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OZET

Aspirin (asetilsalisilik asit), aterotrombotik kardiyovaskuler olaylarin
onlenmesinde kullanilan gugli bir antiagregandir. Ancak aspirinin
antiagregan etkinligi tim hastalarda ayni diuzeyde goérilmemekte ve bazi
hastalar aspirinden yararlanamamaktadir. Bu hastalar klinik olarak aspirin
direnci olan hastalar veya aspirine yanitsiz hastalar olarak adlandiriimaktadir.
Aspirin direncinin olusum mekanizmalari henlz tam olarak aydinlatilamamis
olup bu konuda ¢ok sayida arastirma yurutulmektedir. Oksidatif stres 6zellikle
son ylllarda ileri surllen olasi mekanizmalardan birisidir.

Bu tezin amaci; koroner arter hastalarinda aspirin kullaniminin
oksidan ve antioksidan parametrelerde yol actigi degisiklikleri arastirmak ve
aspirin direnci ile oksidatif stres arasindaki iligkiyi incelemektir.

Calismaya, koroner arter hastaligi olan total 100 hasta (35 kadin, 65
erkek; ortalama yas 67+10) ile 45 gonulli kontrol (16 kadin, 29 erkek;
ortalama yas 63%9) alindi. Trombosit fonksiyonu trombosit fonksiyon
analizoért (Multiplate Analyzer) ile degerlendirildi. DUzenli aspirin kullanimina
ragmen agregasyon biriminin (AU*dak) 300 - 706 arasinda bulunmasi
aspirine orta derecede duyarlilik, > 706 bulunmasi ise aspirin direnci olarak
kabul edildi. Hastalarin %7’si (n=7) aspirine direngli, %15’i ise (n=15) aspirine
orta derecede duyarli bulundu.

Serum malondialdehid (MDA) ve vitamin E konsantrasyonlari ylksek
performansli sivi kromatografisi (HPLC) ile belirlenirken, diger oksidan ve
antioksidan parametreler spektrofotometrik olarak olgulda.

Aspirin direnci olan hastalarda serum MDA, protein karbonilleri ve
total sialik asit konsantrasyonlari anlamli olarak artarken, serum antioksidan
etkili vitaminler (vitamin E ve total karoten) ve enzimler (paraoksonaz,
arilesteraz ve katalaz) ise anlamli olarak azaldi. Aspirin direnci ile oksidan
parametreler arasinda gucll pozitif korelasyonlar, antioksidan vitamin ve
enzimlerle ise zayif negatif korelasyonlar bulundu.

Sonug olarak; koroner arter hastalarinda aspirin direnci oksidan ve

antioksidan parametrelerle iliskilidir. Ancak, kardiyovaskuler olaylar igin bir



risk faktort oldugu bilinen oksidatif stres ile aspirin direnci arasindaki iligkiyi
daha iyi agiklamak igin hala daha ileri galigmalarin yapiimasina gereksinim

vardir.

Anahtar kelimeler: Aspirin direnci, koroner arter hastaligi, oksidatif

stres, antioksidanlar.



SUMMARY

The Relationship Between Aspirin Resistance and Oxidative Stress in
Patients with Coronary Artery Disease

Aspirin (acetylsalicylic acid) is a powerful antiplatelet agent used in
prevention of atherothrombotic vascular events. However, antiplatelet effect
of aspirin is not uniform and some patients could not benefit from aspirin.
These patients are clinically called as aspirin resistant or aspirin non-
responders. Mechanisms of aspirin resistance have not been elucidated yet
and a number of research carried out in this issue. Oxidative stress,
especially in recent years is one of the suggested possible mechanisms of
aspirin resistance.

The aim of this thesis was to investigate the changes caused by
aspirin in oxidant and antioxidant parameters and to examine the relationship
between the aspirin resistance and oxidative stress in patients with coronary
artery disease.

A total of 100 patients (35 females, 65 males; mean age 67+10
years) with coronary artery disease and 45 voluntary controls (16 females, 29
males; mean age 6319 years) were enrolled in the study. Platelet function
was evaluated by a Multiple Platelet Function Analyzer (Multiplate Analyzer).
Moderate sensitivity to aspirin was defined as a 300 - 706 AU*min
(agregation unite), and aspirin resistance was defined as a > 706 AU*min
despite regular aspirin therapy. 7 %of patients were aspirin resistant and 15
%of patients were moderately sensitive to aspirin by Multiplate Analyzer.

While serum malondialdehyde (MDA) and vitamin E concentrations
were determined by the high-performance liquid chromatography (HPLC),
other oxidant and antioxidant parameters  were measured
spectrophotometrically.

While serum MDA, protein carbonyls and total sialic acid

concentrations were significantly increased, serum antioxidant vitamins



(vitamin E and total carotene) and enzymes (paraoxonase, arylesterase and
catalase) were significantly decreased in patients with aspirin resistance. We
found strong positive correlations between aspirin resistance and oxidant
parameters and weak negative correlations between aspirin resistance and
antioxidant vitamins and enzymes.

In conclusion; aspirin resistance is related to oxidant and antioxidant
parameters in patients with coronary artery disease. However, there is still
need for further studies to better elucidate the relationship between aspirin
resistance and oxidative stress, which is now known to be a risk factor for

cardiovascular events.

Key words: Aspirin resistance, coronary artery disease, oxidative

stress, antioxidants.



GiRiS

1. Koroner Arter Hastaligi

Koroner arter hastaligi, koroner arter duvarinda baslayip damar
[Umeninin  tikanmasiyla sonuglanabilen aterosklerotik bir hastaliktir.
Ateroskleroz ise degisik oranlarda lipid, fibroblast, makrofaj ve diz kas
hlcreleri ile gesitli hlicre disi maddeler igeren intimal plaklarin neden oldugu
ilerleyici arteryel darlik ve tikanmalar ile arterlerin esneklik ve antitrombotik
Ozelliklerinin bozulmasi olarak tanimlanmaktadir. Ateroskleroz, elastik arterler
(aorta, karotis ve iliyak arterler) ile orta ve kuguk boy muskuler arterlerin
(koroner ve popliteal arterler) bir hastahgidir (1).

GUnumuzde aterosklerozu agiklamaya yonelik olarak ileri surllen
hipotezler icinde en gegerli olani “endotel hasarina karsi yanit” hipotezidir. Bu
hipoteze gore, c¢esitli metabolik, mekanik, toksik ve immunolojik olaylar ile
infeksiyonlar endotel disfonksiyonuna neden olmaktadir (2, 3).

Bilinen risk faktérlerinin hemen hepsi [hipertansiyon, hiperlipidemi,
diyabet, sigara, okside LDL (low density lipoprotein) vs.] endotelde islevsel
bozukluga yol agcmakla birlikte santral rolt, LDL'nin oksidatif modifikasyonu
oynamaktadir. Buna go6re aterogenez; LDL’deki lipidlerin oksidatif
modifikasyonu ile baslar ve endotel disfonksiyonu, trombositlerin asiri
aktivasyonu ve agregasyonu, koépuk hicresi olusumu, inflamasyon ve
trombozisin i¢ ice oldugu olaylar dizisinin birbirini izlemesi ile gelisir (4).

Aterosklerozun gelisim surecinde yer alan temel olaylar su sekilde
Ozetlenebilir (5, 6);

1. Endotel disfonksiyonu:

Aterosklerozun patogenezindeki ilk temel basamagi endotel
disfonksiyonu olusturmaktadir. Normal endotel tabakasinin kan-doku
permeabilitesini saglamak, damar tonusunu kontrol etmek, hemostaz ve
inflamasyona gore damar yuzeyinin 6zelliklerini dizenlemek gibi aterogenezi

engelleyen bazi &zellikleri vardir. Disfonksiyonun gelismesi endotel



tabakasinin kan ile damar duvari arasinda bariyer olma 0zelligini, segcici
gegirgenligini ve antitrombotik yapisini bozar ve bunun sonucunda gelisen
inflamatuar ve proliferatif olaylar dizisi aterosklerotik plagin olugsmasina
neden olur. Endotel disfonksiyonuna yol acan nedenler arasinda en
onemlilerini yas, cinsiyet, ailede koroner arter hastaligi dykustunun bulunmasi,
hipertansiyon, sigara kullanimi, diyabetes mellitus, dislipidemi ve obezite gibi
cesitli risk faktorleri olusturmaktadir.

2. LDL oksidasyonu:

Plazma LDL duzeyleri arttiginda yuksek miktarlarda LDL damar
endotelinden intimaya gecerek agregasyon ve oksidasyon gibi bir seri
modifikasyona ugrar. Bu modifikasyonlar ile LDL’nin yapisindaki
apolipoprotein (apo) E molekull ¢ok az degisiklige ugradigindan baslangigta
olusan bu lipoprotein partikiline c¢ok az degistiriimis LDL (“minimally
modified” LDL, mmLDL) adi verilir.

LDL oksidasyonu, LDL fosfolipidlerindeki poliansatire yag asitlerinin
peroksidasyonu ile baslamaktadir. LDL molekull lipooksijenaz, reaktif oksijen
turleri ve malondialdehitin (MDA) etkisiyle tekrar okside olarak yapisindaki
lesitinden lizolesitin olusmakta ve LDL partikilindeki apo B proteini,
“ scavenger ”(¢Opgu) reseptorler tarafindan taninacak sekle déntismektedir.

Ayrica apo B’deki lizin kalintilarinin konjugasyonuyla oksidasyona
0zgu lipid—protein kalintilari olugsmaktadir.

Okside LDL partikUlleri igerdikleri lipid peroksidasyon urtnleri nedeni
ile sitotoksiktirler. Okside LDL sitotoksik etkilerini endotel hicre
fonksiyonlarini degistirerek ve endotel hasarina neden olarak géstermektedir.

Okside LDL’nin aterogenezdeki etkileri sdyle 6zetlenebilir:

o Endotel ve duz kas hlcreleri Gzerinde sitotoksik etki gosterir.

o Dolasimdaki monositler icin kemotaktik etki yapar.

o Endotel adezyon molekullerinin Gretimini uyararak monosit ve T
lenfositlerin damar duvarina adezyonunu sadlar.

o Plak igindeki makrofajlarin motilitesini inhibe ederek, lezyondaki
makrofaj sayisinin artmasina yardimci olur.

o Bazi blylume faktoérlerinin ve sitokinlerin salgilanmasini saglar.



o Antikor olusumuna yol agarak immin ve inflamatuar
degisikliklere neden olur.

3. Kopiik hiicre olusumu:

Malondialdehit, LDL’nin yapisinda bulunan apo B molekulindeki lizin
aminoasidinin  yapisini  degistirerek LDL’nin, makrofajlardaki ¢Opgu
reseptorlerce daha kolay taninmasini saglar. Boylece makrofajlar, okside
LDL partikullerini fagosite eder ve yapisindaki kolesterol esterlerini depolar.
Hucrenin kolesterol ile yuklenmesi, ¢opglu reseptor sayisinda bir “down”
regulasyona neden olmadigindan, bu depolanma surekli devam eder ve
kopuk hucreleri (foam cell) olugur. Olusan bu kdpuk hucreleri endotel altinda
birikerek yagl cgizgilenmeleri olugturur.

4. Lipid cekirdegi olusumu:

Lezyon ilerledikge hiucre disinda da lipid birikmeye baslar. Biriken bu
lipidin olasi iki kaynagi vardir; dolagsimdaki LDL’nin dogrudan dogruya intima
tabakasindaki proteoglikanlara baglanmasi ya da kdpuUk hucrelerinin yikimi
sonucunda depolanmis kolesterol esterlerinin agiga c¢ikmasi. Hicre disi
lipidin ¢ogunlugunun bu ikinci yoldan kaynaklandigi kabul edilmektedir.
Makrofajlarin aterosklerotik plaklarda biriktikleri ve dolagsimdaki monositlerin
de surekli olarak plak igine girdikleri bilinmektedir.

Sonugta olusan lipid ¢ekirdek, intima tabakasinin bag dokusu yapisi
icinde kolesterol ve hucre yikim urunleri ile dolu bogluklardir. Bu asamada
lipid ¢ekirdegin Gzerinde henlz fibrotik bir tabaka yoktur.

5. Fibroz baslik olusumu:

Olgunlagsmis aterom plaginda lipid ¢ekirdegin Uzeri fibréz bir bagslikla
ortaluddr. Fibroz baghk duz kas hucreleri ve bag dokusundan olugur.
Lezyonun yas! ilerledikge duz kas hucrelerinin sayisi artar. DUz kas
hlcrelerinin mediadan gog¢u ve proliferasyonu, PDGF (platelet derived growth
factor) ve FGF (fibroblast growth factor) gibi blyime faktérlerinin uyarisi ile
gerceklesir. Ayni faktorler, bu hlcrelerin bag dokusu proteinlerini
sentezlemesini de uyarir. Fibroz baglik dinamik bir yapiya sahiptir. Bir yandan
diz kas hucreleri tarafindan kollajen sentezlenirken, diger yandan da
proteazlar tarafindan sirekli olarak bag dokusu yikilmaktadir.



Bu yapim ve yikim ¢ok sayida sitokin tarafindan kontrol edilen bir
denge iginde olusmaktadir.

Lipid cekirdek ve etrafindaki fibroz basliktan olusan bu ilerlemis
lezyona “fibroaterom” adi verilmektedir. Fibroz bashgin kalinlik derecesi
fibroaterom plaginin  komplikasyon gelisimine yatkinlik derecesini de
belirlemektedir. Fibroz basligin ince olmasi kolayca yirtiimasina ve bu
bdlgede trombositlerin aktive olarak kimelesmesine, trombin olusumuna ve
sonrasinda anstabil angina veya miyokard infarktisu gibi komplikasyonlarin
gelisimine yol acgar.

Epidemiyoloji

2007/08 yilinda yayinlanan TEKHARF (7) (Turk Erigkinlerinde Kalp
Hastaligi ve Risk Faktorleri) calismasinin 1990 - 2008 yillarini kapsayan
izlem sonuglarina gore, ulkemizde koroner kalp hastaligi  prevalansi
erkeklerde 13.9, kadinlarda ise 12.1 olarak bildirilmistir. Bu verilerin yas
gruplarina gore dagilimi ise su sekildedir; 35 — 44 yas: erkek 3.9, kadin 0.6;
45-54 yas: erkek 7.7, kadin 4.6; 55-64 yas: erkek 17.7, kadin 16.1; 65-74
yas: erkek 26.9, kadin 28; = 75 yas: erkek 29.5, kadin 26.2. S6z konusu
prevalanslar 1990 yilindakilere kiyasla 50 yas Ustl kesimde %80 oraninda
artmistir. Koroner kalp hastaligi, halkimizda 1990 yilindan beri yilda %6.4
hizinda -diger bir ifadeyle yilda 200 bin kigi- bir artis géstermektedir. 1990 -
2008 yillarini kapsayan dénemdeki olumlerin %42’sinin de koroner kalp
hastaligi sonucu oldugu bildirilmistir.

TEKHARF c¢alismasinin son takipleri, Turk erigkinlerinde hem
koroner kalp hastaliyi mortalitesi, hem de yeni koroner olay prevalanslarinin
cevre Ulkedekilerden her iki cinsiyette de daha yuksek oldugunu gostermis ve
Ulkemizde koroner hastaliktan koruyucu onlemleri ¢cok daha etkinlestirmenin
gerektigini vurgulamistir. Ayrica, eriskin nifusun 6nemli bir bélimuindn bu
hastaliktan aktif yaslarda, yani orta yas ve erken yasllik dénemlerinde
etkilenmesi olayin ekonomik boyutunu da arttirmaktadir. Koroner kalp
hastaliginin ig guclu kaybi, tedavi giderleri ve yasam kalitesi bakimindan

topluma maliyeti ¢cok yuksektir. Bu agidan, koroner kalp hastaligi riskini



azaltmak icin hem primer hem de sekonder koruma her hastada
uygulanmalidir.

Primer koruma, genellikle koroner arter hastaliyi olmayan kisilerde
koroner kalp hastaliginin gelisimini dnlemek igin risk faktorlerinin tedavisi
anlamina gelir. Sekonder koruma ise koroner kalp hastaligi bulunanlarda
rekirren koroner kalp hastaligi olaylarini ve koroner mortaliteyi azaltici
tedavileri icerir. Sekonder koruma stratejilerinin amaci, hem risk faktorlerinin
kontroli hem de koroner arterleri plak ruptiriinden direkt olarak korumadir
(8).

Sekonder korumada antiagregan tedavinin 6énemli bir yeri vardir.
Tirk Kardiyoloji Dernegi’nin  “Akut Miyokard infarktisti (AMi) Tedavi
Kilavuzu” na gére; AMi seyrinde erken olarak verilen asetilsalisilik asidin
(aspirin, ASA) mortaliteyi tek basina %23’e varan bir oranda azalttidi, ayrica
trombolitik tedavi ile birlikte verildiginde bu oranin %40Q’lara kadar c¢iktigi
gosterilmistir. Bu nedenle, eger kesin bir kontrendikasyon yoksa, trombolitik
ilaglar verilecek olsun veya olmasin, hastalara hemen aspirin verilmelidir.

Tark Kardiyoloji Derneg@i’nin “Koroner Arter Hastaligina Yaklasim ve
Tedavi Kilavuzu” na gore ise; dusuk doz aspirinin tim nedenlere bagh
mortaliteyi ve koroner olay sikligini azaltma yonundeki yarari kanitlanmistir.
Bu nedenle, bu ucuz ve etkili ilag kanitlanmig bir kontrendikasyon olmadikca
tim hastalarda uzun sureli tedavinin bir parcasi olmak durumundadir.
Warfarin, heparin, tiklopidin ve diger yeni antitrombotik ilaglarin uzun vadeli
yararlari konusunda ise elde yeterince kanit yoktur.

Avrupa Kardiyoloji Derne@i’'nin (European Society of Cardiology),
aterosklerotik kardiyovaskuler hastaligi olan hastalarda “Antitrombosit
Maddelerin Kullanimi” ile ilgili ¢alisma grubunun 2004 yilinda yayinladigi
kilavuza gore; anti-trombosit profilaksinin olumlu yarar profili sergiledigi tim
klinik durumlarda, glinde bir kez aspirin kullaniimasi 6nerilmektedir. Mevcut
kanitlar, yuksek risk tasiyan hastalarda, ciddi vaskuler olaylarin uzun
donemde Onlenmesi amaciyla, 75-100 mg arasindaki gunluk aspirin
dozlarinin kullanimini desteklemektedir. Hemen antitrombotik etkinin gerekli

oldugu Klinik kosullarda ise (akut koroner sendromlarda veya akut iskemik



inmede oldugu gibi), tromboksan A, ’‘ye (TXAz;) bagimli trombosit
agregasyonunu hizla ve tamamen bloke etmeyi saglamak amaciyla, tani

konuldugunda 160-300 mg’lik bir aspirin yukleme dozu verilmelidir.

2. Trombositler ve Fonksiyonlari

Trombositler kemik iligindeki megakaryositlerden kaynaklanan,
dolagimdaki dmurleri yaklasik 10 gun olan ve pihti olusumundan sorumlu
olan kuguk ve cekirdeksiz hucrelerdir. Trombositler, arteryel trombozun
baslangigtaki hemostatik tika¢ olusumundan, yara iyilesmesi igin gerekli olan
I6kosit toplanmasina kadar her asamasinda yer alirlar (9). Trombositlerin ana
gorevi hemostazla birlikte damar tamirini saglamaktir. Ayrica tromboz,
kanama, inflamasyon, tUmor blUylumesi ve aterosklerozun ilerlemesi gibi
patofizyolojik olaylarda da rol oynarlar (10).

Trombosit aktivasyonu ve agregasyonu

Normal kosullar altinda trombositler istirahat halindedirler ve kanda
serbestce dolasirlar. Normal fonksiyon goren endotel hicreleri salgiladiklar
bazi antiagregan molekdller ile (prostaglandin I, nitrik oksit ve CD39)
tromboz homeostazinda non-trombojenik bir durum saglarlar. Damar duvari
hasarina bagli endotel zedelenmesi sonucunda ise trombositler
subendotelyal bag dokusu ile temas eder ve aktif hale gelirler. Aktif hale
gelen trombositler sekil degistirerek disk seklinden dendritik uzantilari olan
kiremsi bir sekle girerler ve yapilarindaki sekretuar grantllerde bulunan
proagregan molekilleri salgilayarak trombosit aktivasyonunu hizlandirip
hasar bolgesinde pihti olusumuna yol acarlar (11).

Trombosit pihtisinin olusumunu baglatan olay kollajen ile bolgesel
trombinin karsilagmasidir. Damar hasarini izleyen ilk saniyeler iginde
trombositler kollajen reseptorleri araciligi ile endotel altinda bulunan kollajen
fibrillerine yapisirlar. Kollajen guclu bir trombosit agonistidir. Bazi insanlarda
kollajenin etkilerine asiri duyarli trombositler olugsmaktadir ve bu 0zellik
aspirinin antitrombosit 6zelligini baskilamaktadir. Trombositlerin kollajen ile

olan bu baglantisi, yapiskan 6zellikte bir protein olan ve endotel hucreleri ile



megakaryositlerden sentezlenebilen von Willebrand faktortu (VWF) ile saglam
hale getirilir. VWF, trombosit yuzeyindeki glikoprotein Ib (GPIb) reseptorleri
ile birleserek trombositleri subendotelyal molekullere baglar ve vaskuler
hasar bolgesinde bir trombosit tabakasinin olusmasina yol acar (12).

Trombositlerin endotele adezyonu sonrasinda trombositler aktive
olarak granullerinde depolanan adenozin difosfat (ADP), faktor Va,
trombospondin, VWEF, fibronektin, fibrinojen, heparinaz ve TXA; gibi
maddeleri salgilarlar.

Aktiflesen trombositlerden salinan bu maddeler diger trombositlerin
de vaskuler hasar bolgesine gelmesine ve trombosit tikacl olusumuna neden
olurlar (13) (Sekil-1).

Bu salinim reaksiyonu fosfatidil inozitol donglsu ve prostaglandin
olusumu ile birlikte gergeklesir. Trombosit membraninda yer alan iki enzim
olan fosfolipaz C ve fosfolipaz A,, trombositlere baglanan agonistlerle
(adrenalin, kollajen, trombin) aktive olur. Bu enzimler arasidonik asitten iki
onemli membran fosfolipidinin salinmasini katalize ederler. Bunlar
fosfotidilinozitol ve fosfatidilkolindir. Fosfolipaz C’nin fosfatidilinozitole etkisi
sonucu olusan inozitol trifosfat hiicre igcinde kalsiyum yogunlugunu artirir.
Prostaglandin metabolizmasi ile ilgili olarak, arasidonik asitten siklooksijenaz
(COX) enzimi etkisiyle TXA; olusur. TXA, glclu bir vazokonstriktordur ve

yogun graniillerden Ca*"

yi harekete gegirerek salinim reaksiyonunu stimule
eder. Mikrofibrillerin kasilmasi ile pihti retraksiyonu saglanir ve trombosit
tikaci saglam hale gelir. Trombosit agonistlerinin agiga c¢ikmasi ile yeni
trombositler aktive olur ve trombosit pihtisi genigler (14).

Trombositlerin bizzat kendileri yuzeylerinde guglu prokoagulan
aktiviteler olusturarak tikacin pekismesine katkida bulunurlar. Trombosit
agregasyonunu izleyen saniyeler iginde membran fosfolipidlerinde yeniden
orgutlenme baslar. Normalde trombosit membraninin i¢ lipid tabakasinda yer
alan, hidrofobik ve negatif yukli olan fosfatidil serin ve fosfatidil kolin dis
tabakaya cikarlar. Ozellikle K vitaminine bagimli olan bir dizi pihtilagsma
faktori bu fosfolipidlere baglanir. Fibrinojen, faktor V, VIII ve IX gibi diger

pihtilagsma faktorleri de reseptorleri araciligiyla trombositlere baglanir.



Trombositlerin yuzeyinde  toplanmig pithtilasma  faktorleri
trombositlerin birbirleriyle etkilesmelerini kolaylastirir. Ayrica bir arada toplu
bulunan bu pihtilagsma faktorleri dogal inhibitor olan antitrombin 11l ve protein
C’nin etkisinden de korunmus olurlar (9).

Trombosit aktivasyonunu ve pihti olusumunu Onlemeye yonelik
olarak Kklinikte kullanilan bir ¢ok antitrombosit etkili ila¢ bulunmaktadir.
Antitrombosit etkili bu ilaglar arasinda asetilsalisilik asit, klopidogrel ve
tiklopidin, tromboksan sentaz inhibitorleri ve reseptor blokerleri (Dipiridamol)
ile trombosit glikoprotein llb/llla reseptdr blokerleri (Absiksimab, Eptifibatide)
sayllabilir. Bunlarin icinde en fazla arastirma yapilan ve kullanilan
asetilsalisilik asittir (ASA) (15).

Flatelet agonistler

THAZ ADPF Trombin
Epinefrin
v 4 ¢ g

platelet

/ degranilasyon ve
platelet toplanmasi

Kallajen

Fibrinojen
capraz-badlan

Sekil-1: Trombosit agregasyon semasi.

3. Aspirin

Aspirinin gec¢misi salisilat iceren bitkilerin kullanildigi donemlere
kadar gitmektedir. Maclagan isimli arastirmaci 1874 yilinda akgasogut
yapragindan elde edilen salisini ates, agri ve romatizmal atesin

inflamasyonunu baskilamak igin kullanmistir. Felix Hoffman ise 1897 yilinda



salisilik asitin benzen halkasi Uzerindeki hidroksil grubunu asetilleyerek asetil
salisilik asiti (ASA) olusturmus ve bu yeni ilaca aspirin adi verilmistir (16).

3.1. Aspirinin Etki Mekanizmasi

Hucre membraninda bulunan fosfolipidlerin cesitli uyaranlar ile aktive
olan fosfolipazlarca yikimi sonucunda arasidonik asid olugsmaktadir.
Aragidonik asidden ise prostaglandin H, sentaz enzimi ile prostaglandin H-
(PGHy) ardindan da prostasiklin (PGIl,), TXA, ve prostaglandin E; (PGEy)
sentezlenmektedir.  Trombositler  tarafindan  sentezlenen  TXA2'nin
vasokonstriksiyon, duz kas hucrelerinde proliferasyon ve trombosit
agregasyonunu arttirici etkileri vardir. Prostasiklinler ise damar geperindeki
endotelyal hucreler tarafindan dretilirler ve vazodilatasyon ile trombosit
agregasyonunun inhibisyonundan sorumludurlar (17) (Sekil-2).

Prostaglandin H,; sentaz enzimi COX ve hidroperoksidaz
aktivitelerini iceren bir enzimdir. COX enziminin COX-1 ve COX-2 seklinde 2
izoenzimi bulunmaktadir. Trombositlerde 6zellikle COX-1 enzimi bulunur.
COX-2 enzimi ise monositlerde, makrofajlarda ve yeni olusan trombositlerde
bulunur ve 6zellikle inflamasyon ve hicre buylumesinin regulasyonunda rol
oynar. Aspirin, COX-1 enziminin 529. pozisyonu ile COX-2 enziminin 516.
pozisyonundaki serin aminoasidini geri donusimsuz bicimde asetilleyerek
etki gostermektedir. Aspirinin COX-1 enzimine olan ilgisinin COX-2’ye gore
50-100 kat daha fazla oldugu ve antitrombosit etkilerinden 6zellikle COX-1
inhibisyonunun sorumlu oldugu bildirilmistir. Aspirinin COX enzim inhibisyonu
tombositlerin ortalama 8-10 glin olan tim yasam sureci boyunca devam
etmektedir. COX izoenzimlerinin inhibisyonu aspirinin dozu ile iligkilidir.
Duslk doz aspirin COX-1’i inhibe edebilirken, COX-2'nin inhibisyonu igin ise
yuksek dozlar gerekmektedir. Bu durum antitrombotik etki (COX-1 enzimiyle)
ve anti-inflamatuvar etki (COX-2 enzimiyle) elde etmek igin aspirinin neden

farkh dozlarda kullanildigini agiklar (18).
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Sekil-2: Arasidonik asit metabolizmasi ve aspirinin etki mekanizmasi.

3.2. Aspirin Direnci
Tanim

Aspirinin antiagregan etkinligi

tum hastalarda ayni dizeyde

gorulmemekte ve bazi hastalar aspirinden yararlanamamaktadir. Bu hastalar

klinik olarak aspirin direnci olan hastalar veya aspirine yanitsiz hastalar

olarak adlandirilmaktadir. Aspirin direnci klinik ve laboratuvar yontemleri ile

tanimlanabilmektedir. Klinik olarak aspirin direnci; aspirinin terapotik dozlarda
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kullanimina ragmen trombotik ve embolik vaskuler olaylarin gergceklesmesi
olarak tanimlanmaktadir. Laboratuvar yontemleri ile ise olagan antiagregan
dozlarda aspirin kullanimina ragmen TXA; olusumunun baskilanmasinda
yetersizlik veya trombosit fonksiyonlarina yonelik testlerde, vyeterli
antitrombosit etkinligin gosterilememesi olarak tanimlanmistir (19, 20).

Aspirin direnci olan hastalarda major kardiyovaskuler olay riskinde
artis olabilecegine dair kanitlar ginden gune artmaktadir. Aspirin direnci olan
bireylerin belirlenmesi, aspirin direncine bagh olarak artan kardiyovaskuler
olay riskinin azaltiimasi ve antiagregan tedavinin etkinliginin arttirlmasina
yonelik klinik calismalar surmektedir (21).

Aspirin Direncinin Laboratuvar Yontemleri ile Belirlenmesi

Cesitli kardiyovaskuler hastaliklari olan bireylerde aspirinin trombosit
fonksiyonlarini baskilayici etkinliginin dlgulmesi amaci ile ¢ok sayida yontem
ve cihaz geligtiriimigtir. GUnimizde bu ydontem ve cihazlar ile yapilan
Olcimler sonucunda aspirin direnci belirlenebilmektedir. Literatlrde, degisik
kardiyovaskuler hastalari igeren gruplarda farkli yontemlerle %5.5-45
oraninda aspirin direnci prevalansi bildirilmistir (21, 22).

Kanama zamani, aktive pihtilagsma zamani, tam kan agregometrisi,
trombosit sayim orani, akim sitometrisi, optik agregometri, PFA-100, Ultegra
hizli trombosit islev inceleyicisi (Ultegra Rapid Platelet Function Assay-
RPFA), plazma veya idrar tromboksan B2 dlzeyi ve trombosit ylzey
proteinlerinin  dlgima gibi yontem ve cihazlar trombosit fonksiyonlarini
degerlendirmede kullaniimaktadir (24, 25).

impedans agregometri: Trombosit fonksiyonlarinin tam kanda
impedans yontemi ile degerlendirildigi bir sistemdir. Bu sistemde, trombositler
bir agonist yoluyla agrege olduklari zaman iki elektrot arasinda olusan
elektriksel impedansdaki degisiklik 6lctimektedir. impedans agregometri
yontemi trombositlerin dinlenme asamasinda trombojenik olmamasi, fakat
arasidonik asid, ADP, epinefrin veya kollajenle aktive olduklarinda
yuzeylerinde damar ¢eperleri ve yapay yuzeylere tutunmalarini saglayan

reseptorler ortaya ¢ikarmalari prensibine dayanir.

11



Biz de bu tez calismasinda aspirin direnci Olgumlerini impedans
agregometri prensibine gore c¢alisan “multiple platelet fonksiyon
analizori’nde” (Multiplate) yaptik. “Multiplate” cihazi ve ¢alisma prensipleri ile
ilgili ayrintili bilgi “Gereg¢ ve Yontem” bolumuinde verilmigtir.

Optik agregometri: Klinik arastirmalarda trombosit fonksiyonlarini
incelemede kullanilan ve trombositten zengin plazma o6rneklerinin
agregasyonu uyaricl maddelere maruz birakildiktan sonra kan oOrneginin
spektrofotometri ile  de@erlendirildigi  bir yontemdir. Trombositlerin
agregasyonu ile kan o&rneginin optik dansitesinde olusan degisimin
saptanmasina dayanan bu yontemde, agregasyon uyaricilari olarak ADP,
epinefrin ve arasidonik asid kullaniimaktadir.

Aspirin kullanimi trombositlerin agregasyonunda azalma ve anormal
test sonucuna neden olmaktadir. Aspirin direnci olan olgularda ise aspirine
ragmen 10 yM ADP ile = %70 ve 0.5 mg/ml arasidonik asid ile = %20’lik
ortalama trombosit agregasyonu gerceklesmektedir. Optik agregometri
yontemi; kan o&rneklerinin hazirlanmasinda guglukler igcermesi, tetkik
prosedirld bakimindan yuksek oranda testi yapan kisiye bagimli olusu ve
zaman alici bir islem olusu nedeni ile gunltk pratikte zorlukla uygulanabilen
bir yontemdir. Total standart sapma %3.6 - 7.7 arasinda bildirilmigtir.

PFA-100: PFA-100 in vitro kosullarda primer hemostazi taklit eden
bir sistemdir. Cihaz, sodyum sitrat ile antikoaglle edilen 800 pL tam kan
ornegini 147 um capinda bir agikliktan, kollajen ve diger trombosit aktive
ediciler ile kapli bir membranin icine dogru aspire eder. Trombositler
membran ile etkilesime girerler ve bu olay acikhdin tam kapanmasi ile
sonuglanir. PFA-100, testin baslangicindan bu acikhgin trombosit tikag ile
kapanmasi arasinda geg¢en zamani Olger. Kapanma zamani olarak ifade
edilen bu sulre in vitro trombosit fonksiyonlarini gésterir. Cihaz iki farkl tipte
kartus kullanabilmektedir; kollajen ve/veya epinefrin (Col/Epi) ile kollajen
ve/veya ADP (Col/ADP). Aspirin kullanimi genellikle Col/Epi kartuslari ile
yapilan élgumleri etkilemektedir. Col/ADP kartuslari ise aspirin etkisi diginda
olusan trombosit fonksiyon bozukluklarinin incelenmesinde
kullanilabilmektedir (von Willebrand hastaligi vb.). PFA-100 icin Col/Epi
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kartuslariyla normal referans araligi 98-185 saniye, Col/ADP kartuslari ile de
81-113 saniye olarak kabul edilmektedir. Aspirin direnci, duzenli aspirin
kullanimina ragmen Col/Epi kartuglari ile yapilan oOlgimlerde kapanma
zamaninin 186 saniyenin altinda olusu olarak tanimlanmaktadir. Dogrulama
caligmalari PFA-100 cihazinin Col/ADP ve Col/Epi kartuglari ile yapilan
Olcimlerinin gun ici ve gunden gine degisim oraninin sirasiyla %15 ve
%10’dan az oldugunu ve tekrarlanan dlgimler arasinda klinik olarak anlaml
fark bulunmadigini gostermektedir.

Ultegra RPFA: Trombosit fonksiyonlarinin incelenmesinde kullanilan
hizli, basit ve dogru sonug veren turbidimetrik bir ydntemdir. Cihaz, reaksiyon
odaciklarinda trombin aktive edici peptid icermekte olup, fibrinojen kapli
yuvalarina tam kanin vyerlestiriimesi ile trombosit agregasyonu
gerceklesmekte ve ornegin optik dansitesinde olusan fark olgulmektedir.
Olglimler testi yapan kisiye bagimli olmayip hastanin kullandigi diger ilaclar,
hematolojik parametreler ve demografik bulgulardan etkilenmemektedir .

Plazma veya idrar tromboksan B2 diizeyinin belirlenmesi: 11-
Dehidrotromboksan B2 (11-DTB2) TXA2'nin stabil bir metaboliti olup plazma
veya idrar duzeyleri olgllerek in vivo trombosit etkinliginin bir gdstergesi
olarak kullanilabilmektedir.

Aspirin Direncinin Olasi Nedenleri

GUnumuzde aspirin direncinin mekanizmasi halen tam olarak
bilinmemektedir. Trombosit fonksiyonlarini etkileyen cesitli klinik, biyolojik ve
genetik faktorlerin rol oynadigi ileri surtlmektedir (18, 19, 27).

l. Genetik Polimorfizmler

1. COX-1 enzimi gen polimorfizmi: COX-1 enziminin 529.
pozisyonunda yer alan serin amino asidinin asetillenmesi ile COX-1 enzimi
geri déntsuimsuz olarak inhibe olmaktadir. Ancak Ser529’u etkileyen COX-1
gen polimorfizmi olan olgularda, COX-1 enzimi %86’ya varan oranlarda
inhibe edilememektedir. Bu genetik polimorfizmin aspirin direncine neden

olabilecegi dusunulmektedir (28).
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2. Glikoprotein (GP) Illa gen polimorfizmi: Fibrinojen ve von
Willebrand faktord igin  bir membran reseptori olan ve trombosit
agregasyonunda 6nemli rol oynayan GP llb/llla geninde polimorfizm sonucu
P1A2 alleli olan kisilerde ve yakinlarinda akut koroner sendrom, prematur
ateroskleroz ve aspirine daha az yanit alinmasi gézlemlenmigtir (29).

Dusuk doz aspirin tedavisi altindaki hastalarda GPllla, GPla/lla ve
GPIba gen polimorfizmlerinin aspirin direnci ile olan iligkilerinin incelendigi bir
calismanin sonucunda PIAl, Al alleline sahip bireylerin trombositlerinin
dlguk doz aspirine daha duyarsiz oldugu saptanmistir (30).

3. 807 CI/T (873 G/A) gen polimorfizmi: Integrin ailesine mensup
olan GPla/lla trombosit ylzeyinde bulunan bir kollajen reseptoruadir. Bu
glikoproteinin polimorfizmi kollajene alternatif yanit ile sonuglanmaktadir.
Kollajenin trombositleri aktive eden ajanlardan biri olusu, artmig trombosit
uyarilmasi ve aspirin direnci ile sonuglanabilmektedir. Yapilan bir ¢calismada
bu genin polimorfizminin, miyokard infarktisu riskinde 3 kata varan oranlarda
artisa neden oldugu saptanmigtir (31).

4. Trombosit ylizeyinde adenozin 5-difosfat reseptéor geni
P2Y1’de tek niikleotid polimorfizmi:

Trombosit agregasyonunda rol oynayan bir dizi proteinin genlerindeki
nakleotid polimorfizmini inceleyen bir c¢alismanin sonuglari P2Y1 geni
polimorfizminin aspirin direnci ile istatistiksel olarak anlamli dizeyde iliskili
oldugunu gdstermistir (32).

Il. Ekstrensek nedenler

1. Aspirin tedavisine uyum goéstermeme

2. Tedavi suresinin uzunlugu; aspirinin biyolojik yaniti azalabilir.

3. Yetersiz dozda aspirin kullanimi

4. Sigara kullanimina bagli trombosit agregasyonu artigi: Bazi
arastirmacilar sigaranin gug¢li bir trombosit aktivatorua oldugunu ileri
surmaglerdir. Sigara kullanimina baglh artmis trombosit agregasyonu
kardiyovaskuler hastaliklar i¢cin major bir risk faktdri olarak goérilmektedir
(33).
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Yapilan bir arastirmada da sigara igenlerin idrarinda tromboksan
metabolitlerinin konsantrasyonunun arttigi saptanmistir (34).

l1I. intrensek nedenler

1. Aspirin emiliminin azalmasi veya metabolizmasinin artmasi

2. Asir egzersiz ve mental strese bagll artmig katekolamin salinimi:
Asiri egzersiz ve mental stresin, katekolamin artigina ve aspirin direncine yol
actigi ileri surtlmektedir (35).

Yapilan bir ¢calismada aspirine duyarli olan koroner arter hastalarinin
bir kisminda egzersiz sonrasi aspirin direnci gelistigi saptanmis ve egzersizin
neden oldugu artmig trombosit aktivitesinin aspirin ile onlenemedidi
bildirilmistir (36).

3. Tromboksandan bagimsiz olarak trombosit etkinliginin uyariimasi
(ADP, trombin, serotonin).

4. Akima bagh stres (“shear” stres) nedeni ile artmig trombosit
etkinligi

5. Artmis isoprostan biyosentezi: TXA2 benzeri vazokonstriktor ve
trombosit agregasyonunu arttirici etkileri olan isoprostanlarin Uretiminden
enzimatik olmayan lipid peroksidasyonu sorumlu tutulmaktadir. Prostaglandin
benzeri bilegikler olan isoprostanlar, serbest oksijen radikallerinin non-
enzimatik katalizi ile arasidonik asitten sentezlenmektedirler. Diyabet,
hiperlipidemi, sigara ve koroner arter hastaligi gibi dolagimdaki trombositlerin
arttigi durumlarda, COX’dan bagimsiz olarak bu prostaglandinlerin Gretiminin
arttigl bulunmustur (37, 38).

6. Trombositlerin kollajen, epinefrin veya ADP’ye artmis duyarlihgi.

7. Trombosit ve insan endotel hiicrelerinde COX-2 mRNA’sInin asiri
ekspresyonu: Trombositlerde bulunmayan COX-2 enzimi, sitokinler,
endotoksin, buylume faktorleri ve akim stresi ile uyarimis endotel
hlcrelerince olusturulabilmektedir. COX-2 enzimi, COX-1 enzimine oranla
aspirine 170 kez daha az duyarhdir. Ateroskleroz gibi enflamatuvar
durumlarda damar endotel hucreleri uyarilarak COX-2 ekspresyonu
artabilmektedir. Bu durum artmis TXA; olusumu ve aspirine direngli trombosit

agregasyonu ile sonuglanabilmektedir (39, 40).
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8. Trombosit dongusinde (turnover) artis: Aspirin tedavisinin
surmesine karsin gegirilen bir kanama veya cerrahi girisime yanit olarak
trombosit Uretiminin artmasi  tromboksan sentezinin slirmesine neden
olabilir.  Bunun nedeni yeni olugsan trombositlerde COX-2 enziminin
bulunmasi ve TXA; sentezinin devam etmesidir. Bir diger neden de aspirinin
yari dGmrinun son derece kisa olmasi nedeniyle yeni olusan tombositlerde
COX-1 supresyonunun olmamasidir.

9. Eritrositlerin indukledigi trombosit aktivitesi artiginin yetersiz
inhibisyonu: Trombositlerin eritrositlerle  etkilesiminin aspirin aracilikli
inhibisyonu o6nleyebilecegi ileri surdlmustur. Ortamda eritrositlerin varligi
trombositlerde TXB; sentezinde artis ile serotonin, ADP ve 3-tromboglobulin
saliniminda artisa neden olmaktadir. Eritrositlerin trombosit agregasyonu
Uzerine etkileri aspirin ile baskilanabilmekte, ancak 2-3 haftalik aspirin
tedavisi sonrasinda eritrositler trombositlerin reaktivitesini tekrar etkilemeye
baslamaktadir (41).

10. Nonsteroid antienflamatuar ila¢g kullanimi ve bunlarin aspirin ile
etkilesimi: ibuprofen, indometasin ve naproksen gibi steroidal olmayan bazi
antienflamatuar ilaclarin aspirinin COX-1 enziminin aktif bélgesindeki serin
kalintisina baglanmasini engelledigi bildirilmistir (27).

11. Oksidatif stres: Son yillarda aspirin direnci ile ilgili olarak yapilan
calismalarin bir kismi oksidatif stresle ilgilidir. Ozellikle koroner arter hastaligi
gelisiminde énemli rol oynadi§i ileri surtlen oksidatif stresin aspirin direnciyle
de iligkili olabilecegi ileri suUrUlmektedir. Ancak oksidatif stres ile aspirin

iliskisini inceleyen arastirma sayisi yetersizdir (37, 38).

4. Oksidatif Stres

Oksidatif stres; genel olarak oksidan ve antioksidanlar arasindaki
dengenin oksidanlar lehine bozuldugu patolojik bir tablodur. Oksidatif stres ve
buna bagh biyolojik etkilerin birgok hastalikla iligkisi oldugu gosterilmistir.
Bunlar arasinda kalp damar hastaliklari, diyabet, kronik renal yetmezlik, bazi

kanser tlrleri, néro-dejeneratif hastaliklar, katarakt, respiratuar distres
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sendromu, romatoid artrit gibi bazi otoimmun hastaliklar ve enfeksiyon
hastaliklari bulunmaktadir (42, 43).

Canli organizmadaki oksidatif degisikliklerden sorumlu olan serbest
radikallerin baslica kaynagi oksijendir. Serbest oksijen radikalleri normal
hlcre metabolizmasi sirasinda ortaya ¢ikan yan Urunlerdir ve baslica hedef
molekulleri ¢oklu doymamis yag asitleri ile proteinler, karbonhidratlar ve
nukleik asitlerdir (44).

Normal kosullar altinda serbest oksijen radikallerinin fizyolojik
reaktivitesi detoksifikasyon mekanizmalariyla hassas bir sekilde dengelenir
ve bu dengede 0Ozellikle antioksidan savunma mekanizmalari énemli rol
oynar. Superoksit dismutaz, glutatyon peroksidaz ve katalaz gibi bazi
enzimler, E vitamini, C vitamini ve karotenler gibi antioksidan etkili vitaminler
ile glutatyon ve tiyoller, selenyum gibi eser elementler ve Urik asit, bilirubin
gibi disuk molekudl agirlikh bilesikler antioksidan savunma mekanizmalarinin
en onemlilerini olusturmaktadir (45).

4.1. Serbest Oksijen Radikalleri

Serbest oksijen radikalleri; negatif yUkli elektron sayisinin
cekirdekteki pozitif yUkll proton sayisi ile esit olmadigi molekullerdir. Temel
kimyasal ozellikleri dig yoéringelerinde bir veya daha fazla eslesmemis
elektron icermeleridir. Eksik elektronlu olan bu molekuller, bulabilecekleri
herhangi bir molekdl ile iletisime girer ve bu molekulden ya bir elektron alir
veya ona bir elektron verirler. Bagka molekuller ile ¢ok kolayca elektron
aligverisine girip onlarin yapisini bozan bu molekillere “serbest oksijen
radikalleri” denilmektedir (46).

4.2. Serbest Oksijen Radikallerinin Yol Agtigi Hiicresel Hasarlar:

a. Lipid Peroksidasyonu

Lipid peroksidasyonu, serbest oksijen radikalleri tarafindan baslatilan
ve hicre membranlarinin yapisindaki doymamis yag asitlerinin
oksidasyonuna neden olan kimyasal bir olay olarak tanimlanir.

Fosfolipidlerin lipid kisimlari ¢oklu doymamis yagd asitlerinden
“‘Polyansaturated fatty acids” (PUFA) zengindir. PUFA'nin yapisindaki gift
baglar da membranlardaki oksidasyona en duyarli yerlerdir. Bu nedenle,

17



serbest radikallerin etkisi ile olusan radikal reaksiyonlarinin en iyi bilineni ve
Uzerinde en fazla arastirma yapilani PUFA’'nin yapisindaki ¢ift baglarda
meydana gelen lipid peroksidasyonudur (47).

PUFA’daki lipid peroksidasyonu 3 asamada gerceklesmektedir (48);

1. Baslangic dénemi (initiation): Serbest radikaller, zincirde ¢ift bagin

oldugu noktada bir hidrojen atomu kopararak reaksiyonu baslatirlar.
Radikalin kendisi radikal olmayan bir sekle donusurken, PUFA’yl da karbon
merkezli bir lipid radikaline gevirir. Dayaniksiz bir yapiya sahip olan bu lipid
radikali bir dizi spontan degisiklige ugrayarak, 234 nm’de karakteristik UV
absorbansi veren konjuge dien sekline gevrilir. Konjuge dien olusumuna
kadar gecen donem lipid peroksidasyonunun baslangi¢ donemini olusturur.

2. llerleme doénemi (propagation): Olusan bu lipid radikali, yani

konjuge dien, genellikle oksijen ile birleserek lipid peroksil radikalini meydana
getirirken, lipid peroksil radikali de diger lipidlerle zincirleme reaksiyonlara
girer ve lipid hidroperoksit olusur. Bu arada lipid radikallerinin olusumu da
devam eder.

3. Sonlanma ddnemi (termination): Butin bu zincirleme reaksiyonlar

sonucunda olusan lipid peroksidasyon urunleri en sonunda bir baska lipid
peroksidasyon UrlnuU ile reaksiyona girer ve reaksiyon sonlanir. Olusan lipid
hidroperoksitleri stabil olabilir veya katalitik metal iyonlari ile reaksiyona
girerek yeniden zincir reaksiyonunu baglatir ve alkoksil veya peroksil
radikalini olustururlar.

Malondialdehit ve 4-hidroksinonenal gibi aldehit yikim Grunleri lipid
peroksidasyonunun en toksik UrUnleridirler. Aldehit yapili bu bilesikler hem
yasam sdurelerinin uzun olmasi hem de hucre membranlarini kolayca
gecebilmeleri nedeniyle hedef organlarda kolayca toksik etkilerini
gOsterebilirler. Lipid peroksidasyonu sirasinda olusan konjuge dien ve
malondialdehit dulzeyleri, oksidatif hasarin en sik kullanilan indirekt
gOstergelerindendir. Lipid peroksidasyon urunlerinin olusumu hicre membran
akiskanliginda azalma, permeabilite dedisiklikleri ve membrana bagli

enzimlerin aktivitelerinde degisikliklere yol acar (49).
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b. Protein Oksidasyonu

Son yillarda, ateroskleroz patofizyolojisinde lipid peroksidasyonunun
yanisira protein oksidasyonunun da roli oldugu anlasiimistir. Protein
oksidasyonu, proteinlerin reaktif oksijen tlrevleri veya oksidatif stres Urunleri
ile modifikasyonu sonucu meydana gelir. Bu reaktif oksijen turevleri amino
asitlerin yan zincirlerinin oksidasyonuna, protein-protein ¢apraz baglarinin
olusumuna ve protein fragmantasyonuna neden olurlar (50).

Yapilan galigmalar vicut proteinlerinin ¢ok c¢esitli ajanlar tarafindan
(serbest radikaller, MDA ve konjuge dien gibi lipid peroksidasyon urunleri,
aktive makrofajlar, demir ve bakir gibi redoks aktif metaller, UV ve gama
Isinlari, ozon, sigara, c¢esitli ilaglar ve metabolitleri vs.) okside edilebilecedini
goOstermigtir (51).

Protein oksidasyonunun biyokimyasal sonugclari; enzim aktivitesinde
azalma, protein fonksiyonlarinin kaybi, proteaz inhibitor aktivitenin kaybi,
protein agregasyonu, proteolize artmis/azalmis yatkinlik, reseptér aracili
endositozun bozulmasi, gen transkripsiyonundaki degisimler, immunojen
aktivitedeki artis olarak siralanabilir. Ozelikle proteinlerin tiyol gruplarinin
oksidasyona ugramasi ile enzim fonksiyonlarinda kayiplar, membranlardan
iyon ve metabolit transportunda bozulmalar ve kontraktil fonksiyonlarda
bozulmalarin olmasi ile dnemli hiicresel hasarlar olusur (50) .

Serbest radikallere baglh olarak gelisen protein oksidasyon Urinu
olan protein karbonil gruplarinin dokulardaki ve plazmadaki duzeyleri
oksidatif hasarin nisbeten stabil bir belirtecidir ve bu karbonil dizeylerinin
saptanmasi protein oksidasyonunu belirlemede duyarli ve genel olarak kabul
g6rmis bir yontemdir (52).

Serbest oksijen radikalleri tarafindan proteinlerin  oksidatif
modifikasyonu, cesitli hastaliklarin etyolojisi ve ilerlemesinde de rol oynar. Bu
hastaliklar arasinda baslicalari; ateroskleroz, alzheimer, amiyotrofik lateral
skleroz, katarakt olusumu, kronik bobrek yetmezligi, pankreatit, kistik fibroz,
diyabet, iskemi ve reperfizyon hasari, parkinson, romatoid artrit ve sepsis
olarak sayilabilir (53, 54).
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c. Karbonhidrat Oksidasyonu

Serbest radikallerin karbonhidratlara etkisiyle ¢esitli Grtnler olusur ve
bunlar, cesitli patolojik sure¢lerde énemli rol oynarlar. Glukoz ve diger basit
monosakkaritler fizyolojik kosullar altinda otooksidasyona ugrayarak
dikarbonil Dbilesikleri ile c¢esitli serbest radikaller ve hidrojen peroksit
olusturabilirler. Bir aminoasit ile indirgeyici bir seker (6rn. glukoz) arasinda
olusan kimyasal bir glikasyon reaksiyonu (Maillard reaksiyon) sonucunda
irreversibl “ileri glikasyon son urunleri (AGEs)” denilen molekuller olusabilir.

Dokularda bu molekdllerin birikimi serbest radikallerin Uretimini
arttirdigi gibi 6zellikle diyabetes mellitus ve komplikasyonlarinin gelisimi ile
ateroskleroz, renal yetmezlik, katarakt ve alzheimer hastaligi gelisiminde de
onemli rol oynadigi ileri surtlmektedir (55).

Sialik Asit

Sialik asit 9 C’lu bir seker olan néraminik asitin asetillenmis tlrevidir
ve bir ¢ok vlcut sivisi ile (plazma, synovial sivi, idrar vs.) vicut dokusunda
(eritrosit, 16kosit, trombosit, mide, tikrik bezleri vs.) bulunmaktadir. Sialik asit
reziduleri siklikla glikoprotein ve glikolipidlerin oligosakkarid yan zincirlerinin
terminal pozisyonunda bulunmaktadir. Ozellikle hiicre membraninda bulunan
sialik asit, hlcre yuzey reseptorl olarak rol oynadigi gibi, hucre-hucre
etkilesiminde ve hicrelerin fonksiyonel stabilitesinin devaminda da goérev alir
ve anti-adheziv fonksiyonlari da bulunmaktadir (56).

Son yillarda koroner arter hastaligi patogenezinde sialik asidin de rol
oynadigi ve serum total sialik asit duzeylerindeki artigin kardiyovaskuler bir
risk faktorli olarak degerlendirilebilecegi ileri surtlmistir (57). Ozellikle
LDL’nin yapisindaki sialik asidin uzaklastirimasinin (desializasyon) LDL’nin
aterojenik potansiyelini arttirdigi ve koroner arter hastaligi gelisiminde onemli
rol oynadidi ileri sUrdlmuastir. Desializasyondan sorumlu faktorler arasinda
ise serbest oksijen radikalleri de bulunmaktadir (58).

d. DNA Hasari

Hem endojen hem de eksojen faktérler DNA’'da oksidatif hasara yol
acabilir. Ozellikle mitokondrial DNA'nin serbest radikal hasarina daha duyarli
oldugu saptanmistir. Serbest oksijen radikalleri; DNA proteinlerinde c¢apraz
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baglarin olusumuna, halat kirilmalarina, deoksiriboz-fosfat omurgasinda
hasar gelisimine, purin ve pirimidin  bazlarinda spesifik kimyasal

modifikasyonlara yol agabilir (59).

5. Antioksidanlar

Hucrelerde oksidatif hasari onleyen, sinirlayan veya kismen tamir
eden molekullere “antioksidanlar” denir. Saglikh bir organizmada oksidanlarin
dizeyi ve antioksidanlarin bunlari etkisizlestirme gucli bir denge
(homeostazis) icinde bulunur (60). Oksidan ve antioksidan parametreler
arasindaki bu dengenin bozulmasi bir ¢gok hastaligin olusumuna yol agabilir.
Ozellikle kardiyovaskiiler hastaliklarda oksidatif stresin ve antioksidanlarin
etkisi son yillarda en ¢ok arastirilan konular arasindadir (61, 62).

Antioksidanlar etkilerini baslica su yollarla gdsterirler (48);

Copcu (scavenging) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkileserek
onlari yakalama ve ¢ok daha az reaktif baska bir molekule gevirerek etkisiz
hale getirme (Orn. Antioksidan enzimler).

Sonduritcl (quencher) etki: Serbest oksijen radikalleri ile etkilesime
girip onlara bir proton aktararak aktivitelerinin azaltilmasi veya inhibe
edilmesi (Orn. Vitaminler).

Zincir kirict (chain breaking) etki: Serbest oksijen radikalleri ve
zincirleme reaksiyonlari baslatacak diger maddeleri baglayarak zincir
reaksiyonlarinin yavaslatiimasi veya sonlandiriimasi (Orn. Transferrin,
ferritin, seruloplazmin).

Onarici (repair) etki: Birgok antioksidan bu etkilerden birkag tanesini
bir arada gosterebilmektedir.

Antioksidan kapasite; slperoksid dismutaz (SOD), katalaz,
glutatyon peroksidaz, paraoksonaz (PON) gibi antioksidan enzimler ve
antioksidan vitaminler (C, E, A ve diger karetonoidler) ile saglanir.

5.1. Antioksidan etkili enzimler

Siiperoksit Dismutaz: Superoksit dismutaz enzimi (SOD),

superoksit anyonunun hidrojen peroksit ve molekuler oksijene donustugu
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reaksiyonu katalizler. Hucrede serbest radikaller olusurken ilk basamakta
superoksit radikali meydana geldigi ve SOD enzimi bu radikalin
dismutasyonunu sagladidi icin, hicre igindeki ilk savunma sistemini bu enzim
olusturmaktadir. Superoksit radikali kendi basina c¢ok toksik olmamasina
ragmen, serbest radikal zincir reaksiyonuna yol acgabildigi i¢in ortamdan

uzaklagtirilmasi onemlidir (63).

SOD

O," + 0y +2H" > H,0, + 0y

Katalaz: Baslica peroksizomlarda lokalize ve yapisinda 4 “hem’”
prostetik grubu bulunan bir hemoproteindir. Karaciger ve eritrositlerde en
yuksek aktiviteye sahip olup, hidrojen peroksiti (H.O2) su ve molekuler
oksijene pargalar. SOD araciligiyla olusan H,O bir radikal olmamasina ve
toksisitesi duslUk olmasina karsin, Fenton ve Haber-Weiss reaksiyonlari
araciligi ile son derece reaktif bir radikal olan hidroksil radikali olusumuna yol
actigi ve membranlarda lipid peroksidasyonu zincir reaksiyonunu baglattigi
icin glutatyon peroksidaz ve katalaz tarafindan ortamdan uzaklastiriimasi
biyolojik yapilarin oksidatif hasardan korunmasi agisindan son derece
onemlidir (64).

Katalaz

2H,O0p —» 2H,O + O,

Glutatyon Peroksidaz (GPx): Sitoplazmada yerlesmis, tetramerik
yaplili, selenyum iceren bir hidroperoksidazdir. GPx enzimi, SOD enziminin
katalizledigi tepkime sonucu olusan H.O;i indirgenmis glutatyonu (GSH)
kullanarak suya indirger. GSH ise okside glutatyona (GSSG) donusdur.

GPx

2GSH + Hx0O » GSSG + 2H,0
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GPx 0Ozellikle eritrositlerde lipid peroksidasyonunu engelleyerek
membran lipidlerini ve hemoglobini peroksitler araciligiyla olusabilecek
oksidasyona kars! korur ve oksidan strese karsi en etkili antioksidanlardan
birini olusturur (65).

Paraoksonaz (PON): 354 aminoasitten olusan 43 kDa agirliginda ve
glikoprotein yapisinda olan bir esterazdir. Paration adli organofosfatin
vlcuttaki aktif metaboliti olan paraoksonu paranitrofenol ve dimetilfosfata
hidrolize ederek zararsiz hale getirir. Serumda HDL’deki Apo-Al'e bagli
olarak bulunur. HDL’nin antioksidan kapasitesine katkida bulundugu ve

LDL'yi oksidatif modifikasyona karsi korudugu ileri surulmektedir. Baglica

karacigerde sentezlenen PON enziminin aktivite ve stabilitesi igin Cat’ iyonu
gereklidir ve EDTA gibi selator ajanlarla inhibe olur. PON ayrica arilesteraz
aktivitesine de sahiptir ve arilesteraz aktivitesinin, PON aktivitesindeki
degisikliklerden bagimsiz olarak asil protein konsantrasyonunun bir
goOstergesi oldugu bildiriimektedir (66). Makrofajlardan koépUk hucre
olusumunu azaltarak ateroskleroz gelisimini dnledigi ve serum PON aktivitesi
ile KAH riski arasinda ters bir iligki oldugu bildirilmistir (67).

Aterosklerotik,  hiperkolesterolemik, hipertansif ve diyabetik
hastalarda da PON aktivitesinin azaldigi bildiriimistir (68). Son yillarda aspirin
ile PON iligkisini inceleyen calismalar da yapilmasina karsin sayica
yetersizdir (69, 70).

5.2. Antioksidan etkili vitaminler

C Vitamini: Hucre disindaki en énemli suda ¢dziunur antioksidandir.
Suda  ¢ozlinebilen diger antioksidanlarla  kiyaslandiginda lipid
peroksidasyonunu engelleyen en iyi antioksidandir. Membranlari peroksidatif
hasardan korudugu gibi, ¢cok guglu bir indirgeme 6zelligine de sahiptir. LDL
oksidasyonunu oOnler ve eslesmemis elektronlarin hiicre membranindaki E
vitaminine transferini saglar. Olusan E vitamini radikalini ise indirgeyerek aktif
E vitamininin yeniden olusmasini saglar. Aktif nétrofii ve monositlerden
kaynaklanan oksidanlari nétralize ederek membranlari oksidatif hasara karsi

korur. Ayrica antiproteazlarin oksidan maddeler ile inaktive olmasini engeller.
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C vitamini ideal bir elektron vericisidir ve elektronunu verdigi zaman
olusan serbest radikal aralrunu (semihidroaskorbik asit) diger serbest
radikaller ile karsilagtirildiginda non-reaktiftir. Kollajen, karnitin ve
katekolamin sentezinde rol oynayan c¢esgitli hidroksilaz enzimlerinin kofaktori
olarak da gorev alir (71, 72).

E Vitamini: Gugla bir antioksidan olan E vitamini tokoferol
yapisindadir ve hucre membranlarinda yer alan ¢oklu doymamis yag
asitlerini serbest radikal hasarina karsgi korur. o, B,v,d olmak Uzere dort
formu bulunmakta olup, a-tokoferol antioksidan etkisi en fazla olanidir.

Baslica LDL’nin yapisinda bulunan a—tokoferollin serbest radikallerin
olusturdugu lipoprotein oksidasyonuna karsi koruyucu etkileri vardir. Yapilan
cesitli epidemiyolojik gcalismalarda da a- tokoferolin lipid peroksidasyonunu
(73) ve endotelyal disfonksiyonu onledigi (74) trombosit adhezyon ve
agregasyonunu da duzenledigi gosterilmistir (75).

Literattrde aspirin ve E vitamini kullaniminin oksidatif stresle iliskisini
arastiran az sayida ¢alisma bulunmaktadir (76, 77).

A Vitamini: A vitamini siklohekzenil halkasi tasiyan bir poliizoprenoid
bilesiktir. A vitamini terimi, bu vitaminin biyolojik aktivitesini gdsteren
hayvansal kaynakli tum bilesikleri kapsayan genel bir terimdir. Bunlar retinol,
retinoik asit ve retinaldir. A vitamininin metabolik 6n maddesi olan p-karoten
antioksidan Ozelliklerini “quencher etki” ile gdstermektedir. Karotenoidlerin
yapisindaki konjuge cift baglar antioksidan aktiviteden sorumludur. Son
derece guglu bir O, temizleyicisi olan B-karoten ayrica hidroksil, peroksil ve
alkoksil radikalleriyle de dogrudan reaksiyon vererek lipid peroksidasyonu
zincir reaksiyonunu 6nleyebilir. Literatlirde koroner arter hastaliginda aspirin
ve karotenoid iligkisini arastiran bir galismaya rastlanmamistir.

Aspirin direncinin nedenleri ve olusum mekanizmalari henuz tam
olarak aydinlatlamamistir. Son vyillarda aspirin ile oksidatif stres iligkisini
arastiran calismalar dikkat ¢ekmektedir. Ancak bu calismalarin sayisi
oldukga yetersizdir ve sekonder koruma amaciyla aspirin kullaniminin en

yaygin oldugu koroner arter hastaliginda aspirinin oksidan ve antioksidan
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parametreler  Uzerine  etkilerini  aragtiran  ayrintih  bir  ¢alisma
bulunmamaktadir.

Bu tezin amaci; koroner arter hastalarinda aspirin kullaniminin
oksidan ve antioksidan parametrelerde yol actigi degisiklikleri arastirmak ve
aspirin direnci saptanan hastalar ile diren¢ saptanmayan hastalarin verilerini
karsilastirarak oksidatif stres ile aspirin direnci arasindaki olasi iligkiyi

sorgulamaktir.

25



GEREG VE YONTEM

1. Gereg

1.1. Olgular

Calismaya, yapilan koroner anjiografi sonucu koroner arter hastaligi
tanisi konulmus ve dusuk doz (100 mg veya 150 mg) aspirin tedavisine
baslanmig olan 100 hasta (65 erkek, 35 kadin; ortalama yas 67 + 10) ile 45
gonulli kontrol (29 erkek, 16 kadin; ortalama yas 63 + 9) alindi. Calismaya
alinan hastalarin en azindan 1 aydir aspirin kullaniyor olmalarina dikkat
edildi. Aspirin direnci olgumu “multiple platelet fonksiyonanalizéri’nde”
(Multiplate Analyzer) “impedans Agregometri” yontemi ile yapildi. Dizenli
olarak aspirin kullanan hastalarda agregasyon biriminin (AU*dak) < 300
olarak bulunmasi aspirin tedavisine iyi yanit, 300 - 706 arasinda bulunmasi
aspirine orta derecede yanit, > 706 bulunmasiise aspirin direnci olarak kabul
edildi.

Koroner anjiyografi tim olgularda “Judkins” teknigi ile yapildi ve
anjiyografik degerlendirme iki ayri kardiyolog tarafindan gerceklestirildi.
Koroner arter hastali§i, koroner anjiografide major epikardiyal koroner
arterlerde %50 ve Uzerinde darlik olusu olarak kabul edildi. Hastalar, sol 6n
inen dal, sirkimfleks arter ve sag koroner arter tutulumlarina gére tek damar
ve ¢ok damar (iki damar ve U¢ damar) hastaligi olmak Uzere iki alt gruba
ayrildi.

Trombositopeni  (trombosit < 100.000/mm®) veya trombositoz
(trombosit > 400.000), anemi (hemoglobin < 10 g/dI), polisitemi (hematokrit
>0%50), son 3 ay icinde akut miyokard infarktiist veya fel¢ gegirilmesi, son 1
ay icinde cerrahi operasyon gecirilmesi, kalp yetmezligi, karaciger yetmezligi,
son donem bobrek yetmezligi, hematolojik hastaliklar ve kanser varligi
diglama kriterleri olarak kabul edildi. Ayrica, son 10 gun iginde steroid digi
antiinflamatuar ilag, klopidogrel, tiklopidin, heparin veya glikoprotein inhibitora
almis olan hastalar ¢alisma digi birakildi.
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Calismaya alinan tum hastalar, kardiyovaskuler risk faktorleri
yonunden de incelendiler. Hipertansiyon; antihipertansif ila¢ kullanimi veya
10 dakika dinlenme sonrasi yapilan iki ayri 6lguimde sistolik kan basincinin
> 140 mmHg, diyastolik kan basincinin > 90 mmHg olmasi, hiperlipidemi;
antilipidemik ila¢c kullanimi veya total kolesterol ve ftrigliserid degerlerinin
> 200 mg/dL olmasi, diyabet; antidiyabetik ila¢ kullanimi veya aclik kan
sekerinin farkli glnlerde yapilan 2 veya 3 odlgimde > 126 mg/dl bulunmasi,
sigara; duzenli sigara igimi veya son u¢ yil icinde sigarayl birakma
durumunda risk faktori olarak kabul edildiler. Birinci derece erkek
akrabalarda 55 yasindan 6nce, 1. derece kadin akrabalarda ise 65 yasindan
once gecirilmis miyokard infarktlist veya ani 6lium saptanmasi da pozitif aile
Oykusu olarak degerlendirildi (78).

Uludag Universitesi Tip Fakiltesi Etik Kurulu tarafindan da
onaylanan (26 Mayis 2009 - 9/1) bu calisma hakkinda tum katilimcilara
gerekli bilgi verilerek, “calismaya katihm formlar” doldurulmus ve onaylari
alinmigtir.

1.2. Ornek Toplanmasi

Kan o&rnekleri, bir kuru tip (Greiner Vacuette, North America), bir
EDTA iceren tup (Greiner Vacuette, North America) ve bir hirudin (trombin
inhibitdrd) iceren tipe (Dynabyte GmbH-Munich, Germany) 0.18 x 40 mm’lik
igne yardimi ile (Vacutainer, Becton Dickinson, Plymouth, ingiltere) én kol
antekubital bolgedeki venlerden alindi. Hirudin igceren tuplere alinan tam kan
orneklerinde 1 saat icinde aspirin direnci 6lcimu yapildi. EDTA’ll taplere
alinan kan ornekleri kan sayimi ic¢in kullanildi. Kuru tuplere alinan kan
ornekleri ise 3000 x rpm' de 10 dakika santriflij edilerek serumlari ayrildi.

Ayrilan serumlar klguk porsiyonlar seklinde - 80 °C’de depolanarak
malondialdehit, protein karbonilleri, sialik asit, paraoksonaz, arilesteraz,
katalaz, total karoten ile vitamin E ve vitamin C olgimleri daha sonra topluca

yapildi.
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1.3. Arag ve Geregler

1. Multiplate trombosit fonksiyon analizoru, (Almanya)

2. Yuksek basingli sivi kromatografi (HPLC) cihazi, "Shimadzu LC-
10AT" (Japonya)

3. Otoanalizor, “Aeroset” ve “Architect” ¢c8000, “Abbot Diagnostics®
(A.B.D)

4. Spektrofotometre, "Shimadzu U.V. Visible 1601" (Japonya)

5. Su banyosu, "Julabo UC" (Almanya)

6. Santrifj, "Hettich EBA 20" (Almanya)

8. Karistirici (vorteks), "Heidolph" (Almanya)

9. Otomatik pipet (10 mL), "Gilson" (ABD)

11. Otomatik pipet (20-200mL), "Eppendorf" (Almanya)

12. Otomatik pipet (500-5000mL), "Eppendorf" (Almanya)

13. Otomatik pipet (200-1000 mL), "Eppendorf" (Almanya)

14. Derin dondurucu (-20 ° C) "Ugur" (Turkiye)

15. Derin dondurucu (-80° C), "Sanyo" (Japonya)

16. Hassas tarti,“OHAUS analytical plus® (isvicre)

17. Tarti,“Mettler PJ 3000“ (isvicre)

1.4. Kimyasal Malzemeler

. Fosforik asit, “Aldrich” (AlImanya) Kat no: 215104

. 2-Tiyobarbitlrik asit (>%98), "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T 5500

. Sodyum hidroksit, "Merck" (Almanya) Kat.no : 6462

. Metanol (HPLC grade), "BDH" (Almanya) Kat.no :15250

. di-Sodyum hidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no: 6576

. Potasyum dihidrojen fosfat, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4871

. 1,1",3,3' Tetrametoksipropan, "Fluka" (isvicre) Kat.no : 87670

. CC 250/4 Nucleosil 100-10 C 18 HPLC kolonu “Macherel-Nagel*
(Almanya) Kat no: 721689.40

9. E vitamini standarti: a-tokoferol, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no : T-3251
10. CC 125/4 Nucleosil 100-3 C 18 HPLC kolonu “Macherel-Nagel®
(Almanya) Kat no: 721883.40

0O N o 0o A W N -
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11. Glisin, "Merck" (Almanya) Kat.no : 4201

12. Tris, "Merck" (Almanya) Kat.no: 8387

13. Paraokson (Dietil p-nitrofenil fosfat), "Sigma" (A.B.D.) Kat. no:
D9286

14. Fenil asetat (%99), "Aldrich" (A.B.D.) Kat.no: 10,872-3

15. Hidroklorik asit, "Merck" (Almanya) Kat.no: 1.00314

16. 2,4,Dinitrofenilhidrazin, "Riedel-De-Haen" (Almanya) Kat.no:
33145

17. Triklorasetik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no: S T9159

18. Etanol (%97), "Merck" (Almanya) Kat no: 983

19. Etil asetat "Merck" (Almanya) Kat no: 864

20. Guanidin HCL “Sigma“ (Almanya) Kat no: S4505

21. Perklorik asit “Merck” (Almanya) Kat no: 5296132

22. 4-dimetil aminobenzaldehid “Merck” (Almanya) Kat no: 803057
23. Petrolyum eter, "Merck" (Almanya) Kat.no: 910

24. Metafosforik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no: 6250

25. Sulfurik Asit (%95-98), "Merck” (Almanya) Kat.no: 713

26. Tiyoulre, "Carlo Erba" Kat.no: 33145

27. Bakir (1) sulfat, "Merck" (Almanya) Kat.no: 2787

28. Askorbik asit, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no: S A5960

29. Amonyum molibdat, "Sigma" (A.B.D.) Kat.no: S A7302

2. Yontemler

2.1. Aspirin direnci olgimii

Aspirin direnci 6lcimi “multiple platelet fonksiyon analizéri’nde”
(Multiplate) “impedans Agregometri” ydntemi ile yapildi. Multiplate tam
kandan trombosit fonksiyon analizi yapan impedans yontemle c¢alisan bir

agregometredir (Sekil-3).
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Sekil- 3: Multiplate® Cihazi.

Multiplate; Aspirin, Klopidogrel ve Gpllb/llla antagonistleri ve ADP
reseptor antagonistleri gibi trombosit inhibitorlerinin trombositler Uzerindeki
etkilerini dlger. Multiplate hem rutin uygulamalara hem de aragtirmaya yonelik
calismalarda kullaniimak Gzere gelistirilmistir. Standardize edilmis aktivatorler
ve test prosedurleri rutin kullanima ag¢ik oldugu kadar c¢esitli aragtirmalar igin
de uygundur.

Multiplate sistem ayni anda degisik testleri ¢calisabilmek icin 5 farkl
kanala sahiptir. Sistem, Microsoft XP tabanli bir bilgisayar sistemi ve harici
printer icerir. Cihaza ayrica opsiyonel olarak elektronik pipet
baglanabilmektedir.

Batin testler sistem hafizasinda saklanmakta ve USB ile diger

bilgisayarlara kolaylikla aktarilabilmektedir (79).
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Tek kullanimlik test hiicresi:
Multiplate sistemde reaksiyon test kuvetleri iginde gergeklesir. Bu
kuvetler, icinde teflon kaplamali karistirici ve ¢ift dlgum almak igin iki adet

sensor birimi bulunan tek kullanimlik ktivetlerdir (Sekil-4).

Sekil- 4:Test kiveti ve reaksiyon prensibi

Multiplate analizinin temel prensibi, trombositlerin aktive olduktan
sonra yapigkanlik kazanmasi ve Multiplate test klvetindeki metal sensorlere
yapisma ve ardindan kumelesme egilimi gostermelerine dayanir.

Aktive olmus trombositler metal sensorler Uzerine yapistiginda, teller
arasindaki elektrik direnci artar. Bu direng, sistem tarafindan dizenli olarak
(real-time) izlenmektedir (79).

Multiplate ¢calisma prensibi:

Cardinal ve Flower tarafindan gelistiriien ve 1980’lerden beri
kullanilan impedans agregometre yontemi tam kan iginde trombosit
fonksiyonlarini de@erlendirmek igin kullanilir. Impedans aggregometre

yontemi trombositlerin dinlenme asamasinda trombojenik olmamasi, fakat
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aktive olduklarinda yuzeylerinde damar c¢eperleri ve yapay yuzeylere
tutunmalarini saglayan reseptorler ortaya ¢ikarmalari prensibine dayanir.

Trombositler Multiplate test klvetlerindeki sensor tellerine
baglandiklarinda teller arasinda surekli olarak izlenen direnci artirirlar. Bu
direncin artmasi igin siki bir baglanma gerekmektedir.

Multiplate cihazinin Born agregometresi ve trombosit sayimindan
farki, agregasyonun (kUmelesmenin) yuzeyler Uzerinde olmasidir. Diger
yontemlerde trombositler ylizeye degil, sivi iginde birbirine tutunmaktadir. Bu

yuzden invivo galigmaya daha yakin bir yontemdir (80).

TRAP Clopidogrel
Prasugrel
TRAP
—» aktivasyon A TXA ADP Cangrelor
—_» inhibisyon | COL Test B

pce1| ADP Test
(ADP + PGE1)

\ Collage
! Arasidonik

asit salinim 4Py

Aspirin ®
NSAR

Gpllib/llla antagonists:
ASPI Reopro ® (abciximab)
Test Aggrastat ® (Tirofiban)
. . Integrillin ® (Eptifibatid
Arasidoni 77 g (Ep )
”

”

A
% Platelet aktivasyonu

Gplib /llla receptor

Sekil-5: Multiplate Testlerin (Aktivatorler) Etki Mekanizmalari

ASPITest: Arasidonik asit ile aktivasyon saglanir. Aragidonik asit

siklooksijenazin (COX)'un substratidir. COX aragidonik asit ile aktive olarak

kuvvetli bir trombosit agonisti olan TXA2'ye donusir (Sekil-5).
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COLTest: Kollajen, kollajen reseptorunu aktive eder ve arasidonik
asit salinimina sebep olarak TXA2’ye donusur ve daha sonra plateletleri
aktive eder.

TRAPTest: TRAP6 trombosit yuzeyindeki trombin reseptorini
uyarir. Trombin ¢ok etkili bir platelet aktivatorudir. TRAP ayni zamanda
Aspirin  ya da klopidogrel ile tedavi gobren hastalarda Gpllbllla
antagonistlerinin etkisini tesbit eder.

ADPTest: ADP, ADP reseptorleri tarafindan tetiklenen trombosit
aktivasyonunu uyarir.

En onemli ADP reseptori (P2Y12) klopidogrel, prasugrel ve
tiklopidine gibi ilaglarla bloke edilir.

ADP + HS: PGE1 inhibitori ile P2Y1 reseptort bloke edilerek test
tamamen Klopidogrele hassas bir hale gelir

RISTOTest: Ristosetin kullanilarak yapilan bu testte az miktarda
kullanilan aktivatérle Von-Willebrand faktor Tip llb ve Gplb bagiml

agregasyon (Bernard Soulier sendromu) tespit edilebilir.

Multiplate® test sonuglari:

Multiplate® trombositlerin agregasyonunu (kiimelesmesini) surekli
olarak kaydeder. Multiplate sensoérlerine yapisan trombositler sayesinde
artan impedans, agregasyon (kimelesme) birimi (AU)’ya cevrilir ve zamana

karsi bir grafik olusturulur (Sekil-6, 7).
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Sekil-7: Multiplate test sonug érnekleri
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Calisilmis hasta ornekleri

En 6nemli parametre egrinin altinda kalan alan (AUC) dir. AUC
degeri genel trombosit durumunu 6lgmek igin en uygun parametredir.

Test kuvetindeki iki ayri sensorden alinan veriler iki ayri egri olarak
islenir. Program bu iki egrinin ortalamasini alarak genel sonugclari bu egri
Uzerinden degerlendirir. Sistem ¢ift calisma yaparak bdylece kendi igindeki
kalite kontrol parametresini olusturur. iki egri arasindaki fark sinirlarin
Ustindeyse, bu bize test calismasi sirasinda kullanicidan kaynaklanan

hatalari gosterir (81).

Multiplate® testlerin antiplatelet ajanlarina karsi hassasiyeti:

Aspirin® Clopidogrel GPllb / llla Ant
TRAPtest - - +
ASPIltest ++ - +
ADPtest - + +
ADPtest HS - ++ +

Aspirine olan cevabin degerlendirilmesi:

Test Normal Degerler Multiplate Test Sonuglarinin
(AU*dak) Degerlendiriimesi (AU*dak)
(ilag kullanmayan) (ilag kullanan)

0 — 300: lyi cevap
ASPI 706 — 1148 300 — 706: Diisiik yada orta cevap

706 — 1148: Cevapsiz
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Ornekler:

ASPIi Test ASPi Test
RN AR RN et 70 AUdak |-
SRS S R R e -
“77| 1020 AU*dak | e e bt =S
P o E T T S
Normal donér (ilag kullanmayan) 100 mg aspirin/glin kullanan

2.2. Kan sayimi olguimleri

Plazma eritrosit ve trombosit sayimi ile hemoglobin ve hematokrit
Olcimleri “Cell-Dyn 3700” (Abbott, USA) kan sayim analizértiinde yapildi.

2.3. Lipit profili ile glukoz, kreatinin, ALT ve AST ol¢tiimleri

Serum lipit profili icin Abbott marka kitler kullanilarak otoanalizorde
(Aeroset, USA) olgim vyapildi. Total kolesterol ve trigliserid duzeyleri
enzimatik hidroliz yontemi ile, HDL-kolesterol duzeyleri ise enzimatik
eliminasyon yontemi ile spektrofotometrik olarak belirlendi. LDL- kolesterol
dizeyleri “Friedewald” formdlu ile hesaplandi (82).

Friedewald formula:

LDL-kolesterol(mg/dL) = Total kolesterol - (HDL-kolesterol + VLDL-
kolesterol)

VLDL-kolesterol(mg/dL) = Trigliserid(mg/dL) / 5

2.4. Malondialdehit (MDA) diizeyi 6lgimii

Serum MDA dizeyi 6lgimi Young ve ark.’nin (83) tanimladigi

yonteme gore yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) cihazi ile yapildi
(intra — assay CV %4.2, inter —assay CV %6.8 ).

Yontemin prensibi; Tiyobarbiturik asit ile lipit peroksidasyonunun son

arand olan MDA'nin asidik ortamda yuksek isinin etkisi ile pembe renkli bir
kompleks olusturmasidir.
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2.5. Protein karbonillerinin olgimu

Serum proteinlerinin oksidasyona duyarlihdi Reznick ve ark.’nin (84)
tanimladigr yonteme gore Olguldl (intra-assay CV %5.9, inter-assay CV
%8.7).

Yontemin prensibi; Serum proteinlerinin triklorasetik asit ile

¢okturaldikten sonra dinitrofenilhidrazin ile okside edilmesi ve olusan
karbonil gruplarinin spektrofotometrik olarak dlgtlmesi esasina dayanir.

2.6. Total siyalik asit 6lgumu

Serum total siyalik asit 6lcimu Sydow ve ark.’nin (85) tanimladigi
yonteme gore yapildi (intra — assay CV %3.8, inter —assay CV %6.4).

Yoéntemin prensibi; Seruma perklorik asitin eklenmesiyle agiga ¢ikan

total sialik asitin, Ehrlich ayiraci ile renklendirilerek, spektrofotometrik olarak
Olctlmesidir.

2.7. Paraoksonaz (PON) aktivitesinin olgumu

Serum PON aktivitesi 6lgimU Eckerson ve ark.’nin (86) tanimladigi
ydnteme gore yapildi (intra — assay CV %3.7, inter —assay CV %5.6).

Yoéntemin prensibi; PON aktivitesinin 6lgimu serumdaki paraoksonaz

tarafindan paraokson’un hidrolizi sonucu agiga ¢ikan p-nitrofenol’iin
miktarinin spektrofotometrik olarak belirlenmesidir.

2.8. Arilesteraz aktivitesinin olgimiu

Serum arilesteraz aktivitesi o6lcimu Eckerson ve ark.’nin (86)
tanimladigi yonteme goére yapildi (intra — assay CV %3.1, inter —assay CV
%4.9).

Yontemin prensibi;: Serumdaki arilesteraz tarafindan fenilasetatin

hidrolizi sonucu agida cikan fenol miktarinin spektrofotometrik olarak
belirlenmesidir.

2.9. Katalaz aktivitesinin élgumui

Serum katalaz aktivitesi dlgimi Goth ve ark.’nin (87) tanimladigi
yonteme gore yapildi.

Yoéntemin prensibi; Hidrojen peroksit (H.O;) ile serumun inkibe

edilmesinden sonra ortamda kalan H,O,’'in amonyum molibdat ile stabil bir

kompleks olusturmasi ve bunun spektrofotometrik olarak élgimtne dayanir.
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2.10. Vitamin C duizeyinin olcliimu

Serum vitamin C oOlgimu Mc Cormick ve ark’'nin (88) tanimladigi
yonteme gore yapildi (intra — assay CV %6.5, inter —assay CV %8.7).

Yéntemin prensibi; Askorbik asitin Cu*? ile dehidroaskorbik asite

okside olmasi ve bu bilesigin de asidik ortamda 2,4- dinitrofenilhidrazin ile
450 nm. de absorbans veren kirmizi renkli bis-hidrazona doénusmesi
prensibine dayanir.

2.11. Vitamin E duzeyinin dlgumu

Serum vitamin E Olcimu Teissier ve ark.’nin (89) tanimladig
yonteme gore yuksek basingli sivi kromatografisi (HPLC) ile yapilidi (intra —
assay CV %4.3, inter —assay CV %6.5).

Yontemde 50 uL isiktan korunmus serum 950 uyL HPLC “grade’
methanol ile karistirildi ve 1600 x g’de 10 dakika santriflij edildikten sonra 50
MLsUpernatan alinip dalga boyu 292 nm ve mobil faz (HPLC “grade”
methanol) akis hizi 1 mL/dakika olan HPLC’ye injekte edildi. Sonuglar a-
tocopherol standardi (Sigma, %95’lik) ile hazirlanan standart edri grafigi ile
degerlendirildi ve ug/ml olarak verildi.

2.12. Total karoten diizeyinin olgimui

Serum total karoten duzeyi Mc Cormick ve ark.’nin (88) tanimladigi
ydnteme gore dlglldu (intra — assay CV %5.4, inter —assay CV %8.9).

Yontem; karotenlerin petrol etere ekstrakte edilmeleri prensibine

dayanir.

Istatistiksel Analiz

istatistiksel degerlendirme icin “SPSS 10.0” paket programi kullanildi.
Kantitatif degerler; ortalama + standart sapma olarak verilirken, kalitatif
degerler ise %olarak verildi. Gruplar arasinda kantitatif degerlerin
karsilastiriimasi yapilirken, normal dagilim gosteren parametreler igin 2
grubun karsilastiriimasinda Student’s t-testi, 3 grubun karsilastiriimasinda ise
ANOVA testi kullanildi. Normal dagilim gdstermeyen parametreler igin 2

grubun kargilagtirilmasinda Mann-Whitney-U testi, 3 grubun
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karsilagtirimasinda ise Kruskal-Wallis testi kullanildi. Kalitatif degerlerin
karsilastiriimasinda ise ki-kare testi kullanildi.

Aspirin direnci ile klinik ve laboratuvar parametreleri arasindaki iligki
“Pearson” korelasyon analizi ile incelendi. p< 0.05 degeri istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.

39



BULGULAR

1. Klinik Ozellikler ve Risk Faktorleri

Caligmaya alinan tum koroner arter hastalari (n=100) ile kontrol
grubuna (n= 45) ait klinik 6zellikler ve risk faktorleri Tablo-1’de gdsterilmistir.
Hasta grubunu 35 kadin ve 65 erkek hasta olustururken, kontrol grubunu 16
kadin ile 29 erkek olusturmustur. Yapilan koroner anjiografi sonucu 48
hastada tek damar hastaligi, 52 hastada ise ¢ok damar hastaligi (2 veya 3
damar) oldugu saptanmistir. Yapilan laboratuar incelemesi sonuglarina gore
dusuk doz aspirin kullanan 78 koroner arter hastasinin aspirin tedavisine iyi
yanit verdigi (aspirine duyarli hastalar), 15 hastanin orta derecede yanit
verdigi (aspirine orta derecede duyarll hastalar), 7 hastanin ise yanit
vermedigi saptanmistir (aspirine direngli hastalar).

Vicut kitle indeksi, sistolik ve diyastolik kan basinci agisindan gruplar
arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunamazken yas, diyabet,
hipertansiyon, hiperlipidemi, sigara kullanimi ve aile oykusu agisindan
gruplar arasinda anlamh farklilik oldugu saptanmistir. Ozellikle hasta
grubunda diyabet hipertansiyon ve hiperlipidemi gorulme oraninin kontrol
grubuna goére anlamli olarak (p< 0.001) daha ylksek oldugu bulunmustur.
Sigara kullanimi (p< 0.01) ve aile 6ykuslu (p< 0.05) agisindan ise iki grup

arasindaki farkhligin istatistiksel olarak daha az anlamli oldugu bulunmustur.
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Tablo-1: Koroner arter hastalari ve kontrol grubunda klinik ozellikler ve risk

faktorleri
KAH (n=100) Kontrol (n=45)
Yas (yil) 67 + 10 63+9 7
Kadin / Erkek 35/65 16 /29
Viicut kitle indeksi (kg/m?) 285+ 4.1 27.8+4.0
Sistolik kan basinci (mmHg) 115+ 18 110+ 13
Diyastolik kan basinci (mmHg) 70+ 10 67+8
Koroner arter tutulumu, n (%)
Tek damar hastaligi 48 (48%) -
Cok damar hastaligi 52 (52%) -
Aspirine duyarhlik (n)
Aspirine duyarli hastalar 78 -
Aspirine orta derecede duyarli
hastalar 15 -
Aspirine direncli hastalar 7 -
Risk faktorleri, n (%) *
Diyabet 46 (46%) 7 (15%) *
Hipertansiyon 62 (62%) 11 (24%) *
Hiperlipidemi 44 (44%) 9 (20%) *
Sigara 49 (49%) 15 (33%) ¥
Aile 6ykusu (%) 44 (44%) 17 (38%) T

KAH: Koroner Arter Hastalar *: ki-kare testi
istatistiksel anlamlilik diizeyi: 'p< 0.05, *p< 0.01, *p< 0.001

Calismaya alinan ve aspirin kullanan tim koroner arter hastalarinin

“aspirine duyarliliklarina” goére gruplandirilarak klinik ozellikleri ve risk

faktorleri agisindan karsilastinimasi Tablo-2’de verilmistir. Aspirine direngli
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hastalarda, hem aspirine duyarli hem de orta derecede duyarli olan hastalara
gore sistolik ve diyastolik kan basinglarinin daha yuksek oldugu bulunmustur.
Ejeksiyon fraksiyonu ise aspirine duyarli olan hastalara gore diger iki grupta
da anlamli olarak (p< 0.01) daha dusuk bulunmustur. Aspirin tedavisine
yanitin degerlendiriimesinde kullanilan agregasyon birimi (AU) beklendigi gibi
gruplar arasinda anlamli (p< 0.001) olarak farkhdir.

Koroner arter tutulumu agisindan gruplari karsilastirdigimizda,
aspirine direncli grupta ¢ok damar hastaligi gérulme yuzdesi diger iki gruba
gbre daha yuksek bulunmasina karsin istatistiksel olarak anlamli bir fark
saptanmamistir.

Risk faktorleri acisindan inceledigimizde ise aspirine direngli
hastalarda, hem aspirine duyarli hem de orta derecede duyarli olan hastalara
gore diyabet ve sigara kullanimi oraninin anlamli olarak daha yuksek oldugu

bulunmustur.
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Tablo-2: Koroner arter hastalarinin aspirine duyarhliklarina goére klinik

Ozellikler ve risk faktorleri agisindan karsilastirilmasi.

Aspirine duyarh

Aspirine orta derecede Aspirine direncli

grup (n=78) duyarh grup (n=15) grup (n=7)
Yas (yil) 66.3+£9.6 65.9+13.7 72.3+7.2
Kadin / Erkek 24 /54 718 4/3
VKI (kg/m?) 27.8+54 31.1+64°%"1 31.3+4.3
SKB (mmHg) 115+ 19 110+ 13 131 £ 123101
DKB (mmHg) 70 £ 10 67+8 85+9 2"b#
EF (%) 42 +13 32+9°2% 27 +8 2%
AU 169 + 72 416 £ 74 2" 852 + 732" P#
Koroner arter tutulumu,n (%)
Tek damar hastaligi 38 (49%) 7 (47%) 3 (43%)
Cok damar hastahgi 40 (51%) 8 (53%) 4 (57%)
Risk faktorleri, n (%) *
Diyabet 35 (45%) 6 (40%) 5 (71%) 2+ P#
Hipertansiyon 47 (60%) 10 (67%) 5 (71%)
Hiperlipidemi 34 (44%) 7 (47%) 4 (57%) 21
Sigara 36 (46%) 8 (53%) 5 (71%) 2+ P 1
Aile dykisi 35 (45%) 5 (33%) 4 (57%)°1

VKI: Viicut kitle indeksi, AU: Agregasyon birimi, “Aggregation Unit” , SKB: Sistolik kan
basinci, DKB: Diastolik kan basinci, EF: Ejeksiyon Fraksiyonu,
& Aspirine duyarli grup ile karsilagtirma . Aspirine orta derecede duyarli grup ile

karsilastirma.

istatistiksel anlamlilik diizeyi: 'p< 0.05, *p< 0.01, *p< 0.001, *: ki-kare testi,
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Koroner arter hastalarinin tedavisinde kullanilan aspirin digindaki

diger ilaglarin gruplara gore dagilimi sayl ve yuzde olarak Tablo-3’de

verilmigtir.

Tablo-3: Koroner arter hastalarinin kullandiklari ilaglar ve gruplara gore

dagihimlari.
Aspirine duyarli  Aspirine orta derecede Aspirine direncli
grup (n=78) duyarh grup (n=15) grup (n=7)
ACE inhibitora, n (%) 26 (33) 6 (40) 4 (57)
B bloker, n (%) 24 (31) 6 (40) 5(71)
Kalsiyum kanal blokeri, n (%) 16 (21) 4 (27) 2 (29)
Diuretik, n (%) 39 (50) 12 (80) 5(71)
Lipid dusurucu ajan, n (%) 52 (67) 6 (40) 5(71)
Anjiotensin res. blokeri, n (%) 10 (13) 5 (33) 2 (29)
Dijital turevleri, n (%) 18 (23) 7 (47) 3(43)

44




2. Biyokimyasal ve Hematolojik Parametreler

Calismaya alinan tiUm koroner arter hastalari ile kontrol grubuna ait
biyokimyasal ve hematolojik parametreler Tablo-4’de gosterilmistir. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Tablo-4: Koroner arter hastalari ve kontrol grubunda biyokimyasal ve

hematolojik parametreler*.

KAH (n=100) Kontrol (n=45)
Glukoz (mg/dl) 123 + 47 110 £ 43
Kreatinin (mg/dl) 1.05+0.24 1.01 £ 0.21
AST (IU/L) 24 +7 25+5
ALT (IU/L) 23+ 11 21+10
Total kolesterol (mg/dl) 166 + 42 173 £33
HDL-kolesterol (mg/dl) 38+12 41+ 13
LDL- kolesterol (mg/dl) 103 £ 32 105 + 28
Trigliserit (mg/dl) 128 + 62 134 + 57
Eritrosit (M/ul) 45107 47+0.8
Hemoglobin (g/dl) 12418 127122
Hematokrit (%) 37+6 36+5
Trombosit (K/ul) 241+ 72 252 1+ 67

* Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi. KAH: Koroner Arter
Hastalari
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Calismaya alinan ve aspirin kullanan tim koroner arter hastalarinin
“aspirine duyarliliklarina” gore gruplandirilarak biyokimyasal ve hematolojik
parametreler acgisindan karsilastirimasi Tablo-5'de verilmistir. Gruplar

arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmamistir.

Tablo-5: Koroner arter hastalarinin aspirine duyarliliklarina gore

biyokimyasal ve hematolojik parametreler agisindan karsilastiriimasi

Aspirine duyarli  Aspirine orta derecede Aspirine direngli

grup (n=78) duyarh grup (n=15) grup (n=7)
Glukoz (mg/dl) 121 £ 47 134 £ 42 132 £ 51
Kreatinin (mg/dl) 1.06 £ 0.23 1.02+0.27 1.03+0.24
AST (IU/L) 237 275 24 +9
ALT (IU/L) 22+12 2510 22+8
Total kolesterol (mg/dl) 164 + 42 166 + 33 190 + 48
HDL-kolesterol (mg/dl) 37 £ 12 41 +£13 438
LDL- kolesterol (mg/dl) 102 £ 32 97 £ 23 121 £43
Trigliserit (mg/dl) 127 £ 65 134 £ 57 127 + 39
Eritrosit (M/ul) 44+0.7 45+0.8 48+0.6
Hemoglobin (g/dl) 124 £1.7 126 £ 2.1 127 +24
Hematokrit (%) 375 365 3615
Trombosit (K/ul) 23975 250 + 69 253 +£43

* Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli bir fark bulunmadi.
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3. Oksidatif Parametreler ile Total Sialik Asit Duizeyleri

Calismaya alinan tum koroner arter hastalari ile kontrol grubuna ait
oksidatif parametreler ile total sialik asit dizeyleri Tablo-6’da gdsterilmistir.
Hasta grubunda malondialdehit, protein karbonilleri ve total sialik asit
dizeylerinin kontrol grubuna goére anlamli olarak (p< 0.001) daha ylksek

oldugu bulunmustur.

Tablo-6: Koroner arter hastalari ve kontrol grubunda oksidatif parametreler

ile total sialik asit duzeyleri

KAH (n=100) Kontrol (n=45)
Malondialdehit (nmol/ml) 0.95+£0.35 0.61+025"
Protein Karbonilleri (nmol/mg prot.) 2.55+0.83 0.56 £0.21 *
Total sialik asit (mg/dl) 495 +10.5 418+71"

KAH: Koroner Arter Hastalari
istatistiksel anlamlilik diizeyi: “p< 0.001

Calismaya alinan ve aspirin kullanan tim koroner arter hastalarinin
“aspirine duyarliliklarina” gore gruplandirilarak oksidatif parametreler ile total
sialik asit dlzeyleri agisindan Kkarsilastirlmasi Tablo-7’de verilmistir.
Malondialdehit, protein karbonilleri ve total sialik asit dizeylerinin aspirine
direngli ve orta derecede duyarli gruplarda aspirine duyarli olan gruba gore

anlamli olarak yuksek oldugu bulunmustur.
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Tablo-7: Koroner arter hastalarinin aspirine duyarliliklarina gore oksidatif

parametreler ve total sialik asit dizeyleri agisindan karsilastiriimasi.

Aspirine duyarli  Aspirine orta derecede  Aspirine direngli

grup (n=78) duyarh grup (n=15) grup (n=7)
Malondialdehit (nmol/ml)  0.85 +0.29 1.17+£0.333%  156+0.20%%P*
Protein karbonilleri 2.41+0.81 2.89+074%"  343+063°%*
(nmol/mg protein)
Total sialik asit (mg/dl) ~ 47.3+9.9 54.6 +9.2 2% 63.4£5.0°2%PT

% Aspirine duyarli grup ile karsilastirma °: Aspirine orta derecede duyarli grup ile
karsilastirma, istatistiksel anlamlilik diizeyi: Tp< 0.05, *p< 0.01, *p< 0.001

Aspirine duyarli olan hastalar (n=78) ile aspirine duyarli olmayan tim
hastalarin (n=22) (aspirine orta derecede duyarli grup, n=12 ve aspirine
direncgli grup, n=7) oksidatif parametreler ile total sialik asit duzeyleri
acisindan karsilastiriimasi sekil-8 ve sekil-9’da verilmigtir. Sekil-8’de aspirine
duyarl olmayan hastalarin malondialdehit (p< 0.001) ve protein karbonil (p<
0.05) duzeylerinin aspirine duyarli olan gruba gére anlamli olarak daha

yuksek oldugu gorulmustar.

48



3,5

2,5

1,5

0,5

OAspirine duyarli grup

@ Aspirine duyarli
olmayan grup*

MDA

Protein Karbonilleri

Sekil-8: Aspirine duyarli grup (n=78) ile aspirine duyarl olmayan gruplarda

(n=22) serum malondialdehid (MDA) ve protein karbonil duzeyleri.

MDA (nmol/ml): Aspirine duyarli grup, 0.85 £ 0.29; aspirine duyarl olmayan
grup, 1.30 £ 0.36

Protein karbonilleri (nmol/mg protein): Aspirine duyarli grup, 2.41 + 0.81;
aspirine duyarli olmayan grup, 3.07 £ 0.74

*Aspirine duyarli olmayan grup= Aspirine orta derecede duyarl grup (n= 15)
+ Aspirine direncli grup (n=7) Istatistiksel anlamlilik diizeyi: Tp< 0.05, *p<

0.001
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Sekil-9’da aspirine duyarli

olmayan hastalarin total

sialik asit

duzeylerindeki artigin aspirine duyarli olan gruba gore istatistiksel olarak

daha anlamli (p< 0.001) oldugu goérulmustar.
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Sekil-9: Aspirine duyarli grup (n=78) ile aspirine duyarli olmayan gruplarda
(n=22) serum total sialik asit duzeyleri.
Total sialik asit (mg/dl): Aspirine duyarli grup, 47.3 + 9.9; aspirine duyarli
olmayan grup, 57.4 £ 9.0
*Aspirine duyarli olmayan grup= Aspirine orta derecede duyarli grup (n=15)
+ Aspirine direncli  grup (n=7) istatistiksel anlamlilik diizeyi: “p< 0.001

50



4. Antioksidan parametreler

Caligmaya alinan tim koroner arter hastalari ile kontrol grubuna ait
antioksidan parametreler Tablo-8de gosterilmigtir. Hasta grubunda
antioksidan enzim aktiviteleri ile vitamin dizeylerinin kontrol grubuna gore
anlamli olarak daha dusuk oldugu bulunmustur.

Ozellikle paraoksonaz enzim aktivitesi ile vitamin C, vitamin E ve
total karoten duzeylerindeki azalmanin istatistiksel olarak daha anlamli

oldugu gorulmastur (her bir parametre igin p< 0.001).

Tablo-8: Koroner arter hastalari ve kontrol grubunda antioksidan

parametreler.

KAH (n=100) Kontrol (n=45)
Paraoksonaz (U/L) 156 + 47 224 +62 "
Arilesteraz (kU/L) 110+ 23 117 +£12 1
Katalaz (KU/L) 46.5 + 18 531+13 1T
Vitamin C (mg/dl) 0.52+0.17 0.95+0.15 "
Vitamin E (ug/ml) 16.5 + 4.26 292+559 "
Total Karoten (ug/ml) 1.23 +£0.39 148 +0.35 "

KAH: Koroner Arter Hastalari; istatistiksel anlamlilik diizeyi: "p< 0.05, "p< 0.001
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Calismaya alinan ve aspirin kullanan tim koroner arter hastalarinin
“aspirine duyarliliklarina” goére gruplandirilarak antioksidan parametreler
acisindan karsilastirimasi  Tablo-9'da  verilmistir.  Antioksidan  etkili
paraoksonaz, arilesteraz ve katalaz enzim aktivitelerinin aspirine duyarl olan
gruba gore diger iki grupta istatistiksel olarak anlamli bir azalma gosterdigi
bulunmustur.

Vitamin E ve total karoten dizeylerinin de aspirine direngli ve orta
derecede duyarh gruplarda aspirine duyarli olan gruba gére anlamli olarak
daha disuk oldugu bulunmustur. Vitamin C duzeylerindeki azalma ise

istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir.

Tablo-9: Koroner arter hastalarinin aspirine duyarliliklarina gére antioksidan

parametreler acisindan karsilastirilmasi

Aspirine duyarl Aspirine orta derecede Aspirine direngli
grup (n=78) duyarh grup (n=15) grup (n=7)
Paraoksonaz (U/L) 165 + 45 132 + 4021 110 + 39 2%
Avrilesteraz (KU/L) 113 + 23 106 + 22 90 + 1727
Katalaz (KU/L) 495+ 18 365+ 1327 353827
Vitamin C (mg/dl) 0.53+0.18 0.51+0.13 0.46 +0.10
Vitamin E (ug/ml) 17.1 +4.32 141 £ 3.08 21 13.9+3.22°27
Total Karoten (ug/ml)  1.29 + 0.38 1.04+0.34 27 0.95+0.39 27

% Aspirine duyarh grup ile karsilastirma ®. Aspirine orta derecede duyarl grup ile
karsilastirma Istatistiksel anlamlilik diizeyi: 'p< 0.05, *p< 0.01
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Aspirine duyarli olan hastalar (n=78) ile aspirine duyarli olmayan tim
hastalarin (n=22) (aspirine orta derecede duyarli grup, n=12 ve aspirine
direncli grup, n=7) antioksidan parametreler agisindan karsilastiriimasi sekil-
10, sekil-11 ve sekil-12 'de verilmistir. Aspirine duyarli olmayan hastalarda,
incelenen tum antioksidan etkili enzim aktiviteleri ile vitamin E ve total
karoten duzeylerinin aspirine duyarli olan gruba goére anlamli olarak daha
disuk oldugu bulunmustur. Vitamin C duzeylerinin ise incelenen iki grup

arasinda anlamli bir fark gostermedigi bulunmustur.

1 Aspirine duyarl grup | Aspirine duyarli olmayan grup*
180
160 -
140 -
120 -
100 ~
80 -
60 A
40 - }
20 A
0

Paraoksonaz Arilesteraz  Katalaz

Sekil-10: Aspirine duyarl grup (n=78) ile aspirine duyarli olmayan gruplarda
(n=22) serum Paraoksonaz, Aril Esteraz ve Katalaz aktiviteleri

Paraoksonaz (U/L): Aspirine duyarh grup, 165 + 45; aspirine duyarli olmayan
grup, 125 £ 40

Arilesteraz (kU/L): Aspirine duyarh grup, 113 = 22; aspirine duyarli olmayan
grup, 101 £ 22

Katalaz (kU/L): Aspirine duyarl grup, 49.5 + 18; aspirine duyarli olmayan
grup, 36.0+12

*Aspirine duyarli olmayan grup= Aspirine orta derecede duyarli grup (n= 15)
+ Aspirinedirencli grup (n=7), Istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p< 0.001
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Sekil-11: Aspirine duyarli grup (n=78) ile aspirine duyarl olmayan gruplarda
(n=22) serum Total Karoten ve Vitamin C duzeyleri.

Total Karoten (ug/ml): Aspirine duyarh grup, 1.29 + 0.38; aspirine duyarli
olmayan grup, 1.01 £ 0.36

Vitamin C (mg/dl): Aspirine duyarh grup, 0.53 % 0.18; aspirine duyarli
olmayan grup, 0.49 + 0.12

*Aspirine duyarl olmayan grup= Aspirine orta derecede duyarli grup (n= 15)
+ Aspirine direncli grup (n=7) istatistiksel anlamlilik diizeyi: *p< 0.01

O Aspirine duyarli grup H Aspirine duyarli olmayan grup*
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Sekil-12: Aspirine duyarli grup (n=78) ile aspirine duyarli olmayan gruplarda
(n=22) serum Vitamin E duzeyleri

Vitamin E (ug/ml): Aspirine duyarli grup, 17.1 + 4.32; aspirine duyarli
olmayan grup,14.1 £ 3.05 *Aspirine duyarli olmayan grup= Aspirine orta
derecede duyarli grup (n= 15) + Aspirine direngli grup (n=7) istatistiksel
anlamlilik diizeyi: *p< 0.01

54



5. Korelasyon incelemeleri

Tam koroner arter hastalarinda (n= 100) aspirin direnci ile oksidan ve
antioksidan parametreler arasindaki iligkiyi incelemek igin “Pearson”
korelasyon analizi yapildi.

Aspirin direnci ile oksidan parametreler arasinda yapilan korelasyon
incelemesinde; aspirin direnci ile MDA (r= 0.56, p< 0.001), protein karbonilleri
(r= 0.32, p< 0.01) ve total sialik asit (r= 0.38, p< 0.001) arasinda anlamli
pozitif korelasyon bulunurken, PON (r=-0.30, p < 0.01), arilesteraz (r=-0.20,
p < 0.05), katalaz (r=-0.23, p < 0.05), vitamin E (r= -0.24, p < 0.05) ve total
karoten (r= -0.25, p < 0.05) arasinda ise anlamli negatif korelasyon bulundu.
Aspirin direnci ile vitamin C arasinda ise anlamli bir korelasyon bulunamadi.

Korelasyon incelemeleri sekil- 13, sekil-14 ve sekil-15 'de gosterildi.
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Sekil-13: Koroner arter hastalarinda aspirin direnci ile oksidatif parametreler
ve total sialik asit arasinda yapilan “Pearson” korelasyon incelemesi.
(AU: Agregasyon Birimi).

56



750 7

r=-0.30 p<0.01

AU 500 -
250 7
0 T T T T
100 200 300
Paraoksonaz
750+
r=-0.20 p<0.05
500+
AU
250+
0 T T T T T
75 100 125 150
Arilesteraz
750
‘ r=-0.23 p<0.05
500+
AU
250-
0, . . ;
20 40 60 80
Katalaz

Sekil-14: Koroner arter hastalarinda aspirin direnci ile antioksidan enzimler
arasinda yapilan “Pearson” korelasyon incelemesi. (AU: Agregasyon Birimi).
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Sekil-15: Koroner arter hastalarinda aspirin direnci ile antioksidan vitaminler
arasinda yapilan “Pearson” korelasyon incelemesi. (AU: Agregasyon Birimi)
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TARTISMA VE SONUG

Calismamizda, koroner arter hastaligi nedeniyle dizenli olarak
aspirin kullanan hastalarda aspirinin oksidan ve antioksidan parametreler
Uzerine etkisi ile aspirin direnci ve oksidatif stres arasindaki iligkiyi inceledik.
Aspirin direnci olan ve olmayan koroner arter hastalarinda oksidan ve
antioksidan parametreler agisindan anlamli farkliliklar oldugunu saptadik.

Aspirin direnci, gelismis toplumlarda morbidite ve mortalitenin dnde
gelen nedenleri olan koroner arter hastaligi ve serebrovaskuler hastaliklarda
prognozu olumsuz etkileyebilecegi yonunde bulgularin artmakta oldugu
guncel bir sorundur. Stabil koroner arter hastalari Uzerinde yapilan
calismalarda, aspirin direnci olan hastalarda major kardiyovaskuler olay
riskinin daha fazla oldugu bulunmustur (90, 91).

Gum ve ark.’nin (92) yaptidi bir ¢alismada stabil koroner arter
hastasi olan 326 kisi yaklasik 2 yil boyunca takip edilmis ve akut miyokard
infarktisu, inme, 6lum gibi major kardiyovaskuler olay riskinin aspirin direnci
olan hastalarda olmayanlara gére 3 kat daha fazla oldugu bulunmustur.
HOPE (Heart Outcomes Prevention Evaluation) c¢alismasinda da 5 yil
boyunca takip edilen koroner arter hastalarinda yine benzer sekilde aspirin
direnci olanlarda riskin daha yuksek oldugu bulunmustur (93).

Aspirin direncini tanimlamak igin kullanilan biyokimyasal metod ve
hastanin kullandigi aspirin dozunun, aspirin direnci prevalansini anlamli bir
sekilde etkiledigi bildirilmistir (23). Bu nedenle vyapilan c¢esitli klinik
calismalarda farkli hasta gruplarinda farkli yontemlerle degisik oranlarda
aspirin direnci saptanmistir (19, 21, 27).

Genel olarak koroner arter hastalarinda %5.5 — 45 arasinda oldugu
bildirilen aspirin direnci prevalansini biz de %7 bulduk. Aspirine orta
derecede duyarli hastalar icin ise prevalansi %15 olarak saptadik. Gum ve
ark. da (22) koroner arter hastalarinda aspirin direnci prevalansini %5.5,
aspirine orta derecede duyarli hastalar igin ise prevalansi %23 olarak

bulmuslardir.
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Koroner arter hastaliginda siklikla  kargilagilan  endotel
disfonksiyonunda, endotelyal hucrelerin antikoagulan, antiagregan ve
fibrinolitik ozelliklerini kaybederek trombosit agregasyonunda artisa neden
olabileceg@i bildirilmistir. Hipertansiyon, hiperlipidemi, diyabet ve sigaranin
yanisira, endotel disfonksiyonuna yol acan faktdrlerden biri de oksidatif
strestir. Aspirinin notrofil, eritrosit ve trombositleri direkt olarak etkileyerek
endotelyumu oksidatif stresden korudugu ve endotelyal disfonksiyonu
azalttig bildirilmigtir (94).

Endotel disfonksiyonu ile aspirin direnci arasindaki iligkiyi inceleyen
bir gcalismada, oksidatif strese bagli olarak gelisen endotel disfonksiyonunun
aspirin direnci olusturabilecegi bildirilmistir (95). Pamukgu ve ark. (96) ise
endotel disfonksiyonunun derecesi ile aspirin direnci arasinda bir iligki
olmadigini ileri surmuslerdir. Cipollone ve ark.’nin (37) koroner arter hastalari
Uzerinde vyaptigi bir baska c¢alismada da, oksidatif stresin endotel
disfonksiyonunu indukleyerek aspirine duyarsiz tromboksan sentezinde
artisa yol agtigi ve bu nedenle oksidatif stresin aspirin direncinin bir diger
nedeni olabilecegi ileri surtlmustir.

Oksidatif stresin endotel disfonksiyonunun yanisira normal tombosit
fonksiyonlarini da bozarak kardivaskuler hastaliklarin gelisiminde 6énemli rol
oynadidi bildirilmigtir. Trombosit fonksiyonlari ile oksidatif stres iligkisini
arastiran calismalarda, trombositler tarafindan Uretilen reaktif oksijen
turlerinin oksidatif stresi ve lipid peroksidasyonunu uyardigi ve kardivaskuler
hastaliklarin gelisiminde énemli rol oynadigi ileri suralmustur. Trombositler ve
diger vaskuller kaynaklardan aciga c¢ikan bu reaktif oksijen tirleri iginde,
Ozellikle superoksit anyonunun oksidatif stresin dnemli bir kaynagi oldugu,
nitrik oksitin (NO) biyolojik aktivitesini azalttigi ve trombosit agregasyon
yanitini arttirdigi gosterilmistir (97). Bilindigi gibi NO, vaskller homeostazisin
surdurdlmesinde onemli rol oynayan vazodilatator etkili bir ajandir. Taubert
ve ark. (98) aspirinin endotelyal hiicre homojenatlarinda endotelyal nitrik oksit
sentaz (NOS) aktivitesini arttirdigini ve NO salinimini direkt olarak uyardigini
gostermiglerdir. Oksidatif strese bagli olarak endotel fonksiyonlarinin

bozulmasi ise aspirinin  NO sekresyonunu uyarici etkisinin ortadan
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kalkmasina yol agmaktadir. Grosser ve ark. da (99) aspirinin NO-cGMP
sinyal yolunu aktive ederek endotelyal hucreleri oksidatif hasardan
korudugunu bildirmiglerdir .

Lipid peroksidasyonu ise zincirleme reaksiyonlar sonucunda alkoksil
ve peroksil radikallerinin yanisira, trombositlerde COX aktivitesinin bir yan
ardnd olarak MDA gibi lipid peroksidasyon urunlerinin de aciga ¢ikmasina
neden olmaktadir (100).

Aspirinin  LDL’yi oksidasyondan korudugunu gosteren cesitli
calismalar da yapimistir. Bu c¢alismalardan birisinde, aspirinin LDL'yi
oksidatif modifikasyondan koruyucu etkisinin hem 6nemli bir serbest radikal
kaynag! olan prostaglandin yolunu inhibe etmesinden hem de LDL’nin apoB
proteinindeki lizin kalintilarina asetil grubunu transfer etmesinden ileri geldigi
bildirilmistir (101). Ayrica bir aspirin metaboliti olan gentisik asidin de
antioksidan etki gosterdigi ve in vitro LDL oksidasyonunu inhibe ettigi
bildirilmistir  (102). Hermann ve ark. da (103) salisilik asidin LDL
oksidasyonunu baglatan superoksit ve nitrik oksit radikallerinin etkili bir
inhibitord oldugunu gdstermislerdir. Lapenna ve ark. da (104) aspirinin
lipoksijenazin katalizledigi lipid peroksidasyonunu inhibe ettigini ileri
surmuslerdir.

Yaptigimiz bu ¢alismada, lipid peroksidasyonunu degerlendirmek igin
kullanilan ve oksidatif stresin bir gdstergesi olan MDA dizeylerini aspirin
direnci olan hastalarda, aspirine orta derecede duyarl hastalar ile aspirine
duyarl hastalara gore anlamli olarak yuksek bulmamiz nedeniyle, oksidatif
stres ile aspirin direnci arasinda bir iligski olabilecegini ileri slrebiliriz. Ayrica
yaptigimiz korelasyon incelemesinde de aspirin direnci ile MDA arasinda
anlamli (p< 0.001) pozitif bir korelasyonun oldugunu bulmamiz da bu iligkiyi
destekler niteliktedir. Marwali ve ark.’nin (105) yaptidi bir ¢alismada da,
aspirin tedavisi uygulanan hastalarda MDA duzeyleri daha dusuk bulunmus
ve aspirinin oksidatif stresi azalttigi ileri sGralmastar.

Aspirinin LDL’yi oksidatif degisikliklerden korudugunu goésteren pek
¢ok calisma yapilmasina karsin, Waterman ve ark. (106) saglikh génullilere
verilen duguk doz aspirinin LDL’nin oksidasyona duyarliigini arttirdigini ileri
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surmuslerdir. Bazi arastirmacilar ise aspirinin kendisinin de serbest radikal
uretiminden sorumlu olabilecegini ileri surmugtur (107, 108).

Lipoproteinler ile trombosit fonksiyonlari arasindaki iligkiyi arastiran
calismalarda, lipoprotein bozukluklarinin trombosit fonksiyonlarini etkiledigi
ve hiperlipidemik hastalarda trombosit aktivitesinin arttigi gosterilmistir (109,
110). Ozellikle ylksek LDL kolesterol diizeylerinin trombosit fonksiyonlarini
uyardigi ve trombositlerin kollajen, ADP, trombin gibi dogal agonistlere karsi
duyarhligini arttirdid1 bildirilmigtir. LDL, apoB-100 araciligi ile trombosit
membranindaki reseptorlere baglanarak lipid transferi yapar ve trombosit
aktivitesini arttirir. Ozellikle okside-LDL’nin trombositlere baglanmasina
aracilik eden ve intrasellUler sinyal iletisini baglatan “scavenger” reseptorler
CD36 ve lektin benzeri okside—LDL [(lectin-like ox-LDL receptor-1; (LOX-1)]
reseptoridiur. Okside-LDL bu reseptorlere bagdlanarak trombosit adezyonunu
hizlandirir (111, 112).

Lipid dusuricu tedavi uygulanan hiperlipidemik hastalarda
trombositlerde CD36 ve LOX-1 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (113).
Yapilan bir g¢alismada aspirinin, oksidatif strese bagli olarak aktive olan
trombositlerden reaktif oksijen tdrlerinin  salinimini  azalttigi ve MDA
duzeylerini dusurdugu gosterilmigtir. Aspirinin bu etkisini trombositlerde ox-
LDL reseptorunu inhibe ederek ve ekspresyonunu azaltarak gosterdigi ve
bdylece trombosit agregasyonunu 6énledigi bildirilmistir (105).

Aspirin direnci olan hiperlipidemik koroner arter hastalari Uzerinde
yapilan bir calismada ise 3 ay sureyle uygulanan lipid dusuruclu statin
tedavisi sonrasinda hastalarin  %65’'de aspirin  direncinin  azaldigi
gosterilmistir (114). Deneysel olarak hiperkolesterolemi olusturulan sicanlar
Uzerinde vyapilan bir arastirmada da aspirin tedavisi sonrasinda LDL-K
dizeylerinin azaldi§i, HDL-K dizeylerinin ise artti§i gésterilmistir (115).

Biz de vyaptigimiz bu c¢alismada, istatistiksel olarak anlamli
olmamakla birlikte aspirine direngli grupta, aspirine duyarli olan gruba gore
total kolesterol ve LDL-kolesterol duzeylerini daha yuksek, HDL-kolesterol
duzeylerini ise daha dusuk bulduk. Ayrica hiperlipidemi, diyabet,
hipertansiyon, sigara ve pozitif aile 6yklsu gibi koroner arter hastaligi risk
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faktorlerinin de literatlrle uyumlu olarak daha yuksek oranda goruldugunu
saptadik. Literaturde koroner arter hastaligi risk faktorleri ile aspirin direnci
iliskisini arastiran gesitli calismalar bulunmaktadir (116). Sigarayla ilgili olarak
yapillan bdyle bir calismada, sigaranin trombosit aktivitesini arttirdigr ve
aspirin direnci ile iligkili oldugu bildirilmistir (117). Ozben ve ark. da (118)
hipertansif hastalarda aspirin direncinin daha sik goraldigunut bulmuslardir.

Ekstrasellller proteinler yasam boyunca serbest oksijen radikalleri
tarafindan oksidatif modifikasyona ugramakta ve cesitli hastaliklarin
gelisiminde rol oynamaktadir. Son yillarda koroner arter hastaligi gelisiminde
protein oksidasyonunun da rol oynadigini gosteren arastirma sayisinin
gittikce artmasina ragmen, literatlrde protein oksidasyonu ile aspirin iligkisini
arastiran yeterli calisma bulunmamaktadir. Upchurch ve ark. (119) yaptiklan
deneysel bir arastirmada aspirinin, fibrinojen proteininin oksidasyona duyarli
olan fonksiyonel lizin kalintilarini non-enzimatik olarak asetilleyerek onu
oksidatif degisikliklerden korudugu ve bdylece protein oksidasyonunun bir
gOstergesi olan protein karbonil dizeylerinin azaldigini gdstermislerdir.
Fibrinojenin oksidasyonu fibrin olusumunu arttirirken, aspirin etkisi ile
fibrinojenin lizin kalintilarinin asetillenmesinin ise fibrinolizisi arttirici yoénde
etki yaptigi bildirilmistir (120). Steer ve ark. da (101) salisilatin direkt olarak
hidroksil radikallerini temizledigini, protein oksidasyonunu inhibe ettigini ve
LDL’yi oksidatif modifikasyondan koruyarak aterosklerozun ilerlemesini
durdurdugunu ileri strmasglerdir.

Biz de caligmamizda, protein oksidasyonunun bir godstergesi olan
protein karbonil duzeylerini aspirin direnci olan hastalarda, hem aspirine
aspirine duyarli hem de orta derecede duyarlilik gosteren hastalara gore
anlamli olarak daha ylksek oldugunu bulduk. Aspirin direnci ile protein
oksidasyonu arasindaki iligkiyi gostermek amaciyla yaptigimiz korelasyon
incelemesinde de anlamli (p< 0.01) pozitif bir iliski saptadik.

Hucre membranlarinda c¢esitli  glikoprotein  ve  glikolipidlerin
oligosakkarid yan zincirlerinin terminal pozisyonunda bulunan sialik asit
reziduleri de serbest oksijen radikallerinin hedef molekiilleri olabilmekte ve

koroner arter hastalarinda uretimleri artan serbest oksijen radikalleri, bu
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yapilardan sialik asit rezidulerinin salinimina yol acarak serum total sialik asit
dizeylerinde artisa neden olmaktadir (121). Benzer sekilde, serbest oksijen
radikalleri tarafindan LDL’nin yapisindaki sialik asidin uzaklastiriimasi da bu
artisa katkida bulunmaktadir. Desialize LDL ise oksidatif degisikliklere daha
duyarli hale gelerek ateroskleroz gelisiminde énemli rol oynamaktadir. Ayrica
koroner arter hastalarinda sialidaz enzim aktivitesindeki artisinda htcre
membranindan veya hidcreden sialik asit salinimina yol acgtigi bildirilmistir
(122).

Literaturde koroner arter hastalarinda aspirin kullaniminin serum total
sialik asit duzeylerine etkisini arastiran bir c¢alisma bulunmamaktadir.
Yaptigimiz ¢aligmada hem aspirin direnci olan hastalarda serum total sialik
asit duzeylerini anlamli olarak yluksek bulmamiz hem de aspirin direnci ile
total sialik asit arasinda anlamli (p< 0.001) pozitif bir korelasyon bulmamiz
nedeniyle aspirin direnci ile sialik asit arasinda bir iligkinin varhigindan
s6zedebiliriz.

Aspirin gibi trombosit fonksiyonlarini inhibe eden baska ilaglar da
bulunmasina karsin higbirinin aspirin kadar etkili olmamasi nedeniyle,
aspirinin antiaterojenik etkilerinden sadece trombosit inhibitér fonksiyonunun
sorumlu olamayacagi ayrica aspirinin antioksidan ve antiinflamatuar
Ozelliklerinin de bu slrecgte dnemli rol oynayabilecegi ileri strdlmastir (123,
124).

Aspirinin antioksidan ozellikleri ile ilgili olarak yapilan caligmalar
icinde ozellikle paraoksonaz (PON) enzimiyle ilgili olanlar dikkat ¢ekicidir.

PONL1 enzimi aril esterleri, fosfat esterleri, aromatik karboksilik asit
esterleri, karbamatlar ve laktonlar gibi pek ¢ok substrati hidrolizler ve lipid
peroksitlerini hidroperoksitlere indirger. Santanam ve ark. (70) aspirinin de bir
aril ester oldugunu ve PON1 enzimi tarafindan etkin bir sekilde hidrolize
oldugunu bildirmiglerdir. Bu ¢alismada, aspirinin hidrolizi ile olugan salisilik
asidin serbest radikalleri temizleyen antioksidan bir Grin oldugu ve aspirinin
antiaterojenik etkilerinin sadece trombosit fonksiyonlarini inhibe etmesinden

kaynaklanmadigi, bundan kismen salisilik asidin de sorumlu oldugu ileri
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surdlmagtur. Ayrica salisilik asidin anti-inflamatuar ozellikleri nedeniyle de
aspirinin antiaterojenik etkilerine katkida bulundugu bildirilmistir.

PON1 aktivitesi ile aspirin iligkisini arastiran bir bagka calismada da,
aspirin kullanan kisilerde plazma PON1 aktivitesi ile arilesteraz aktivitesinin
arttigi bildirilmistir (125). Jaichander ve ark.’nin (126) yaptigi deneysel bir
calismada ise aspirin verilen siganlarda plazma PON1 aktivitesinin 2 kat artis
goOsterdigi ve ayni zamanda karacigerde PON1 ve apoA-l gen
ekspresyonunun da arttigi gosterilmistir. Bu c¢alismada aspirinin
antiaterosklerotik etkilerine hidrolitik Grinu olan salisilik asit ile PON1 ve
apoA-Il induksiyonunun aracilik ettigi de ileri surdlmagtar.

Kurban ve ark. da (69) aspirin kullanan saglikli gonullilerde PON1 ve
arilesteraz aktivitelerinde anlamli olmayan bir artis oldugunu bulmusglardir.
Aspirinin serbest radikalleri temizleyici antioksidan 06zellikleri nedeniyle
endotelyal hucreleri hidrojen peroksitin etkilerine kargi korudugu da
gosterilmistir (115). Bazi arastirmacilar da PON1 enziminin oksidasyona
duyarli oldugunu ve oksidanlar tarafindan derhal inaktive edildigini
bildirmislerdir (127, 128).

Genel olarak koroner arter hastalarinda artmis oksidatif stres
nedeniyle antioksidanlarin tiketimi artmakta ve tablo-8’de de gdsterildigi gibi
antioksidan etkili tUm enzim ve vitamin duzeylerinde kontrol grubuna gore
anlamli bir azalma olmaktadir. Bu c¢alismada hasta grubunu aspirine
verdikleri yanita goére inceledigimizde ise antioksidan duzeylerindeki
azalmanin 6zellikle aspirine direngli hastalarda daha fazla oldugunu bulduk.
Aspirin kullanan ve direng gelistigi saptanan hasta grubunda PON ve
arilesteraz aktiviteleri, aspirine duyarli ve orta derecede duyarli gruplara gore
daha dusuktd. Ayrica, aspirin direnci ile PON ve arilesteraz aktiviteleri
arasinda da anlamli (p< 0.01 ve p< 0.05) negatif korelasyonlar saptamamiz
nedeniyle PON ve arilesteraz aktiviteleri ile aspirin direnci arasinda bir
iligkinin varhigindan sozedebiliriz. Aspirin direnci saptadigimiz hasta
grubunda oksidatif strese bagli disik PON aktivitesi nedeniyle, bir
antioksidan oldugu ileri surulen salisilik asit Gretiminin azalmasi da bu grupta

oksidatif stres parametrelerinin daha yuksek bulunmasina katkida bulunabilir.
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Katalaz, hidrojen peroksiti su ve molekuler oksijene pargalayan
antioksidan etkili Gnemli bir enzimdir. Yapilan in vitro bir gcalismada, katalazin
aktif trombositler tarafindan Uretilen ve oksidan bir molekul olan hidrojen
peroksit Uretimini inhibe ederek kollajene baglh trombosit aktivasyonunu
baskiladigi gosterilmigtir (129). Durak ve ark. da (130) aspirin tedavisinin
insanlarda eritrosit katalaz aktivitesinde artisa yol agtigini gdstermislerdir.

Literatirde aspirin ile katalaz iligskisini gosteren yeterli g¢alisma
bulunmamasina ragmen, biz bu galismada aspirine direngli hastalarda ve
orta derecede duyarli hastalarda, aspirine duyarli olan hastalara gore katalaz
aktivitesini anlamli olarak dusuk bulduk. Ayrica, aspirin direnci ile katalaz
aktivitesi arasinda da anlamli (p< 0.05) negatif bir korelasyon saptadik.

Basglica plazma ve lipoproteinlerin yapisinda bulunan E vitamini guglu
bir antioksidandir ve hicre membran fosfolipidlerinde bulunan g¢oklu
doymamis yag asitlerini serbest radikal hasarindan korudugu gibi serbest
radikalleri de “ scavenger ” etkisi ile temizler. LDL partiktllerinde bol miktarda
bulunan E vitamini LDL’yi oksidasyondan koruyarak koroner arter hastaligi
gelisimini oOnledigi gibi vaskuler fonksiyonlar ve trombosit agregasyonu
Uzerinde de etkili oldugunu goésteren ¢alismalar vardir. Freedman ve ark.’nin
(75) yaptigi bdyle bir galismada E vitamininin trombosit agregasyonunu
inhibe ettigi ve endotelyumdan kaynaklanan NO aktivitesini dulzenleyerek
endotelyal fonksiyonlari iyilestirdigi gosterilmistir. Gonzalez-Correa ve ark.
(77, 131) ise yaptiklari c¢esitli deneysel calismalarda aspirin ve vitamin E
kombinasyonunun tek basina kullanima gore daha iyi antioksidan ve
antiagregan etki sagladigini ve TXA2/prostasiklin oranini azalttigini
gOstermislerdir.

Keaney ve ark. (132) aspirin ve vitamin E kombinasyonunun
trombositlerde NO sentezini uyardigini, Li ve ark. (133) ise E vitamininin
olasilikla NO’in yari 6mrinl uzatarak oksidatif stresi azalttigini bildirmiglerdir.

Celestini ve ark. da (134) E vitamininin aspirinle birlikte
kullanilmasinin insanlarda trombotik vaskuler olaylari onledigini ve aspirinin
antiagregan etkisini arttirdigini ileri surmuglerdir. E vitamininin bu etkisini

kollajene bagli trombosit aktivasyonunu ve hidrojen peroksit Gretimini inhibe
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ederek gosterdigini bildirilmiglerdir. Ayrica bu calismada, aspirin tedavisi
alanlarda E vitamininin trombosit—kollajen ekilesimini azalttigi da
bulunmustur. Benzer sekilde Podhaisky ve ark. da (76) aspirin ve E vitamini
kombinasyonunun kardiyovaskuler hastaliklarda oksidatif strese bagli
endotelyal hasari 6nledigini bildirmislerdir.

Cheng ve ark. (95) koroner arter hastalarinda oksidatif stres ile
aspirin direnci arasindaki iliskiyi arastirdiklari ¢alismalarinda, oksidatif stresi
degerlendirmek amaciyla Olgtikleri plazma vitamin C ve E duzeyleri ile
lipoperoksit duzeylerinde ve eritrosit SOD enzim aktivitesinde anlamli bir
degisiklik bulamamiglar ve oksidatif stresin aspirin direnci ile iligkili olmadigini
ileri sirmuslerdir.

Bizim yaptigimiz bu calismada ise aspirin direnci olan hasta
grubunda C ve E vitamini ile total karoten dizeylerinin azaldidini, ancak bu
azalmanin sadece E vitamini ve total karoten i¢in anlamli oldugunu bulduk. E
vitamini ve total karoten duzeyleri hem aspirine orta derecede duyarli hem de
direncgli olan hastalarda duyarli olan hastalara goére anlamli olarak daha
dUsuktu. Literatirde ise aspirin ile total karoten iligkisini arastiran herhangi bir
calismaya rastlamadik. Yaptigimiz korelasyon caligmasinda da aspirin
direnci ile E vitamini ve total karoten arasinda anlamli (p< 0.05) negatif
korelasyon bulurken, C vitamini ile korelasyon bulamadik. Cheng ve ark.’nin
(95) aksine, biz aspirin direnci olan hastalarla olmayanlar arasinda
antioksidan etkili enzim ve vitamin duzeylerinde buldugumuz anlamli
degisiklikler nedeniyle oksidatif stresin aspirin direnci ile iligkili oldugunu
soyleyebiliriz.

Sonu¢ olarak; pek c¢ok faktorin aspirin direncine yol acgtidi ileri
surtilmekle beraber, ginimizde halen bunun nedenlerinin tam olarak
anlasiilmasina yonelik yeni arastirmalar yapilmaya devam etmektedir. Biz de
bu calismadan elde ettigimiz bulgulara goére, aspirin direnci oldugunu
saptadigimiz hastalarda genel olarak oksidatif stres gdstergeleri olan MDA,
protein karbonilleri ve total sialik duzeylerini yuksek bulmamiz, buna karsilik
C vitamini diginda antioksidan etkili vitamin ve enzim dizeylerini disik

bulmamiz ve ayni zamanda aspirin direnci ile oksidan parametreler arasinda

67



anlamli pozitif korelasyon bulurken, antioksidan parametreler ile de anlamli
negatif korelasyonlar bulmamiz nedeniyle, bu hastalarda oksidatif stresin
aspirin direnci ile iligkili oldugunu ve aspirin direnci gelisimine katkida
bulunabilecegini sdyleyebiliriz. Bu hastalarda oksidan / antioksidan dengenin
iyilestiriimesi amaciyla yapilacak tedaviler aspirin direncini azaltabilir. Ancak
buna yonelik olarak ve daha fazla sayida hastayi igeren yeni ¢alismalarin
yapilmasina gereksinim vardir.
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