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TESEKKUR

Lisans ve yliksek lisans egitimim boyunca benimle her tiirlii bilgi ve tecriibesini payla-
sarak beni sadece akademik anlamda degil ayn1 zamanda hayata da hazirlayan, anlayisi-
n1 ve sevgisini eksik etmeyen degerli danisman hocam Sn. Prof. Dr. Belgin SUSLEY1-

CI’ye sonsuz tesekkiir ederim.

Laboratuvar ¢alismalarim boyunca dostlugunu ve edindigi tecriibeleri benden esirgeme-
yen Uzm. Bio. Mehtap CEVIK ve Uzm. Bio. Baris GOKALSIN’a, birlikte ¢alismaktan
mutluluk duydugum, her ihtiyacim oldugunda destegiyle yanimda olan ¢aligma arkada-
sim Bio. Kivang BEZCI’ye tesekkiir ederim.

Bugiinlere gelmemde biiyiik pay sahibi olan ve ¢aligmalarim boyunca ilgi ve destekle-

riyle beni hi¢bir zaman yalniz birakmayan aileme sonsuz tesekkiir ederim.
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OZET
KORONER ARTER HASTALARINDA STATIN FARMAKOGENETIGI

Calismamizin amact statin kullanan koroner arter hastalarinda CYP3A4*1B genotip
sikliklarini tip 2 diyabeti bulunan ve bulunmayan gruplar ile obezite bulunan ve bulun-

mayan gruplar arasinda karsilastirmaktir.

Genis kullanimlarina ragmen, statinlerle tedavi edilen hastalarin yalnizca iigte biri he-
deflenen plazma diisiik yogunluklu lipoprotein-kolesterol (LDL-kolesterol) seviyelerine
ulagsmaktadir. Farmakogenetik, metabolik yolaklardaki genetik farkliliklar: ifade eder ve

bir ilaca bireyin yanitini belirlemede genetigin roliinii arastirir.

Calismamizda statin kullanan koroner arter hastalarmmda CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
genotip sikliklar1 ve biyokimyasal parametrelere etkileri arastirilmistir. Caligma gruplari
tip 2 diyabetli ve obez koroner arter hastaligi bulunan kisiler ile tip 2 diyabeti ve obezi-
tesi bulunmayan koroner arter hastalarindan olusturulmustur. Calismamizda kisiye 6zel
statin dozunun belirlenebilmesi i¢in CYP3A4 genine ait rs2740574 genotipleri polime-
raz zincir reaksiyonu ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizm yontemleri ile belir-

lenmistir.

Caligma sonucunda en siklikla rastlanan genotip homozigot yabanil tip (%94.1) olarak
tespit edildi. Heterozigot formda CYP3A4*1B genotipine sahip hastaya rastlanmadi.
CYP3A4*1B polimorfizmini mutant formda tasiyan 5 hasta (%5.9) tespit edildi.
CYP3A4*1B homozigot polimorfik tip genotipe sahip koroner arter hastalarinda orta-
lama LDL-kolesterol, trigliserid ve total-kolesterol diizeyleri homozigot yabanil tip ge-
notipe sahip kisilere kiyasla daha yiliksek bulundu. CYP3A4*1B homozigot polimorfik
genotipe (GG) sahip kisilerde HDL-kolesterol ve aglik kan sekeri diizeyleri ise homozi-
got yabanil tipe (AA) sahip kisilere kiyasla daha diisiik bulundu.

Calismadan elde edilen sonuglarimiz CYP3A4*1B polimorfizmine ait varyant allelinin
obezite ve koroner arter hastaligi ile iligkili olabilecegini ve *1B varyant allelinin yaba-
nil tip allele kiyasla daha yiikksek LDL-Kol, TG ve T-Kol seviyelerine neden oldugunu
gostermektedir. Statin kullanan obez koroner arter hastalarinda CYP3A4 *1B genotip-
lemesinin tedaviye baslanmadan dnce belirlenmesinin serum lipid diizeylerinin kontrol

edilmesi i¢in dnem tasidig1 diisiincesindeyiz.



Anahtar kelimeler: statin, CYP3A4 geni, rs2740574 polimorfizmi, farmakogenetik,
koroner arter hastaligi, obezite, tip 2 diyabet
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ABSTRACT

PHARMACOGENETICS OF STATIN IN PATIENTS WITH CORONARY AR-
TERY DISEASE

The aim of our study was to compare frequency of CYP3A4*1B genotypes in patients
with coronary artery disease using statin among groups with and without type 2 diabetes
and with and without obesity.

Despite their broad use, only one third of patients treated with statins reach the targeted
plasma low density lipoprotein-cholesterol (LDL-cholesterol) levels. Pharmacogenetics
refers to the genetic differences in metabolic pathways and investigates the role of gene-

tics in determining the individual's response to a drug.

In our study, CYP3A4 gene *1B (rs2740574) genotype frequencies and effects on
biochemical parameters were investigated in coronary artery disease patients using sta-
tin. The study groups consisted of patients with type 2 diabetes and obese coronary ar-
tery disease and patients with coronary artery disease without type 2 diabetes and obe-
sity. In our study, rs2740574 genotypes of CYP3A4 gene were determined by polyme-
rase chain reaction and restriction fragment length polymorphism methods in order to

determine the individual statin dose.

The most common genotype to be homozygous wild type (94.1%) in the study. None of
the patients with heterozygous genotype of the CYP3A4*1B were detected. Five pati-
ents (5.9%) with CYP3A4*1B polymorphism in mutant form were detected. In patients
with coronary artery disease with CYP3A4*1B homozygous polymorphic type genoty-
pe, the mean LDL-cholesterol, triglyceride and total-cholesterol levels were higher than
those with homozygous wild type genotype. HDL-cholesterol and fasting blood glucose
levels were detected to be lower in individuals with CYP3A4*1B homozygous poly-

morphic genotype (GG) compared to those with homozygous wild type (AA).

Our results show that variant allel of CYP3A4*1B polymorphism may be related to
obesity and coronary artery disease and *1B variant allele causes higher LDL-
cholesterol, triglycerides and total-cholesterol levels than wild type allele. We believe
that the determination of CYP3A4*1B genotyping in patients with obese coronary ar-
tery disease using statin before initiating treatment is important for controlling serum

lipid levels.

Vi



Keywords: statin, CYP3A4 gene, rs2740574 polymorphism, pharmacogenetics, coro-

nary artery disease, obesity, type 2 diabetes mellitus
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SEMBOLLER

°C : Santigrat derece
n! : Mikrolitre

C : Sitozin

cm : Santimetre

dk : Dakika

dl : Desilitre

kb : Kilobaz

KCI : Potasyum kloriir
L - Litre

m : Metre

M : Molar

mg - Miligram

MgCl. : Magnezyum kloriir
ml : Mililitre

mM : Milimolar

NaCl : Sodyum kloriir

ng : Nanogram

NH.Cl : Amonyum kloriir
(NH4)2SO4 : Amonyum siilfat

T : Timin
12 . Ki-kare
% : Yiizde
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KISALTMALAR

AKS : Aclik Kan Sekeri

ALT : Alanin Aminotransferaz

APOA : Apolipoprotein A

APOE : Apolipoprotein E

AST : Aspartat Aminotransferaz

ATP : Adenozin Tri Fosfat

B¢ : Baz Cifti

BUN : Kan Ure Azotu

CETP : Kolesteril Ester Transfer Proteini
CK - Kreatin Kinaz

CYP450 : Sitokrom P450 Enzim Sistemi
DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

dNTP : Deoksi Niikleotid Tri Fosfat
EDTA : Etilen Diamin Tetraasetik Asit
FPP : Farnesil Pirofosfat

GGPP : Geranil Geranil Piro Fosfat
HDL : Yiiksek Yogunluklu Lipoprotein
KAH : Koroner Arter Hastalig1

Kb : Kilobaz

KKH : Koroner Kalp Hastalig1

LDL : Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
PZR : Polimeraz Zincir Reaksiyonu
RFLP : Restriksiyon Par¢a Uzunlugu Polimorfizmi
SNP : Tek Niikleotid Polimorfizmleri
SREBP : Sterol Diizenleyici Eleman Baglayici Proteinler
T2DM : Tip 2 Diabetes Mellitus

TBE . Tris Borik Asit-EDTA

TG : Trigliserid

uv - Ultra Viyole

VLDL : Cok Diisiik Yogunluklu Lipoprotein
VNTR : Degisken Sayida Bitisik Tekrar
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1. GIRIS
1.1. Genel Bilgiler
1.1.1. Koroner arter hastahg

Koroner arter hastaligi (KAH), gesitli genler, ¢cevresel faktorler ve bunlarin etkilesimiyle
belirlenen ve en sik goriilen kompleks hastaliklardandir [1-3]. Koroner arter hastaligi,
sanayilesmis lilkelerde onde gelen 6liim nedenlerindendir [4-7]. Diisiik yogunluklu
lipoprotein kolesterol (LDL-Kol) diizeylerinin anormal derecede yiiksek veya yiiksek
yogunluklu lipoprotein kolesterol (HDL-Kol) diizeylerinin diisiik oldugu ¢esitli durum-
larda aterosklerotik siire¢ artmakta ve bu da KAH gelisme riskini artirmaktadir [6-8].

Koroner arter hastaligi, koroner arterlerin i¢cinde plak olusumu ile karakterize edilen bir
hastaliktir. Koroner arterler, kalp kasina oksijen agisindan zengin kan saglamakla
gorevlidirler. Koroner arterlerde plak birikmesi durumu ateroskleroz olarak adlandirilir
(Sekil 1.1).

o Normal arter

Arter duvari

\

Normal kan akist

Anormal kan akist Plak

0 Arterin daralmasi Arter kesiti

Daralmis Plak
Arter

Sekil 1.1 Sekil A, normal kan akigina sahip saglikli bir arter. Sekil B, plak birikimi
olan arter [9].

Aterosklerotik plak sertleserek yirtilabilir. Sertlesmis plak, koroner arterleri
daraltacagindan kalbe dogru oksijen bakimindan zengin kan miktar1 azalr.

Aterosklerotik plagin yirtilmasi damar yiizeyinde bir kan pihtisna neden olabilir.



Meydana gelen kan pihtisi, koroner arterdeki kan akigmni tamamen bloke edebilir.

Oksijen agisindan zengin kanin kalp kasina akisi azalir veya bloke edilirse, anjina veya

kalp krizi olusabilir [9].
1.1.1.1. Koroner arter hastahg risk faktorleri
Kolesterol seviyesi

Yiiksek LDL kolesterolii ve diisiik HDL-kolesterol koroner arter hastalar1 i¢in 6nemli

bir risk faktoridiir.
Yiiksek tansiyon

Kan basmcmin zaman iginde 140/90 mmHg veya iizerinde olmasi yiiksek tansiyon

olarak adlandirilir ve koroner arter hastalar1 i¢in 6nemli bir risk faktoriidiir.
Sigara kullanim

Sigara kullanimi kan damarlarina zarar verebilir ve daraltabilir, sagliksiz kolesterol

seviyelerine yol agabilir koroner arter hastalar1 icin 6nemli risk faktorlerinden biridir.
Diyabet

Viicudun kan sekeri seviyesi yiiksek olmasi ve viicliidun yeterli insiilin liretememesi

diyabete sebep olur. Koroner arter hastalar1 i¢in 6nemli bir faktoriidiir
Obezite

Beden kiitle indeksinin 25 in iizerinde olmasi1 koroner arter hastaligi i¢in risk faktorii

olarak kabul edilir.
Fiziksel inaktivite

Fiziksel olarak inaktif olmak diger risk faktorleri ile birlikte koroner arter hastaligi

olugma riskini olumsuz yonde etkileyen faktorlerden biridir.
Yas ve cinsiyet

Erkeklerde koroner kalp hastaligi riski 45 yasindan itibaren artmaktadir. Kadinlarda ise
koroner kalp hastaligi riski 55 yasindan itibaren artmaktadir [10].



Aile oyKkiisii

Koroner kalp hastaligi gelistirme riski, hem yasam tarzina hem de genetik faktorlere
baghdir. Ik kez 1938 yilinda ikizlerle yapilan ¢alismalarda koroner arter hastaligi ris-
kinde ailesel oriintii iliskisi bulunmustur [11-15]. 2007 yilindan bu yana genom capl
iliskilendirme (GWAS) calismalarinda koroner arter hastaligi ile iligkili 50 den fazla
gen lokusu belirlenmistir [16-24]. Coklu risk genlerine ait alleller, ¢ok genli risk faktor-
leri olarak degerlendirildiginde koroner olaylarin genetik yatkinlikla iligkisi tahmin edi-
lebilir [25-33]. Arastirmalar saglikli bir yagsam tarzina uyanlarin belirgin bir sekilde kar-
diyovaskiiler hastalik gecirme riskinin distiigiinii rapor etmektedir [34-39]. Kardiyo-
vaskiiler saglk stratejisinde sigara kullanmama, obeziteden kaginma, diizenli fiziksel

aktivite ve saglikl bir diyet modeli gelistirilmesi yer almaktadir [34].
1.1.2. Kolesterol metabolizmasi

Statinlerin farmakogenetik etkilerini tam olarak anlamak i¢in kolesterol sentezinin fiz-
yolojik siirecleri ve tasinma yollar1 anlagilmalidir. Statin etkinligini dogrudan veya do-
layli olarak etkileyen faktorler kolesteroliin tasinma mekanizmasi ve lipoprotein varyas-
yonlaridir. Yag asitleri gastrointestinal kanal ve adenozin aracili trifosfat (ATP) kaset
proteinleri araciligiyla absorbe edilirler. ATP kaset proteinleri; ABCB1, ABCB2 ve
ABCBS8 genleri tarafindan kodlanirlar. Lipidlerin bir kez absorpsiyonunu takiben,
HMGCR tarafindan kodlanan HMG-CoA rediiktaz tarafindan hepatoseliiler kolesterol
sentezi i¢in uygun hale gelir. Baz1 kolesterol molekiilleri hepatositlerden ayrilip siste-
mik dolasima girerek periferal dokulara tasindiginda; APOA, APOE ve diger genlerin
kodladig1 cok diisiik yogunluklu, diisiik yogunluklu ve yiiksek yogunluklu formdaki

apolipoproteinlere gereksinim duydugu bilinmektedir [40].

Lipoprotein kompleksleri periferal dokulara hiicre membran yapimi ve hormon sentezi
icin kolesterol saglamakla gorevlidirler. Hepatik lipaz, lipoprotein lipaz ve kolesterol
ester transfer proteinleri lipoproteinlerin katabolizmasina aracilik ederler ve bir lipopro-
tein tipinden digerine kolesteril esterlerin gegisini kolaylastirirlar. Periferik dokunun
kolesterol ihtiyaci karsilandiginda, fazla olan kolesterol, kolesterol ester transfer protei-
ni tarafindan aracilik edilen ve ters kolesterol tasinmasi olarak bilinen bir mekanizmayla
damardan karacigere geri nakledilir [41]. Hepatoseliiler kolesterol geri kazanimina,

LDL reseptorleri ve LDL reseptor iligkili proteinler aracilik eder. Hepatositlerin yiize-



yinde eksprese edilen LDL reseptorlerinin miktarina, sterol diizenleyici eleman baglayi-
c1 proteinler (SREBP), saperon proteinleri ve Ostrojen reseptorii gibi diger proteinler
aracilik eder [40-43]. Karacigerde kolesterol geri alim1 sirasinda apolipoprotein E, ATP-
baglayici kaset proteinler ve organik anyon tasiyan polipeptitleri aracilik eder. Sitokrom
P450 (CYP) enzimlerinden biri olan CYP7AL de kolesterol eliminasyonuna yardimci
olur. Lipid taginimina katilan proteinlerin ¢gogu polimorfik genler tarafindan kodlanmak-
ta olup lipoprotein konsantrasyonlarinda bireyler arasi farkliliklara yol agar [40]. Statin-
lerin toksisitesi ile iligkili en 6nemli SNP'ler; sitokrom P450 enzimleri, ATPaz siiper
ailesi, organik anyon tastyici ailesi, apolipoprotein E (ApoE), lipoprotein iligkili fosfo-
lipaz A (LPA) ve LDLR dir [44].

1.1.3. Statinler (HMG-CoA Rediiktaz Inhibitorleri) ve etki mekanizmalari

1976'da Japon biyokimyacit Akira Endo’nun, penicillium citrinum adli mantarda 3-
hidroksi-3-metil-glutaril-koenzim A rediikktaz (HMG-CoA rediiktaz) in kompetitif inhi-
bitorii olarak tanimlayarak kompaktin veya mevastatin olarak adlandirdigi bu madde
statindir. Kompaktinin kopek, tavsan ve maymunda plazma kolesteroliinii diistirdiigii
gosterilmistir. Insanda kullanim1 uygun goriilen ilk statin olan lovastatin Aspergillus
terreus’ dan izole edilerek gelistirilmistir ve Eyliil 1987'de ABD'de Gida ve Ilag Idaresi
(FDA) tarafindan onaylanan ilk statin olmustur [45]. Statinlerin ilk kusagini olusturan
lovastatin ve pravastatin, mantar metabolitlerinden tiretilen dogal statinlerdir. Daha son-
ra yar1 sentetik olan simvastatin iiretilmistir. Tamamen sentetik olan fluvastatinin tireti-
minden sonra da, serivastatin, atorvastatin ve son olarak da rosuvastatin imal edilmistir.
Serivastatin rabdomiyoliz vakalarindaki artistan dolayi iiretiminden dort yil sonra piya-

sadan kaldirilmistir [46]. Statinlerin kimyasal yapilart Sekil 1.2. de gosterilmistir.
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Sekil 1.2. Statinlerin kimyasal yapilar1 [94]

Statinler aterosklerotik kardiyovaskiiler hastalik (ASKVH) igin belirlenmis risk faktor-
lerine sahip hastalarda birincil farmakoterapi olarak kullanilir. Statinler, LDL-Kol diize-
yinde azalma ve HDL-Kol diizeyinde 1liml1 bir artisa neden olarak trigliserid (TG) dii-
zeylerini de dusiirirler. Statinler rekabet¢i olarak HMG rediiktaz enzimini inhibe etme
yoluyla kolesterol sentezinin hiz kisitlayic1 basamagini olusturarak karacigerdeki koles-
terol iiretimini dustriirler. Karaciger hiicrelerindeki kolesterol diizeylerinin azalmasi
diistik yogunluklu lipoprotein reseptorlerinin (LDL-R) sentezine yol agar ve LDL
reseptorlerinin hepatosit membranlarindaki anlatimlar1 plazma kolesterol ve LDL-Kol

diizeylerinin azalmasina sebep olur [47].

Mevalonat, kolesteroliin, farnesilpirofosfat (FPP) ve geranil geranilpirofosfatin (GGPP)
bir Onciisiidiir. HMG-CoA-R'nin mevalonat ve isoprenoidlerin sentezindeki kritik roli
nedeniyle, statinlerin HMG-CoA-R inhibisyonu da FPP ve GGP'nin azalmasina yol agar
(Sekill.3). Bu nedenle statinler, ayn1 zamanda protein farnesilasyonuna ya da
geranilgeranilasyona bagli olan hiicre sagkalimi ve biiylimesi i¢in potansiyel
inhibitorlerdir [48]. Statinler ¢esitli hiicresel proteinleri etkileyerek, antiaterosklerotik ve
antiinflamatuar olaylarm dahil oldugu pleitropik etkilere de katkida bulunurlar [47].
Pleiotropik etkiler arasinda, enflamatuar yanitin modiilasyonu, endotel fonksiyonunun

iyilestirilmesi ve koagiilasyonun inhibisyonu sayilabilir. Bununla birlikte, HMG-Co-A



rediiktaz enzimi ayn1 zamanda ubikinon (ko-enzim Q10), heme A, D vitamini, steroid

hormonlar1 ve diger bir¢ok bilesigin tiretiminden de sorumludur [49].

Lovastatin, pravastatin, simvastatin gibi bazi statinlerin, LDL-kolesterolde %25-39,
trigliseridlerde %8-%12 azalmaya, HDL-kolesterolde %6-%8'lik bir artisa neden oldugu
yapilan ¢alismalarda kanitlanmistir. atorvastatin, rosuvastatin gibi daha giiglii ajanlar ise
LDL-kolesterolde %55, trigliseridlerde %20’lik azalma ve HDL-kolesterolde %10'a

varan artisa neden olmaktadir [50,51].

Asetil-CoA

\’

HMG-CoA

Statinler —> $ HMG-CoA rediiktaz

Mevalonat

\

Geranil pirofosfat

v

Farnesil pirofosfat

Y

Skualen

Kolesterol

Sekil 1.3. Kolesterol sentezinde statin etkisi [48]
Statinler iki grup halinde incelenmektedir. Dogal (tip1) statinler baslangigta mantarlarin
sekonder metabolitleri (lovastatin, simvastatin, mevastatin ve pravastatin) olarak tanim-
lanmis olup, bu gruptaki tiim ajanlar yapisal olarak yakin homoloji gosterir ve sentetik
(tip2) statinlerden farklidir. Atorvastatin, fluvastatin, rosuvastatin, serivastatin ve pita-
vastatin gibi Tip 2 statinler, tip 1 statinlerinde bulunan biitir grubu yerine tipik olarak bir

fluorofenil grubuna sahiptir. Atorvastatin ve rosuvastatin, ilave hidrojen baglama yete-



negine Sahiptir. Tip 1 ve tip 2 statinler arasindaki islevsel fark HMG-CoA rediiktazi
inhibe etme yeteneklerine ve lipofilik 6zelliklerine dayanmaktadir. Spesifik yapilari
nedeniyle, tip 2 statinler HMG-CoA rediiktaz ile daha giiclii etkilesimler olusturmaya
egilimlidir [52].

1.1.3.1. Statin farmakokinetigi

Statinler, lakton 6nciil ilaglar olarak uygulanan ve daha sonra hidroksi asit formuna hid-
rolize edilen lovastatin ve simvastatin haricinde aktif hidroksi asitlerdir [53]. Statinlerin
farmakokinetik profilleri hidrofobik 6zelliklerine gére —degisim  gosterir.  Ozellik-
le pravastatin gibi hidrofilik bilesikler, karacigere aktif tasinmay1 gerektirdiginden, Si-
tokrom P450 (CYP) enzim ailesi tarafindan daha az metabolize edilerek renal yol-
la atilirlar. Daha az hidrofilik karakterlerde olan bilesikler ise pasif difizyon ile tagindi-
gindan CYP enzimleri ve tastyicilari i¢in daha iyi substratlardir [54-56]. Daha uzun bir
yar1 dmre sahip olan atorvastatin harig, statinler aksam verildiginde daha biiyiik bir lipid
diistirticti etki gosterirler [57]. Simvastatin, lovastatin ve atorvastatin gibi statinler,
CYP3A4 tarafindan metabolize edilirler. Atorvastatin, ilaci1 hepatosit i¢ine tasiyan
OATP1BL i¢in bir substrat olusturmasindan dolay: simvastatin ve lovastatinden etkilidir
[58]. Statin dozu, kandaki ila¢ konsantrasyonu, kandaki ilag diizeyi ve ilag yanit1 arasin-
da giclii bir korelasyon bulundugundan, CYP3A4 enzim aktivitesini etkileyen
gen polimorfizmlerinin kan ilag seviyesi ile birlikte lipid yanitin1 ve ilag yan etkilerini
belirler [51, 58].

1.1.3.2. Statin yan etkileri

Statinler hafif gastrointestinal rahatsizliklardan rabdomiyoliz gibi hayati tehdit eden
genis bir yelpazedeki yan etkilerden sorumludur. Statinlerin tiimii, serum albiimin ve
aspartat transaminazlarda, ¢ogunlukla terapinin ilk 3-4 ay1 iginde baslangigta ylikselme-
ler meydana getirebilir ve bu genellikle kendiliginden diizelir. Karaciger enzimlerinde
klinik agidan anlaml1 yiikselmeler, hastalarin %1'den azinda goriiliir ve normal degerle-
rin Gist sinirinin ti¢ katini agsan seviyeler olarak tanimlanir [59]. Kaslarda sik goriilen yan
etkiler arasinda miyozit ve rabdomiyoliz, artmis serum kreatin kinaz (CK) seviyeleri,

miyalji, kas kramplari, genel kas giigsiizliigii sayilabilir [60]. Statinle uyarilan iskelet



miyopatisinin mekanizmalar1 bilinmemekle birlikte oksidatif stres, ubikinon eksikligi ve

apoptoz ile iliskili oldugu yoniinde varsayimlar bulunmaktadir [61].

Statin tedavisi ile karaciger yetmezligi arasinda herhangi bir iliski olmadig1 ya da bazi

hastalarda idiyosinkratik reaksiyonlarm meydana geldigini diistiniilmektedir.

Statin kullanimu ile iligkili olarak gdzlemlenen miyopati, hafif kas agrilarindan siddetli
agriya ve hareketlilikte kisitliliga kadar genis klinik spektrum bozuklugunu temsil eder.
Bununla birlikte, normal serum kreatin kinaz (CK) diizeylerine ragmen statin tedavisi
alirken bu semptomlar1 gelistiren hastalar tanimlanmis oldugundan statin iliskili miyo-
pati icin CK testi yetersiz olarak goriilmektedir. Statin tedavisi siiresince miyopatinin
baglangic1 birka¢ haftadan 2 yila kadar degisebilir [62]. Statin klinik ¢aligmalarinda,
bildirilen miyopati insidans1 distiktiir (% 0.1 ila %0.2) [63,64]. Hastalar ilac1 almaya
devam ettik¢e, rabdomiyolize dogru semptomlarin gelistigi bildirilmistir. Miyopati geli-
siminde ilag, hastalik, genetik ve bunlara eslik eden terapi arasindaki kompleks etkile-
sim bulunmaktadir [65, 66]

Rabdomiyoliz, miyoglobiniiriye ikincil olarak artmis kreatinin kinaz diizeyleri ve akut
bobrek yetmezligi ile iliskilidir. Fatal rabdomiyoliz, statin tedavisiyle iliskili tek 6nemli,
iyi tanimlanmis mortalite nedenidir. Rabdomiyoliz gelismesi i¢in tahmini risk, 100.000
kiside %0.3, 6liim orani ise %9'dur [67].

1.1.4. Polimorfizm

Polimorfizm bir popiilasyonda %]1’den daha yiiksek siklikta goriilen genetik farklilik-
lardir. DNA polimorfizm ¢esitleri arasinda degisken sayida bitigik tekrarlar (minisatel-
litler; VNTR), tek niikleotid polimorfizmleri (SNP), restriksiyon enzim parga uzunlugu
polimorfizmi (RFLP) ve kisa bitisik tekrarlar (mikrosatellitler; STR) bulunur. Polimor-
fizmler tek niikleotid degisimi, insersiyon ve delesyon seklinde olusabilirler. Delesyon
DNA dizisinden niikleotidin silinmesi ile ilgili genin boyutunun kisalmasidir. Insersiyon
delesyonun tersine DNA dizisine niikleotid eklenmesiyle meydana gelir, insersiyon son-
ras1 genin uzunlugu artar. Niikleotid eklenen genin protein kodlayan bir gen olmasi du-
rumunda amino asit dizilimi degiseceginden ortaya ¢ikan protein delesyonda oldugu

gibi iglevini yitirecektir [68].



VNTR’lar veya minisatellitler genellikle 10-60 baz cifti uzunlugunda olan tekrarlardan
olusur. VNTR'de tekrarlanan birimlerin sayist ve dolayisiyla olusturulan dizinin uzun-
lugu da bireyler arasinda degismektedir. Yiiksek oranda polimorfik olan VNTR lokusla-
r1 genetikte molekiiler belirteg olarak kullanilirlar [69].

Mikrosatellitler 1-6 baz ¢ifti uzunlugundaki tekrar dizilerini igeren kisa bitisik tekrarlar-
dir [70]. STR'ler, insanlar dahil prokaryotlarda ve okaryotlarda yaygin olarak bulunur
[71]. Cogu STR kodlama yapmayan bolgelerde bulunurken, sadece %8'i kodlama yapan
bolgelerde yer almaktadir [72]. STR’ler ilk olarak 1990'l1 yillarin basinda adli vakalarda
kullanild1 ve diinyadaki hemen hemen her adli laboratuar i¢in standart bir arag haline

geldiler [73].

Restriksiyon par¢a uzunlugu polimorfizmleri veya RFLP'ler, restriksiyon enzimleri tara-
findan kesilmis DNA fragmanlarinin uzunluklarindaki bireyler arasindaki farklardir.
Restriksiyon enzimleri, DNA'y1 kisaltan, restriksiyon bolgeleri adi verilen spesifik dizi-
lerde kesen proteinlerdir. Her restriksiyon enzimi DNA zincirindeki farkli niikleotid
dizilerini hedefler ve bu nedenle farkl bdlgelerde keser. Kesilen DNA fragmanlarinin
uzunlugu, hem bireysel organizmalar hem de tiirler arasinda farkliik gosterir [74-76].
Genom haritalamasinda ve varyasyon analizlerinde RFLP problar1 (adli tip, genotiple-
me, babalik testleri vb.) siklikla kullanilmaktadir [76].

SNP olarak adlandirilan tek niikleotid polimorfizmleri, insanlar arasinda en yaygin
genetik varyasyon tiirtidiir. Her bir SNP, bir niikleotid olarak adlandirilan tek bir DNA
yap1 blogundaki bir farki temsil eder. Ornegin, bir SNP, belirli bir DNA dizisinde
niikleotid timin (T) ile niikleotid sitozini (C) degistirebilir [77]. DNA iizerinde her
2.000-2.500 bazda bir gozlemlenmekte olup transisyon ve transversiyon yoluyla
gergeklesir. Transisyon bir piirin bazinin diger piirin bazina (A—G ya da G—A) ya da
bir pirimidin bazinm diger pirimidin bazina (T—C ya da C—T) doniismesi olarak
tanimlanir. Transversiyon bir piirin bazinin (A,G) pirimidin bazlarindan birine
doniismesi olarak bilinir. Protein fonksiyonunu etkileyen SNP’ler DNA’nin kodlanan
bolgelerinde bulunur. Kodlanmayan DNA bdlgelerinde bulunan SNP’ler ¢ogunlukla
notraldir [68]. Genomda yaklasik 10 milyon kadar SNP oldugu varsayilmaktadir [77].



1.1.5. Sitokrom P450 enzim sistemi

Sitokrom P450 enzimleri, ilag metabolizmasi ile birlikte, kolesterol, steroidler ve diger

lipidlerin sentezinde yer alan bir¢ok reaksiyonu katalize eden monooksijenazlardir [78].

Sitokrom P450 genlerindeki varyasyonlar (polimorfizmler) enzimlerin islevini
etkileyebilir.  Sitokrom P450 gen polimorfizmlerine bagli olarak, ilaglarin
metabolizasyon hizlar1 degisiklik gosterebilir. Sitokrom P450 enzimlerinden biri ilaci
yavas metabolize ederse, ila¢ kanda daha uzun siire kalir ve istenen etkiyi elde etmek
icin daha az ilaca ihtiyag duyulur. Hizli bir sekilde metabolize olan ila¢ daha ¢abuk
bozulur ve etkili olmasi i¢in daha yiiksek bir doz gerekebilir. Sitokrom P450 enzimleri,

ila¢ metabolizmasinda yer alan enzimlerin %70-80'ini olusturur [79].

Sitokrom P450 enzimleri arasinda karacigerde siklikla ifade edilen formlar CYP 3A4,
2C9, 2C8, 2E1 ve 1A2 iken, daha az miktarda bulunan formlar 2A6, 2D6, 2B6, 2C19 ve
3AS5’dir. Giglia sekilde etnisiteye bagli  olan  ¢ok  merkezli geneti-
k polimorfizmler, CYP'lerin 2D6, 2C19, 2C9, 2B6, 3A5 ve 2A6 nin islevlerinde 6nemli
rol oynar ve zayif, normal, hizli ve ultrahizli metabolizma olarak adlandirilan fark-

11 farmakogenetik fenotiplere yol agar.

CYP 1A1, 1A2, 2C8, 2E1, 2J2 ve 3A4'teki polimorfizmler genellikle daha az belirleyi-
cidir, ancak CYP3A4 ile ilgili yeni veriler, prediktif varyantlarin var oldugunu ve dii-
zenleyici genlerdeki ek varyantlarin metabolik bir etkisi olabilecegini gostermektedir
[80]. Karaciger ve ince bagirsakta lokalize olan CYP3A enzimi statin metabolizmasina
katkida bulunur. CYP3A, karacigerdeki CYP450 enzimlerinin en biyiik alt ailesidir.
CYP3A enzimleri, tiim ilaglarin yaklasik %350'sinin metabolizmasindan sorumludur.
Bireyler arasinda CYP3A ekspresyonundaki farkliliklar; degisken homeostatik kontrol
mekanizmalari, homeostazi1 degistiren hastalik durumlari, ¢evresel uyaranlarla yukari
veya agagl regiilasyon (sigara, ilag alimi veya diyet gibi) ve genetik mutasyonlar gibi
faktorlere bagh olarak gelisebilir [81]. Statinler, en cok CYP3A4 (lovastatin, atorvasta-
tin, simvastatin) veya CYP2C9 (fluvastatin) enzimleriyle metabolize edilirler. Bu bile-
siklerin metabolizmasi, kismen CYP2D6 veya birkag glikosiltransferaz tarafindan da
aracilik edilebilir. (UGT1AL, UGT1A3, UGT2B7) [82, 83]. Pravastatin ve rosuvastatin
metabolize edici enzimlerle en az etkilesime girer, biiyiik 6l¢iide degismeden atilirlar ve

enzimleri metabolize eden genetik ¢esitlilikten etkilenme olasiliklar: daha disiiktiir [41].
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1.1.5.1. CYP3A4 enzimi ve genetik polimorfizmleri

CYP3A4 geni sitokrom P450 siiper familyasinin iiyelerinden biridir. CYP3A4 enzimi,
endoplazmik retikulumda lokalize olup, gen ekspresyonu glukokortikoidler ve bazi far-
makolojik ajanlar tarafindan indiiklenir. CYP3A4, asetaminofen, kodein, siklosporin A,
diazepam ve eritromisin de dahil olmak iizere, giinimiizde kullanilan ilaglarin yaklasik
yarisinin metabolizmasinda rol oynamaktadir. Enzim ayrica bazi steroidleri ve karsino-
jenleri de metabolize eder. Kromozom 7q21.1 iizerindeki sitokrom P450 gen kiimesinin
parcasidir (Sekil 1.4) [78].

Chr 7

p15.3
pl5.2
pld.3
pld.1
pl2.3
plz.1
pll.2
gld.21
ql1.22
411.23
q21.11
g7l.1%
q21.3
q22.1
[
g3l.1
431.2
431,31
g3l.a2
0333

33

34
o35
q36.1
436.2
436.3

p22.3
pz2.1
p21.3
p21.2
p21.1

Sekil 1.4. CYP3A4 geninin lokalizasyonu [78]

CYP3A4 geni igerisinde, 20'den fazla genetik polimorfizm tanimlanmistir. CYP3A4
gen polimorfizmleri arasinda yer alan CYP3A4-V olarak da bilinen CYP3A4*1B
(rs2740574) alelinde promotor bolgenin -290 pozisyonunda A>G transisyonu goriil-
mektedir. CYP3A4*1B polimorfizminin sikligi, beyaz wkta %2-9 ve Afrika kokenli
Amerikalilarda % 35-67 olarak bildirilmistir. CYP3A4*1B gen varyanti enzimatik akti-
vite artig1 ile orta derecede (1.2-1.9 kat) iliskili bulunmustur [84].

Literatiirde CYP3A4*1B varyantinin prostat kanserini [85] ve ilaca bagl 16seminin kli-
nik sunumuna dayanan gen transkripsiyonunu azalttigina dair veriler bulunmakla birlik-
te, diger calismalarda gen transkripsiyonu iizerinde etkisi olmadigi rapor edilmistir. Bu-

nunla birlikte, terapotik yanitta genis degiskenlik gozlenmistir [86].

Yapilan bagka bir ¢calismada atorvastatin tedavisi altindaki CYP3A4*1B polimorfizmi
tagtyan hastalarmn total-kolesterol (T-Kol) ve LDL-Kol seviyelerinde bu polimorfizmi
tasimayanlar gore azalma (p<0.001) ile birlikte, CYP3A4*1B polimorfizmini tagiyan
kisilerin CYP3A4 enzim aktivitelerinin de diisiikk oldugunu (p =0.009) saptamiglardir
[87]. CYP3A4*22 gen varyasyonunun CYP3A4 enzim ekpresyonunu belirgin sekilde
azalttig1 ve bu agidan ilaca yanitta belirteg olabilecegi ifade edilmistir. *22, CYP3A4
aktivitesindeki varyasyonun %12'sini agiklamaktadir. Bu varyantta intron 6’da

(rs35599367) C>T baz degisikligi olmaktadir. Diger genetik polimorfizmlerden
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CYP3A4*2 (Ser222Pro) ve CYP3A4*17'nin (Phel89Ser) enzimatik aktivite de azalma-
ya neden oldugu gosterilmistir, bu ayn1 zamanda CYP3A4*4 (1le118Val) ve CYP3A4*5
(Pro218Arg) icin de gegerlidir. Ayrica CYP3A4*6 (830-831linsA) ve CYP3A4*20
(1461-1462insA) iki bos allel tespit edilmistir: ancak bu alleller olduk¢a nadirdir. Ek
olarak, CYP3A4*18 (Leu293Pro) varyant alelinin sasirtict bir sekilde artan enzimatik
aktiviteyi kodladig1 gosterilmistir [84].

1.1.6. Statin farmakogenetigi

Statinler kardiyovaskiiler hastaligin 6nlenmesi amaciyla kullanilan ilaglardir. Farmako-
genetik caligmalar, genetik varyasyonun ilag tedavisine klinik yanitta degiskenlik olus-
turup olusturmadigimi degerlendirmek i¢in yapilir [88]. Tek niikleotid polimorfizmleri
de dahil olmak tizere ¢esitli farmakogenetik gen ¢alismalari, enzimleri, metabolizmalar1
ve nakil sistemlerini etkileyebilecek ve dolayisiyla statinlerin farmakokinetik ve farma-
kodinamik ozelliklerini degistirebilecek aday genlerle ilgili olarak yapilmistir. Hem
farmakokinetik hem de farmakodinamik yolaklardaki genetik varyasyonun bireyler arasi
farkliliklar1 etkiledigi ve bunun advers ilag¢ reaksiyonlarina yol agtigi gosterilmistir [89,

90].

Pravastatin diginda tiim statinler CYP enzimleri tarafindan genis mikrozomal metabo-
lizmaya ugrar. Pravastatin, karaciger sitozoliinde enzimatik olarak transforme edilir.
CYP3A tiirleri, 6zellikle CYP3 A4, lovastatin ve simvastatinin lakton formunu metabo-
lize eden baslica enzimlerdir. Atorvastatin ve Serivastatin de temel olarak CYP3A4 ta-

rafindan transforme edilir [55].

CYP450 enzimatik yolaklar statinlerin biyotransformasyonunda énemli rol oynadigin-
dan, bu enzimleri etkileyen polimorfizm statin metabolizmasini ve ilag etkililigini etki-
leyebilir [91]. Wang ve ark. [92] Cin popiilasyonunda yaptiklari ¢alismalarinda
CYP3A4*4 varyant allelinin yabanil tip alele kiyasla %13 daha diisik T-Kol ve TG
diizeyleriyle iliskili oldugunu rapor etmislerdir [92].
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CYP3A4*1G genetik polimorfizminin statinlerin lipid diistiriicii etkinligi tizerindeki
etkisinin gozlemlendigi baska bir ¢alismada CYP3A4*1G varyant allelinin atorvastati-
nin lipid distiriicii etkisini arttirdigini ancak bu varyantm simvastatin tedavisi iizerinde
onemli bir etkisi olmadigini rapor etmislerdir [93]. Kajinami ve ark. [86] 340 hastada
yaptiklar1 ¢alismalarinda atorvastatin tedavisi sonunda CYP3A4*1B (GG) varyantini
tagtyanlarda LDL-Kol seviyelerinin bu varyanti tagimayanlara kiyasla istatistiksel an-

laml1 olamamakla birlikte %12.4 daha yiiksek oldugunu saptamislardir (p=0.121) [86].
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1 Materyal
2.1.1 Kullanilan kimyasal maddeler

Etanol (Sigma-Aldrich)

High Pure PCR Template Preparation Kit (Roche)

Agar Agar (Sigma)

Potasyum kloriir (KCI), (Merck)

Borik asit, (MBG, A-2940)

PZR Amplifikasyon Kiti (Fermantas)

Tris baz, (Roche, 10708976001)

EDTA-Disodyum Tuzu (Na2EDTA, Fisher Bioreagents)
Magnezyum kloriir (MgClz),(Merck)

Etidyum Bromiir (EtBr, 1/100°luk sulu soliisyon, Merck)
Proteinaz K (Roche, 03 115 879)

Sodyum Kloriir (NaCl)

Yiikleme Boyasi (Invitrogen)

PZR primerleri (Sentegen)

Taq DNA polimeraz (Thermo Scientific, 5U/ul)

Mboll restriksiyon enzimi (Thermo Scientific, 5U/ul)
100 bp DNA ladder (Vivantis)

2.1.2.Arac ve gerecler

Otoklav (Alp)

Ceker Ocak

Elektronik Hassas Terazi (Radwag)
Isiticili Manyetik Karigtirict (Stuart)
Ultra Hizli sogutmali dondiiriicti (Sigma)
Pipet Ucu (10ul, 100 pl, 1000 pl) (Axygen)
Vorteks (Labnet)

Etuv

UV Kabin
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e Mikrosantrifiij (Beckman Coulter)

e Elektroforez Tanki (Thermo Scientific)

e Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Thermo Scientific)
e Elektronik Pipet Seti (Thermo Fisher Scientific)
e UV goriintiileme sistemi (Transilluminator)

e Buzdolab1 (Vestel, -20°C ve +4°C)

e Nano Spektrofotometre (Maestrogen)

e Termal Dongii Cihazi (T100 Bio Rad)

e Mezir

e Beher

e Ependorf Tiipii

e EDTA’l tiip

2.1.3. Calisma gruplan

2.1.3.1 Koroner arter hastasi gruplara ait klinik veriler

Bu ¢alisma Marmara Universitesi Fen Edebiyat Fakiiltesi Biyoloji Boliimii Molekiiler
Biyoloji Anabilim Dali Molekiiler Metabolizma Arastirma Laboratuvari’nda gergekles-
tirilmistir. Calismaya tip 2 diyabetli ve obez Koroner arter hastaligi bulunan kisiler ile
tip 2 diyabeti ve obezitesi bulunmayan koroner arter hastalar1 dahil edilmistir. Calisma
Marmara Universitesi Pendik Egitim ve Arastrma Hastahanesi Kardiyoloji Boliimii ve
Gayrettepe Florence Nightingale Hastanesi Kardiyoloji Klinigi tarafindan yiiriitiilmiis-
tir. Calismaya dahil edilen statin tedavisi goéren 85 hastaya ait kan 6rnekleri Subat-
Agustos 2017 tarihleri arasinda toplanmis ve genomik DNA’lar1 izole edilmistir. Statine
ait bireyler aras1 doz degiskenliklerinin belirlenmesi CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
polimorfizm sikliklarinm belirlenmesi ve genotiplerinin biyokimyasal/klinik parametre-
lerle belirlemek amaciyla DNA 6rneklerinden CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip-
leri PZR/RFLP yontemleri kullanilarak ortaya konulmustur. Calismaya dahil edilecek
olan tiim kisilerin bilgilendirilmesini takiben, dahil olmay1 kabul edenlere goniillii onay
formu imzalatilmis ve klinik, demografik ve biyokimyasal bilgileri kaydedilerek dosya-
lanmistir. Hastalarin yas, boy, kilo, sigara, icki aligkanliklar1 soru cevap tarzinda kayde-
dilmistir. Ayrica hastalarm, kendilerinde ve ailelerinde kalp hastaligi, diyabet olup ol-

madig1 bilgisi de dosyaya kaydedilmistir. Caligma igin gerekli etik kurul izni Marmara
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2.2. Kullanilan inceleme Yontemleri
2.2.1. Kan orneklerinin ainmasi ve saklanma kosullar

Statin tedavisi  goéren 28  kadin, 57 erkek goOniilli  kisiden alinan
kan ornekleri EDTA’l tiiplerde kanin  alindigi kliniklerden Molekiiler Metabolizma
Aragtirma Laboratuvarina getirildi ve genomik DNA izolasyonu yapilmak tizere +4 °C

de en fazla iki giin muhafaza edildi.
2.2.2. Kandan genomik dna izolasyonu

Kisilere ait Ks-EDTA’h tiip i¢ine alinan vendz kan orneklerinden “High Pure PCR
Template Preparation Kit, Roche” Protokolii [95] kullanilarak genomik DNA’lar izole
edildi ve -20°C de muhafaza edildi.

2.2.2.1. High Pure PCR Template Preparation Kit protokolii ile

genomik DNA izolasyonu

1. 1.5 ml’lik steril bir ependorf tiip igerisine EDTA’l1 tiiplerden alinan 200 pl taze
kan 6rnegi, 200 pl baglama tamponu ve 40 ul Proteinaz K eklenerek vorteksle-
nerek 70°C de 10 dakika inkiibe edildi.

2. Inkiibasyon sonrasi tiipe 100 pl izopropanol eklenerek karistirildi.

3. Kit igerisinde bulunan filtreli tiip, toplama tiipiine gegirildikten sonra ependorf
tiipteki karisim filtreli tiipe aktarildi.

4. 8000 x g de 1 dk santrifiij edildi.

5. Filtreli tiip yeni bir toplama tiipii ile birlestirilerek tizerine 500 pl inhibe edici
uzaklastiric1 tampon eklendi.

6. 8000 x g de 1dk santrifiij edildi.

7. Filtreli tlip yeni bir toplama tiipii ile birlestirilip tizerine 500 pl yikama tamponu
eklendi.

8. 8000 x g de 1 dk santrifiij edildi.

9. 7. ve 8.basamaklar bir kez daha tekrar edildi.
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10. 13.000 x g de 10 saniye boyunca sanrifiij edildi.
11. Filtreli tiip steril bir ependorf tiip iizerine almarak iizerine 200 pl dnceden 70°C
ye 1sitilmig eliisyon tamponu ilave edildi.
12. 8000 x g de 1 dk. santriftij edildi.
13. Ependorf tiipe siiziilmiis olan DNA saflik ve miktar tayinleri yapildiktan sonra —
20°C de muhafaza edildi.
2.2.3. Kullanilan primerler ve kesim enzimi
CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesine spesifik ileri ve geri primer dizile-
ri ve kesim enzimi Tablo 2.1 de gosterildi.

Tablo 2.1. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesi igin kullanilan primerler
ve kesim enzimi

Polimorfizm Primerler Kesim
Enzimleri

CYP3A4*1B 5-GGAATGAGGACAGCCATAGAGACAAGGGGA-3’ | MBoll
(rs2740574) (leri)

5-CCTTTCAGCTCTGTGTTGCTCTTTGCTG-3'

(Geri)

2.24. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesinin polimeraz

zincir reaksiyonu ile cogaltilmasi

PZR karisiminin tiim asamalar1 steril UV kabin igerisinde buz iizerinde yapildi. Biitiin
bilesenler ¢ozdiiriildii, pipetaj yapildi ve igeriklerin dibe ¢dkmesi i¢in santriflij yapildi
PZR reaksiyon karisimimi hazirlamak i¢in 1.5mM MgCL, 3ul (0.2 mM) dNTP, 0.05ul
(0.2mM) her iki primerden, 0,12 ul (0.6 U) Tag DNA polimeraz enzimi, 14.8 ul distile
su ve 2.5ul (10X) PZR tamponu (KCI ve (NH.).SO.) kullamild: (Tablo 2.2). Ornek sayis1
kadar PZR karigimi ince geperli 0.2’lik PZR tiiplerine dagitildiktan sonra her tiipe 3 pl
(~100 ng) genomik DNA eklenerek tekrar pipetaj yapildi (Sekil 2.1). PZR tiipiinde son
hacim 251 olarak belirlendi. PZR iirlinlerinin analizi agaroz jel elektroforez yontemi ile

gerceklestirildi. Bu bdlge icin %1.5’liik agaroz jel hazirland1.

18




Sekil 2.1. PZR karigimimin hazirlanmasi

Tablo 2.2. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesinin belirlenmesinde kul-
lanilan PZR bilesenleri ve final konsantrasyonlari

Kullanilan Malzemeler Final Konsantrasyon
KCI 1.25 ul (10X)
(NH.).SO. 1.25 pl (10X)

MgCl. 15 ul

dNTP 3 ul (0.2 mM)
Ileri-Geri Primerler 0.05 ul (0.02 mM)
Taq DNA polimeraz 0.12 ul (0.6 U)

dH.0 14.8 ul

DNA 3 uL (~100 ng)

Amplifikasyon baslangi¢ denatiirasyonu 95°C’de 3 dk, 35 dongii denatiirasyon 95°C’de
30 sn, primer baglanmasi 60°C’de 30 sn ve uzama 72°C’de 2 dk, son uzama ise 72°C’de
10 dk olacak sekilde (Tablo 2.3) PZR tepkimesi gergeklestirilerck hedef DNA bolgesi
cogaltildi. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmini igceren gen bdlgelerini ¢o-
galtmak amaciyla T100 Bio Rad Termal Dongii cihazi kullanildi. Amplifikasyon sonucu
385 bg’lik gen bolgesi elde edildi.
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Tablo 2.3. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesinin PZR amplifikasyon

kosullar1
Sicakhik (°C) Siire (dk)
Baslangis dena- | 95°C 3dk
tiirasyonu
Denatiirasyon 95°C 30sn
Baglanma 60°C 30sn 35 Dongii
Uzama 72°C 2 dk
Son Uzama 72°C 10 dk

2.2.5. Amplikonlarin agaroz jel elektroforezi ile gozlenmesi

0.75 gr agaroz tartilip erlen igine alinarak tizerine 50 mL 1X TBE tamponu ek-
lendi ve 1siticil manyetik karistiricida homojen olana kadar 1sitildi (Sekil 2.2).
Cozelti sogutulduktan sonra igerisine 5 uL. EtBr (Etidyum bromid) ilave edilerek
dagilmasi i¢in calkalandi, hava kabarcig1 kalmayacak sekilde jel taraklar1 yerles-
tirilmis jel kalibina dokiildii.

Jel katilagtiktan sonra taraklar ¢ikarildi, 1X TBE tampon ve distile su karisimi
300 ml (60 ml 1X TBE tampon+ 240 ml distile su) elektroforez tankina dokiildii.
5wl 2X yiikleme tamponu ve 5 pul DNA 6rnegi parafilm iizerine konuldu ve
mikropipet yardimiyla pipetaj yapildu.

Toplam 10 pl karisim jeli delmeden jel kuyucuklarmma yerlestirildi. Tank kapagi
kapatilarak baglantilar takildi.

Kuyulardan birine fragman uzunluklarin1 degerlendirmek i¢in i¢in 100 bp DNA
ladder’1 kullanildi. Ornekler, Bio Rad elektroforez cihazinda 90 volt ve 50 am-
pere ayarlanarak 60 dakika yiiriitiildii.

Ultraviyole 151k (UV) altinda, jel goriintiileme cihazinda (Transilluminator) go-

rlintlilenen DNA fragmanlarinin sonuclar1 degerlendirildi.
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Sekil 2.2. Agaroz jel hazirlanmasi

2.2.6. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesini tasiyan PZR iiriinlerinin

restriksiyon enzimi ile kesimi

PZR sonrasi 385 bg’lik CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bolgesi PZR fiiriinle-
ri Mboll restriksiyon enzimi ile kesildi. Ileri ve geri primerleri ile ¢ogaltilmis her PZR
driintinden 10 uL alinip PZR tiiplerine aktarild1 ve tizerlerine 1 uLL Mboll (5U/uL) en-
zimi, 2ul Buffer B ve 18ul distile su ilave edildi. 65C° de 20 dk inaktivasyon yapildi. Bu
karisim 37°C de 2.5 saat inkiibe edildikten sonra genotip analizi i¢in %3’liik agaroz jel
elektroforezi uygulandi. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmi i¢in RFLP anali-

zinde kullanilan tiriinler Tablo 2.4 de gosterilmistir.

Tablo 2.4. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfik bdlgesinin belirlenmesinde kul-

lanilan RFLP bilesenleri ve reaksiyondaki hacimleri

Kullanilan Malzemeler Reaksiyon Kanisimindaki Hacimler
dH-O 18 pul
Mboll enzim 1l
10X Buffer B 2 ul
PZR Uriinii 10 pl

2.2.7 Kesim sonug¢larimin degerlendirilmesi

Agaroz jel elektroforezi yapilan orneklerin ultra viyole 1g1k altinda goriintiilenmeleri
sonucunda PZR tirtinii 385 bg’lik tek bant, homozigot yabanil (AA) genotipli bireylerde
175, 169, b¢’lik bantlar, homozigot polimorfik genotipli bireylerde (GG) 210, 175
bg’lik bantlar gorildii. Heterozigot (AG) (210, 175, 169) genotip goriilmedi (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3 CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizminin RFLP analizi sonucu agaroz
jel fotograf goriintiisii (bg: baz ¢ifti).

e 1,2ve3:G/G (210,175 bg), homozigot polimorfik genotip
e 4,5ve6: A/A (169,175 bg), homozigot yabanil genotip

e 7: PZR iiriinii

e M:100 bp DNA Ladder

2.2.8. istatistiksel Analizler

Istatistik analizler SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 21.0 paket programi
kullanilarak yapildi. Tanimlayici istatistikler siirekli degiskenler i¢in ortalama, standart
sapma, medyan ve minimum maksimum olarak verildi. Katagorik degiskenler, olgu
sayis1 ve yiizde deger olarak ifade edildi Siirekli 6l¢iimlii degiskenlerin dagilimimnin
normale uygun olup olmadig1 Kolmogorov Smirnov ve Shapiro Wilk testi ile incelendi.
Iki grubun veya (DM, MI gruplarmm) karsilastirmalar1 degiskenler normal dagilim
gosteriyorsa Student’s t test, normal dagilim gostermiyorsa Mann Whitney-U testi
kullanilarak yapildi. Ikiden fazla grubun (veya BMI gruplarmin) karsilastirmalar
degiskenler normal dagilim gosteriyorsa tek yonlii varyans analizi, normal dagilim
gostermiyorsa Kruskal Wallis testi kullanilarak yapildi. Kategorik degiskenlerin
karsilastirilmas: Ki-kare ve Fisher kesin olasilik testleri ile yapildi, p<0.05 degeri istatis-
tiksel olarak anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1 Bulgular

Calismamizda statin kullanan 85 adet koroner arter hastasina ait demografik, ila¢ kulla-
nim Ve klinik bilgiler Tablo 3.1’de belirtildi. Calismaya 28 (%32.9) kadin; 57 (%67.1)
erkek hasta dahil edildi. Hastalarmm %23.7’sinin sigara kullandig1 saptandi. Calismaya
dahil edilen hastalara ait hastaliklar %90.4 hipertansiyon, %83.1 obezite, %38.6 tip 2
diyabet olarak tespit edildi. Antihipertansif ajan kullanim siklig1 %89.4, antikoagiilan
ajan kullanim sikligi %49.4, antidiyabetik ajan kullanim sikhigi %41.0 analjezik ajan
kullanim siklig1 ise %18.8 idi. En sik kullanilan ilag antihipertansif ilaglar, en sik gozle-

nen hastalik ise hipertansiyon olarak bulundu (Tablo 3.1).

Tablo 3.1. Statin tedavisindeki koroner arter hastaligi bulunan kisilere ait ilag kullanim,
demografik ve klinik veriler
Statin Kullanan Koroner Arter Hastalar n (%)

Cinsiyet
Kadin 28 (32.9)
Erkek 57 (67.1)

Sigara Kullammm

Kullanmiyor 38 (50.0)
Kullaniyor 18 (23.7)
Eski Kullanici 20 (26.3)
Antidiyabetik ajan kullamim sikhgx 34 (41.0)
Antikoagiilan ajan kullamm sikhig 42 (49.4)

Antihipertansif ajan kullamm sikhgx 76 (89.4)

Analjezik ajan kullamm sikhig 16 (18.8)
Hipertansiyon 75 (90.4)
T2DM 32 (38.6)
Obezite 64 (83.1)

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. Kisi sayisi : n T2DM: Tip 2 Diyabet
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Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait demografik dzellikler ve
ilag kullanim bilgileri Tablo 3.2’de verildi. Tip 2 diyabeti olan ve olmayan gruplarda
kadin hasta orani sirastyla %39.3 ve %60.7. tip 2 diyabeti olan ve olmayan gruplarda
erkek hasta orani sirasiyla %38.2 ve %61.8; tip 2 diyabeti olan ve olmayan gruplarda
sigara kullanimi sirasiyla %23.5 ve %76.5; tip 2 diyabeti olan olmayan gruplarda ilag
kullanim sikliklar1 antidiyabetik, antikoagiilan, antihipertansif, analjezik kullanimi igin
sirasiyla %57.6, %41.5, %41.9, %31.2 ve %42.4, %58.5, %58.1, %68.8 olarak tespit
edildi.

Tip 2 diyabeti olmayan grupta sigara kullanim sikligi tip 2 diyabeti olan gruba gore da-
ha yiiksek bulundu. Tip 2 diyabeti olan grupta antihipertansif (p=0.143), antikoagiilan
(p=0.591) ajan kullanim siklig1 tip 2 diyabeti olmayan gruba gore daha diisiik saptandi.
Tip 2 diyabeti olmayan grupta hipertansiyon (p=0.705) tip 2 diyabeti olan gruba goére
daha yiiksek bulundu. Antidiyabetik ajan kullanim siklig1 tip 2 diyabeti olan grupta tip 2
diyabeti olmayan gruba kiyasla istatistiksel olarak ileri derecede anlamli bulundu
(p=0.003) (Tablo 3.2).

Tablo 3.2. Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait demografik ve

ila¢ kullanim verileri

T2DM (+) KAHN (%) T2DM()KAHN (%) p

Cinsiyet

Kadin 11 (39.3) 17 (60.7)

0.922

Erkek 21(38.2) 34 (61.8)
Sigara Kullanimi
Kullanmiyor 15 (40.5) 22 (59.5)
Kullaniyor 4 (23.5) 13 (76.5)
Eski Kullanici 8 (40) 12 (60)
Antidiyabetik ajan kullanim sikhgi 19 (57.6) 14 (42.4) 0.003**
Antikoagiilan ajan kullamim sikhig 17 (41.5) 24 (58.5) 0.591
Antihipertansif ajan kullanmim sikhg 31 (41.9) 43 (58.1) 0.143
Analjezik ajan kullanim sikhigi 5(31.2) 11(68.8) 0.504
Hipertansiyon 28 (37.3) 47 (62.7) 0.705

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayis1 T2DM (+) KAH: Tip 2 diyabeti olan
koroner arter hastalari. T2DM (-) KAH: Tip 2 diyabeti olmayan koroner arter hastalari. p<0.01**
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Calismamizda yer alan statin kullanan koroner arter hastalarma ait CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) genotip dagilimlar1 Tablo 3.3.’de verildi. En siklikla rastlanan genotip ho-
mozigot yabanil tip (%94.1) olarak tespit edildi. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) poli-
morfizmini mutant formda tasiyan 5 hasta (%5.9) tespit edildi. Heterozigot formda
CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotipine sahip hastaya rastlanmadi (Tablo 3.3).

Tablo 3.3. Statin kullanan koroner arter hastalarma ait CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
genotip dagilimlari

Statin Kullanan Koroner Arter Hastalar1 n (%)

Homozigot yabamil genotip (A/A) 80 (94.1)
Heterozigot genotip (A/G) 0 (0)
Homozigot polimorfik genotip (G/G) 5(5.9)

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi

Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) genotip sikliklar1 Tablo 3.4 de verilmistir. CYP3A4 geni *1B (2740574)
icin genotip sikliklar1 tip 2 diyabeti olan grupta A/A (Homozigot yabanil tip), G/G
(Homozigot polimorfik tip) genotipler i¢in sirasiyla %96.9, %3.1 ve tip 2 diyabeti ol-
mayan grupta %92.2, %7.8 olarak tespit edildi. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip
sikliklar1 ¢alisma gruplar1 arasinda istatistiksel anlamli bir farkhilik goéstermedi
(x2=0.773, p=0.644). Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarinin igerisin-
de en sik gozlenen genotip homozigot yabanil tip (A/A) olarak bulundu (Tablo 3.4).

Tablo 3.4. Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait CYP3A4 geni
*1B (rs2740574) genotip sikliklar1

CYP3A4 geni *1B (rs2740574) Genotip Sikliklari

Homozigot yabaml Homozigot polimorfik

genotip (AA) n (%) genotip (GG) n (%)
T2DM (+) KAH 31 (96.9) 1(3.1)
T2DM (-) KAH 47 (92.2) 4 (7.8)

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayisi

Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait (LDL-Kol), (HDL-Kol),
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kreatinin, TG, total-kolesterol (T-Kol), aspartat aminotransferaz (AST), alanin aminot-
ransferaz (ALT), kan tire azotu (BUN) ve aglik kan sekeri (AKS) ve temel baz1 demog-
rafik 6zellikler Tablo 3.5 de verildi. Boy, kilo, yas, LDL, HDL-Kaol, kreatinin, TG, T-
kolesterol, AST, ALT, BUN ve AKS 6l¢iimleri tip 2 diyabeti olan ve olmayan gruplarda
istatistiksel olarak farklilik géstermedi (p>0.05) (Tablo 3.5).

Tablo 3.5. Tip 2 diyabeti olan ve olmayan koroner arter hastalarina ait demografik 6zel-
likler ve biyokimyasal parametreler

T2DM (+) KAH (n=32) T2DM (-) KAH (n=51) p
Kilo (kg) 78.57 +1.98; 75.5 (59-107) 81.29 + 2.47; 76 (48-155) 0.616
Yas (Yil) 63.9 + 1.86; 63.5 (38-83) 62.11 + 1.72; 62 (40-85) -
Boy (m) 167.4 +1.67; 167.5 (150-286) 167.94 +1.41; 170 (150-195)  0.788
LDL-Kol (mg/dl) 110.4 +8.31; 114.5 (50-236) 102.3 + 4.83; 114 (50-236) 0.673
HDL-Kol (mg/dl) 45.17 +2.0; 40 (32-67) 44.4 +1.35; 42 (33-67) 0.732
Kreatinin(mg/dl) 0.81 +0.03; 0.8 (0.41-1.17) 0.84 +£0.02; 0,8 (0.48-1.31) 0.738
TG (mg/dl) 158.5 + 12.81; 131(49-300) 154.6 + 9.75; 133 (49-300) 0.880
T-Kol (mg/dl) 194.03 +£9.79; 186,5 (122-300) 180 + 5.0; 185 (102-349) 0.596
AST (U/L) 28.65 + 1.45; 25 (18-47) 26.41 + 0.88; 24 (18-47) 0.334
ALT (U/L) 35.45 + 2.0; 38 (18-55) 33.76 + 1.77; 38 (10-55) 0.578
BUN (mg/dl) 14.46 + 0.9; 14 (9-26) 14.8 +0.71; 14 (10-26) 0.487
AKS (mg/dl) 123.9 + 8.95; 121,5(63-299) 122.24 +£8.18; 121 (63-299)  0.580

Degerler ortalama + standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade edildi. n:
Kisi sayis1. T-Kol: Total-kolesterol. TG: Trigliserid. HDL-Kol: Yiiksek yogunluklu lipopro-
tein kolesterol. LDL-Kol: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol. AKS: Aglik kan sekeri.
AST: Aspartat aminotrasferaz. ALT: Alanin aminotransferaz. BUN: Kan iire azotu. T2DM
(+) KAH: Tip 2 diyabeti olan koroner arter hastalari. T2DM (-) KAH: Tip 2 diyabeti olma-

yan koroner arter hastalar1
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Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarina ait CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
genotip sikliklar1 Tablo 3.6 da verildi. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) i¢in genotip sik-
liklar1 normal Kilolu koroner arter hasta grubunda; A/A (Homozigot yabanil), G/G
(Homozigot polimorfik) genotipler igin sirasiyla %92.3, %7.7 ve obez koroner arter
hasta grubunda %90.5, %9.5 olarak tespit edildi. Obez grupta CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) homozigot polimorfik genotip sikligi (%9.5), normal kilolu gruba (%7.7)
kiyasla daha yiiksek bulundu (p>0.05) (Tablo 3.6).

Tablo 3.6. Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarina ait CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) genotip sikliklari

CYP3A4 geni *1B (rs2740574) Genotip Sikliklar

Homozigot yabaml Homozigot polimorfik
genotip genotip
(A/A), n (%) (GIG) n (%)
Normal kilolu
(18,5-24,9 kg/m?) 12 (92.3) 1(7.7)
Obez
(25- 39 kg/m?) 60 (90.5) 4 (9.5)

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kigi sayisi

Koroner arter hastaligi olan kisilerde CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotiplerinin
LDL-Kol, HDL-Kol, kreatinin, TG, T-Kol, (AST), (ALT), (BUN) ve (AKS) ve temel
bazi demografik ozelliklerle iliskisi Tablo 3.7 de verildi. CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) homozigot polimorfik tip genotipe sahip koroner arter hastalarinda ortala-
ma LDL-Kol, TG ve T-Kol diizeyleri homozigot yabanil tip genotipe sahip kisilere ki-
yasla daha yiiksek bulundu. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) homozigot polimorfik ge-
notipe (GG) sahip kisilerde HDL-Kol ve AKS diizeyleri ise homozigot yabanil tipe
(AA) sahip kisilere kiyasla daha diisiik bulundu (p>0.05) (Tablo3.7).
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Tablo3.7. Koroner arter hastalarinda CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotiplerine ait

demografik bilgiler ve biyokimyasal parametreler

Kilo (kg)

Yas (Yil)

Boy (m)
LDL-Kol (mg/)
HDL-Kol (mg/dl)
Kreatinin (mg/dl)
TG (mg/dl)
T-Kol (mg/dl)
AST (U/L)

ALT (UL)

BUN (mg/dl)

AKS (mg/dl)

CYP3A4 geni *1B (rs2740574) Genotip Sikhiklar

Homozigot yabaml genotip

(AA) (n:80)

Homozigot polimorfik
genotip
(GG) (n:5)

77 + 15; 76(150-195)

53.6 + 10.8; 63(38-85)
168 + 9.2; 170(150-195)
105 + 37.7; 116(50-236)
44.8 +9.7; 42(32-67)
0.83+0,1; 0.8(0.41-1,31)
153.1 + 69.7; 131(49-300)
172.6 + 39.7 ;186.5(122-349)
27.2 + 7; 25(14-47)

34.5 + 12.2; 38(10-55)
14.6 + 5.1; 14(10-26)

122 + 55.7; 121(63-299)

77.20 + 10; 75(66-90)
63.4 + 14.7; 63(43-79)
167.5 + 10.3; 170(155-180)
112.4 + 69.9; 90(69-236)
42 +14.1; 37(33-67)
1+0;1(1-1)

154.6 + 43;140(129-231)
175 + 102.3; 138(102-349)
26.5 + 8; 23.5(21-38)

30.7 + 12.8; 24.5(24-50)
16 + 1.7; 15(15-18)

107 + 49.2; 75(74-185)

CYP3A4*1B homozigot polimorfik (GG) genotipine sahip hasta sayis1 yetersiz oldu-

gundan (5 kisi) istatistiksel analiz yapilamamustir.

Degerler ortalama + Standart Sapma olarak ifade edildi. n: Kisi sayisi.. T-Kol: Total-

kolesterol. TG: Trigliserid. HDL-Kol: Yiiksek yogunluklu lipoprotein kolesterol.
LDL-Kol: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol. AKS: Ac¢lik kan sekeri. AST:

Aspartat aminotrasferaz. ALT: Alanin aminotransferaz. BUN: Kan iire azotu.
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Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarina ait demografik ve ilag kullanim verileri
Tablo 3.8 de verildi. Normal kilolu ve obez gruplarda kadin hasta orani sirasiyla %0 ve
%2100, normal kilolu ve obez gruplarda erkek hasta orani sirasiyla %24.5 ve %75.5;
normal kilolu ve obez gruplarda sigara kullanimi sirasiyla %33.3 ve %66.7; normal ki-
lolu ve obez gruplarda ila¢ kullanim sikliklar1 antidiyabetik, antikoagiilan, antihipertan-
sif, analjezik ajan kullanimi igin sirasiyla %16.1, %17.9, %17.1, %28.6 ve %83.9,
%82.1, %82.9, %71.4 olarak tespit edildi. Normal kilolu ve obez gruplarda en sik kulla-
nilan ilaglar antihipertansif ilaglar olarak tesbit edildi.

Obez grupta sigara kullanim siklig1 (p=0.244) normal kilolu gruba gore daha yiiksek
saptandi. Normal kilolu grupta antikoagiilan ajan kullanim siklig1 (p=0.556), antihiper-
tansif ajan kullanim siklig1 (p=0.75) ve analjezik ajan kullanim siklig1 (p=0.246) obez
gruba kiyasla daha diisiik bulundu. Obez grupta antidiyabetik ajan kullanim siklig1
(p=0.952) normal kilolu gruba kiyasla daha yiiksek saptandi. Obez kadmn hastalarin ora-
n1 normal kilolu kadin hastalara gore istatistiksel anlamlilik agisindan yiiksek bulundu
(p=0.026) (Tablo 3.8).

Tablo 3.8. Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarina ait demografik ve ilag kulla-

nim verileri

Normal kilolu Obez
(18.5-24.9 kg/m?) n (%) (25-39 kg/m?) n (%) p

Cinsiyet

Kadin 0 (0.0) 24 (100) 0.026*
Erkek 13 (24.5) 40 (75.5)

Sigara Kullanimu

Kullanmiyor 6 (17.1) 29 (82.9)

Kullantyor 6 (33.3) 12 (66.7) 0.244
Eski Kullanict 1(5) 19 (99.5)
Antidiyabetik ajan kullamim sikhgi 5(16.1) 26 (83.9) 0.952
Antikoagiilan ajan kullamm sikhg1 7 (17.9) 32 (82.1) 0.556
Antihipertansif ajan kullamm sikhgr 12 (17.1) 58 (82.9) 0.75
Analjezik ajan kullamm sikhgi 4 (28.6) 5(71.4) 0.246

Sonuglar say1 (%) deger olarak ifade edilmistir. n: Kisi sayis1 *p < 0.05
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Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarma ait LDL-Kol, HDL-kol, kreatinin, TG,
T-Kol, (AST), (ALT), (BUN) ve (AKS) ve temel baz1 demografik 6zellikler Tablo 3.9
da verildi. Boy, kilo, yas, LDL-Kol, HDL-Kaol, kreatinin, trigliserid, total-kolesterol,
AST, ALT, BUN ve AKS olgiimleri ¢alisma gruplarinda istatistiksel olarak farklilik
gostermedi (p>0.05) (Tablo 3.9).

Tablo 3.9. Normal kilolu ve obez koroner arter hastalarna ait biyokimyasal parametre-

ler ve demografik 6zellikler

Normal Kilolu Obez
(18.5-24.9 kg/m?) (n=13)  (25-39 kg/m?) (n=62) ANOVA
p

Kilo (kg) 68.31+2.1; 70 (48-76) 77.86 + 1.5; 75.5 (59-113)
Yas (Yil) 64.92 + 3.0; 67 (43-85) 63.13 + 1.8; 63 (38-84) 0.799
Boy (m) 171.62 + 1.4; 172 (160-180)  168.52 + 1.4; 170 (150-195)
LDL-Kol (mg/) 105.08+6.9; 120 (50-124) 101.43 + 5.9; 109 (50-236) 0.305
HDL-Kol (mg/dl)  46.42+3.2; 42.5 (35-61) 4413 +1.5; 40 (32-67) 0.733

Kreatinin (mg/dl) 0.8562 + 0.03; 0.8 (0.69-1.06) 0.8193 +0.028; 0.8 (0.41-1.31)  0.629

TG (mg/dl) 159.3 £ 19.6; 129 (117-300) 142 +10.3; 131 (49-300) 0.340
T-Kol (mg/dl) 183.62 + 8.0; 190 (102-208)  178.13 +6.1; 183.5(105-349) 0.553
AST (U/L) 26.85 + 1.96; 24 (18-47) 25.72 +0.99; 24(14-47) 0.225
ALT (U/L) 31.08 + 3.1; 35 (18-45) 32.03 + 2.0; 29 (10-55) 0.110
BUN (mg/dl) 17.31+ 1.7; 15 (10-26) 14.74 £ 0.8; 14 (9-26) 0.061
AKS (mg/dl) 102.31 + 7.1; 95 (63-129) 126.9 +9.4; 121 (63-299) 0.519

Degerler ortalama + standart hata; medyan (minumum-maksimum) olarak ifade edil-
di. n: Kisi sayist. T-Kol: Total-kolesterol. TG: Trigliserid. HDL-Kol: Yiiksek yogun-
luklu lipoprotein kolesterol. LDL-Kol: Diisiik yogunluklu lipoprotein kolesterol.
AKS: Aclik kan sekeri. AST: Aspartat aminotrasferaz. ALT: Alanin aminotransferaz.
BUN: Kan iire azotu.
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3.2. Tartisma

Kajinami ve ark. [86] 10 mg atorvastatin tedavisi alan ve %15°1 stabil koroner kalp has-
tasindan olusan 340 hiperkolesterelomi hastasinda CYP3A4 geni *1B (rs2740574) ve
M445T polimorfizmlerinin atorvastatin yanitina etkilerini arastrmislar ve CYP3A4 geni
*1B (rs2740574) GG varyantinin, istatistiksel anlamli olamamakla birlikte (p=0.121)
AA ve AG varyantlarina oranla %12.4 daha yiiksek LDL-Kol seviyelerine sahip oldu-
gunu bulmuslardir. Kajinami ve ark. [86] ayrica artan CYP3A4 enzim aktivitesinin ilag
metabolizmasini artiracagindan dolay1 plazma atorvastatin seviyelerinde diisiis rapor
etmislerdir. Fiegenbaum ve ark. [96] 116 hiperkolestorolemi hastasinda yapmis oldukla-
r1 c¢alismada ABCB1 (1236C>T, 2677G>A/T, and 3435C>T) geni, CYP3A4
(rs2740574, -392A>G) geni ve CYP3A5 (6986A>G) geni polimorfizmlerinin simvasta-
tin’in lipid disiiriict etkisi ve giivenligi arasindaki iliskiyi arastrmuglardir. Ayni aras-
tirmacilar hastalara giinliik 20 mg simvastatin tedavisi uygulamislar ve plazma lipid,
lipoprotein diizeylerini tedaviden 6nce, ve tedavi baslangicindan 2 ay ve 6 ay sonra
Olgmiisler ve %14.6 oraninda ila¢ yan etkisi bulundugunu rapor etmislerdir [96]. Fie-
genbaum ve ark. ¢alismalarinin sonunda ilag¢ yan etKisi gosteren ve gostermeyen grup-
larda CYP3A4 geni *1B (rs2740574) alel varyanti ile simvastatinin etkinligi veya tolere
edilebilirligi arasinda anlamli bir iliski rapor etmemislerdir [96]. Willrich ve ark. [97]
121 hiperkolesterolomik, 92 normolipidemik hastadan olusan Brezilya popiilasyonunda
yaptiklar1 ¢alismalarinda atorvastatinin, mononiiklear hiicrelerde CYP3A4 gen varyas-
yonlar;, CYP3A5 mMRNA gen anlatim1 ve CYP3A enzim aktivitesi lizerindeki etkilerini
ve CYP3A4, CYP3AS gen varyantlar: ile olan etkilesimlerini arastirmislardir. Willrich
ve ark. [97] CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizminin atorvastatine yanit olarak
LDL-Kol seviyelerindeki diisiis ile iliskisini saptamamuslardir. Poduri ve ark. [102]
koroner arter hastaligi teshisi konulan 265 hastada yaptiklar1 ¢aligmada lipid ve statin
metabolizmasinda yer alan HMGCR, CETP, APOAI, ABCB1, CYP3A4, CYP7A1 gen-
lerine ait varyasyonlarin, statinlerin serum T-Kol, LDL-Kol ve HDL-Kol konsantras-
yonlar1 tizerindeki etkisini degistirip degistirmedigini arastirmuglardir. Poduri ve ark.
[102] hastalara giinlik 20 mg atorvastatin tedavisi uygulayarak 6 gendeki (HMGCR,
CETP, APOAI, ABCB1, CYP3A4, CYP7AL) 18 adet tek niikleotid polimorfizmi ve
atorvastatin yanit1 arasindaki iliskiyi arastirdiklar1 ¢alismalarmin sonucunda CYP3A4

geni *1B (rs2740574) polimorfizmi ile atorvastatine lipid cevabi arasinda anlamli bir
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iliski rapor etmemislerdir [102]. Rosales ve ark. [87] 142 hiperkolesterolomi hastasinda
yapmis olduklar1 caligmada, CYP3A4 (—290A>G, rs2740574) geni
CYP3A5 (6986A>G, rs776746) geni ABCB1(2677G>A/T, rs2032582 geni ve
3435C>T, rs1045642) geni polimorfizmlerinin atorvastatin yanitina ve CYP3A4 aktivi-
tesine etkilerini aragtrmiglardir. Atorvastatin tedavisi altindaki CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) polimorfizmi tasiyan hastalarin total-kolesterol ve LDL-Kol seviyelerinde
bu polimorfizmi tasimayanlara gére azalma (p<0.001) ile birlikte, CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) polimorfizmini tasiyan kisilerin CYP3A4 enzim aktivitelerinin de diisiik
oldugunu (p=0.009) saptamuslardir [87]. Rosales ve ark. [87] CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) varyant allelinin, yabanil tip allele kiyasla daha yiiksek HDL-Kol seviyeleri
ile (p<0.001) iliskili oldugunu rapor etmislerdir. Becker ve ark. [99] simvastatin ve
atorvastatin tedavisi géren 1239 hasta ile yaptiklar1 calismada CYP3A4*1B (rs2740574)
ve ABCBL1 genindeki polimorfizmlerin (C1236T, G2677A / T ve C3435T) ilag dozu
veya baska kolesterol diisiiriicii ilaca gecis ile iliskili olup olmadigini aragtirmislardir.
Becker ve ark. [99] yaptiklar1 ¢alisma sonucunda simvastatin ve atorvastatin kullanan
hastalarda CYP3A4*1B G ve ABCBL1 3435T varyant allellerini bir arada tasiyan kadin-
larda artmig plazma statin seviyelerine karsi riskin daha diisiik oldugunu belirlemisler-
dir.

Kajinami ve ark. [86] calismamizla CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizminin
LDL-Kol seviyeleri tizerine benzer etkileri rapor ederken; Rosales ve ark. [87] tam tersi
bir etki rapor etmis; Fiegenbaum ve ark. [96], Poduri ve ark. [102], Willrich ve ark. [97]

ve Becker ve ark. [99] ise anlaml1 herhangi bir iligki tespit etmemislerdir.

Bizde Kajinami ve ark. [86] nin sonug¢larina benzer sekilde ¢alismamizda CYP3A4 geni
*1B (rs2740574) homozigot polimorfik genotipe sahip koroner arter hastalarinda LDL-
Kol seviyelerini homozigot yabanil genotipe sahip kisilere kiyasla daha yiiksek bulduk.
Rosales ve ark. [87] calismamizin sonuglarindan farkli olarak CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) polimorfizmi tagiyan hastalarm T-Kol ve LDL-Kol seviyelerini bu poli-
morfizmi tasimayanlara gore daha diisiik bulmuglardir. Kajinami ve ark. [86] TG ve T-
Kol diizeylerini CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotipleri arasinda farkli bulmazken,
biz ¢alismamizda TG ve T-Kol diizeylerini CYP3A4 geni *1B (rs2740574) homozigot
polimorfik genotipe (GG) sahip kisilerde homozigot yabanil genotipe sahip kisilere ki-
yasla daha yiiksek bulduk. Ayrica ¢calismamizda HDL-Kol ve AKS diizeylerinin homo-
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zigot polimorfik genotipe sahip koroner arter hastalarinda homozigot yabanil genotipe

(AA) sahip olanlara kiyasla daha diisiik oldugunu saptadik.

Rosales ve ark. [87] 142 bireyden olusan Sili popiilasyonunda yapmis olduklar1 ¢alig-
mada, CYP3A4 (—290A>G, rs2740574) geni CYP3A5 (6986A>G, rs776746) geni
ABCB1(2677G>AJT, rs2032582 geni ve 3435C>T, rs1045642) geni polimorfizmlerinin
hiperkolesterelomi hastalarinda atorvastatin yanitina ve CYP3A4 aktivitesine etkilerini
arastrmiglardir. Bu arastirmacilar CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmine ait
genotip sikliklarini homozigot polimorfik genotip (GG) igin %0, heterozigot genotip
(AG) i¢in %21.1 ve homozigot yabanil genotip (AA) i¢in %78.9 olarak saptamiglardir
(HWE: ¥2=1.980, p=0.159) [87]. Fiegenbaum ve ark. [75] 116 hiperkolestorolemik has-
tada yapmis olduklar1 ¢alismada ABCB1 (1236C>T, 2677G>A/T,ve 3435C>T) geni,
CYP3A4 (rs2740574, -290A>G) geni ve CYP3A5 (6986A>G) geni polimorfizmlerinin
simvastatinin lipid diisiirticii etkisi ve giivenligi arasindaki iliskileri arastrnmslardir.
Arastirmacilar CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmine ait genotip sikliklarimni
advers reaksiyon gdstermeyen grupta polimorfik genotip (GG) igin %0, heterozigotlar
(AG) i¢in %5.3 ve homozigot yabanil genotip (AA) i¢in %94.8 olarak; advers reaksiyon
goOsteren grupta ise polimorfik genotip (GG) igin %0, heterozigotlar (AG) igin %6.7,
homozigot yabanil genotip (AA) icin %93.3 olarak bildirmisler ve gruplar arasinda ge-
notip dagilimlarinin istatistiksel farklilik gostermedigini rapor etmislerdir. Willrich ve
ark. [97] 121 hiperkolesterolomik, 92 normolipidemik hastadan olusan Brezilya popii-
lasyonunda yaptiklar1 ¢alismada atorvastatinin, mononiiklear hiicrelerde CYP3A4,
CYP3A5 mRNA ekspresyonu ve CYP3A aktivitesi tizerindeki etkilerini ve bunlarin gen
varyantlari ile olan etkilesimlerini arastirmislardir. Calisilan polimorfizmlerin genotip
dagilimi, CYP3A4 geni *1B (rs2740574) alelinin minor allel frekansi (MAF), normoli-
pidemik grupta (%33) hiperkolestorolomik gruptan (%20, p=0.049) daha yiiksek oldu-
gunu rapor etmislerdir. Kajinami ve ark. [86] 340 hiperkolesterelomi hastasinda yaptik-
lar1 galismada CYP3A4 geni *1B (rs2740574) ve M445T polimorfizmlerinin atorvasta-
tin yanitina etkilerini arastirmislardir. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip siklikla-
rin1 homozigot yabanil tip i¢in (AA) %89.7, heterozigot tip i¢in (AG) %7.9, homozigot
polimorfik tip i¢in (GG) %2.4 olarak bulmuslardir. Becker ve ark. [99] simvastatin ve
atorvastatin tedavisi goren 1239 hasta ile yaptiklar1 ¢alismada CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) ve ABCB1 genindeki polimorfizmlerinin (C1236T,G2677A/T ve C3435T)
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simvastatin ve atorvastatin tedavisi sirasinda ongoriilen dozun azaltilmasi veya baska
kolesterol diisiiriicti ilaca gegis ile iligkili olup olmadigmi arastirmiglardir. Becker ve
ark. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip sikliklarint homozigot yabanil tip igin (AA)
%92.9 heterozigot ve homozigot polimorfik tip i¢in (AG+GG) %7.1 olarak belirlemis-
lerdir [99]. Wang ve ark. [100] semptomatik kardiyovaskiiler hastaligi olan ve lipid
kontrolii i¢in en az 6 ay boyunca ayni dozda statin alan 273 hasta ile yaptiklar1 bir ¢a-
lismada CYP3 A4 geninde yaygin gozlenen polimorfizmlerin arastirilmasi ve bunlarin in
vivo olarak CYP3A4 ile metabolize edilen ilaglar izerindeki etkilerini degerlendirmeyi
amaglamiglardir. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip sikliklarini atorvastatin kulla-
nan grupta homozigot yabanil tip (AA), heterozigot ve homozigot polimorfik tip
(AG+GGQG) i¢in sirasiyla %89.3 ve %10.7; simvastatin kullanan grupta grupta homozigot
yabanil tip (AA), heterozigot ve homozigot polimorfik tip (AG+GQG) i¢in sirasiyla
%83.5 ve %16.5 olarak bulmuslardir.

Biz de CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip sikliklarini belirledigimiz ¢alismamizda
diger calismalarda oldugu gibi en siklikla rastlanan genotip homozigot yabanil tip
(%94.1) olarak tespit edildi. Literatiirde CYP3A4 geni *1B (rs2740574) homozigot po-
limorfik genotip sikligi ii¢ adet calismada [87, 96, 99] O, diger calismalarda [86, 97,
100] ise oldukca diisiik siklikta rapor edilmistir. Bizde literatiirden farkli olarak
CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmini mutant formda tasiyan koroner arter
hasta sikligin1 daha yiiksek (%5.9) bulduk. Literatiirde Sili, Kafkas, Japon, Meksika
toplumlarinda heterozigot formda CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotip sikligi %5-10
araligmnda rapor edilmis olup, biz calismamizda koroner arter hastaligi olan Tiirklerde

heterozigot genotipli hastaya rastlamadik.

Literatiirdeki mevcut veriler tip 2 diyabet, obez veya koroner arter hastalarinda statinle-
rin biyokimyasal parametrelerdeki etkilerini incelemektedir. Soyleki; Pyorala ve ark.
[101] koroner kalp hastaligi olan 4242 diyabet hastasi olmayan ve 202 diyabet hastasi
ile yaptiklar1 randomize plasebo kontrollii caligmada simvastatin ile kolesterolii diisiir-
menin, mortalite, koroner kalp hastalig1 ve diger aterosklerotik olaylarin riski tizerindeki
etkisini degerlendirmeyi amaglamislardir. Hastalara ilk 6-18 hafta boyunca giinliik 20
mg dan 40 mg a kadar simvastatin tedavisi uygulamislar ve 5 yil sonunda diyabetik has-
talarda diyebetik olmayanlarda gozlenenlere benzer sekilde serum lipidlerinde degisik-

likler tespit etmislerdir. Pyorala ve ark. arastirmanin tiim seyri boyunca, simvastatin ile
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tedavi edilen diyabetik olmayan hastalarda, baslangigtaki bazal LDL ve HDL-Kol ve
ortalamadaki degisikliklerin (%-24, %-34,8 ve %-9), simvastatin ile tedavi edilen diya-
betik hastalardaki (%-27, %-36, 7 ve %-11) degisikliklerle neredeyse ayni oldugunu
saptamiglardir [101]. Mc. Kenney ve ark. [102] yaptiklar1 ¢alismada atorvastatin ve nia-
sinin, aterojenik dislipidemili hastalarda lipoprotein alt fraksiyonlar1 tizerindeki etkisini
belirlemeyi amaglamiglardir. Hastalara az yagli bir diyet siirecini takiben 12 hafta bo-
yunca 10 mg atorvastatin veya 3.000 mg niasin tedavisi uygulamislardir. T-Kol diizeyi
200 mg/dl den yiiksek, TG diizeyi 200 ila 800 mg/dl, ve apolipoprotein B diizeyi 110
mg/dl den yiiksek olan hastalarla yaptiklar1 ¢cok merkezli, randomize ¢alisma sonucunda
hem atorvastatin hem de niasin, VLDL ve LDL partikiillerinin konsantrasyonlarini
onemli Olglide azalttigmi saptamislardir. Mc. Kenney ve ark. atorvastatinin LDL-Kol
partikiil sayisini niasinden daha da fazla azalttigini (% 31'e karsilik %14) ve aterojenik
dislipidemili hastalarda, her iki ilacin da lipoprotein alt fraksiyonlar1 lizerinde dnemli
etkileri oldugunu rapor etmislerdir [102]. Chan ve ark. [103] 52 Viseral obeziteli (BKI:
33.7 + 0.55 kg m-%) dislipidemik erkekte yaptiklari randomize plasebo kontrollii ¢alis-
mada atorvastatin ve balik yaginin plazma benzeri lipid ve lipoprotein diizeyleri iizerin-
deki etkilerini arastirmiglardir. Hastalara 6 hafta boyunca giinliik 40 mg atorvastatin ve
4 g balik yagi tedavisi uygulayan Chan ve ark. ¢alisma sonucunda atorvastatinin, trigli-
seridleri (-0.38 + 0.02 mmol L™, p=0.002), toplam kolesterolii (-1.89 + 0.17 mmol L-*,
p=0.001), LDL-kolesterolii (-1.78 + 0.14 mmol L™, p=0.001) azaltmada ve HDL-
kolesterolii (+0.10 + 0.04 mmol L-*, p=0.007) i artirmada major etkilere sahip oldugu-
nu rapor etmislerdir (p=0.041) [103]. Hajer ve ark. [104] 19 obez erkek metabolik
sendrom hastasinda (BKI: 30 + 3 kg/m,) simvastatin ile birlestirilen ezetimibin, yag
yiikii lipid seviyelerini ve lipoprotein bilesimini simvastatin 80 mg monoterapisine ki-
yasla farkli sekilde etkileyip etkilemedigini saptadiklar1 ¢ift kér randomize g¢aligmada
hastalar1 (n=19), 6 hafta boyunca 80 mg simvastatin ve 10 mg/10 mg simvasta-
tin/ezetimib ile tedavi etmisler ve ¢aligma sonunda 80 mg simvastatin ve 10 mg simvas-
tatin/ezetimibe tedavilerinin obez metabolik sendrom hastalarinda agchk ve yag yiikii
plazma lipidinin ve lipoprotein konsantrasyonlarinin azaltilmasinda esit derecede etkili
oldugunu bildirmislerdir [104].
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Literatiir taramalarimizda tip 2 diyabetli veya obez hastalarda CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) polimorfizmlerinin serum lipidlerine olan etkilerini arastiran herhangi bir
caligmaya rastlamadik. Bu nedenle ¢alismamizdaki Tip 2 diyabetli ve Obez koroner
arter hastalarmdaki CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmlerinin sikliklar1 litera-
tire katki saglayacaktir. Calisma sonuglarimiza gére CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
genotipleri Hardy Weinberg esitligine uygun olarak dagilim gostermediginden ve hete-
rozigot genotipe sahip hasta tesbit edilmeyip (heterozigozite kaybi), homozigot polimor-
fik genotipli hasta sayilarida ¢ok diisiik sayida bulundugundan ne tip 2 diyabetli ne de
obez koroner arter hastalarinda serum lipid seviyeleri {izerine etkileri hesaplanamamis-

tir.
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4. SONUCLAR

Bu tez c¢aligmasinda statin kullanan 85 koroner arter hastasinda CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) genotip sikliklarinin belirlenmesine ve CYP3A4 geni *1B (rs2740574)
genotiplerinin biyokimyasal parametrelere olan etkilerinin arastirilmasma yonelik c¢a-
lismalar yapilmistir. Calisma gruplari tip 2 diyabetli ve obez koroner arter hastaligi bu-
lunan kisiler ile tip 2 diyabeti ve obezitesi bulunmayan koroner arter hastalarindan olus-
turulmustur. CYP3A4 geni *1B (rs2740574) genotipleri polimeraz zincir reaksiyonu

(PZR) ve restriksiyon par¢a uzunluk polimorfizmi (RFLP) yontemleri ile saptandi.

Calismamizda diger ¢alismalarda oldugu gibi CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimor-
fizmlerinden homozigot yabanil genotiplerin siklig1 (%94.1), heterozigot (%0) ve ho-
mozigot polimorfik genotiplerin (%5.9) sikligindan yiiksek olarak saptanmistir. Litera-
tiirden farkli olarak CYP3A4 geni *1B (rs2740574) polimorfizmi homozigot polimorfik
genotipteki koroner arter hasta siklig1 daha yiiksek (%5.9) bulundu. Heterozigot geno-

tipli Tiirk koroner arter hastasina rastlanmadi.

LDL-Kol, TG ve T-kol diizeyleri CYP3A4 geni *1B (rs2740574) homozigot polimorfik
genotipe (GG) sahip koroner arter hastalarinda homozigot yabanil genotipe (AA) sahip
kisilere kiyasla daha yiiksek bulundu. Ayrica ¢alismamizda HDL-Kol ve AKS diizeyle-
rinin homozigot polimorfik genotipe (GG) sahip koroner arter hastalarinda homozigot
yabanil genotipe (AA) sahip olanlara kiyasla daha diisiik oldugu saptandi. Obez kadin
hastalarm orani normal kilolu kadin hastalara gore istatistiksel anlamlilik a¢isindan yiik-
sek bulundu (p=0.026). Obez veya tip 2 diyabetli koroner arter hastalarinda CYP3A4
geni *1B (rs2740574) polimorfizmlerinin biyokimyasal parametrelere olan etkilerini
arastiran herhangi bir ¢alismaya literatiir taramalarimizda rastlanmadi. Bu nedenle ¢a-
lismamizdaki tip 2 diyabetli ve obez koroner arter hastalarindaki CYP3A4 geni *1B
(rs2740574) polimorfizmlerinin sikliklar1 literatiire katki saglayacaktir. Sonuglarimiza
gore, CYP3A4*1B polimorfizmine ait varyant allelinin koroner arter hastalig1 ve obezi-
te ile iligkili olabilecegi ve statin kullanan obez koroner arter hastalarinda CYP3A4*1B
genotiplemesinin tedaviye baslanmadan 6nce belirlenmesinin serum lipid diizeylerinin

kontrol edilmesi i¢in 6nem tasidig1 diisiincesindeyiz.
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