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Koroner arter hastalarinda insan trombosit antijen-1
gen polimorfizmi ile klopidogrel direnci iligkisi

Relationship between human platelet antigen-1 gene polymorphism
and clopidogrel resistance in patients with coronary artery disease
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OZET

Amac: Insan trombosit antijeni-1 (ITA-1) gen polimorfizminin
koroner arter hastaligi (KAH) ile iligkili oldugu ve trombosit
fonksiyonlarini etkiledigi d6ne surulmustur. Bu ¢alismada KAH
olan ve olmayan bireylerde ITA-1 gen polimorfizminin dagili-
mini ve KAH olan bireylerde ITA-1 gen polimorfizminin trom-
bosit kimelenmesiyle iligkisini incelemeyi amacladik.
Calisma plani: Galismaya perkutan koroner girisim (PKG)
uygulanan 94 hasta ve kontrol grubu olarak koroner anji-
yografisi normal olan 115 birey alindi. KAH grubunda PKG
sonrasi besinci gun impedans agregometre ile trombosit ku-
melenmesi (KB) odl¢uldu. Trombosit kimelenmesinin >490
KB/dakika olmasi klopidogrel direnci olarak tanimlandi. Tum
katilimcilardan ITA-1 gen polimorfizmini arastirmak icin kan
ornekleri alindi.

Bulgular: Hasta ve kontrol grubu arasinda ITA-1 gen poli-
morfizmi yonunden fark yoktu (A aleli igin %78.7 ve %78.1,
p=AD; B aleli icin %21.3 ve %21.9, p=AD). Klopidogrel di-
renci olan ve olmayan gruplar arasindaki analizde ITA-1A ve
ITA-1B alleleri sikhgr agisindan fark tespit edilmedi (Her iki
grupta, A aleline sahip hasta oranlari %78.7 ve %78.9, p=AD;
B aleli igin %21.3 ve %21.1, p=AD). Ayrica, KAH’da ITA-1A
ve ITA-1B alellerine sahip hastalarda trombosit kimelenme-
si acisindan fark yoktu (294+240 ve 259+261 KB/dakika,
p=AD).

Sonuc: Insan trombosit antijeni-1 gen polimorfizmi dagihmi
KAH olan ve olmayan bireylerde benzerdir. KAH’da, impe-
dans agregometre ile degerlendirilen trombosit kumelenmesi
ve klopidogrel direnci, ITA-1 gen polimorfizmi ile iligkili de-
gildir.

ABSTRACT

Objectives: It has been proposed that human platelet anti-
gen-1 (HPA-1) gene polymorphism is associated with coronary
artery disease (CAD) and affects platelet function. We aimed
to investigate the distribution of HPA gene polymorphism be-
tween angiographic CAD and a control group and the relation
between HPA gene polymorphism and platelet aggregation.
Study design: The study population consisted of 94 patients
with angiographic CAD and 115 patients without angiographic
CAD. Platelet aggregation was measured with impedance ag-
gregometry on the fifth day of percutaneous coronary inter-
vention (PCI). Platelet aggregation >480 AU*min was defined
as the clopidogrel resistance group. Blood samples were ob-
tained from all participants at discharge for investigating HPA-
1 gene polymorphism.

Results: There was no significant difference in the distribution
of HPA-1 gene polymorphism between the control and CAD
groups (78.7% vs. 78.1% for A allele and 21.3% vs. 21.9% for
B allele, p=NS). The analysis between groups with and with-
out clopidogrel resistance revealed no significant difference
in the distribution of HPA-1A and HPA-1B alleles between
the groups (A allele 78.7% vs. 78.9% and B allele 21.3% vs.
21.1%, p=NS). In the CAD group, there were no significant
differences in platelet aggregation between HPA-1A and HPA-
1B alleles (294+240 vs. 259+261 AU*min, p=NS).
Conclusion: The distribution of HPA-1 gene polymorphism
was not different in CAD patients compared to the control
group. HPA-1 gene polymorphism was not associated with
platelet aggregation or clopidogrel resistance assessed by
impedance aggregometry in the CAD group.
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rombositlerin yapigma, aktivasyon ve kiime-

lenmesinde trombosit yiizey reseptorleri anah-
tar rol oynamaktadir. Bu reseptorler, insan trombosit
antijenleri (ITA) veya trombosit yiizey glikoprotein-
leri (GP) olarak adlandirilir. ITA polimorfizmleri (&r-
negin ITA-1,-2,-3,-4,-5,-15) trombosit GP’lerindeki
cesitlilik ile baglantilidir. Tek aminoasit dizisindeki
farklilik neticesinde olusan trombosit ylizeyindeki
ana GP’ler (GPIIb, GPIlla, GPIb ve GPla) farkli iTA
polimorfizmleri ile iligkilidir."! GP IIb/Illa reseptor-
leri trombosit yiizeyinde en yaygin bulunan reseptor-
lerdir. Bu reseptor allb ve BIII isimli iki alt birimden
meydana gelmistir. Trombosit kiimelenmesinde trom-
bosit - GP IIb/Illa reseptorii, fibrinojen baglantisi icin
BIII alt birimi rol oynamaktadir.>*) Caligmalarda ITA
geninde polimorfik degisikliklerin trombosit fonk-
siyonlarini etkiledigi, koroner arter hastaligi (KAH)
riskini ve akut trombotik olay sikligint artirdigi 6ne
stirtilmistiir.*> Ancak farkli sonuglari igeren ¢aligma-
lar da mevcuttur.**) Ayrica ITA gen polimorfizminin
trombosit kiimelenmesinde klopidogrele cevabi etki-
ledigi de gosterilmistir.1!

Bu ¢alismada, KAH olan bireylerde, KAH olma-
yan bireylere gére ITA-1 gen polimorfizminin dagili-
min1 ve KAH olan bireylerde de trombosit kiimelen-
mesi ile olan iligkisi aragtirildi.

HASTALAR VE YONTEM

Calismaya hastanemizde Ocak 2008-Temmuz
20009 tarihleri arasinda planli veya acil perkiitan koro-
ner girisim (PKG) uygulanan 94 hasta alindi. Kontrol
grubu, hasta grubu ile yas ve cinsiyet olarak eslesmis,
efor testi pozitifligi, miyokart sintigrafisinde iskemi
veya klinik olarak yiiksek riskli KAH olasiligi nede-
niyle koroner anjiyografi (KAG) yapilan, anjiyografik
olarak KAH olmayan (<%50 koroner darlik veya nor-
mal koroner arterler) 115 bireyden olusturuldu. Hasta-
larmn tiimiine 600 mg klopidogrel yiikleme dozu olarak
verildikten sonra PKG uygulandi. Klopidogrel yiikle-
me dozundan sonraki bes giin trombosit kiimelenmesi
degerleri goriiliinceye kadar giinde 150 mg, daha son-
ra en az bir yil 75 veya 150 mg/giin slirdiirme dozu
olarak verildi. Uzun donem siirdiirme dozu karari,
trombosit kiimelenmesi izlenerek klopidogrele cevap
g6z oniinde bulundurularak verildi. Hastalarin aldig
diger ilaglar giincel kilavuzlar ¢ergevesinde diizenlen-
di. Hastalardan yatis1 sirasinda ITA-1 gen polimor-
fizmi i¢in kan alindi. Calismaya PKG uygulanmayan

veya kabul etmeyen hastalar . imatar:
almmadi. Hastalar ¢alisma
hakkinda bilgilendirildi ve ¢r
yazili onamlart alindi. Ca- /™
1 1 etik k 1 KAH Koroner arter hastalig
Ismamiz - yercl €t ura KB Kiimelenme birimi

tarafindan Onaylandl. PKG  Perkiitan koroner girisim

Akut koroner sendrom
Glikoprotein

Insan trombosit antijenleri

Klopidogrel direncinin degerlendirilmesi:
Impedans agregometre

Klopidogrel direncinin degerlendirilmesinde im-
pedans Agregometre yontemi (Multiplate Analyser,
Dynabyte, Munich, Germany) kullanildi. Test i¢in
hirudin i¢eren 4 mililitrelik tiiplere kan alindi ve oda
1sisinda 30 dakika bekletildikten sonra analizler ya-
pildi. Kan, %0.9 NaCl ile 1:2 oraninda seyreltildi ve
iic dakika boyunca 37°C’de karistirildi. Daha sonra
20 ul ADP eklendi. Test hiicresinde iki ¢ift elektrot ile
tiim islem boyunca kiimelenen ve elektrotlara yapisan
trombositlerin meydana getirdigi direng degisimleri
kaydedildi. Elektrotlara yapisan trombositler ile ar-
tan direng cihaz tarafindan kiimelenme birimine (KB)
cevrilip kiimelenme zaman (KB/dakika) grafigi ¢izil-
di. Trombosit aktivitesini en iyi yansitan parametre
olan kiimelenme ¢izgisi altinda kalan alan hesaplandi.
Klopidogrele cevap veya direng, klopidogrel tedavisi
sonrasi besinci giin alinan trombosit kiimelenmeleri-
ne gore degerlendirildi. Besinci giin dl¢iilen trombosit
kiimelenmesi >480 KB/dakika olanlar klopidogrele
direngli veya cevapsiz olarak degerlendirildi.['?!

Insan trombosit antijen-1 gen polimorfizmi

Insan trombosit antijenleri gen mutasyonlarini
belirlemek i¢cin EDTA’] tiipe 3 mililitre vendz kan
ornegi alindi. DNA izole edildikten sonra multipleks
polimeraz zincir reaksiyonu yontemi ile gen dizileri
in vitro olarak ¢ogaltildi. Revers in situ hibridizasyon
yontemi ve Vienna Lab. Austria marka CVD StripAs-
say kiti ile mutasyonlar arastirildi.

istatistiksel inceleme

Sayisal veriler ortalamatstandart sapma ve kate-
gorik degiskenler yiizde olarak verildi. Sayisal degis-
kenlerin dagilimini test etmek i¢in Kolmogorov-Smir-
nov testi kullanildi. P degeri <0.05 olmasi istatistiksel
anlamlilik olarak kabul edildi. Normal dagilmayan
sayisal degiskenler icin Mann-Whitney U-testi ve
normal dagilan sayisal degiskenler icin Student-t testi
kullanildi. Kategorik degiskenler ki-kare testi ile de-
gerlendirildi. Istatistiksel analiz icin SPSS 15.Versi-
yon (SPSS Inc, Chicago, Ilinois) programi kullanildi.
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Tablo 1. Anjiyografik KAH olmayan ve olan grubun ozellikleri

Degisken Kontrol grubu (n=115) KAH grubu (n=94) p
Y% Ort.+SS % Ort.+SS

Yas (yl) 57+11 56+10 AD
Cinsiyet (Erkek) 74 76 AD
Diabetes mellitus 17 32 0.02
Hipertansiyon 52 58 AD
Sigara 43 38 AD
Kreatinin (mg/dl) 0.90+0.23 0.93+0.20 AD
DYL-Kolesterol (mg/dl) 116+22 124125 AD
YYL-Kolesterol (mg/dl) 4112 35+8 0.04
Trigliserit (mg/dl) 14454 163+66 AD
Lipoprotein (a) (mg/dl) 22+18 40+24 0.01
Homosistein (ug/ml) 14.1+2.8 14.4+3.1 AD
C-reaktif protein (mg/l) 0.35+0.34 0.64+0.75 0.07
ITA-1 a/b 78.7/21.3 78.1/21.9 AD

KAH: Koroner arter hastaligi; Ort.: Ortalama; SS: Standart sapma; DYL: Dusuk yogunluklu lipoprotein; YYL: Yuksek

yogunluklu lipoprotein; ITA; Insan trombosit antijenleri.

BULGULAR

Anjiyografik KAH olan ve olmayan grubun temel
klinik ve laboratuvar 6zellikleri Tablo 1’de 6zetlen-
mistir. ITA-1 gen polimorfizmi igin genotipler ve alel-
ler Sekil 1°de verildi. BB genotipinin frekansi diisiik
oldugundan degerlendirmeler A aleli (AA genotipi)
ve B aleli (AB ve BB genotipi) lizerinden yapildi.
Hasta ve kontrol grubu arasinda iTA-1 gen polimor-
fizmi siklig1 yoniinden fark tespit edilmedi (A aleli
icin %78.1 ve %78.7, p=AD ve B aleli i¢in %21.9 ve
%21.3, p=AD) (Sekil 1).

Anjiyografik KAH olan grupta trombosit kiime-
lenmesi ortanca 216 KB/dakika, ortalama 287+243
KB/dakika (0-1022 KB/dakika) idi (Sekil 2). Hasta-
larin %55’ine ilag kapli stent ve %45 ine ¢iplak metal
stent uygulandi. KAH grubunda, klopidogrel diren-
ci olan ve olmayan hastalar arasinda, klinik basvuru
sekli, yas, sigara aliskanligi, diabetes mellitus (DM),
hipertansiyon (HT), hiperlipidemi, statin ve aspirin
kullanimi gibi klinik 6zellikler ve ortalama trombosit
hacmi, trombosit sayisi, lipoprotein (a), homosistein,
yuksek duyarlilikli C-reaktif protein, hemoglobin,
kreatinin yoniinden fark olmayip, sadece trombosit

80.00 80
78.7 781 I KAH 78.7 78.1 I KAH
70.00 — [ Kontrol 70 — [ Kontrol
60.00 — 60 —
50.00 — 50 —
40.00 40
30.00 — 30 -
202 211 213 21.9
20.00 — 20 —
10.00 — 10
1.1 0.9
0 - : [ b—— 0 T
AA AB BB A B
Sekil 1. Koroner arter hastalari (KAH) ve kontrol grubuna ait ITA-1 genotip ve alel dagihimlari.
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Sekil 3. Klopidogrel direnci olan ve olmayan gruplara ait
Insan trombosit antijenleri-1 gen alellerinin dagilimi.

300 294+240 [ Platelet agregasyonu
259+261
250 —
p=AD

200 —
150 =
100 T

HPA-1a HPA-1b

Sekil 4. Koroner arter hastalarinda, insan trombosit anti-
jenleri-1 gen alellerine ait trombosit kumelenme duzeyleri.

dagilim genisligi seviyesi direncli hastalarda anlaml
olarak yiiksek bulundu (17.1£0.7’ye karst 16.2+1.2,
p=0.03) (Tablo 2).

Klopidogrel direnci olmayan ve olan gruplar ara-
sinda, ITA-1 gen polimorfizmi siklig1 yéniinden fark
tespit edilmedi (A aleli i¢cin %78.7 ve %78.9, p=AD
ve B aleli icin %21.3 ve %21.1, p=AD) (Sekil 3).
Benzer sekilde, KAH grubunda, ITA-1A ve ITA-1B
alellerine sahip hastalarin ortalama trombosit kii-
melenmesi agisindan fark bulunmadi (294+£240 ve
2594261 KB*dakika, p=AD) (Sekil 4).

TARTISMA

Calismamizda, KAH olan hastalar ve anjiyografik
olarak normal koroner arterleri bulunan kontrol grubu
arasinda ITA-1 gen polimorfizmi dagilimi agisindan
fark yoktu. Ayrica klopidogrel direnci olan ve olma-
yan gruplar arasinda da hem ITA-1 gen polimorfiz-
mi dagilimi agisindan hem de impedans agregometre
ile degerlendirilen trombosit kiimelenmesi agisindan
fark tespit edilmedi.

Trombosit ylizey reseptorleri, damar endotelinin
biitiinliigiinde hasar meydana geldiginde, trombo-
sitlerin endotel-alt1 bdlgeye yapismasini ve kiimen-
lenmeyi saglar. Aktiflesen trombositler ylizeylerinde
bulunan bir integrin olan GpllIb/Illa reseptorleri ile
dolagimda bulunan koagiilasyon proteini olan fibrino-
jene dogrudan baglanir.**13)

Tromboembolik olaylarla iligkili olarak ¢ok sayida
trombosit GP gen polimorfizmi tanimlanmigtir.['*!5]
ITA-1 gen polimorfizminin artmis kardiyovaskiiler
olaylarla iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak, bu ge-
nin alellerinin aterosklerozun patogenezi, 6zellikle de
akut koroner sendrom (AKS) ile iliskisi kesin degil-
dir. Calismamizda KAH olan ve olmayan gruplar ara-
sinda, ITA-1 gen polimorfizmi agisindan herhangi bir
farklilik saptanmadi. Bazi ¢alismalarda ITA-1B aleli-
ne sahip olan bireylerde KAH nin daha fazla goriildii-
gii bildirilmistir.*'') Ancak, ITA-1B aleli ile KAH
arasinda iligki olmadig1 yoniinde de veriler mevcuttur.
(6820211 TTA-1 gen polimorfizmi ile KAH, dzellikle de
AKS arasindaki iliskinin tartismali olmasinin pek ¢ok
nedeni olabilir; ¢aligmalarin olgu-kontrol ¢alismasi
seklinde diizenlenmis olmasi var olan iligkinin mas-
kelenmesine yol agmis olabilir. Ayrica, gen polimor-
fizmi verilerinin farkli iilkelerden olmasi da sonucu
etkileyebilir. Bizim ¢alismamiz da bir olgu-kontrol
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Tablo 2. Klopidogrel direnci olan ve olmayan grubun 6zellikleri

Degisken Klopidogrel direnci yok Klopidogrel direnci var p
(n=75) (n=19)
% Ort.+SS % Ort.+SS

Yas (yil) 57.4+10.6 54.7+8.4 AD
Cinsiyet (Erkek) 77 68 AD
Diabetes mellitus 32.2 33.3 AD
Hipertansiyon 62.7 43.8 AD
Sigara 37.9 37.5 AD
Klinik

Kararl anjina 41.0 294

STYz-AKS 31.1 41.2

STYMI 27.9 29.4 AD
Kreatinin (mg/dl) 0.92+0.2 0.95+0.2 AD
Trombosit sayisi (X103/ml) 237+66 289+109 AD
Ortalama trombosit hacmi (fL) 8.8+1.1 9.0+1.7 AD
Lipoprotein (a) (mg/dl) 37+20 47+46 AD
Homosistein (pg/ml) 14.0+2.9 15.2+3.6 AD
C-reaktif protein (mg/l) 0.7+0.9 0.5+0.4 AD
Trombosit dagilim genigligi 16.2+1.2 17.1+0.7 0.03
Hemoglobin (g/dl) 13.8+2.3 13.4£1.9 AD
ITA-1 a/b 78.7/21.3 78.9/21.1 AD
Kullandigi ilaglar

Aspirin 94 100 AD

Statin 85 90 AD

Beta-bloker 82 79 AD

ADE-i/ARB 88 89 AD

Ort.: Ortalama; SS: Standart sapma; STYz-AKS: ST yukselmesiz akut koroner sendrom; STYMI: ST yukselmeli miyokart
enfarktusu; ITA: Insan trombosit antijenleri; ADE-i/ARB: Anjiyotensin donusturiicti enzim inhibitoru / Anjiyotensin reseptor

blokeri.

caligmasi olup iilkemizde yapilmis bir baska ¢alisma-
da da herhangi bir iliski tespit edilmemistir.’) Bizim
caligmamiza aldigimiz hastalar hem kararli KAH hem
de akut koroner sendromlu hastalardan olustugu igin,
bu durum ITA-1 gen polimorfizmi ile KAH iliskisini
etkileyebilir.

Insan trombosit antijeni gen polimorfizmi, 6zellik-
le B aleli, trombosit fonksiyonlarini diizenler ve bu
alelin artmig trombosit reaktivitesi ile iligkili oldugu
one siiriilmiistiir.??! ITA-1B aleli tasiyan bireylerde
hem 300 mg hem de 600 mg klopidogrel ile yiikleme
sonrasi yetersiz trombosit inhibisyonu saptanmistir.
B0 Calismamizda klopidogrel direnci olan ve ol-
mayan iki grup arasinda, ITA-1A ve ITA 1B alelleri

siklig1 agisindan fark tespit edilmedi. Ayrica, ITA-1A
ve ITA-1B alellerine sahip hastalarin trombosit kiime-
lenmeleri acisindan da aralarinda fark yoktu. Bizim
calismamizin ITA-1 gen polimorfizmi ile klopidogrel
direnci ve trombosit reaktivitesi arasindaki iliskisine
ait bulgular literatiirdeki bazi ¢alismalarla uyumlu-
dur‘ [11,23,24]

ITA gen polimorfizminin trombosit fonksiyonlar
tizerine tartigmali etkisinin birkag nedeni olabilir; 6n-
celikle trombosit fonksiyonlar1 tek gen ile diizenlene-
meyecek kadar karmasgik bir siiregtir. Ayrica, trombo-
sit fonksiyonlarinin 6l¢lim tekniklerindeki farkliliklar
da sonuglar arasindaki farki agiklayabilir. Caligma-
mizda multiplate impedans agregometre ile trombosit
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fonksiyonlarini arastirdik. Ancak, diger ¢alismalarda
VASP fosforilasyonu, 151k transmisyon agregometresi
ve VerifyNow gibi farkli yontemler kullanilmistir. Ek
olarak, klopidogrel direnci veya klopidogrele bagli
trombosit inhibisyonunun olmamas1 tanim1 da net de-
gildir. Olgiim tekniklerine gdre tanimlanmis sinir de-
gerler olmakla birlikte bunlar ideal degildir. Caligma-
mizda, Sibbing ve ark.nin ¢aligmasina benzer sekilde
caligma grubumuzu bes esit gruba ayirdik ve en iist
degeri olan grubu direngli kabul ettik.[!

Cahsmanin kisithhiklar:

Calismamizin kisithliklarindan biri klopidogrel te-
davisine baglamadan 6nce, hastalarin baslangi¢ trom-
bosit kiimelenme degerlerinin 6l¢iilmemis olmasidir.
Ancak, besinci giinde bakilan kiimelenme degerleri
elde edilene kadar hastalara ayn1 dozda klopidogrel
verilmesi ve besinci glinde tiim hastalarin kiimelenme
degerlerine bakilmasi, bu kisitlamay1 bir olgiide as-
mamiza yardimci oldu. Ayrica, ¢alismamizda aspirin
direnci ol¢iilmedi. Bir diger kisitlilik, calismamizda
klinik sonlanim noktalarmin gergeklesmemis olma-
sidir. Calismanin yapildig: slire boyunca sadece iki
hastaya GP IIb/Illa reseptor inhibitorii verildi. Bu ne-
denle GP IIb/Illa reseptor inhibitorii kullanimu ile il-
gili analiz yapilamadi. Uzun donem takipte hasta gru-
bumuzda sadece bir hastada stent trombozu meydana
geldi, 6lim ve miyokart enfarktiisii ise gozlenmedi.
Son olarak calismaya alinan hasta gruplar1 arasinda
heterojen bir sekilde hem kararli KAH hem de AKS’li
hastalarin olmasi ve bunlarin sayilarinin gorece ola-
rak az olmasi ¢alismanin sonuglarini etkileyebilir.
Benzer sekilde klopidogrel direnci olan hasta sayi-
smin az olmasi da sonuglarimizin genellestirilmesini
etkileyebilir.

Insan trombosit antijeni-1 gen polimorfizminin
KAH olan bireylerde dagilimi normal bireylerden
farkl1 degildir. impedans agregometre ile degerlendi-
rilen trombosit kiimelenmesi ve klopidogrel direnci
ile ITA-1 gen polimorfizmi iliskili degildir.

Yazar(lar) ya da yazi ile ilgili bildirilen herhangi bir
ilgi cakigsmasi (conflict of interest) yoktur.
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