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OZET

Varfarin, tromboembolik olaylarin tedavisinde ve dnlenmesinde tiim diinyada
genis bir sekilde kullanilan oral antikoagiilandir. Varfarine kars1 cevap bireyler arasinda
cok degiskenlik gostermekte ve bu ilaca bagl ciddi kanama olaylar1 ger¢eklesmektedir.
Varfarin farmakogenetigi ile ilgili major genler CYP2C9 ve VKORCI genleridir.
Varfarin tedavisinde genetik ve cevresel faktorlerin bir arada degerlendirilmesi
tedavinin bireysellestirilmesi ve daha giivenli bir sekilde uygulanmasi agisindan
yardimc1 olmaktadir.

Bursa Uludag Universitesi Kardiyoloji Ana Bilimdali’nda tedavi gérmekte olan
234 varfarin kullanan olguda bireylerarasi varfarin doz degiskenliginin belirlenmesi ve
ayrica Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Ana Bilimdali’min belirlemis
oldugu 200 saglikli bireyinde ¢aligmaya dahil edilmesiyle, Tiirk populasyonu genotip
dagilimmin belirlenmesi amactyla CYP2C9 ve VKORCI1 gen polimorfizmleri PCR-

RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir.

Caliymamiza katilan 434 bireyde, VKORC1 geni -1639 G>A polimorfizmi
genotip dagilimlart G/G i¢in %27,6, G/A i¢in %48,4 ve A/A i¢in %24 olarak
bulunmustur. CYP2C9 geni 430 C>T ve 1075 A>C polimorfizmlerine gore CYP2C9
genotip varyant frekanslari, *1*1 frekanst %59,4, *1*2 frekanst %19,8, *1*3 frekansi
%13,8, *2*2 frekanst %3,7, *2*3 frekans1 %2,8 ve *3*3 frekans: ise %0,5 olarak
saptanmugtir. Varfarin kullanan olgularda ortalama giinlilk varfarin doz miktar1 ile
CYP2C9 ve VKORCI genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
bulunmustur. CYP2C9, VKORCI ve yas faktorlerinin bireylerarasi varfarin doz

degiskenligi lizerine %29 etkisi oldugu istatistiksel olarak saptanmistir.
Calismamiz, Tiirk populasyonunda bireyleraras: varfarin doz degiskenliginin
belirlenmesi ve klinikte olgularm varfarin dozaj tespitinde yardimci genetik faktorler

olarak kullanilabilmesi agisindan tedavide uygulanabilirligi oldugunu diisiinmekteyiz.

Anahtar kelimeler: Varfarin, farmakogenetik, CYP2C9, VKORCI1, PCR-RFLP



SUMMARY

Warfarin is a widely used oral anticoagulant in the world to prevent and treat
tromboembolic cases. Response to warfarin differ very much between individuals and
serious bleedings may occur due to this drug. Major genes about warfarin
pharmacogenetics are CYP2C9 and VKORCI. Evaluating genetic and environmental
factors together in treatment protocols assist in application of treatment more safely and

individualization of treatment.

234 patients using warfarin from Cardiology Department Bursa Uludag
University were analyzed for CYPC2C9 and VKORCI1 gene polymorphisms to
determine warfarin dose variations among patients and 200 healthy controls selected in
Medical Genetics Department in Eskisehir Osmangazi University were analyzed for
CYPC2C9 and VKORCI gene polymorphisms to determine frequencies of the
genotypes in Turkish population PCR-RFLP technique was used in study.

For 434 cases included our study, frequencies of VKORCI gene -1639 G>A are,
%27,6, %48.,4, %24 for G/G, G/A, A/A genotypes respectively. For CYP2C9 gene 430
C>T and 1075 A>C polymorphisms CYP2C9 genotype variant frequencies are %59.,4,
%19,8, %13.,8, %3.,7, %28, %0,5 for *1*1*1*2*]1*3*2%2 *2*3*3*3 variants
respectively. A statistically significant relation was determined among average daily
warfarin dose and CYP2C9 and VKORCI1 genotypes in cases using warfarin. It was
statically found that CYP2C9, VKORCI and age factors has %29 effect on warfarin

dose variations among cases.

Our study emphasizes importance of genetic factors in determining warfarin
dose variations among cases in Turkish Population and to using these genetic factors to

help warfarin dose determination in clinical cases.

Key words: Warfarin, Farmacogenetics, CYP2C9, VKORCI1, PCR-RFLP
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1. GIRIS VE AMAC

Bir ilacin klinikte kullanilabilmesi i¢cin Oncelikle ilacin klinik etkinligi ve
giivenliginin bilinmesi gerekmektedir. laglarm esdeger dozlari bazi bireylerde yeterli
etkinlige ulagsamazken, bazi bireylerde ise ¢esitli toksik etkiler gdosterebilmektedir (3).
Ilag kinetiginin ve ilaglara karsi kisinin verdigi cevabmn genetik yapiya gdre bireyler
arasinda degismesi ve buna bagh olarak ilag etkinliginin interetnik degismesi ile
ugrasan bilim dalina farmakogenetik denilmektedir (1). Genetik faktorler; ilaca yanitta

bireysel farkliliklarm %20-40 kadarindan, yan etkilerin %50’sinden sorumludur (6).

Varfarin glinlimiizde yaygm olarak kullanilan oral antikoagiilanlardan biridir
(28). Varfarinin klinikte kullanilmaya baglanmasi 1950’li yillara dayanmakta ve uzun
siireli oral antikoagiilan tedavisi i¢in kullanilmaktadir (22,56). Varfarinin etki
mekanizmasi, karacigerde K vitaminine bagimli koagiilasyon faktorlerinin (faktor 11,
VII, IX, X) ve protein C (PC) ile protein S (PS)’deki ¢esitli glutamat rezidiilerinin

gama-karboksilasyonunu bloke etmektir (73).

Varfarin, atriyal fibrilasyon, kalp kapagi replasmani ve vendz tromboembolizm
gibi kronik trombojenik durumda olan hastalarda tromboembolik olaylar1 onlemek
amaciyla yaygin olarak kullanilan bir oral antikoagiilandir (17). Varfarin tedavisinde
hastalarin takibinde giiniimiizde en yaygin olarak INR (International Normalized Ratio)
testi kullanilmaktadir. Bu test protrombin zamani (PT) testinin standardize edilmis
yontemidir (16). Varfarin tedavisinin en yaygin komplikasyonu yillik oranm1 %6-39
arasinda degisen kanama olaylaridir (28). Kanama olaymin tedavinin baglangi¢
periyodunda ve yiiksek dozda varfarin kullaniminda gergeklesmesi daha muhtemeldir

(29).

Varfarin dozunun tam olarak dogru bir sekilde tespiti ile ilgili farmakogenetik
caligmalara kars ilgi bir hayli artmis durumdadir. Bu konuyla ilgili son yillarda yapilan
bir¢ok calisma mevcut olup; simdiye kadar varfarin aktivitesi ile ilgili yaklasik 30 gen
tespit edilmistir (15).Varfarin metabolizmasi {izerine CYP2C9 ve VKORCI gen

polimorfizmlerinin 6nemli bir etkisi oldugu belirlenmistir (56). CYP2C9 geninin



regiilator ve kodlayan bolgelerinde 50°den fazla polimorfizm tanimlanmistir. Ancak bu
polimorfizmlerden CYP2C9*2 (430 C>T) ve CYP2C9*3 (1075 A>C)’iin varfarinle
ilgili en 6nemli polimorfizmler oldugu goriilmiistiir (17). VKORCI1 geninde bugiine
kadar toplam 28 polimorfizm saptanmis ve -1639 G>A polimorfizminin bireylerarasi

doz degiskenligi iizerine etkisi yapilan ¢alismalarda bildirilmistir (47).

Bu ¢alismada, Tiirk populasyonunda CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORCI geni
-1639 G>A polimorfizmlerinin genotip frekanslarmin belirlenmesi, varfarin kullanan
hastalarda bireyleraras1 varfarine karsi cevabin degiskenligi ve bu degiskenligin klinikte

yardimci etmenler olarak kullanilabilmesine 1s1k tutmas1 amaglanmigtir



2. GENEL BIiLGIiLER

2.1. Farmakogenetik

Toplumda bazi kisilerde genetik yapidaki degisiklige bagl olarak belirli protein
tiplerinin, bu arada enzimlerin, yapisinin bozuldugu ya da eksik olduklari ve bunun
sonucu bazi metabolizma hastaliklarin1 olusturdugu eskiden beri bilinmektedir. ilag
kinetiginin ve ilaclara kars1 kisinin verdigi cevabin genetik yapiya gore bireyler arasinda
degismesi ve buna bagh olarak ila¢ etkinliginin interetnik degismesi ile ugrasan bilim

dalina farmakogenetik denilmektedir (39).

Farmakogenetik kavrami yaklasik elli y1l éncesine dayanmaktadir. Ik zamanlarda
yapilan farmakogenetik arastrmalarin alani ilag metobolizma enzimleri ile sinirh
kalmaktaydi. Son zamanlarda yapilan ¢aligmalar, ilag tastyicilari, reseptorleri ve ilaca
cevabr dilizenleyen hedefler {iizerinde ilerlemektedir (7). Farmakogenetik, genetik
varyasyonlara bagl olarak ilacin viicutta emilimi (yavasg- hizli), metabolize edilmesi
(yavag-hizli-cok hizli), ilacin etki yeri reseptorleri (tam-yetersiz), ilac1 ve metabolitlerini

atma (yavas-hizli) yetenegindeki farkliliklar1 inceler (50).

Bir ilacin klinikte kullanilabilmesi ic¢in Oncelikle bilinmesi gereken, klinik
etkinligi ve giivenligidir. Ancak, ilaglarm her hasta lizerinde ayni derecede etkili ve
giivenli olmas1 beklenemez. Ilaglarin esdeger dozlar1 bazi bireylerde yeterli etkinlik
gostermeyebilir ve diger bir kisim hastalarda toksisiteye bagli Onemli saglk
problemlerine yol agabilir (36). Genetik faktorler; ilaca yanitta bireysel farkliliklarin
%20-40 kadarindan, yan etkilerin %50’sinden sorumludur. Ilag-ilag ve ilag-besin
etkilesimleri de cevresel faktorler olarak rol oynar. Tiim farmakogenetik farkliliklar,
poligenik ve multifaktoriyel 6zelliklerdir. Yani en az iki major gen, yiizlerce modifiye

edici gen ve ¢evresel faktorler s6z konusudur (50).



Bireyler arasindaki farmakokinetik veya farmakodinamik varyasyonlarin tiimii

genetik farkliliklar olarak yorumlanir. Farmakokinetik, ilaglarin absorbsiyon (emilim),

dagilim, metabolizma veya atiliminin viicudu ne sekilde etkiledigini inceler. Tim

bunlar1 igeren siireclerdeki genotipik varyasyonlar, ila¢ kullaniminda degisikliklerle

sonuglanabilir. Farmakokinetik, ilacn veya onun metabolitlerinin konsantrasyon

seviyelerindeki varyasyonlara yol acan polimorfizmlerle ilgilidir. Farmakodinamik,

ilaglarin biyokimyasal ve fizyolojik etkileri ile onlarin etki mekanizmalarini inceler.

[lacin hedefindeki genetik varyasyonlar bir organizmanmn bir ilaca cevabinda 6lgiilebilir

farkliliklara neden olabilir. Bu varyasyonlar bir veya daha ¢ok gen ile iligkili olabilir

Farmakogenetigin 6nemi su basliklarda siralanabilir;

e Daha etkili ilaglar; Ila¢ firmalari, hastaliklar ve genlerle ilgili bilgiler 1s131nda
proteinler, enzimler ve RNA molekiillerinin esasina dayali ilaglar
iiretebilecektir. Bu ilag¢ kesfini kolaylastiracak ve spesifik hastaliklarin tedavisini
hedefleyen ilaglarin yapilmasma izin verecektir. Bu durum yalnizca tedavi
etkilerini en st diizeye ¢ikarmakla kalmayacak saglikli hiicrelerin hasarlanma

olasiligini da azaltacaktur.

[Ik uygulamada, daha iyi, daha giivenli ilaglar; Standart uygulanan deneme-
yanilma metodunun yerine, hastalarin tedavinin baslangicinda dogru ilaglarla
karsilagmas1 saglanacaktir; doktorlar hastalarin genetik yapisin1 analiz
edebilecek ve baslangictan itibaren en uygun ilaci recete edebilecektir. Bu
durum, yalnizca tahmin ile dogru ilacit bulmak yerine, tedaviye dogru ilacla
baslama sansini doguracaktir. Bdylece iyilesme siireci kisalacak ve yan etki

olasilig1 da ortadan kalkacaktir.

Uygun ila¢ dozajlarini belirlemenin en dogru metodlari;; Su anda uygulanan

agirhik ve yasa dayali dozaj belirleme, yerini bireylerin viicudunun ilaci isleme



ve metabolize etme siirecine dayali genetik yapilarma uygun dozajlara
birakabilir. Bu durum tedavinin degerini arttirirken; asir1 doz olasihigmi da

azaltacaktrr.

e Hastalik icin gelismis tarama; Bireylerin genetik kodunu bilmek; erken yasta
uygun yasam stili ve ¢evresel degisiklikler yapmasima izin verebilecek, genetik
hastaliklarin etkisini azaltacak veya ortaya c¢ikisini Onleyebilecektir. Ayrica,
belirli bir hastaliga yatkinligin oldugunun bilinmesi, dikkatli izleme ve tedavi

etmeyi saglayabilecektir (50).

2.2. Pihtilasma Mekanizmast

Pihtilagsma, kanamanin durmasi sirasinda damar disinda ve tromboz sirasinda
damar i¢cinde meydana gelir. Pihtilasma; trombositlerin aktive edilmesine ve onlar ile,
cogu plazmada bulunan pihtilagma faktorleri adi1 verilen 6zel proteinlerin etkilesmesine
ve ayrica pihtilagma faktorlerinin kendi aralarinda belirli bir diizene gore etkilesimlerine
bagli kompleks bir olaylar zinciridir. Kanamanin durmasi sirasinda trombositler primer
tikaci olustururlar ve kanamayi durdururlar (39). Trombositler tarafindan oluturulan
tika¢ baglangigta kanamay1 durdurmak i¢in 6nemli; ancak yetersiz bir adimdir. Sadece

fibrin pihtisinin olusumu dayanikli tikag olusumunu saglar (10).

Pihtilasma yollari, klasik olarak intrensek ve ekstrensek olarak iki bagslikta
aciklanmaktadir. Ancak bu iki yolun arasinda 6nemli baglantilar oldugu ve ekstrensek
yoldaki doku faktorii (TF)’ niin fizyolojik hemostazin temel elemani oldugu
anlagilmistir. Pihtilagsma mekanizmasi aslinda tek sistem olarak caligmaktadir, ancak

aciklama kolaylig1 agisindan iki alt gruba ayrilir (10).



2.2.1. Pihtilasmanin intrensek (plazma icinde) yolu

Negatif yiikli bir ylizeyde; yiiksek molekiil agirlikli kininojen, prekallikrein,
faktor XII ve faktor XI’in yan yana gelmesi ile intrensek yol baslatilir (10). Sonugta
Faktor XII'nin bir kismi, kimyasal yapisinin degismesi sonucu faktor Xlla (aktive
edilmis faktor XII) haline gecer (39). Faktor XlIla, faktor XI'1 uyarir (faktér XIa). Bu da
faktor IX’u aktive eder (faktor 1Xa). Faktor 1Xa, kofaktorii olan faktér VIlla, kalsiyum
ve fosfolipid bir ylizeyle beraber faktor X u aktive eder (faktor Xa). Boylece faktor Xa,
kofaktorii olan faktdr Va, kalsiyum ve fosfolipid bir yiizeyle beraber protrombin (faktor
IT) kompleksini olustururlar (10). Pihtilagsma mekanizmasinin intrensek yolu Sekil

2.1°de gosterilmektedir (8).

2.2.2. Pihtilasmanin ekstrensek (plazma disinda) yolu

Kanda varolan faktor VII, TF ile karsilastiginda ekstrensek yol ¢alismaya baslar
(Sekil 2.1). TF, kalsiyum ve faktér VII ile bir kompleks olusturur. Sonucta faktor VII
aktive edilir (faktor VIIa). TF- faktor Vlla iligkisi, faktor X’u uyararak ortak yola
katilirlar. Intrensek yol ile ekstrensek yol, faktdr X un uyarilmas ile(faktér Xa) beraber
ortak yolda bulusurlar (10). TF bu doniisiimiin hizin1 yaklasik otuzbin kez artirir.
Intrinsek yol iizerinde olusan pihtilasma dakikalarca siirdiigii halde, ekstrensek yol

izerinden olusan saniyelerle dlcililecek kadar kisa bir zamanda tamamlanir (39).

2.2.3. Pihtilasmanin ortak yolu

Pihtilagsma mekanizmasimin ortak kisminda, faktér Xa, kalsiyumun, faktdér Va’nin
ve trombosit kaynakli fosfolipit migellerinin yardimi ile protrombini (faktér II),
trombine (faktor Ila) doniistiiriir. Trombin, fibrinojenin (faktér I) fibrine doniismesi
olaymi baglatir (Sekil 2.1). Fibrinojen, farkli uzunlukta olan ikiser ¢ift a- B ve vy
zincirlerinden olusan dimerik bir proteindir ve karacigerde sentezlenir. Trombin, her bir
a segmentinin ve her bir B segmentinin N- uclarmdan ufak bir peptid segmenti
kopararak fibrinojeni fibrin monomerlerine doniistiiriir; boylece jel goriiniisiinde bir

piht1 olusur (39).
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Sekil 2.1. Bir fibrin pihtisinin olusmasinda intrensek ve ekstrensek yollar

(Berne, R.M., Levy, M.N., Koeppen B.M., Stanton, B.A., 2008, Fizyoloji, Giines T1p

Kitapevleri, Oncii Basimevi, Ankara kitabindan alinmistir).

2.3. Antitrombotik Ilaglar

Arterlerin ve venlerin g¢eperinde ve icinden kan dolasan yapay yiizeylerde

trombus (damar-i¢i piht1) olusmasini ve gelismesini engelleyen ilaglara ve olusmus



pthtiy1 eriten ilaglara antitrombotik ilaglar denilir (39). Antitrombotik ilaglar

tromboembolizm durumlarinda yaygin bir sekilde kullanilan ilag grubudur (58).

Antitrombotik tedavi ii¢ ayr1 gruptan olugsmaktadir.
- Antikoagiilan tedavi,
- Antitrombositik tedavi,
- Trombolitik tedavi (58)

2.3.1. Antikoagiilan ilaglar

Antikoagiilan faktor etkinligini artirarak ve pihtilagsma faktorlerinin etkinligini
ve ya sentezini bozarak pihtilagsma olaymi engelleyen ve bdylece kanmn koagiilasyon

yetenegini azaltan ilaglardir (39).

Antikoagiilan ilaglar etki mekanizmalara gore ikiye ayrilirlar.

-Heparin
-Oral Antikoagiilanlar (39)

2.3.1.1. Oral antikoagiilanlar

Pihtilagsma faktdrlerinin fonksiyonunu degil, onlarin karacigerde yapilanlarmnin
sentezini bozarlar ve bu sekilde dolayli antikoagiilan etki yaparlar. Heparine gore
istlinliikleri ag1z yolundan alinmalar1 ve sentez suretiyle yapildiklarindan nispeten ucuz
olmalaridir. Heparinden bir diger farklar1 tlip i¢indeki kana katildiklarinda etkisiz
olmalari, sadece in vivo durumda koagiilasyonu onleyebilmeleridir (39). Karacigerde
yapilan K vitaminine bagimli pihtilagsma faktorleri olan protrombin, faktdr VII, IX ve

X’un sentezini bozarak etki olustururlar (74).



Kimyasal yapilarina gore iki alt gruba ayrilirlar;

- Kumarin tiirevleri; varfarin, dikumarol, etilbiskumasetat ve fenprokuman

- Indandion tiirevleri; fenindion, difenindion (74)

Bu grupta en iyi biyoyararlanma ve en az ciddi yan etkiye sahip olmasi nedeniyle

en ¢ok kullanilan varfarindir (74).

2.3.1.1.1. Varfarin

Varfarin, ilk defa 1948 yilinda Wisconsin’de Karl Links tarafindan bir tiir zehir
olarak kullanilan dikumarol yapisindaki rodentisiti gelistirmek icin yaptig1 ¢aligmalar
sirasinda  kesfedilmistir. Klinikte kullanilmaya baslanmasi ise 1950°li yillara
dayanmaktadir (62). Varfarin, tiim diinyada en fazla siklikta kullanilan oral
antikoagiilandir(46). Varfarin uzun siireli oral antikoagulasyon i¢in kullanilmaktadir
(11). Kristalize yani piyasada ila¢ olarak kullanilan varfarinin kimyasal olarak a¢ilimi 3-
(a- asetonilbenzil)- 4- hidroksikumarin ve ampirik formiilii ise C;9H;5NaO4 seklindedir

(12). Sodyum varfarinin kimyasal yapis1 Sekil 2.2°de gosterilmektedir (35).
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Sekil 2.2. Sodyum varfarin kimyasal yapisi

(http://dailymed.nlm.nih.gov/dailymed/image.cfm sitesinden alinmustir.)



2.3.1.1.1.1 Varfarin Farmakolojisi

Vitamin K antagonisti olan kumarinler antikoagiilan etkilerini vitamin K ve
epoksit 2-3 arasindaki dongiiye etki ederek gosterirler (30). K vitamini antimetaboliti
olan kumarinler karacigerde K vitaminine bagli olan pihtilasma faktorlerinin sentezini
inhibe ederler (65). Varfarinin etki mekanizmasi, karacigerde K vitaminine bagimli
koagiilasyon faktorlerinin (faktor II, VII, IX, X) ve PC ile PS’deki ¢esitli glutamat
rezidiilerinin  gama-karboksilasyonunu bloke etmektir (73). Ik kez 1960°da
antikoagiilan etkisi tanimlanan, K vitaminine bagimli bir protein olan PC, pihtilagsma
sisteminin 6nemli bir dogal inhibitoriidiir. PC, pihtilasma dnleyici etkisini Protein S ile
birlikte faktor Va ve faktor VIIla’y1 inaktive ederek gosterir. Boylece ortak yoldaki
FX’un aktivasyonunu azaltir (66). PS karaciger ve endotelden yapilir. PC’nin faktor
Va’y1 inaktive etmesini potansiyalize eder (6). Bu faktdrler ve proteinler glutamik asit

rezidiielerinin karboksilasyonu olmadan biyolojik olarak inaktiftir (32).

2.3.1.1.1.2. Varfarin ve K vitamini gama-karboksilasyonu

Karboksilasyon olusumu, K vitamininin diisiik formu olan K vitamini 2-3
epoksite (vitamin KH;) kofaktor olarak ihtiya¢ duyar (32). Karboksilasyon, K vitamini
bagimli proteinlerin fosfolipit ylizeylere tutunmasmi saglar ve bdylece kanm
pthtilagsmast hizlandirilmis olur. Varfarin, K vitamininin diisiik formunun olusumunu K
vitamini epoksit rediiktaz enzimini engelleyerek durdurur ve bu sayede K vitamini
bagimli pihtilasma faktorlerinin gama-karboksilasyonunu kisitlar (29). K vitamini
antagonizmi ve ya bu vitaminin yoklugu bu faktorlerin ve proteinlerin iiretim oranini
diistiriir ve buna baglh olarak antikoagiilasyon durumu meydana gelir. Varfarinin
terapotik dozu vitamin K bagimli pihtilagma faktorlerinin iiretimini %30-50 arasi
diistirtir. Karboksilasyondaki azalmayla birlikte %1040 arast pihtilagma faktor
tiriinlerinin salgilanist da azalir ve pihtilasma faktorlerinin biyolojik olarak aktivasyonu

diiser. Sonug olarak, pihtilasma mekanizmasi fonksiyonel olarak kaybolur (32).



2.3.1.1.1.3. Varfarin farmakokinetigi ve farmakodinamigi

Varfarinin farmakokinetiginin bilinmesi tedavinin baglangicindaki cevabin
anlasilmasimna yardimci olur. Varfarin agiz yoluyla alinimindan sonra plazmada ilk bir
saat iginde gozlenir ve en yiiksek seviyesine 2—8 saat i¢inde ulasir. Varfarin hizli bir
sekilde ve %100 biyoyararlanim gostererek mideden ve iist mide-barsak sisteminden
emilir. Varfain S- ve R- izomerlerinin bir karigimidir ve alinimindan sonra %99’u
plazmada albumine baglanir. S- izomeri R- izomerine gore 3—5 kat daha fazla aktiftir
(76). Bu ilag karacigerde ve bobreklerde metabolize olur. Daha sonradan olusan iiriinler
ise idrar ve digki yoluyla atilir. Plazmadaki yarilanma omrii yaklasik 40 saattir ve
etkisini 2 ila 5 giin igerisinde gosterir. Yani varfarin maksimum etkisini alimimdan 48

saat sonra gosterir ve etkisi sliregelen 5 giin icerisinde devam eder (32).

2.3.1.1.1.4. Varfarinin Tedavisinin Takibi Icin Uygulanan Laboratuar Testleri

Varfarin tedavisinin izlenmesi ve uygulanmasi karmasik bir istir (42). Tarihsel
olarak klinisyenler tarafindan antikoagiilan seviyelerini degerlendirmek i¢in protrombin
zamani (PT), aktive parsiyel tromboplastin zamani1 (PTT) standart olarak kullanilmigtir

(71).

2.3.1.1.1.4.1. Protrombin zamani

Protrombin Zamani (PT), pihtilasmanin ekstrinsik ve ortak yolunu
degerlendirmede kullanilan bir testtir. PT testi, sitrat plazmaya kalsiyum ve
tromboplastinin eklenmesi ile gergeklestirilir (29). Bu testte, ekstrinsik yoldan fibrin
pihtis1 olusana kadar gecen siire Olgiiliir. Ekstrinsik yolda bulunan faktér VII ile ortak
yolda bulunan faktoér X, V, II ve fibrinojen diizeylerinin normal olmas1 durumunda PT
normal bulunacaktir. Bu faktorlerin diizeyi normalin %10’undan daha asagi diisene
kadar PT uzamas1 goriilmez. Tek basina PT uzamasi kalitsal nedenlerden sadece faktor
VII eksikliginde goriiliir. Karaciger hastaligi, vitamin K eksikligi ve faktor VII'ye kars1
inhibitor varliginda da PT uzamas1 goriiliir (72).



2.3.1.1.1.4.2. INR (International Normalized Ratio)

Tromboplastin belirteglerindeki c¢esitlilik farklt PT degerlerinin alinmasina sebep
olabilir (71). INR, PT testinde kullanilan farkli tromboplastinlerin sebep oldugu degisik
sonuclart  dengelemek i¢in PT’nin standardize edilmis metodudur (42).
Tromboplastinlerdeki degisim yavas olmaktadir ve duyarliligindaki diisiis goézden
kagmaktadir. 1983 yilinda Diinya Saghk Orgiitii (WHO)’niin sundugu teknik raporunda
INR’yi, PT’nin standardize edilmis sekli olarak bildirmistir (71). WHO insan beyin
tromboplastinlerini diger tromboplastinlerle karsilastirma acisindan uluslararasi standart

olarak belirlemistir.

Uluslararast duyarlilik indeksi (ISI) tromboplastinlerin duyarliligini 6lgmek i¢in

saptanan birimdir ve insan beyin tromboplastinleri degeri 1 olarak belirlenmistir (71).

INR degeri su sekilde formiilize edilir:

INR : (Hastanin PT degeri / Kontrol PT degeri)ISI (71).

Bu formiilden de goriildiigii gibi INR degeri tromboplastinin ISI degerine gore
degisiklik gosterebilir. Daha ¢ok duyarli olan tromboplastinler (ISI degeri 1,0-1,2
arasinda) PT testinde hassasligi diisiik olan tromboplastinlere gore daha yiiksek
dogruluk orami saglar ve PT testinde tedavi araligindaki biiyiik farklar1 engellerler.
Aksine daha az duyarl belirteglerle daha uzun PT siiresi tespit edilebilir. INR, varfarin
tedavisi i¢in daha giivenilir ve daha duyarli bir testtir ¢ilinkii bu test hastadan alinan

kana, kullanilan tromboplastine ve belirlenen ISI degerine baghdir (71).

Genelde kabul edilen yaklasim, baslangicta haftada iki kez, sonra haftalik,
ardindan her iki ile li¢ hafta arayla ve sonra da aylik kontrollerdir. INR sabit ve
terapotik kaldigi zaman bir sonraki izlem asamasina ge¢me karari verilebilir. INR uzun

slire sabit olsa bile aylik kontroller yapilmalidir. Doz ayarlamasi haftalik toplam dozun



% 5 ile 20 oraninda arttirilmasi ya da azaltilmasi ile olur. Asir1 INR degerleri varfarin
dozuna ara verilmesi hatta K vitamini uygulamasmi gerektirebilir (74). Hastalarda

endikasyon durumlarina gore istenen INR degerleri Cizelge 2.1’°de verilmistir (10).

Cizelge 2.1. Endikasyonlar ve istenen INR degerleri (10)

Endikasyon INR

Atriyal Fibrilasyon 2-3
Derin Vena Trombozu 2-3
Pulmoner Emboli 2-3
Protez Kapak

1. Mekanik kapak 2.5-3,5
2. Biyoprotez 2-3

2.3.1.1.1.5. Varfarin tedavisi ve varfarin kullanan hasta gruplar

Varfarin, atriyal fibrilasyon, kalp kapagi replasmani ve vendz tromboembolizm
gibi kronik trombojenik durumda olan hastalarda tromboembolik olaylari dnlemek

amaciyla yaygm olarak kullanilan bir oral antikoagiilandir (52).

2.3.1.1.1.6. Varfarin tedavisinde karsilagilan en onemli komplikasyonlar

Varfarin tedavisinde karsilasilan yan etkiler, kanama (hemoraji), purpura,
ekimoz, hematiiri, alopesi, dermatit, {irtiker, diyare, bulanti, kusma ve 16kopenidir (58).

Varfarin tedavisinde asir1 doza baglh olarak gelisen en ciddi yan etki kanama olaylaridur.



2.3.1.1.1.6. 1. Kanama (Hemorajik) komplikasyonlar

Varfarin tedavisinin en yaygin komplikasyonu yillik oran1 %6-39 arasinda degisen
kanama olaylaridir. Diger antikoagiilanlarda oldugu gibi, varfarin kullanimu ile birlikte

kanama riski artmaktadir (53).

Varfarin tedavisi uygulanan hastalarda major kanama oran1 yillik % 0,9 ila 2,7
arasi, fatal 6limle sonu¢lanan kanama orani ise %0,07 ile 0,7 arasinda degismektedir.
Intrakraniyal kanamalar rapor edilen hemorajik durumlarimn yiizde ikisini olusturmakta,
oliimle sonug¢lanan kanamalarin ise %10-68’1 bu kanama tiirlinden kaynaklanmaktadir

(32).

Risk hastadan hastaya ve ayni hastada eslik eden diger hastalik durumlarina ve yasa
bagli olarak degisebilir. Yapilan randomize kontrollii ¢alismalarda 6zellikle 75 yas
tizerinde kanama riskinin arttig1r belirtilmistir. Bununla birlikte tiim hastalar ele
alindiginda kanama riskindeki artig yilda %1'den daha azdir (61). Kanama olaymin
tedavinin baslangi¢ periyodunda ve yiiksek dozda varfarin kullaniminda gerceklesmesi
daha muhtemeldir. Kanama i¢in, yiiksek yogunlukta antikoagiilasyon(INR > 4,0), yasin
65 ya da daha yiiksek olmasi, yiiksek oranda degiskenlik gosteren INR degerleri,
gastrointestinal kanama, hipertansiyon, serebrovaskiiler hastalik, ciddi kalp
rahatsizliklari, anemi, malignensi, travma (sarsint1), bobrek yetmezligi Oykiilerinin
olmasi, beraberinde alinan ilaglarin etkileri ve uzun donem varfarin tedavisi
uygulanmasi risk faktdrleri olarak sayilabilir (12). Iki ya da daha ¢ok risk faktorlerine
sahip olan hastalarda varfarine bagli gelisen kanama olaylar1 hi¢ risk faktorii olmayan
ya da bunlardan birine sahip olan hastalara gore cok daha yiiksek ihtimalle
gerceklesebilir (4).

Hastalar, kanama riskini minimum seviyede tutmak i¢in egitilmeli ve kanama ile

ilgili semptomlar hemen doktoruna bildirilmelidir (12).



2.3.1.1.1.7. Varfarin ve ilag etkilegsimleri

Varfarin ve ilag etkilesimleri ile ilgili olarak ilk caligma 1994 yilinda yapilmistir
(31). Oral antikoagiilanlarla ortaya ¢ikan ilag etkilesimleri farmakokinetik ve
farmakodinamik sekilde olabilir. Farmakokinetik olarak enzim indiiksiyonu ve
inhibisyonu ayrica plazma proteinlerine baglanmanin azalmasi seklinde ortaya ¢ikabilir.
Farmakodinamik olarak etkilesim sinerjizma ve K vitamini ile oldugu gibi yarigmali

antagonizmadir (65).

Varfarinle ilgili en ciddi etkilesim antikoagiilan etkinin artmasi ve kanama
olmasidir. En 6nemli etkilesim fenilbutazon ve siilfinpirazon gibi ilaglarla ortaya ¢ikan
farmakokinetik etkilesimlerdir. Bu ilaglar hem varfarinin metabolizmasini inhibe edip

hem de plazma proteinlerine baglanmasini azaltmaktadirlar (65).

Antikoagiilan etkiyi arttiran ilaglar INR degerini yiikseltir, azaltan ilaglar ise
INR degerini disiiriirler. Desteklenmis kanit seviyelerine gore varfarinle olan ilag

etkilesimleri Cizelge 2.2°de gosterilmistir (65).

Aspirin, varfarinin plazma proteinlerine baglanmasini engelleyerek ve plazma
protrombin seviyelerini azaltarak INR degerlerini yiikseltmektedir. Yiiksek dozda
aspirin ve varfarin tedavisi uygulanan hastalarda kanama riski ¢ok yiiksektir. Bununla
beraber, diisiikk dozlarda aspirin kullanimiyla (75—-100 mg/giin) birlikte orta veya diisiik
doz varfarin tedavisi sirasinda da kanama riski ihmal edilemeyecek diizeydedir.
Kumarin tiirevi antikoagililan alan hastalarda aspirin yerine agr1 kesici olarak

asetominofen ve ya dekstropropoksifen kullanilabilir (39).



Cizelge 2.2. Desteklenmis Kamit Seviyelerine Gore Varfarinle Olan ilag

Etkilesimleri (65)
Desteklenmis Potansiyalizasyon Inhibisyon Etki yok
Kanit
Derecesi
1 Alkol (birlikte Barbitiiratlar, Alkol,
karaciger hastaligi karbamazepin, Antiasitler,
varsa), amiodaron, klordiazepoksid, atenolol,
simetidin, klofibrat, kolestiramin, bumetanid,
ko-trimaksazol, nafsilin, diflunisal,
eritromisin, griseofulvin, enoksasin,
flukonazol, rifampin, famotidin,
izoniazid, sukralfat, felodipine,
metronidazol, Yiiksek K fluoksetin,
mikonazol, vitaminli ketorolak,
omeprazol, diyet, metoprolol,
fenilbutazon, morikizin,
piroksikam, naproksen,
propafenon, nitrazepam,
propranolol, nizatidine,
siilfinpirazon psiliryum,
ranitidin
2 Asetaminofen, Dikloksasilin Ibuprufen,
anabolik steroidler, ketokonazol,
Aspirin, kloralhidrat, ketoprofen
siproflokasin,
dekstropropofen,
disulfiram,
itrakonazol, kinidin,
fenitoin, simvastatin,
tamoksifen, etrasiklin,
grip asisi
3 Disopramid, Azothiopurin,
5-florurasil, ifosfamid, Siklosporin,
lovastatin, etretinat, trazodon
metolazone, nalidiksik
asit, norfloksasin,
ofloksasin, topikal
salisilatlar, sulindak,
tolmetin
4 Sefamandol, Diltiazem,
sefazolin, Tiitiin,
gemfibrozil, heparin, Vankomisin
indometazin,

sulfizoksazol




2.3.1.1.1.8. Varfarin ile gida etkilesimleri

Kronik oral antikoagiilan tedavi alan hastalarda, varfarinin metabolizmas1 ve etki
mekanizmasi nedeniyle diyetle aliman K vitamini 6nemlidir. Gida icerigindeki K
vitamini oranina bagli olarak INR seviyelerinde dalgalanmalar ortaya ¢ikabilmektedir.
Daha da Onemlisi, bu hastalarda hayat1 tehdit edici kanama veya trombozlar
goriilebilmektedir. Vitamin K1 olarak bilinen filakinonun 1-10 mg/giin dozunda
kullanim1 varfarinin etkisini bloke eder. Her ne kadar diyetle alinmasi gereken K
vitamini miktar1 konusunda yeterli bilgi olmasa da, varfarin tedavisi alan hastalarda 65-

80 pg/giin dozunda filakinon alim1 6nerilmektedir (24).

Varfarin-gida etkilesmesi li¢ degisik formda karsimiza c¢ikabilmektedir. Bunlar

varfarin kullanan hastanin:

1. Cok yiiksek oranda K vitamininden zengin diyetle beslenmesine bagl gelisen

kazanilmis, gegici varfarin rezistanst.

2. Yiiksek oranda K vitamini diyetine bagl diisiik antikoagiilan etki.
3. Diisiik oranda K vitamini diyetine bagl yiiksek antikoagiilan etki olarak
siralanabilir (24).

Bu smiflandirmada goriildiigii lizere varfarin gida etkilesmesi tedavide ciddi
sorunlar olarak karsimiza ¢ikabilir Sonug olarak, varfarin tedavisi sirasinda hastalarin
beslenme rejimine dikkat edilmelidir. Hastalarin ilag-ilag ve ilag-gida etkilismeleri

konusunda yeterince bilgilendirilmeleri gerekmektedir (24).

2.3.1.1.1.9. Varfarinin Ekonomik Boyutu

Varfarin, Amerika Birlesik Devletleri’nde en ¢ok kullanilan oral antikoagiilan,
bir kardiyovaskiiler ajan olarak en ¢ok kullanilan 4. ilag, tiim ilaglar arasinda en ¢ok
kullanilan 11. ila¢ olmakla birlikte, bu iilkede yillik ekonomik tutar1 yaklasik 500
milyon dolar1 bulmaktadir (32). Ingiltere’de 2007 yilinda varfarin kullanan yaklasik



950.000 hastanin oldugu tahmin edilmekte ve bu say1 atriyal fibrilasyonlu hastalarin da

eklenmesiyle her sene %10’luk bir artis gdstermektedir (13).

Varfarin kullanimina bagli olarak gelisen kanama olaylarinda mortalite ve
morbidite olaylarmin yani sira ekonomik acgidan son zamanlarda yapilan ¢alismalar
gostermektedir ki, bir hastada kanama olaymin gerceklesmesi sonucu o hasta icin
harcanan 6 giinliik tedavi masrafi ortalama 15.988 Dolar (2707 $— 64.446 $ ) kadardir
(76).

2.4. Sitokrom P450 Monooksijenaz Enzim Sistemleri

CYP450 monooksijenaz enzim sistemi; steroidler, yag asitleri, prostaglandinler,
lIokotrienler ve diger bircok dogal bilesiklerin oldugu kadar karsinojenlerin,
mutajenlerin ve ilaglarin oksidatif metabolizmasma katilan ‘hemothiolate’ yapisinda
protein enzimlerden olusur. Genellikle multikomponentli elektron transport
zincirlerinde terminal oksidaz olarak etki eder ve P450 iceren monooksijenaz sistemleri

olarak adlandirilirlar (59).

Iki tip ilag metabolize eden enzim grubu vardir;

1- Faz 1 enzimleri: Oncelikli olarak oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve
demetilasyon islemlerini yaparlar. Bu islemlerle yabanci maddeler metabolizma

yolunda faz II’ ye hazirlanmis olur.

2- Faz Il enzimleri: Glukronat veya siilfat ile konjugasyon ve asetilasyon islemlerini

yaparlar (79).

Faz I metabolizmasi biiyiik 6l¢iide P450 enzimleri ile gerceklesir (79). CYP450
sistemi, katalitik fonsiyonlar1 bilinmeden oOnce spektral Ozellikleri ile tanimlanan

proteinlerden olusmustur. Bu gruptaki proteinlerin benzersiz bir absorbans spektrumu



vardir (59). "450" rakami; "heme" iceren karaciger pigmentlerinin, karbonmonokside
baglandiktan sonra absorbe ettigi 1518a ait dalga boyunun nanometre olarak en yiiksek
degerini ifade eder (79). Spesifik CYP450 formlari, 446 ile 452 nm arasinda maksimum
absorbans veren dalga boylarma sahiptir. CYP450 enzimleri ¢cogunlukla karacigerde
bulunurlar ancak barsak, akciger, beyin gibi diger organlarda da mevcutturlar (9).
CYP450 enzimleri baz dizilimi benzerlikleri, kontrol eden gen ailelerine veya substrat

spesifikligine gore smniflandirilmaktadir (59).

CYP450 enzimleri ile katalizlenen genel reaksiyon su sekilde gosterilir;

NADPH + H" + O, + SH —» NADP' + H,O + S-OH

Buradaki substrat (S), bir steroid, yag asidi, ilag ve ya oksijen baglanma yeri
olarak gorev yapan alkan, alken, aromatik alkan, aromatik halka veya heterosiklik halka

ekleri olan diger kimyasal maddeler olabilir.

Substrata, iki oksijen atomundan sadece biri katildigi icin bu reaksiyona
monooksijenarasyon reaksiyonu ve bu enzimlere de sitokrom P450 monooksijenaz
enzimleri ad1 verilmektedir.

Sitokrom P450 enzimleri, ilag biyotransformasyonu ve metabolizmasi i¢in en
onemli sistemlerden biridir. Bu sistem indiiksiyon ve inhibisyon gibi sayisiz
mekanizmalarla degisime ugrayabilir ve bireyler arasinda oldukga farkli formlar1 ortaya
cikabilir. CYP450 enzimleri 400- 530 amino asitten yapili proteinlerdir. Baz dizilimi
benzerliklerine gdre P450 sistemi 40 farkli aile iginde simiflandirilir. Insanda
karacigerde bulunan CYP450 enzimlerinin 6zellikleri Cizelge 2.3’te gosterilmektedir
(59).

P450 enzimlerinin diizey ve aktivitelerini; substratlar, bilginin iletimi, mRNA
diizeyi vb. gibi bir¢ok etken belirlemektedir. Enzimler amino asit siralamasmdaki
benzerliklere gore gruplandirilirlar. Ornegin CYP2 grubu iginde aminoasit sirasindaki

benzerlik en az %40'dir. CYP2D grubunda ise bu oran %55 kadardir. Bazen iki enzimin



aminoasit sirasi birbirine o kadar benzer ki bunlari ayirmak zor olabilir. Ornegin

CYP3A3 ve 3A4 arasindaki benzerlik %98 kadardir (79).

Cizelge 2.3. Major insan karaciger sitokrom P450 enzimlerinin 6zellikleri (59)

Enzim | Substratlari Indiikleyicileri Inhibitérleri
CYP1A2 | Asetaminofen, teofilin, |Sigara i¢me, Siprofloksasin,
Kafein, fenasetin, Kizartma yiyecekler, | enoksasin,
trikarboksilik asidin Omeprazol norfloksasin,
demetilasyon yolu fluvoksamin
CYP2C |Dapson, diazepam, Deksametason, Amiodaron,
S-varfarin, tolbutamid, |fenobarbital simetidin,
Fenitoin sertralin
CYP2D6 | Beta blokerler, Klomipramin,
debrisoquine, omeprazol, desipramin,
dekstrometorfan, fluoksetin,
trisiklik antidepresanlar paroksetin,
kinidin,
sertralin,
tioridazin
CYP2E1 | Asetaminofen, etanol Etanol, isoniazid Disulfiram
CYP3A4|Sisaprid, Karbamazepin, Simetidin,
kortikosteroidler, glukokortikoidler itrakonazol,
siklosporin, dapson, fenobarbital, ketokonazol,
dekstrometorfan, fenitoin, makrolidler,
diazepam, diltiazem, rifampin nifedipin,
enalapril, itrakonazol, verapamil,
ketokonazol, lovastatin, sertralin,
makrolidler, midazolam, fluoksetin
nifedipine, kinidin,
gonadal hormonlar,
takrolimus (FK506),
terfenadine, teofilin,
triazolam, verapamil,
R-varfarin




Giliniimiizde insanda, toplam 57 CYP450 geni ve 29 fonksiyonu olmayan

psddogen tanimlanmistir (48). Bu genler Cizelge 2.4’te gosterilmektedir (25). Yapilan

son caligmalara gore bu genlerden 15’1 normalde viicutta bulunmayan ilaglar gibi

ksenobiyotik kimyasallarin, 14’t steroidlerin, 9’u yag asitlerinin ve ekosanoidlerin

metabolizmasiyla ve dordiinlin ise yagda c¢oziinebilen vitaminlerin oksitlenmesiyle

iliskili oldugu belirlenmistir (26).

CYP gen ve enzimlerinin sayismin bu kadar fazla olmasma ragmen i¢lerinden

sadece CYPI1, CYP2 ve CYP3 ailelerine ait enzimlerin ila¢ metabolizmasinda major rol

oynadiklar1 belirlenmistir. Diger CYP ailelerin ara metabolizmalarda esansiyel rolleri

vardir (18).

Cizelge 2.4. Major substratlarina gore insan CYP450 enzimlerinin smiflandirilist

(25)

Steroidler Ksenobiyotik Yag Asitleri Eicosanoid

1B1

7Al

7B1

8Bl

11A1
11B1
11B2
17A1
19A1
21A2
27A1
39A1
46A1
51Al

1A1
1A2
2A6
2A13
2B6
2C8
2C9
2C18
2C19
2D6
2E1
2F1
3A4
3A5
3A7

2])2
4A1l
4B1
4F12

4F2
4F3
4F8
5A1
SAl

Vitamin

2R1

24A1
26A1
26B1
26C1
27B1

Bilinmeyen

2A7
251
2U1
2W1
3A43
4A22
4F11
4F22
4V2
4X1
4Z1
20A1
27C1



2.4.1. Sitokrom P4502C (CYP2C) Alt Ailesi

CYP2C alt ailesi, karaciger mikrozomlarinda bulunan CYP’lerin yaklagik
%18’ini olusturmakta ve giliniimiizde piyasada bulunan ilaglarin yaklasik %20’sinin
CYP araciligiyla gerceklesen metabolizma reaksiyonlarinda katalizor olarak islev
gormektedir (44). CYP2C alt ailesinin insanda esas olarak karacigerde bulunan

CYP2CS8, 2C9, 2C18 ve 2C19 olmak lizere bilinen dort iiyesi vardir (20).

CYP2C alt ailesi enzimleri S-mefenitoin, fenitoin, tolbutamid, S-varfarin ve
nonsteroid antiinflamatuar ajanlar gibi bir¢cok bilesiklerin metabolizmasindan
sorumludur (57). CYP2C alt ailesinin {yeleri %82 civarmda aminoasit 6zdesligi
gostermektedir. Bu yiiksek derecedeki dizilim benzerligine ragmen, CYP2C

izoformlarinda substrat spesifikligindeki ortligmeler nispeten daha azdir (49).

2.4.2. Sitokrom P4502C9 (CYP2C9) yapist

CYP2C9 proteini insan karaciger mikrozomlarmdan piirifiye edilmis ve farkl
sayida CYP2C9 cDNA’s1 izole edilmistir. CYP2C9 cDNA’s1 490 aminoasitlik ve
molekiiler agirlig1 55.6 KDa olan proteinler kodlamaktadir. CYP2C9 proteini iizerinde 6
adet substrat baglanma bolgesi bulunmaktadir. Bu bolgeler proteinin diger kisimlariyla
fazla benzerlik gostermeyen; CYP2C9 proteini lizerinde 96—-117, 198-205, 233-240,
286-304, 359-369 ve 470477 aminoasit bolgelerini kapsamaktadir. Kimerik
proteinlerle ve site-directed mutagenez yontemleri ile yapilan ¢alismalarda CYP2C9 ve
bu genle yakindan ilgili diger izoformlarm, substratlar1 metabolize etme yetenekleri
substrat baglanma bolgeleri i¢cindeki kiigiik bir kisim hatta tek bir amino asit tarafindan
belirlenebilir. Ornek olarak, 5. substrat baglanma bolgesindeki Ile359Leu degisimi
diklofenak hidroksilasyonunda bir etki gOstermezken, tolbutamid ve fenitoin

hidroksilasyonunda belirgin bir azalmaya sebep olur (49).



Bugiine kadar yapilan c¢alismalarda CYP2C9 geninin insanda ilag
metabolizmasindan sorumlu olan en 6nemli enzimlerden biri oldugu belirtilmektedir

(49).

2.4.3. Sitokrom P4502C9 (CYP2C9) gen yapist ve polimorfizmleri

Insanda CYP2C9 proteinini kodlayan gen 10q24.1 bdlgesinde haritalanmistir ve
50.71 kb uzunlugundadir. CYP2C9 geni 9 ekzon i¢ermektedir (34). CYP2C9 geninin
regililatdr ve kodlayan bolgelerinde 50°den fazla polimorfizm tanimlanmistir. Avrupa
populasyonlarinda en yiiksek frekansa sahip olan aleller %12,2 (9,7-15,0%) goriilme
sikligr ile CYP2C9*2 (Argl44Cys, 430 C>T) ve 7,9% (6,5-9,7%) ile CYP2C9*3
(Ile359Leu, 1075 A>C) varyantlaridir. Bu varyantlarin her ikisi de enzim aktivitesini
diistiriirler (52). CYP2C9 geni iizerinde Onemli polimorfizmler Sekil 2.3’te
gosterilmektedir (7). Bunlara ek olarak cesitli caligmalarda daha az siklikta CYP2C9*4
(T1076C, 1le359Thr), CYP2C9*5 (Asp360Glu, 1080 C>G) ve CYP2C9*6 (818delA)
alelik varyantlar1 tanimlanmistir. Ancak CYP2C9*5 ve *6 varyantlar1 Avrupa

populasyonlarinda simdiye kadar bildirilmemistir (52).
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Sekil 2.3. CYP2C9 geni major polimorfizmleri
(Becquemont, L., 2003, Clinical relevance of pharmacogenetics, Drug Metabolism

Review; 35(4): 280°den modifiye edilerek alinmigtir.)
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2.5. K Vitamini

K vitamini 1930 yilindan 6nce Danimarka’li biyokimyact Henrik Dam
tarafindan kesfedilmistir (14). 2—Metil-1, 4 —naftakinon- grubu igeren ve poliizoproneid
bir zincirle substitiie edilmis olan ¢esitli naftakinon tiirevleri K vitamini etkinligini
gosterirler. Bu vitamin en fazla sayida vitamere sahip bir vitamin olarak kabul edilebilir

(39).

K, vitamini (fitonadion veya filakinon), yukaridaki ana gruba baglanmis olarak
fitil grubu igerir. Bu vitamer, yesil bitkilerin yapraklarinda sentez edilir, yesil bitkilerde
fotosentez olaymnda ve ona eslik eden fosforilasyon progeslerinde rol oynar. ilag olarak

tercih edilen K vitamini tiriidir (39).

K; vitamini (menakinon), mikrobik kaynaklidir, fermentasyon yapan
mikroorganizmalar tarafindan ve insanda terminal ileum ve kolonda yerlesmis olan
barsak florasi bakterileri ve diger bazi bakteriler tarafindan sentez edilir. Naftakinon
grubuna eklenmis olarak difarnesil grubu igerir. Barsak florasinda yapilip absorbe

edilen K, vitamini normal durumda gereksinimi karsilar (39).

K vitamini serisinin ana iriinlerinden olan menadion (vitamin K.,) , sentetik bir

maddedir; dogal olarak bulunmamaktadir; organizmaya verildiginde in vivo ortamda

menakinonlardan birine alkile olmaktadir (39).

2.5.1. K Vitamininin Fizyolojik Onemi

K vitaminlerinin temel fonksiyonunun, karaciger hiicrelerinde ve kemiklerdeki
osteoblastlar gibi karaciger dis1 hiicrelerde fonksiyonel 6nemi olan proteinlere bagh
glutamat rezidiielerinin, gama-karboksiglutamata(Gla) doniistiiriilmesi olduguna
inanilmaktadir. Bu doniisiim glutamat rezidiiesinin gama-hidrojeni yerine karboksil (-
COOH) grubu getirmek suretiyle yapilir. Bu olay gama-karboksilaz enzimi tarafindan

katalize edilir. Gereken enerji, hidrokinin formunun K vitamini hidrokinon formunun K



vitamini epoksid formuna déniismesi ile saglanir. ik bulunan, Gla’lanmis protein,

protrombin’dir (39).

Proteinlerdeki Gla rezidiilerinin bilinen tek etkisi kalsiyum baglamalaridir. Bu
baglama protein molekiiliinde biyolojik etkinlik i¢in gerekli konformasyonel degisikligi

saglar.

K vitamini, kanin pihtilasmasinda 6énemli bir faktdrdiir ve son ¢alismalara gore
ayrica kemik metabolizmasinda da kofaktor rolii oynar. K vitamini kan pihtilagsmasinda,
plazma proteinlerinden faktor II, VII, IX, X ve bunlarin yaninda PC, PS ve protein
Z’nin post-translasyonel modifikasyonunda kofaktor olarak islev gormektedir (43).
Protrombin ve sayilan diger faktorlere, K vitaminine bagimli pihtilasma faktorleri adi

verilir (39).

2.5.2. K Vitamini epoksid rediiktaz (VKOR)

Son zamanlarda K vitamininin, karaciger hiicrelerinde fizyolojik 6nemi bulunan
K vitamini epoksidi adli metabolitine doniistiigli gosterilmistir. Bu metabolit ayni
hiicrelerde epoksid rediiktaz enzimi tarafindan tekrar K vitaminine (hidrokinon fomuna)
doniistiirtiliir (39). K vitamininin islevselligini gosterebilmesi i¢in K vitamini 2-3
epoksid rediiktaz, endoplazmik retikulum membraninda K vitamini epoksid rediiktaz
(VKOR) enzimi tarafindan indirgenmeye ihtiya¢ duyar. K vitamini epoksid rediiktaz
(VKOR) enzimi, gama—karboksilasyon i¢in kofaktdr olan K vitaminine indirgenmeyi
saglar (23). Bu olaya, yani K vitamini ile K vitamini 2-3 epoksidi geri doniisiimiine, K
vitamini dongiisii denilmektedir (39). K vitamini dongiisii Sekil 2.4’te gosterilmektedir

(67).

K vitamini dongiisiindeki bu olaylarin molekiil diizeyde nasil ger¢eklestigi heniiz

tam olarak bilinmemektedir (77). Oral antikoagiilanlar esas olarak, K vitamini



epoksidinden K vitamini hidrokinonun rejenarasyonu inhibe etmek suretiyle pihtilagsma
faktorlerinin sentezini bozarlar. K vitamininin, K vitamini 2-3 epoksidinden tekrar

doniisiimii gerceklesmeyen hastalarda kanama olay1 goriiliir (39).

R-varfarin S-varfarin

CYP3A4
CYP1A1

6-hidroksivarfarin  CYP1A2 CYP2CY & hidroksivarfarin
g8-hidroksivarfarin T-hidroksivarfarin
10-hidroksivarfarin

R-varfarin I: S-varfarin |

J_ l K Vitamini

K vitamini K vitamini
diislk formu Epoksidi

Gama-glutamil Karboksilaz

Prekursér pihtilasma 0, co, Aktif.plh!:llagma
faktorleri 2,7, 9, 10 faktorleri 2,7,9,10

Sekil 2.4. K vitamini dongiisii ve varfarin metabolizmasi
(Schwarz U.I., Stein C.M., 2006, Genetic determinants of dose and clinical outcomes in

patients receiving oral anticoagulants, Clin. Pharmacol. Ther.; 80 (1): sayfa 9’dan

modifiye edilerek alinmistir.)
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2.5.3. K vitamini epoksid rediiktaz kompleks alt iinite 1 geni (VKORCI) ve

polimorfizmleri

Son zamanlarda yapilan caligmalarla birlikte K vitamini dongiisiiyle ilgili
bilgilerin atmas1 dogrultusunda bu dongiiyli uygun kilan VKOR enzimini kodlayan gen
bolgesi de kesfedilmistir (51). 2004 yilinda Rost ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢aligmada
yeni bir gen olan VKORCI1 genini bulmuslar ve genin fonksiyonunu hiicre dizilerine
transfer ederek tespit etmislerdir. Northern Blot yontemi ile genin karaciger ve kalp
hiicrelerinde yiiksek ekspresyonu gozlenmistir (64). VKORCI1 geni insanda 16pl11.2
bolgesinde bulunmakta ve 3 ekzon bolgesi icermektedir. VKORCI1 geni 163
aminoasitlik ve 18,6 kDa molekiil agirliginda protein kodlamaktadir (45).

VKORC1 geninde bugiine kadar toplam 28 polimorfizm saptanmis ve
VKORCI1’in hemen hemen tiim genetik varyasyonlariyla ilgili 3 ana haplotip tespit
edilmistir. Cesitli yaymlarda VKORC]1 gen polimorfizmleri i¢in farkli siniflandirilmalar
yapilmistir. Yapilan ¢esitli yaymlarda VKORC1*2 haplotipi, oral antikoagiilanlara kars1
genin degiskenligiyle en c¢ok ilgili haplotip olarak belirtilmistir. -1639 G>A
polimorfizmi VKORCI1*2 haplotipini belirlemektedir (51). VKORCI genindeki
polimorfizmler Avrupa, Afrika, Cin ve Japon populasyonlariyla yapilan ¢aligmalarda

bildirilmistir (55).
2.6. Varfarin Farmakogenetigi

Varfarinin klinikte kullanimi, ilaca kars1 cevaptaki bireysel ¢esitlilik, terapdtik
araliginm sl olmast ve ilaca baglh kanama riski bulunmasindan dolayr zordur.
Varfarin doz gereksinimi, antikoagiilasyon stabilitesi ve kanama riski; K vitamini
alimimi, hastaliklar, yas, cinsiyet, beraberinde kullanilan ilaglar ve kiitle-agirlik indeksi
gibi ¢evresel faktorlere ve genetik faktorlere baghdir. Varfarin tedavisinde fayda—zarar

profilini gelistirmek i¢in biitiin bu sayilan faktorlerin géz oniinde tutulmasi gereklidir.

Varfarin dozunun tam olarak dogru bir sekilde tespiti ile ilgili farmakogenetik

caligmalara kars1 ilgi bir hayli artmis durumdadir. Bu konuyla ilgili son yillarda yapilan



birgok ¢aligma mevcut olup; simdiye kadar varfarin aktivitesi ile ilgili yaklasik 30 gen
tespit edilmistir. Bu genler iizerinde binlerce fonksiyonu bilinmeyen tek nokta
polimorfizmleri bulunmustur. Aynit zamanda protein islevini degistiren 100’{in lizerinde
genetik varyant tanimmlanmustir. Varfarin aktivitesi ile ilgili genler Sekil 2.5°te

gosterilmektedir (76).
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Sekil 2.5. Varfarin biyotransformasyonu ve K vitamini aktivitesi iizerine etkili
olan genler

(Wadelius, M., Pirmohamed, M., 2006, Pharmacogenetics of warfarin: current
status and future challenges, Pharmacogenomics J., 7 (2): s. 4’ten modifiye edilerek

alinmistir.)



2.7. Insan Genetik Cesitliligi

Mutasyonlarin ¢ogu zararli degildir ancak secici olarak ndtral olduklar1 da
diistiniilmektedir. Anne babanin birinin genomunda olmayan baz ¢ifti degisikliklerinin,
her bir yeni zigotta 100 kadar olacag1 beklenmektedir. Bu degisimlerin ¢ogu kodlayan
dizilerde degildir. Kromozomlarin kodlamayan boélgelerinde meydana gelirler. Evrim
yonii sirasinda, niikleotid degisimlerinin sabit akimi, genetik cesitliligi ve bireyselligi

saglamaktadir (54).

2.7.1. Genetik polimorfizm kavrami

Diinyadaki bir¢ok bireyin kromozomlarinda ayni yerde bulunan DNA dizileri
birbirine benzerlik gdsterir. Populasyonda iki farkli birey arasinda DNA’nin yaklasik
1000 bg¢ uzunlugundaki herhangi bir kismi1 ortalama sadece bir baz ¢ifti degisimi igerir.
Bir genin belli bir lokusta yer alan alternatif kopyalarmdan her birine allel denir.
Allellerin genel populasyonda kromozomlarda %1 den fazla bulunmasi genetik
polimorfizm olarak tanimlanmaktadir. Intronlarda ve genler arasinda simirlandirilmis
olmus DNA dizilerinde degisim gosteren bazi alleller vardir. Kodlanan dizi farkliliklar
protein c¢esitliligine ve farkli fenotiplerin ortaya c¢ikmasma sebep olurlar. Genetik
hastaliga sebep olan zararli mutasyonlarin bir¢ogu nadir degisimlerdir. Agir hastaliga
neden olan mutant alleller genetik cesitliligin bir sonucudur. Bircok proteinin, farkl

populasyonlarda nisbeten yaygin ve ayrilabilen sekillerde oldugu tesbit edilmistir (70).

2.7.1.1. Restriksiyon fragmentinin uzunluk polimorfizmleri

Restriksiyon enzimler, DNA’daki dizileri 6zgiil olarak tanir ve sonug¢ olarak
genomik DNA’da dizi degisiklikleri, belirli kesim bdlgeleri yaratir veya onlar1 yok eder.
Bu nedenden dolay1 boyutlar1 degisen bir veya birden fazla DNA fragmenti Southern
blot ve klonlanmig DNA probu ile hibridizasyondan sonra goriiniir hale gelir. 1970’lerin
sonunda genom analizi i¢in Southern blot tekniginin uygulanmasindan kisa bir siire
sonra, restriksiyon enzim bolgelerinin dagilimimin biitiin insanlarda tam olarak ayni
olmadig1 kesfedilmistir. Her ne kadar bazi niikleotid degisikliklerinin varligi, mutasyon

ve protein polimorfizmleri hakkindaki bilgiler vasitasi ile saptanabildiyse de, Southern



blotting teknigiyle belrilenen degisim derecesi bir siirpriz olarak ortaya ¢ikmistir.
Southern blot ile belirlenen enzim kesim yerlerindeki DNA degisimleri, Restriction
Fragment Lenght Polymorphisms (RFLPs) olarak adlandirilir (54).

Belirli restriksiyon endoniikleaz kesilme bolgelerindeki degisimlerden olusan
RFLP’ler, tek niikleotid polimorfizmleri (Single Nucleotide Polymorphism) olarak
bilinirler. Tek niikleotid polimorfizmleri genetik haritalar icin belirleyici olarak
kullanilabilir. Kompleks hastaliklardan sorumlu belirli genlerin kalitimini incelemek

icin tek niikleotid polimorfizmlerine gerek vardir.

DNA sarmal1 6zgiil restriksiyon enzimleri ile kesildigi zaman farkli uzunluklarda
fragmentler olusur ve bu fragmentler, elektroforetik davranislarindaki farkliliklar ile jel

elektroforezinde gozlemlenebilirler (54).

2.7.1.2. Polimorfik Markirlarin Genotiplemesinde PCR’in Kullanimi

Tek niikleotid polimorfizmleri Southern blot ile ortaya konabildigi gibi, polimeraz
zincir reaksiyonunun ardindan restriksiyon enzim kesimi yontemi kullanilarak da
belirlenebilir (Sekil 2.6). Bunun i¢in polimorfik bdlgeyi i¢ine alan primerler
kullanilarak PCR araciligiyla bolge cogaltilir. Uygun restriksiyon enzimi ile PCR
iriiniiniin kesiminin ardindan elde edilen fragmentler agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiiliir ve analiz edilir (70).

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), herhangi bir DNA 6rneginde istenen bolgenin
cogaltilmasin1 saglayan hizli bir in vitro yontemdir. PCR, elde bulunan DNA
orneklerinde segici olarak istenen bdlgenin ¢ogaltilmasini sagladig: i¢in, ¢ogaltilacak
bolge hakkinda onceden bilgi sahibi olunmasini gerektirmektedir. Bu bilgi, istenen
bolgeyi cogaltmak icin gereken, 15-25 niikleotid arasinda degisen uzunluklarda bir cift
primerin belirlenebilmesi i¢in sarttir. Denatiire edilen kalip DNA igerisine primerler
eklendikten sonra, bu primerler tamamlayici dizilerine baglanirlar. Uygun bir polimeraz

enzimini ve dort ¢esit deoksiniikleozid trifosfattan (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) yeterli



miktarda bulunmasi1 halinde, primerler hedef DNA’nin komplementerinin

sentezlenmesini saglarlar (70).
H
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Sekil 2.6. Polimorfik markirlarin genotiplemesinde PCR’1n kullanima.

(Strachan, T., Read, A.P., 1999, Human Molecular Genetics 2, 2nd Etition, BIOS
Scientific Publishers, Ltd., Oxford, UK, ’den modifiye edilerek alinmistir.)

PCR, bir zincir reaksiyonudur, ¢iinkii, yeni sentezlenen DNA dallari, ardisik
dongiilerde sentezlenecek diger DNA’lar icin kalip gdrevi yapmaktadirlar. Is1 ile
bozulmayan polimeraz enzimlerinin kullanimi gerekmektedir ¢linkii PCR 1s1
degisimlerine dayanan ii¢ temel basamaktan olusmaktadir:

1. Denatiirasyon : Yaklasik 93-95°C°de gergeklesir. DNA tek dal haline

gelmektedir.

ii. Baglanma : 50-70°C arasinda gerceklesen ve primerlerin hedef DNA’ya

baglanmasinin gergeklestigi basamaktir

iii. Uzama : 70-75°C arasinda gerceklesir ve yeni DNA dallarmm elde

edildigi asamadir (70).



3. GEREC VE YONTEMLER

Caligmamiza, Bursa Uludag Universitesi Kardiyoloji Anabilim Dali’nda tedavi
gormekte olan 234 varfarin kullanan olguda bireyleraras1 varfarin doz degiskenliginin
belirlenmesi ve ayrica Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim
Dali’'nin belirlemis oldugu 200 saglikli birey {lizerinde Tiirtk populasyonu genotip
dagilimmin belirlenmesi amaciyla CYP2C9 ve VKORCI1 gen polimorfizmleri PCR-
RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir. Varfarin kullanan olgularin demografik
Ozellikleri hasta takip formlarindan temin edilmistir. Calismamiza dahil ettigimiz

saglikli bireylere ait yas ve cinsiyet bilgileri hasta dosyalarindan alinmistir.

3.1. Gerecler

3.1.1. Kullanilan geregler

PCR aleti (thermal cycler) (PE GenAmp PCR System 9700)
Jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi (Gene Genius)
Elektroforez aleti (Consort E844)

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi (EKR)

Hassas terazi (Setra)

Pipet takimi (Gilson)

Manyetik karistirict (1siticili) (Heidolph)

Mikrosantrifiij (Eppendorf)

Pastor pipeti

Su banyosu (Niive)

Vorteks (Heidolph)

Meziir (100°likk 1000°1ik)

Beher (250’lik, 500°liik)

Deep-freeze (Argelik)

Mikrodalga firin (Arcelik)

Buzdolabi (Argelik)



Falkon tiipti (50’lik)

Ependorf Tiipti (1,5 mI’lik)

PCR tiipleri (strip) (Perkin Elmer)
Toplama tiipii (QIAGEN)

Spin kolonu (QIAGEN)

Mini sogutucu

Enjektorliik bidistile su

EDTA’l1 tiip

3.1.2. Kullanilan kimyasal malzemeler

Rutin Agaroz (invitrogen)

Borik asit (Sigma)

dNTP seti (Biotools)

Etanol (95%) (Tekel)

Etidyum Bromid (Sigma)

Proteinaz K (Mobio UltraClean)

TrismaBase (Sigma)

MgCl, (PCR i¢in) (Biotools)

10XPCR buffer (Biotools)

Buffer B2 Soliisyonu(Mobio UltraClean)

Buffer B3 Soliisyonu (Mobio UltraClean)

Buffer B4 Soliisyonu (Mobio UltraClean)

Buffer BS Soliisyonu (Mobio UltraClean)
Molekiiler Weight Marker (Promega, GibcoBRL)
Taq DNA polimeraz (Biotools, AppliedBiosystems)
6X Jel ylikleme tamponu (Sigma)

Zsp?2 I restriksiyon enzimi (SibEnzyme)

AsuC2 I restriksiyon enzimi (SibEnzyme)

Bmel8 I restriksiyon enzimi (SibEnzyme)



3.2. Yontemler

3.2.1. Mobio ultraclean DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak periferik kandan
DNA izolasyonu

- Olgulardan 4-6 cc taze kan, EDTA’l1 tiiplere alinmastur.

- 1.5 ml’lik Ependorflara 20 ul Proteinaz K eklenmistir.

- 200 pl’lik kan 6rnegi tiip igerisine eklenip 15 saniye vortekslenmistir.

- 65 santigrat derecede 10 dakika inkiibe edilmistir.

- 1.5 mI’lik ependorf tiipiiniin kapaginda olusan damlaciklarin diismesi icin kisa siireli
santrifiij yapilmistir.

- 200 ul B2 soliisyonu eklenmistir.

- Dikkatli bir sekilde tiim karisim ependorf tiiplinden kit ile birlikte gelen filtreli tiipe (
2ml lik toplama tiipiiniin igerisinde bulunan) aktarimstir ve 13.000 rpm’de 1 dakika
santrifiij yapilmistir. Filtreli tiip 2 ml’lik temiz baska bir toplama tiipii igerisine
alimmustir.

- Filtreli tiipiin kapag1 agilip tizerine 500 pl B3 soliisyonu eklenmistir. Kapagi kapatilip
13.000 rpm’de 30 saniye santrifiij edilmistir.

- Filtrath tiip dikkatli bir sekilde toplama tiipii igerisinden ¢ikarilmig toplama tiipii
icerisindeki siizlintli dokiilmiis ve filtreli tiip tekrar toplama tiipiine yerlestirildikten
sonra tizerine 500 pl B4 soliisyonu eklenmistir.

- Filtreli tlip kapag kapatilip 13.000 rpm’de 30 saniye santriftij edilmistir.

- Filtrath tip atilmigtir ve filtreli tiip 1,5 ml’lik temiz ependorf tiipleri igerisine
yerlestirildikten sonra iizerine 200 pl BS soliisyonu eklenmistir. 65 derecede 5 dakika
inkiibe edildikten sonra 13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilmistir.

- Filtreli tip 1,5 mI’lik ependorf tiipiinden ¢ikarilmis ve elde edilen DNA ependorf

tiipiinde -20 derecede saklanmistir.



3.2.2. Izole edilen DNA érneklerinin PCR ile amplifikasyonu

AsuC2 I enzimi ile kesim igin VKORCI1 geni amplifikasyon karigimz;

ddH,O 30.8 ul
10xPCR buffer S5ul
dNTP mix 1 ul
primer 1 2 ul
primer 2 2ul
Taq pol 0.2 pl
DNA S5ul
MgCl, 4 ul
-
50 ul

Bmel8 I enzimi ile kesim igin CYP2C9 Ekzon 3’iin amplifikasyon karisima;

ddH,O 31.8 ul
10xPCR buffer S5ul
dNTP mix 1 ul
primer 1 1.5l
primer 2 1.5l
Taq pol 0.2 pl
DNA 5ul
MgCl, 4 ul
-



Zsp2 1 enzimi ile kesim i¢cin CYP2C9 Ekzon 7°nin Nested PCR eksternal

basamag1 amplifikasyon karigimi;

ddH,O 28.25 ul
10xPCR buffer S5ul
dNTP mix I ul
primer 1 2ul
primer 2 2ul
Taq pol 0.25 pl
DNA 7.5 ul
MgCl, 4 ul
-
50 ul

Zsp2 1 enzimi ile kesim i¢cin CYP2C9 Ekzon 7’nin Nested PCR internal

basamag1 amplifikasyon karigimi;

ddH,O 33.8 ul
10xPCR buffer Sul
dNTP mix 1 ul
primer 1 2ul
primer 2 2ul
Taq pol 0.2 pl
Eksternal PCR iiriinii 2 ul
MgCl, 4 ul
+



3.2.3. VKORCI1 geni icin kullanilan amplifikasyon sartlar

94°C de 2 dakika _—, Baglangi¢ denatiirasyonu

94 °C de 20 saniye denatiirasyon
58 °C de 20 saniye baglanma 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak {iriiniin arttirilmasi saglanmustir.

3.2.4. CYP2C9 Ekzon 3 icin kullanilan amplifikasyon sartlart

94°C de 2 dakika —, Baglangi¢ denatiirasyonu

94 °C de 20 saniye denatiirasyon
65 °C de 20 saniye baglanma 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak iriiniin arttirilmasi saglanmistir.

3.2.5. CYP2C9 Ekzon 7 eksternal nested-PCR basamag icin kullanilan
amplifikasyon sartlart

94°C de 2 dakika _—, Baglangi¢ denatiirasyonu
94 °C de 20 saniye denatiirasyon
60 °C de 20 saniye baglanma 35 dongii

72°C de 30 saniye uzama

En sonunda 72°C de 5 dakika tutularak {iriiniin arttirilmasi saglanmistir.



3.2.6. VKORCI geni icin kullanilan primerler

AsuC2 I i¢in;

F - 5°- GCCAGCAGGAGAGGGAAATATC - 3°
R -5 - CCAAGACGCTAGACCCAATGG - 3°

3.2.7. CYP2C9 Ekzon 3 icin kullanilan primerler

Bmel8 I i¢in;

F- 5 - GGA GGA TGG AAA ACAGAG ACTTA-3’

R-5 -TGA GCT AACAACCAGGACTCAT-3

3.2.8. CYP2C9 Ekzon 7 icin kullanilan primerler

Zsp2 1 igin;

Cyp Ext. F1-5’- CCATCCAGGTCAGTAACAGGTCAG -3
Cyp Int. F2-5"-TGCACGAGGTCCAGAGATGC - 3’

Cyp Ext. R1 -5 - CTGGAGAACACACACTGCCAGAC - 3’

Cyp Int. R2 -5’- GATACTATGAATTTGGGACTTCG -3’



3.2.9. Amlifikasyon iiriinlerinin restriksiyon endoniikleazlarla kesimi

3.2.9.1.VKORC1 Geni promotor bolgesinin AsuC2 I enzimi ile kesimi

8 mI’lik PCR firliniine 2 ml enzim buffer ve 0.3 ml enzim eklenmis, 37 °C 16 saat
inkiibe edilerek kesim yapilmistir.
AsuC2 I Buffer — 2ml

AsuC2 I enzim — 0.3ml 37 °C de 16 saat inkiibasyon
ddH,O — 9.7ml
PCR iirlinti — 8ml

3.2.9.2. CYP2C9 Ekzon 3 bolgesinin Bmel8 I enzimi ile kesimi

10 mI’lik PCR iiriiniine, 1 ml enzim buffer ve 1 ml enzim eklenmis, 37 °C’de 16

saat inkiibe edilerek kesim yapilmistir.

Bmel8 I Buffer — 1ml

Bmel8 I enzim — 1ml 37 °C de 16 saat inkiibasyon
PCR iirtinti — 10 ml

3.2.9.3. CYP2CY Ekzon 7 béolgesinin Zsp2 I enzimi ile kesimi

8 ml’lik PCR {irliniine 2 ml enzim buffer ve 0.4 ml enzim eklenmis, 37 °C’de 16

saat inkiibe edilerek kesim yapilmistir.

Zsp2 I Buffer — 2ml
Zsp2 1 enzim — 0.4 ml 37 °C de 16 saat inkiibasyon
ddH,O — 9.6 ml

PCR iirtini — 8 ml



3.2.10. Enzim kesim iiriinlerinin agaroz jel elektroforezi ile ayrilmasi

PCR oOrneklerinin Zsp2I, Bmel8] ve AsuC2I restriksiyon enzimleri ile
kesimlerinden sonra olusan iiriinlerin incelenmesi i¢in %2 lik agoroz jeli hazirlanarak
ornekler agoroz jel elektroforezi yontemine tabi tutulmustur. %2 lik agaroz jel icin
hazirlanan agaroz mikrodalga firm kullanilarak yiiksek 1sida 1XTBE soliisyonu iginde
coziindiiriilmiistiir. Cozeltinin sogumasi beklenerek icerisine konsantrasyonu 0.5 pl/ml

olacak sekilde etidyum bromiir eklenmistir.

-Elektroforeze baglamadan once tank, taraklar ve jel yatagi temizlenip, tankin
beng tizerindeki dengesi ayarlanmis, tarak ve jel kiiveti tanka yerlestirilip, hazirlanan jel

kiivete dokiilmiistiir. Jel donduktan sonra tank 1xTBE ¢6zeltisi ile doldurulmustur.

-20 pl PCR iiriinii alinip, tizerine 2.5 pul 6X lik ylikleme tamponundan konarak
karstirilmis ve jeldeki kuyucuklara yliklenmistir [Her jelin ilk ve son kuyusuna marker

yiiklenmistir].

-Yiikleme islemi bittikten sonra elektrodlar yerlestirilerek 120 wvoltta

yirlitilmiistiir.

-Elektroforez tamamlandiktan sonra jel goriintiileme ve dokiimantasyon sistemi

ile incelenerek goriintiisti alinmistr.

3.2.11. Jelin goriintiileme cihaz ile degerlendirilmesi

Kesilen DNA 6rnekleri agoroz jel elektroforeziyle ayrilmis ve jel goriintiileme
sistemi yardimi ile AA, Aa, aa, BB, Bb, bb ve ZZ, Zz, zz genotipleri tanimlanmistur.
Sonuglara gore bireyler homozigot dominant, heterozigot ve homozigot resesif olarak

adlandirilmistir.



3.2.12. VKORC1 Geninin AsuC2 I enzimi ile kesim sonucu

449 be’lik PCR iirlintiniin AsuC2 I RE ile kesimi sonucu, kesim bdlgesinin olup
olmamasima ve kesim sonucu olusan fragmentlerin biiyiikliigiine gore bireyler AA (326

be ve 123 be), Aa (449 be, 326 bg, 123 bg) ve aa (449 beg) olarak adlandirilmastir.

aa Aa AL Aa

0 ol

492 bg
369 bg
246 bg

123 byg

M1 2 3 45 6 7 8 910

Resim 3.1. AsuC2 I enzimi ile VKORCI geni kesim sonucu (M: marker, 1-10

ornekler)

3.2.13. CYP2C9 Ekzon 3 bolgesinin Bmel8 I enzimi ile kesim sonucu

396 bg’lik PCR iiriiniiniin Bme18 I RE ile kesimi sonucu, kesim bdlgesinin olup
olmamasma ve kesim sonucu olusan fragmentlerin biiylikliigline gore bireyler BB (223

be ve 173 bg), Bb (396 bg, 223 bg, 173 bg) ve bb (396 bg) olarak adlandirilmistir.



492 b +
3649 bg
246 bg <+

123 bg

M1 23 4 5 6 7 8§ 9101112

Resim 3.2. Bme18 I enzimi ile CYP2C9 geni Ekzon 3 bdlgesinin kesim sonucu
(M: Marker, 1-12: 6rnekler)

3.2.14. CYP2C9 Ekzon 7 bolgesinin Zsp2 I enzimi ile kesim sonucu

Nested PCR sonucu olusan 797 bg’lik eksternal PCR iiriiniinden, ikinci PCR
sonucu 156 b¢ uzunlugunda internal PCR iiriinii elde edilmistir. 156 bg’lik internal PCR
driiniiniin Zsp2 I RE ile kesim sonucu, kesim bolgesinin olup olmamasina ve kesim
sonucu olusan fragmentlerin biiyiikliigline gore bireyler ZZ (137 bg ve 19 bg), Zz (156
beg, 137 bg ve 19 be), zz (156 bg) olarak adlandirilmistir. %2’lik agaroz jel kullanilarak
yapilan elektroforez isleminde 19 b¢ fragmenti goriilememekle birlikte, kesim sonucu

olusan diger iki fragmete gore yeterli degerlendirme yapilabilmektedir.



150 bg
100 bg

M1 2 3 4 5 6 7 8 910 11

Resim 3.3. Zsp2 I enzimi ile CYP2C9 geni Ekzon 7 bdlgesinin kesim sonucu (M:
Marker, 1-11: 6rnekler)

3.2.15. Kullanilan ¢ozeltiler

3.2.15.1. Agaroz jel elektroforezi ¢ozeltileri

-%2’lik Agaroz jel Hazirlanmasi:

- 6 gram agaroz tartilip bir beher icinde 1XTBE soliisyonu ile 300 ml ye
tamamlanmis ve mikrodalga firmda %100 lik giligten %10 luk giice kadar kademeli
olarak azaltilarak 5 dakika kaynatimistir.



- 20X TBE Stok Soliisyonunun Hazirlanmas;

121 gr Tris (IM), 61.7 gr borik asit (1M) ve 7.44 gr EDTA( 20mM) tartilirak,

1000 ml distile su i¢erisinde karistirict yardimai ile ¢éziindiiriilmiistiir.

3.2.16 Istatistiksel analizler

Verilerin istatistiksel analizinde SPSS 16.0 istatistik programi kullanilmistr.
Olgulara ait demografik 6zellikler ile CYP2C9 genotip varyantlar1 ve VKORCI genotip
frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski bulunup bulunmamasi ANOVA
testi ile degerlendirilmistir. Varfarin kullanan olgulara ait parametrelerin, bireylerarasi
varfarin doz degiskenligi iizerine etkisini belirlemek i¢in regresyon analizi

uygulanmigtir.



4. BULGULAR

Bursa Uludag Universitesi Kardiyoloji Anabilim Dali’nda tedavi gérmekte olan
234 varfarin kullanan olguda bireylerarasi varfarin doz degiskenliginin belirlenmesi ve
ayrica Eskisehir Osmangazi Universitesi Tibbi Genetik Anabilim Dalr’min belirlemis
oldugu 200 saglikli birey lizerinde Tiirk populasyonu genotip dagiliminin belirlenmesi
amaciyla CYP2C9 ve VKORCI gen polimorfizmleri PCR-RFLP yontemi kullanilarak

incelenmistir.

Varfarin tedavisi géren olgularin cinsiyet, yas, kullandig1 giinliik varfarin dozu,
INR diizeyi, varfarin kullanmasini1 gerektiren endikasyon, varfarinle birlikte kullandig1
diger ilaglar ve sahip oldugu diger endikasyonlar olgular i¢in hazirlanmis olan hasta
takip formundan temin edilmistir. Tiirk populasyon taramasi amaciyla ¢aligmaya katilan

200 saglikli bireyin cinsiyet ve yas bulgular1 hasta dosyalarindan temin edilmistir.

4.1. Varfarin Kullanan Olgulara Ait Bulgular

Calismaya katilan olgularin 1181 erkek, 116’s1 kadin olup yas ortalamasi ise
56.38 + 12,6 olarak saptandi. Olgularin kullandig1 gilinliik varfarin dozu, INR diizeyi,
hedef INR diizeyi ve hedef INR deger araligimmda bulunma durumlari, varfarin
kullanmasin1 gerektiren endikasyonu, varfarinle birlikte kullandig1 diger ilaglar ve sahip
oldugu diger endikasyonlarina ait demografik 6zellikler ¢izelgelerde ayrintili bir sekilde

verilmektedir.



Cizelge 4.1 ve 4.2. Calisma olgularinin cinsiyet, yas, INR diizeyi, hedef INR diizeyi ve

kullandig1 varfarin dozu bilgilerine gore dagilimlari

Demografik n: 234 % Demografik Ortalama
ozellikler ozellikler (n: 234)
Cinsiyet
tstye INR Diizeyi 2.75+0.84
Kadin 116 49.6
Erkek 118 50.4 Giinliik Varfarin 4.85+2.09
Hedef INR Dozu (mg/giin)
Diizeyi
1.5-2,5 arasi1 62 26.5 Yas 56.38 12,6
2-3 arasi 172 73.5

Cizelge 4.3. Calisma olgularmmn hedef INR ve hedef INR deger araliklarinda bulunma

durumlarma goére dagilimlari

Hedef INR n % Hedef INR N %

1,5-25 62 26,5 ic 88 37,6
2-3 172 73,5 Dis 146 62,4
Toplam 234 100 Toplam 234 100

4.1.1. Varfarin kullanan olgulara ait endikasyonlar

Calismaya katilan olgularin varfarin tedavisi i¢in sahip oldugu endikasyonlar
cizelge 4.4’te belirtilmistir. Cizelge 4.4’te, kapak replasmani yapilan hastalar (n: 72),
atriyal fibrilasyon (n: 40), vendz tromboembolizm (derin ven trombozu: 6 ve pulmoner
emboli: 6), hem kapak replasmani yapilan hem de atriyal fibrilasyon endikasyonu
bulunan olgular (n: 72) ve diger endikasyonlara sahip olgularin (serebro vaskiiler olay:

18 olgu, dilate kardiyomiyopati: 20 olgu) dagilimlar1 belirtilmistir.



Cizelge 4.4. Calisma olgularina ait endikasyon dagilimlari

Endikasyon n %

Kapak Replasmam 72 30.8
Atriyal Fibrilasyon 40 17

Venoz 12 5.1

Tromboembolizm

Kapak Replasmam 72 30.8
ve Atriyal

Fibrilasyon

Diger 38 16.3
Toplam 234 100

Cizelge 4.5 ve 4.6. Calisma olgularmin varfarin tedavisi sirasinda kullandigi diger ilaglar ve

olgularda bulunan diger hastaliklarin dagilimlari

Mlaclar n % Diger n %
endikasyonlar
—_ Kollajen 6 2.5
Aspirin >0 217 doku hastahig
Hipertiroidi 2 0.85
Kinidin 8 3.4 Malignite 6 2.5
Karaciger 4 1.7
Diger laclar 4 1.7 fonksiyon
bozuklugu
Diger 216 92.3
Kullanmayan 176 73.2 endikasyonu
bulunmayan
Toplam 234 100 Toplam 234 100

4.2. Calismanin Istatistiksel Bulgular

Calismada olgu gruplari ile saglikli bireylerde belirlenen parametreler ve genotip
frekanslarinin istatistiksel analizleri SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak
degerlendirilmistir. Belirlenen parametreler ¢izelgelerde (C 1-6) ayrintili bir sekilde
verilmis olup, bu parametrelerle genotip frekanslar1 arasinda istatistiksel olarak anlamli

bir iligki bulunup bulunmamasi ANOVA testi ile degerlendirilmistir. Varfarin kullanan



olgularda dozaj algoritmi olusturmak i¢in VKORCI1, CYP2C9 genotip varyantlari ve
yas parametreleri kullanilarak SPSS 16.0 istatistik programi kullanilarak lineer

regresyon analizi uygulanmastir.

4.2.1. Varfarin kullanan olgularda VKORCI1 genotipleri ve CYP2C9 genotip
varyant frekanslar

Cizelge 4.7. Calismaya katilan varfarin kullanan olgularda CYP2C9 genotip frekans dagilimlar

Varfarin kullanan olgular

CYP2(C9 genotip

varyantlari N %
CYP2C9 *1/*1 138 59
CYP2C9 *1/*2 46 19,7
CYP2C9 *2/*2 12 5,1
CYP2C9 *1/*3 34 14,5
CYP2C9 *2/*3 4 1,7
CYP2C9 *3/*3 0 0
Toplam 234 100,0

Cizelge 4.8. Calismaya katilan varfarin kullanan olgularda VKORCI1 genotip frekans dagilimlar

Varfarin kullanan olgular

VKORCI1 genotipleri n A
-1639 GG 68 29,1
-1639 GA 112 47,9
-1639 AA 54 23,1
Toplam 234 100,0




Cizelge 4.9. Varfarin kullanan olgularda VKORC1 ve CYP2C9 genotiplerinin kombine

frekanslari
VKORC1
genotipleri CYP2(C9 genotip varyantlan
*1/*1 *1/*2 *2/%2 *1/*3 *2/*3 | Toplam
-1639 GG 36 20 6 6 0 68
(15,4) (8,5) (2,55 | (2,55) (29,1)
-1639 GA 70 20 6 14 2 112
(29,9) (8,5) (2,55) (6) 0,85 | (47.9)
-1639 AA 32 6 0 14 2 54
(13,7 | (255 (6) 0,85 | (@31
Toplam 138 46( 12 34 4 234
(59) 19,7) (5,1) (14,5) (1,7) (100)

4.2.2.Varfarin kullanan olgularda CYP2C9 genotip varyantlari ve VKORC1
genotiplerinin, olgularin INR bilgilerine gore dagilimlart

Caliymamizda aldigimiz verilere gore, varfarin kullanan olgularda saptanan
ortalama INR degeri dagilimlar1 ile CYP2C9 genotip varyantlar1 (P=0.156) ve
VKORClgenotipleri (P=0.087) arasinda anlamli bir iligki bulunmamaktadir. Ayrica
olgularin hedef INR degerleri ve bu deger araliginda bulunma durumlarmma gore
CYP2C9 ve VKORCI genotipleri arasinda anlamli bir farklilik saptanmamistir
(CYP2C9 genotip varyantlar igin sirastyla P=0,785 ve P=0,93; VKORCI genotipleri
i¢cin P=0,99 ve P=0,33).



Cizelge 4.10 ve 4.11. Calisma olgularinda CYP2C9 ve VKORCI1 genotiplerine gore ortalama INR

degerleri dagilimi

CYP2(C9 genotip | Ortalama INR
varyantlari Degeri

*1/*1 2.85
*1/*2 2.53
*2/%2 2.80
*1/*3 2.51
*2/*3 3.65
Toplam (n=234) 2,75

VKORC1 Ortalama INR
genotipleri Degeri
-1639 GG

2,58
-1639 GA 271
-1639 AA 3.03
Toplam (n=234) 2,75

Cizelge 4.12. VKORCI genotiplerine gore hedef INR degerleri dagilimlar

Hedef INR VKORC] genotipleri

P=0,99 -1639 GG -1639 GG -1639 GG -1639 GG
1,5-2,5 18 30 14 62
2-3 50 82 40 172
Toplam 68 112 54 234

Cizelge 4.13. Calisma olgularinda CYP2C9 genotipleri ile Hedef INR degerleri dagilimlari

Hedef INR CYP2(C9 genotip varyantlan

P=0,785 %1741 %1742 %2/%2 %173 %2/%2 Toplam
1,5-2,5 34 10 4 12 2 62
2-3 104 36 8 22 2 172
Toplam 138 46 12 34 4 234




Cizelge 4.14. Calisma olgularinda CYP2C9 genotipleri ile olgularin Hedef INR deger araliginda

bulunma durumlarma gore dagilimlar

Hedef INR CYP2(C9 genotip varyantlan

P=0,93 *1/*1 *1/%2 *2/%2 *1/*3 *2/*3 Toplam
Dis 54 14 4 14 2 88

ic 84 32 8 20 2 146
Toplam 138 46 12 34 4 234

Cizelge 4.15. VKORCI genotipleri ile olgularin hedef INR deger araliginda bulunma

durumlarma goére dagilimlari

Hedef INR VKORCI1 genotipleri

P=0,33 11639 GG -1639 GA 11639 AA Toplam
ic 20 42 26 88
Dis 48 70 28 146
Toplam 68 112 54 234




4.2.3. Varfarin kullanan olgularda CYP2C9 ve VKORCI genotip

dagilimlarina gore ortalama giinliik varfarin doz miktar: degerleri

Cizelge 4.16. Calisma olgularinda CYP2C9 genotip varyantlarina gore ortalama giinliik varfarin

dozu dagilimlari

CYP2C9 genotip varyantlar Ortalama giinliik varfarin doz miktari
*1/*1 (138) 5,36 mg/g

*1/*2 (46) 4,69mg/g

*2/*2 (12) 3,69 mg/g

*1/*3 (34) 3,71 mg/g

*2/*3 (4) 2,14 mg/g

Toplam (n=234) 4,85 mg/g

Cizelge 4.17. Calisma olgularinda VKORCI] genotiplerine gore ortalama giinliik varfarin dozu

dagilimlar1

VKORC1 genotipleri Ortalama giinliik varfarin doz miktari
-1639 GG 5,60 mg/g

-1639 GA 4,77 mg/g

-1639 AA 4,06 mg/g

Toplam 4,85 mg/g

CYP2C9 geni i¢in heterozigot varyant genotiplerini tagiyan hastalarda (*1/*2 ve
*1/*3 ) gilinlik varfarin dozu gereksinimi 4.28 mg/g olarak saptanirken, normal
olgularda (*1/*1) bu miktar 5.36 mg/g olarak tespit edilmistir (P=0.019). Ayn1 sekilde
CYP2C9 genotipleri agisindan homozigot mutant ve birlesik heterozigot mutant varyant
genotiplerini tasiyan hastalarda (*2/*2 ve *2/*3) giinliik varfarin doz gereksinimi 3.30
mg/g olarak belirlenmis ve normal olgulara gore 2.05 mg/g daha az doz gereksinimi
gosterdikleri saptanmistir (P= 0.017). Varfarin dozu ile CYP2C9 genotip varyantlari
arasindaki iligki sekil 4.1°de gosterilmistir
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Giuinliik varfarin doz miktari (mg/g)
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CYP2C9 genotip varyantlari

Grafik 4.1. CYP2C9 genotiplerinde ortalama giinliik varfarin doz miktar1 grafigi

VKORCI genotipleri agisindan normal genotipe (-1639 GG) sahip olgulara gore
giinliik varfarin doz gereksinimi heterozigot genotipe (-1639 GA) sahip bireylerde 0.83
mg/g daha az degerde bulunmustur (P=0.138). Ayni sekildle VKORCI geni igin
homozigot mutant (-1639 AA) olgularda giinliik varfarin doz gereksinimi 4.06 mg/g
olup normal olgulara gore 1.54 mg/g daha az olarak bulunmustur (P=0.01) (Sekil 4.2).
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Grafik 4.2. VKORCI1 genotiplerinde ortalama giinliik varfarin doz miktar1 grafigi



4.2.4. Varfarin kullanan olgularda gozlenen endikasyonlar ile VKORCI,

CYP2C9 genotip varyantlar: ve giinliik varfarin dozuna gore dagilimlar

Varfarin kullanan olgularda gozlenen endikasyonlar ile CYP2C9 genotip
varyantlar, VKORCI genotipleri ve giinliik varfarin dozu arasinda istatistiksel olarak

anlaml1 bir iligki bulunmamistir (P=0.247, P=0.523 ve P=0.455).

Cizelge 4.18. Calisma olgularinda gozlenen endikasyonlar ile CYP2C9 ve VKORCI genotipleri

arasinda dagilimlari

CYP2C9 Kapak Atriyal Kapak replasmam | Venoz Diger
Genotip replasmam | Fibrilasyon |ve Atriyal Tromboembolizm
varyantlari Fibrilasyon
P=0.247)
*1/*1 46 20 40 6 26
19,7 (8.5 an (2.6 aLb
*1/*2 14 8 14 2 8
(©) 3.4 (6) (0.85) 3.4
*2/%2 6 0 4 0 2
(2.6 @7 (0.85)
*1/*3 6 10 12 4 2
(2.6 4.3) G.D @7 (0.85)
*2/*3 0 2 2 0 0
(0,85) (0,85)
VKORC1 Kapak Atriyal Kapak replasmamni | Venoz Diger
genotipleri | replasmam | Fibrilasyon |ve Atriyal Tromboembolizm
(P=0.523) Fibrilasyon
1639 GG 18 16 22 4 8
(7,7) (6,8) 9,5) (1,7) (3.4)
1639 GA 30 12 40 8 22
(12,8 (5.1 (17 (3.4) 9,5)
1639 AA 24 12 10 0 8
(10,3) (5.1 (4.3) (3.4)
Varfarin
Dozu (mg/g) 4.72 4.38 5.15 4.01 5.27
(P=0.455)
Toplam 72 40 72 12 38
(n=234) (30,8) (17) (30,8) (5,1) (16,3)




4.2.5. Kanama komplikasyonu gerceklesen olgularda VKORCI1, CYP2C9

genotip varyantlari ve giinliik varfarin dozu bilgilerine gore bulgular

Kanama komplikasyonu goriilen ¢aligma olgular1 ile CYP2C9 genotip
varyantlar, VKORCI1 genotipleri ve giinlik varfarin dozu arasinda anlamli bir iligki

saptanmamistir (P=0.702, P=0.260, P=0.728, P>0.05).

Cizelge 4.19. Caligma olgularinda kanama komplikasyonu bilgilerine gére CYP2C9 genotip

varyant dagilimlari

Kanama komplikasyonu |CYP2C9 genotip varyantlar

(P=0.702) w1 | oee2 | w22 | *1/%3 *2/+3  |Toplam

Var 16 2 0 2 0 20
(6,85) | (0.85) (0,85) (8,5)

Yok 122 44 12 32 4 214
(52,1) | (18,8) (5.1) (13,7) (1.7) (91.5)

Toplam 138 46 12 34 4 234

(n=234) (59) (19,6) (5,1) (14,5) (1.7) (100)

Cizelge 4.20. Calisma olgularinda kanama komplikasyonu bilgilerine gore VKORCI genotip

dagilimlar1
Kanama
komplikasyonu
VKORCI1 genotipleri
P=0.260
( ) Toplam
-1639 GG -1639 GA -1639 AA (n=234)
Var 2 10 8 20
(0.85) (4.3) (3.4) (8,5)
Yok 66 102 46 214
(28,2) (43,6) (19,7) (91.5)
Toplam 68 112 56 234
(n=234) (29,1) (47,9) (23,1 (100)




4.2.6. Varfarin tedavisi sirasinda aspirin kullanan olgularin VKORCI genotip
ve CYP2C9 genotip varyantlar: bilgilerine gore bulgular

Caliymaya katilan olgularda, varfarin tedavisi swrasinda aspirin kullanma
durumlar1 ile CYP2C9 genotip varyantlar1 ve VKORCI genotipleri arasinda istatistiksel

olarak anlamli bir iliski saptanmamuistir.

Cizelge 4.21. Calisma olgularmin varfarin tedavisi sirasinda aspirin kullanma durumlari ile

CYP2C9 genotipleri dagilimlari

Tlaclar CYP2C9 Genotip varyantlar:
(P=0.248) Toplam
*1/*1 *1/*2 *2/*2 *1/*3 *2/*3 (n=234)
Varfarin 116 34 6 26 2 184
(49,6) (14,5) (2,6) (11,1) (0,85) (78,6)
Varfarin 22 12 6 8 2 50
ve Aspirin (9,4) (5,2) (2,6) (3,4 (0,85) (21,4)
Toplam 138 46 12 34 4 234
(n=234) (59) (19,7) (5,2) (14,5) (1,7) (100)

Cizelge 4.22. Calisma olgularmin varfarin tedavisi sirasinda aspirin kullanma durumlari ile

VKORCI genotip dagilimlar

ilaclar VKORC1 genotipleri
P=0.073) -1639 GG -1639 GA -1639 AA Toplam (n=234)
Varfarin

60 (25,6) 78 (33,3) 46 (19,7) 184 (78,6)
Varfarin
ve Aspirin 8(3,4) 34 (14,5) 8(3,4) 50 (21,4)
Toplam
(n=234) 68 (29,1) 112 (47,9) 56 (23,1) 234 (100)




4.2.7. Giinliik varfarin doz gereksinimi ile ¢calisma olgularina ait demografik

ozellikler arasindaki iliskiyi belirlemek icin ¢oklu lineer regresyon modellemesi

Giinliik varfarin doz gereksinimi ile olgularin yas, cinsiyet, boy, endikasyonlar,
VKORCI1 genotipleri ve CYP2C9 genotip varyantlar1 arasinda coklu regresyon
modellemesi yapilmistir. Bu modellemeye gore diisiik varfarin dozu gereksinimi ile
ilerleyen yas durumu, VKORCI1 genotipleri ve CYP2C9 genotip varyantlar1 arasinda
anlamli bir iligki bulunmustur. Giinlik varfarin dozu ile olgulara ait genetik ve
demografik 6zellikler arasinda yapilan ¢oklu regresyon analizi sonucuna gore cinsiyet
(P=0,58), boy (P=0,2), varfarinle birlikte aspirin kullanma durumu (P=0,22) ve
endikasyonlar (P=0,55) arasinda anlamli bir iligski saptanmamigtir. Calisma olgularmin
diistik varfarin doz gereksinimi ile anlamli iligki gosteren ozellikleri Cizelge 4.23’te
ayrintili olarak belirtilmistir. Regresyon modellemesine gore yas, CYP2C9 genotip
varyantlar1 ve VKORCI1 genotiplerinin giinliik varfarin doz miktar1 iizerine %29 etkisi

oldugu istatistiksel olarak saptanmistir.

Cizelge 4.23. Calisma olgularinda bireylerarasi varfarin doz degiskeligi iizerine yas, CYP2C9
genotip varyantlar1 ve VKORCI genotiplerinin etkisi

Faktorler P R’degeri (%)
Yas 0.003 7.6
CYP2C9 Genotip varyantlar: 0.001 10
VKORC1 Genotipleri 0.003 7.3

4.3. Calismaya Katilan Saghkh Bireylere Ait Bulgular

Calismada Tiirk populasyonunda VKORCI1 ve CYP2C9 gen polimorfizmlerinin
belirlenmesi amactyla kullanilan 200 saglikli bireyde yas ve cinsiyet bilgilerinin

dagilimlari ¢izelge 4.24.’te belirtilmistir.



Cizelge 4.24. Calismaya katilan saglikli bireylerde cinsiyet ve yas dagilimlari

Demografik ozellikler

Cinsiyet n % Ortalama
Kadin 88 %44 000
Erkek 112 %56 00 -

Yag | e 32.95+17.48
Kadm | - | 27.77£12.29
Erkek | - ] - 37.01+19.84
Toplam 200 1010 R I —

4.3.1. Calismaya katilan saghkl bireylerde VKORCI genotip ve CYP2C9

genotip varyant frekanslar

Cizelge 4.25. Calismaya katilan saglk bireylerde VKORCI1 genotip ve CYP2C9 genotip

varyantlar1 dagilimlari

Saghkh bireyler

CYP2(C9 genotip

varyantlari n %
CYP2C9 *1/*1 120 60
CYP2C9 *1/*2 40 20
CYP2C9 *2/*2 4 2
CYP2C9 *1/*3 26 13
CYP2C9 *2/*3 8 4
CYP2C9 *3/*3 2 1
VKORCI1 genotipleri n %
-1639 GG 52 26
-1639 GA 98 49
-1639 AA 50 25

Toplam 200 100




Cizelge 4.26. Calismaya katilan saglik bireylerde VKORC1 genotip ve CYP2C9 genotip

varyantlar1 kombine dagilimlari

VKORC1
genotipleri CYP2(C9 genotip varyantlarn

*1/*1 *1/%2 *2/%2 *1/*3 *3/*3 *2/*3 Toplam
-1639 GG 34 12 0 4 0 2 26
-1639 GA 60 14 4 12 2 6 98
-1639 AA 26 14 0 10 0 0 50
Toplam 120 40 4 26 2 8 200

4.3.2. Calismaya katilan biitiin bireylerde VKORCI1 genotip ve CYP2CY9

genotip varyant frekanslart

Cizelge 4.27. Calismaya katilan varfarin kullanan olgular ve saglikli bireylerin tiimiine ait

VKORCI1 genotip ve CYP2C9 genotip varyantlarinin dagilimlari

Saghkh bireyler ve varfarin kullanan olgular
CYP2C9 genotip

varyantlari n %
CYP2C9 *1/*1 258 59,4
CYP2C9 *1/*2 86 19,8
CYP2C9 *2/%2 16 3,7
CYP2C9 *1/*3 60 13,8
CYP2C9 *2/*3 12 2,8
CYP2C9 *3/*3 2 0,5
VKORC1 n o,
-1639 GG 120 27,6
-1639 GA 210 48.4
-1639 AA 104 24,0
Toplam 434 100




5. TARTISMA

Kumarin tiirevi bir antikoagiilan olan varfarin, tromboembolik olaylarin
tedavisinde ve dnlenmesinde tiim diinyada genis bir sekilde kullanilan ilagtir. Ancak
varfarinin dar bir terapdtik araligi olmasi, ilaca karsi cevabin bireyler arasinda ¢ok
degisken olmas1 ve tedaviye bagl ciddi kanama olaylarmin goriilmesi riskinden dolay1
tedavinin uygulanmasi ve idaresi zordur (62,75). Varfarin doz gereksinimindeki bu
cesitlilik multifaktoriyeldir. Genetik ve ¢evresel faktorlerin varfarin tedavisinde birlikte
degerlendirilmesi, gerekli olan doz uygulamasinin bireysellestirilmesinde ve uzun stireli
antikoagiilan tedavinin daha giivenli bir sekilde siirdiiriilebilmesi agisindan yardimci

olmaktadir (37).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalarda varfarin farmakogenetigi ile ilgili yaklagik
30 gen bildirilmistir. Ancak bu genler {izerinde daha ¢ok arastirma yapilmasi gerekliligi
kacinilmazdir. Bu genler arasinda varfarin aksiyonu ile ilgili bulunan en 6nemli genler
CYP2C9 ve VKORCI genleridir. CYP2C9 geni varfarin farmakokinetigi, VKORCI1

geni ise varfarin farmakodinamiginde major genler olarak rol oynamaktadirlar (76).

Calismamizda varfarin kullanan 234 olguda ve 200 saglikli bireyde CYP2C9 ve
VKORCI genetik polimorfizmlerinin incelenmesi ve varfarin tedavisinde bu genlerin
etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla caligmaya katilan tiim bireylerde
CYP2C9 geninin 3. ekzonunda bulunan C430T (CYP2C9*2) polimorfizmi ve 7.
Ekzonda bulunan A1075C (CYP2C9*3) polimorfizmi incelenmistir. Ayni1 zamanda
VKORCI geninde bir promotor bdlge polimorfizmi olan -1639 G/A (3673 G/A) hem

varfarin kullanan olgularda hem de saglikli bireylerde incelenmistir.



5.1. CYP2C9 Geninin Nested PCR-RFLP Yontemi Sonuclari ile Literatiir
Bilgilerinin Genotip Frekanslart A¢isindan Karsilastirdmasi

CYP2C9 geni insanda 10. kromozomunun 10q24.2 bolgesinde bulunmaktadir. 9
ekzon igerir ve yaklasik 55 kb uzunlugundadir (51). 490 aminoasitlik ve 55,4 KDa

agirhigmda protein kodlamaktadir.

Bugiine kadar CYP2C9 geni tizerine farkli yontemler kullanilarak yapilan bir¢ok
calisma mevcut olup bu caligmalarda farkli populasyonlarda CYP2C9 genotip
frekanslarinin  belirlenmesi ve bu bulgularin ¢esitli ilaglarla fenotipe etkisinin
incelenmesi amacglanmistir. Calismamizda Tiirk populasyonunda CYP2C9 genotip
frekanslarin1 belirlemek ve bu genotipik varyantlarin varfarin kullanan olgularda

fenotipe etkisini arastirmak amag¢lanmaistir.

Babaoglu ve arkadaglarmin 2004 yilinda yapmis olduklar1 c¢aligmada Tiirk
populasyonuna ait 93 bireyde CYP2C9 alelik varyantlarini belirlemek amaciyla ve bu
alellik varyantlarin fenotipe etkisini losartan kullanarak PCR-RFLP yontemi ile
incelemiglerdir (3). Caligmanin sonuglarina gére CYP2C9*1/*1 varyant frekansi %68,2
ve diger varyantlarin (*1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve *3/*3) frekanslar1 %31,8 olarak
bulunmustur. Bizim ¢aligmamizda, CYP2C9*1/*1 varyantina sahip olgular saglikli 200
bireyde %60, ¢alismaya katilan 434 bireyde ise %59,4; diger varyantlarin frekansi ise
saglik bireylerde %40, calismaya katilan tiim bireylerde %41,6 olarak tespit edilmistir.

Babaoglu ve arkadaglarmin ¢alismalarma gore bizim yaptigimiz ¢calismada diger
genotipik varyantlar agisindan daha yiiksek bir oran bulunmustur. Ancak bunun sebebi
olarak Babaoglu ve arkadaslarinin ¢alismasinda kullanilan olgu sayisinin yaptigimiz
calismaya gore smirli sayida olmasindan kaynaklandigi ve c¢aligmamizin Tiirk
populasyonda CYP2C9 genetik varyantlar1 acisindan daha belirleyici oldugunu

diistinmekteyiz.

Aynacioglu ve arkadaslarinin 1999 yilinda PCR-RFLP yontemini kullanilarak
yapmis olduklari ¢alismada Gilineydogu Anadolu Bdolgesine (Gaziantep) ait toplam 499



bireyde CYP2C9 genotip varyant frekanslarmi belirlemek ve bireylerden 101’inde bu
genotip varyantlarin fenitoin lizerine etkisinin bulunup bulunmadigini incelemislerdir
(2). Calismada, Tiirk populasyonunda CYP2C9 *1/*1 varyant frekans1 %61,72, diger
genotip varyantlarinin frekansi ise (*1/*2 icin %18,04, *2/*2 i¢in %1, *1/*3 icin
%17,23, *2/*3 icin %1,1 ve *3/*3 igin 9%0,8) %38,28 olarak saptanmistir. Bu
calismanin sonuglar1 ile bizim yapmis oldugumuz c¢aligmada elde ettigimiz frekans
degerleri benzerlik gostermektedir. Yilmaz ve arkadaglar1 2000 yilinda yaptiklari
calismada, yine Gilineydogu Anadolu Bolgesine (Gaziantep) ait 64 saglikli birey
tizerinde CYP2C9 genotip varyantlarmi belirlemek ve bu varyantlarin serum timor
markirlar ve sitokinler iizerine etkisini PCR-RFLP yontemi kullanarak incelemislerdir
(78). Calismanin sonuglarma gore CYP2C9 *1/*1 varyant frekanst %64, diger
varyantlarin frekanslar1 ise %36 olarak saptanmistir. Bu iki ¢alismanin ve bizim
calismamizin sonuglarma gore Tiirk populasyonu agisindan bolgeler arasi belirli bir

genotipik fark bulunmadigi gézlenmektedir.

Ozgon ve arkadaslarinm 2008 yilinda PCR-RFLP ydntemini kullanarak yapmis
olduklar1 ¢aligmada Tiirk populasyonuna ait 205 bireyde CYP2C9 genotip
varyantlarmin frekanslary, *1/*1 igin %60 ve diger varyantlar i¢cin %38,5 olarak
saptanmistir  (60). Calismamizda aldigimiz sonuglar CYP2C9 genotip varyant

dagilimlar1 agisindan bu ¢alismayla uyumludur.

Bugiine kadar Tiirk populasyonunda CYP2C9 genotip varyant frekanslari
acisindan yeterli derecede ¢alismanin mevcut oldugu ve bolgeler agisindan belirgin bir
fark bulunmadigi, ¢caligmalarin CYP2C9*2 ve *3 genotiplerinin ilgili oldugu c¢esitli ilag
aktivitelerinin fenotiplere etkisinin aydinlatilmasi agisindan yardimci olacak ozellikte

olduklar1 diistiniilmektedir.

Scordo ve arkadaslarinm 2001 yilinda yapmis olduklari calismada Italyan
populasyonuna ait 157 bireyde ve Etiyopya populasyonuna ait 150 bireyde CYP2C9
genotipleri PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir (69). Calismanin sonuglarina

gore Italya populasyonuna ait bireylerde CYP2C9 *1/*1 varyant frekans1 %65, diger



varyantlarin frekans1 ise %35 olarak bulunmustur. Aymi calismada Etiyopya
populasyonunda bu degerler swrasiyla %86,7 ve %13,3 olarak saptanmistir ve

*2/%2,%2/3* ve *3/*3 varyantlar1 tespit edilmemistir.

Garcia-Martin ve arkadaslarmin 2001 yilinda yaptiklar1 ¢alismada Ispanya
populasyonuna ait bireylerde CYP2C9 *1/*1 frekans1 %69,5 ve diger varyantlarin
frekans1 %30,5 olarak saptanmistir (19). Kamali ve arkadaslarinin beyaz populasyona
ait 297 bireyde gerceklestirdikleri calismada CYP2C9 *1/*1 varyant frekanst %56 ve
diger varyant frekanslar1 %44 olarak saptanmistir (38). Calismamizin sonuglarina gore
saptadigimiz CYP2C9 genotip frekanslari, “caucasian” olarak adlandirilan Avrupa

populasyonlari ile uyumlu olarak bulunmustur.

Kimura ve arkadaglarnin 1998 yilinda yapmis olduklar1 calismada Japon
populasyonunda CYP2C9 *1/*1 genotip varyant frekanst %94,4, diger varyantlarm
frekansi ise %35,6 olarak saptanmistir (41). Bae ve arkadaslarinin 2005 yilinda yapmis
olduklar1 ¢alismada Kore populasyonuna ait 358 bireyde CYP2C9 genotip varyantlari
PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir (5). Calismanin sonuglarma gore *1/*1
varyant frekansi %86,9 olarak bulunmustur. *1/*2 varyanti ¢alismada tespit edilmemis,
*1/*3 varyant frekansi %12 olarak bulunmustur. Ayrica ¢alismada 2. ekzonda bulunan
CYP2C9*13 (T296C) genotip varyant1 4 hastada tespit edilmistir (%1,1). Asya
populasyonuna ait ¢aligmalarda *1/*1 genotip varyant frekansi bizim ¢calismamiza gore

oldukga yiiksek degerlerde bulunmaktadir.

Moridani ve arkadaslar1 2006 yilinda Multipleks PCR-RFLP yontemini
kullanarak yapmis olduklar1 87 Avrupa kdkenli, 44 Asya kokenli ve 47 Afrika kdkenli
Amerikali bireyin dahil edildigi ¢calismada CYP2C9 *1/*1 genotip varyantlar1 frekansi
strastyla %58,6, %95,5 ve %93,6 olarak bulmuslardir (52). Bu ¢alismaya gore Asya ve
Afrika kokenli Amerikan populasyonlarmda CYP2C9 frekanslar1 arasinda biiyiik

benzerlik bulunmakta ancak sonuglar bizim ¢alismamizla uyumluluk gostermemektedir.

Diinyada farkli populasyonlar {izerine CYP2C9 genotip frekanslarinin
belirlenmesi amaciyla yapilan bir¢ok c¢alisma mevcuttur (Cizelge 5.1). CYP2C9*2 ve



CYP2C9*3 genotip frekanslar1 etnik gruplar arasinda oldukga yiiksek oranda degisiklik
gostermektedir (69). Bizim ¢aligmamiz ve daha once Tiitk populasyonunda yapilan
caligmalara gore CYP2C9*2 ve *3 genotip frekanslar1 agisindan en yakin benzerlik

Avrupa populasyonlari ile goriilmektedir.

5.2. VKORC1 Geni -1639 G/A Polimorfizmi PCR-RFLP Yéntemi Sonuclar ile
Literatiir Bilgilerinin Genotip Frekanslart Agisindan Karsilastirilmasi

Calismamizda 200 saglikli bireyde VKORCI1 genotip frekanslar1 -1639 G/G
normal genotip i¢in %26, -1639 G/A heterozigot mutant genotip i¢in %49 ve -1639 A/A
homozigot mutant genotipe sahip bireyler i¢in ise % 25 olarak saptanmistir. Ayni
zamanda ¢aligmaya katilan varfarin kullanan olgular ve saglikli bireylerin tiimii i¢in
VKORCI1 genotip frekanslar1 sirasiyla %27,6, %48,4 ve %24 olarak saptanmistir.
Saglik bireylerle, varfarin kullanan olgular arasinda VKORCI genotip frekanslar1

acisindan bir fark saptanmamagtir.

Ozgén ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 calismanm sonuglarina goére, Tiirk
populasyonunda VKORCI1 genotip frekanslar1 -1639 G/G normal genotipe sahip
bireylerin frekans1 %28,8, -1639 G/A heterozigot genotipe sahip bireylerin frekansi
%42,4 ve -1639 A/A homozigot mutant genotipe sahip bireylerin frekans1 %28,8 olarak
saptanmustir (60). Bu caligma Tiirk populasyonunda VKORCI1 genotipleri tizerine ilk
calisma niteligi tasimaktadir. Ozgdn ve arkadaslarinm yapmis oldugu ¢alisma ile bizim
calismamizin VKORCI1 genotip frekanslar1 acisindan dagilimlar1 oldukg¢a yakin
benzerlik gostermektedir. Bizim ¢alismamiza katilan tiim bireyler agisindan
degerlendirme yapildiginda toplam 434 bireyde VKORCI1 genotip dagilimlari
belirlenmistir. Calismamiz Tiirk populasyonunda VKORCI geni i¢in yapilmis olan en
kapsamli ¢aligma oOzelligi tasimakta ve VKORCI genotip frekanslar1 agisindan

toplumumuzda belirleyici bir 6zellige sahip oldugunu diistinmekteyiz.

Yuan ve arkadaglarmin 2005 yilinda yapmis olduklar1 c¢alismada, Cin
populasyonuna ait 95 bireyde ve Avrupa populasyonuna ait 92 birey lizerinde VKORCI1



genotip frekanslar1 -1639 G/G, G/A ve A/A ig¢in sirasiyla Avrupa populasyonunda
%39,1, %46,7 ve %14,2 olarak saptanmistir (80). Cin populasyonunda ise -1639 A/A
homozigot mutant frekansi %82,1 ve diger bireylerde ise sadece -1639 G/A heterozigot
mutant genotipi saptanmistir (%17,9). Calismada, Avrupa ve Cin populasyonlarinda
VKORCI1 genotip frekanslar1 olduk¢a farkli bulunmustur. Bizim ¢alismamizin
sonuglarmma gore Tirk populasyonu ile Cin populasyonu arasimda VKORC1 genotip
frekanslar1 agisindan ¢ok farkli bir dagilim gozlenmektedir. Ayni caligmaya gore
Avrupa populasyonu VKORCI1 -1639 G/A heterozigot genotip frekanst agisindan
benzerlik gdstermektedir ancak -1639 A/A genotip frekansi ¢caliyjmamiza gore daha
diisiik tespit edilmistir.

Kimura ve arkadaslarinin 2007 yilinda Japon populasyonuna ait toplam 93 birey
tizerinde yapmis olduklar1 caliymada -1639 A/A homozigot mutant genotip frekansi
%86, -1639 G/A heterozigot mutant genotip frekansi ise %14 olarak saptanmustir (40).
Calismada -1639 G/G normal genotip tespit edilmemistir. Bu ¢alismanin sonuglar1 Yuan
ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada Cin populasyonunda -1639 G>A
polimorfizm frekanslar1 ile olduk¢a yiliksek oranda uyumluluk gostermektedir. Bu iki
caligmanin sonucglarma gore Asya populasyonunda VKORCI1 geni -1639 G>A
polimorfizmi agisindan genotipik olarak beyaz wrkla ve bizim ¢alismamizla ¢ok farkl

dagilim gostermektedir.

Zhu ve arkadaglarmin 2007 yilinda beyaz populasyona ait 65 bireyde yaptiklar1
calisgmada VKORC geninde -1639 G/A polimorfizmi genotip frekanslari, -1639 G/G
icin %52,3, -1639 G/A i¢cin %35,4 ve -1639 A/A i¢in %12,3 olarak saptanmistir (81).
Bizim ¢alismamizda -1639 A/A genotip frekansi daha yiliksek bulunmustur.

Sconce ve arkadaslarinm 2005 yilinda Ingiltere’de 297 birey iizerinde yapmis
olduklar1 ¢aligmada VKORCI1 geni -1639 G/G genotip frekansi %25, -1639 G/A
genotip frekanst %56 ve -1639 A/A frekanst %19 olarak saptanmistir (68). VKORCI

genotip frekanslar1 bizim ¢aliymamizla uyumluluk géstermektedir.



Geisen ve arkadaslarmin 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢aliymada Alman
populasyonuna ait 200 saglikli bireyde VKORCI1 geni -1639 G>A polimorfizmi i¢in
G/G genotip frekanst %34, G/A genotip frekansi %48 ve A/A genotip frekanst %18
olarak saptanmistir (21). Bizim ¢alismamizda elde ettigimiz VKORCI genotip

frekanslar1 sonuglari ile belirgin bir fark gériilmemektedir.

VKORCI geni -1639 G>A polimorfizmi {izerine yapilmis pek c¢ok caligsma
mevcuttur (Cizelge 5.1). Ancak Tiirk populasyonu ile VKORCI1 genotipleri agisindan
yapilan calisma sayist bizim ¢alismamizla birlikte sadece iki adettir. Calismamizin bu
nedenle ilgili polimorfizmin Tiirk populasyonu i¢in en kapsamli ¢alisma olmasi ve
VKORCI geni ile ilgili ¢esitli substratlarla ilerde yapilmasi planlanan ¢aligmalarda

yardimct1 olacagini diigiinmekteyiz.



Cizelge 5.1. Caligmalarda elde edilen CYP2C9*2, CYP2C9*3 genotip varyantlari ve VKORCI -
1639 G>A polimorfizmi genotip dagilimlari

CYP2C9 genotip |\ oRrc1 -1639 G>A
Arastirmaci/Yil Populasyon | varyantlari
*1/*1 Diger GG (%) | GA (%) | AA (%)
Kimura ve arkadaslari
1998 Asya 94,4 5,6 _ B 3
Aynacioglu ve arkadaslari Tirkiye 617 383 B B B
1999
Yilmaz ve arkadaglari .
2000 Tarkiye 64 36 _ _ _
Scordo ve arkadaslar1
2001 Avrupa 65 35 _ _ _
Scordo ve arkadaslar1 .
2001 Afrika 86,7 13,3 _ _ _
Garcia-Martin ve arkadaglari Avrupa 69.5 30,5 B B B
2001
Babaoglu ve arkadaslar1 .
2004 Tarkiye 68,2 31,8 _ _ _
Kamali ve arkadaglar1
2004 Avrupa 56 44 _ _ _
Bae ve arkadaslar1
2005 Asya 86,9 13,1 _ _ _
Yuan ve arkadaslari
2005 Asya _ _ _ 17,9 82,1
Yuan ve arkadaslar1
2005 Avrupa _ _ 39,1 46,7 14,2
Elizabeth ve arkadaslari
2005 Avrupa _ _ 25 56 19
Geisen ve arkadaslar1
2005 Avrupa _ _ 34 48 18
Moridani ve arkadaslar1
2006 Avrupa 63,6 36,4 _ _ _
Kimura ve arkadaslari
2007 Asya _ _ _ 15,1 85,9
Zhu ve arkadaslart
2007 Avrupa _ _ 52,3 354 12,3
Ozgbn ve arkadaslan Tiirkiye 60 40 28,8 42,4 28,8
2008
Bizim ¢alismamiz Tarkiye 59,4 40,6 27,6 48,4 24




5.3. Varfarin Kullanan Olgularda VKORCI ve CYP2C9 Genotiplerinin
Sonuclart ile Her Ikisinin Calisildig1 Literatiir Bilgilerinin, Olgularin Demografik

Ozellikleri Acisindan Karsilastirilmasi

Calismamizda elde ettigimiz VKORCI ve CYP2C9 genotiplerinin dagilimlar:
ile olgularin ¢esitli parametreleri iligkilendirilmeye c¢alisilmistir. Bu parametreler,
Gilinliik varfarin dozu, INR, hedef INR, hastalarin endikasyonlari, varfarin tedavisi
sirasinda aspirin kullanimi, kanama komplikasyonu gerceklesen durumlardir. Calisma
olgularinda uygun varfarin doz algoritmi olusturmak i¢in, CYP2C9 ve VKORCI1
genotipleri ile genetik olmayan faktorler ile varfarin dozu arasinda regresyon

modellemesi yapilmistir.

Calismamizin sonuglarma goére, CYP2C9 *1/*1 genotip varyantina sahip olgular
ile *1/*2 ve *1/*3 heterozigot varyant tiplerini tastyan olgular arasinda giinliik varfarin
dozu bakimindan anlaml bir farklilik saptanmistir (P= 0.019). Aym sekilde CYP2C9
*1/*1 genotip varyanti tagityan olgular ile homozigot mutant ve bilesik heterozigot
mutant varyant genotiplerini tagiyan olgularda (*2/*2 ve *2/*3) giinliik varfarin dozu
bakimindan anlamli bir farklilik saptanmistir (P= 0.017). VKORCI1 geni i¢in normal
genotipe sahip bireylerle heterozigot mutant genotipe sahip olgular arasinda anlamli bir
farklilik gozlenmezken (P=0.138), homozigot mutant genotipe sahip bireyler arasinda

giinliik varfarin dozu agisindan anlamli bir farklilik saptanmistir (P=0.01).

Calisma olgularinda CYP2C9 genotip varyantlar1 ile INR, olgularda istenen
hedef INR ve hedef INR araliginda bulunup bulunmama durumlar: arasinda anlamli bir
farklilik saptanmamustir (P=0.156,P=0.785 ve P=0.93). VKORCI genotipleri ile ayni
parametreler degerlendirilmis ve anlamli bir fark saptanmamistir (P=0.087, P=0.99 ve

P=0.33).



Calismaya katilan olgularin sahip oldugu endikasyonlarla CYP2C9 ve VKORC1
genotipleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (P=0.247 ve P=0.523). Calisma
olgularinda bildirilen kanama komplikasyonu orani %8,5 (20 olguda) olup CYP2C9 ve
VKORCI genotipleri arasinda anlamli bir fark saptanmamistir (P=0.702 ve P=0.26).
Varfarin tedavisi sirasinda varfarin ile birlikte aspirin kullanma oran1 %21,4 (50 olgu)
olup CYP2C9 ve VKORCI genotipleri arasinda anlamli bir fark belirlenmemistir
(P=0.248 ve P=0.073).

Caliymamizda bireyleraras1 varfarin doz degiskenligi iizerine bireylerin
demografik 6zelliklerinin etkisinin belirlenebilmesi amaciyla lineer regresyon analizi
yapilmis ve giinliik varfarin dozu {lizerine yas, CYP2C9 genotip varyantlar1 ve

VKORCI genotiplerinin %29 oraninda etkili oldugu belirlenmistir.

5.4. Varfarin Dozu ile CYP2C9 ve VKORCI Genotipleri Arasindaki Iliski

Ozgén ve arkadaslarinin yaptiklar1 ¢alismada, olgularin ortalama haftalik
varfarin dozu ile VKORCI1 ve CYP2C9 genotipleri iliskilendirilmistir (60). VKORCI1
ve CYP2C9 genotiplerinden polimorfik alelleri tasiyan olgularda ortalama haftalik
varfarin dozlar1 normal genotipe sahip bireylerden daha diisiik seviyede gozlenmistir.
Her iki geninde bireyler arasi varfarin doz degiskenligi agisindan dnemli genler oldugu
ifade edilmistir. Bizim c¢alismamizda aldigimiz sonuclar bu c¢aligmayla uyumluluk

gostermektedir.

Sconce ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada CYP2C9 genotip
varyantlar1 arasinda normal genotiple karsilagtirildiginda ortalama varfarin doz
kullanimi1 bakimindan anlamli farkliliklar saptanmistir (68). CYP2C9 *3/*3 varyanti
sadece bir olguda tespit edilmis ve bu olguya varfarin dozunun daha dikkatli bir sekilde
uygulanmasi gerektigi belirtilmistir. Bizim c¢alismamizda varfarin kullanan olgularda
*3/*3 varyant1 bulunmamis ve varfarin dozu ile iliskisi belirlenememistir. Calismada

VKORCI -1639 G>A polimorfizmi de ¢alisilmis ve -1639 G/A ve -1639 A/A



genotiplerine sahip olgularin normal genotipe (-1639 G/G) sahip olgulara gore daha
diisik varfarin dozu gereksinimi gosterdigi bildirilmistir. Bizim ¢aligmamizda benzer
sonuclar elde edilmis, Sconce ve arkadaslarmin g¢aligmasiyla sonug¢larimiz uyumlu

bulunmustur.

Yuan ve arkadaslarinin ¢alismasinda VKORC1 ve CYP2C9 genotipleri ile
varfarin dozu arasinda belirgin farklar oldugu bildirilmistir (80). VKORCI geni -1639
G>A polimorfizmi agisindan, -1639 A/A homozigot mutant genotipe sahip bireylerde
giinliik varfarin doz kullanimi 2.61 mg olarak bulunurken -1639 G/A ve -1639 G/G
genotipine sahip bireylerde bu miktar 3.81 mg olarak bildirilmistir (P=0,0002,
P>0,0001). Calismada CYP2C9 genotip varyantlar1 Cin populasyonuna ait olgularda
%35,4- %7,3 arasinda tespit edilmis, varfarin dozu ile CYP2C9*2 ve *3 genotip
varyantlarmin c¢alisma gruplarinda anlamli bir sonug icin yeterli frekans degerlerinde
olmadigr ve Cin populasyonunda bu genin varfarin metabolizmasinda major rol
oynamadig1 6ngoriilmiistiir. Bizim ¢alismamizla VKORCI1 genotip frekanslar1 agisindan
onemli derecede uyumsuz bulunmasina ragmen varfarin doz gereksinimi agisindan
uyumlu sonuglar géstermektedir. Calismanin sonuglart CYP2C9 genotip varyantlarinin
varfarin dozu tlizerine etkisi agisindan ¢alismamizla uyumlu bulunmamistir. Bunun
sebebi olarak CYP2C9 genotip varyantlarinin etnik gruplar arasinda biiyiik farkliliklar

gostermesi olarak agiklanabilir.

Obayashi ve arkadaslari CYP2C9 ve VKORCI1 geni Japon populasyonunda
dizileme yontemini kullanilarak ¢aligmislardir (55). Calismaya katilan tiim olgularda, -
1639 G>A, 1173C>T ve 1542 G>C polimorfizmlerinin dengesiz baglant1 (linkage
disequilibrium) gosterdikleri belirtilmistir. Bu polimorfizmler haplotiplerine gore 3
grup altinda toplanmig (M1, M2, M3) ve ortalama giinliikk varfarin dozu bakimindan
sirastyla 5 mg, 4.55 mg ve 2.94 mg olarak bulunmuslardir. Japon populasyonu i¢in
major VKORCI1 genotip grubunun M3(-1639 G>A) oldugunu ve kendi
populasyonlarinda beyaz populasyonlara gore daha diisiik varfarin dozu gerektirdigini
belirtmiglerdir. Bizim ¢alismamizda VKORCI1 genotip frekanslari bu ¢alismayla cok
biiyiik farkliliklar gosterse de varfarin doz gereksinimi bakimimndan VKORCI



genotiplerinin etnik grup fark etmeksizin ayni etkinlikte oldugunu sdyleyebiliriz. Ayn1
caligmada CYP2C9 genotip varyantlarindan sadece homozigot normal *1/*1 varyanti
(%94,6) ve heterozigot *1/*3 varyant1 (%5,6) bulunmustur. *1/*3 varyant1 bulunan
olgularda ortalama giinliik varfarin doz kullanimi1 *1/*1 varyant ile karsilastirildiginda
istatistiksel olarak anlamli bir diislis gostermektedir. Bizim calismamizda da bu
varyantlar arasinda varfarin dozu bakimindan anlamh farklilik mevcut olup bu ¢alisma
ile uyumluluk gdstermektedir. Ancak CYP2C9 genotiplerinin etnik gruplar arasi

farklilik gostermesinden dolay1 diger varyantlarla bir karsilastirma yapilamamastur.

Zhu ve arkadaslarinin yapmis olduklar1 ¢alismada, VKORCI geni -1639 G/A
polimorfizmi GG, GA ve AA genotipleri ortalama giinliik varfarin doz miktarlar1
sirastyla 6,7 mg, 4,3 mg ve 2,7 mg olarak bulunmus ve genotipik gruplar arasinda
anlamli farkliliklar oldugu belirtilmistir (81). Linder ve arkadaslar1 ayn1 olgu grubunda
CYP2C9 genotiplerini calismislar ve CYP2C9 varyantlar1 ile diisiik varfarin dozu
arasinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptamislardir (47). Her iki ¢aliymada

ayni olgu grubu kullanilmis ve sonuglar bizim ¢alismamizla uyumlu bulunmustur.

5.5. Olgularda Bulunan INR ve Hedef INR Degerleri ile CYP2C9 ve VKORC1
Genotipleri Arasindaki Tliski

Ozgén ve arkadaslarmm c¢alismasinda, VKORC1 ve CYP2C9 genotipleri
olgularin hedef INR araliginda bulunma durumlar: ile karsilastirilmis ve her iki gen
icinde istatistiksel olarak anlamli bir sonu¢ saptamamigslardir (60). Obayashi ve
arkadaslarinin ¢alismasinda CYP2C9 genotiplerinden *1/*1 ve *1/*3 arasinda ve
VKORCI1 genotipleri arasinda ortalama INR degerleri agisindan anlamli bir farklilik
saptanmamistir (55). Yuan ve arkadaslarinin c¢alismasinda, 104 olguda VKORCI1
genotipleri ve 16 olguda CYP2C9 genotip varyantlar1 arasinda ortalama INR degerleri

acisindan anlamli bir farklilik saptanmamaistir (80).



Bizim calismamizda CYP2C9 ve VKORCI genotipleri arasinda ortalama INR
ve Hedef INR degerleri agisindan anlamli bir farkhilik saptanmamig ve diger

calismalarla sonu¢larimiz uyumlu bulunmustur.

5.6. Varfarin Doz Gereksinimini Etkileyen Faktorlerin Regresyon Analizleri

Ozgon ve arkadaslarinin calismasinda genetik ve genetik olmayan faktorler
kullanilarak c¢oklu regresyon analizi yapilmis ve bunun sonucunda ileri yas durumu,
VKORC1 ve CYP2C9 genotipleri ile vendz tromboembolizm tanist konulmamis
olgularda varfarin tedavisi uygulanisinin diisiik doz varfarin gereksinimi ile anlaml bir
iliski gosterdigi belirlenmistir (60). VKORCI1 geni -1639 G>A polimorfizminin
bireylerarasi varfarin doz degiskenliginde Onemli bir varyasyon oldugunu
belirtmiglerdir. Caligsmalarinda bu 4 faktoriin varfarin dozu degiskenligi lizerinde %34

etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Sconce ve arkadaslarinin ¢aligmasinda varfarin dozu iizerine etki gosteren en
onemli faktorlerin yas, VKORCI1, CYP2C9 genotipleri ve boy faktorleri oldugunu
belirtmiglerdir (68). Bu 4 faktoriin bireylerarasi varfarin doz degiskenligi lizerine %55

etkisi oldugunu belirtmislerdir.

Kimura ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismada, bireyleraras1 varfarin doz
degiskenligi ile yas, cinsiyet, kilo, VKORCI -1639 G>A polimorfizmi, GGCX 8016
G>A polimorfizmi ve CYP2C9*3 varyanti ¢oklu regresyon analizi ile
anlamlandirilmistir (40). Yas(%1,7), VKORCI -1639 G>A (%5,9) ve CYP2C9*3
varyant (%5,2) faktorlerinin toplam etkisi % 12,8 olarak belirtmiglerdir. Diger
faktorlerle beraber toplam %33 varfarin doz degiskenliginin agiklanabilecegini

belirtmiglerdir.

Zhu ve arkadaslarinin ¢alismasinda, yas, cinsiyet, kilo, VKORC1 -1639 G>A
varyasyonu ve CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 varyantlar1 kullanilarak c¢oklu regresyon
analizleri yapilmig ve bu faktorlerin bireylerarast varfarin dozu degiskenligi tizerinde

%61 etkili oldugu bildirilmistir (81).



Obayashi ve arkadaslarinin c¢aligmasinda, regresyon analizleri sonucunda
VKORCI geni -1639 G>A polimorfizminin varfarin degiskenliginin agiklanmasinda
%16,5, CYP2C9 genotip varyantlarinin %13,4 etkili oldugu bildirilmistir (55). -1639
G>A polimorfizminin PCR-RFLP yontemiyle uygulanip varfarin tedavisinde bir marker

olarak kullanilabilecegini belirtmislerdir.

Rieder ve arkadaslarinin calismasinda (63) VKORCI geninde 10 yaygin
polimorfizm saptanmis ve bu polimorfizmlerin varfarin dozu degiskenliginde %23
etkisi oldugu belirtilmistir. Bu polimorfizmlerden 6zellikle -1639 G>A ve 1173 C>T
polimorfizmlerinin varfarin tedavisinde onemli yeri olduklari, bu iki polimorfizmin
dengesiz baglant1 gosterdikleri belirtilmistir. -1639 GA genotipine gore, GG genotipinin
varfarin dozunda %35’lik yiikselmeyle, AA genotipinin ise %32’lik azalmayla ilgili
oldugu belirtilmistir. Higayashi ve arkadaslarmin ayni olgu grubunda yapmis olduklar:
calismada (27) CYP2C9 varyantlarinin varfarin doz degiskenligi iizerinde %6-10

arasinda bir etkisi oldugunu bildirmislerdir.

Bizim ¢alismamizda varfarin doz algoritmi olusturmak i¢in yas, cinsiyet, boy,
INR degerleri, endikasyonlar, VKORCI1 genotipleri ve CYP2C9 genotip varyantlari
kullanilarak univaryans ve multivaryans regresyon analizleri yapilmis ve giinlik
varfarin dozu iizerine yas (%7,6), CYP2C9 genotip varyantlari (%10) ve VKORCI
genotiplerinin (%7,3) %29 oraninda etkili oldugu belirlenmistir. Diger ¢aligmalarda
regresyon analizlerinde VKORCI1 genotiplerinin bireylerarasi varfarin doz degiskenligi
tizerinde ¢alismamiza gore daha yiiksek oranda etkili oldugu goézlenmektedir. CYP2C9
genotip varyantlar1 ve yas faktorlerinin etkileri ise benzer sonuglar vermektedir (Cizelge
5.2). Yapilan diger ¢aligmalarda, diisiik seviyede varfarin gereksinimi iizerine cinsiyet,
boy, kilo gibi fenotipik 6zelliklerin de etkisinin oldugu belirtilmistir. Calismamizda,
regresyon analizi sonucglarma gore varfarin kullanan olgularin boy, cinsiyet, INR
degerleri, endikasyonlar ve varfarinle birlikte aspirin kullanma faktorleri ile diisiik

seviyede varfarin dozu arasinda istatistiksel olarak anlaml1 bir iligki bulunmamastir.



Cizelge 5.2. Calismalarda elde edilen CYP2C9 genotip varyantlart ve VKORCI1 -1639 G>A polimorfizmi
genotip dagilimi sonuglar: ile olgulara ait 6zelliklerin varfarin dozu iizerine etkisi bakimmdan literatiir

verileri ile kargilastirilmasi

Arastirmacy/Yil Populasyon Bireylerarasi varfarin doz degiskenligi iizerine etki
Faktorler Frekans
Ozgon ve arkadaslart CYP2C9 ve VKORCI
200g8 ¥ Tarkiye genotipleri ile yas ve vendz 34
tromboembolizm faktorleri
. CYP2C9 ve VKORCI
Kimura ve arkadaslari s
Asya genotipleri ile yag 12,8
2007 oy
faktorleri
Zhu ve arkadaslart AvVrupa CYP2C9 ve VKORCI1 61
2007 P genotipleri
Obayashi ve arkadaslari Avrupa CYP2C9 ve VKQRCI 29.9
2006 genotipleri
CYP2C9 ve VKORCI1
Sconce ve arkadaslari S
Avrupa genotipleri ile yas ve boy 55
2005 T
faktorleri
ZRS%C;“ ve arkadaslari Avrupa VKORC]I genotipleri 23
1 1 * *
Higayashi ve arkadaglari Avrupa CYP2C9 .2 ve CYP2C9*3 6-10 arasi
2002 genotip varyantlari
CYP2C9 ve VKORCI1
Bizim ¢alismamiz Tarkiye genotipleri ile yas 29
faktorleri







6. SONUC

Calismamizda 234 varfarin kullanan olguda ve 200 saglikli bireyde CYP2C9*2
CYP2C9*3 ve VKORCI genotipleri PCR-RFLP yontemi kullanilarak incelenmistir. Bu
polimorfizmlerin varfarin kullanan olgularda bireyleraras1 varfarin doz degiskenligi
iizerine etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Calismamiza varfarin kullanmayan 200
saglikli birey dahil edilerek Tiirk populasyonunda CYP2C9 ve VKORCI genotip
frekanslarinin ve bu frekanslarin etnik gruplar arasi farklilik gosterip gostermediginin

belirlenmesi amaglanmaistir.

Calismamizin sonuglarma gore;

a. Calismaya dahil edilen tiim bireyler agisindan, Tiirk populasyonunda
VKORCI1 geni -1639 G>A polimorfizmi genotip dagilimlar1t G/G icin %
27,6, G/A icin %48,4 ve A/A igin %24 olarak saptanmistir.

b. Tiirk populasyonunda CYP2C9 geni 430 C>T ve 1075A>C  genetik
polimorfizmlerine gore CYP2C9 genotip varyant frekanslary, *1*1 igin
%359.4, *1*2 icin %19.8, *1*3 i¢in %13.8, *2*2 i¢in %3.7, *2*3 i¢cin %2.8
olarak saptanmigtir. CYP2C9*3*3 varyanti varfarin kullanan olgu grubunda
saptanmamistir ancak ¢aligmaya katilan 2 saglikli bireyde %0.5 frekansi ile

tespit edilmistir.

c. Tiirk populasyonda bu polimorfizmlerin genotip dagilimlart etnik gruplar

arasinda en yakin benzerligi Avrupa populasyonlariyla gostermektedir.

d. Varfarin kullanan olgularda ortalama giinliik varfarin dozu ile CYP2C9
genotip varyantlar1 ve VKORCI1 genotipleri arasinda istatistiksel olarak
anlaml1 farkliliklar saptanmigtir. Bu polimorfizmlerin Tiirk populasyonunda

bireyleraras1 varfarin doz degiskenliinin belirlenmesinde ve klinikte



olgularm varfarin dozaj tespitine yardimc1i bir etken olarak

kullanilabilecegini diistinmekteyiz.

Varfarin kullanan olgularda belirlenen INR degerleri, Hedef INR degerleri,
endikasyonlar, kanama komplikasyonlari, varfarinle birlikte aspirin kullanma
durumlar1 ile CYP2C9*2, CYP2C9*3 genotip varyantlar1 ve VKORCI1
genotipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadigi

saptanmugtir.
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