir. Daha sonra, protokolde bildirilen sartlara gore termal

cycler’da PCR reaksiyonu yiiriitiiliir (34).
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Istenilen PCR bélgelerinin amplifikasyonu yapildiktan sonra, SAP reaksiyonu igin
protokol oranlarma goére SAP karistmi hazirlanmaktadir. SAP reaksiyonu PCR
amplifikasyonunda baglanmamig dNTP’leri nétralize etmek icin uygulanmaktadir.
Notralizasyon islemi fosfat gruplarini kopararak (defosfarilasyon) gergeklestirilir.
Karidesten elde edilen bu enzim alkalen ortamda ve 37°C’de en etkin reaksiyonu
gosterdigi i¢in bu ismi almistir. SAP karisimi, PCR plakasindaki amplifikasyonu
yapilmis kuyucuklarin tizerine dagitilmaktadir. Daha sonra PCR plakasi, protokolde

bildirilen sartlara gore termal cycler cihazinda yiirtiliir (34).

SAP reaksiyonundan sonra primer uzama reaksiyonu veya Iplex GOLD
reaksiyonu olarak adlandirilan PCR asamasina gegilir. Primer uzama reaksiyonu,
amplifikasyonu yapilmis DNA’da SNP’leri veya kiigiik insersiyon/delesyon
polimorfizmlerini belirlemek i¢in kullanilan evrensel bir yontemdir. Bu reaksiyonda
kullanilan primerler, 3’ ucu polimorfik bélgeye bitisik sekilde tek uzama primeri olarak
dizayn edilir. Uzama reaksiyonu icin dizayn edilen primerler PCR karigimi
hazirlanirken kiitlelerine gore 2-4 arasinda degisen gruplara ayrilir. Grup sayisina gore,
PCR reaksiyonunda yer alacak primerlerin konsantrasyonlar1 belirlenerek primer uzama
reaksiyonu igin multipleks primer karisimi hazirlanir. Daha sonra, iplex GOLD
reaksiyonu protokoliinde bildirilen miktarlarda PCR karisimi meydana getirilir. Bu
reaksiyona 0zel kiitlesi modifiye edilmis ddNTP karigimi kullanilir iIPLEX Termination
Mix). PCR karisimi, PCR plakalar: iizerinde her 6rnek i¢in ilgili konumdaki kuyucuga
yiiklenir. Optimum duruma getirilmis ve protokolde bildirilmis PCR sartlarina gore

plaka termal cycler cihazinda yiiriitiiliir (34).

Primer uzama reaksiyonundan sonra uzamis iirlinlerin kiitle spektrometre analizini
optimize etmek i¢in Onemli bir temizlik asamasi gercgeklestirilir. Katyonik rezin
maddesinin kullanildig1 bu agamada amag; katyonik rezinin iyonlar ile yer degistirme
ozelligini kullanarak Na®, K*, ve Mg™ iyonlarmnin ortadan kaldirilmasini saglamaktir.
MassARRAY sisteminin sundugu bir diizenek sayesinde rezin biitiin kuyucuklara
aktarilir. Daha sonra, PCR plakasinin dondiiriilerek oda sicakliginda yaklasik 15 dakika
inkiibasyonu yapilir (34).
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Rezin ile temizleme yapildiktan sonra en Onemli ve son basamak Kkiitle
spektrometre analizidir. MassARRAY sisteminde bu analizi gergeklestirebilmek icin
plakadaki PCR ve temizleme sonrasi iiriinlerin sistemin kendine spesifik ¢ipi olan
SpectroCHIP’e aktarilmas1 gerekmektedir. PCR plakasinda her bir kuyucuktaki
tirtinlerin ¢ip tizerindeki kuyucuklara aktarim islemini Nanodispenser RS1000 cihazi

gerceklestirmektedir (34).

Nanodispenser RS1000 cihazi, ¢ip lizerinde nano boyutundaki kuyucuklara
programlanabilir sekilde pipetleme yapabilen tam otomatik, kapali robotik bir sistemdir.
Kiitle spektrometresinin kalibrasyonunu yapmak icin, ¢ip iizerinde onceden belirlenen
bir kuyucuga 3-point kalibrant soliisyonu pipetlemesi cihaz tarafindan yiikleme
sirasinda yapilmaktadir. Bu nedenle, calismaya baslamadan 6nce kalibrant bolmesine 3-
point kalibrant eklenmelidir. Nanodispenser RS1000 cihazi iizerinde matriks spotlari
bulunan ¢ip lizerindeki kuyucuklara pipetleme yapabilen igneler ile yaklasik olarak 20
nl PCR iirlinti yiiklemektedir (34).

PCR fiiriinlerinin analizini MassARRAY kiitle spektrometresinde ger¢eklestirmek
icin, SpectroCHIP cihaza gerekli sekilde yerlestirilir. MassARRAY, MALDI-TOF
teknigini kullanmaktadir. Sistem agildiktan sonra, cihaza yerlestirilen ¢ip iizerindeki
matriks spotlar lazer sayesinde patlatilarak PCR dirlinlerinin  yilizey salinimi
(desorpsiyon) ve iyonizasyonu gerceklestirilir (MALDI). Lazer 1smi1, kiitle
spektrometresinde desorpsiyon ve iyonizasyon kaynagi olarak goérev yapar. Matriks,
lazer 1s1minin enerjisini absorbe ederek ve PCR iirlinlerinin desorpsiyonunu saglayarak
bu teknikte Onemli bir rol oynamaktadir. Lazer 1smm1 etkisiyle hizla dagilan matriks
kiimesi, vakum ortamina PCR firiinlerini tastyarak iyonizasyon asamasina destek olur.
Ayrica, matriks molekiilleri lazer enerjisinin tamamini absorbe ederek 6rnek zararini ve

iyon fragmentasyonunu minimize etmektedir (34).

Ugurulan ve iyonize edilen 6rnek molekiilleri elektrostatik olarak ugus zamanl bir
kiitle spektrometresi (TOF-MS) tiipii icine aktarilir. Burada matriks iyonlarindan
aynistirilan Ornekler, kiitle/yiik oranlarina (m/z) gore ayri ayr tespit edilerek analiz
edilir. Teorik olarak siirsiz kiitle aralig1 ile birlikte yiiksek iletim ve duyarlilik TOF

cihazinin kendine has avantajlar1 arasindadir. Tiip sonundaki bir iyonun analizi,
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kiitle/yiik (m/z) oraninin karekdkii ile dogru orantili olan ugus zamanina dayanarak

yapilmaktadir (34).
3.2.4.2 iplex GOLD SNP Genotipleme Protokolii
Primer Dizaym ve Primer Karisimi Hazirlanmasi

Calismamizda  CYP2C19*2  (rs4244285), CYP2C19*3  (rs4986893),
CYP2C19*4 (1s28399504), CYP2C19*7 (rs72558186) CYP2C19*8 (rs41291556),
CYP2C19*17  (rs12248560), ABCBI1 (3435C>T) (rs1045642), CYP3A4*1G
(rs2242480), CYP2B6*9 (rs3745274), ITGB3 L33P (rs5918), PON1 Q192R (rs662) ve
PON1 L55M (rs854560) varyasyonlarni analiz etmeyi amacladik. Varyasyon
bolgelerinin amplifikasyonu i¢in dizayn edilen ve iiretici firmadan temin edilen primer

ciftleri Tablo 3.2’ de gosterilmistir.

Varyasyon bélgelerinin amplifikasyonundan sonra Iplex GOLD reaksiyonu ile
varyasyonun tespit edilmesine yardimei olan uzama primerleri de dizayn edilerek iiretici

firmadan temin edildi (Tablo 3.3).

Yapilan primer dizayni c¢aligmasi ile biitiin primerlerin ayni karigim igersinde
multipleks PCR reaksiyonu i¢in kullanilmasimnin dimer olusumuna sebep olacagi
belirlendi. Bu nedenle, dimer olusumuna neden olmayacak sekilde 8 adet primer ¢iftinin
PCR plakasinda bir kuyucukta, 4 adet primer ciftinin ise farkli bir kuyucukta PCR
reaksiyonuna sokulmasi planlandi. Uzama reaksiyonu primerleri de ayni plan
cergevesinde kullanildi. Bu iki kuyucukta (Kuyucuk 1 ve 2) yer alacak primerler Tablo
3.2°de ve Tablo 3.3’de gosterilmistir. iki farkli kuyucuk igin iki farkli primer karisimi

dolayisiyla iki farkli PCR karigimi hazirlanmasi planlandi.

Uretici firmadan temin edilen amplifikasyon primerleri 50 uM konsantrasyonda
gonderilmisti. Kuyucuk 1 ve kuyucuk 2 i¢in hazirlanacak primer karigiminda her bir
primer konsantrasyonu 0.5 uM, final hacminin ise distile su ile tamamlanarak 200 pl
olacak sekilde hesaplamasi yapildi. Sonug¢ olarak, toplam hacmi 200 pl olan bir
tanesinde 8 adet primer seti, digerinde 4 adet primer seti bulunan iki ayr1 primer

karigimi hazirlanarak PCR amplifikasyonu i¢in hazir duruma getirildi.
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Tablo 3.2. DNA amplifikasyonu i¢in dizayn edilen oligoniikleotid primer ¢iftleri

Genetik Polimorfizm

Amplifikasyon icin dizayn edilen primer ciftleri

CYP2C19*2 (rs4244285)
(Kuyucuk 1)

Forward primer:5’-ACG TTG GAT GGC AAT AAT TTT CCC ACT ATC-3’
Reverse primer: 5’-ACG TTG GAT GAC TTT CTC CAA AAT ATC AC-3’

CYP2C19*3 (rs4986893)
(Kuyucuk 1)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GGA CTG TAA GTG GTT TCT CAG-3’
Reverse primer: 5°’-ACG TTG GAT GAA CAT CAG GAT TGT AAG CAC-3°

CYP2C19*4 (rs28399504)
(Kuyucuk 1)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GAG TGC AAG CTC ACG GTT GTC-3’
Reverse primer: 5’-ACG TTG GAT GGA GCA CAA GGA CCA CAA AAG-¥’

CYP2C19*7 (rs72558186)
(Kuyucuk 1)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GCA ACA ACC CTC GGG ACT TTA -3’
Reverse primer: 5’-ACG TTG GAT GAC AAA TAC GCA AGC AGT CAC-3’

CYP2C19*8 (rs41291556)
(Kuyucuk 2)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GAT GAG GGA GAA ACG CCG GAT-3’
Reverse primer: 5°-ACG TTG GAT GTC TCT TCC TGT TAG GAA TCG-3’

CYP2C19*17(rs12248560)
(Kuyucuk 2)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GGT CTT CTG ATG CCC ATC GTG-3’
Reverse primer: 5°-ACG TTG GAT GCA AAG TTT TAG CAA ACG ATT-3”

ABCBI (rs1045642)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GAC TGC AGC ATT GCT GAG AAC-3’

(Kuyucuk 1) Reverse primer: 5’-~ACG TTG GAT GAA GGC ATG TAT GTT GGC CTC-3’
CYP3A4*1G (rs2242480) | Forward primer: 5'-ACG TTG GAT GGC AGG AGG AAA TTG ATG CAG-3’
(Kuyucuk 1) Reverse primer: 5’-~ACG TTG GAT GTA AGG TTT CAC CTC CTC CCT-3’
CYP2B6*9 (rs3745274) | Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GTT CTT CCT AGG GGC CCT CAT-3’
(Kuyucuk 2) Reverse primer: 5’-~ACG TTG GAT GAT GGA GCA GAT GAT GTT GGC-3’

ITGB3 L33P (rs5918)
(Kuyucuk 2)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GGC ACA GTT ATC CTT CAG CAG-3’
Reverse primer: 5’-ACG TTG GAT GTC TTT GGG CTC CTG TCT TAC-3’

PON1 Q192R (rs662)
(Kuyucuk 1)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GAG TAG ACA ACA TAC GAC CAC-3’
Rewerse primer: 5’-ACG TTG GAT GCC TGA GCA CTT TTA TGG CAC-3’

PONT1 L55M (1s854560)
(Kuyucuk 1)

Forward primer: 5’-ACG TTG GAT GGA GCT AAT GAA AGC CAG TCC-3’
Rewerse primer: 5’-ACG TTG GAT GTT TCT GGC AGA AAC TGG CTC-3’
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Tablo 3.3. Primer uzama reaksiyonu i¢in dizayn edilen oligoniikleotid primerler

Genetik Polimorfizm

Primer uzama reaksiyonu i¢in dizayn edilen primerler

CYP2C19*2 (rs4244285)
(Kuyucuk 1)

Extension primer: 5’-AGT AAT TTG TTA TGG GTT CC-3’

CYP2C19*3 (rs4986893)
(Kuyucuk 1)

Extension primer: 5°’-TGT AAG CAC CCC CTG-3’

CYP2C19*4 (rs28399504)

Extension primer: 5’-ACC ACA AAA GGA TCC A-3’

(Kuyucuk 1)

CYP2C19*7 (rs72558186) | Extension primer: 5’-ACT AAG CTT TTG TTA ACA TTT T-3’
(Kuyucuk 1)

CYP2C19*8 (rs41291556) | Extension primer: 5’-TCA GCA ATG GAA AGA GA-3’
(Kuyucuk 2)

CYP2C19*17(rs12248560) | Extension primer: 5’-GTG TCT TCT GTT CTC AAA G-3°
(Kuyucuk 2)

ABCBI (rs1045642) Extension primer: 5’-GTA CTT TGC TGC CCT CAC-3’

(Kuyucuk 1)

CYP3A4*1G (rs2242480) | Extension primer: 5’-CCC TCC TTC TCC ATG TA-3’

(Kuyucuk 1)

CYP2B6*9 (rs3745274)
(Kuyucuk 2)

Extension primer: 5’-GTT GGC GGT AAT GGA-3’

ITGB3 L33P (1s5918)
(Kuyucuk 2)

Extension primer: 5’-AAC CGT ACG GGC CCT GCC TC-3°

PON1 Q192R (rs662)
(Kuyucuk 1)

Extension primer: 5’-TTT TCT TGA CCC CTA CTT AC-3’

PONT1 L55M (1s854560)
(Kuyucuk 1)

Extension primer: 5’-GAA ACT GGC TCT GAA GAC-3’
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Primer uzama reaksiyonu i¢in dizayn edilen primerler, liretici firma tarafindan
400 uM konsantrasyonda gonderilmisti. Toplamda her bir kuyucuk i¢in 200 pl uzama
primer karisimi1 hazirlamak adina primerler kiitlelerine gore kendi kuyucuklari
icerisinde 4 gruba ayrildi. Bu gruplandirma diisiik kiitle, orta kiitle, yiiksek ve en

yluksek kiitle olarak isimlendirildi.

Kuyucuk 1 i¢in diisiik kiitleli olan 2 adet uzama primeri karisimda 7 pM, orta
kiitleli olan 2 adet uzama primeri karigimda 9.33 uM, yiiksek kiitleli olan 2 adet uzama
primeri karisimda 11.66 uM, en yiiksek kiitleli olan 2 adet uzama primeri ise karisimda
14 uM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200 ul’ye

tamamlandi.

Kuyucuk 2 icin diisiik kiitleli olan 1 adet uzama primeri karisimda 7 pM, orta
kiitleli olan 1 adet uzama primeri karigimda 9.33 uM, yiiksek kiitleli olan 1 adet uzama
primeri karisimda 11.66 uM, en yliksek kiitleli olan 1 adet uzama primeri ise karisimda
14 puM olacak sekilde stok konsantrasyondan alinarak distile su ile 200 upl’ye

tamamlandi.
DNA miktarmnin optimizasyonu ve pipetlenmesi

DNA izolasyonundan sonra DNA Orneklerinin saflik derecesi 6l¢lilmiis ve stok
konsantrasyonu 50 ng/uL olarak ayarlanmisti. Her bir iplex GOLD reaksiyonu igin 5-10
ng/uL araliginda DNA miktar1 gerekmektedir. Bu nedenle, DNA konsantrasyonu 10

ng/puL olacak sekilde stok sollisyonundan eliisyon soliisyonu ile sulandirma yapildi.

Her bir DNA 6rnegi igin iki farkli kuyucukta PCR reaksiyonlar1 yiiriitiileceginden
dolay1 384 kuyucuklu PCR plakasinda onceden planlanan sekilde iki farkli kuyucuga
(kuyucuk 1 ve kuyucuk 2) 1’er ul DNA 6rnegi pipetlendi. Uzerlerine PCR karigimlari
eklenene kadar, plaka optik yapigkan PCR filmi ile kapatilip +4°C’de sakland.

Multipleks DNA Amplifikasyonu

Multipleks DNA amplifikasyonu i¢in PCR karisimi her bir kuyucukta DNA
miktar1 ile birlikte toplam 5 pl olacak sekilde planlandi. PCR karisiminda yer alan

reaktifler ve miktarlar1 asagida gosterilmistir. Kuyucuk 1 ve kuyucuk 2 icin iki farkli
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primer karigtimimiz bulundugundan her bir 6rnek i¢in iki farkli PCR karisimi
olusturuldu. Ornek miktar1 ve negatif kontrol kuyucugu diisiiniilerek toplam karigim

hacmi hesaplandi. Daha sonra, iki farkli PCR karigimi 2 ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine

hazirlandi.

Multipleks PCR Karisimi Bir Ornek icin
0.5 uM Primer Mix 1.0 ul

25 mM dNTP Mix (Applied Biosystems®) 0.1 pl

10X PCR Buffer (20 mM MgCl, igeren) (Qiagen GmbH) 0.5 pul

5 U/ul HotStarTaq DNA polimeraz (Qiagen GmbH) 0.2 ul
25 mM MgCl, (Qiagen GmbH) 0.4 pl
Ultra saflastirilmig su (Invitrogen™) 1.8 ul
DNA 1.0 ul
Toplam 5.0 ul

+4°C’de saklanan PCR plakasi iizerindeki optik yapigkan PCR film ¢ikartilarak
hazir duruma getirildi. Mikrosantrifiij tiiplerine hazirlanan PCR karigimlart ise
vortekslenip hafif sekilde santriflij edildi. Daha sonra, iki farkli PCR karigimi (kuyucuk
1 ve kuyucuk 2 igin) elektronik pipetleme seti (Eppendorf Repeater” Xstream
Electronic Pipette, Eppendorf AG, Hamburg, Almanya) yardimiyla 6nceden DNA
pipetlenmis kuyucuklara 4’er pl dagitildi. Her bir 6rnek plaka tizerinde kuyucuk 1 ve
kuyucuk 2 olarak adlandirdigimiz iki farkli kuyucuga pipetlendi.

Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasi yeniden optik yapiskan film
ile kapatilarak vortekslendi. Sonrasinda, 2000 rpm’de ¢ok kisa bir siire santrifiij edilerek
Veriti® Termal Cycler (Life Technologies Corporation, CA, ABD) cihazina
yerlestirildi. PCR sartlar1 asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon baslatildi.
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PCR Sartlari

1. 95°C’de 2 dakika

2. 95°C’de 30 saniye

3. 56°C’de 30 saniye 45 Dongii
4. 72°C’de 60 saniye

5. 72°C’de 5 dakika

6. 4°C’de bekleme

SAP (Shrimp Alkalen Fosfataz) reaksiyonu

SAP reaksiyonu i¢in asagida belirtilen miktarlarda reaktifler kuyucuk miktar
kadar 2 ml’lik mikrosantrifiij tlipiine eklenerek karisim hazirlandi. Daha sonra, termal
cycler cihazindan ¢ikarilan PCR plakasinin reaksiyon yiiriitiilen biitiin kuyucuklarina

2’ser ul bu karisimdan dagitildi.

SAP Karisimi Bir kuyucuk icin

Ultra saflastirilmis distille su (Invitrogen™) 1.53 pl

10X SAP Buffer (Sequenom Inc.) 0.17 ul
1.7 U/ul SAP Enzim (Sequenom Inc.) 0.30 ul
Toplam 2.00 pl

SAP karigimi, reaksiyon yliriitiilen biitiin kuyucuklara pipetlendikten sonra PCR
plakasi optik yapiskan film ile kapatilarak vortekslendi. Sonrasinda, plaka 2000 rpm’de
cok kisa bir siire santrifiij edilerek termal cycler cihazina yerlestirildi. SAP sartlari

asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon baslatildu.

SAP Reaksivonu Sartlari

1. 37°C’de 40 dakika

59



2. 85°C’de 5 dakika

3. 4°C’de bekleme

Pimer Uzama Reaksiyonu (iplexGOLD Reaksiyonu)

Primer uzama reaksiyonu veya IplexGOLD reaksiyonu olarak ifade edilen bu
PCR asamasi i¢in Onceden iki primer karistmi (kuyucuk 1 ve kuyucuk 2 igin)
hazirlanmisti. Bu nedenle, asagida miktarlar1 belirtilen reaktiflerin bulundugu ve iki
farkli primer karigiminin kullanildigi her bir kuyucuk i¢in toplamda 2 pl olan iki farkli
PCR karisimi hazirlandi.

iplexGOLD Reaksiyonu Karisimi Bir kuyucuk icin
Ultra saflastirilmis distile su (Invitrogen™) 0.619 pul
10X IplexGOLD Buffer (Sequenom Inc.) 0.200 pl
Iplex Termination mix (Sequenom Inc.) 0.200 pl
Primer karigimi 0.940 pl
Iplex enzim (Sequenom Inc.) 0.041 pl
Toplam 2.000 pl

Kuyucuk miktarina gore hesaplanan ve mikrosantrifiij tiiplerine hazirlanan iki
farkli PCR karisimi vortekslenip hafif sekilde santrifiij edildi. Daha sonra, elektronik
pipetleme seti yardimiyla PCR plakasi tizerindeki her bir 6rnek ve negatif kontrol i¢in

ayirilan kuyucuk 1 ve kuyucuk 2’ye 2’ser pl dagitildi.

Pipetleme islemi tamamlandiktan sonra PCR plakasi yeniden optik yapiskan film
ile kapatilarak vortekslendi. Sonrasinda, 2000 rpm’de ¢ok kisa bir siire santrifiij edilerek

termal cycler cihazina yerlestirildi. PCR sartlar1 asagidaki gibi ayarlanarak reaksiyon

baslatildi.
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iplex GOLD Reaksivonu Sartlar

1. 94°C’de 30 saniye
2. 94°C’de 5 saniye
3. 52°C’de 5 saniye 40 Déngil

4. 80°C’de 5 saniye

5. 72°C’de 3 dakika

6. 4°C’de bekleme

Rezin ile Temizlik Asamasi

IplexGOLD reaksiyonu sonrasinda termal cycler cihazindan g¢ikartilan PCR
plakasini rezin ile muamele edebilmek i¢in ilk dnce optik yapiskan film kaldirildi. Daha
sonra, rezinin daha iyi ¢Oziiniip istenilen sonucu verebilmesi adina reaksiyon yiiriitiilen
her bir kuyucuga 16’sar ul ultra saflastirilmis su eklendi. Su dagitildiktan sonra PCR
plakasinin iizeri yapiskan film ile kapatilarak kisa bir siire 2000 rpm’de santrifiij edildi.

PCR plakasindaki 384 kuyucuk i¢in toz halinde, steril 6 mg rezin yeterlidir. Bu
oran baz alinarak reaksiyon yiiriitiilen biitiin kuyucuklara rezin dagitildi. Rezin
eklenmesi i¢in tlizerindeki yapiskan film c¢ikarilan PCR plakamiz yeniden farkli bir
yapiskan film ile kapatildi. Sonrasinda, PCR plaka dondiiriicii ile 35 dakika oda
sicakliginda inkiibasyonu yapildi.

SpectroCHIP iizerine PCR iiriinlerinin aktarilmasi

Rezin ile temizlik asamasindan sonra PCR plakasimin kuyucuklarinda bulunan
reaksiyon {irtinlerini SpectroCHIP {izerine aktarma islemine ge¢ildi. Bunun i¢in nano
boyutunda pipetleme yapabilen MassARRAY™ Nanodispenser RS1000 cihazi
kullanildi.

Ik 6nce cihazin gerekli bélmelerine distile su, % 98.9’luk etil alkol, % 50°lik
etil alkol ve 3-point kalibrant eklenerek sistemin hazirligi yapildi. Daha sonra, PCR

plakamiz ve SpectroCHIP cihaz igerisinde kendileri i¢in ayrilan yerlerine oturtuldu.
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Nanodispenser RS1000 cihazinin kendisine ait ekranindan PCR plakamizin 384
kuyucuklu oldugu, hangi kuyucuklarda hangi varyasyonlarin analiz edilecegi ve
plakadan pipetlenecek miktarin ne kadar olmasi gerektigi programlandi. SpectroCHIP
lizerine aktarma islemini baglatmadan cihazin kendini temizleme programi aktif hale

getirildi. Cihaz pipetleme yapacagi ignelerini yikayarak hazir duruma geldi.

Cihaza baslama komutu verilerek iizerinde matriks spotlar bulunan
SpectroCHIP’deki kuyucuklara her bir PCR {iriinlinden yaklasik olarak 12 nl pipetleme
yapmast saglandi. Boylelikle, PCR iirlinlerimiz yaklasik olarak 10 cm X 10 cm
boyutundaki SpectroCHIP {izerine yerlestirilmis oldu.

Kiitle Spektrometre Analizi

SpectroCHIP {izerine aktarilan PCR {irlinlerimizi kiitlelerine gore analiz etmek
icin MALDI-TOF kiitle spektrometre teknigini kullanan MassARRAY analizorii
kullanildi. Gii¢ kaynagi diigmesi acilarak c¢alistirilan analizériin ¢ip koyulmasi igin
dizayn edilen bolmesine kendi orneklerimizi tasiyan SpectroCHIP yerlestirildi. Daha
sonra bdlme kapatilarak bilgisayar lizerindeki analizoriin programindan SpectroCHIP
tizerideki kuyucuklarin koordinatlar1 girildi. Gerekli bilgiler girildikten sonra analiz
islemi baslatildi. Boylelikle, analizor teker teker biitiin kuyucuklarin matrikslerini lazer
ile patlatarak i¢indeki PCR f{irlinlerinin kiitlelerini analiz etmeye bagladi. Kisa bir siire
sonunda kiitlelerine gore yaptig1 analiz ile genotip sonuglarinin tamamini bilgisayar

ekraninda raporladi.

3.2.5 istatistiksel Analiz

Verilerin istatistiksel degerlendirilmesi IBM SPSS (Statistical Package for
Social Sciences) for Windows 20.0 paket programi kullanilarak yapildi. Gruplar
arasinda demografik, klinik, PRU ve % inhibisyon verileri bakimindan fark olup
olmadigini analiz etmek i¢in oncelikle dagilimlarin normal dagilima uygunluklar1 analiz
edildi. Verilerin normal dagilima uygunlugunun arastirilmasinda Kolmogorov-Smirnov

ve Shapiro-Wilk testleri kullanildu.
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Gruplararas1 karsilagtirmalarda normal dagilim gosteren verilerin analizinde
parametrik testlerden bagimsiz orneklem t testi (independent-samples t-test) ve tek
yonlii varyans analiz (Oneway ANOVA) testleri kullanildi. Farkli grup ortalamalarinin
belirlenmesinde ise post-hoc testlerden Tukey testi kullanildi. Normal dagilim gosteren

parametrik veriler, ortalama+standart sapma (SD, standard deviation) olarak gdsterildi.

Gruplararas1 karsilagtirmalarda normal dagilima sahip olmayan verilerin
analizinde parametrik olmayan testlerden Mann-Whitney U testi ve Kruskal-Walis testi
kullanildi. Farkli gruplarin belirlenmesinde ise Dunn testi ile analiz yapildi. Normal
dagilim gostermeyen bulgular, median ile birlikte 25.persentil-75.persentil olarak

gosterildi.

Olusturulan ¢apraz tablolarin analizinde ki-kare analizleri (Pearson, Pearson
exact, Yates ve Fisher’s exact tests) kullanildi. Klopidogrel tedavisine cevap vermede
ve cevapsizlikta etkili oldugu distinlilen CYP2C19*2 polimorfizmi genotip ve
allellerinin riskinin belirlenmesinde ise adimsal (stepwise) lojistik regresyon analizi

kullanildi.

P<0,05 istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda elde ettigimiz bulgular, istatistiksel anlamliliklar1 belirtilerek

tablo ve grafik olarak sunulmustur.

Calismamiza dahil ettigimiz 223 hastada VerifyNow P2Y12 kiti ile
klopidogrelin antitrombosit aktivitesi Olgiilerek PRU, BASE ve % inhibisyon deger
sonuclart alinmistir. Yapilan ¢aligmalara ve kit klavuzuna uygun sekilde, PRU degeri
icin klopidogrel diren¢ sinir1 208 olarak belirlenmistir. PRU degeri 208’e esit veya
biiylik olan (PRU>208) bireyler klopidogrel tedavisine cevap vermeyen, tromboz ve
iskemik olaylar i¢in yiiksek riskli, PRU degeri 208’den kii¢iik olan (PRU<208) bireyler
ise klopidogrel tedavisine cevap veren, tromboz ve iskemik olaylar i¢in diislik riskli
olarak gruplandirilmistir. Bu smiflandirmaya gore her bir grupta yer alan bireylerin
sayist, yuzde degerleri, PRU ve % inhibisyon sonuglarinin medyan (25.persentil-

75.persentil) olarak ifadesi Tablo 4.1°de gosterilmistir.

Tiim hastalarin VerifyNow P2Y 12 kiti ile trombosit reaktivitesini ol¢tiigiimiizde
elde ettigimiz PRU sonuclara goére hastalarin % 69,1’i klopidogrel tedavisine cevap
veren bireyler, % 30,9’u ise klopidogrel tedavisine cevap vermeyen bireyler olarak
tespit edildi. Klopidogrel direncinin genetik varyasyonlar ve diger parametreler ile
iligkisini belirlemede olusturdugumuz bu P2Y12 reseptoriine spesifik trombosit
reaktivite siniflamasiin optimum seviyede olup olmadigini belirlemek adina her iki
grubun PRU ve % inhibisyon degerleri karsilastirildi. Gruplardaki hastalarin 6nce PRU
degerleri karsilastirildiginda, klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarin
degerleri tedaviye cevap verenlere gore Onemli derecede yiiksek olmakla birlikte

istatistiksel olarak anlamli fark bulundu (p<0,001) (Grafik 4.1) (Tablo 4.1).

Ayni sekilde, % inhibisyon degerleri karsilagtirlldiginda ise klopidogrel
tedavisine cevap vermeyen hastalarin % inhibisyon degerleri tedaviye cevap verenlere
gore ¢ok daha diisiikti. Bu iki grubun % inhibisyon degerlerininin arasindaki farkin
istatistiksel analizi yapildiginda PRU degerlerine benzer seviyede anlamli farkin ortaya

ciktig1 goriildii (p<0,001) (Grafik 4.2) (Tablo 4.1).
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Tablo 4.1. Klopidogrel tedavisine cevap durumuna gore gruplandirilan hastalarin PRU

ve % inhibisyon degerlerinin istatistiksel analizi

Hasta Grubu n (%) PRU* % Inhibisyon*
Klopidogrel tedavisine cevap
154 (69,1) 146 (104-175,5) 39,5 (29-59)
veren (PRU<208)
Klopidogrel tedavisine cevap 69 (30’9) 248 (222,5-288,5) 12 (4_21)
vermeyen (PRU>208)
Istatistik U=91,00 p<0,001 | U=991,00 p<0,001

*PRU ve % Inhibisyon degerleri normal dagilim gostermediginden medyan (25.persentil -75. persentil)
olarak verildi.
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Grafik 4.1. Klopidogrel tedavisine cevap veren ve vermeyen hasta gruplarinin PRU (VerifyNow P2Y 12
Reaction Unit) degerlerinin box plot grafigi
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Grafik 4.2. Klopidogrel tedavisine cevap veren ve vermeyen hasta gruplarinin % inhibisyon (VerifyNow
P2Y12) degerlerinin box plot grafigi

Klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevapsiz olarak ayirdigimiz iki
hasta grubunun PRU degerlerinin frekans dagilimini inceledigimizde; tedaviye cevap
verenlerin ¢gogunlukla 100 ile 200 PRU degeri arasinda, tedaviye cevapsiz bireylerin ise
cogunlukla 200 ile 300 PRU degeri arasinda dagilim gosterdigini tespit ettik (Grafik
4.3).

Iki hasta grubunun % inhibisyon degerlerinin frekans dagilimini inceledigimizde;
klopidogrel tedavisine cevap verenlerin ¢ogunlukla 20 ile 60 % inhibisyon degeri
arasinda, klopidogrel tedavisine cevap vermeyenlerin ise 0 ile 20 % inhibisyon degeri

arasinda dagilim gosterdigini belirledik (Grafik 4.4).
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Grafik 4.3. Klopidogrel tedavisine cevap veren ve vermeyen hasta gruplarinin PRU (VerifyNow P2Y12
Reaction Unit) degerlerine gore frekanslarinin dagilimi
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Klopidogrel tedavisine cevap durumuna gore gruplandirilan hastalarin demografik
ve klinik o6zellikleri ve bu 0Ozelliklerin gruplar arasinda farkinin olup olmadiginin
istatistiksel analizi Tablo 4.2°de gosterilmistir. Cinsiyet (p=0,197), sigara kullanimi
(p=0,237), hipertansiyon (p=0,12), diyabet (p=0,23), hiperlipidemi (p=0,732), KAH igin
aile hikayesi (p=0,923) ve birden fazla PKG (p=0,15) gibi ozelliklerin klopidogrel
tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen hasta gruplari arasinda analizi

sonucu istatistiksel bakimdan anlamli fark bulunmada.

Ilag etkilesiminin klopidogrelin antitrombosit aktivitesini farmakokinetik
bakimdan etkileyebilecegi bilindiginden, klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye
cevap vermeyen hasta gruplarinin ila¢ kullanim durumlarn  Tablo 4.3’te
degerlendirilmistir. Beta blokeri (p=0,322), statin (p=0,844), proton pompa inhibitorii
(p=0,905), kalsiyum kanal blokeri (p=0,819) ve ACE inhibitori kullanimi (p=0,116)
bakimdan yapilan degerlendirmede bu iki hasta grubu arasinda istatistiksel bakimdan

anlaml bir fark bulunmadi.

Klopidogrele diren¢ durumuna gore ayirdigimiz iki hasta grubunun klinik
paremetre deger araliklar1 ve bu degerlerin istatistiksel analizi Tablo 4.4’de
gosterilmistir.  Yapilan istatistiksel analizde bu paremetreler arasinda sadece yas
bakimindan iki hasta grubu arasinda anlaml bir fark bulundu (p<0,001). Klopidogrel
tedavisine cevap vermeyen hastalarin yas degerleri, tedaviye cevap verenlere gére daha
yiiksekti. Ozellikle, ilaglarin farmakodinamik aktivitesini etkileyen viicut kiitle indeksi
deger araliklarinda ise iki hasta grubu arasinda istatistiksel anlamli bir farki yoktu
(p=0,612). Ayrica, klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen
hasta gruplar1 arasinda trombosit miktar1 (p=0,936), trigliserit (p=0,961), total kolesterol
(p=0,335), LDL kolesterol (p=0,620) ve HDL kolesterol (p=0,887) bakimindan da
istatistiksel anlamli1 fark bulunmadi (Tablo 4.4).

Hastalarin genetik varyasyon genotiplerinin klopidogrel tedavisine cevap
durumuna gore dagilimi ve istatistiksel analizi Tablo 4.5’te gosterilmistir. Genotip
frekanslarinin iki grup arasinda karsilastirildigi analizde, sadece CYP2C19*2 (G681A)
(rs4244285) tek niikleotid polimorfizminde yiiksek derecede anlamli istatistiksel bir
fark bulundu (p<0,001). Klopidogrel tedavisine cevap vermeyen bireyler arasinda GA

ve AA genotip frekanslarinin yiiksek oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.4. Hastalarin klinik parametrelerinin klopidogrel tedavisine cevap durumuna

gore dagilimi ve istatistiksel analizi

Tiim Hastalar Klopidogrel Tedavisine Klopidogrel .
Klinik Parametreler* .. Istatistik
(n=223) Cevap Verenler Tedavisine Cevap
(n=154) Vermeyenler (n=69)

Yas 62 (56-70) 60,5 (54-68) 65 (61-72) U=3722,00
p<0,001

Viicut Kitle indeksit (kg/m?) 27(25-30) 27 (25-30) 27 (25-31) U=5088,00
p=0,612

Trombosit Miktar1 (10*/ul) 247000 (209000-280000) 247500 (205250-286250) 247000 (213000-272000) | U=5277,50
p=0,936

LDL Kolesterol (mg/dl) 113 (85000-139000) 117 (85,75-138,25) 109 (84-144) U=5092,00
p=0,620

HDL Kolesterol (mg/dl) 41 (33-48) 41 (34,75-48) 41 (32-48,5) U=5049,50
p=0,887

Total Kolesterol (mg/dl) 177 (149-213) 175,5 (146,75-212,25) 180 (153,5-214.5) U=4883,50
p=0,335

Trigliserit (mg/dl) 150 (102-203) 146,5 (103,5-201,75) 155 (97-204,5) U=5291,00
p=0,961

Kreatinin (mg/dI) 0,99 (0,83-1,15) 0,96 (0,83-1,12) 1,03 (0,87-1,25) U=4696,00
p=0,166

*Klinik parametre degerleri normal dagilim gostermediginden medyan (25.persentil -75. persentil) olarak
verildi. fViicut kitle indeksi (VKI), viicut agirhigimin (kg), boy uzunlugunun metre cinsinden karesine
bdlinmesiyle hesaplandi.

Istatistiksel fark bulunan CYP2C19*2 polimorfizmi disinda CYP2C19 geni
tizerindeki diger genetik varyasyonlar1 analiz ettigimizde, tim hastalarda CYP2C19%*3
(G636A) (rs4986893) varyasyonunu barindiran sadece 2 hastay1 heterozigot genotipli
(GA) olarak belirledik. Bunlardan bir tanesi klopidogrel tedavisine cevap veren hasta
grubunda, digeri ise tedaviye cevap vermeyen hasta grubundaydi. Calismamiza dahil
ettigimiz hastalarin hi¢gbirinde CYP2C19*4 (A1G) (rs28399504), CYP2C19*7 (T—A)
(rs72558186) ve CYP2C19*8 (T—C) (rs41291556) genetik varyasyonlar1 tespit
edilmedi (Tablo 4.5).
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Tablo 4.5. Hastalarda genetik varyasyon genotiplerinin klopidogrel tedavisine cevap

durumuna gore dagilimi ve istatistiksel analizi

Klopidogrel Klopidogrel
Genetik Varyasyon ve | Tiim Hastalar Tedavisine Cevap Tedavisine Cevap i y
tatisti
Genotipleri (n=223) Verenler Vermeyenler statistt
(n=154) (n=69)
CYP2C19*2 n % n % n % 1=26,79
(G681A) (rs4244285)
p<0,001
GG 163 73,1 127 82,5 36 52,2
GA 52 23,3 26 16,9 26 37,7
AA 8 3,6 1 0,6 7 10,1
CYP2C19*3 n % n % n %
(G636A) (rs4986893)
GG 221 99,1 153 99.4 68 98.6
GA 2 0,9 1 0,6 1 1.4
AA 0 0 0 0 0
CYP2C19*%4 (A1G) n % n % n %
(rs28399504)
AA 223 100 154 100 69 100
AG 0 0 0 0 0 0
GG 0 0 0 0 0 0
CYP2C19*7 (T—A) n % n % n %
(rs72558186)
TT 223 100 154 100 69 100
TA 0 0 0 0 0 0
AA 0 0 0 0 0 0
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Tablo 4.5. Hastalarda genetik varyasyon genotiplerinin klopidogrel tedavisine cevap

durumuna gore dagilimi ve istatistiksel analizi (devami)

Klopidogrel Klopidogrel
Genetik Varyant ve Tiim Hastalar Tedavisine Cevap | Tedavisine Cevap |
Istatistik
Genotipleri (n=223) Verenler Vermeyenler
(n=154) (n=69)
CYP2C19*8 (T—C) n % n % n %
(rs41291556)
TT 223 100 154 100 69 100
TC 0 0 0 0 0 0
CcC 0 0 0 0 0 0
CYP2C19*17 (C806T) n % n % n % XZ: 2,13
(rs12248560)
p=0,344
CcC 151 67,7 101 65,6 50 72,5
CT 68 30,5 51 33,1 17 24.6
TT 4 1,8 2 1,3 2 2,9
ABCBI1 (C3435T) n % n % n % X2= 0,8
(rs1045642)
p=0,667
CcC 62 27,8 45 29,2 17 24,6
CT 116 52 80 51,9 36 52,2
TT 45 20,2 29 18,8 16 23,2
CYP3A4*1G (G—A) n % n % n % Y’=2,29
(rs2242480)
p=0,282
GG 162 72,6 1105 74,7 47 68,1
GA 59 26,5 37 24 22 31,9
AA 2 0,9 2 1,3 0 0
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Tablo 4.5. Hastalarda genetik varyasyon genotiplerinin

durumuna gore dagilimi ve istatistiksel analizi (devami)

klopidogrel tedavisine cevap

Klopidogrel Klopidogrel
Genetik Varyant ve Tiim Hastalar | Tedavisine Cevap | Tedavisine Cevap |
Istatistik
Genotipleri (n=223) Verenler Vermeyenler
(n=154) (n=69)

CYP2B67*9 (G15631T) n % n % n % X2= 0,37
(rs3745274)

p=0,541
GG 0 0 0 0 0 0
GT 129 57,8 87 56,5 42 60,9
T 94 42,2 67 43,5 27 39,1
ITGB3 (T—C) n % n % n % ¥’=0,98
(rs5918)

p=0,595
TT 176 78,9 120 77,9 56 81,2
TC 40 17,9 28 18,2 12 17,4
CC 7 3,1 6 3,9 1 1,4
PON1 (A—G) (rs662) n Yo n Yo n % X2= 3.74

p=0,154
AA 105 47,1 78 50,6 27 39,1
AG 95 42,6 59 38,3 36 52,2
GG 23 10,3 17 11 6 8,7
PON1 (T—A) n % n % n % Y= 3.44
(rs854560)

p=0,178
TT 29 13 24 15,6 5 7,2
TA 93 41,7 60 39 33 47,8
AA 101 45,3 70 45,5 31 44,9
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CYP2C19 geni iizerindeki CYP2C19*17 (C806T) (rs12248560) polimorfizmi
genotip frekanslarmi klopidogrel tedavisine cevap durumuna gore ayirdigimiz hasta
gruplar1 arasinda analiz ettigimizde; CC genotip frekansinin klopidogrele cevap
vermeyen hastalarda arttigini, CT genotip frekansinin ise azaldigini belirledik (Tablo
4.5). Fakat, bu artis ve azalis yaklasik olarak %8 oraninda oldugu igin istatistiksel
bakimdan anlamli1 degildi (p=0,344).

Aynm sekilde, diger genlerdeki varyasyonlar i¢in yaptigimiz karsilastirmalarda,
CYP3A4*1G (G—A) (rs2242480) varyasyonu GG genotip frekanst klopidogrel
tedavisine cevap vermeyen hastalarda azalis, GA genotip frekansi ise artig gosterdi. Bu
azalis ve artis oran1 yaklasik olarak %7 seviyesinde oldugu i¢in istatistiksel bir fark
bulunmadi (p=0,282). PON1 (T—A) (rs854560) varyasyonu TT genotip frekansi
klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarda azalis, TA genotip frekansi ise artis
gosterdi. Bu artis ve azalis oranlar1 yaklasik olarak %8 seviyesinde oldugu igin
yukaridaki diger genotip varyasyonlar gibi istatistiksel bir fark olusturmadi (p=0,178)
(Tablo 4.5).

Genotip frekanslarinda diizgilin korelasyon ve belirgin farklar géstermeyen diger
genetik varyasyonlarin istatistiksel analiz sonuglarina baktigimizda, hepsinin p degerleri
[ABCBI1 (rs1045642) (p=0,667), CYP2B6*9 (rs3745274) (p=0,37), ITGB3 (rs5918)
(p=0,595), PONI (rs662) (p=0,154)] yiiksek seviyelerdeydi (Tablo 4.5).

Klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen hastalar arasinda
genotip frekans dagilimi bakimdan istatistiksel olarak yiiksek seviyede fark buldugumuz
CYP2C19*2 (G681A) polimorfizmi i¢in risk durumunu istatistiksel olarak hesapladik
(Tablo 4.6). GA genotipi GG genotipine gore klopidogrel tedavisine cevapsizlikta 3,52
(Odds Orani, OR) kat fazla riske sahip iken (p<0,001, %95 Giiven Araligi:1,82-6,80),
AA genotipinin GG genotipine gore 24,69 (Odds Orani, OR) kat daha fazla riskli
oldugu bulundu (p=0,003, %95 Giiven Araligt: 2,94-207,32). A allelinin G alleline gore
farkina baktigimizda ise yine istatistiksel olarak yiiksek fark (p<0,001) bulmakla birlikte
klopidogrel direnci bakimindan A allelinin G alleline goére 4,08 (Odds Orani, OR) kat
daha fazla riskli oldugunu tespit ettik (%95 Giiven Araligi: 2,39-6,96) (Tablo 4.6).
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Tablo 4.6. CYP2C19*2 (G681A) genetik varyasyonunda atasal genotipe (GG) ve allele

(G) gore risk durumu

Klopidogrel Klopidogrel
Tedavisine Tedavisine Odds Oram
Genotip ve Alleller Cevap Cevap p degeri
o .. <
Verenler Vermeyenler (%95 Giiven Aralig)
n % n %
GG 127 82,5 36 52,2 1,00
GA 26 16,9 26 37,7 p<0,001” 3,52 (1,82-6,80)
AA 1 0,6 7 10,1 p=0,003" 24,69 (2,94-207,32)
G 280 74,1 98 259 1,00
A 28 41,2 40 58,8 p<0,001° 4,08 (2,39-6,96)

*GA genotipinin GG genotipine gore farki, "AA genotipinin GG genotipine gére farki, °A allelinin G
alleline gore farki

CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan 161 hastada
CYP2C19*17 polimorfizmi genotip frekanslar1 bakimindan klopidogrel tedavisine

cevap veren ve cevapsiz hastalar arasinda fark tespit edilmedi (p=0,438) (Tablo 4.7).

Tablo 4.7. CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan hastalarda
CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmi genotiplerinin klopidogrel tedavisine cevap

durumuna gore dagilimi ve istatistiksel analizi

CYP2C19*17 (C806T) Polimorfizminin
Genotipleri
Gruplar n=161 CC CT TT
n % n % n %
Klopidogrel 126 | 79 627 |45 357 |2 16
Tedavisine Cevap
Verenler
Klopidogrel 35 |21 60 12 343 |2 5,7
Tedavisine Cevap
Vermeyenler
istatistik =192 p=0,438
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Genetik varyasyonlar ile klopidogrel direnci arasindaki iliskiyi her yoniyle
dogru sekilde arastirmak i¢in hastalar1 klopidogrel tedavisine cevap durumuna gore
gruplandirmadan genotiplerin PRU ve % inhibisyon degelerini karsilastirdik. 1k olarak,
CYP2C19*2 (G681A) polimorfizmi genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
analiz ettik (Tablo 4.8). GG, GA ve AA genotipleri arasinda PRU degerlerini
karsilagtirdigimizda istatistiksel olarak anlamli diizeyde yiiksek fark bulduk (p<0,001).
Bu genotiplerin % inhibisyon degerlerini analiz ettigimizde ise ayni1 seviyede
istatistiksel fark belirledik (p<0,001). PRU degeri bakimindan genotipleri birbirleri
arasinda karsilastirdigimizda; GG genotipinin  GA genotipi  (p<0,001) ve GG
genotipinin AA genotipi (p<0,05) arasinda istatistiksel bakimdan anlaml fark vardi
(Grafik 4.4). % inhibisyon degerleri acisindan genotipleri birbirleri arasinda
karsilagtirdigimizda ise GG genotipinin GA genotipi (p<0,001) ve GG genotipinin AA
genotipi (p<0,05) arasinda istatistiksel olarak fark bulundu (Grafik 4.5). Fakat, GA
genotipinin AA genotipi ile arasinda hem PRU degeri (p=0,680) hem de % inhibisyon
degeri (p=0,519) bakimindan anlaml1 bir fark tespit edilmedi (Tablo 4.8).

Tablo 4.8. CYP2C19*2 (G681A) polimorfizmi genotiplerinin PRU deger ortalamalari,

% inhibisyon deger araliklar1 ve istatistiksel analizi

CYP2C19*2 (G681A) PRU* % Inhibisyon+
(rs4244285)

GG 157,06+70,03 34 (21-58)
GA 209,92+64,01 21 (8,5-32)
AA 231,75+65,94 15,5 (4,25-21)

Istatistik

F=14,86 p<0,001
“p<0,001 "p=0,008
°p=0,680

1*=28,89 p<0,001
p<0,001 "p=0,002
p=0,519

*GA genotipinin GG genotipine gore farki
PAA genotipinin GG genotipine gore farki
“AA genotipinin GA genotipine gore fark1
* PRU degerleri ortalama+standart sapma (SD) olarak verildi.
1% inhibisyon degerleri diizglin dagilim gostermediginden medyan (25.persentil -75. persentil) olarak
verildi.
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Grafik 4.5. CYP2C19*2 (G681A) polimorfizmi genotiplerinin % inhibisyon degerlerinin box plot grafigi
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Diger varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilagtirdigimizda elde ettigimiz istatistiksel sonuglar ve her bir genotipin deger
araliklar1 Tablo 4.9°da gosterilmistir. CYP2C19*3 varyasyonuna sadece iki hastamizda
rastlandigindan, CYP2C19*4, *7 ve *8 varyasyonlar1 ise hastalarimizin hic¢birinde
bulunmadigindan dolayr bu varyasyonlarin PRU ve % inhibisyon degerlerini analiz
edemedik. Bununla birlikte, ABCBI1 (rs104542), CYP3A4*1G (rs2242480), CYP2B6*9
(rs3745274), ITGB3 (rs5918), PONI (rs662) ve PONI1 (rs854560) varyasyon
genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini karsilastirdigimizda ise istatistiksel

anlaml fark bulamadik (Tablo 4.9).

CYP2B6*9 polimorfizmi GG genotipi hastalarimizin  higbirinde tespit
edilmediginden, CYP3A4*1G (G—A) polimorfizmi AA genotipi ise sadece iki hastada
bulundugundan dolayr bu genotiplerin deger araliklar1 istatistiksel olarak

degerlendirilmedi (Tablo 4.9).

CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmi TT genotipini barindiran sadece 4 hasta
bulundugundan dolay1 bu genotipin PRU ve % inhibisyon degerlerini istatistiksel olarak
analiz etmedik. CC ve CT genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilastirdigimizda ise istatistiksel olarak anlamli fark bulduk. CT genotipinin PRU
deger ortalamasi1 CC genotipine gore daha diisiik (p=0,036), % inhibisyon deger
ortalamas1 ise CC genotipine gore daha yiiksekti (p=0,025) (Tablo 4.9). Her iki
genotipin PRU degerleri diizgiin dagilimdan dolay1 ortalama+standart sapma olarak
verildigi i¢in error bar grafigi ile gosterildi (Grafik 4.6). Her iki genotipin % inhibisyon
degerleri ise diizglin dagilim gdstermediginden dolayr medyan (25.persentil -75.

persentil) olarak verildigi i¢in box blot grafigi ile gosterildi (Grafik 4.7).

Calismamizda inceledigimiz genetik varyasyonlar arasinda PRU ve %
inhibisyon degerleri bakimindan genotiplerinin her iki deger i¢in de diizgiin dagilim
gosterdigi varyasyon ABCB1 (C3435T)’di. CC, CT ve TT genotiplerine sahip
bireylerin PRU (p=0,694) ve % inhibisyonu degerleri (p=0,693) arasinda istatistiksel
anlaml bir fark olmamasina ragmen, atasal genotipe (CC) gore CT ve TT genotipinin
PRU deger ortalamalarinda artis, % inhibisyonu deger ortalamalarinda ise azalis

belirlendi (Tablo 4.9).
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Tablo 4.9. Genetik varyasyon genotiplerine gore gruplandirilan hastalarin PRU, %

inhibisyon degerleri ve istatistiksel analizi

CYP2C19%17 (C806T) Tiim Hastalar PRU % Inhibisyon
(rs12248560) (n=223)

n %
cC 151 67,7 178,49+73,48 30 (15-47)
CT 68 30,5 156,19+70,37 34,5 (21,5-57,5)
TT 4 1,8
istatistik t=2,106 p=0,036 | U=4159,3 p=0,025
ABCBI1 (C3435T) Tiim Hastalar PRU % Inhibisyon
(rs1045642) (n=223)

n %
cC 62 27.8 168,58+68,17 36,37+22,03
CT 116 52 172,40+74.65 34,36+25,22
TT 45 20,2 178,75+74,68 32,42421,91
istatistik F=0,366 p=0,694 | F=0,367 p=0,693
CYP3A4*1G (G—A) Tiim Hastalar PRU % inhibisyon
(rs2242480) (n=223)

n %
GG 162 72,6 170,89+68,70 32 (17-49)
GA 59 26,5 176,44+83,87 27 (17-52)
AA 2 0,9
istatistik t=-0,499 p=0,618 p=0,473
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Tablo 4.9. Genetik varyasyon genotiplerine gore gruplandirilan hastalarin PRU, %

inhibisyon degerleri ve istatistiksel analizi (devami)

Tiim Hastalar

CYP2B6*9 (G15631T) (n=223) PRU % Inhibisyon
(rs3745274) n A

GG 0 0 0 0

GT 129 57,8 174,72+73,09 29 (16,5-47)

TT 94 42,2 168.,41+72,42 34 (18-53,25)

. t=0,639 p=0,523 U=5399,00 p=0,163
Istatistik

Tiim Hastalar

ITGB3 (T>C) (rs3918) (n=123) PRU % inhibisyon

n %
TT 176 78,9 174,86+74,48 32 (17-48,75)
TC 40 17,9 162,22464,16 27 (18,5-52,25)
CC 7 3,1 157,85+77,06 33 (17-54)
istatistik F=0,629 p=0,534 | 1’=0,058 p=0,972

Tiim Hastalar

PONI (A—G) (rs662) (n=223) PRU % Inhibisyon

n %
AA 105 47,1 167,35+70,39 32 (18-52,50)
AG 95 42,6 181,11+74,98 30 (17-47)
GG 23 10,3 156,21+71,96 34 (14-54)
istatistik F=1,51 p=0,223 v=0,977 p=0,614
PONI (T—A) ey PRU % Inhibisyon
(rs854560) n %
TT 29 13 148,24+67,08 33 (21-57.5)
TA 93 41,7 182,21+70,57 31 (17-43.5)
AA 101 453 169,56+75,02 29 (15-50)
tatisik F=2,558 p=0,08 | »*=3,013 p=0,222
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Genetik varyasyonlarin klopidogrelin antitrombosit aktivitesi iizerine etkilerini
fonksiyonsuz allellerden etkilenmedikleri ortamda ortaya ¢ikarmak adina, CYP2C19*2
ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan hastalarda varyasyon genotiplerinin
PRU ve % inhibisyon deger araliklarini karsilastirmak istedik. Tiim hasta grubumuz igin
bu sinirlamay1 getirdigimizde degerlendirecegimiz hasta sayisit 161°e diistii. 161 hasta
icerisinde CYP2C19*17 (rs1224860), ABCB1 (rs104542), CYP3A4*1G (rs2242480),
CYP2B6*9 (rs3745274), ITGB3 (rs5918), PONI1 (rs662) ve PONI1 (rs854560)
varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini karsilastirdigimizda ise

istatistiksel anlamli bir fark bulamadik (Tablo 4.10).

CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmi TT genotipine sahip bireylerin sayis1 4
oldugundan dolayr bu genotipin PRU ve % inhibisyon degerleri istatistiksel
karsilagtirmaya dahil edilmedi. Aynmi sekilde, CYP3A4*1G (G—A) polimorfizminin
AA genotipini tagiyan sadece 1 hasta ve ITGB3 (rs5918) polimorfizminin CC genotipini
tasiyan sadece 3 hasta bulundugundan bu genotiplerin PRU ve % inhibisyon degerleri

de istatistiksel olarak analiz edilmedi (Tablo 4.10).

CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan hastalar
icerisinde CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmi CC ve CT genotiplerinin PRU ve %
inhibisyon degerlerini karsilastirdigimizda istatistiksel anlamli fark bulunmadi. CT
genotipi CC genotipine gore PRU degeri bakimindan diisiikk, % inhibisyon degeri
bakimindan yiiksek seviyede olmasina ragmen istatistiksel anlamlilik yoktu (Tablo

4.10).

ABCBI1 (C3435T) polimorfizmi genotiplerinin % inhibisyon degerleri tiim hasta
grubumuzda diizgiin dagilim gostermesine karsilik sinirlama getirilip hasta sayis1 161
oldugunda diizgiin dagilim gostermedi. Bununla birlikte, genotiplerin % inhibisyon
degerleri arasinda birbiriyle uyumlu, gozle goriiliir belirgin bir fark gézlemlenmedi.
ABCBI (C3435T) polimorfizmi genotiplerinin PRU degerleri ise tiim hastalarda oldugu
gibi 161 hastada da diizgiin dagilima sahip oldugu analiz edildi. Bu degerlerin birbirleri
arasinda belirgin bir fark olugsmasina ragmen bu fark istatistiksel olarak anlamli degildi
(p=0,595). CC genotipine gore CT genotipinin ortalama+standart sapma PRU degeri
daha yiiksek, TT genotipinin ortalama+standart sapma PRU degeri ise CT genotipinden
de daha yiiksekti (Tablo 4.10).
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Tablo 4.10. CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan hastalarda

genetik varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon deger araliklar1 ve istatistiksel

analizi

CYP2C19*17 (C806T) Degerlendirilen Hastalar PRU % inhibisyon
(rs12248560) (n=161)

n %
CC 100 62,12 159,39+68,76 33,5 (18,5-55,75)
CT 57 35,40 147,43+70,67 37 (23,5-60)
TT 4 2,48
Istatistik t= 1,037 p=0,301 p=0,293

ABCB1 (C3435T) Degerlendirilen Hastalar PRU % Inhibisyon
(rs1045642) (n=161)

n %
CC 46 28,57 146,36+£61,91 39,5 (30-56,5)
CT 87 54,04 156,45+71,55 32 (17-60)
TT 28 17,39 166,32+74,12 36 (28,25-49)
istatistik F=0,521 p=0,595 | x*=1,680 p=0,432
CYP3A4*1G (G> A) Degerlendirilen Hastalar PRU % inhibisyon
(rs2242480) (n=161)

n %
GG 121 75,15 158,98+66,23 34 (21-54)
GA 39 24,22 148,64+78,47 35(21-58)
AA 1 0,63
Istatistik t=0,810 p=0,419 p=0,576
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Tablo 4.10. CYP2C19%*2 ve CYP2C19*3 varyasyon allelerini barindirmayan hastalarda
genetik varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon deger araliklar1 ve istatistiksel

analizi (devami)

Degerlendirilen Hastalar

CYP2B6*9 (G15631T) (n=161) PRU % Inhibisyon

(rs3745274) n A

GG 0 0 0 0

GT 88 54,66 155,50+£70,57 33 (21-58,75)

TT 73 45,34 156,93+67,98 36 (22,5-57)

Istatistik t=-0,130 p=0,897 p=0,563

Degerlendirilen Hastalar .o

ITGB3 (T>C) (rs5918) (n=161) PRU % Inhibisyon
n Y%

TT 129 80,12 157,50+68,78 34 (21,5-58)

TC 29 18,01 151,44+67,95 37 (20-57)

CC 3 1,87

Istatistik F=0,142 p=0, 868 x’=0,452 p=0,798

Degerlendirilen Hastalar

PON1 (A>G) (rs662) (n=161) PRU % Inhibisyon
n Y%

AA 82 50,9 157,32465,78 33 (18-56,5)

AG 61 37,9 159,01473,61 36 (25-58,5)

GG 18 11,2 141,0571,05 44 (28,5-56,5)

Istatistik F=0,489 p=0,614 | 1’=0,748 p=0,688

Degerlendirilen Hastalar

PONI1 (T>A) (rs854560) (n=161) PRU % Inhibisyon
n %

TT 21 13,04 148,95+63,74 33 (19,5-57,5)

TA 68 42,23 162,89+63,69 34 (22,25-51,5)

AA 72 44,73 151,87+75,76 37,5 (21-59,5)

istatistik F=0,571 p=0,566 | *=0,528 p=0,768
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CYP2C19*2 ve CYP2C19*17 polimorfizmleri genotiplerinin PRU ve %
inhibisyon degerlerini birbirlerinden bagimsiz olarak karsilastirdigimizda atasal
genotipe gore ters yonde istatistiksel anlamli fark buldugumuzdan dolayr bu iki
polimorfizmi birlikte degerlendirmek istedik. Bu nedenle, 223 hastanin CYP2C19%*2
(G681A) ve CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmlerinin haplotiplerini olusturarak PRU
ve % inhibisyon degerlerini karsilagtirdik. 223 hasta igerisinde GG-TT haplotipine sahip
sadece 4 birey bulundugundan dolayi istatistiksel degerlendirmeye dahil edilmedi. GA-
TT, AA-CT ve AA-TT haplotiplerine sahip bireyler ise hasta grubumuzda
bulunmadigindan PRU ve % inhibisyon degerleri dl¢iilemedi (Tablo 4.11, Tablo 4.12).

CYP2C19*2 (G681A) ve CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmleri haplotiplerinin
PRU degerleri diizgiin dagilim gosterdiginden dolayr Tablo 4.11°de ortalama+standart
sapma olarak verildi. Her bir haplotipin ortalama+standart sapma degeri %95 giiven
aralig1 ile birlikte error bar grafiginde gosterildi (Grafik 4.8). Bu haplotiplerin PRU
degerlerini karsilastirdigimizda ise bagimsiz degerlendirmeler ile ayni dogrultuda

istatistiksel olarak anlamli farklar bulundu (Tablo 4.11).

GG-CC haplotipine gore GA-CC (p=0,001) ve AA-CC (p=0,044) haplotipleri
PRU degeri bakimindan istatistiksel fark olusturacak sekilde yiiksekti. Ayn1 haplotipe
gore GG-CT haplotipli bireylerin PRU degerleri diisiik (p=0,744), GA-CT haplotipli
bireylerin PRU degerleri ise daha yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlaml
degildi (p=0,242). GG-CT haplotipini barindiran bireylere gére GA-CC (p<0,001) ve
AA-CC (p=0,011) haplotipli bireylerin PRU degerleri daha yiliksek ve istatistiksel
olarak anlamliydi. Aym haplotipe gore GA-CT haplotipli bireylerin PRU degerleri de
yiiksekti, fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,078). AACC haplotipli bireylerin
PRU degerleri, GA-CC (p=0,929) ve GA-CT (p=0,950) haplotipli bireylere gore daha
yiiksekti, fakat bu farklarin istatistiksel olarak anlamlilig1 yoktu (Tablo 4.11).

CYP2C19*2 (G681A) ve CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmleri haplotiplerinin
% inhibisyon degerleri diizglin dagilim gostermediginden dolay1 Tablo 4.12°de medyan
(25.persentil -75. persentil) olarak verildi. Her bir haplotipin % inhibisyon degeri box
blot grafiginde gosterildi (Grafik 4.9).
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Tablo 4.11. CYP2C19*2 ve CYP2C19*17 polimorfizmleri haplotiplerinin PRU

ortalama+tstandart sapma degerleri ve istatistiksel analizi

Haplotip
n=223 [statisti
CYP2C19*2 | CYP2C19*17 PRU Istatistik
o
(G681A) (C806T) (%)
GG CC 101(453) | 161,01£70,35
GG CT 58(26,0) | 147,25+70,06 | p=0,744
GG TT 4 (1,8)
p=0,001°
GA CC 42(18,8) | 210,38+67,79 |  p<0,001°
p=1,000°
p=0,242°
GA CT 10 (4,5) 208,00+47,74 p=0,078°
p=0,950°
GA TT 0 0
p=0,044"
AA cC 8(3,6) | 231,75%6594 | p=0,011"
p=0,929°
AA CT 0 0
AA TT 0 0

*GG-CC haplotipine gore farki, "GG-CT haplotine gore farki, ‘GA-CC haplotine gore farki, "AA-CC
haplotipine gore farki, “‘GA-CT haplotine gore farki
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Grafik 4.8. CYP2C19*2 (G681A) ve CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmleri haplotiplerinin PRU

degerlerinin error bar grafigi
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GG-CC haplotipine gore GA-CC (p=0,002) ve AA-CC (p=0,014) haplotipleri %
inhibisyon degeri bakimindan istatistiksel fark olusturacak sekilde diisiiktii. Ayni
haplotipe gore GG-CT haplotipli bireylerin yiiksek (p=1,000), GA-CT haplotipli
bireylerin % inhibisyon degerleri ise daha diisiikk olmakla birlikte istatistiksel olarak
anlaml degildi (p=0,894). GG-CT haplotipini barindiran bireylere goére GA-CC
(p<0,001) ve AA-CC (p=0,003) haplotipli bireylerin % inhibisyon degerleri daha diisiik
ve istatistiksel olarak anlamliydi. Ayni haplotipe gore GA-CT haplotipli bireylerin %
inhibisyon degerleri de diisiiktii, fakat istatistiksel olarak anlamli degildi (p=0,285).
AA-CC haplotipli bireylerin PRU degerleri GA-CC (p=1,000) ve GA-CT (p=1,000)
haplotipli bireylere gore daha diisiiktii, fakat bu farklarin istatistiksel olarak anlamlilig1
yoktu (Tablo 4.12).

Tablo 4.12. CYP2C19*2 ve CYP2C19*17 polimorfizmleri haplotiplerinin %

inhibisyon deger araliklar1 ve istatistiksel analizi

Haplotip
n=223 inhibi istatisti
CYP2C19*2 | CYP2C19%17 % Inhibisyon Istatistik
0
(G681A) (C806T) (%)
GG CcC 101(45,3) 33 (18-55,5)
GG CT 58(26,0) | 37,5(23,75-59,5) | p=1,000"
GG TT 4(1,8)
p=0,002°
GA CcC 42 (18,8) 21 (8-32,25) p<0,001°
p=1,000°
p=0,894"
GA CT 10 (4,5) 25 (15,5-32,75) | p=0,285"
p=1,000°
GA TT 0 0
p=0,014"
AA CcC 8 (3,6) 15,5 (4,25-21) | p=0,003°
p=1.000°
AA CT 0 0
AA TT 0 0

*GG-CC haplotipine gore farki, "GG-CT haplotine gore fark, ‘GA-CC haplotine gore farki, "AA-CC
haplotipine gore farki, “‘GA-CT haplotine gore farki
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Grafik 4.9. CYP2C19*2 (G681A) ve CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmleri haplotiplerinin %

inhibisyon degerlerinin box blot grafigi
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5. TARTISMA

[k degerlendirme basamagi olarak trombosit reaktivite sonuglarina (PRU) gore
223 hastamiz1 klopidogrel tedavisine cevap veren (klopidogrele direngsiz) ve vermeyen
(klopidogrele direngli) seklinde siniflandirdik. Bu gruplandirmay1 yapmak klopidogrel
direncinin genetik varyasyonlar ile iligkisini belirleyebilmemiz i¢in énemli ve gerekli
bir basamakti. Klopidogrele direngli ve direngsiz bireyleri tespit ederken PRU sinir
degeri olarak 208’1 referans aldik. PRU degeri <208 olan hastalar klopidogrel tedavisine
cevap veren bireyler, PRU degeri >208 olan hastalar ise klopidogrel tedavisine cevap

vermeyen bireyler olarak gruplandirildi (18,95,116).

VerifyNow P2Y12 kiti ile dlglimlerimiz sonucunda 223 hastamizin %69.1’ini
klopidogrel tedavisine cevap veren, % 30.1°ini ise klopidogrel tedavisine cevap
vermeyen olarak belirledik. Bu iki hasta grubunun kloidogrel direnci ile genetik
varyasyonlar arasindaki iligkiyi belirlemede bize yol gosterecek verimli bir homojenlige
sahip olup olmadigmi, PRU ve % inhibisyon degerlerini karsilagtirarak dogrulamak
istedik. Klopidogrele cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen bireyler arasinda PRU
degerleri bakimindan yiiksek seviyede istatistiksel fark bulduk (p<0,001). Klopidogrel
tedavisine cevap vermeyen hastalarin PRU degerleri belirgin sekilde yiiksek, %
inhibisyon degerleri ise diisiiktii. Ayn1 sekilde, % inhibisyon degerlerinde de istatistiksel
bakimdan ayni seviyede fark goriilmesi (p<0,001), literatiire gore belirledigimiz PRU
sinir degerini dogrulamis ve bu sinir degerinin verimliligini bize yeniden gostermis oldu
(Bkz. Tablo 4.1). Klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen
hastalarin PRU ve % inhibisyon degerleri arasindaki istatistiksel olarak hesaplanmis

yiiksek farklar box blot grafikleri ile de gozlemlendi (Bkz. Grafik 4.1 ve Grafik 4.2).

Malinin ve ark. 2007 yilinda 147 goniilliiyli dahil ettikleri VERITAS (The VERI
fy Thrombosis risk ASsessment) calismasinda VerifyNow P2Y12 testini kullanarak
trombosit inhibisyonunu gozlemlemisler. Bu bireylerde klopidogrel Oncesi ve
klopidogrel sonrasi iki 6l¢clim yapilmis, 6l¢iim deger araliklar1 ve dagilimlar istatistiksel
olarak analiz edilmis. Klopidogrel tedavisi sonucunda ortalama olarak tiim bireylerde
% inhibisyon degerinin 64+25,3 oldugu, %10’dan asagi bir inhibisyonun olmadig1 rapor

edilmis (76). Calisma sonrasi, testin iiretici firmast Accumetrics Inc. PRU degerlerine
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ROC (Alict Islem Karakteristigi-Receiver Operating Characteristic) egri analizini
uygulayarak sonuglari test klavuzunda yayinlamistir. ROC analizi, tibbi karar verme
stirecinde testin ayirt ediciligini veya sinir degerini belirlemek amaciyla yaygin
kullanilan bir egri yontemidir. Malinin ve ark.’nin g¢aligmasindaki bireylerin PRU
degerlerinin ROC egri analizi sonucu olarak, <208 olan degerler klopidogrelin

farmakodinamik etkisinin varligin1 géstermektedir (48).

Bununla birlikte, Campo ve ark. 2010 yilinda elektif perkiitan koroner girisim
sonrasi aspirin ve klopidogrele cevap verme durumuna dayanan uzun zamanl klinik
sonuglar1 yayinladiklar1 c¢aligmalarinda bir yillik sonlanim noktasini tahmin etmede
VerifyNow P2Y12 testi i¢cin optimum sinir degerini bildirmisler. Toplamda 826 kisiyi
bir sene boyunca gozlemledikleri ¢alismalarinda PRU sinir degeri olarak 208’in bir sene
sonraki sonlanim noktasi i¢in fark olusturdugunu ve PRU>208 olan bireylerin daha ¢ok

risk igerdigini rapor etmisler (18).

Price ve ark. 2011 yilinda yayimladiklar1t GRAVITAS (Gauging Responsiveness
With a VerifyNow P2Y12 Assay: Impact on Thrombosis and Safety) calismalarinda
2796 hastanin trombosit reaktivite ve kardiyovaskiiler olaylarin1 degerlendirerek
trombosit fonksiyon verisi ortaya koymuslar. Bu ¢alismada klopidogrel tedavisi sonrasi
PRU<208 degerlerinin 60 giinliik ve 6 aylik birincil sonlanim noktalar1 kardiyovaskiiler
olaylar ile diisiik iligkili oldugu rapor edilerek daha genis hasta kapasitesi ile PRU sinir
degeri bir kez daha dogrulanmistir. Ayrica, Price ve ark. klopidogrel kullanan 5427
hastanin PKG sonras1 12 ile 24 saatleri arasinda PRU degerlerini Slgtiiklerinde 2737
hastanin (%50,4) PRU degerinin <208 oldugunu tespit etmisler (95). Bizim
calismamizda 7 giin boyunca idame doz kullanan bireylerde PRU<208 olan bireylerin
oran1 %69,1°di. Price ve ark.’nin genis c¢apli hasta popiilasyonuna bakildiginda 223
hastadan olusan bizim calisma grubumuza gore tromboz ve iskemik olaylar i¢in risk

ihtiva eden yiiksek oranda bireyin bulundugu sdylenebilir.

Stone ve ark. ¢cok merkezli 8583 hastayr degerlendirdikleri ¢alismalarini 2013
yilinin agustos aymnda yayimladilar. VerifyNow P2Y12 testini kullarak yiirtttiikleri
calismalarinda trombosit reaktivitesi ile stent trombozu, major kanama ve istenmeyen

iskemik olaylar arasindaki iliskiyi bir yillik gozlem sonucunda belirlemeyi amag

91



edinmigler. P2Y12 testi icin 8449 hastadan aldiklar1 gecerli sonuglari
degerlendirdiklerinde, 3610 (%42,7) hastanin PRU degerinin 208’den yiiksek oldugunu
tespit etmisler. Daha sonra, bu hastalar ile PRU degeri 208’den kii¢iik olan hastalar
(%57,3) arasinda stent trombozu ve miyakardiyal enfarktiis gibi istenmeyen kardiyak
olaylar1 karsilastirmiglar. Bir yillik gbézlem sonucunda, kesin stent trombozunun
[p=0,0006, HR 3,05 (%95 CI 1,62-5,75)] ve miyakardiyal enfarktiisiin [p=0,01, HR 1,42
(%95 CI 1,09-1,86)] PRU>208 olan hastalarda PRU<208 hastalara gore yiiksek
seviyede fazla oldugunu belirlemigler (116). Stone ve ark.’nin calismasi ile bizim
calismamizdaki PRU>208 olan hastalarin frekanslarin1 kiyasladigimiz zaman, iki
frekansta birbirine yakin bir deger olmakla birlikte yaklasik %10’luk bir fark
goziikmekteydi.

Yukaridaki ¢alismalarin sonuglarina bakildiginda, PRU i¢in smir degeri 208
olarak belirlemedeki amacimiz daha net goriilmektedir. Ayrica, yukaridaki ¢aligmalarin
hasta kapasitesinin bizim c¢aligmamiza oranla ¢ok yiiksek oldugu goriilmekle birlikte,
tromboz ve iskemik olaylar i¢in riskli bireylerin (PRU>208) frekansi da daha fazladir.
Bu durum, Tiirk hastalarda yaptigimiz c¢alismamizin hasta sayisini arttirdigimiz
takdirde, PRU>208 olan bireylerin frekansinin yiikselebilecegi fikrini akla

getirmektedir.

Calismamiza dahil ettigimiz hastalarin demografik ve klinik 06zelliklerini
klopidogrel tedavisine cevap verip vermeme durumuna gore karsilastirmak istedik.
Buradaki amacimiz, klopidogrel direncine bagka genetik olmayan faktorlerin etkisini
arastirmakti. Cilink{i yapilan onceki ¢alismalarda genetik varyasyonlar disinda bagka
etkenlerin olabilecegi ortaya konmustu (41). Hastalarimizin cinsiyet, sigara kullanim,
hipertansiyon, diyabet, hiperlipidemi, KAH i¢in aile hikayesi ve birden fazla PKG
durumlarina baktigimizda higbirinde klopidogrel tedavisine cevap agisindan istatistiksel

anlaml fark bulamadik (Bkz. Tablo 4.2).

Stone ve ark. stent trombozuna gore cinsiyet, hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara
kullanom ve onceden PKG durumlarini karsilasgtirmiglar ve istatistiksel fark
bulamamiglar. Bununla birlikte, diyabet (p<0,05) ve periferal arter hastaligi hikayesi

(p<0,05) agisindan stent trombozu bulunan ve bulunmayan hastalar arasinda anlamli

92



istatistiksel fark belirlemisler. Stent trombozlu hastalarda bu iki 6zelligin daha fazla
oldugunu tespit etmislerdir. Stone ve ark. diger bir sonu¢ olarak PRU>208 degerlerine
sahip hastalar1 yiiksek tromboz riskli olarak rapor etmislerdir (116). Bizim PRU<208 ve
PRU>208 olan hastalar1t PKG durumuna gore karsilastirdigimizda iliski bulamamig
olmamiz, 8583 hastay1 degerlendiren Stone ve ark.’na gore hasta kapasitemizin diisiik

olmasindan kaynaklanabilir.

Price ve ark. perkiitan koroner girisim sonrast standart ve yiikleme dozunu
karsilastirdiklar1 ¢alismalarinda PRU smir degeri olarak 230°u belirleyip, klinik
Ozelliklerde fark olup olmadigina bakmislar. Standart doz kullanan hastalardan
PRU>230 olan bireylerin diyabet, hipertansiyon ve sigara kullanim durumu bakimindan
PRU<230 olan bireylere gore yiiksek frekansa sahip olduklarini istatistiksel olarak
anlamli bulmuslar (p<0,001) (96). Price ve ark. 230 gibi yiiksek PRU smir degerine
gore karsilastirma yapmis olmalarina ragmen istatistiksel fark bulmalar1 6nemli bir
sonuctur. Diyabet ve hipertansiyon gibi etyolojisinde oksidatif stres barindiran ve
oksidatif strese neden olan sigara gibi ozelliklerin fark olusturmasi, oksidatif stresin
trombosit reaktivitesini etkileyebilecegini akla getirmektedir. Ayrica, diyabet ve
hipertansiyona genetik olarak yatkinligin olabilecegi bulgusu bir¢cok calismada rapor
edilmigken trombosit reaktivitesine bu hastaliklarin etkisi ayni1 nedene baglanabilir.
Bizim ¢alismamizda klinik 6zelliklerde fark bulunmamasi, hasta kapasitesimizin (223
hasta) Price ve ark.’kine (1691 hasta) gore ¢ok az olmasindan ve etnik koken

farkliligindan kaynaklanabilir.

Ilag etkilesiminin klopidogrel direncinde &nemli bir roliiniin oldugu &nceki
caligmalarda bildirilmisti (7,41,118). Bu nedenle, hastalarimimizin ilag kullanim
durumlarin1 da klopidogrel tedavisine cevaba gore istatistiksel olarak analiz ettik. Beta
bloker kullanimi, statin kullanimi, proton pompa inhibitdrii kullanimi, kalsiyum kanal
blokeri kullannmi ve ACE inhibitorii  kullanimlarina goére hastalarimizi
karsilastirdigimizda klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen
hastalar arasinda istatistiksel fark bulamadik (Bkz. Tablo 4.3). Zaten, hastalarimizin %

90’dan fazlas1 beta blokeri, statin ve proton pompa inhibitorii kullandigindan bu ilaglar
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arasinda fark bulunmamasi normaldi. Diger ilaclarin kullanim oranlar1 ise daha az

olmakla birlikte iki hasta grubu arasinda birbirine ¢ok yakindi.

Karacigerde sitokrom P450 izoenzimlerini klopidogel ile ortak kullanan diger
ilaclarin klopidogrelin etkinligini azaltabilecegi fikrinden yola ¢ikararak bir¢ok ¢alisma
yapilmistir. Bu konuda 6zellikle lipofilik statinler, kalsiyum antagonistleri ve proton
pompa inhibitorleri tizerinde durulmustur (41). Klopidogrel direncinin tanimlandig ilk
yillarda, atorvastatin ve simvastatin’in klopidogrelin antitrombosit aktivitesini
diisiirdiigii sonucuna ulagan ¢alismalara rastlanmaktadir (65,88). Fakat daha sonraki
yillarda, statinler ile klopidogrel arasinda boyle bir etkilesimin olmadigr ileri
stiriilmiistiir (102). Klopidogrel ile birlikte omeprazol veya plasebo kullanan hastalarin
degerlendirildigi OCLA ¢alismasinda omeprazol kullanan hastalarin daha diisiik P2Y 12
reseptoriine dayali antitrombosit etkiye sahip oldugu gosterilmistir (39). Ayrica, biitiin
proton pompa inhibitorlerinin degerlendirildigi diger bir calismada ise klopidogrel ile
kullanilabilecek en iyi ajanin CYP2C19 enzimini inhibe etmeyen pantoprazol oldugu
ileri stirtilmustiir (59). Kalsiyum antagonisti kullaniminin da klopidogrelin antitrombosit
aktivitesini diislirdigli rapor edilmis olmasina ragmen bu konuda calisma c¢ok azdir

(109).

Klopidogrel direncinde ila¢ etkilesiminin roliinii degerlendirebilmek i¢in dnceden
etkisi rapor edilmis diger faktorleri hastalarda sabit kilmak gereklidir. Ancak bdyle bir
calisma ila¢ etkilisimi konusunda bize dogru ve giivenilir sonuglari verebilir.
Calismamizda ilag etkilesimi konusunda verimli bulgular elde edebilmemiz icin etken
faktorleri sabit olan hastalar arasinda karsilagtirma yapmamiz en dogrusudur. Bununla
birlikte, bu kritere uygun hasta miktarimiza bakildiginda en giivenilir sonuglar i¢in
bizim ¢aligmamizin yeterli olmadig1 sdylenebilir, ancak oncii fikir vermesi ve ilag
etkilesim seviyesini bildirmesi agisindan sonuglarimiz 6nemlidir. Daha genis hasta
kapasitesine sahip ve tiim etkenlerin birlikte analiz edildigi ¢alismalara da ihtiyag

vardir.

Hastalarin klinik parametlerinin bulundugu Tablo 4.4’1 istatistiksel olarak analiz
ettigimizde, sadece yas bakimindan klopidogrel tedavisine cevap veren ve cevap

vermeyen hasta gruplar1 arasinda istatistiksel olarak yiliksek seviyede anlamli fark
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bulduk (p<0,001). Klopidogrele cevapsiz bireylerin yas araligi daha yiiksekti. Bu bulgu,
ileri yaslardaki hastalarda klopidogrel direncinin daha sik goriilebilecegi fikrini ortaya
koymaktadir. Yas ile birlikte bireyde hastalik sayisinin artmasi, dolayisiyla daha fazla
ila¢ kullanim1 ve ayn karacigeri kullanan bu ilaglarin birbirlerininin metabolizmasini
etkilemesi sonucu bu bulgunun ortaya ¢iktig1 sdylenebilir. Ayrica, yasa bagl olarak
ortaya cikabilen, fakat klinik olarak tespit edilememis karaciger fonksiyonunda ve
barsak emilimindeki bozukluklarin klopidogrel direncine katkida bulundugu

distiniilebilir.

Correll ve ark. yakin bir zaman 6nce yayimladiklar1 ¢alismalarinda klopidogrel
tedavisine cevap vermeyen hasta grubunda yas ortalamasinin bizim ¢alismamiza benzer
sekilde yiiksek oldugunu bulmuslar (p<0,001) (20). Ileri yaslardaki hastalarda daha sik
klopidogrel direnci goriilmesi yasa bagli olarak artan komplikasyonlardan
kaynaklanabilir. Ornegin, karaciger fonksiyonundaki diisiisler sitokrom P450 enzim

sistemini etkileyerek klopidogrel metabolizmasini azaltabilir.

Diger klinik parametreler analiz edildiginde ise viicut kitle indeksi, trombosit
miktar, LDL kolesterol, HDL kolesterol, total kolesterol, trigliserit ve kreatinin
degerleri agisindan iki hasta grubu arasinda istatistiksel fark yoktu (Bkz. Tablo 4.4).
Kolesterol tipi parametrelerinde fark olmamasi ateroskleroz patolojisine neden olan bu
faktorlerin klopidogrel direncinde etkisinin olmadigin1 gdstermektedir. Kreatinin
degerlerinde fark olmamas1 ise klopidogrele direngli ve direngsiz bireyler arasinda
bobrek fonksiyonlari agisindan fark olmadigina isaret etmektedir. Boylelikle, direng
olusumunu etkileyecek muhtemel fizyolojik etkenler bu paremetrelerin esitligi ile
elenebilir. Viicut kitle indeksi ve trombosit miktari, bizim fark bulabilecegimizi tahmin
ettigimiz parametrelerdi. Clinkii, belirli sinirlar1 asan viicut kitle indeksi degerlerinin
tedavi yetersizligine neden oldugu farmakoloji uzmanlari tarafindan bildirilmistir. Bu
teoriyi destekleyici sekilde, Stone ve ark. diizenli olarak klopidogrel kullanan hastalarda
yirittiikleri ¢aligmalarinda; stent trombozu tespit edilmeyen hastalarin viicut kitle
indeksi ortalamasinin stent trombozlu hastalarin viicut kitle indeksi ortalamalarina gore
daha diisiik oldugunu tespit etmisler (p<0,05). (116). Buna karsin biz, klopidogrel

tedavisine cevap veren hastalarimiz ile tedaviye cevapsiz hastalarimizin viicut kitle
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indeksleri arasinda istatistiksel anlamli fark bulamadik (p=0,612). Bu sonug, viicut kitle
indeksine bagli bir tedavi yetersizliginden kaynaklanan klopidogrel direncinin hasta

grubumuzda bulunmadigini bize gostermektedir.

Klopidogrel tedavisindeki temel amag¢ trombosit reaktivitesini azaltmak
oldugundan yiiksek seviyelerdeki trombosit miktarinin tedavi yetersizligine neden
olacagi, dolayisiyla klopidogrel direnci ile ayni sonucu doguracagi bilinen bir
hipotezdir. Li ve ark. bu hipotezden yola ¢ikarak, yakin bir zaman 6nce yayinladiklari
caligmalarinda trombosit miktarmin ve hacminin klopidogrel direnci ile iliskili
olmadigini bildirdiler (67). Li ve ark. calismasina benzer sekilde, bizim calismamizda
da klopidogrel tedavisine cevap ve cevapsizlik ile trombosit miktar1 arasinda iliski

yoktu (p=0,936).

Hastalarimizin genetik varyasyon genotip dagilimlarini klopidogrel tedavisine
cevap durumuna goOre istatistiksel olarak analiz ettigimizde, sadece CYP2C19*2
(G681A) tek niikleotid polimorfizminde yiiksek derecede anlamli istatistiksel bir fark
bulduk (p<0,001). Klopidogrel tedavisine cevap vermeyen bireyler arasinda GA ve AA
genotip frekanslarinin  yiikksek oldugunu tespit ettik. Tim hastalar igerisinde
CYP2C19*3 (G636A) varyasyonunu barindiran sadece 2 hasta bulunmakla birlikte,
hastalarin hi¢birinde CYP2C19*4 (A1G), CYP2C19*7 (T—A) ve CYP2C19*8 (T—C)
genetik varyasyonlarini tasityan birey yoktu (Bkz. Tablo 4.5).

12 Mart 2010 tarihli Amerikan Gida ve Ilag¢ Kurumu (FDA)’ nun ciddi uyarisinda
CYP2C19*2 ve *3 allellerinin klopidogrelin islevsel metabolizmasindan yoksun
oldugu, bu allellerin fonksiyonsuz allele sahip beyaz irk kokenli hastalarin %85’inde ve
Asya kokenli hastalarin %99’ unda bulundugu bildirilmisti (50). FDA’nin 2010 yilinda
bildirdigi bu yiiksek oranlara bakildiginda klopidogrel tedavisine cevapsizligin ciddi
seviyelerde oldugu disiiniilebilir. Fakat, sadece belirli toplumlara ve bdlgelere odakli
calismalarin daha fazla yer tuttugu bu alanda, farkli toplumlardaki c¢aligmalar yeni
pencereler acgabilir. Bizim calismamiz, bu eksikligi gidermek adina Asya ile Avrupa
arasinda koprii olusturan Tirk toplumu iizerinde yapilan bir aragtirma olarak yeni

bulgularin ortaya ¢ikmasi i¢in planlanmustir.
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FDA, CYP2C19*2 ve *3 varyasyon allellerinin toplumlarda etkin klopidogrel
metabolizmasi i¢in taranmasi gerektigine isaret etmis, klopidogrel metabolizmasindan
yoksun bireylerin etnik koken altyapisina bagli olarak toplumlarda %2 ile %14 aras1 bir
oranda bulunabilecegini bildirmistir (50). Calismamizdaki sonuglara bakildiginda,
CYP2C19*2 (G636A) polimorfizminin GA ve AA genotipleri tiim hastalarimizda
sirastyla %23,3 ve %8 oraninda bulunuyordu. Ayrica, fonksiyonsuz CYP2C19*3
(G636A) varyasyon allelini barindiran sadece iki hasta vardi. FDA’nin bildirdigi
oranlara bakildiginda, Tiirk hastalarimizin CYP2C19*2 (G636A) varyasyonu i¢in allel
frekans1 yliksek olmasina karsin, CYP2C19*3 (G636A) allel frekansi yok denecek
kadar azdi. Klopidogrel tedavisine cevapsiz olarak nitelendirdigimiz bireyler
(PRU>208) tiim hasta grubumuzda %30,9 oraninda bulunuyordu. FDA’in bildirdigi
%2-%14 araligi, klopidogrel metabolizmasindan yoksun bireylerin oranidir.
Calismamizdaki klopidogrel tedavisine cevapsiz bireylerin orani (%30,9) ise bireylerin
klopidogrel metabolizmas1 diizgiin olsa bile tedavinin sonugsuz kalma durumunu
gostermektedir. Ayrica, bu oran klopidogrel metabolizmasindan sonra ortaya
cikabilecek baska faktorlerin tedavi yetersizligi ile iligkisine isaret etmektedir.
Tartismali olan ve belirli toplumlari igeren klinik sonug¢ odakli siirekli yeni ¢aligmalarin
yayimlandig1 bu alanda, ¢alismamiz molekiiler anlamda Tiirk toplumu i¢in yeni bir
bulgu ortaya koymaktadir. Toplumumuzda klopidogrelin tedavi yetersizligi, % 30,9 gibi

yiiksek bir oranda bulunmasi ciddi tedbirlerin alinmasi gerekliligine isaret etmektedir.

FDA, klopidogrel i¢in yoksun veya diisiik metabolizmaya sahip oldugu diisiiniilen
CYP2C19*4,*7 ve *8 varyasyonlarinin toplumlarda daha az siklikta rastlandigini
bildirmistir (50). Tirk hastalarimizda bu varyasyonlar1 analiz ettigimizde ise higbir
hastamizda CYP2C19*4,*7 ve *8 varyasyonlarina rastlayamadik. Genel bir ifade ile

Tiirk toplumunda bu varyasyonlarin yoklugundan s6z edilebilir.

Fonksiyonsuz bir protein kodlayan CYP2C19*2 polimorfizminin toplumdaki
dagilimimin etnik farkliligina bakildiginda, yaklasik olarak Cinlilerin %50’si, Afrika
kokenli Amerikalilarin %34°1, beyaz wrkin %25°1, Meksika kokenli Amerikalilarin
%19’unun diisiik fonksiyonlu CYP2C19*2 allelinin en az bir kopyasint tasidigi
gosterilmistir (114). Luo ve ark.’nin farkli etnik gruplarda CYP2C19*2 ve CYP2C19*3

allel frekanslarin1 karsilastirdiklar1 calismalarinda; beyaz irkta allel frekanslarinin
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sirastyla %12,7 ve %0,9, dogu asyalilarda ise bu oranin artarak %?28,9 ve %9,6
seviyelerinde oldugu bildirilmistir (70). Man ve ark. yakin bir zaman 6nce sitokrom
P450 enzimlerindeki varyasyon frekanslart bakimindan iic Dogu Asya toplumunu beyaz
irkla ve Afrikalilar ile karsilagtirmiglar; CYP2C19%*2 allel frekansinin beyaz irkta %15,
Afrikalilarda %19,2, Japonlarda %30,3, Cinlilerde %30,7 ve Korelilerde %28,6
oldugunu rapor etmisler. CYP2C19*3 allel frekansinin ise beyaz 1irkta %0,1,
Afrikalilarda %0,2, Japonlarda %13,1, Cinlilerde %4,5 ve Korelilerde %7,4 oldugunu
bildirmigler. CYP2C19*4 ve CYP2CI19*8 varyasyonlarint  analiz  edip
karsilastirdiklarinda ise sadece beyaz irkta her iki varyasyonun %0,1 oraninda
bulundugunu, diger etnik topluluklarda bu varyasyonlara rastlanmadigini rapor etmisler

(77).

Asya ve Afrika kokenli toplumlarda yiiksek seviyelerdeki CYP2C19%*2
polimorfizmi frekansinin bati toplumlarinda daha diisiik seviyelerde oldugu
goriilmektedir. Asya ile Avrupa arasinda bir koprii konumunda olan Tiirk toplumunun
bizim c¢alismamizdaki frekansina baktigimizda ise en az bir kopyay1 tagiyan hastalarin
frekans1 %26,9 seviyesindeydi. Onceki calismalar1 destekleyici sekildeki bu bulgu,
Asya ile Avrupa toplumu frekanslarinin ortalamasi gibidir. Calismamizdaki
CYP2C19*3 frekans1 % 0,9 olmakla birlikte, bu oran bizi beyaz irka daha yakin bir
konuma oturtmaktadir. Ciinkii Asyalilarda CYP2C19*3 allel frekansinin yaklasik olarak
% 10 sevilerinde oldugu goriilmektedir (70). CYP2C19*4 ve CYP2C19*8
varyasyonlarinda ise beyaz 1wrkta c¢ok az miktarda frekans goriilirken bizim
calismamizda oldugu gibi bu varyasyonlara Asyalilarda rastlanmamistir (77) (Bkz.
Tablo 4.5). Cok nadir goriilen bu varyasyonlar bakimindan Asya toplumlarina
benzedigimiz goriilmektedir. Sonug olarak, klopidogrel direng arastirmalarinin en ¢ok

yapildigi bati toplumlarina gore Tiirk toplumu daha fazla risk tagimaktadir.

Mega ve ark. 2009 yilinda yayimladiklar1 ¢alismalarinda sitokrom P-450
polimorfizmlerinin klopidogrel cevabina olan etkisini Amerika’da arastirarak iki
protokol yiiriitmiisler. ilk olarak, 162 saghkli bireyde sitokrom P-450 genlerindeki
fonksiyonel genetik varyasyonlar ile aktif ilag metaboliti ve klopidogrel cevabindaki

trombosit inhibisyonu arasindaki iliskiyi aragtirmislar. Daha sonra, bu varyasyonlar ile
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klopidogrel ile tedavi edilen 1477 hastanin kardiyovaskiiler sonlanimlar1 arasindaki
iliskiyi incelemisler. Klopidogrel ile muamele edilen saglikli bireyler arasinda en az bir
tane diisiik fonksiyonlu CYP2C19*2 alleli tasiyanlar (yaklasik olarak saglikli bireylerin
%30’u) ile tasimayanlar karsilastirilmis. Alleli tasiyanlarda klopidogrelin aktif
metabolitine maruz kalmada yaklasik olarak %32,4’liik bir diisiisiin oldugu, maksimum
trombosit agregasyonundaki klopidogrele cevap olarak mutlak bir azalmada ise %9’luk
bir azalisin meydana geldigi tespit edilmis (p<0,001). Hasta bireyler arasinda en az bir
tane diigiik fonksiyonlu CYP2C19*2 alleli tagiyanlarin miyokardiyal enfarktiis veya
stroke gibi kardiyovaskiiler nedenlerden kaynaklanan 6liim riskinde %53’liikk bir artisa

sahip oldugu belirlenmis (81).

Klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarda yiiksek oranda bulunan
CYP2C19*2 (G681A) polimorfizminin genotipleri arasindaki risk durumuna
baktigimizda GA genotipinin GG genotipine gore klopidogrel tedavisine cevapsizlikta
3,52 (Odds Orani, OR) kat daha fazla riske sahip oldugunu (p<0,001, %95 Giiven
Aralig1:1,82-6,80) belirledik. Giliven araligimizin smirlarinin birbirine yakin olmasi
buldugumuz odds oranmin giivenilir oldugunu bize gostermektedir. Ayni istatistiksel
analizi AA genotipi i¢in yaptigimizda yiiksek odds orani bulmamiza ragmen giiven
araligmmiz ¢ok genis (%95 Giliven Araligr: 2,94-207,32) oldugu igin sonucumuz
giivenilir degildi. Bu sonug, AA genotipine sahip toplam hasta sayimizin ¢ok diisiik
olmasindan kaynaklanmaktadir. A allelinin G alleline gore farkina baktigimizda ise yine
istatistiksel olarak yiiksek fark (p<0,001) bulmakla birlikte klopidogrel direnci
bakimindan A allelinin G alleline gore 4,08 (Odds Orani, OR) kat daha fazla riskli
oldugunu tespit ettik (%95 Giiven Araligi: 2,39-6,96). A alleli ile G alleli arasindaki
istatistiksel analizin giiven araligi, bize risk oranimizin giivenilir bir deger oldugunu

gostermektedir (Tablo 4.6).

Geisler ve ark. bizim ¢alismamiza benzer sekilde 237 hastanin trombosit
reaktivitelerini perkiitan girisim sonrasi agrometri cihazi ile 6lgmiisler, hastalar1 yiliksek
ve diisiik trombosit reaktiviteli olarak gruplandirmiglar. Bu iki grup arasinda
CYP2C19*2 polimorfizmi genotiplerinin frekans dagilimlarin1 karsilagtirdiklarinda

CYP2C19*2 polimorfizmi tasiyicilarinin artmis trombosit agregasyonu ile anlaml

99



sekilde iligkili oldugunu bulmuslar (p<0,001). CYP2C19*2 polimorfizmi tastyicilarinin
atasal genotipli hastalara gore 4,6 kat (OR) riskli oldugunu (%95 Giliven Araligt: 2,5-
8,7) bildirmisler (36). Bu oran bizim G allel i¢in buldugumuz risk oranina yakin bir
sonugtur. Bulgularimiz Alman kdokenli bireylerde yiiriitiilen Geisler ve ark.’nin
calismasini dogrulamaktadir. Hasta sayimizin Geisler ve ark.’nin ¢alismasi ile hemen
hemen ayni oldugu g6z Oniine alinirsa klopidogrel direng sikligi bakimindan Alman

toplumuna benzedigimiz de sdylenebilir.

Onceden de klopidogrel aktivitesini diisiiriicii etkisi bircok calismada rapor
edilen CYP2C19*2 polimorfizmi bizim ¢alismamiz ile Tiirk toplumunda dogrulanmis
oldu. Fakat asil soru; klopidogrel tedavisine cevapsizlikta tek faktér bu polimorfizm
miydi? Bu sorunun cevabi i¢in ilk olarak, CYP2C19*2 polimorfizmi genotip
frekanslarinin klopidogrele direncli bireyler ile ne kadar ortlistiigiine baktik. Hasta
grubumuz igerisinde % 26,9 oraninda bulunan heterozigot ve homozigot mutant
genotipli hastalarin yaris1 klopidogrele direncli iken diger yaris1 klopidogrele
direngsizdi. Bu sonug, CYP2C19*2 polimorfizmi disinda klopidogrel direng

mekanizmasinda rol oynayan baska faktorlerin varligini gostermektedir.

Klopidogrel tedavisine cevap durumuna gore gruplandirdigimiz hastalar arasinda
CYP2C19*17 (C806T) polimorfizminin genotip frekanslarimi karsilastirdigimizda
istatistiksel anlamli bir fark bulamadik (p=0,344). Fakat, CT genotip frekansinin
klopidogrel tedavisine cevap vermeyenlerde belirgin bir seviyede diisiik oldugu goriildii
(Bkz. Tablo 4.5). Bu durum, klopidogrel direnci ile iliskili bulunan CYP2C19*2 ve
CYP2C19*3  varyasyon allellerinin CYP2C19*17  polimorfizminin  etkisini
ortebilecegini akla getirdi. Bu nedenle, CYP2C19*2 ve CYP2C19*3 varyasyon
allellerini barindirmayan hastalarda CYP2C19*17 polimorfizm genotip frekanslarini
karsilastirdik. Yine klopiodgrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen
hastalar arasinda CYP2C19*17 polimorfizmi genotip frekanslar1 bakimindan
istatistiksel fark yoktu (p=0,438). Simon ve ark. ise Fransiz toplumunda perkiitan
koroner girisim sonrasi1 klopidogrel kullanan 2164 hastanin CYP2C19*17 polimorfizmi
genotip  frekanslarint  degerlendirmisler. 2164  hastayr  klopidogrel  sonrasi

kardiyovaskiiler olay yasayan ve yasamayan olarak grupladirdiklarinda, bu iki grup
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arasinda CYP2C19*17 polimorfizmi genotiplerinin frekanslari bakimindan istatistiksel
anlamli fark bulmamislardir (p=0,18) (112). Simon ve ark. calismasinda ve bizim
karsilagtirmalarimizda istatistiksel iliski bulunmamasi baska genetik varyasyonlarin

CYP2C19*17 polimorfizminin etkisini orttiigii fikrini akla getirmektedir.

Calismamizin diger bir basamaginda hastalarimizi klopidogrel tedavisine cevap
durumuna gore gruplandirmadan genetik varyasyon genotiplerinin PRU ve %
inhibisyon degerlerini karsilagtirmak istedik. Buradaki amacimiz genetik varyasyonlarin
klopidogrel direnci ile iliskisinden ziyade bu varyasyonlarin klopidogrelin antitrombosit
aktivitesine etkisinin olup olmadigini belirlemekti. Ciinkii herhangi bir genetik
varyasyonun bu hasta kapasitesinde klopidogrel direnci ile iligkisi belirlenemeyebilir,
fakat klopidogrelin antitrombosit aktivitesi iizerine etkisi tespit edilebilirdi. Bu
hipotezimiz dogrultusunda CYP2C19*17 polimorfizminin CC ve CT genotipleri
arasinda hem PRU (p=0,036) hem de % inhibisyon (p=0,025) degerleri bakimindan
istatistiksel anlamli fark bulduk (Bkz. Tablo 4.9). Zira CYP2C19*17 polimorfizmi,
gruplar arasindaki genotip frekanslar1 karsilagtirmalarinda klopidogrel tedavisine cevap
ile iligkili degildi. Sonug olarak, genetik varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon
deger karsilastirmalarinda sadece CYP2C19*2 ve CYP2C19*17 polimorfizmleri igin

istatistiksel fark vardi.

CYP2C19*2 (G681A) polimorfizmi GG, GA ve AA genotiplerinin PRU ve %
inhibisyon degerlerini karsilastirdigimizda hem PRU (p<0,001) hem de % inhibisyon
degerleri (p<0,001) arasinda yiiksek fark bulduk (Bkz. Tablo 4.8). AA ve GA
genotipleri GG genotipine gore istatistiksel olarak yliksek PRU ile diisiik % inhibisyon
degerine sahipti. Bu bulgu, A allelinin klopidogrelin antitrombosit aktivitesini diisiiriicii
bir etkiye sahip oldugunu gostermektedir. CYP2C19*2 polimorfizmi A allel
tagiyicilarinin atasal genotipe gore PRU ve % inhibisyon degerleri bakimindan yiiksek
farka sahip olmalari ilk analizimizin bulgularini da dogrulamaktadir. Diger bir ifade ile
ilk analizimizde klopidogrel tedavisine cevap durumunu belirlemek i¢in kullandigimiz

PRU sinir degerinin (PRU<208) giivenilirliligini bize gostermektedir.

Kreutz ve ark. CYP2C19*2 polimorfizmi tastyicilart ile atasal genotipe sahip

olanlarin PRU ve % inhibisyon degerlerini karsilastirdiklarinda bizim c¢alismamiza
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benzer sekilde istatistiksel farklar bulmuslar. CYP2C19*2 polimorfizmi A alleli
tastyicilariin atasal genotipe gore yliksek PRU (p=0,027) ile diisiik % inhibisyonu
(p=0,013) degerine sahip olduklarin1 belirlemisler. Kreutz ve ark.’nin ¢aligmasina gore

bizim sonuglarimizdaki istatistiksel farklarin daha yiiksek oldugu goriilmektedir (61).

Shuldiner ve ark.’da perkiitan koroner girisim sonrasi klopidogrel kullanan 227
hastanin tromobosit fonksiyonlar1 ile CYP2C19*2 polimorfizmi arasindaki iliskiyi
aragtirmislar. CYP2C19*2 polimorfizminin diisiik klopidogrel tedavi etkinligi ile iliskili
oldugunu belirlemisler (p=0,02) (106). Sonug¢ olarak, CYP2C19*2 polimorfizminin
klopidogrel aktivitesini diisiiren bir etkiye sahip oldugunu vurgulayan caligmalar1 Tiirk

toplumunda yiiriitiilen bir aragtirma olarak dogrulamis olduk.

CYP2B6, klopidogrel metabolizmasinin her iki basamaginda da gorev alan bir
karaciger enzimidir (Bkz. Sekil 2.8). Bu nedenle, Mega ve ark. CYP2B6 geni iizerinde
enzimin fonksiyonunu degistirebilecek bir varyasyonun klopidogrelin metabolizmasini
etkileyebilecegini diisiinerek bu iliskiyi arastirmislar. En az bir kopyasinda CYP2B6*9
(rs3745274) varyasyon alleline sahip hastalardaki kardiyovaskiiler olay durumunu, bu
allele sahip olmayanlardaki kardiyovaskiiler olay durumu ile karsilagtirdiklarinda
istatistiksel bir fark bulmamiglar (p=0,78). Biz ise kardiyovaskiiler olay durumu yerine
CYP2B6*9 (rs3745274) varyasyon genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilagtirdik. Herhangi bir istatistiksel fark bulamayarak Mega ve ark.’nin
kardiyovaskiiler olaylar ile iligkilendirdigi bulgularin1 desteklemis olduk. Calisma
sonuglarina bakildiginda, CYP2B6 enziminin klopidogrel metabolizmasinin her iki
basamaginda gorev almasma karsin aktif metabolit olusum oranmi etkilemedigi

diistiniilebilir.

Simon ve ark. Fransa’da yiiriittiikleri ¢aligmalarinda akut miyakard enfarktiis ile
basvuran ve klopidogrel tedavisi alan 2208 hastay1 degerlendirmisler. Bu hastalarda
klopidogrelin barsaktan emilimi (ABCBI1), metabolik aktivasyonu (CYP3A5 ve
CYP2C19) ve biyolojik aktivitesi (P2Y12 ve ITGB3) ile ilgili genlerdeki allelik
varyasyonlarin bir y1l izlenim sonundaki kardiyovaskiiler 6liim riski ile iliskisini analiz
etmigler. P2Y12, ITGB3 ve CYP3AS5 genlerinin higbirinde koti sonlanim riski ile

iliskili bir varyasyon tespit etmemisler. Bununla birlikte, Simon ve ark. ABCB1 geninde
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iki varyasyon alleline sahip hastalarin (3435 niikletid pozisyonunda TT) bir yil
stiresince atasal tip genotipli hastalara gore (3435 niikleotid pozisyonunda CC) yiiksek
oranda kardiyovaskiiler olaya sahip oldugunu rapor etmisler. Perkiitan koroner girisim
sonrasi, CYP2C19 geninin her iki allelinde fonksiyondan yoksun alleli (CYP2C19%*2,
*3, *4 ve *5) tasiyanlarin sahip oldugu kardiyovaskiiler olaylarin tasimayanlara gore

3,58 kat fazla oldugunu bildirmisler (%95 Gliven Araligi, 1,71-7,51) (112).

Angiolillo ve ark. koroner trombozda 6nemli bir rol oynadig: diisiiniilen ITGB3
(PIA, GPIIla) (T—C, rs5918) polimorfizmini perkiitan koroner sonrasi yiikleme dozu
(300 mg) klopidogrel alan hastalarda GPIIb/Illa aktivasyonu ve antitrombosit etki ile
karsilagtirmiglar. PIA2 alleli tasiyanlarin (TC, CC) yiiksek seviyede GPIIb/Illa
aktivasyonuna (p=0,05) ve diisiik bir antitrombosit etkiye (p<0,05) sahip olduklarini
rapor etmisgler (5). Simon ve ark. bu ¢alismay1 referans alarak ITGB3 (T—C, rs5918)
polimorfizmini kardiyovaskiiler 6liim riski ile iligkisini analiz ettiklerinde anlamli bir
istatistiksel fark bulamamiglar (112). Bizim ¢alismamizda ise, ITGB3 (T—C, rs5918)
polimorfizm genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerleri karsilastirildiginda Simon ve
ark.’nin sonuglarina benzer sekilde istatistiksel bir fark yoktu (Bkz. Tablo 4.5, Tablo
4.10). Angiolillo ve ark. gibi antitrombosit etki ile karsilagtirma yapmamiza ragmen
farkli sonu¢ almamiz hasta kapasitesinden kaynaklanabilir. Ciinkii, Angiolillo ve
ark.’nin buldugu istatistiksel fark 38 hasta {lizerinde yapilmis bir ¢alisma olmasi

nedeniyle kisitli bir giivenirlilige sahiptir.

Simon ve ark. CYP2C19 geninde CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4,
CYP2C19*5 ve CYP2C19*17 varyasyon genotiplerini analiz ederek bir yillik gézlem
sonundaki kardiyovaskiiler olaylar ile karsilastirmiglar. Fakat, hicbir varyasyon
genotipinin kardiyovaskiiler olaylar ile iligkisini istatistiksel olarak belirleyememisler.
Kardiyovaskiiler bir olay yasamayanlarda en az bir kopya CYP2C19*2 varyasyonu
alleline sahip bireylerin oran1 yaklasik olarak %28 iken, kardiyovaskiiler olay
yasayanlarda bu oranin %25 oldugunu belirlemisler. En az bir kopya CYP2C19*3
varyasyon alleline sahip bireyler kardiyovaskiiler olay yasayanlarda bulunmazken,
yasamayanlarda %]1’in altinda oldugu tespit edilmis. En az bir kopya CYP2C19*4
varyasyon alleline sahip olanlarin her iki grupta %1 oraninda bulundugu, CYP2C19*5
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varyasyon allelini ise 2208 hasta igerisinde sadece bir kisinin tasidigi belirlenmis.
CYP2C19*17 varyasyon allelini tasiyanlarin ise her iki grupta ortalama olarak %30

seviyesinde oldugu rapor edilmis (112).

Simon ve ark., CYP2C19*2, CYP2C19*3, CYP2C19*4 ve CYP2C19*5
varyasyon allellerini birlikte degerlendirdiklerinde ise istatistiksel olarak anlamli fark
bulmuslar (p=0,045) (112). Bizim ¢alismamizda ise CYP2C19*2 varyasyon allelinin en
az bir kopyasmi tasiyan bireyler klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalar
icerisinde yaklasik olarak %48 seviyesindeydi. Bu oran klopidogrel tedavisine cevap
veren hastalara gore yiiksek olmakla birlikte istatistiksel olarak anlamliydr (p<0,001).
Simon ve ark.’min CYP2C19*3 varyasyon alleli i¢in tespit ettigi oran, bizim
bildirdigimiz orana ¢ok yakindi. Fakat, Fransiz toplumunda yaptiklar1 bu ¢alismada en
az bir kopya CYP2C19*4 ve CYP2C19*5 varyasyonu allellerine sahip birey frekansi
%1 seviyelerinde iken bizim calismamizda bu varyasyon allellerine sahip birey yoktu

(Bkz. Tablo 4.5).

Simon ve ark. ABCB1 (C3435T) polimorfizmi allel frekansiin kardiyovaskiiler
olay yasayan bireylerde yliksek olmakla birlikte istastistiksel olarak farkli oldugunu
bulmuslar (p=0,04) (112). Biz ise ABCB1 (C3435T) polimorfizmi genotiplerinin
frekanslarin1 klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen olarak
karsilagtirdigimizda istatistiksel olarak fark bulamadik (p=0,667) (Bkz. Tablo 4.5).
Fakat, ABCBI1 (C3435T) polimorfizmi genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilagtirdigimizda istatistiksel anlamli farklar olmamasina ragmen atasal genotip
CC’ye gore CT ve TT genotipinin PRU deger ortalamalarinda artis (p=0,694), %
inhibisyon deger ortalamalarinda ise azalis (p=0,693) gbze c¢arpmaktaydi. Hasta
sayimizi artirdigimiz takdirde bu farkin istatistiksel anlamliliga doniisebilecegi ileri
strilebilir. Bu bulgu, ABCB1 (C3435T) polimorfizminin klopidogrel direncinden
ziyade klopidogrelin antitrombosit aktivitesine etkisinin bulunduguna isaret etmektedir.
Bizim calismamizda klopidogrelin farmakodinamik sonucuna gore, Simon ve ark.’nin
calismasinda ise klinik sonuca gore iliskilendirme yapilmistir. Bu nedenle, klopidogrel
direncini belirlemede farmakokinetik bulgularinda eklenerek hepsinin birlikte

degerlendirildigi ¢alismalara ihtiya¢ vardir.
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Tiroch ve ark. Almaya’da akut miyokardiyal enfarktiislii 928 hasta iizerinde
yiiriitiikleri calismalarinda ABCBI1 (C—T) T, CYP2C19*2 (G—A) A ve CYP2C19*17
(C—T) T allellerinin birincil (yeniden koronerde tikanma meydana gelmesi) ve ikincil
(6lim ve miyakardiyal enfarktiis) sonlanim noktalar1 ile iligkisini incelemisler.
CYP2C19*17 polimorfizminin T allelini tasiyan hastalarda artmis klopidogrel
aktivasyonu ile birlikte birincil sonlanim insidansinda % 37'lik (p=0,002) ve ikincil
sonlanim insidansinda ise %22’lik bir nispi azalma (p=0,04) oldugunu tespit etmisler.
ABCBI1 (C—T) T ve CYP2C19*2 (G—A) A allellerinde ise sonlanim noktalart ile ilgili
bir iligki bulamamiglar. Boylelikle, CYP2C19*17 polimorfizmi T alleli tagiyicilarinin
klopidogrelin artmis bir aktivitesine sahip olduklarini bildirmisler (123).

Frere ve ark. Fransa’da akut koroner sendromlu 598 hasta iizerinde yiiriitiikleri
calismalarinda  CYP2C19*4, CYP2C19*5, CYP2C19*6 ve CYP2C19*17
varyasyonlarinin trombositlerin klopidogrele cevabina olan etkisini arastirmiglar.
Genotiplerin  trombosit reaktivitelerini  karsilagtirarak  bu  etkiyi  belirlemeyi
hedefledikleri ¢aligmalarinda CYP2C19*5 varyasyon alleline sahip birey tespit
edememigler. CYP2C19*4 ve CYP2C19*6 varyasyon allellerine sahip hastalarin
oranlarinin ise sirastyla %1,3 ve %0,2 oldugunu bildirmisler (32). Tiirk hastalarda tespit
edemedigimiz CYP2C19*4 varyasyon allelinin Fransa toplumunda %]1’in {izerinde
oldugu goriilmektedir. FDA tarafindan nadir olarak bildirilen bu varyasyonlarin daha
cok Avrupa toplumlarinda bulundugu sdylenebilir. Tiirk toplumunu yansitan bizim
bulgularimizda CYP2C19*17 tek niikleotid polimorfizmi alleline sahip hastalarin orani
%32 seviyesinde iken Ferre ve ark.’nin Fransa toplumunda yiiriitiikleri ¢caligmalarinda
bu oramt %36’yd1 (32). CYP2C19*17 polimorfizminin sikligi bakimindan

sonuglarimizin Fransa toplumuna yakin oldugu goriilmektedir.

Ferre ve ark. diger varyasyonlarin nadir bulunmasindan dolayr sadece
CYP2C19*17 (C806T) polimorfizmi genotiplerinin trombosit reaktivitelerini
karsilagtirabilmisler. CT ve TT genotiplerinin atasal genotip olan CC’ye gore diisiik
trombosit reaktiviteye sahip oldugunu tespit etmisler (p=0,007) (32). Biz ise hasta
grubumuzda TT genotipini barindiran sadece 4 hasta bulundugundan TT genotipli

hastalar1 degerlendirme dis1 birakarak CT ve TT genotipli hastalarin PRU ve %
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inhibisyon degerlerini karsilastirndik. CT genotipinin PRU deger ortalamasi CC
genotipine gore daha diisiik (p=0,036), % inhibisyon deger ortalamasi ise CC genotipine
gore daha yiiksekti (p=0,025) (Bkz. Tablo 4.9). Buldugumuz bu sonug Tiroch ve ark. ile
Ferre ve ark.’min bulgularimi dogrulamakta, CYP2C19*17 polimorfizmi T allelinin
klopidogrelin antitrombosit aktivitesini gii¢lendirici etkisine isaret etmektedir.
Klopidogrel aktivitesini diisiiriicli etkiye sahip oldugu bildirilen CYP2C19*2 ve *3
varyasyonlarina sahip hastalar1 diglayarak ayni genotiplerin PRU ve % inhibisyon
degerlerini karsilastirdigimizda ise istatistiksel fark bulamadik (Bkz. Tablo 4.10).
Bunun nedeni, hasta sayisinin 223’den 161’e diismesinden ve daha az hasta {izerinde
degerlendirme yapilmis olmasindan kaynaklanabilir. CYP2C19*2 ve *3 varyasyon
allellerini barindirmayan hastalar1 iceren daha yiiksek hasta kapasiteli ¢caligmalarda daha
net istatistiksel sonuclar elde edilebilir. CYP2C19*17 polimorfizmi T allelinin
CYP2C19*2 polimorfizmi A alleline gore ters etkiye sahip olmasi klopidogrel
tedavisine cevapta farkli sonuglarin ortaya cikmasima neden olabilir. Bu durum,
klopidogrel direnci ile iliskili buldugumuz CYP2C19*2 polimorfizmini tek basina

genotiplendirmenin direng tespitinde yaniltici olabilecegini gostermektedir.

CYP3A4 enziminin metabolik aktivitesinin klopidogrel tedavisine cevap
degiskenligi ile iligkili oldugu, trombosit agregasyon ve enzim aktivite karsilagtirmalari
ile gosterilmisti. Klopidogrel tedavisi sonrasi bireyler arasinda trombosit
inhibisyonundaki farkliligin CYP3A4 enziminin metabolik aktivitesi ile korelasyon
icinde oldugu tespit edilmisti (64). Angiolillo ve ark., bu bulgudan yola g¢ikarak
planladiklar1 ¢aligmalarinda trombositlerin aktivasyonunda goérev alan GP IIb/Ila
reseptOrii  aktivitesini ve trombosit agregasyonunu CYP3A4*1B, CYP3A4*3,
IVS7+258A—G, IVS7+894C—»T ve IVS10+12G—A  varyasyonlar1 ile
kargilagtirmiglar. Sadece CYP3A4 (IVS10+12G—A) polimorfizmi ig¢in istatistiksel
olarak anlaml iliski tespit etmisler. Bu polimorfizm allelini tagiyan hastalarin daha
disik GP IIb/Ila reseptorii aktivitesine (P<0,025), dolayisiyla artmis trombosit
inhibisyonuna sahip oldugunu (p=0,006), fakat trombosit agregasyon profilinde

istatistiksel bir farkin bulunmadigini bildirmisler (6).
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En az bir kopyasinda CYP3A4 (IVS10+12G—A) polimorfizm allelini tasiyan
bireylerin oram1 Ispanyol toplumunda yiiriitilen Angiolillo ve ark.’min ¢alismasinda
ortalama olarak %20 iken bizim ¢alismamizda %27 seviyesindeydi (6). Bu bulgulara
gore CYP3A4 (IVS10+12G—A) polimorfizmi sikligi bakimindan Avrupa toplumuna

yakin oldugumuz sdylenebilir.

CYP3A4 (IVS10+12G—A) polimorfizm genotiplerinin hem PRU degerlerini hem
de % inhibisyon degerlerini karsilastirdigimizda istatistiksel bir fark bulamadik (Bkz.
Tablo 4.9). Fonksiyonsuz varyasyon allelleri CYP2C19*2 ve *3’e¢ sahip hastalar
dislayarak ayni karsilagtirmay1 yaptigimizda ise yine istatistiksel fark yoktu (Bkz. Tablo
4.10). Bulgularimiz CYP3A4 (IVS10+12G—A) polimorfizminin klopidogrelin
antitrombosit aktivitesi ve trombosit reaktivitesi lizerine bir etkisinin olmadigini
gostermektedir. Angiolillo ve ark.’min 82 hasta ile yiiritiikleri ¢aligmalarinin hasta
kapasitesine baktigimizda bizim ¢alismamizin giivenilirlilik degerinin yiiksek oldugu
sOylenebilir. Bununla birlikte, Angiolillo ve ark.’’nin c¢alismast CYP3A4
(IVS10+12G—A) polimorfizminin molekiiler anlamda tim yonleriyle klopidogrelin

antitrombosit aktivitesi lizerine etkisini incelemesi agisindan 6nemli bir degere sahiptir.

Jinnai ve ark., Angiolillo ve ark.’nin ¢alismasindan yola ¢ikarak Japon
toplumunda CYP3A4 (IVS10+12G>A) polimorfizmi genotiplerini trombosit
agregasyon inhibisyonu degerleri ile karsilastirmislar. Bizim caligmamiza benzer
sekilde, GG ve GA genotipleri arasinda trombosit agregasyon inhibisyonu degeri
bakimindan istatistiksel anlamli bir fark bulamamiglar (p=0,26) (57). Boylelikle, Jinnai

ve ark.’nin ¢alismasini daha genis bir hasta kapasitesi ile dogrulamis olduk.

Klopidogrel tedavisine cevapsizlikta rol oynadigi diisiiniilen genetik faktorlerin
farkli calismalarda farkli sonuglarmin goriilmesi arastirmacilar1  klopidogrelin
metabolizmasindaki yeni arayislara siiriiklemistir. Bouman ve ark., 2011 yilinda in vitro
metobolomik profilleme tekniklerini kullanarak yaptiklar1 ¢alismada, PONI’in
klopidogrel bioaktivasyonu i¢in O6nemli oldugunu ilk olarak ileri siirmiigler, PON1
Q192R polimorfizminin ise klopidogrelin aktif metabolit olusum oranini belirledigini
rapor etmislerdir (15). Buna karsilik, Sibbing ve arkadaglart 2011 yilinin Nisan ayinda
yayinladiklar1 makalelerinde klopidogrel ile tedavi edilen hastalarda PON1 Q192R
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polimorfizminin klopidogrelin antitrombosit aktivasyonunu ve hastalardaki stent

trombozunu etkilemedigini bildirmislerdir (108).

Li ve ark. idame doz klopidogrel kullanan 180 Cinli hasta iizerinde yiirittiikleri
calismalarinda PON1 Q192R genotiplerinin trombosit inhibisyonlarin1 karsilagtirarak
birka¢ ay once yayinladilar. Calismalarinda QR ve RR genotiplerini tasiyan bireylerin
daha diislik trombosit inhibisyonuna sahip oldugunu bildirmisler (p=0,01) (68). Buna
karsin, Kreutz ve ark. karisik etnik kokene sahip 150 hastayr degerlendirdikleri
calismalarinda VerifyNow P2Y12 testi ile PON1 Q192R polimorfizmi genotiplerinin
trombosit reaktivitesini (PRU) ve % inhibisyonunu karsilagtirmiglar, bizim
bulgularimiza benzer sekilde istatistiksel fark bulamamislar (61). Hulot ve ark. ise ek
olarak PON1 L55M polimorfizmi genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini 106

hastada karsilastirmislar, istatistiksel anlamli bir fark tespit etmemisler (53).

Bouman ve ark.’nmn PONI1 enziminin klopidogrel aktivitesi iizerine etkisi
konusundaki ilk raporundan bu zamana kadar yukaridaki caligmalar gibi birbiriyle
ortiismeyen bulgular elde edilmistir. Biz de PON1 enzimi konusundaki fikirlerin netlik
kazanmasi, bizden Onceki bulgular1 farkli ve genis Olgekli bir kohort ¢alisma ile
dogrulamak adina PON1 Q192R ve PON1 L55M polimorfizmlerin klopidogrel direnci
lizerine etkisini aragtirdik. 223 hastay1 ilk dnce klopidogrel tedavisine cevap durumuna
gbre gruplandirip bu polimorfizm genotiplerinin frekanslarini karsilastirdigimizda
istatistiksel anlamli fark bulamadik (Bkz. Tablo 4.5). Bu ilk bulgumuz, Sibbing ve
ark.’nin ¢aligsmasina benzer sekilde PON1 Q192R ve PON1 L55M polimorfizmlerinin
klopidogrel direnci ile iliskisinin olmadigin1 gostermektedir. Daha sonra, PON1 Q192R
ve PONI L55M polimorfizmi genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilagtirarak yaptigimiz analizlerde ise yine istatistiksel anlamli bir fark yoktu (Bkz.
Tablo 4.9). Bu polimorfizmlerin klopidogrelin antitrombosit aktivitesine {izerine
etkisinin olmadigina isaret eden bu sonucumuz Kreutz ve ark. (61) ile Hulot ve ark.

(53)’nin caligsmalarin1 dogrular nitelikteydi.

Klopidogrel metabolizmasinda ve aktivitesinde bir¢ok proteinin gorev almasi ve
her birinin kendi i¢inde genetik varyasyon gostermesi genetik varyasyonlarin

birbirlerinin etkilerini ortebilecegini akla getirmektedir. Bu nedenle, fonksiyonsuz
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varyasyon allelleri CYP2C19*2 ve *3’e sahip hastalar1 diglayarak PON1 QI192R ve
PONI L55M polimorfizm genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerlerini
karsilastirdigimizda yine istatistiksel fark bulamadik (Bkz. Tablo 4.10). Klopidogrel
direnci tizerine PON1 enziminin etkisinin oldugunu ilk ortaya atan Bouman ve ark., in
vitro ortamda mikrozomal ekspresyon sistemlerini ve stent trombozunu karsilagtirarak
bu sonuca ulasmislardi. Bu bulgular molekiiler ve klinik anlamda 6nemli olmakla
birlikte klopidogrel sonrasi trombosit reaktivite lizerine etkiyi tam yansitmamaktadir.
Sonug¢ olarak, bizim bulgularimiz PON1’in klopidogrelin antitrombosit aktivitesi
izerine etkisinin olmadigini rapor eden diger calismalar1 destekleyerek Tiirk hastalarda

onemli bir sonucu ortaya koymaktadir.

Klopidogrelin antitrombosit aktivitesi lizerine etkisi ile istatistiksel olarak iligkili
buldugumuz CYP2C19*2 ve CYP2C19*17 polimorfizmlerinin haplotip analizini
yaparak bulgularimizi hem dogrulamak hem de birbirlerini etkileyip etkilemediklerini
belirlemek istedik. Ciinkii CYP2C19*2 polimorfizmi klopidogrelin aktivitesini
diistirticii etki gosteritken CYP2C19*17 polimorfizmi artirict etki gostermisti. Haplotip
analizi sonu¢larimiz da genotip karsilagtirma bulgularimizi dogruladi. CYP2C19%*2
polimorfizmi A allelinin PRU degerini yiikselttigi, % inhibisyon degerini ise diistirdiigii
tespit edildi. Bu etkiye zit sekilde, CYP2C19*17 polimorfizmi T allelinin PRU degerini
diisiirdiigli, % inhibisyon degerini ise yiikselttigi belirlendi. Haplotipler arasinda
istatistiksel acidan en yiiksek fark GG-CT haplotipi ile GA-CC haplotipi arasinda
bulundu (p<0,001). GA-CC haplotipinde A allelinin bulunmasi PRU degerini artirirken
T allelinin bulunmamasi bu artis1 ikiye katlamaktadir. Ayn1 sekilde, A allelinin varligi
% inhibisyon degerini diigiiriitken T allelinin yoklugu bu diisiise bir kat daha destek
vermektedir. Diger haplotiplerin PRU ve % inhibisyon karsilagtirmalarinda da bu iki
allelin varligina veya yokluguna gore fark olustugu belirlenmistir (Bkz. Tablo 4.11 ve

Tablo 4.12).

Holmes Jr ve ark. 2010 yilinda Amerikan Kardiyoloji Koleji Vakfi (ACCF) ve
Amerikan Kalp Cemiyeti (AHA) adina klinik bir rapor yayimnladi. Bu raporun temel
konusu, 12 Mart 2010 tarihli Amerikan Gida ve Ila¢ Kurumu (FDA)nun ciddi
uyaristydi. Holmes Jr ve ark., klopidogrel direncinin CYP2C19 genindeki
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polimorfizmlerden kaynaklandigini ve bu direncin hastalardaki durumunun tespit
edilmesi gerektigini bildiren FDA’nin uyarisin1 giincel calisamalar ile birlikte tiim
yonleriyle ele almiglar. Bu raporun sonucu olarak, CYP2C19 polimorfizmlerinin
klopidogrelin antitrombosit aktivitesindeki degiskenligin yaklasik olarak %12’sinden
sorumlu oldugunu, fakat perkiitan koroner girisim geciren akut koroner sendromlu
hastalardaki fonksiyondan yoksun CYP2C19 genetik polimorfizmlerin oraninin %12 ile
%20 arasinda degistigini bildirmigler. CYP2C19 polimorfizmleri disinda genetik ve
genetik olmayan faktorlerin de bu degiskenlikte rol oynadigini rapor etmigler. Bu
nedenle, antrombosit tedavi alan hastalarda olusabilecek kardiyovaskiiler olaylari
tahmin etmek icin geleneksel demografik, klinik, protokol ile ilgili risk faktorlerine,
genetik ve biyolojik bilgilere dayanan kiiresel bir risk degerlendirme skorunun
gelistirilmesi gerektigini bildirmisler (114). Calismamizin bulgular1 da Holmes Jr ve
ark. ¢ikardig1 sonucu dogrular nitelikteydi. En az bir kopyasinda klopidogrel aktivitesini
diistiriicii etkiye sahip allelleri (CYP2C19*2 ve *3) tasiyan hastalarimizin orani %27,8
iken klopidogrel tedavisine cevap vermeyen hastalarimizin oran1 %30,9’du (Bkz. Tablo
4.1 ve Tablo 4.5) CYP2C19*2 polimorfizmi disinda klopidogrel direnci ile iliskisini
tespit ettigimiz varyasyon bulunmadigina gore klopidogrel tedavisine cevapsizlikta
baska faktorlerin de rol oynadigini veya varyasyonlarin birbirlerinin etkilerini notralize
ettigi sOylenebilir. Ciinkii ¢alimamizin diger Onemli bulgusu CYP2C19*17
polimorfizminin klopidogrelin antitrombosit aktivitesini artirict etki gostermesiydi. Bu
nedenle, klopidogrel direncinin ortaya g¢ikarilmasinda genetik testlerin tek baslarina
rutin olarak kullaniminin uygun olmadigi, ancak en iyi ila¢ tedavi ydnteminin
belirlenmesine 151k tutacagi agiktir. Perkiitan koroner girisim sonrasi klopidogrel
tedavisi almak zorunda kalan hastalarda trombosit reaktivite sonug¢larinin takip edilmesi
ve kardiyovaskiiler olaylar ile birlikte klopidogrel direncini etkileyebilecek biitiin
faktorlerin birlikte degerlendirilmesi tedavi siirecinde en uygun yolun bulunmasina

yardimci olacaktir.

Tiirkiye Cumhuriyeti Saglik Bakanligi’nin 2012 saglik istatistikleri yillig1
mortalite raporlarina bakildiginda iskemik kardiyovaskiiler hastaliklarin ne kadar
yliksek bir paya sahip oldugu goriilmektedir. Bu raporda, 2012 yilinda Tiirkiye’de 6liim

nedenlerinin dagilimi ICD-10 (International Statistical Classification of Diseases and
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Related Health Problems, 1999 siiriimii) ana tan1 gruplarina gore siniflandirilmis,
iskemik kardiyovaskiiler hastaliklarin i¢inde bulundugu dolasim sistemi hastaliklari
%37,93 oranla ilk sirada gosterilmistir. Dolasim sistemi hastaliklarindan sonra 6liim
nedeni olarak %21,58 oranla kanser hastaliklar1 gelmektedir (52). Ulkemizde bdyle bir
ylksek mortaliteye sahip hastaligin ila¢ tedavisinde en Onde gelen antitrombosit
ajanlardan birisi olan klopidogrelin, ¢aligmamizdaki hastalarin %30,9’unda tedavi
yetersizligine neden olmasi ciddi bir problem olarak durmaktadir. Genetik faktorlerin
bas aktor olarak rol oynadigi klopidogrel tedavi yetersizligi veya direnci Tiirk
toplumunda ¢ok az arastirilmistir. Tespit ettigimiz bulgularin bu alandaki eksikligin
giderilmesine destek olarak antitrombosit tedavisinde yeni ufuklara 1s1k tutacagini iimit

ediyoruz.

Amerika ve Avrupada klopidogrel direncinin listesinden gelebilmek i¢in bizim de
burada bahsettigimiz gibi bircok c¢alisma yapilmis ve hala yapilmaya devam
edilmektedir. Bu calismalarin sonucu olarak, karacigerde daha az basamakta metabolize
olan ve daha hizli etki gdsteren 3. nesil antitrombosit ajanlar prasugrel ve tikagrelor faz
calismalarini tamamlayarak kullanima sunulmustur. Ulkemizde ise yakin zaman 6nce
Saglik Bakanlig1 tarafindan ruhsatlandirilarak geri 6deme listesine alinan bu ilaglarin
major kanama riskleri igerdigi yeni calismalar ile ortaya ¢ikmistir. Sonug olarak,
klopidogrel direncine ¢6ziim olarak sunulan yeni jenerasyon ilaglarin beraberinde
oliimciil sonucglar doguran yeni problemler getirdigi goriilmektedir. Bu nedenle, daha

uzun siire klopidogrelin yaygin olarak kullanilacag bir gercektir.

Sonug olarak, antitrombosit bir ajan olan ve bireyler arasinda tedavi farkliliklar
sonucunu doguran klopidogrelin antitrombosit aktive durumunun takip edilmesi bir
zorunluluk olarak durmaktadir. Yeni nesil ajanlar kullanima sunulmus olsa bile,
arastirmalar ile dogrulanmis bu ajanlardaki major kanama riskleri trombosit reaktivite
sonuglarinin hastalarda takibinin gerekliligini gostermektedir (110). Perkiitan koroner
girisim sonrasi antitrombosit tedavi zorunlulugu yasayan hastalarda yiiksek ve diisiik

trombosit reaktivitesinin 6liimciil sonuglara neden olacagi bir gercektir.

111



6. SONUC VE ONERILER

Perkiitan koroner girisim sonrasi en az 7 giin diizenli olarak standart doz (75
mg/giin) klopidogrel kullanan 223 hastamizin trombosit reaktiviteleri i¢in PRU,
trombosit inhibisyonlart i¢in % inhibisyon degerlerini VerifyNow P2Y12 testi ile
belirledik. En son giincellenen test klavuzuna ve literatiirdeki giincel makalelere gore
PRU degeri 208’den biiyiik hastalar1 klopidogrel tedavisine cevap vermeyenler
(klopidogrele direngli), 208’e esit veya kii¢iik olan hastalar1 klopidogrel tedavisine
cevap verenler (klopidogrele direngsiz) olarak nitelendirdik. Sonugta, ¢aligmaya dahil
ettigimiz hastalarin  %30,9’unu  klopidogrele direncli, %69,1’in1 ise klopidogrele
direngsiz olarak belirledik. Tiirk hastalarda %30,9’luk klopidogrel diren¢ durumu,
6liimle sonuclanan tromboz kaynakli iskemik olaylar diisiiniildiigiinde 6nlem alinmasi

gereken ciddi bir problem olarak goriinmektedir.

Klopidogrel cevabin1 etkileyebilecek genetik olmayan faktorler olarak
demografik ve klinik 6zellikleri, klinik parametleri ve ila¢ etkilesimini arastirdik.
Klopidogrel tedavisine cevap veren ve tedaviye cevap vermeyen hasta gruplart arasinda
sadece yas bakimindan istatistiksel fark bulduk. Klopidogrele direngli hastalarda yas
ortalamasimin anlamh diizeyde yiiksek oldugunu belirledik. Bu bulgu, ileri yastaki

hastalarda klopidogrel direng takibinin daha gerekli olduguna isaret etmektedir.

Klopidogrel direncinde ilag etkilesiminin rol oynadigr dnceden rapor edilmis
olmasina ragmen bizim g¢alismamizda istatistiksel anlamli bir iliski tespit edilmedi.
Farkli ilaglar kullanan daha yiiksek sayidaki hasta grubunda istatistiksel anlamli

sonugclar elde edilebilir.

Genetik varyasyonlarmm roliinii analiz ettiimizde CYP2C19*2 (G681A)
(rs4244285) tek niikleotid polimorfizmi ile klopidogrel direnci arasinda istatistiksel
olarak anlaml1 iliski bulduk. Hem PRU sinir degerine gore gruplandirdigimiz hastalarin
CYP2C19*2 polimorfizmi genotip ve allel frekanslar1 arasinda (p<0,001), hem de ayni
genotip ve allellerin PRU, % inhibisyon degerleri arasinda ayni seviyede yiiksek fark
belirledik (p<0,001). Regresyon analizi sonug¢larimiza bakildiginda ise A alleli atasal
allel olan G’ye gore 4,08 kat daha fazla risk igeriyordu. Klopidogrel direnci agisindan
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ylksek oranda risk barindiran CYP2C19*2 polimorfizmi A alleli tastyicilarinin orani
%26,9°d1. Bu bulgular, klopidogrel direncine CYP2C19*2 polimorfizmi aracilig: ile

genetik yatkinligin Tiirk toplumunda ytiksek seviyede oldugunu gostermektedir.

Klopidogrel direnci ile iligkili bulmadigimiz CYP2C19*17 (C806T)
polimorfizmi genotiplerinin PRU ve % inhibisyon degerleri arasinda istatistiksel
anlaml fark belirledik. CC genotipli hastalara gore CT genotipli hastalarin PRU deger
ortalamas1 daha diisiik (p=0,036), % inhibisyon deger ortalamasi ise daha yliksekti
(p=0,025). Bulgularimiz CYP2C19*17 polimorfizmi T allelinin klopidogrelin
antitrombosit aktivitesinin artis1 ile iligkili oldugunu gosterdi. CYP2C19*17
polimorfizmi T allelinin CYP2C19*2 polimorfizmi A alleline gore ters etkiye sahip
olmas1 birbirlerini noétralize etmelerine ve beklenen sonuglarin ortaya ¢ikmamasina
neden olabileceginden CYP2C19*17 ve CYP2C19*2 polimorfizmi haplotiplerinin PRU
ve % inhibisyon degerlerini karsilastirdik, bulgularimizi dogrular nitelikte istatistiksel
farklar elde ettik. Haplotip analizi sonuglarimiz tek bir polimorfizm analizinin

klopidogrel direng teshisinde yaniltici olabilecegini gostermektedir.

Diger genetik varyasyonlarin klopidogrel direnci ve antitrombosit aktivite ile
iliskisini tespit edemedik. Bunun nedeni klopidogrel tedavisine yanitta birden fazla
proteinin rol oynamasi ve bu proteinlerin her birinin bireysel degiskenlik gdstermesi
olarak agiklanabilir. Daha yiiksek hasta kapasitesine sahip calismalar ile bu iliskinin

aragtirtlmasi gerekmektedir.

FDA tarafindan toplumlarda diisiik frekansli ve klopidogrel metabolizmasindan
yoksun olduklar1 bildirilen CYP2C19*3, CYP2C19*4, CYP2C19*7 ve CYP2C19*8
varyasyonlarint tiim hasta grubumuzda analiz ettigimizde sadece CYP2C19*3
varyasyon allelini tespit ettik. En az bir kopyasinda CYP2C19*3 varyasyon allelini
tagtyan bireylerin orant %0,9’du. Bati1 toplumlarinda nadirde olsa bulunan bu
varyasyonlarin bizim caligmamizdaki genotip sonuglar1 Tiirk toplumuna ait yeni bir

bulgu olmasi agisindan énemlidir.

Gelismis bat1 toplumlarinda antitrombotik tedavi cevapsizliklari konusunda ciddi

Oonlemler alinarak uzmanlar1 bilinglendirme calismalar1 yiritiilirken, Tirkiye gibi
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gelismekte olan iilkelerde klopidogrel ¢ok yaygin olarak kullanilmakta, fakat smirh
sayida ihtisas hastaneleri disinda bu sorunun takibi yapilmamaktadir. Ulkemizde
trombosit reaktivitesinin ve inhibisyonunun rutin takibi yiiksek maliyetli oldugu i¢in
Onerilmese bile en azindan yiiksek riskli hastalarda uygulanabilir. Sonuglara gére uygun
doz ve ilag secilebilir. Hastaya gore ila¢ se¢imi en ideal yaklasimdir. Ulkemizde bu

bilincin kazanilmasina ¢alismamizin katki saglayacagini diisiinmekteyiz.

Farmakogenetik, organizmanin genetik altyapis1 ile ilacin farmakokinetigi ve
farmakodinamigini iligskilendiren yeni bir bilim dalidir. Kolay uygulanabilen, diisiik
maliyetli genotipleme yontemleri tedavinin bireysellestirilmesinde o6nemli rol
oynayacaktir. Bunun icin, farkli genotiplerin mevcut tedaviye ve uzun dénem prognoza,
farkli tedavi seceneklerinin farkli genotiplerdeki durumuna ve genetik dis1 faktorlerin
tedaviye etkilerinin degerlendirilmesi sarttir. Farmakogenetik bir calisma olarak

bulgularimizin bu alana katki saglayacagini diisiinmekteyiz.
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