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OZET

KLOPIiDOGREL’IN MEMBRAN BUTUNLUGUNE OLAN ETKIiSIiNIN AML12
HEPATOSIT HUCRE SOYUNDA ARASTIRILMASI

Tiirkiye’de bulasici olmayan hastaliklarin yol actig1 dliimlerin %37’s1 kardiyovaskiiler

hastaliklar sebebi ile ger¢eklesmistir.

Adenozin difosfat reseptor antagonisti olan Klopidogrel, felg, damar tikanikligi, inme,
kalp krizi gibi kardiyovaskiiler hastaliklarin 6nlenmesi ve tedavi edilmesinde gérev alan
onemli bir antiplatelet ajandir ve kardiyovaskiiler olay riskini %30-40 oraninda
azaltmaktadir. Ilacin aktif metabolitleri adenozin difosfatin  P,Y1, reseptoriine

baglanmasini engelleyerek platelet olusumunu geri doniisiimsiiz olarak engellemektedir.

Calismamizda antiplatelet tedavide kullanilan Klopidogrel’in AML12 hepatositlerinin
plazma membraninda olusturdugu etkileri arastirilmistir. Klopidogrel’in  aktif
metabolitlerinin  olugabilmesi i¢in karaciger hiicrelerinde metabolize edilmesi
gerektiginden, ¢alismamizda AMLI12 hepatositleri kullanilmistir. Kiiltlirii yapilan ve
olgunluga erisen hiicreler 100, 300, 400 ve 500 uM Klopidogrel ile muamele edilmis ve
hiicrelere LDH testiuygulanarak plazma membran1 hasar1 arastirilmistir. Laktat
dehidrogenaz enzimi, plazma membraninda hasar olmasi durumunda ekstraseliiler

bosluga salinarak kiiltiir ortamindaki varligi ile sitotoksisite tayinindekullantlir.

Calismamizda, 100, 300, 400 ve 500 uM Klopidogrel ile muamele edilen hiicrelere
LDH testi uygulanarak, test bilesenleriyle hiicrelerin olusturdugu OD340 dalga
boyundaki  absorbanslari  spektrofotometrik  olarak  Ol¢iilmiistiir.  Sonuglar
degerlendirilerek, IC50 dozlar1 100 ve 300 puM Klopidogrel dozu olarak tespit
edilmistir. Calismamizda AML12 hepatositlerine 100, 300, 400 ve 500 uM olmak iizere
uygulanan tiim Klopidogrel dozlarinin plazma membraninda hasar olusturarak

sitotoksik oldugu belirlenmistir.

Literatiir taramalarimizda, Klopidogrel’in AMLI12 hepatositlerinde plazma membran
biitiinliigiine olan etkisini arastiran bir ¢alismaya rastlanmadigindan ¢alismamiz 6zgiin

nitelik tasimaktadir.

Anahtar Kelimeler: LDH, sitotoksisite, hepatosit, AMLI12, hepatotoksisite, hiicre

kiiltiirti, plazma membrani, Klopidogrel



ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECTS OF CLOPIDOGREL IN AML12
HEPATOCYTE CELL LINE OVER MEMBRANE INTEGRITY

37% of deaths caused by non-communicable diseases in Turkey is realized with the

causes of cardiovascular diseases.

Clopidogrel, an ADP receptor antagonist, is an important antiplatelet agent used in the
prevention and treatment of cardiovascular diseases such as stroke, vascular occlusion,
heart attack and known as having the capability to reduce the risk of cardiovascular
events by 30-40%. The active metabolites of the drug prevent the binding of ADP to

P,Y1, receptor and prevent formation of platelets irreversibly.

In our study, we investigated the effects of Clopidogrel over the plasma membrane of
AML12 hepatocytes. Clopidogrel needs to be metabolized in order to form the active
metabolites in liver cells. Cells that were cultured and reached maturity were treated
with 100, 300, 400 and 500 uM Clopidogrel and LDH test was applied in order to
assess the plasma membrane damage that drug has caused. The lactate dehydrogenase
enzyme in cells are released into the extracellular space in case of damage to the plasma
membrane and the presence of the enzyme in the culture medium is determined as a

cytotoxicity marker.

LDH test was performed on the cells treated with 100, 300, 400 and 500 uM
Clopidogrel. The results were evaluated and LDH activity graph was plot to determine
IC50 doses. As a result of the calculations, 1C50 value was determined to be 100 and
300 uM. In our study, all clopidogrel doses which are 100, 300, 400 and 500 puM
administered to AML12 hepatocytes were determined to be cytotoxic by causing

damage on the plasma membrane.

Any research is not found in the literature investigating the effects of Clopidogrel in
AML12 hepatocytes over plasma membrane integrity. Our study has characteristics of

being an original work.

Key Words: LDH, cytotoxicity, hepatocyte, AML12, hepatotoxicity, cell culture,
plasma membrane, Clopidogrel
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SEMBOLLER

% - Yiizde

°C : Santigrat derece
pL : Mikro litre

uM : Mikro molar
Ca® : Kalsiyum

Cm : Santimetre

Dk : Dakika

K* : Potasyum

L . Litre

M : Molar

m? : Metrekare

ml : Mililitre

rpm : Dakikada donme hizi (Revolutions per minute)
o - Alfa

B : Beta
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KISALTMALAR

ADP : Adenozin Difosfat

ADPaz : Adenozin Difosfataz

AKS : Akut Koroner Sendrom

ATP : Adenozin Trifosfat

ATPaz :Adenozin Trifosfataz

BOH : Bulagic1 Olmayan Hastalik
CAMP . Siklik Adenozin Monofosfat
COX : Siklooksigenaz

CYP : Sitokrom P450 enzim sistemi
dATP : Deoksiadenozin Trifosfat
DILI : llag Kaynakli Karaciger Hasar1

DMEM :Dulbecco’s Modified Eagle Medium

DMSO : Dimetil Siilfoksit

DNA : Deoksiribo Niikleik Asit

GPRC : G-protein-bagimli-reseptor

H,0; : Hidrojen Peroksit

IC50 :The half maximal inhibitory concentration
KAH : Koroner Arter Hastalig1

LDH . Laktat Dihidrogenaz

Mi : Miyokart Infarktiisii

NO > Nitrik Oksit

PARP-1 : Poli [ADP-riboz] polimeraz
PBS : Fosfat tamponlu tuz soliisyonu (Phosphate buffered saline)

PCI : Perkiitan Koroner Girigimi
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PDGF
PGH2
PGI2
PI-3 K
RIP
ROT
TGFp
TNF o
TNP
t-PA
TRAIL
TXA2
VASP

VTE

: Platelet Tiirevli Biiyiime Faktorii

: Prostaglandin

: Prostasiklin

: Fosfatidilinositol 3-kinaz

: Receptor-interacting serine/threonine-protein kinase

: Reaktif Oksijen Tiirleri (Reactive oxygen species)

: Transforme Edici Biiylime Faktorti B (Tumor necrosis factor beta)
: Timor Nekroz Faktorii alfa (Tumor necrosis factor alpha)
: Tek Niikleotid Polimorfizmi

: Doku Plazminojen Aktivatorii

: TNF-related apoptosis-inducing ligand

: Tromboksan A

: Vasodilator stimulated phosphoprotein

: Ven6z Tromboembolizmi

: von Willebrand Faktora
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1. GIRIS
1.1.Tromboz

Tromboz, bir kan damarimin i¢inde kan pihtisinin (trombiis) olusumudur. Hemostatik
pihtilar, saglikli kisilerde yara olusan bodlgede kan akisini durduran ve zararsiz
pihtilardir. Ancak herhangi bir yara bolgesinde yer almayan trombiis, olustugu veya

tasindig1 bolgede kan akisini engelleyebileceginden birey icin oldukg¢a zararlidir [1,2].

1.1.1 Tromboz mekanizmasi

Saglikl1 bireylerde plateletler (trombosit), kan damarlarinin endotel hiicreleri tarafindan
salinan nitrik oksit (NO) ve prostasiklin (PGI2) ile inaktif halde tutulmaktadir. Endotel
hiicreleri ayn1 zamanda ADPaz enzimi iireterek, aktif trombositlerdeki ADP’yi
(adenozin difosfat) indirgeyerek daha ileri diizeyde bir platelet agregasyonunu engeller
[3]. PGI2, tromboksan A2’nin (TXA2) etkisini azaltarak, plateletlerin bir araya
gelmesini ve salinimin1 engeller. Tromboksan A2 (TXA2), aktif trombositler tarafindan
iretilen ve protrombotik ozelliklere sahip olan bir tromboksan tipidir. TXA2 yeni
trombositlerin aktivasyonunu uyardigi gibi trombosit agregasyonunu da arttirir.
Antitrombin 11 (AT-1I, bir plazma proteini); XII, XI, IX, X ve Il gibi faktorlerin
etkisini bloke eder [4].

Protein C (plazma proteini) AT-III tarafindan bloke edilmeyen V ve VIII faktoriini
inaktive eder ve ayni zamanda doku plazminojen aktivatoriiniin (t-PA) etkisini arttirir.
Ayrica, endotel hiicreleri tarafindan sentezlenen heparan siilfat (heparin ile iliskili bir

proteoglikan), AT-III’nin aktivitesini arttirir [4].

Plateletler iki spesifik graniil tiiriinii icermektedirler. Alfa graniilleri, zarlarinda faktor
V’ adezyon molekiilii P’yi ifade ederler ve yapilarinda von Willebrand faktér (VWF),
fibrinojen ve transforme edici biiyiime faktorii (TGFp), platelet tiirevli bliylime faktorii

(PDGF) igerirler. Delta graniilleri ise ADP, serotonin, histamin ve kalsiyum igerir [5].
Platelet aktivasyonu aracilig ile gerceklesen tromboz olayi;

-Trombosit adezyonu,

-Trombosit aktivasyonu,

-Trombosit agregasyonu olmak iizere ii¢ temel adimdan olusur [6-8].



Baglangic asamasi olan trombosit adezyonu, plateletlerin yiizeyinde yer alan
GP Ib/V/IX reseptor kompleksi ile vaskiiler yaralanma yerine maruz kalarak kollajene
ve von Willebrand faktorii (vWF) ile reseptorii arasindaki etkilesimler tarafindan

gergeklestirilir [1].

Bu asama ayrica plateletler tizerindeki kollajen reseptorleri GP VI ve GP 1a’y1 kollajen

ile etkilesime sokar [1].

Kollajenin bu reseptorlere baglanmasi, platelet aktivasyonunu baglatir ve platelet
integrin’lerini yiiksek afiniteli duruma getiren hiicre i¢i mekanizmalari tetiklediginden,
aktive edici faktorlerin (ADP gibi) salinimini indiiklenir ve agregasyon ile birlikte
dolasimdaki trombositlerin ileri aktivasyonu tesvik edilir [1,8]. Aktive edici faktorler
ADP, epinefrin, serotonin, trombin ve tromboksan A2’ yi kapsar [6,7]. Bu faktorler ve
kollajen gibi mediatorler ile gergeklesen platelet aktivasyonu, plateletlerde morfolojik
degisikliklere, proinflamatuar molekiillerin (P-selektin, CD40 ligand1 gibi) fazla
ekspresyonuna sebep olmaktadir ve platelet prokoagiilan aktivitesini indiikleyerek etki

etmektedir [6-8].

ADP salinimindan sonraki asamada, TXA2 salinir. TXA2’de platelet agregasyonunda
gorev alan Onemli aracilardan bir digeridir. Ayrica, trombosit aktivasyonunu ve

toplanmasini arttirir ve ayn1 zamanda doku faktorii koagiilasyonu baslatir.

Platelet agregasyonu ve trombiis olusumundaki son adim, kiimelesmede gorev alan ve
ana reseptOr olan platelet GPIIb/IIa’nin aktif formuna doniismesini igerir. Aktif form
olusumu fibrinojen ve vVWF ligandlarinin reseptdre baglanmasini saglayarak platelet-
platelet etkilesimi ile trombiis olusumuna yol agar [1,2]. Agregasyon kaskadinin son
basamaginda ADP, P,Y, reseptoriine baglanarak ADP-aracili glikoprotein GPIIb/IIla
kompleks olusumuna neden olur.PoY; reseptoriiniin aktive olmasi ile hiicre ici
kalsiyum (Ca2+) seviyelerinde artisa neden olurken, P,Yip'nin aktivasyonu siklik
adenozin monofosfat (CAMP) seviyelerinde diisiise sebep olmaktadir. Glikoprotein
GPIIb/ITa kompleksi fibrinojenin baslica reseptoriidiir, fibrinojenin fibrine doniistiikten

sonra trombositlere baglanmasini saglar [9].

Ek olarak, vaskiiler yaralanma, faktor VIla ile bir kompleks olusturan, pihtilagsma

kaskadin1 harekete gegiren ve trombin olusumuna yol acan bir endotelyal doku



faktoriinii aciga ¢ikarmaktadir [10]. Ancak, koagiilasyon kaskadi sonucunda az miktarda

iiretilen trombinin ana kaynag aktif plateletlerin ytlizeyidir [8,11].

Trombin fibrinojeni fibrine doniistiirerek fibrin agisindan zengin bir ‘piht1’ olusturur ve
plateletleri proteaz ile aktive olan reseptore PAR-1 ve PAR-4’¢ baglayarak aktive eder
[6,7,12,13]. Boylece trombositlerle birlikte fibrinler, fibrin-platelet agin1 ve trombiis
tikacini olustururlar (Sekill.1.) [5,14].

Platelet Yapysmass . Platelet Aktivasyorm — o Plagelet Kimelesmes

vWF o
vWF Reseptdni b o
Kollajen 0
Kollajen Reseptdrii J=
GOIIb/1Ma Reseptin 3=

Faktir X t IC-| Fibrinojen

FalctDrIXa

i d

"“"l

Faktor Falctor
| va X

Sekil 1.1. Trombiis olusum mekanizmasi [10]

1.1.2. Antitrombotik ajanlar

Tromboz olusumu arteriyal veya vendz olabilmektedir, bu durumda venoz ve arteryal
tromboz olusumunu engellemek ve tedavi etmek amaci ile antitrombotik ajanlar

kullanilir [10].

Antitrombotik ajanlar esas olarak ti¢ tipe ayrilmaktadir [11].
1. Trombolitik (Fibrinolitik)

2. Antikoagiilanlar

3. Antiplatelet ajanlar.



1.1.2.1. Trombolitik ajanlar

Trombolitik tedavi, atardamar ya da toplardamarlari aniden bloke eden ve potansiyel
olarak ciddi veya hayati tehlike olusturan etkileri bulunan kan pihtilarin1 ¢6zmek igin
litik veya "pihti bozucu" olarak adlandirilan ilaglarin hastaya verilmesidir [12].
Trombolitik ajanlar, miyokard infarktiisii, pulmoner embolizm ve inme ge¢misine sahip

olan hastalarda tedavi amaciyla kullanilmaktadir [12].

Doku plazminojen aktivatorii (tPA) ve tlirokinaz dahil olmak iizere fibrinolitiklerin anti-
tromboz etkisi, inaktif plazminojenin etkin enzim plazmine doniistiiriilmesinin
saglanmasiyla elde edilir ve trombiisiin stabilize edilmesinden sorumlu olan fibrin

dokusunun parg¢alanmastyla sonuglanir [15].

Piht1 giderici ajanlar hastaya periferik intravendz yolu veya bir kateter yolu ile verilir

[13].

1.1.2.2.Antikoagiilan ajanlar

Antikoagiilanlar, koagiilasyonunu engelleyen veya azaltan ajanlardir. Ozellikle vendz
tromboembolizm (VTE) tedavisinde kullanilirlar. Venéz tromboembolizm genellikle

toplardamarlarda gelisen trombiisler ve ayrilan parcalarin pulmoner tikanikligini ifade

eder [16].

Antikoagiilan ilaglar koagiilasyon kaskadina etki ederek, fibrinojenin fibrine

doniigsmesini inhibe eder ve trombiis olusumunu engellerler.

1.1.2.3. Antiplatelet ajanlar

Plateletler (Trombosit) fizyolojik hemostazin korunumu ve trombiis olusumunda
oldukca 6nemli bir rol iistlenir. Trombosit agregasyonu, koroner arter hastaliklarini ve
periferik arteryel hastaliklarin1 da iceren iskemik olaylarin gelismesinde ve
biliylimesinde temel gorev alan patofizyolojik faktordiir. Bu sebeple, antiplatelet tedavi,
bu kosullardan birinden etkilenen bireylerde tekrarlayan olaylarin 6nlenmesinde ¢ok

onemli bir rol oynar [17].

Trombositler viicudun kanamaya ve kan kaybma karsi savunmasinda gorev alan

hiicrelerdir. Tromboz ad1 verilen kan pihtis1 olusturma siireci siddetli kanama gegiren



bir kiside faydali olsa da, ozellikle de kalp ya da beyin dolasgiminda bir piht1
olustugunda antiplatelet ajan kullanimi gerekebilir [18].

1.1.3. Antiplatelet ilaglar ve simiflandirilmasi

Antiplatelet ilaglar, platelet aktivasyonunu ve agregasyonunu engelleme
mekanizmalarina gore COX inhibitorleri, GPIIb/IIla inhibitorleri ve fosfodiesteraz
inhibitorleri ve ADP antagonisti- PoY 1, reseptor inhibitorleri olmak {izere 4 gruba ayrilir

[19,20] (Sekil 1.2.).

Antitrombosit Ilaclar
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Sekil 1.2. Antiplatelet ilaglarin siniflandirilmasi [19,20]

1.1.3.1. Siklooksigenaz (COX) inhibitorleri

Siklooksigenaz inhibitorleri, anahtar bir platelet enzimi olan siklooksigenaz1 (COX)

daimi olarak inaktive eder [21].

COX, 2 izoformda bulunur ve prostanoid sentezinde, arasidonik asitin prostaglandin’ e
(PGH2) doniistiiriilmesini katalize eder. PGH2, tromboksan A2 (TXA2) ve PGI2 de
dahil olmak {iizere g¢esitli prostanoidlere hizla doniistiiriiliir [22]. Siklooksigenaz
inhibitorii, COX enzimindeki aktif bolgede bulunan bir serin kalintisina asetil grubu
ekleyerek asetilasyon ajani gibi davranir. Boylece arasidonik asitin katalitik bolgesine

baglanmas1 engellenerek, platelet agregasyonunda 6nemli rolu olan TXA2’nin olusumu

inhibe edilir [23].



1.1.3.2. GPIlIb/Illa inhibitorleri

Insan glikoprotein GPIIb/Illa reseptdrii (integrin allbb3 olarak da bilinir) platelet
yiizeyinde bulunan en iyi karakterize edilmis integrin ailesinden olan membran
reseptorlerinden biridir [24]. GPIIb / Illa reseptorii platelet agregasyonunda ve
dolayisiyla trombiis olusumunda rol oynayan temel integrinler arasinda yer aldigindan,
GPIIb / Illa antagonistlerinin gelisimi, antiplatelet tedavi i¢in beklenen giiclii ve spesifik

bir etkiyle cazip bir strateji haline gelmistir [25].

GPIIb / Illa inhibitorleri prensibi, fibrinojenin baglama bolgesini geri ¢evrilemez
sekilde bloke eden monoklonal antikorlara veya RGD dizisi (integrinler i¢in tanima
dizisi) i¢in baglanma yerini rekabet¢i ve geri donilisiimlii olarak bloke eden kiiciik

sentetik molekiillere dayanmaktadir [26].

1.1.3.3.Fosfodiesteraz inhibitérleri

Fosfodiesteraz inhibitorleri, fosfodiesterazi inhibe eder, platelet agregasyonunun bir
engelleyicisi olan CAMP'inin indirgenmesini 6nler. cAMP'deki bu yiikselme aragidonik
asitin zar fosfolipidlerinden salinmasin1 engeller ve agregasyonda gorev alan
tromboksan A2 etkinligini azaltir. PDE inhibitorii, ayrica, adenilat siklaz aktivitesini
indiikleyen prostasiklinin salinmasini da dogrudan uyarir ve béylece cAMP'nin platelet

ici konsantrasyonunu yiikseltir ve trombosit agregasyonunu inhibisyonunu siddetlendirir
[27].

1.1.3.4. P,Y 1, reseptor inhibitorleri

PoY12 reseptorii plateletler iizerinde bulunmaktadir ve ADP’ nin baglanma bolgesi
olarak gorev yapmaktadir. ADP, ADP reseptorlerini (P,Y1 P,Y12) aktive ederek,
platelet agregasyonu igin gerekli olan sekil degisikligini indiikler. Bu reseptorlerde
gergeklesen herhangi bir inaktivasyon, platelet aktivasyonu ve agregasyonunu engeller

[28].

Platelet aktivasyon siirecinde gerceklesen en onemli adim, ADP’ nin platelet P,Y1;
reseptorii ile etkilesimidir. P,Y 1, reseptorii, glikoprotein IIb/Ila reseptoriiniin ADP ile
uyarilan aktivasyonunda yer alan baskin reseptordiir. Glikoprotein IIb/Illa reseptoriiniin
aktivasyonu, platelet degraniilasyonu ve tromboksan iiretiminin artmasi ile birlikte

uzamis platelet agregasyonu ile sonuglanir [19,29-31].
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1.2. Klopidogrel (P,Y 1, reseptor inhibitorii)

Klopidogrel, platelet-membran ADP reseptoriine (P,Y12) baglanan ve platelet
agregasyonunu engelleyen, antiplateletlerin tiyenopiridin grubuna ait olan bir ajandir

[32].

P2Y reseptorleri, her bir dizi pirimidin ve piirinlere farkli aktivite gosteren P2Y1, P2Y5,
PoYs, PoY11, PoY1s, PoYi3 ve PoYii'u igeren G-protein-baglmh-reseptf)rler (GPRC)
ailesindendir. ADP, P,Y; ve P,Y1, reseptorlerine baglanarak trombosit fonksiyonunun

kritik bir diizenleyicisi olarak gorevini iistlenir [33-36].

Piirinerjik reseptor aktivasyonunun etkileri, trombosit agregasyonu, platelet sekil
degisikligi ve yogun graniil salinim ile ilgili olarak yogun olarak calisilmistir. PoY;
iizerinde etki gosteren ADP, trombosit agregasyonu ve trombosit sekil degisimini
baglatir, P,Y1, aktivasyonu amplifikasyon, siirekli agregasyon ve sekresyon ile

sonuglanir [37-39].

P2Y12'nin farmakolojik olarak bloke edilmesi, koroner aterosklerozla iliskili arteriyel

trombozun tedavisinde ve 6nlenmesinde giiclii bir antiplatelet stratejidir.

Trombosit adezyonu, aktivasyonu ve agregasyonu aterotrombozda onemli bir gorev
yapar. Intrakoroner aterotromboz, akut koroner sendromun (AKS) geligsmesinin en sik
nedenidir ve niikkseden AKS, prosediirle iliskili miyokard infarktiisii (M) veya stent
trombozu da dahil olmak {izere perkiitan koroner girisim (PKG) etrafinda olusan

komplikasyonlarda merkezi bir rol oynar [18,28].

Klopidogrel tedavisi, trombosit agregasyonunun engellenmesi, trombotik siireglerin
olusumu ve ilerlemesini durdurarak, AKS veya PKG sonrasi komplikasyonlarin
onlenmesinde biiyiik 6nem tasir [40,41]. Ayrica, stent prosediirii ge¢irmis hastalarda

stent trombozunu engellemek amaci ile kullanilir [7,42].

Klopidogrel son yillarda yaygin olarak kullanilan bir antiplatelet ajandir. Kanama ve
hematolojik komplikasyonlar, antiplatelet tedavinin en yaygin sonuglarindan olmasina
ragmen; klopidogrel, hematolojik advers etkiler g6z Oniine alindiginda tiyenopiridinler

siifindaki en giivenli ilagtir [43].

Klopidogrel bir 6n ilagtir ve antiplatelet aktivitesi tizerinde direkt bir etkisi

bulunmamaktadir. Antiplatelet etkisi i¢in aktif metabolitinin sitokrom P450 enzimleri



tarafindan oksidasyon gecirmesi gerekmektedir. Oral olarak kullanimindan sonra, ilag

yaklasik %’50 biyoyararlanim ile absorbe edilir [44].

Absorbe edilen Klopidogrel’in ¢ogunlugu (%85) esterazlar tarafindan aktif olmayan
karboksilik asit metabolitine (SR26334.109) doniistiiriiliir [45]. Klopidogrel’in yalnizca
%15°1 karaciger sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan metabolize edilir. CYP3A4,
CYP3A5 ve CYP2C19 enzimleri Klopidogrel’in tiyofen halkasini oksitleyerek ara
formu olan 2-okzoklopidogrel’in olusumundan sorumludur. ileri bir oksitleme ile
tiyofen halkasi acilarak karboksil ve tiyol grubu olusur ve Klopidogrel’in antiplatelet
etki gosteren aktif metaboliti (R130964) meydana gelir (Sekil 1.3.) [46,47].
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Sekil 1.3. Klopidogrel’in aktif ve inaktif metabolitleri [94]

Karacigerde Klopidogrel metabolizmasinda goérev alan temel enzim CYP2C19dur .[8]
CYP2C19, 55.93 kDa’luk (490 aa) bir proteindir ve CYP2C19 (90.21 kDa) geni
tarafindan kodlanmaktadir. Kromozomal lokasyonu 10q24.1924.3 olan CYP2C19

geninin 9 adet ekzonu bulunmaktadir [46].

CYP2C19 geninde 50’ye yakin tek niikletid polimorfizmi (TNP) sonucunda olusan
varyanti, hastalarin ilaca verdigi yanitlar1 etkilerken, varyasyonlar Klopidogrel’in hizli

ve yavas gibi metabolizor fenotiplerini ve dozunu belirler.

Normal veya yabanil tip (wild type) allel genellikle *1 olarak ifade edilmektedir [10].



CYP2C19 geninde en ¢ok gozlemlenen polimorfik alleller ise CYP2C19*2,
CYP2C19*3 ve CYP2C19*17dir [Tablo 1.1.].

Tablo 1.1. Klopidogrel metabolizmasinda gérev alan CYP2C19 enziminin polimorfik
allelleri[49, 50]

Polimorfik Allel Lokasyon Enzimatik Olusan Fenotip
Aktivite (%)

CYP2C19*2 5. ekzon bolgesinde Yok Yavas Metabolizor
681 G>A (~ %2-15)

CYP2C19"3 4. ekzon bolgesinde Yok Yavas metabolizor
636 G>A (~ %2-15)

CYP2C19*17 5 ' regiilator Enzimatik Aktivite Hizli metabolizor

bolgesinde 991A > G Yiiksek (~ %30)

1.2.1 Klopidogrel’in etki mekanizmasi

Klopidogrel’in etki mekanizmasinda gorev alan ADP ve G protein bagl reseptorleri
kritik rol oynarlar. Trombiis olusumu i¢cin ADP, G-protein bagh reseptorlerine (P,Y; ve
P2Y12) baglanir [51].

Gg-bagli P,Y; reseptoriiniin uyarilmasi, fosfolipaz C’yi aktive eder ve sitozolik
kalsiyumda gecici bir artis1 indiikleyerek, trombositlerde konformasyonel degisime ve

gecici kiimelesmeye sebep olur [52].

Gi-bagli P,Y 1, reseptoriiniin ADP ile aktivasyonu, bagimsiz sinyalizasyon olaylarini bir
araya getiren ve siirekli bir trombosit kiimelesmesine yol acgan, Gi protein alt

tinitelerinden aGi ve By’yi serbest birakir [53].

aGi alt birimi, adenilat siklazin inhibisyonu ile trombosit siklik adenozin monofosfat
(CAMP) seviyesini azaltir. cAMP inhibisyonu, vazodilator ile uyarilan fosfoproteinin
(VASP) cAMP-bagli protein kinaz aracili fosforilasyonunu engelleyerek trombosit
aktivasyonu tizerinde kolaylastirici bir etkiye yol agar. aGi alt birimi ayrica bazi spesifik

kinazlarin aktivasyonunda azalmaya da yol agarak vazodilator ile uyarilan fosfoprotein



(VASP)’1n fosforilasyonunun 6niine geger. VASP fosforilasyonu, GPIIb/Ila reseptor

inhibisyonu i¢in kritik bir 6nem tagimaktadir.

VASP bir aktin regiilator proteini olmakla birlikte, allbp3 integrin aktivasyonunun
negatif diizenleyicisidir. VASP seviyesindeki fosforilasyon/defosforilasyon, P;Y1,

aktivasyon/inhibisyon durumunu en iyi sekilde yansitir [53-57].

By alt birimi, siirekli kiimelesmeye yol agan fosfatidilinositol 3-kinazi (PI-3 K) aktive
ederek, kiiciik GTPaz Raplb’i, Akt’yi ve integrini bir PI-3 K bagimli mekanizma ile
etkinlestirir. Devaminda meydana gelen sinyalizasyonlar ile P,Y 15, fibrinojeni baglayan
ve trombositleri birbirine baglayan glikoprotein GPIIb/IIla aktivasyonunu gerceklestirir

(Sekil 1.4) [58-61].
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Sekil 1.4. Klopidogrel’in etki mekanizmasi [95]

Klopidogrel’in karacigerde olusan aktif metabolitleri, ADP’nin platelet iizerinde
bulunan reseptorii olan P,Y1,’ye baglanarak, ADP’nin baglanmasini engelleyerek
glikoprotein GPIIb/IIla kompleks olusumunu zayiflatmaktadir. Kompleks olusumunun
zayiflamasi ile birlikte fibrinojen reseptorii, komplekse baglanamadigi i¢in kiimelesme

kaskadini inhibe etmektedir[62].
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Klopidogrel’in ADP reseptoriine baglanmasi ile, fosfolipaz C seviyesindeki gerceklesen
azalma ve buna bagli olarak kalsiyum miktarindaki azalis ile trombositlerin aktivasyonu
ve agregasyonunda Onemli role sahip olan sekil degisikliginin olusmasi engellenir.
Klopidogrel’in P,Y 12 ye baglanarak bagimsiz sinyalizasyonlari azaltmasi, aGi ve fy’nin
serbest kalmasin1 engelleyerek GPIIb/IIla reseptor aktivasyonunu azaltir. Fibrinojen,
aktivasyonu engellenen GPIIb/Illa reseptoriine baglanamayacagindan trombosit

agregasyonu inhibe edilmektedir [52,53,61].

1.2.2. Klopidogrel’in yan etkileri ve hepatositlerdeki sitotoksisitesi

Son yillarda yapilan Klopidogrel caligmalar: aktif metabolitlerin sadece Klopidogrel’in
farmakolojik aktivasyonunu degil, hepatotoksik etkileri de olusturdugunu gostermistir.
Klopidogrel’in neden oldugu yan etkiler arasinda; gastrointestinal hastaliklar, kanama,
notropeni, hepatositlerde toksik etki, karaciger yetmezligi sayilabilir. Ayrica,
Klopidogrel’in baz1 hiicre soylarinda sitotoksik etkileri de oldugu bildirilmistir
(Tablol1.2) [63].

Tablo 1.2. Klopidogrel’in yaygin, az yaygin ve nadir goriilen yan etkileri [63]

Yaygin Yan Etkiler Az Yaygin Yan Etkiler Nadir Goriilen Yan
Etkiler
Gogiis agrist Burun kanamasi Noétropeni
Deride morarma Agrili idrar Kan kusma
Kizariklik Nefes alip vermede kisalma Ulser
Kasint1 Kan sayisinda azalma Deri dokiilmesi

1.3. Hepatositler ve ozellikleri

Karaciger viicuttaki en biiyilk dokudur ve karaciger hacminin % 70-85'i parankimal
hepatositlerle kaplidir. Hepatositler biiyiilk miktarda protein ekspresyonu yapar ve
proteinleri kana birakir [64] .
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Hepatositler, memelilerde tek tabakali kalin plakalar halinde yer alir ve plakalar,
birbirlerinden biiyiik kilcal bosluklar (siniizoid) ile ayrilir. Sinilizoidler, bazal membran
icermeyen Kkesintili, endotelyal hiicrelerle karakterizedir. Karacigerin fonksiyonel
birimleri olarak kabul edilen hepatik plakalar lobiiller halinde diizenlenmektedir [65].
Hepatositler ¢esitli metabolik ve biyokimyasal fonksiyonlarin diizenlenmesinde rol
oynarlar. Karaciger dokusu, serum proteinlerinin, karbonhidratlarin ve lipidlerin
metabolizmasindan sorumludur. Ayrica, karaciger detoks sistemi olarak hayati bir rol

oynamaktadir [66].

Hepatositlerin iglevleri ayn1 seviyede gergeklestirmez ve karacigerdeki asiniis modeli
farkli bolgelerdeki hepatositler arasinda fizyolojik ve metabolik heterojeniteyi
yansitmaktadir [67]. Karaciger, biyotransformasyon yollarini takip eden bol miktarda
metabolik enzime sahiptir; bu yollar, gerceklestirilen reaksiyonlarin tiirline gére “Faz I”
ve “Faz II” olarak adlandirilir. Faz I reaksiyonlari, Faz II konjugasyon reaksiyonlarina
maruz kalabilecek fonksiyonel gruplari ortaya c¢ikarmaktadir. Nihai amag, olusan
metaboliti, idrar veya safra yoluyla eliminasyon i¢in suda daha ¢oziiniir hale getirir. Faz
| enzimleri bir¢ok ilacin metabolize edilmesinde gorev olan CYP450 enzimlerini kapsar
[68].

1.3.1. AML 12 hepatositleri

Hepatositler, gen regiilasyonu ve biyotransformasyon c¢alismalarinda yaygin olarak
kullanilmaktadir, ancak tlimorjenik olmayanlar disinda replike olan, farklilagsmis

hiicreler olarak uzun siireli kiiltiirde muhafaza edilemezler [69].

Bir fare (CD1 susu, MT42)’den elde edilen AML12 (alfa fare karaciger 12) hiicre hatti,
insan TGF alfa i¢in transgenik oldugundan (yiiksek seviyede insan TGF alfa ifade eder)

bu caligmalarda kullanilmasi olduk¢a uygundur.

AML12 hepatositlerinin elektron mikroskobu incelemelerinde peroksizom ve safra

kanali benzeri yapilardan ibaret tipik hepatosit 6zelliklerini sergiledikleri bilinmektedir
[70].
1.4. Sitotoksisite

Sitotoksisite, bir kimyasal veya fiziksel ajanin hiicrede advers reaksiyon yaratmasiyla

olusmaktadir. Advers reaksiyon,bir ilacin, hastaliktan korunma, hastaligi teshis ve
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tedavi etme amaciyla normal dozda kullanimi sonucunda olusan zararli etkidir.
Sitotoksisiteyi tayin etmede kullanilan yontemlerde genellikle kontrol hiicrelerindeki
hiicre islevini ve / veya biitiinliiglinii toksik, stres veya hastaliga maruz birakilan

hiicreler ile karsilastirir [71].

Toksinler ile etkilesime gecen memeli hiicreleri, membran biitlinliigliniin de

kaybolmasina yol agan bir dizi yapisal ve morfolojik degisiklige ugramaktadirlar [72].

Hiicre plazma membrani, hiicreyi dis ortamdan ayiran, hiicreyi saran ve yar1 gecirgen
0zellige sahip olan bir yapidir. Plazma membraninin hiicre sinirlarin1 belirleme, hiicreye
gelen sinyalleri algilama ve hiicreyi koruma gibi hayati gorevleri bulunmaktadir.
Plazma membraninda toksisite sonucuyla olusan bir hasar, hiicrenin biitliinliigini

kaybetmesine sebep olmaktadir [73].

Hasar kontrol mekanizmasi dkaryotik hiicrelerin hayatta kalmasi igin bir gereklilik olup,
plazma membraninda olusan hasarlar kontrolsiiz kalsiyum ve potasyum birikimine ve

sitoplazmik igeriklerin dis ortama akisina sebep olarak hiicrenin 6liimiine yol acar [74].

Karaciger hiicrelerinde gerceklesen sitotoksisite, hepatotoksisite olarak adlandirilir.

1.4.1. Hepatotoksisite

Karaciger, ila¢ toksisitesinde rol alan en Onemli doku olup, metabolizmanin

gergeklestigi baslica bolgedir [75].

Cogu ilag lipofiliktir. Ilaglar, karaciger hiicrelerinde biyokimyasal islemlerle
(biyotransformasyon) daha hidrofilik hale gelir ve idrar veya safradan atilan suda
¢Oziinen iriinleri verir. Bu hepatik biyotransformasyon oncelikle sitokrom P-450 enzim
sistemi vasitasiyla gerceklesen oksidatif yolaklar1 icermektedir. ileri metabolik
basamaklardan sonra genellikle bir glukuronid, bir siilfat veya glutatyona konjugasyon
iceren hidrofilik iiriin, hepatosit zarinda bulunan nakil proteinleri ile plazma veya safra

icine ihrag edilir ve daha sonra bobrek veya gastrointestinal sistem tarafindan atilir [75].

1.4.1.1. ila¢ kaynakh hepatosit toksisitesi

Ilag kaynakl karaciger hasar1 ( Drug Induced Liver Injury, DILI), bat1 iilkelerinde ciddi
karaciger hastaliginin 6nde gelen nedeni haline gelmistir ve bu nedenle 6énemli bir klinik

ve diizenleyici sorun teskil etmektedir.
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flag kaynakli hepatosit toksisitesi ve hasar1 genellikle intrensek (intrinsic) ve

idiyosenkratik hepatotoksisite olarak siniflandirilmaktadir.

Intrensek hepatotoksisite doz bagimli olarak kabul edilir ve esik dozun iizerinde alinan
durumlarda ongoriilebilir. Toksisite ilacin kendisine veya olusan bir metabolitine baglh

olarak gozlemlenebilir [76-79].

Idiyosenkratik hepatotoksisite, doza bagli olmaksizin, dngériilmesi miimkiin olmayan
bir toksisite seklidir. Idiyosenkratik hepatotoksisitede, major histokompatibilite
kompleksikompleks hiicre yiizeyi reseptorleri (HLA) ve ileri immiin reaksiyonlarla
ekspresyonlar1 artan TNF-alfa ve interlokin 10 gibi sitokinlerin gorev aldigi
diisiiniilmektedir. Alerjik idiyosenkratik hepatotoksisite de ise ates, deri reaksiyonlari,
eozinofilisi, otoantikorlar olusumu gibi tipik semptomlarin ve adaptif immiin reaksiyon

belirtilerinin varlig ile karakterizedir [76-79].

Ilag kaynakli olusan toksisitenin sonuglari hiicrenin tipine, durumuna, adaptasyonuna ve
genetik yapisina baglidir. Ayni toksin dozuna maruz kaldiginda, sitokrom P450
kodlayan genlerde varyasyonu bulunan kisiler, toksini farkli oranlarda katabolize
edebilirler. ilaglara ve toksinlere verilen yanitlarda genetik polimorfizmlerin roliiniin

anlasilmasina yonelik ¢alismalara halen devam edilmektedir.

1.4.1.2. Hepatotoksisite ve Karaciger Hasarinda Rol Alan
Molekiiler Mekanizmalar

Sitokrom P-450 enzimlerini igeren yiiksek enerjili reaksiyonlar, ilacin hiicre igi
proteinlere kovalent olarak baglanarak, hiicre i¢inde islevsel bozukluklara neden olur.
Bu durum, iyonik gradyan kaybi, ATP seviyesinde diisiis ve aktin polimerizasyonunda
bozulmaya neden olur. Hepatosit yiizeyindeki aktin fibrillerinin pargalanmasi,
tomurcuklanma, plazma membraninda pargalanma ve son olarak hiicre olimii ile

sonuglanabilir [80,81] .

Bazolateral (sintisoidal) veya apikal (kanalikiiler) tagima sistemlerini etkileyen genetik
veya cevresel faktorler, hepatositlerin sadece ilacglarin toksik iiriinlerine degil, ayni
zamanda toksik safra bilesenlerine de maruz kalmasina yol acgarak hepatotoksisiteye

neden olur [82].
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Ilaglar nispeten kiigiik molekiiller oldugundan herhangi bir immiin cevabi olusturmalar
olas1 degildir. Bununla birlikte, yliksek enerjili reaksiyonlar1 igceren biyotransformasyon,
‘komplekslerin’ olusumuna sebep olabilmektedir. Olusan kompleksler, enzimlere
kovalent olarak baglanan ilaglarin iriinlerine karsilik gelir. Bagisiklik sistemindeki
hedefler olarak algilanmasi gereken bu kompleksler, antikor olusumunu uyarmak
(antikor aracilt sitotoksisite) veya direkt sitolitik T hiicre yanitint indiiklemek amaci ile
hepatosit yiizeyine go¢ ederler. Bdylece uyarilmis olan ikincil sitokin reaksiyonu,

iltihaplanma ve nétrofil aracili hepatotoksisiteye neden olur.

Programlanmig hiicre 6liimii (apoptoz) immiin aracili hasar ile ortaya c¢ikabilir ve
hepatositleri tiimor nekroz faktorii (TNF) ve Fas yolaklart ile tahrip ederek, hiicre
plazma membranininin tomurcuklanmasina, niiklear kromatinin pargalanmasina ve son

olarak hiicre 6liimiine neden olmaktadir. [83,84].

Reaktif metabolitler veya ana ilaglar ATP tiikkenmesine, solunum zincirini aktivitesini
engellemeye, reaktif oksijen tiirlerinin (ROT) konsantrasyonunun artmasina ve
mitokondriyal DNA hasarina sebep olabilir. Dogrudan mitokondriyal gecirgenlik
gecisine (MPT), yani i¢ zar i¢cinde bulunan “MPT gdzeneginin” acilmasina neden olur
[55,56]. Bazi ilaglar, her iki beta-oksidasyonu (nikotinamid adenin diniikleotit ve flavin
adenin diniikleotidin sentezini inhibe ederek enerji iretimini etkileyerek, ATP
iiretiminin azalmasiyla sonuglanan) ve solunum zincir enzimleri iizerinde ikili bir etki

ile mitokondriyal fonksiyonu inhibe eder [85].

Serbest yag asitleri metabolize edilemez ve aerobik solunum yetersizligi laktat ve
reaktif oksijen tiirlerinin birikimine neden olur. Reaktif oksijen tiirlerinin varligi,

mitokondrial DNA'y1 daha da bozabilir [85].

Yukarida belirtilen ilag kaynakli olusan hepatotoksisite mekanizmalari, hepatositlerde
asagida acgiklandigi gibi plazma membrani hasarina sebep olabilmektedir.

1.5. Plazma membran hasar

Belirtildigi tizere, yliksek enerjili reaksiyonlar ve biyotransformasyon sonucu iiretilen
reaktif metabolitler, hiicrede ATP yoksunluguna sebep olabilmektedir. ATP yetersizligi
goriilen hiicrelerde, ATP-bagimli sodyum pompalarinin aktivitesi azalir bu durum hiicre

ici sodyum birikimi ve hiicre dis1 potasyum akisi ile sonuglanmaktadir. Hiicredeki
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sodyum birikimi, suyun hiicre i¢ine dogru akisi ile takip edilerek hiicre sismesi ve

membran parcalanmasi ile sonuglanmaktadir (Sekil 1.5).

Ekstraselliiler Alan
[ ] ® D (8] Na*

@ Sodyum ® e =— Potasyum K~

Sekil 1.5. ATP bagimli sodyum-potasyum pompasi [96]

ATP seviyesinde bir diisiis meydana geldiginde, hiicrelerdeki fosfolipid sentezi gibi
enerji bagimli aktivitelerde aksamalar gergeklesmektedir. Bu durum, tiim hiicre

membranlarini etkilemektedir [96].

Sitozolik kalsiyum artigina bagli gerceklesen plazma membran hasarinda; kalsiyum
iyonuna bagli gelisen molekiillerin aktivasyonu ile birlikte, hiicre sinyalizasyonu da yer
almaktadir. Kalsiyum ikinci haberci bir molekiil olup hiicre i¢i konsantrasyonu oldukca

diisiiktiir (~10 ®mol). Kalsiyumun ekstraseliiler seviyeleri ise yaklasik 10° moldiir [96].

Kalsiyumun hiicre i¢inde diizenleyici rol oynamasi sebebiyle, konsantrasyonunun diisiik
seviyede tutulmasi son derece dnemlidir. Endoplazmik retikulum ve mitokondri hiicre

ici kalsiyum konsantrasyonunu ayarlayarak, kalsiyum deposu gorevi gormektedirler
[96].

Ilaglarin aktif metabolitleri baslangigta hiicre i¢i depolardan kalsiyum iyonunun
salinmast ve daha sonra plazma zar1 boyunca artan kalsiyum akigina sebep olarak
sitozolik kalsiyum konsantrasyonunda artisa neden olmaktadir. Artan sitozolik kalsiyum
iyonlari, hiicrede zararli etkileri olan fosfolipazlar, proteazlar ve endoniikleazlar ile

ATPazlar1 kapsayan bir dizi enzimi aktive eder (Sekil 1.6) [96].
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Sekil 1.6. Sitozolik kalsiyum iyonu artis1 ve sonuglari [96]

Sitozolik  kalsiyum konsantrasyonunun yiikselmesiyle gerceklesen fosfolipaz

aktivasyonu, membran fosfolipidlerinin par¢alanmas ile iligkilidir [96].

Esterlesmemis serbest yag asitleri, acil karnitin, ve lisofosfolipidler, lipidlerin yikim ile
olusan triinlerdir. Tiim bu {irtinler, fosfolipidlerin bozulmas1 sonucu ile hiicrede birikir
ve bu katabolik iiriinlerin plazma membrani iizerinde deterjan etkisi oldugundan zari

pargalayarak hiicrenin 6liimiine sebep olur [96].

Hiicre iskeleti filamentleri, plazma zarini hiicre i¢ kismina baglayan baglantilar gibi
davranir ve normal hiicresel mimari, motilite ve sinyalizasyonda bir¢cok fonksiyona
hizmet eder. Proteazlarin artmis sitozolik kalsiyum iyonu ile aktivasyonu, hiicre

iskeletinin elemanlarina zarar vererek membran hasarina yol agar [96].

Serbest radikallerin birikimi sonucu olusan plazma membran hasarinda; en dis
yoriingesinde tek bir eslenmemis elektronu olan kimyasallar rol almaktadir (Sekil 1.7)

[96].

17



Kararli Molekiil Serbest Radikal

® Niikleus ® Elektron
[ ° ® L ®
] * @ [ ] * ®

® ®
Elektron

Sekil 1.7. Kararl bir molekiil ve serbest radikalin sematik gosterimi [87]

Stiperoksit anyon (O5"), hidrojen peroksit (H,02) ve hidroksil radikali (OH ¢) gibi reaktif
oksijen tiirleri (Reactive Oxygen Species, ROS, ROT), oksijenin kismi indirgenmesiyle
olusur [87].

ROT, normalde redoks reaksiyonlari sirasinda tiim hiicrelerde kii¢ilk miktarlarda
iretilir. Notrofiller ve makrofajlar tarafindan inflamasyon ve konak¢r savunmasi

sirasinda mikroorganizmalar ve diger maddeleri yok etmek i¢in bir silah olarak tretilir.

ROT, zarlarin lipid peroksidasyonu mekanizmasi ile plazma membran hasarina neden
olmaktadir. Plazma membraninda bulunan ¢oklu doymamus lipidlerdeki cift baglar
oksijen tiirevi serbest radikallerin saldirisina karsi savunmasizdir [88]. Lipid-radikal
etkilesimleri kendiliginden kararsiz ve reaktif olan peroksidazlar iiretir ve otokatalitik
zincir reaksiyonu olusur. Lipidlerin ve membran proteinlerinin oksidasyonuyla artan zar

gecirgenligi, iyon degisimlerini bozarak metabolik siiregleri degistirir [89].

Kagak iletkenligin giiglii bir sekilde artmas1 membran potansiyelinin depolarizasyonuna
katkida bulunur, zarm bariyer Ozelliklerini yok eder ve sitoplazmik kalsiyum

konsantrasyonunun artis1 yoluyla hiicre 6liimiine yol acar [90].

Plazma zar1 hasari, ozmotik dengenin kaybolmasina ve sivi ve iyonlarin akmasina ve
ayrica hiicre igeriginin kaybina neden olur. Hiicreler ayrica, ATP icin hayati dneme

sahip olan metabolitleri sizdirarak enerji depolarini tiiketebilir [89,90].
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1.6. Apoptoz

Programlanmis hiicre 6liimii veya apoptoz siireci genellikle farkli morfolojik 6zellikler
ve enerjiye bagli biyokimyasal mekanizmalar ile karakterize edilir. Apoptoz, hiicrenin
kendi niiklear dna ve sitoplazmik proteinleri parcalayan enzimleri aktive ettigi hiicre
Oliimiiniin bir sekli olup genetik kontrol altindadir. Normal hiicre dongiisii, bagisiklik
sisteminin uygun gelisimi ve isleyisi, hormona bagli atrofi, embriyonik gelisim ve
kimyasal kaynakli hiicre 6limii gibi gesitli islemlerin hayati bir bileseni olarak kabul

edilir [91].

Apoptoz, kaspaz adi verilen enzimlerin aktivasyonu ile gerceklesir. Mekanizma, aktif
yerlerinde bir sistein olan ve hedef proteini aspartik asitlerden kesen bir proteaz ailesi
olan kaspazlar tarafindan kontrol edilir. Kaspazlar digsal yolak (6liim reseptorii olarak
da adlandirilir) veya intrinsik yolak (mitokondriyal olarak da adlandirilir) olmak iizere

iki mekanizma ile aktive edilir [92].

1.6.1. Intrensek yolak

Mitokondri, apoptozu indiikleyebilen bir c¢ok proteini igermektedir; bu proteinler
sitokrom ¢ ve apoptoz inhibitorlerini nétralize eden diger proteinlerden olusmaktadir.
Hiicre yasami ve oOliimii, 20 proteini iceren Bcl-2 protein ailesi tarafindan

diizenlenmektedir [96].

Bcl-2 protein ailesi, proapoptotik BH3 iiyeleri (Bim, Bid, Puma, Noxa, Bad),
proapoptotik efektor molekiilleri (Bax, Bak) ve antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinlerini
(Bcl-2, Bcl-xl, A1, Bcl-B) igeren ii¢ alt familyaya sahiptir [84].

Saglikli hiicrelerde, Bax/Bak eylemi antiapoptotik Bcl-2 ailesi proteinleri tarafindan
engellenmektedir. Biiyiime, hayatta kalma faktorleri yoksunlugu, genotoksik ajanlar
gibi apoptotik uyaranlara karsi olusan cevapta ise BH3 iiyelerinin transkripsiyonu
artmaktadir.Aktiflesen BH3 ailesi proteinleri ise Bak ve Bax iizerinde etkili olarak
antiapoptotik Bcl-2 aile iiyelerini antagonize etmektedir. Bax ve Bak daha sonra
mitokondriden sitokrom ¢ salinimini uyarir ve sitokrom c, Apaf-1 (apoptotik proteaz
aktivasyon faktorii 1) ile dATP / ATP-bagimli bir sekilde apoptozom olarak adlandirilan
heptametrik bir kompleks olusturur [84].
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Bu kompleks, monomerik prokaspaz 9 u stimiile ederek, aktif heterodimerik kompleks
olusturmak icin otokatalitik bolinmeye maruz kalan bir dimer olusturmaya yardimci
olur. Aktive edilmis kaspaz 9, kaspaz 3’ ayirarak aktive eder. Boylece kaspaz kaskadi

baslayarak, niiklear fragmentasyon ile sonug¢lanir [84].

1.6.2. Oliim reseptorii yolag

Oliim reseptorii yolagi, TNF familyasmin 6liim faktorleri (Fas ligandi- FasL, timor
nekroz faktorii a- TNF o , TNF ile iliskili apoptoz indiikleyici ligand-T TRAIL )
tarafindan tetiklenmektedir [4,9]. Bir 6lim faktoriiniin kendine 0zgii reseptdriine

baglanmasi, DISC (6liim indiikleyen sinyallesme kompleksi) iiretir.

TNF reseptor ailesi, ‘6liim bolgesi’ olarak adlandirilan, yaklagik 80 aminoasitten olusan

sistein zengin bir ekstraseliiler domain ve sitoplazmik domaine sahiptir [93].

Bu 6liim bolgesi, 6liim sinyalinin hiicre yiizeyinden hiicre i¢i sinyalizasyon yollarina
iletilmesinde kritik bir rol oynamaktadir.Oliim faktorii ile indiiklenen apoptozu iki yolak
takip etmektedir. Tip I hiicrelerinde (timosit), kaspaz 8 prokaspaz 3 ii dogrudan aktive
eder. Tip II hiicrelerde (hepatositler, fibroblastlar), kaspaz 8 sadece bir BH3 {iyesine
sahip Bid’i ayirir. Bcl-2 ailesi ve ayrilmig Bid (tBid), mitokondriden sitokrom c
salinimini indiikler [9,30]. Sitokrom c, daha sonra intrinsik 6liim yolunda gergeklestigi

gibi kaspaz 9- kaspaz 3 yolunu akyive eder.

Apoptoz geciren hiicrelerde sonug olarak, hiicre biiziiliir ve hacmi azalir. Kromozomal
DNA fragmentasyon gecirerek 180-200 baz ciftlik niikleozomal birimlere ayrilir. Hiicre
zar1 ile ¢evrili olan apoptotik cisimler olugsur, hiicre biitiinliigli bozulmaz ancak
gecirgenligi etkilenebilir. Hiicre yiizeyine fosfatidil serin gocii gergeklesir ve son olarak

apoptotik cisimler komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan sindirilir. [63,83,84,86].

1.7. Nekroz

Nekroz organellerin sismesi, reaktif oksijen tiirlerinde ve kalsiyum miktarinda artis,
ATP miktarinda azalma, kalpain ve katepsin proteazlarin aktivasyonu ve son olarak
organellerin ve hiicre zariin parcalanmasi ile takip edilen tipik molekiiler ve hiicresel
olaylar dizisini takiben gergeklestigi saptanmuistir. Genetik  ve kimyasal
manipiilasyonlar, nekrozun inhibe edilebilecegini belirterek nekrozun kontrol

edilebilecegini ve belirli bir “programi” izledigini gostermektedir [36]. “Nekroptoz”
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terimi hiicrelerin 6liim reseptdrii araciligi ile kaspaz-8’i aktive etmesinden yoksun

oldugu zaman programlanmis nekrozu tarif etmek i¢in kullanilmaktadir.

Kinaz reseptor-birlestirici protein RIP1/RIP3 igeren ‘nekrozomlar’ nekropoptik
sinyalizasyonu aktive etmektedirler. Nekrotik 6liim uyaranlar1 ayrica, RIP kinazlarinin
veya bagka bir sinyal yolunun aktivasyonu yoluyla nekrozu indiikleyebilen PARP-1'i de
aktive edebilir. RIP1 / RIP3 ve PARP-1 aracili nekroz aktivasyonunun katepsin
salinimi, artan ROT {iretimi, ATP tiikenmesi ve kalpain aktivasyonu ile gergeklestigi
diistintilmektedir. Nekrostatin 1, RIP1'in kiigiik bir molekiillii inhibitoriidiir (Sekil 1.8)
[10].
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Sekil 1.8. Nekroz aktivasyonu ve sonuglari [14]

Morfolojik olarak nekroz, hiicre zarinin bozulmasi, sitoplazma ve mitokondrilerin
sismesi ve organellerin par¢alanmasi ile karakterizedir. Apoptotik hiicrelerdeki DNA
spesifik olarak parcalanirken, nekrotik hiicrelerdeki DNA genellikle hiicre dist DNAz I
veya lizozomal DNAz II tarafindan rastgele ayrilir. Nekrozda, hiicresel igerikler
enflamasyonu artiran bir “tehlike sinyali” olarak hareket edebilecekleri hiicre disi
cevreye sizarlar. Nekrozun temel nedenleri arasinda kalsiyum asir1 yiiklenmesi, ROT

olusumu, hiicresel enerji tilkenmesi ve membran lipid hasari sayilabilir [14].

Poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) DNA iplik¢ik kirilmalar ile aktive edilir, boylece
DNA onarmmi ve hasar gormiis DNA'ya enzim erisimi kolaylagtirilir. PARP-1'in

21



indiiklenmis asir1 aktivasyonu, TRAF2 / RIP1 / JNK-bagimli bir sekilde nekroza yol
acan ATP tiikkenmesine neden olur. Nekroz aktivasyonu siklikla artmig ROT {iretimi,

kalpain aktivasyonu, lizozomal destabilizasyon ve katepsin salinimi ile gerceklesir.

Sitoplazmik Ca** miktarindaki artis, kalpain gibi kalsiyum bagimli proteazlarin
aktivasyonuna yol agmaktadir. Kalsiyum miktarindaki artig, hiicre i¢i depolardan
olabilecegi gibi hiicre dis1 kaynaklardan da olabilmektedir. Mitokondriyal gecirgenlik
geciginin hasar gormesi, membran potansiyal kaybina, mitokondriyal sismeye ve
organellerin hasarma yol ag¢gmaktadir. Lizozomal pargalanma, sitoplazmanin

asidifikasyonuna ve katepsinlerin salinimina yol agar [96].
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2. MATERYAL VE YONTEM
2.1. Materyal

2.1.1. Kullanilan kimyasal maddeler

1.Klopidogrel Hidrojen Siilfat (419.891 g/mol) (Sigma Aldrich)
2.DMEM (DMEM - Dulbecco's Modified Eagle Medium) / Ham'’s F-12 (1:1)(Merck)

3. Fosfatla Tamponlanmis Tuz Cozeltisi (PBS) (1X).0067M (PO.) (Thermo Scientific™)

4. Transferin(Nalgene)

5. Selenyum (Aldrich)

6. Deksametazon (Sigma)

7. Insiilin (Sigma)

8. Tripsin (Thermo)

9. Penisilin (Biosera)

10.Amfisilin (Fisher Scientific)

11. Triton X-100(Sigma)

12. LDH Kiti (PAN 196.1200 Kit Uriinii) (Xenometrix)
13. Dimetil Siilfoksit (Thermo Scientific™)
14. Amfoterisin (Fisher Scientific)

15. Etanol (Merck)

16. Fetal Sigir Serumu (Biosera)

17. Tripsin/EDTA (PAN Biotech)

2.1.2. Kullanilan alet ve cihazlar

1.Forma Steri Cycle CO: inkiibator (Thermo Scientific)
-80° C derin dondurucu (Thermo Scientific)
Multiskan FC mikroplaka okuyucu (Thermo Scientific)

Mikrofuje 16 setiistlii mini santrifiij (Beckman Coulter)

Otoklav (Alp)

2.
3.
4.
5. 3-18KH 1sitmal1 ve sogutmali santrifiij(Sigma)
6.
7. Su banyosu (Stuart)

8.

Invert Faz-kontrast mikroskop (Euromex)
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9. Vortex (Grant Bio)

10. Hassas tart1 (Radwag)

11. Ultra Saf su cihaz1 (Elga Option-Q)

12. Manyetik karistirici (Stuart)

13. 25 cm?lik flask (Spl lifesciences)

14. 96 kuyucuklu mikroplaka(NEST)

15. Falkon Tiip(TPP TubeSpin Biorector) (50 ml’lik)
16.Elektronik pipet seri (Thermo Scientific™)

17. Steril enjektor(Set Inject)

18.0,2 p filtre (Sartorius)

19. Ceker ocak(SETLAB ®)

20.+ 4 Buz dolanbi (Vestel)

21. Ultraviyole Steril Kabin (Tez-San Biosafety cabinet Class 1)
22. -20 Derin dondurucu (Vestel no frost)

23. CO; Etiiv (Thermo Scientific)

24. Tripan Mavisi (Rhex-1D)
25. Neubauer Lam1 (MARIENFELD)

2.2. Yontem
2.2.1. AML12 hepatosit kiiltiirii
2.2.1.1. Hiicre kiiltiir besiyerinin hazirlamsi

-45 ml DMEM & Ham'’s F12

-50 pl Transferin

-50 pl Selenyum

-400 pl Deksametazon

-125 pl Insiilin

50 mI’lik falkon tiipe eklendi ve filtreden steril enjektdr yardima ile siiziildii.
-500 pl penisilin

-500 pl amfisilin

-5 ml serum eklenerek, besiyeri hazir hale getirildi (Sekil 2.1).
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Sekil 2.1. Hiicre kiiltiir besiyerinin degistirilme iglemi

2.2.1.2. Hiicrelerin 25 em?’lik flasklara ekilmesi

1. Kiiltlir besiyeri hazirlandiktan sonra, hiicrelerin ekilecegi her bir flaska 3 ml kiiltiir

meydumu eklenerek hazir hale getirildi.
2. Likit nitrojende donmus olan AML12 hepatositleri ¢oziinmeye birakildi.
3. Hiicreler ¢ozlindiikten sonra, tiipe 1 ml besiyer eklenerek pipetaj yapildu.

4. Pipetaj sonucunda olusan siispansiyon, hazir halde bulunan 25 cm?lik flask a

ekilerek tizerine 3 ml kiiltiir besiyeri eklendi.

5. Hicrelerin ekili oldugu flask invert mikroskop altinda incelenerek ve hiicre CO;

etiviine eklendi.

2.2.1.3. Hiicrelerin inkiibasyonu

Hiicreler ¢ogalmalari i¢in 37° C derece ve %5 oraninda CO; iceren etiivde bekletildiler

(Sekil 2.2).

Sekil 2.2. Hepatosit flasklarinin etiivde inkiibasyonu
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2.2.1.4 Hiicrelerin pasajlanma islemi

Cogalan hiicreler bulunduklart flaskin zemininin %90’ 11 kapladiginda hiicreler

pasajlandi.

Hiicre Pasajlama islemi;

1. Oncelikle flask’da bulunan kiiltiir besiyeri uzaklastirildi.

2. 25 cm?’lik flaskdaki zemine tutunan hiicreler 3ml PBS ile yikandi.

3. PBS uzaklastirildi ve hiicreleri kaldirmak i¢in Iml tripsin basingli bir sekilde flaska
eklendi.

4. 1 ml hiicre kiiltiir besiyeri eklenerek pipetaj yapildi.

5. Pipetajlanan homojen karisim 5 ml’lik PCR tiiplerine aktarildi ve 1500 rpm’de 7
dakika santrifiij edildi.

7. Santrifiij isleminden sonra, siipernatant tiipten uzaklastirildi ve pelletin iizerine kiiltiir

besiyeri eklendi ve olusan siispansiyon yeni flasklara boliistiirtildii.

8. Pasajlanan hiicreler 37 °C’de %5 CO, ortaminda inkiibasyona birakildu.

2.2.1.5. Hiicrelerin sayim islemi

Ependorf tiipe 1 mL kiiltiir besiyeri ile sulandirilan hiicrelerden 10 pL alindi, iizerine 90
uL tripan mavisi boyasi eklendi. Bu karigim Neubauer lami1 36 tizerine konuldu ve lam
iizerindeki 5 bolmede hiicre sayimlart yapildi. Elde edilen rakam ile diliisyon faktorii
(50.000) ile ¢arpildi. Cikan sonu¢ 1 mL besiyerde ka¢ milyon hiicre oldugunu
gostermektedir. Ekim yapilirken, hesaplanan bu say1 dikkate alindi ve hiicrelerin petriye
ekimleri yapildi. Boylece her 100 mm?’lik kiiltiir petrisine 5x10° hiicre ve 96 kuyucuklu

kiiltiir plaginin her kuyucuguna en az 5000 hiicre transferi saglandi.

2.2.2 Hepatosit sitotoksisite analizi
2.2.2.1. Hepatotoksisite ve LDH testi

Hepatositlerde sitotoksisiteyi tayin etmek i¢in LDH (laktat di hidrogenaz) kiti ve

yontemi kullanilmistir.
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Hiicre olimii veya sitotoksisite klasik olarak plazma membran hasart miktarinin
belirlenmesi ile degerlendirilir. Hiicreler sitotoksik bilesiklere maruz kaldiklarinda ve
hiicre zarlar1 herhangi bir sekilde tehlikeye girdiginde veya hasar gordiigiinde, her canli
hiicrenin i¢inde bulunan ¢o6ziinebilir ancak kararli bir enzim olan laktat dehidrojenaz
(LDH), ekstraseliiler bosluga salmir. LDH salinimi sadece hiicre zar biitiinliigiiniin
tehlikeye girmesiyle gergeklestiginden, enzimin kiiltiir ortamindaki varligi bir hiicre

O0lum belirteci olarak kullanilmaktadir.

LDH aktivitesi enzimatik bir test ile belitlenmektedir. Ilk adimda, LDH NADH’yi
nikotinamid adenin dintlikleotit (NAD +)’ye oksitleyerek piruvatt laktata
indirgemektedir.

NADH'nin 340 nm’de absorbansi maksimum oldugu i¢in, NADH seviyesindeki azalma
oran1 Olciilebilir ve LDH aktivitesini belirlemek i¢in kullanilabilir. Bu prensipten
yararlanilarak, 340 nm'de OD'de bir azalma ile NADH tiiketimi spektrofotometrik

olarak olciiliir.
Piriivat + NADH + H" —P" | [ aktat + NAD*

LDH testi, ajanlarin hiicrelerde yarattigi membran hasarin1 belirlemek i¢in oldukca hizli
ve basit bir yontem oldugundan, klopidogrel’in neden oldugu hepatotoksisite analizinde

kullanimina uygundur.

Klopidogrel’in AML12 hepatositlerinin plazma membraninda sebep oldugu hasar ve
sitotoksisite, bu yonteme gore degerlendirilmistir. Uygulamada LDH kitinin talimatlar

izlenmistir.

LDH testinin uygulanmasindan 48 saat 6nce, 96 kuyucuklu plakaya her bir kuyucukta
5000 hiicre olacak sekilde 300 pL hiicre-kiiltiir besiyeri siispansiyonu eklenerek ekim
yapildi. 96 kuyucuklu plaka 37 °C’de %5 CO; ortaminda inkiibasyona konuldu ve

hiicrelerin plaka yilizeyine yapigmasi saglandi.

Hiicrelerin 96 kuyucuklu plakaya ekiminden 24 saat sonra, hiicrelere Klopidogrel
uyguland1 ve plaka tekrar inkiibator ortamina konuldu ve Klopidogrel’in sitotoksisitesi

icin 24 saat inkiibe edildi.

27



2.2.2.2. Negatif kontrol ve total LDH Kkontroliin hazirlanmasi

1 plaka igin:

-500 pl ¢ozicii, 4.5 ml kiiltiir besiyeri ile karistirildi ve ¢oziicii kontrolii elde edildi
(SC).

-Total LDH kontrolii i¢in %1 Triton X-100 igeren 900 pl kiiltiir meydumu hazirlandi
(TL).

2.2.2.3 . Hiicrelerin klopidogrel’e maruziyeti

-Plakanin B2, C2 ve D2 kuyucuklarma 300 pl kiiltiir besiyeri eklendi (hiicre biiylimesi
kontroli —GC-).

-E11, F11 ve G11 kuyucuklarina yukarida belirtildigi gibi hazirlanan %1 Triton X-100
iceren kiiltiir besiyeri 300 pl eklendi ( Pozitif Kontrol).

-E2, F2, G2, B11, C11, D11 %1 ¢oziicii iceren (DMSO) 300 pl kiiltiir besiyeri eklendi

(¢6ziicii kontrolii —SC-).

-Kolon 1 ve 12’nin B-G kuyucuklarina %1 ¢o6ziicii iceren (DMSO) 300 pl kiiltiir
besiyeri eklendi (Kor Blank=B).

A ve H satirlar1 kuyucuklar harig;

-Kolon 3’iin tiim kuyucuklarma 500 uM Klopidogrel ig¢eren, 300 pl kiiltiir besiyeri
eklendi (X1).

-Kolon 4’iin tiim kuyucuklarina 500 uM Klopidogrel igeren, 300 ul kiiltiir besiyeri
eklendi (X1).

-Kolon 5’in tiim kuyucuklarina 400 uM Klopidogrel iceren, 300 ul kiiltiir besiyeri
eklendi (X2).

-Kolon 6’mn tiim kuyucuklarina 400 uM Klopidogrel igeren, 300 ul kiiltiir besiyeri
eklendi (X2).

-Kolon 7’nin tiim kuyucuklarina 300 uM Klopidogrel iceren, 300 pl kiiltiir besiyeri
eklendi (X3).

-Kolon 8’in tiim kuyucuklarina 300 uM Klopidogrel iceren, 300 ul kiiltiir besiyeri
eklendi (X3).
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-Kolon 9’un tiim kuyucuklarma 100 uM Klopidogrel iceren, 300 pl kiiltiir besiyeri
eklendi (X4).

-Kolon 10’un kuyucuklarina 100 uM Klopidogrel i¢eren, 300 ul kiiltiir besiyeri eklendi
(X4) [Sekil 2.3].

Plaka 24 saat boyunca 37 °C’de %5 CO, inkiibe edildi (Sekil 2.4).

B GC 500 500 400 400 300 300 100 100 SC B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

B GC 500 500 400 400 300 300 100 100 SC B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

B GC 500 500 400 400 300 300 100 100 SC B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

B SC 500 500 400 400 300 300 100 100 TL B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

B SC 500 500 400 400 300 300 100 100 TL B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

B SC 500 500 400 400 300 300 100 100 TL B

(X1) (X1) (X2) (X2) (X3) (X3) (X4) (X4)

Sekil 2.3. 96 kuyucuklu mikroplakadaki ¢aligma diizeni
A-H Satirlar : Steril su

B : Kiiltiir ortami1 + Hiicre icermeyen ¢oziicii (Negatif kontrol- blank)

GC : Kiiltiir ortami1 + Hiicreler (Hiicre biiyiimesi kontrol- growth control)

SC : Kiiltiir ortami1 + Hiicreler + Coziicti (Coziicti kontrol —solvent control)
TL : Kiltiir ortam1 + Hiicreler + %1 Triton X-100 (Total LDH igerigi- pozitif
kontrol)

X1, X2, X3, X4 : Kiiltiir ortam1 + Hepatositler + X (Klopidogrel) bilesiginin farkl
konsantrasyonlar1
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Sekil 2.4. Klopidogrel dozlar eklendikten sonra inkiibasyona hazir olan 96 kuyucuklu
plaka

2.2.3. LDH test prosediirii

Kitlerin kullanimindan 6nce, LDH II 130 ml ve LDH III 60 ml LDH I ile sulandirildi.
Sulandirma isleminden sonra,

96 kuyucuklu plaka inkiibatorden ¢ikarildi.

Cok kanall1 bir pipet ile her bir kuyucuktan 30 ul siipernatant ¢ekildi ve yeni bir plakaya
onceki plaka diizeni tekrarlanarak aktarildi [Sekil 2.5] .

16 ml LDH II, 3.4 ml LDH III ile steril rezervuarda karistirildi.

LDH IVLDHIII karistmindan her bir kuyucuga 240 pl eklendi ve reaksiyon baslatildi
(Sekil 2.6).

Plaka mikroplaka okuyucuda, bir saat boyunca, on dakikada bir okutuldu ve degerler
kaydedildi (Sekil 2.7).

Sekil 2.5. Klopidogrel maruziyeti tamamlanmis olan plakadan ¢ok kanalli bir pipet ile
stipernatantinin yeni bir plakaya aktarilmasi
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Sekil 2.7. Siipernatant aktarimi tamamlanmis olan, 340 nm OD’de okunmaya hazir olan
plaka

2.2.4. Sonuclarin degerlendirilmesi

LDH testine tabii tutulan plakalarin, OD340 dalga boyundaki spektrofotometrik
Ol¢limiiniin ardindan elde edilen absorbans degerleri ve degerlere karsilik gelen

dakikalarin grafigi ¢izildi.

Cizilen OD340-Dakika grafigine gore egrilerin dogrusal oldugu bir zaman araligi

belirlendi.

Her bir kuyucuk icin AOD / dakika degeri, secilen zaman araligmin farki dakika

degerine boliinerek hesaplanarak sonugtan kor degeri ¢ikarildi.
Hiicre dist LDH’1n birimi ise "nanomol NADH tiiketilen / min / ml" olarak ifade edilir.

Tiiketilen NADH miktar1 Tablo 2.1. deki formiile gére hesaplandi.

31



Tablo 2.1. Tuketilen NADH miktarimin belirlenmesinde kullanilan formiil

[(AOD/dk)-kor degeri] x 0.260 x 1000
Tuketilen NADH =

6.2 x 30

0.260 ml: ml’de reaksiyon hacmi

1000 pl: sonucu ml olarak hesaplamaya izin verir

6.2: 340 nm'de NADHin millimolar tiikkenme katsayisi
30 pl: test i¢in kullanilan hacim

Pozitif kontrol olarak kullanilan Triton X-100 ile muamele edilen kuyucuklardaki
NADH tiiketimi referans alinarak (100 birim), her bir klopidogrel dozunun NADH
tiiketimi oranlanarak, ila¢ dozlarinin LDH aktivitesi (maksimum %) degeri hesaplandi.

(Tablo 3.2).
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3.BULGULAR VE TARTISMA
3.1 BULGULAR

Olgunluga erisen AML 12 hepatositleri (Sekil 3.2), deney plakasinda Sekil 2.3’deki gibi
hazirlanmalarinin ardindan 24 saat siiresince 500, 400, 300, ve 100 uM Klopidogrel’e
maruz birakildi. Klopidogrel’e cevap olarak hepatosit toksisitesinin saptanmasi i¢in
LDH testi uyguland1 ve plakalarin bir saat boyunca on dakikada bir 340 nm OD’de
spektrofotometrik Olgtimleri saglandi. Spektrofotometrik oOlgiimlerden elde edilen

degerler diizenlenerek Tablo 3.1.’de gosterilmistir.

(40X)

Sekil 3.2. Cogalan ve flask yiizeyini kaplayan hepatositlerin invert mikroskop
goriintiisti (10X)
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Tablo 3.1. Pozitif kontrol ile birlikte uygulanan 100, 300, 400 ve 500 uM’lik
Klopidogrel dozlarinin 340 nm OD’de her on dakikada bir yapilan spektrofotometrik
Olctimleri

t=0 t=10 t=20 t=30 t=40 =50 t=60
Kor 0,04 0,039 0,04 0,04 0,041 0,04 0,04
Bilyiime
Kontrolii 0,081 0,081 0,081 0,081 0,081 0,08 0,081
Coziicii
Kontrolii 0,102 0,102 0,103 0,102 0,102 0,102 0,101
Triton X-100
(Pozitif Kontrol) | 0,129 0,11 0,109 0,108 0,108 0,107 0,107
500 uM 0,098 0,099 0,098 0,098 0,098 0,098 0,098
400 uM 0,083 0,084 0,083 0,083 0,083 0,083 0,083
300 pM 0,085 0,083 0,083 0,082 0,082 0,082 0,082
100 pM 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,08 0,079

Tablo 3.1° de verilen degerler, ayn1 plaka diizeni i¢inde triplike olarak yapilan LDH
testinden elde edilen degerlerin ortalamasidir. Tablo 3.1.’de elde edilen degerler iginden

dogrusal zaman aralig1 segilerek (t10-t20) Tablo 3.2. olusturuldu

Tablo 3.2. Tablo 3.1. den se¢ilen zaman araligindaki degerlerin formiilasyonu,
tilketilen NADH miktar1 ile Maksimum % degerlerinin eldesi.

Formiil Kor GC SC 500 uM | 400 pM | 300 pM | 100 pM
t10-t20 -0,001 0 -0,001 0,001 0,001 0 0
t10-t20/dk -0,0001 0 -0,0001 0,0001 0,0001 0 0
(t10-t20/dKk)-kor 0,0001 0 0,0002 0,0002 0,0001 0,0001
Kullanilan NADH
(iinite) 0,00014 0 0,00028 0,0028 0,00014 | 0,00014
Maksimum % 50 0 100 100 50 50

34



Tablo 3.2.’den elde edilen veriler kullanilarak farkli Klopidogrel dozlarindaki LDH
aktivitesi (maksimum %) Sekil 3.3. de gosterilmistir.

120+
100+
80 A
60 A
40

20 A

LDH Aktivitesi (% Maks.)

100uM 300 uM 400 pM 500 uM

Uygulanan Klopidogrel Dozlar

Sekil 3.3. Klopidogrel’e maruz birakilan hepatositlerde belirlenen LDH aktivitesi %50
inhibisyon (IC50) dozlar1

Sekil 3.3’de verilen sonuglara gore, Klopidogrel’in test edilen 100 uM, 300 uM’lik
dozlarinin LDH aktivite degeri % 50 siirinda iken, 400 uM ve 500 puM’lik dozlari ise
%100 degerine ulagmustir.

Klopidogrel’in AMLI12 Hepatositlerine uygulanan 100 uM, 300 pM, 400 uM ve 500
uM’lik tiim dozlarmin hiicre biitiinliigiinii bozarak sitotoksisiteye sebep oldugu

saptanmigtir.

Uygulanan 100 uM ve 300 uM Klopidogrel dozlariyla sitotoksik etki olusmakla birlikte
400 ve 500 puM’lik dozlarda gerceklestigi gibi, doz miktar1 arttikca sitotoksisiteninde

artt1g1 izlenmistir.
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3.2.TARTISMA

Kardiyovaskiiler hastaliklar diinyada onde gelen 6lim nedenlerinden biridir. 2013
yilinda diinya genelinde goriilen 54 milyon oliimiin %32’sinin (17 milyon birey)

kardiyovaskiiler hastaliklar sebebiyle gergeklestigi bildirilmistir [97].

Tiirkiye’de ise, Tiirkiye Istatistik Kurumu’nun (TUIK) verilerine gore; gerceklesen tiim
mortalite olaylarinin igerisinde kalp hastaliklarinin paymnin gittikge artma egiliminde
oldugu rapor edilmistir. Kalp hastaliklar1 1989°da yiizde 40, 1993°te yiizde 45, 2009°da
yiizde 40 ve 2014 yilinda yiizde 40 ile tiim 6liim nedenleri arasinda ilk sirada yer

almaktadir.

Hizli kentlesme, stresli yasam, hava kirliligi, sigara veya alkol kullanimi kisilerin

kardiyovaskiiler hastaliga yakalanma riskini arttirmaktadir [98].

Klopidogrel, miyokard infarktiis (kalp krizi) ge¢misi olan hastalarda aterosklerotik olay
riskini azaltmak amaciyla ve stent prosediirii ge¢irmis hastalarda stent trombozunu
engellemek amaci ile kullanilmaktadir. Klopidogrel 90 milyon adet recete edilen ilag

olarak diinya genelinde en fazla kullanilan ikinci siradaki ilagtir [99].

Klopidogrel, kimyasal adi ile (S) -metil (2-klorofenil) (6,7-dihidro-4H-tieno [3,2-C]
piridin-5-il) asetat, bir tiyenopiridin tiirevidir [100].Klopidogrel bagirsakta emilen ve
karacigerde aktive olan bir 6n ilagtir. Aktif metabolitinin tiretilmesi i¢in karaciger
sitokrom P450 (CYP) enzimleri tarafindan ilacin metabolize edilmesi gerekir.
Klopidogrel metabolizmasinda gorev alan baslica sitokrom P450 enzimleri CYP2C19,
CYP3A4 ve CYP3AS5’dir [101].

Klopidogrel’in %85°1 karboksiesteraz enzimi tarafindan inaktif karboksilik asit
metabolitine doniistiiriiliirken yalnizca %15°1 sitokrom P450 enzimleri tarafindan aktif
metabolitine doniistiiriilmektedir. Bahsi gecen sitokrom P450 enzimleri, Klopidogrel’in
tiyofel halkasini oksitleyerek ara metabolit olan 2-0kzo-klopidogrel olusumunda rol alir
ve reaksiyon ardindan tiyofen halkasi ag¢ilarak ilacin aktif metaboliti olan karboksil ve
tiyol gruplart olusur [12,46]. Olusan reaktif tiyol grubu, P,Y1, reseptoriiniin sistein
kalintilar1 arasinda disiilfit kopriisii olusturarak agregasyonu geri doniisiimsiiz olarak

engellemektedir [102].
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CYP2C19 geninde bulunan tek niikleotid polimorfizmleri (TNP) sonucu olusan
varyantlar, Klopidogrel kullanan bireylerin ilaca verdigi yanitlar1 etkilemekle birlikte,
Klopidogrel kaynakli karaciger hasar1 ve yan etki olusumunda da yer almaktadir. Yakin
zamanda yapilan c¢alismalarda, Klopidogrel’in farmakodinamik yanitinin bireyler
arasinda degisken oldugu, hastalarin % 20 ila % 40'min ilaca yanit vermedigi, veya
zay1f yanit verdigi saptanmistir [103]. Bireylerin Klopidogrel’e verdigi cevabi etkileyen
faktorler arasinda yas, diyabet, alkol kullanimi, fazla kilo, bobrek yetmezligi ve kalp
yetmezligi gibi faktorler yer almaktadir [104].

Klopidogrel genellikle aspirin ile birlikte kullanilarak aspirinin islevselligini arttirir.
Klopidogrel’in kombin kullaniminda tolere edilebilmesi ve giivenirligi tiklopidine
kiyasla daha yiiksektir [105].

Klopidogrel kullanimina baglhh olarak gerceklesen ilac yan etkileri arasinda
gastroistestinal rahatsizliklar, kizariklik, kasinti ve kanama bulunurken, ciddi ancak
nadir goriilen advers etkiler arasinda anemi, trombotik trombositopenik purpura ve
notropeni bulunur [106]. Klopidogrel’in giivenilirligine ve 1iyi tolere edilebilme
ozelliklerine ragmen, Klopidogrel kaynakli karaciger hasari ve hepatotoksisite gibi ciddi
yan etkilerinin de var oldugu bilinmektedir [107].

Ilag kaynakli hepatotoksisite, ABD’de akut karaciger yetmezliginin en sik nedenidir.
Goyal ve arkadaglarinin 2009 yilinda yayinladiklar1 raporda, nadir komplikasyonlar
iceren 13 adet klopidogrel kaynakli hepatotoksisite vakasi yer almaktadir [107].

Sibbing ve arkadaslarinin yaptiklart c¢alismada, Klopidogrel’in en Onemli yan
etkilerinden biri olan kanamanin CYP2C19 17* allelik varyantina (CYP2C19’un gen
anlatimini arttirarak yiiksek enzimatik aktiviteye sahip olmasini saglayan varyant) sahip
olan bireylerde daha fazla gorildigi rapor edilmistir [20].
Etnik koken gozetmeksizin yapilan yirmi farkli arastirmanin  sonuglarinin
degerlendirildigi bir meta analiz ¢alismasinda, CYP2C19*17alelline sahip olan
bireylerin (n = 6868), yabanil tip allele (n=14.429) sahip olanlara kiyasla daha yiiksek

oranda yan etki ve toksisite riski tagidigini rapor etmislerdir [108].

Klopidogrel’in aktif metaboliti olan tiyol bir merkapto grup igerir. Tiyol grubu P2Y1,
reseptOriine baglanarak agregasyonu geri doniistimsiiz olarak inhibe eder ancak tiyolun

glutatyon ve CYP gibi diger farkli proteinlere hedef dis1 olarak baglanabildigi tespit
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edilmigtir. Hedef dis1i baglanmalar ve kompleksolusumunun hepatotoksisiteyi
olusumunu indiikledigi disiiniilmektedir. Klopidogrelin aktif metaboliti, trombosit
P,Y1, reseptoriine kovalent olarak baglanabilen, ayn1 zamanda glutatyon ve CYP'ler

gibi diger proteinlere de baglanabilen amerkapto grubu tasir [63].

Yapilan ¢alismalarda, Klopidogrel’in CYP3A4 enzimi ile birlikte inkiibe edilmesiyle
olusan yan metabolitlerin bazi kan hiicreleri igin toksik oldugu kanitlanmistir. Taubert ve
arkadaslarinin yaptiklari bir ¢alismada, ketokonazol (CYP3A4 inhibitorii) ile inkiibe
edilen hiicrelerin CYP3A4’iin enzimatik aktivitesini azaltmasi sebebi ile Klopidogrel’in
olusturacag sitotoksisitenin de azalacagini bildirmislerdir. Ayni aragtirmacilar, yiiksek
CYP3A4 enzimatik aktivitesinin, Klopidogrel’in hepatoseliiler toksisiteye sebep olan
bir risk faktorii oldugunu ifade etmislerdir. Yiiksek enzimatik aktiviteye sahip olan
bireylerin ilaca bagl olarak hepatotoksisite gelistirmeleri bu sebeple daha olas1 oldugu

var sayllmaktadir [44].

Karaciger hasar1 ve nétropeni, agraniilositoz ve aplastik anemi gibi hematolojik toksisite
klopidogrel i¢in tanimlanmis olup, bu yan etkiler tiklopidin toksisitesine kiyasla daha az
stk ve ciddi kabul edilmektedir. Literatiirde Tiklopidin ve
Klopidogrel’in hematotoksisitesi ile iligkili mekanizmalar tam olarak aydinliga
kavusturulmamistir. Her iki ila¢ i¢in de aplastik anemi bildirildiginden, her iki
maddenin de kemik iligindeki hiicreler tizerinde dogrudan etki gosterebilecegi agiktir

[109].

Klopidogrel metabolizmasinda gérev alan sitokrom P450 enzimlerini kodlayan genlerin
anlatimlariin hi¢ biri kemik iliginde yiiksek olmadigindan Klopidogrel’in kemik
iliginde aktive olamayacagi disiiniilmektedir [109]. Maseneni ve arkadaslari, CYP3A4
enziminin insan mononiiklear hiicrelerinde ifade edilmedigini ve rekombinant CYP3A4
ile 6nceden muamele edilen mononiiklear hiicrelerine 10 uM ve 100 pM Klopidogrel
uygulamasinin toksik oldugunu tespit etmislerdir [109]. Calismamizda, Klopidogrel
dozlarinm1 miyeloid progenitor hiicrelerinden farkli olarak AMLI2 hepatosit hiicre
soyuna uygulayarak, 100, 300, 400 ve 500 uM olmak iizere uygulanan tiim dozlarin
hiicreler iizerindeki etkisini LDH testi ile arastirdik. Maseneni ve arkadaslarinin
caligmasina uyumlu olarak, uygulanan tiim dozlarin AML12 hepatosit hiicre soyunda

toksisite yaratarak plazma membrani hasari olusturdugunu tespit ettik.
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Zahno ve arkadaglari, primer insan hepatositlerini rifampisin esliginde 1,10,100 uM
Klopidogrel ile muamele etmisler ve Adenilat Siklaz ile birlikte hiicresel ATP igerigini
de Olgerek uygulanan tiim dozlarin toksisiteye sebep oldugunu tespit etmislerdir.
Klopidogrel’in inaktif formu olan Klopidogrel Karboksilat’in ise sitotoksiteye neden
olmadigin1 saptamislardir. Zahno ve arkadaslart ayni calismalarinda Rifampisin
konsantrasyonunda CYP3A4 enziminin ifade ve fonksiyonu i¢in indiikleyici bir rol
oynadigini bildirmislerdir. CYP3A4 inhibitorii ketokonazol varliginda, rifampisinle
muamele edilen hiicrelerde Klopidogrel toksisitesi engellenmesi CYP3A4’ilin

Klopidogrel kaynakli hepatotoksisitesindeki 6nemini vurgulamaktadir [63].

Zahno ve arkadaslar1t CYP3A4 enziminin toksisitedeki yerini anlamak amaciyla yliksek
CYP3A4 ifadesine sahip HepG2 (HepG2/CYP3A4) ve rekombinant CYP3A4 ile ko-
inkiibasyonu yapilan HepG2’lere (HepG2/rCYP3A4) 1, 10, 100 uM Klopidogrel
uygulamiglar ve uygulanan tiim dozlarda hepatotoksisite varligini1 saptamislardir [63].
Arastirmamizda, 100, 300, 400 ve 500 uM Klopidogrel dozlarinin plazma membraninda
olusturacag: etkiyi tespit etmek i¢in Zahno ve arkdaglarindan farkli olarak HepG2 hiicre
soyundan farkli olarak AML12 hepatositlerini kullandik. Zahno ve arkadaslarmin
caligmasina benzer ve uyumlu olarak tiim dozlarin hepatotoksisiteye neden oldugunu
belirledik.

Zahno ve arkadaslart 2010 yilinda yaptigi ¢alismada, glutatyon enziminin (GSH)
Klopidogrel’in aktif metabolitlerine baglanarak ilacin farmakolojik aktivitesini

zayiflattigi bildirmislerdir [110].

HepG2 hiicreleri glutatyon tiikketme ajani olan DEM ile isleme tabi tutuldugunda, GSH
iceriginde 6nemli bir azalma oldugu Zahno ve arkadaslar tarafindan rapor edilmistir.
Aragtirmacilar 200 mM'lik bir DEM konsantrasyonunda, hiicresel glutatyon igeriginin
yaklagik %20 azaldigin1 ve Klopidogrelin kendisininde hiicresel glutatyon igerigindeki
azalmayla iliskili oldugunu vurgulamislardir. DEM maruziyetinin, hiicresel ATP
icerigindeki % 15-20 oraninda bir disiisle iliskili oldugu bilinmektedir. DEM’in
yoklugunda ise 100 uM’lik Klopidogrel dozu hiicresel ATP igerigini yaklasik %15
azaltirken, rekombinant CYP3A4 enzimi varliginda bu oran %25’e yiikselmektedir.

Hiicresel GSH igerigindeki diisiis, artan klopidogrel toksisitesi ile iligkili oldugundan,
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GSH ilavesinin Klopidogrel ile iliskili sitotoksisiteyi azalttig1 literatiirdeortaya
konmustur [63].

Hiicre glutatyon igerigindeki Klopidogrel varliginda gozlenen diisiis ROT'un hiicre
birikimi ile iliskili olabilecegi glutatyon ROT bozunmasindaki rolii nedeniyle 6n
goriilebilir. GSH’mm ROT indirgenmesinde gorev almasiyla birlikte Klopidogrel
varliginda gbzlenen hiicresel GSH igeriginin diisiisiiniin ROT un hiicre i¢i birikimi ile
iligkili olabilecegi bildirilmistir. Zahno ve arkadaglarmin bir diger calismalarinda
Klopidogrel tedavisine yanit olarak HepG2/CYP3A4 hiicrelerindeki ROT olusumunda
zaman ve konsantrasyona bagli bir artig ifade edilmistir. ROT birikimi,lipid
peroksidasyonuna neden olarak mitokondriyal membran gegirgenligini bozar ve
mitokondriyal deformasyona sebep olmaktadir. Mitokondri membran deformasyonu
sonucunda, dis membrandan sitozole sitokrom c salmimi gergeklesir. Sitokrom c¢
salmimi sonrasinda hiicrede apoptoz veya nekroz olaylar1 tetikleyerek plazma
membranin biitiinliigii bozulur [63]. Hiicresel ROT birikimi mitokondriyal porlarinin
agtlmasini tetikleyebileceginden mitokondri ile iligkili apoptozda Kkilit rol oynayan

sitoplazmik sitokrom ¢ salinimi gerceklesir.

Primer insan hepatositlerinde, Klopidogrel’in rifampisin ile CYP indiiksiyonundan
sonra toksisiteye sebep oldugu saptanmustir. Sitotoksisite, 10 pM'lik klopidogrel
konsantrasyonunda goézlenmistir ki bu doz, ginlik 75 mg’lik tedaviye karsilik

gelmektedir [63].

Yapilan arastirmalarda, CYP3A4 inhibitorii ketokonazol ile inkiibasyonun sadece
Klopidogrel metabolizmasini degil, ayni zamanda sitotoksisitesini de Onledigi
gosterilmistir. CYP3A4'lin Klopidogrel’in metabolizmasinda énemli bir enzim oldugu
dogrulanarak CYP3A4 metabolizmasinin Klopidogrel’in sitotoksisitesi i¢in gerekli

oldugu 6n goriilmektedir.

Literatiirdeki mevcut veriler yiiksek CYP3A4 aktivitesinin, Klopidogrelin hepatoseliiler
toksisitesi i¢in bir risk faktorii oldugunu diisiindiirmektedir [63].

Ilag kaynakli karaciger hasari hepatotoksisite olusumunda iki bilimsel yaklasim
bulunmaktadir. Ilk yaklasimda, ilacin kendisinin dogrudan karaciger hasarina yol agtigi,
diger yaklasimda ise, reaktif metabolitler (RM) aracihigiyla karaciger hasarinin

indiiklenmesi s6z konusudur. ABD'de en sik recete edilen oral ilaglardan 207'si ile
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yapilan bir ¢alismada, RM olusumlu bilesiklerin % 62-69'unun DILI ile iliskili oldugu
belirlenmistir [111].

Reaktif metabolitler genellikle diisiik elektron yogunluguna sahip olup, yiiksek elektron
yogunluga sahip reaksiyonlara girerler. RM’ler hiicresel makromolekiillere kovalent
baglanarak karaciger toksisitesine sebep olabilirler. GSH, -elektrofilik RM’lerin
detoksifikasyonunda gorev alirken ayni zamanda onlar i¢in yakalayict madde olarak da

gorev alabilir [111].

Hiicredeki GSH miktarinin azalmasi ile RM'lerin daha kararli bir yapiya gecerek hiicre
ici konsantrasyonlarinin yiikselmesi nedeniyletoksisite riskinin arttigi bilinmektedir

[112].

Zhai ve arkadaslart [112], Klopidogrel ile indiiklenen hepatoselliiler toksisitenin
CYP2C19 ve CYP2B6 metabolitleri ile iliskili olas1 mekanizmalarini ve risk faktorlerini
LDH analizi, hiicresel ROT igerigi ve mitokondriyal membran gegirgenligi (MMP)

analizleri ile arastirmiglardir.

Ayni1 aragtirmacilar, Klopidogrel kaynakl: toksisiteyi primer fare karaciger hiicrelerinde,
GSH aktivitesi engellenmis bir fare hiicresi lizerinde, HepG2/wt, HepG2/CYP2C19
rekombinant ve HepG2/CYP2B6 rekombinant hiicrelerinde test etmislerdir. 100 ve 300
uM Klopidogrel uygulanan primer fare hepatositlerinde, LDH aktivitesinin doza
bagimli olarak arttig1 gézlemlenerek hepatotoksisite tespit etmislerdir. 100 ve 300 uM
Klopidogrel hiicre i¢i ROT birikimini arttirarak toksisiteye sebep oldugu saptamislardir.

Zhai ve arkadaslar1 arastirmalarinda, rekombinant CYP2C19 ve CYP2C6 ile uygulanan
100 ve 300uM’lik Klopidogrel dozlart HepG2 hiicrelerinde ROT birikimini doza bagh
olarak arttigin1 gdzlemlemislerdir. LDH analizine gore ise 100 uM’dan 300 uM’a dogru
LDH aktivitesinde artis bildirmislerdir.100 uM ve 300 uM’lik Klopidogrel dozlarimin
hem primer hepatosit hiicrelerinde hemde HepG2 hiicrelerinde toksik oldugu saptanarak
plazma membran yapisinin bozuldugu bildirilmistir [112]. Zhai ve arkadaslarinin
yaptiklar1 arastirmadan farkli olarak, calismamizda Klopidogrel’in 100, 300, 400 ve 500
uM’lik dozlarinin plazma membraninda olusturdugu hasar1 tespit etmek amaciyla
Klopidogrel’i AML12 hepatositlerine uyguladigimizda, Zhai ve arkadaslarinin
sonuglartyla uyumlu olarak tiim dozlarda LDH aktivitesinin artmis oldugunu tespit

ederek, hepatotoksisiteye sebep oldugunu gozlemledik.
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Bu ¢alisma, yiikksek CYP2C19 ve CYP2B6 aktivitelerinin Klopidogrel’in hepatoseliiler
toksisitesi igin risk faktorleri oldugunu disiindiirmektedir. CYP2C19 ve CYP2B6
indiiksiyonlu hastalar bu nedenle Klopidogrel ile indiiklenen hepatotoksisite riski
altinda olabilirler. BSO (GSH inhibitorii) uygulanmis fare modelinde, GSH seviyeleri
metabolizmadan sorumlu olan hepatik mikrozomal ve sitosolik enzimler iizerinde
herhangi bir asir1 toksisite olmaksizin anlamli sekilde azalmasi beklenmektedir

[112,113].
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4. SONUCLAR

Bu tez calismasinda Klopidogrel’in AML12 Hepatositlerinin plazma membranina olan
etkisi arastirtlmistir. Uygulanan 100, 300, 400 ve 500 uM’lik Klopidogrel dozlarinin
yarattifi toksisitenin analizi ve IC50 dozunun bulunmasina yoénelik c¢aligsmalar

yapilmustir.

Klopidogrel AMLI12 hepatositlerinde olusturdugu reaktif veya aktif metabolitler
hiicrede ATP igeriginin azalmasina, ROT konsantrasyonunun yiikselmesine ve
mitokondriyal gegirgenligin artmasina sebep olarak hiicrede apoptoz veya nekroza
neden olabilir. Plazma membran biitiinliigiiniin bozulmas1 ile birlikte ekstraselliiler
bosluga LDH saliniminin ger¢eklesmesi sonucunda membran hasari tespit edilmektedir.
Klopidogrel’in aktif metabolitleri hiicre i¢i depolardan Ca?* iyonu salimmini tetikler ve
fosfolipaz ve proteazlari aktive ederek plazma zar1 parcalanmasini indiikleyerek hiicre
Sliimiine sebep olur. Ca?* miktarindaki artis, kalpain gibi kalsiyum bagimli proteazlarin
aktivasyonuna yol ag¢maktadir. Nekrozun temel nedenleri arasinda Ca®* asim
yliklenmesi, ROT olusumu, hiicresel enerji tilkenmesi gibi nedenler bulunmaktadir.
Klopidogrel’in hiicrede meydana getirdigi bu mekanizmalar ile hiicre nekroza ugrayarak

membran yapist bozulur ve takiben LDH aktivitesi arastirilarak sitotoksisite tespit edilir.

Kiltiirii yapilan ve olgunluga erisen AML12 hepatositleri 96 kuyucuklu plakalara
aktarildi 100, 300, 400 ve 500 uM Klopidogrel ve Triton X-100 (pozitif kontrol) ile
muamele edildi. Klopidogrel’in sebep oldugu plazma membran hasart ve
sitotoksisitenin analizi, hiicresel laktat dehidrogenaz enzim miktarin1 belirleyen

enzimatik LDH testi gerceklestirildi.

Calismamizda, Klopidogrel uygulanan AMLI2 hepatositlerinin 340 nm OD’de
spektrofotometrik Sl¢limii yapildi ve zamana bagh olarak azalan NADH miktar tespit
edildi.100, 300, 400 ve 500 uM olmak iizere uygulanan tiim dozlarin plazma membrani
biitlinliigiinli bozdugu saptandi. Klopidogrel’in AML12 hepatositler tizerindeki oldiirticii
doz (IC50) 100 ve 300 uM olarak belirlendi. Uygulanan 400 ve 500 uM’lik dozlarda ise

LDH aktivitesinin yiikselerek oldiiriicii etkinin arttig1 tespit edilmistir.

Calismamiz mevcut literatiir bilgisine Klopidogrel’in plazma membran biitiinliigiine
olan etkisini yenilikler katarak AML12 hepatositleri iizerindeki etkisini arastirmis

olmasi nedeniyle 6zgiin bir ¢calismadir.
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