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Antikoagulan Kullanim Endikasyonu Olan Hastalarda VKORC1 C1173T ve G-1639A

Gen Polimorfizmlerinin Farmakogenetik Etkisinin Ara stirilmasi

OZET

Kumarin turevi bir antikoagulan olan varfarin, tidiinyada tromboembolik olaylarin
tedavisinde ve dnlenmesinde kullanilan bir ilag€mmarin tirevi olan varfarin, antikoagulan
etkinligini vitamin-K-epoksi-rediktaz enzim sentezini inhikederek gostermekte, sonuc
olarak K vitaminine bgmli olaraky-karboksilasyonagrayan II, VII, IX, X gibi koagilasyon
faktorlerinin Uretimi engellenmektedir. Varfarindevi strecinde bireyler arasi ilag yanit
farklhiliklar, varfarine 6zgu dar terapétik pencere ilag etkisinin nétralize edilmesindeki
zorluklarla kagilasiimakta ve hastalar tedavi strecinde kanama veyakioemboli gibi ciddi
komplikasyonlarla kar karlya kalabilmektedir. Bu c¢aimanin amaci, vitamin K epoxide
rediktaz kompleks alt Unite-1 (VKORC1 [G-1639A, C3T]), Faktor V Leiden G1691A
(FVL), Prothrombin/Faktor Il (G20210A) ve Metilemtehidrofolat rediiktaz (MTHFR C677T)
genlerindeki tek nikleotid polimorfizmlerinin aglwrdusu farmogenetik bilginin warfarin

yaniti ve Kklinik sonuclari Gzerindeki etkisinin giialmasidir.

Bu calsmaya terapotik hedef INR geri 2.5-3.5 arasinda ggen toplam 120 hasta dabhil
edilmistir. Varfarin endikasyonu 90 hastada kardiyak néslés (mekanik kapak replasmani,
atriyal fibrilasyon), 30 hastada ise vaskiler néeld® (derin ven trombozu, pulmoner
tromboemboli) konmgtur. Tum calgma grubu icin gunlik ortalama warfarin dozu 4,54
mg’'dir. Periferal kan EDTA iceren vakumlu tipleoptanmstir. DNA izolasyonundan sonra,
FVL, Fll, MTHFR ve VKORC1 polimorfizmlerini tespit etmek icin sezamanli polimeraz

zincir reaksiyonu ve erimezgsi analizleri yapilmytir.

Hasta grubunda, trombotik risk allel frekansi \amil FVL G-A %23.3 (28), A-A %3.4 (4);
FIl (G20210A) G-A %10 (12), A-A 0% (0); MTHFR (C6TY C-T %46.6 (56), T-T %5.9 (7)-
olarak belirlenmgtir. Hastalarin %40 Ind&¥ KORC1(G-1639A) icin AA genotipi v&/KORC1
(C1173T) icin TT genotipi bulunngtur. Antikoagulasyon ve hemorajik komplikasyon risk
(%10.8), VKORCL1 genetik varyantlarina sahip hastidayiksek bulunmyl bu varyantlarin
tasidigl A ve T alleleleri arasinda tam @anti bulunmugtur. Varfarin gereksinimi olan hasta
grubunda FVL polimorfizmini tama orani s@ikli birey prevelansina gore yiksek
bulunmutur.

Anahtar Sozcukler: AntikoagulasyonVKORC1(Vitamin K epoksi reduktaz)



Investigation of pharmacogenetic effects of VKORCT 1173 and G-1639A gene

polymorphisms in patients with indications for theuse of anticoagulant drugs

ABSTRACT

Warfarin, a coumarin derivative, is an oral antgaant used for prevention and treatment of
thromboembolitic cases all over the world. Warfa@n coumarin derivative, produces an
anticoagulant effect by interfering with the vitanK 2,3 epoxide reductase (VKOR) enzyme
and y-carboxylation of vitamin K-dependent clotting faxd such as I, VII, IX, and X.
However, management of warfarin therapy is comg@avith inter individual differences in
drug response, delayed onset of action, difficuliyh reversal and a narrow therapeutic
window leading to increased risk of life-threatepitnemorrhagic adverse events or
thromboembolism The objective of this study was to investigate te&tive impact of
pharmacogenetic information including vitamin K gg® reductase complex subunit-1
(VKORC1 [G-1639A, C1173T]), factor V gene G1691AV(E, prothrombin/factor Il
(G20210A) and methylenetetrahydrofolate reductdd@HFR C677T) single nucleotide

polymorphisms (SNP) on warfarin response and diroatcome.

A total of 120 patients with therapeutic INR valuesging between 2.5 and 3.5 were
included in the study. Warfarin therapy were sthrte 90 patient due to cardiac disorders
(mechanical heart valve replacement, atrial fiétiin), and 30 patient due to vascular
disorders (deep vein thrombosis and pulmonary tbommbolism). For the entire cohort,

daily mean dose of warfarin was 4.54 mg. Periphamdd was collected into evacuated tubes
containing EDTA. After DNA isolation, Real-time PCa&hd melting curve analysis were

performed to detedtVL, FIl, MTHFR andVKORC1polymorphisms .

Among 120 individuals, the data showed that thratichiask allele frequencies — Factor V
Leiden (G1691A) G-A 23.3% (28), A-A 3.4% (4), FIBR20210A) G-A 10% (12), A-A 0%
(0), MTHFR (C677T) C-T 46.6% (56), T-T 5.9% (7). dhisk of over-anticoagulation and
hemorrhagic complications (10.8%) were higher itigoais with VKORC1 genetic variants
carrying this A and T alleles showing complete &igk had . Patients started warfarin therapy

shows FVL polymorphism carring patient higher ptemae than normal patient.

Keywords: AnticoagulationVKORC1(Vitamin K epoxide reductase)
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SIMGELER D iziNi

AF Atriyal Fibrilasyon

aPTT Aktive Parsiyel Protrombin Zamani
ASA Asetil salisilik asit

DVT Derin Ven Trombozu

EDTA Etilendiamintetraasetikasit

FV Faktor V

FVL Faktor V Leiden

HBV Hepatit B virlisi

HCV Hepatit C virtsu

INR International Normalized Ratio

(Uluslar arasi standardize protrombin testi)
ISI International Sensitivity Index

(Uluslararasi sensitivite indeksi)

PZR Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PTE Pulmoner tromboemboli

PTZ Protrombin Zamani

PTZO Protrombin Zamani Orani

RBC Red Blood Cell (Kirmizi kan hticresi)
mcg mikrogram

MD Mitral darlik

mg Miligram

MTHFR Metilentetrahidrofolat Reduktaz
NSR Normal sinus ritmi

SAA Sol atriyal apendiks

SE Sistemik embolizasyon

SEK Sitemik eko-kontrasti

TNP Tekli NUkleotit Polimorfizm

WHO Dunya S&lk Orguti

VKOR Vitamin K epoksid Reduktaz Enzimi
VKORC1 Vitamin K epoksid rediiktaz alt tinite 1 geni
VTE Venoz tromboemboli

1] mikrolitre
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1. GIRIS

Gunumuzde oral antikoagulanlar iginde en sik reeeliéen ila¢ varfarindir. Varfarin, tim
kardiyovaskuler hastaliklari ilgilendiren ilaclagerisinde de recete edilme oranlari agisindan
Amerika Birlesik Devletleri (ABD)'nde 4. sirada yer almaktadir difon and Bushwick
1999). Varfarin ve d@er vitamin K antagonistleri, tromboz glumunu ve geslemesini
Oonlemek amaciyla 60 yildir klinik uygulama alanilrbuglardir. Varfarin, bir vitamin K
antagonistidir ve koagulasyon faktorlerinden I1,I,MX ve X'un gama karboksilasyonunu
engelleyerek aktivasyonularini dnlemektedir. Vanfatdoz yanitinda bireyler-arasi farkliliklar
ve dar terapotik pencere nedeniyle klinik kullamda ciddi gucluklerle kadasiimaktadir.
Varfarin ile tedavi surecinde hedef INR dizeyleandsapma ile kanama veya tromboemboli
gibi 6nemli komplikasyonlarla ker kariya kalinabilmektedir. Atriyal fibrilasyon (AF),
mekanik kalp kapak replasmani, sol atriyal trombiigjokard infarktlisii sonrasi ggtn sol
ventrikil trombus, derin ven trombozu (DVT) ve poiner tromboemboli (PTE) gibi kalp,
damar ve solunum sistemini ilgilendiren patolopler(Hirshet al. 2001) ve ortopedik cerrahi
uygulanan hastalarda (Prandomt al. 2002) tromboembolizmi 6nlemek amaciyla
antikoagulan tedavi 6nerilmektedir. Bu tip Klinikimimlarda antikoagulan tedavinin amaci

trombUs olgumunu ve tromboembolik olay gglnini azaltmaktir.

Vitamin-K antagonisti etkisiyle guclu bir oral aktiagulan olan varfarin, dar terapotik indeks,
bireylerarasi geri doz-yanit dgiskenligi ile karakterizedir (Voora et al. 2005). Artan
antikoaglilan etki kanama, gik antikoagulan etki ise tromboembolizm gibi ciddi
komplikasyonlarin ortaya c¢ikmasina neden olabileakt Bu yelpazedeki ket riskler
arasindaki dengeyi kurmak c¢ok dikkatli bir tedavongtimi gerektirmektedir. Oral
antikoagulan tedavinin, vitamin-K panli pihtilsgma faktorleri Gzerine olan etkisinin yeterli
oldugunu gostermek icin yaun bir sekilde monitorize edilmesi gerekmektedir. Varfarin
kullanimi icin gerekli yilhik harcamalar ABD’'de 50filyon dolar olarak hesaplangtir.
Varfarin’in bu yaygin kullanimina gmen S&lik Hizmetleri Kalite ve Aratirma Dairesi,
ABD’de varfarin kullanim oranlarinin olmasi gereken dguk kaldgini rapor etmektedir.
Bunun ana nedeni ise klinisyenlerin bu ilaci recet¢émeleri halinde kanama

komplikasyonlarindan ¢ekinmeleri olarak belirlegtmi(Evanset al. 2002).

Atriyal trombise bgl olarak ortaya ¢ikan sistemik embolizasyon hemoksismal ve kronik

atriyal fibrilasyon hem de spontan veya kardiowsmsla iliskili olarak olwabilir. PTE,



trombUs ya da birden fazla lokalizasyonda ywenig olan trombduslerin sistemik dglandan
pulmoner vaskuler yaga gocunu ifade eden, siklikla alt ekstremite derémlerinden
kaynaklanan ve tedavi edilmezse Olimle sonucla@akalddi bir klinik sorundur. Pulmoner
embolizm ve DVT ayni patogenezin ayrilmaz bir parcalarak gorilmekte ve ventz
tromboemboli (VTE) olarak da ifade edilmektedir ¥&a 2009). Klinik, radyolojik ve
fonksiyonel olarak ciddi bir probleme yol agmayaibrih-trombosit agregasyonundan,
vaskiler yatgin tam oklizyonu sonucunda fatal seyredebilen &blayla da kagmiza
cikabilmektedir (Gaget al. 1995, van WGCet al. 2002). Bu nedenlerle VTE ve PTE gecigmi

hastalarda antikoagulasyon tedavisi kilavuzlaraitmektedir.

AFdeki hastalari iskemik inmeden (Gage al. 1995, van WCet al. 2002) ve bazi akut
koroner sendrom hastalarinda, miyokard enfarktietingiurlenet al. 2002, van Est al.
2002) korudgunu gosteren randomize Klinik gahalar bulunmaktadir. Ayni zamanda ventz
tromboemboli hikayesi olan hastalari, derin vermipozu ve pulmoner emboliden korumakta
(Franciset al. 2002, Ridkeret al. 2003), ortopedik cerrahi uygulanan ve mobilizasgonda
guclukler bulunan hastalarda da varfarin ile ardtkdlan tedavi 6nerilmektedir (Prandaati
al. 2002).

Tromboemboli riski olgturan kardiyovaskiler hastaliklarda varfarinin etkdlzeyde
tutulmasi (genellikle hedef INR: 2.5-3.5) tedawkieligi acisindan dnem gamaktadir. INR
dizeyinin 2.5 seviyesinin altinda olmasi trombirsnfsyonu ve tromboemboli riskinde gati
neden olmaktadir. @er yandan INR dizeyinin terapotik seviyelerin Uzée olmasi beyin
kanamasi, gastrointestinal sistem kanamasi gibmd@ilili kanama riskini beraberinde

getirmektedir.

Bu yuksek lisans caimasinin amaglarindan birisi, varfarin metabolizmdan sorumliu
vitamin-K-epoksi-rediktaz (VKOR) enzimindekgen polimorfizmlerinin prevelansini
varfarin kullanim endikasyonu olan Turk hastalaadatirmaktir. Calgmadan elde edilecek
bulgularla Turk populasyonund&KORC1polimorfizmleri prevalansinin belirlenmesine katki
sgglanmasi amaclanmaktadiikincil olarak bu gen polimorfizmini tayan hastalarda INR
duzeyleri, tromboembolik ya da hemorajik komplikasharin takibi yapilarak warfarin doz-
yanit iliskileri aragtirllacak ve normal bireylerle kalastirilacaktir. Dger bir deysle
calismada varfarin kullanim endikasyonu olan Turk hastdd VKORC1genindeki C1173T
ve G-1639A tekli nukleotid polimorfizmlerinin, vanfin duyarlilgi ile olan korelasyonunun
sorgulanmasi hedeflengtir.



Bugline kadar yapilan csinalarda trombozla gkilendirilmis c¢esitli polimorfizmler
tanimlanmgtir. Klinik rutin kullanima da giren bu polimorfizZierin en sik analiz edilenleri
arasinda Faktor V Leiden (FVL), Metilen tetrahidrat rediktaz (MTHFR), Protrombin
G20210A mutasyonlari yer almaktadir. Bu tez galasinin bir dier amaci,VKORC1
polimorfizmlerinin yaninda, tanimlanan bu trombakegen polimorfizmleri ile etkilgimleri

de aratirmaktir.

Sonucta bu calma ile incelenecek olaWKORC1 polimorfizmleri ile trombojenik gen
polimorfizmlerinin olwturdugu profilin varfarin endikasyonu olan hastalarda &aa ve
tromboz riski ile ne dlgtide korele olglunun belirlenmesi hedeflenmektedir. Ortaya ¢ikacak
olan sonuglarin hastalarin varfarin tedavisininiretkir sekilde idamesinin gganmasina

katkisi olup olmayaga da dgerlendirilecektir.



2. KURAMSAL TEMELLER

2.1. Antikoagilan Tedavi

Antikoagulan tedavi, tromboz ggiinini engellemek amaciyla, DVT, akut PTE, inme ve
iskemik kalp hasta@n gibi tromboembolik hastaliklarda yaygin olarakll&ailmaktadir
(Aguilar and Goldhaber 1999, Van Akehal.2001).

Gunumizde antikoagilan tedavi icinshea iki grup ilactan yararlaniimaktadir. Bunlar
kullanimlari 60 yili gkin bir sireyle s6z konusu olan heparin ve varthrinHeparin ve
turevleri parenteral uygulamalarla hizli etkinlikagrken, kronik antikoagilasyon
gerektginde oral bir antikoagilan olan varfarin tercih lediktedir. Varfarin, etkinfiini
vitamin-K baiml proteinlerin sentezini engelleyerek antikoagiietki gosterirken, heparin
pihtilasma faktorlerini inaktive ederek etki gostermekted#arfarinin, heparine goére en
blyuk Gstunlgu as1z yoluyla alinmasidir (Kayaalp 2002).

2.2. Oral Antikoagulan Endikasyonlari

AF insidansi ygla artan, en sik rastlanilan kalp ritim bozuddur. AF, kardiyak, pulmoner,
metabolik, toksik, endokrin hastaliklarda veya dg#nenormalilerle birlikte gorulebilir.
Prevalansi 60 ywan Uzerinde %6 diuzeylerine ghaaktadir. AF'de kalma suresinin arti
tromboemboli riskinde agh da beraberinde getirmektedir. Onceden gegicinnkeatak,
sistemik emboli, inme, hipertansiyon hikayesi, kkfipak hastahi, kalp yetmez§i, tiroid
hastaliklari, 75 yan Uzerinde olanlar AF acisindan ytksek risk alichd AF’li hastalarda
tromboembolizm kaynakli inme ve o6lumleri 6nlemedal aantikoagulan tedavinin etkili
oldugu gosterilmgtir (Fuster et al. 2006). Kardiyovaskuler risk faktorlerini ilk kez
tanimlayan ve ileriye donuk 10 yillik kalp ve dantestalgl riskini belirlemek amaciyla
yapilan Framingham camasina goére, kronik AF’li hastalarda Klinik olarédnimlanmg
embolizasyon olay riski her yil icin %5 civarindagwang et al. 2003). Serebrovaskiiler
embolizasyon riski AF’li hastalarda %28 iken, siniismli hastalarda %7 civarindadir.
Varfarin belirgin birsekilde AF’li hastalarda iskemik inme riskini azagdtticin, bu hastalara
hedef INR arafii 2.0-3.0 (varet al.2002, Hurleret al.2002) olacalgekilde varfarin tedavisi

onerilmektedir.

Kronik AF’'de, inme ve tromboembolik komplikasyonkarénlenmesi icin ilk basamak

tedavide onerilen etkirdi kanitlanmg ilaclar varfarin ve asetil salisilik asit (ASA).avfarin



ve plasebonun ksitastirildigi calsmalarda, varfarinin plaseboya gore inme riskiniaamli
oranda azalt®n gosterilmgtir. Kronik AF'ye bali gelisen inme ve tromboembolinin
Onlenmesinde varfarin kullanimi bugin icin tghtnaz Ustinlge sahiptir (Fusteet al.2006).

Varfarin ile oral antikoagulan tedavisi %68 oraranskemik inme riskini azaltmaktadir ancak
es zamanl olarak major hemorajik komplikasyonlariskini de artirmaktadir (Atrial
Fibrillation Investigators 1994). Varfarin almayaf’li hastalarda iskemik inme oranlari her
yil icin %12 duzeylerindedir (Atrial Fibrillationnlvestigators 1994, The European Atrial
fonksiyonel sakat@i olan hastalarin orani %59 oranlarinda seyretnaekt@iylek et al.
2003). Varfarin tedavisinde olmayan hastalarda boembolizm orani genel ATRIA
kohortunda her 100 &de yillik 2.5 oranindadir (Get al. 2003) ve dier kohortlarda bu oran
daha da yuksektir (Wangt al. 2003, Atrial Fibrillation Investigators 1994, Gageal. 2001,
Hart et al. 1999). Yuksek tromboembolizm riski varfarin tedayls %50 dizeylerinde
azaltiimstir (Go et al. 2003, Singeret al. 2004). Bu fayda, varfarin gkili intrakraniyal
hemorajinin (varfarin tedavisindeki her 10Qiée yillik 0.47 orani, varfarin tedavisiz her 100
kiside yilhk 0.29 oraniyla karlastiriidiginda) ek riskini gmaktadir (Geet al. 2003, Fanggt

al. 2006). Kalici AF'deki bir hasta icin risk dengesgrfarin kullanimi lehinedir (Atrial
Fibrillation Investigators 1994). Bunagmaen varfarin kullaniminda birey ve populasyon

seviyelerinde optimizasyon yapilmasi gerekmektedir.

Mekanik kalp kapak replasmani sonrasi g@geli tim komplikasyonlarin yakigk %75'ini
antikoagulan igkili kanama veya tromboembolizm gturmaktadir (Kortkeet al. 2001).
Kanama veya tromboembolizm komplikasyonlarinin dinebir bolumi kalp kapak
replasmani sonrasindaki ilk 6 ayda g6zlenmektedzun donem takiplerde hastalarda
gOzlenen INR duzeylerindeki gigkenlikler antikoagulan-ifikili komplikasyon riskini de
artirmaktadir. Orngin kanama veya tromboembolizm gozlenen hastalaré®’ftda INR
deserlerinin hedef terapdtik argin disinda oldgu tespit edilmgtir (Butchart 1992). Mekanik
prostetik kalp kap& olan hastalarda, tromboemboli riski ¢ok yuksektie uygun
antikoagulasyon kullaniminagmen yillik inme riski %2- 4 arasinda seyretmektéduntze
et al. 1989, Saouet al. 1990). Biyoprostetik kalp kagaolan hastalarda, 6zellikle ilk 3 ay
icerisinde yuksek tromboemboli riski bulunmaktadBu risk daha sonraki donemlerde,
mekanik kalp kap& olan hastalara gore dahasdktir ve ilk 3 ay yuksek tromboemboli riski

nedeniyle antikoagulasyon tedavisi Onerilmektediromboembolik olaylara yonelik



profilaksi amaciyla antikoagulan tedavinin mitrabzgsyonda biyoprostetik kalp kaga
bulunan, atriyal fibrilasyonlu, sol atriyumu gelemis (>5.5 cm), atriyal trombis veya
gecirilmis tromboemboli hikayesi olan hastalarda da 6mur sajndirtlmesi 6nerilmektedir.
Bu hastalarda varfarin kullaniminda takip edilenRINdezeri 3.0-4.5 arasinda olmasi

gerekebilmektedir.

Kalp kapak protezinin pozisyonundangbasiz olarak tromboembolik olaylarin %12-14’G
olimcul seyirlidir. Kanama olaylarinin ise %13-19Glimcul seyirlidir. Tromboembolik
komplikasyonlarin insidansini etkileyen en 6nenalktérlerden bir tanesi de antikoagulan
tedavinin yeterli olup olmagidir. Antikoagulasyonun gecici olarak dahi kesilmes
tromboemboli riskini alti kat artirir. Hastalarin4@inda antikoagulan tedavinin yeterli
duizeyde olmagh saptanmytir. Ozellikle atriyal fibrilasyon, atriyal pihtdilate sol atriyum ve
gecirilmis emboli hikayesi olan hastalarda mutlaka antikcagidedavi uygulanmalidir (Gok
2002).

Sol atriyum ve 0Ozellikle sol atriyal apendiks, raltrkapak yetmez#i veya darlg olan
hastalarda trombis gghinin en sik oldgu anatomik yerlgmlerdir. Trombus varfi ise,
embolik olay riskini artirmaktadir. Mitral dagh (MD) ve AF, trombls gejime riskini artiran
patolojiler arasinda yer alir. AF ve MD, sol atmyucinde trombus okumu ve Klinik olarak
sistemik embolizasyon riskinin yiksek offlu iki énemli patoloji olup, bunlarin birlikte
bulunmasi s6z konusu riski daha da arttirmaktddD. ve AF'da sol atriyum iginde kan
akiminin belirgin derecede yay@amasi ve pihtigna eiliminin artmasi ekokardiyografik
olarak spontan eko kontrasti (SEK) olarak tanimaeatrositlerde rulo formasyonu ve
trombUs olgumu ile sonuclanir. AF olgularinda sol atriyal ttmiislerin %50 ile %75 arasinda
desisen bir bolimi sol atriyal apendiks icinde ortay&ngakta olup, nonvalviler AF
olgularinda gorulen trombuslerin tamamina yakin bidlimi sol atriyal apendiks
yerlesimlidir. Kalp ve damar bguklarinda SEK ve trombis alumu icin [imen igcindeki kan
akim hizinin ve "shear stresinin” kritik bir dizeltina dgmesi gerekfi gosterilmitir. Sol
atriyal mekanik fonksiyonunun bir gostergesi ol&mahizlarinin azai, trombis olgumunu

ve sistemik embolizasyon riskini artirmaktadir (feust al. 2006).

Solunum sistemi patolojisi olan PTE, trombUs yandaltiple trombduslerin sistemik vendz
sirkilasyondan pulmoner vaskuler ygagocini ifade etmektedir ve bu durum siklikla alt
ekstremite derin venlerinden kaynaklanmaktadirnfeumer embolizm ve derin ven trombozu
(DVT) ayni patogenezin ayrilmaz bir parcasi olagikilmekte ve vendz tromboemboli



(VTE) olarak da ifade edilmektedir. Trombls gliktan sonra, kopan trombls parcalari
venoz sirkulasyon yolu ile %25’'i gaakciger, %10'u sol ak@er ve %65'i her iki ak@er
pulmoner dolgmina iletiimektedir. VTE'li olgularin %30’ unda ikik olarak gikar PTE
gelismekte ve %40’ Inda emboli radyolojik olarak goruetigbilmektedir (Saka2009). VTE
olgularinda uygulanan varfarin tedavisinde hedeR IMralgl 2.0-3.0 arasinda olmasi

onerilmektedir.

PTE'nin heparin veya dilk molekul &irhikh heparin tedavisi sonrasinda idamesinde oral
antikoagulanlar ve en sik olarak da varfarin kullaaktadir.ilk PTE atgl geciren hastalarda
antikoagllan tedavi suresinin en az 6 ay olmasirildmektedir. Antifosfolipit antikor
sendromu veya FVL mutasyonu olan hastalarda iseaznl2 ay antikoagilan tedavi
gerekebilmektedir. Tekrarlayan VTE @ta geciren hastalarda risk-yarar oranini

deserlendirilmesi sonucunda émur boyu tedavi onerilteék (van ES 2002).
2.3. Varfarin

1920'li yillarin balarinda Kuzey Amerika’'da (North Dakota ve Alben®@ Kanada'da bir tar
yonca (sweet clover”, tas yoncasi) ¢gdini yiyen sgirlarda kanama ve hematomlar ghasi
Uzerine yapilan incelemeler sonucunda, lgularda kanamaya yol acan maddenin dikumarol
(“dicoumarol) oldugu 1940 yilinda Dr. Karl Paul Link tarafindan tespdilmistir. Link
tarafindan izole edilen bishidroksikumarin maddesisentetik bir tirevi olan varfarin bu
sekilde bilim dunyasinin kullanimina girghir (Link 1959, Hunter 1961). Sentezlenen
hidroksikumarinlerden biri olan varfarin ismi akionolup, “‘warf” calismalari destekleyen
(patent sahibi) Wisconsin AlumanuaeResarchFoundation” isimli vakfin ilk harflerinden
olusmakta ‘arin” ise sulfix-arin (“coumarin”)’den gelmektedir (Link 1959, Hunter 1961).
Onceleri fare zehiri olarak kullanilan bu madde ala@onra kan sulandirici 6zglliden
faydalanilarak oral antikoagulan olarak tedavideamaya bglamistir. Oral antikoagulasyon
olarak varfarin kullanimi, insanda ilk defa WiscindJniversitesinde Meyer tarafindan
uygulanmg ve Subat 1941'de tebd edilmesine rgmen Ekim ayinda yayinlangtir
(Binghamet al. 1941). Haziran 1941'de bu konudaki ilk yayin yapskir (Butt et al. 1941).
Varfarin'in ~ klinik  kullanim icin uygun hale getirilmesindeDr. Link'in “Endo
Labaratuvarlari”’nda gorevli olan arkadaGordon’un ¢cakmalari 6nemli rol oynangtir. Endo
Labaratuvarlari ilact, Coumadifi adi ile piyasaya surmgtiir (Wright et al. 1948, Report of
the Working Party on Anticoagulant Therapy in Cagn Thrombosis to the Medical
Research Council 1969). 1970'lerde varfarin kulani elik eden airn kanama



komplikasyonlari yiiziinden tedirginlik yaratsa ddZRestlerinin INR ile standardizasyonu
sonrasinda tekrar kullaniimayastzamstir. Halen varfarin tedavisinin guvegini artirmaya
yonelik cabalar ygun birsekilde sirmektedir.

Ticari olarak varfarin levo ve dekstro rasengiékillerde bulunur ve yarilanma 6mri 36
saattir. Tedavi edici konsantrasyonu uygulanan ahagtubunun belirlenen hedef INR
deserlerine gore belirlenmektedir. Varfarinin fonksng etkinligi koagilasyon testi olan
PTZ ile kontrol edilir. PTZ, doku tromboplastini kalsiyum varlginda plazmanin pihtgaa
suresini 6lcmekte kullanilir. Bu ger ayni zamanda ekstrensik ve ortak koagulasyoumnyol
deserlendirmede kullaniimaktadir. PTZ, ekstrensik vé&alo koagllasyon yollarindasé€kil
2.6.) bulunan pihtilena faktorlerinin (Faktor I, 11, V, VII, X) duzeylerden etkilenen bir
parametredir. Test sirasinda kullanilan trombopiastpihtilasmayi aktive etme 6zefline
gore test sonuclar laboratuarlar arasgigesnlik gosterebilir. Bu konuda standardizasyon
sglanmasi amaciyla INR hesaplamasi yapiimaktadir.absirpsiyon gorilen, tedaviye
uyumsuzluk gosteren veya ilaca konjenital olarakerli olan bireylerde protrombin

zamaninin daha siklikla élgtilmesi gerekmektedir.

Sekil 2.1. Varfarin Molekultinin 3 Boyutlu Modeli
www.3dchem.com/molecules.asp?ID=207

2.4, Varfarin Farmakodinamigi

Varfarin, K vitamininin antagonisti olaralglev gortr. K vitamini, pihtilgma etmenlerinin

amino ucunda yer alan 6zgul glutamik asit rezidikerbir karboksil grubu ekleyen



karacgerin bir enzimi olargama-karboksilam ko-faktéridir. Pihtilgma faktorleri 11, VII,
IX ve X ile dosal endojen antikoagulanlar olan protein C, S, vé&atboksil grubu eklenmgi
glutamik asit rezidueleri icerirler (Berkner 20@&yttie 1985).

Vitamin K-bggimli gama-karboksilaz endoplazmik retikulumda yierae vitamin K-b&imli
proteinlerin sekresyonu sirasinda karboksillennmalegslar. Vitamin K-b&imli proteinlerin
optimum fonksiyonu ic¢in tim glutamik asit rezidiilen gama-karboksilasyonu gereklidir.
Sonugcta, hiicre yuzeyinde yer alan fosfolipitlerésigam balanmasi ile kan koagtlasyonu
veya ekstraselller matrikste hidroksiapatit molkkiilolusur. Gama-glutamil karboksilaz
hemen tim insan dokularinda bulunur ve otozomaingénini olan tek karboksilaz da
vitamin K-baiml proteinlerin (koagilasyon faktdrlerinden 11JIVIX ve X ile antikoagulan
faktorlerden protein C ve protein S) modifikasyodan sorumludur (Walliret al. 2002,
Wallin and Hutson 2004).

Gama-glutamil karboksilaz aktivitesi icin K-vitannirkinonun (naftokinon) indirgenmi
bicimi ko-faktor olarak gereklidir. Vitamin K ilearfarin’in yapisal benzerliklerine bakilacak

olursa antikoagulan etkisinin vitamin K ile naskagonist etki olgturdusu anlgilabilir.
Vitamin
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Sekil 2.2. Vitamin K bggimli gama karboksilasyon sistemi (Krynetskiy and



McDonnell 2007)

Karboksilaz, K-vitamini hidrokinonu, Vitamin K 2,8poksite (Vitamin-K epoksit) oksidize
eder. Vitamin K’'nin indirgenmgi haline dongima varfarin tarafindan VKOR enzimi bloke
edilerek inhibe edilir §ekil 2.3.). VKOR’un inhibisyonu geridégumludir.ilacin kesilmesi
veya K vitamini verilmesi ile kumarin Grinlerinirtkderi notralize edilebilir. Dger yandan
yuksek dozlarda K vitamini verilmesi (>5 mgq) iler&aigerde biriken K vitamininin VKOR
enzimini baypas etmesi nedeniyle bir haftayr gecgimeyle varfarin rezistansina neden
olabilir.

PROTROMBIN PREKURSORU PROTROMBIN
Glutamik asit Karboksilaz Karboksi-glutamik asit
-NH-CH-CO= co —HN-CH-CO=
' are : |
pone o N cH,
A
AY 1 |
yCH, v CH,
| /\
COOH COOH  COOH

Vitamin-K hidrokinon

(indirgenmis) Vitamin-K 2,3 epoksid

‘f\\ﬁ Warfarin reaksiyonu
\ bloke ediyor

x e
Vitamin-K 2,3 epoksid rediiktaz
(VKOR)

Sekil 2.3. Varfarin’in Etki Mekanizmasinin Ozetlenmesi. VitamK

hidrokinon protrombin jenerasyonunda ko-faktér akar gorev yapar
(Vitamin-K 2,3 epoksid’e oksidize olarak). Vitamiinin indirgenmg haline
donumu Varfarin tarafindan VKOR enzimi bloke edilergihibe edilir.

(futuremedicine.com/doi/pdf/10.2217)

2.5. Varfarin Farmakokineti gi ve Farmakodinamikleri

Varfarin’in tedavi amacl kullaniminda iki enantiyerden (R-varfarin ve S-varfarin) gan
rasemik bir kagimdir. Varfarinin S-izomeri, R-izomerine gore 3-atldaha etkin bisekilde
VKOR enzimini inhibe eder (Choonas al. 1986). Varfarin Ust gastrointestinal sistemden
hizla absorbe olur; biyoyararlanimi yiksektir. gl8di bireylerde oral yolla varfarin
verilmesinden yakkak 90 dakika sonra maksimal kan dizeylerinesileri(Breckenridge
1978, Kelly et al. 1979). Rasemik varfarin’in yari omri 36-42 saaft®'Reilly 1987).

10



Albumin ve asit glukoproteinlerden orosomukoid-1 wosomukoid-2'ye bganarak
dolasima katilir (Otagireet al. 1987, Palaregt al. 1996).

R-varfarin ve S-varfarin enantiomerleri farkbkillerde metabolize olur. S-varfarinin, inaktif
“sitokrom P450 (CYP) 2C9’dur. Bunun yaninda R-varfan oksidatif metabolizmasi
baslica CYP3Adile olur ancakCYP1A1, CYP1A2, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19
enzimleri de gik eder (Tham et al. 2006). Varfarin metabolizmasSekil 2.4.'de
Ozetlenmgtir. Varfarinin metabolik Grlnlerinin eliminasyorige esas olarak bdbrekler yolu
ile olur (Horton and Bushwick 1999).

S-varfarin, R izomerine gore yakle 5 kat daha potent olmasi nedeniyle S-izomerinin
metabolizmasinin inhibisyonu daha ©6nemli klinik sgar dgurur. Fenilbutazon,
sulfinpirazon, metronidazol, ve trimetoprim-sulfaimeksazol S-varfarin metabolizmasini
inhibe ederler ve varfarin etkisini ciddi olarakiarlar. Amiodaron ise hem S- hem de R-
izomerin de metabolizmasini inhibe ederek varfagtkisini dnemli dizeylerde artirir
(O'Reilly et al. 1987).

GGCX kodlar
Hipofonksiyonel Fonksiyonel
FIL VI, IX, X FIL VIL IX, X
7 rotal C, S, Z proteinleri

C. S, Z proteinleri . .
P v-glutamil karboksilaz

O H.0

indirgenmis vitamin K Vitamin K epoksid

vitamin K
epoksid rediiktaz

4= \/KORC1 kodlar

-

. CYP2C9
T — S-warfarin tarafindan metabolize
: ’ R-warfarin edilir

tarafindan metabolize edilir

Sekil 2.4. Varfarin Metabolizmasinin Ozetlenmesi (Yin and Bty 2007)
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2.6.Varfarin ve Di ger Ilag Etkilesimleri

Varfarin kullanilan pek cok ilagla etkimektedir (Destat al. 2001, Holbrooket al. 2005).
Ayrica vitamin K’'nin diyetle alimi ve depolamasaricger fonksiyonu, hastadla elik eden
bagka tibbi hastalik ve ila¢ alimi uygulamalarindakilehmektedir (Cizelge 2.1. ve 2.2.).
Varfarin dozu hastanin klinik tablosuna gore behdcek olan hedef INR gerine ulgmak
Uzere ayarlanir. Karager hastalarinda doz azaltllIWKORC1genine bgli olarak varfarine
duyarlihk yarattgl belirlenmi tekli nikleotid polimorfizmlerinin varfiina bl olarak yine
varfarin doz ayarlanmasinin yapilmasi artik stanplarsedire girmidurumdadir. Bairsakta
vitamin K sentezleyen florayr ortadan kaldiran gespektrumlu antibiyotik verilenlerde
duyarhhk artmaktadir.

Cizelge 2.1Varfarinin Etkinligini Artiran Ilaglar.

Varfarin Etkinli gini Varfarin Uzerine ilac Metabolize Eden
Artiran ilaglar Varsayilan Etki Primer Enzim

ANTIBIYOTIK / ANTIFUNGAL AJANLAR

Siprofloksasin 1A2, 3A4 inhibisyonu 3A4
Kotrimaksazol

Eritromisin 1A2, 3A4 inhibisyonu 3A4
Flukanazol 2C9, 2C19, 3A4 inhibisyonu
izoniyazid 2C9, 1A2 inhibisyonu
Metranidazol 2C9, 3A4 inhibisyonu

Mikonazol 3A4 inhibisyonu

Vorikanazol 3A4, 2C9 inhibisyonu

KARDIYOVASKULER ILACLAR

Amiodaron 2C9, 1A2, 3A4 inhibisyonu 3A4, 2D6
Klofibrat
Diltiazem 1A2, 3A4 inhibisyonu 3A4
Fenofibrat
Prapofenon 2D6
Propranolol 1A2, 2D6, 3A4
Sulfinpirazon 2C9 inhibisyonu, 3A4

indiksiyonu

ANTI-INFLAMATUAR ILACLAR
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Fenilbutazon 2C9 inhibisyonu, 3A4 2C9
indiksiyonu
Piroksikam 2C9
SANTRAL SINIR SSTEMI
Sitalopram 2C19
Entakapon
Sertralin 2C9, 3A4 inhibisyonu 3A4

GASTRANTESTINAL SISTEMILAGCLARI

Simetidin 2C9, 2C19, 3A4, 1A2
inhibisyonu

Omeprazol 1A2 indiksiyonu, 2C19 2C19
inhibisyonu

BITKISEL DESTEKUYICILER

Boldo-fenugreek

Qulinggao

Anabolik steroidler 3A4 (testesteron)

Zileuton 1A2

Cizelge 2.2 Varfarin Metabolizmasinindiikleyenilaclar.

ilag inhibitorleri flag Sinifi Varfarin Uzerine  Ilag Metabolize Eden
Varsayilan Etki Primer Enzim

Griseofulvin Anti-infektif 3A4 indiksiyonu

Nafsilin 1A2 induksiyonu

Ribavirin

Rifampin 2C9, 1A2, 3A4,
2C19 induksiyonu

Kolestiramin Kardiyovaskiler

Mesalamin Antiinflamatuar

Barbituratlar
Karbamazapin
Merkaptopdirin

Yuksek icerikli
besinler

Santral sinir sistemi3A4, 2C19

ilaclari induiksiyonu
2C9, 2C19, 3A4
induksiyonu
Dger ilaclar
Vitamin K VKOR baypasi

3A4

13



2.7.Varfarin ve Diyet ile K-Vitamini Alimi

Gunluk K vitamini ihtiyaci egkin i¢cin 80-120 (ortalama 100) mcg arasindadir.eflgy alinan

K vitamininin édnemli bir kismi bitkilerde bulunanidkinonlardan sglanir (O'Reilly 1980,
Suttie et al. 1988). Varfarin kullanan hastalarin normal simdéa K vitamini almasinda
sakinca gorulmemektedir. Ancak ylksek dozlarda kamini iceren gidalarin alinmasi
varfarin etkisinde inhibisyona neden olmaktadir. wtamini iceren gidalarin diyetten
tamamen cikarilmasi ise mumkuin gddir. Genel uygulamalarda hastalarin beslenme
planlarinda gunlik K vitamini alim oranlarini sabhitmaya cakmalari dngorilmektedir. K

vitamini iceren gidalar Cizelge 2.3.’de 6zetlegitini

Vit. K

(mcglverilen Agirhk Yaygin
GIDA KATEGORI Slgiim) gram Slgiim
SEBZELER
Lahana (donmus, pismis, kaynamisg, kurutulmus, tuzsuz) 1,147 130 1 kupa
Lahana (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 1,062 130 1 kupa
Ispanak (donmus, pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 1,027 190 1 kupa
Ispanak (konserve, kurutulmus) 988 214 1 kupa
Ispanak (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 889 180 1 kupa
Yesil salgam (donmus, pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 851 164 1 kupa
Seker pancari (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 697 144 1 kupa
Yesil salgam (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 529 144 1 kupa
Yesil hardal (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 419 140 1 kupa
Briksel lahanasi (donmus, pismis, kaynamig, kurutulmus, tuzsuz) 300 155 1 kupa
Brokoli (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 220 156 1 kupa
Briksel lahanasi (donmus, pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 219 156 1 kupa
Sogan, taze yesil sogan (cig) 207 100 1 kupa
Brokoli (donmus, dogranmis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 183 184 1 kupa
Ispanak sufle 172 136 1 kupa
Maydonoz (¢ig) 164 10 10 dal
Ispanak (cig) 145 30 1 kupa
Kuskonmaz (donmus, pismis,kaynamisg,kurutulmus, tuzsuz) 144 180 1 kupa
Lahana tursusu (konserve, kati ve sivi) 135 236 1 kupa
Marul, kivircik, iceberg (cig) 130 539 1 bas
Brokoli (cig) 89 88 1 kupa
Bamya (donmus, pismis,kaynamig,kurutulmus, tuzsuz) 88 184 1 kupa
Lahana (pismis,kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 73 150 1 kupa
Bamya (pismisg,kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 64 160 1 kupa
Borilce (donmus, kaynamis, kurumus, tuzsuz 63 170 1 kupa
Lahana (kaynamisg, kurumus, tuzsuz) 58 170 1 kupa
Marul (cig) 57 56 1 kupa
Kereviz (pismis, kaynamis, kurutulmus, tuzsuz) 57 150 1 kupa
Salatalik (kabuklu, cig) 49 301 1 blyuk
Bezelye (soyulmus yiyecekler, donmus,kaynamig,kurutulmus, tuzsuz) 48 160 1 kupa
Ispanak (cig) 48 10 1 yaprak
Lahana, kivircik, kis lahanasi (gig) 48 70 1 kupa
Borilce (kaynamis, kurumus, tuzsuz) 44 165 1 kupa
Lahana (¢ig) 42 70 1 kupa
DIGER
Galeta unu (kuru, rendelenmis, baharatl) 55 120 1 kupa
Lahana salatasi 56 99 3/4 kupa
Eriste, sehriye, yumurta, ispanak pismis 162 160 1 kupa
Erik, kuru erik, hogaf (seker eklenmeden) 65 248 1 kupa
;Zﬂ;ﬂ@ borek, pasta gesitleri, tarife gére hazirlanmis, kraker firinda 59 239 1 tane

Cizelge 2.3.Vitamin K iceren Gidalarin Ozetlenmedilksek K vitamini iceren gidalar
(>300 mcq) sari ile belirgin hale getirilghir. (Booth and Suttie 1998, Booth and Centurelli
1999)
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2.8. Varfarin Farmakogenetgi

Tromboembolinin ve gealebilecek inme riskinin 6nlenmesinde bugin icin &arfin
tartisiimaz  Ustinlgine kagin, klinik uygulamalarda antikoagilan etkighin didzenli
laboratuvar takibi ile kontrol gereksinimi, dardpbtik penceresi, 6ngorilemez vesigken
olabilen farmakolojik yaniti, anti-trombotik etkisn gec bsalamasi, pek cok ila¢ ve
yiyeceklerle etkilgimi, genetik gegili varfarin direnci gibi sinirliiklari s6z konusud
Varfarinin terapotik cevabi, protrombin zamaninintérnational Normalised Ratio” (INR)
parametresiyle olcilmektedir (van den Besselaab1980z ihtiyaci, kgiler arasinda 20 kat
varyasyon gosterebilgii icin varfarin dozunu ayarlamak zordur (Takahaahid Echizen
2003). Yanly dozaj, Ozellikle tedavinin Bingicinda ortaya c¢ikan, yuksek kanama veya
tromboemboli riski t@amaktadir. Varfarin tedavisi sirasinda @@o hemorajik
komplikasyonlar, ila¢ ifkili 6lumlerde ilk sirayr almaktadir (Landefeld armgeyth 1993,
Runcimanet al. 2003). Her birey, genleri ile ¢evresinin etkitainin bir Grinudir. Boylece
varfarin dozunun gerekli terapétik cevabi vereldlegekilde ayarlanmasinda cevresel ve
genetik faktorler etkilidir. Doz ayarlanmasindaikin farmakolojik ajanlara verdi cevabi,
tasidigl genetik polimorfizmler etkileyebilmektedir.

Farmakogenetik; hastalarin ilaclara verdcevaplarin olgmasinda temel bir rol oynayan
genetik faktorlerin incelenmesidiilaca verilen yanitin genetik temeli, molekiiler djdes
incelenmektedir.ilac cevabinda genetik g#ilik; ilag metabolize edici enzimlerde, ilag
hedef/reseptérlerinde ve ilagc transport proteinkdgi molekiler alterasyonlageklinde
karsimiza c¢ikmaktadir (Ensoret al. 2001). Bugunki farmakogenomik bilgimizin biyuk
kismi; ilag-metabolize edici enzimleri, ila¢ traospproteinleri, reseptorleri ve ilag-sinyal
yolaklarindaki proteinleri kodlayan genlerdeki modirfizmleri tarayan assosiyasyon
calismalarina dayanmaktadir. Her bireyin ayri bir géngapisinin olmasi nedeniyleskie
Ozel ila¢ tedavisini 6ngéren bir bilim dali olanrfaakogenetik, bireye gou ilacin, dgru

hastaya, dgru zamanda ve giou dozda verilmesini amaclamaktadir.

Bir kumarin turevi olan oral antikoagulan olarakigla kullanilan “varfarin”in etkili ve
guvenli dozunun belirlenebilmesi icin de farmakogtdatemelli tedavilerin kullaniimasi
gerekmektedir. Klinisyenlerin hasta icin en uyguarfarin dozunu belirleyebilmesi igin
VKORC1 genindeki varfarin duyarlgini etkileyebilecek tekli nikleotit polimorfizmler
(TNP) belirlenmitir.
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2.8.1. Vitamin K epoksi rediiktaz alt birim 1(VKORC1)

Varfarin, karacggerdeki vitamin K siklusuna etki ederek, indirgegmvitamin K'nin
rejenerasyonunu kisitlamaktadir ve boylece inagthitilasma faktorlerinin aktiflemesini
engellemektedir. Varfarinin hedefinin “Vitamin K esit rediktaz (VKOR)” enzimi oldiu
30 yil 6nce tanimlanmgtir (Bell et al. 1972, Bell 1978). Varfarin farmakodinagime etki
edenVKORC1geni vitamin K epoksi rediiktaz (VKOR) enzimini kachaktadirinsanda 16.
kromozomda 16p11.2 bolgesinde lokalize o§myaklggik 5 kb DNA buyukligindedir (Liet
al. 2004, Stafford 2005) Sekil 2.2.). VKOR enzimi de 163 amino asitten w@ln, 3
transmembran domaini olan bir integral membran gmadir. VKOR'In amino ucu
endoplazmik retikulum limenine, karboksil ucu igeogazmaya uzanmaktadir (Stafford
2005).

Chr 16
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Sekil 2.5 VKORC1geninin gosterimiww.ncbi.nlm.nih.gov)

VKOR enzimi, Vitamin K 2,3-epoksit'in Vitamin K hidkinon’a indirgenme reaksiyonunu
katalizlemektedirindirgenmg Vitamin K ( Vitamin K hidrokinon); koagtilasyon faiklerinin
(I, VI, IX, X), endojen antikoagtlan protein C, & ve dger Vitamin K bg mli proteinlerin
glutamik asit reziduleriniry-karboksiglutamata karboksilasyonu igin gerekli kafakt6rdir.
Bu vitamin K ba&imli proteinler glutamat dizeyindekarboksillenme ile fonksiyoneiekle
donsmektedir (Roset al.2005).
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2.9.Antikoagulasyon Yogunlugunun Monitorizasyonu
2.9.1. PTZ (protrombin zamani) ve INR (intermtional normalized ratio)

Oral antikoagulan tedavinin monitorizasyonu icinsgk kullanilan test protrombin zamanidir
(PTZ). PTZ, K vitamini bgimli prokoagulan pihtilema faktorlerinin Ggtinden etkilenir
(Faktor 11, VII ve X). Varfarin tedavisinin ilk gdarinde PTZ, yari 6mru 6 saat kadar kisa
olan faktdr VII'nin azalmasindan etkilenir. Dahansaki ginlerde ise faktor X ve II'nin
azalmasiyla PTZ uzar. PTZ kan plazmasinda Ol¢cidiby amacla kan sitrath kan tipine
alinir. Santrifijlenen kanda kan htcreleri plaznmadgrilir. Bu testte ekstrinsik yoldan fibrin
pihtisi olgana kadar gecen sture 6lgulmektedir. PTZ 6lcimiatkipplazmaya kalsiyum ve
tromboplastin eklenerek yapilir (Hirgt al. 2003). Tromboplastin klasik anlamiyla ake,
beyin, plasenta gibi dokulardan elde edilen fopidlprotein ekstraktini ifade eder. Bu
ekstrakt faktor VII araci ile faktér X'u aktive eden doku faktori ve fosfod icerir. Farkh
dokulardan elde edilen tromboplastinlerin varfarimntikoagilan etkisine vefdi yanitlar
icerdikleri fosfolipid miktarina, elde edildikledoku ve hazirlagiyéntemlerine goére farkl
farkhidir. Tromboplastinin yanit verme yet@neiluslararasi sensitivite indeksi (International
Sensitivity Index (IS1)) ile belirlenir. Her bir &tici Urettgi her doku faktord igin I1SI deeri
belirler. Bu ISI dgeri herhangi bir doku faktortintn uluslararasi séadte edilmg bir drnek
ile nasil kagilastirildigl ortaya koymaktadir. ISI g@eri genellikle 1.0 ile 2.0 arasindagikgr.
Olcuim hatalarini asgariye indirmek icinséil 1SI deseri olan tromboplastinlerin kullaniimasi
Onerilmektedir. Son yillarda ISl geri 0.9-1 arasinda @sen rekombinant insan doku
faktorleri Gretilmeye bdanmstir (Tripodi et al. 1994).

PTZ o6lciminde pihti ofuncaya dek gecen stre optik olarak olculir. Proianzamani
orani (PTZO) ise bir hastanin protrombin zamanmormmal kontrol plazmadan elde edilen
sonuca bolinmesi ile elde edilengdedir. Ancak varfarin tedavisindeki hastalarda yata
PTZ veya PTZO olcumleri, farkh tromboplastinlerimarfarine farkli yanit verme
egilimlerinden dolayl hatalara neden olabilmektediBu ylzden oral antikoagtlan
tedavisindeki hastalarda monitorizasyon guv@nii artirmak igcin 1982’de INR kalibrasyon
modeli kullaniimaya bganmstir. 1983 yilinda da Dunya $lak Orgitii (WHO) niin sundgu
1983 yilinda sundiu raporda PTZ'nin standardize edifialinin INR oldwgu bildirilmistir
(Sternet al. 1997).
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INR = (PTZastd PTZortalama norma)ISI veya
log INR = ISI (log g6zlenen PTZO)

INR ile Ureticilerin kullandiklar1 farkh doku faktleri nedeniyle olgacak hatalarin asgariye
indirilmesi ve standardizasyonu hedeflegtmi PTZ'nin referans argh genellikle 12-15

saniye iken, INR’nin normal argh 0.8—1.2'dir.

DusUk doz antikoagulan tedavide hedef INR 2.0-3.01adzlir. Prostetik kalp kapaolanlar
ve tekrarlayan tromboemboli profilaksisinde INRgdgnin 2.5-3.5 arasinda olmasi onerilir.

Antifosfolipid sendromunda ise daha yiiksek dozlardmektedir.

Uzun sdreli varfarin alan bazi hastalarda tedasiydirmek zor olabilir, ciinkii bu hastalar
doz-cevap ikkisinde beklenmeyen dalgalanmalar gosterebilirl@u beklenilmeyen
dalgalanmalar bircok nedeneghaolarak ortaya cikabilir ki, bunlar arasinda; Piestinde
yanlgliklar, vitamin K1 aliminda d#siklikler, varfarin metabolizmasinda gigiklikler, K1
vitaminine b&mli pihtilggma faktorlerinin sentezinin birlikte kullanilan diar tarafindan
etkilenmesi sayilabilir.

Otoantikorlarin hiicre membranindaki fosfolipid vetginlerle birlamesiyle ortaya ¢ikan ve
pihtilasma faktdrlerinin hiicre membrani ile etkilini etkileyerek tromboz igin bir risk
faktori olarak ortaya cikan lupus antikoagulanlsthkarda oral antikoagulan tedavisinin
gozlenmesinde kullanilabilecek géir teknikler; protrombin aktivitesinin olciimesiativ
protrombin konsantrasyonu, protrombin ve prokanneéstleridir. Bireyler bu ilaci yagaya
da hizlh metabolize ettiklerinden doz durumu biedlgstiriimelidir. Bu nedenle bgangicta
sik INR takibi gerekir. Ventz tromboemboli (VTE)aglarinda INR dgerinin 2.0-3.0
arasinda olmasi gerekirken, bileaflet mekanik ka&pa olan hastalarda bu gerin 2.5-3.5
arasinda olmasi gerekir. Antikoagulan etki ve vamfdoz gereksinimi stabil olduktan sonra
INR haftada bir izlenebilir. Varfarine karbir yanita neden olabilecek faktorlerin, ogime
birlikte verilen ilag tedavilerinin vagiinda, INR daha sik izlenmelidir.
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Cizelge 2.4Varfarin KullanimEndikasyonlarind&ledef INR Araliklari
(http://www.gpnotebook.co.uk/simplepage.cfm?ID=1625155)

ASA: Asetil salisilik asit, NSR: normal sinUs ritmi

Hedef INR ARALI GI ENDIKASYON
/ ASA 75-100mg

DVT nin profilaktik tedavisi

1.8-2.5 Aortik pozisyonda biyolojik kapak replasmani (notma
ejeksiyon fraksiyonu ve kalp boyutlari, NSR), ASAdy
sireyle)

VTE
Kardiyoversiyon
Periferal arteryel tromboz
Koroner arteryel tromboz
Miyokard enfarktlist sonrasi sistemik emboli
Emboli ile seyreden mitral dagh
2.0-3.0 Aortik pozisyonda biliflet mekanik kapak replasmael
herhangi trombotik risk faktoru (stiresiz)
Aortik pozisyonda biyoprotez, herhangi trombotikrfaktori
(3 ay sureyle)
Mitral kapak onarimi (3 ay sireyle)
Mitral kapak onarimi (1 yil streyle)gder cerrahi sirasinda AF
veya sol atriyal trombus saptarysa)
AF

Tekrar eden DVT,

PTE

Mitral pozisyonda biliflet mekanik kapak replasmaniksek
risk (suresiz)

Aort ve Mitral pozisyonlarda c¢ift mekanik kapak ta&gmani
(suresiz)

2.5-3.5

2.10. Varfariniliskili Komplikasyonlarin Tanimlanmasi
2.10.1. Tromboembolizm

Enfeksiyonun olmamasi kolu ile peri-operatif donem dahil herhangi bir tiooembolik
olayin gelgmesi olarak tanimlangtir (Edmundset al. 1996). Damar veya kalp igerisinde kan
elementlerinin anormal bigekilde pihtilamasiyla tromboz ve ofan pihtiya da trombus
denilmektedir. Meydana gelen trombusurglbaldugu yerden kopmasiyla dglanda serbest
sekilde hareket etmesi tromboemboli olarak adlaldaktadir (Handin 2001).

19



Yapilan geny 6lcekli calsmalarda tromboembolizm ggtne riski; replase edilen kapak sayisi,
implante edilen kalp kapak protez tipi, aort kapadplasmanina oranla mitral kapak
replasmani, atriyal fibrilasyon, sol atriyal ggame, diguk kalp debisi, INR dizeylerinin
terapotik hedef aralinda bulunmamasi ve ASA veya dipiridamol gibi agrteagan ilaclarin
antikoagulan tedaviye eklenmesi ileskii gostermektedir (Saouet al. 1990). Klinikte
tromboembolizm derecelendirmesi ve siniflamasi I§e.5. ve 2.6.’da dzetlenghr (Kulik

et al. 2006).

Cizelge 2.5. Tromboembolizm Derecelendirmesi

1. Derece: | Medikal tedavi gerektirmeyen pddnmesi gibi sorgulanan olaylarin gecirilmesi

2. Derece Kalici fonksiyonel bozukluk yaratmayamijkinikte tedavisi mimkun olan
yetersiz antikoagulasyonag@asemptomlarin vargi

3. Derece Kalp kapak protez trombozu, hastaneyalyzy! gerektiren ciddi
tromboembolizm (gecici-transiyel iskemik atak dakéya kalici ndrolojik defisit
gelismesi

Cizelge 2.6. Tromboembolizm Siniflandiriimasi

1. Ekokardiyografi ile protez kapak kaolugunda obstriiksiyona neden olmayan trombus
varhginin gosterilmesi;

2. Dokumante edilngi periferik ekstremite veya solid organ embolizasyon

3. Dokumante edilngi santral sinir sistemi embolizasyonu (transiyekisik atak veya
serebro-vaskuler olay);

4, Protez kapak trombozu, trombolitik tedavi veya agiérasyon gerektiren durumlar;

5. Olumcil tromboemboli.

2.10.2. Kanama veya hemorajik olay:

Hemorajik olay, cerrahi veya endoskopik gim gereksinimi nedeniyle hastaneye yatiriima
gerekliligi doguran veya kan transfiizyonu gerektiren kalici hasg@a 6lum riski tgryan

herhangi bir major internal veya eksternal kanamayioolarak tanimlanir. Klinikte
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karsilasilan kanama komplikasyonun derecelendirmesi Ciz2lgeozetlenmiir (Kulik et al.
2006).

Cizelge 2.7. Kanama Derecelendirmesi

1. Derece: | Medikal tedavi gerektirmeyen hafif kanamas(dti kanamasi gibi);

2. Derece | Poliklinikte tedavisi mimkun olan; cerrahi veya eskiopik girsim gerektirmeyen
kanamalar;

3. Derece | Hastaneye yatiriimayi gerektiren (kan transfuzyaaurahi veya endoskopik
girisim gereksinimi) ciddi kanamalar.

Ciddi kanama siniflamasi ise Cizelge 2.8.’de tnetlgtir (Kulik et al. 2006).

Cizelge 2.8. Ciddi Kanama Siniflandiriimasi

1. Tekrarlayan epistaksis veya periodontal kanam#ateh fazla) veya
transflizyon/hospitalizasyon gerektirmeyen gastesimal kanama;

2. Dokumante edilmigenk perikardiyal effliizyon (ekokardiyografide >1 cmrdgens);

3. Hospitalizasyon, kan transflizyonu, cerrahi veya oskdpik girsim gerektiren
gastrointestinal kanama,

4. Girisim gerektiren kardiyak tamponad; retroperitonealdma
5. Dokumante edilngi santral sinir sistemi hemorajisi (serebro-vaskolay);
6. Olumcil kanama.

Varfarin tedavisi goren ve 5 antikoagilasyon Kince izlenen 928 hastanin 1950 hasta/yil
takip ederek hemorajik komplikasyonlarin gnaldigi calsmada kimulatif 6lumcil kanama
insidansinin tedavi sidrecinin 3. yilinda %2 selegyae ulgtigl gozlenmgtir (Evanset al.
2002). Takip suresinin 8. yilinda ise hayati tetedien kanama oranlari hastalarin %9’unda
tespit edilmg, hastalarin %40’inda ise ciddi kanama komplikasyiba kagilasiimistir. Hylek

ve Singerin varfarin tedavisi goren hastalardaraserebral kanama acgisindan risk
deserlendirme cabdmasina goOre sayisal olarak INR dizeylerindeki hed’lik artis
intraserebral kanama riskini iki katina cikarmaktaHylek and Singer 1994). Ber
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calismalarda ise hastalardaki INR duzeylerinde hedgederden sapmalarin, ortalama INR
oranlarindan hamsiz olarak kanama komplikasyonlarini artgrdi gosterilmgtir

(Anonymous 1996, Casaest al. 2000, Fihnet al. 1993). Food and Drug Administration
(FDA) kilavuzlarinda siyah etiketli uyarilardan ibge INR dizeylerinin 4.0'in zerine

cikmasi halinde yami tehdit edecek kanama riskinin bulurfaganindedir.
2.11. Varfarin Doz Ayarlamasi

Oral antikoagulan olarak kullanilan vitamin K argaggtleri icinde en siklikla tercih edilen
ila¢ varfarindir. Ancak varfarinin biyolojik etkisdeki deiskenlik, dar terapotik indeks
aralgl, hastalarda uygun varfarin dozunun belirlenmesiademli gtclikler arz etmektedir.
Yanhs doz uygulamalari ise kanama veya tromboembolizin gddi komplikasyonlarin
gelismesi icin b&msiz bir ciddi risk faktoradir. Tarihsel perspéieti antikoagulasyon
klinikleri bu ciddi komplikasyonlarin Onlenebilinreeicin kurulmutur. Antikoagulasyon
kliniklerince takip edilen hastalarda kanama komkgdiyonlarinin orani azalmakla birlikte,
ortalama yillik majér kanama oranlarinin % 0.9-98 2e ortalama yillik 6limcul kanama
oranlarinin ise % 0.07 - % 0.7 duzeylerinde gldgdsteriimgtir (Cannegieteret al. 1995,
Palaretiet al. 1996,van Der Meeret al. 1993). Yakin gec¢ngte ise hasta-Olcimli ve hasta-
kontrolli tedavi modelleri ile bu zorluklarsigmaya calgilmistir. Daha sonraki sirecte ise
bilgisayar-aracili Varfarin doz ayarlama programlagelistiriimistir (Dawn AC; 4S
Information Systems, Cumbrilngiltere) (Hirshet al. 2003).

Avrupa’da ve Amerika Birlgk Devletleri'nde uygun varfarin doz ayarlama vegulamalari
icin hastaya 0zel klinik, demografik ve genetik tfikerin dikkate alinarak ofturuldugu
algoritmalar gelitiriimekte ve bu konuda daha verimli stratejilegelistiriimesi icin yogun
calismalar surdartlmektedir (Budnigt al. 2007, Kleinet al. 2009). GUnumuzde Turkiye'de,
INR monitorizasyonu ve varfarin doz ayarlamasiniasth ile primer ilgili doktorlarca
yapilmasi genel klinik standart olmaya devam etedikt Doktorlarin karar verici oldiw
sistemlerde hastalarin INR testi icin hastane \@ygakin laboratuvara gitme gereksinimleri
mevcuttur. INR testi sonuclarifinda ise hastanin ilgili doktora veya antikoagutasy
klinigine ayni gin bgvurmasi veya ukanasi gerekmektedir. Yakin gegite gerceklgtirilen
prospektif randomize ¢camalarda yeterli @tim sonrasinda hasta-6lcimli ve hasta-kontrolll
tedavi modelleri ile doktor veya antikoagilasyomigdi tabanli modellere gére daha etkin
INR terapétik arafiina ulgilabilmistir (Ansell et al. 1995, Hasenkaret al. 1997, Koertkeet

al. 2000).
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Uluslararasi Varfarin Farmakogenetik Konsorsiyunawatindan ydrttulen bir ¢amada
varfarin dozunun belirlenmesinde hastalar arasindaketik dgiskenligin dnemli bir rol
oynadgl ancak cgtli ve gens populasyonlarda bu kapsamdaki genetik bilgiyi &uthak
Uzere pratik metotlarin getiriimemis oldugu tespit edilmgti. Bu amacla s6z konusu
calismada konsorsiyum uygun varfarin dozunu 6ngoérmeR ggng bir ntfus tabanindan,
hem genetik ve hem klinik verilere dayanan bir algma gelstirmistir. Calismada 4043
hastanin klinik ve genetik verileri kullanilarak z-dalgoritmasi olgturulmustur. Algoritma,
klinik degiskenlere ve klinik durumdaki gesikliklerin eklendigi genetik bilgilere
dayanmaktadir. 1009 6rneklemli validasyon grubuaiagercek stabil terapétik dozun %
20’si icerisinde varfarin dozu tahmin edilen hamtad ylzdesi hesaplanarak, her bir
algoritmanin potansiyel klinik geri deserlendiriimistir. Calismada farmakogenetik
algoritmanin sonuclari klinik algoritma ve sabitzdgaklgimi ile kasilastirmali olarak
incelenmgtir. Sonucta bu calmada uygun varfarin kngi¢c dozu tahmin edilebilmesi icin
farmakogenetik algoritmanin kullaniimasi tavsiydragstir. Farmakogenetik algoritma, sabit
doz yaklaimindan veya klinik algoritmadan elde edilen dozmeggerekli stabil terapotik
doza 6nemli dl¢liide daha yakin bulurgtow (Klein et al. 2009).

2.12. Koagtlasyon

Koagulasyon; protrombinin proteolitik bir enzim plarombine dongiimadidr. Trombin,
fibrinojen molekuline bh#anarak trombosit plaklarina glanir ve stabil fibrin olgumunu
sglar. Fibrin pihti intrensek, ekstrensek ve ortakdgogorev alan pihtima faktérlerinin
birlikte is gormeleri ile sekillenmektedir. Koagllasyona kgan ve dolamda inaktif
proenzimseklinde bulunan bir¢cok proteaz vardir. Bu proteamlaktivasyonu ile meydana

gelen koagulasyonda iki yol vardir.

Koagulasyon yolaklarigekil 2.6.’da 6zetlenngtir.
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2.12.1intrensek yolak

Intrensek yolak kanda bulunan komponentleri icdtfiasarli bir damar yiizeyi ile temasa
gecen faktor XlIl (Hageman faktor), subendotel Keli@ bglanir ve aktif hale gecerek
intrensek yolu bgatir. YUzeyde, yuksek molekugalikli kininojen, prekallikrein, faktor XII
ve faktor Xl bir araya gelmektedir. Faktor XlI; XIX, X ve Il faktorlerinin sirasiyla
aktivasyonunu gerceldirmektedir. Oncelikle Faktor XII'nin yapisinda ghn kimyasal
desisimle faktor Xlla (aktive edilmy faktor XIl) haline dongmektedir (Kayaalp 2002).
Faktor Xlla, faktor XI't uyarmaktadir (faktor XlajBu da faktor [X'u aktive eder (faktor 1Xa).
Faktor IXa, kofaktorli olan faktér Vllla, kalsiyunevosfolipid bir ylizeyle beraber faktor X'u
aktive eder (faktor Xa). Boylece faktor Xa, kofakitlan faktor Va, kalsiyum ve fosfolipid
bir ylzeyle beraber protrombin (faktor 1) kompleksolustururlar (Canan and Derv2002,
Pekcelen 2003). "Parsiyel tromboplastin zamani” T)PTntrensek pihtilgma zamanini

gosterir. Pihtilgma mekanizmasinin intrensek ydlekil 2.6.’da gosterilmektedir.
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2.12.2. Ekstrensek yolak

Ekstrensek yolak doku lipopro-teinleri tarafindaslatilan bir yolakdir. Travma ile tetiklenen
yol, doku fosfolipidlerinden aga cikan tromboplastin, faktor VIl ile reaksiyonaegek bu
yolu aktiflestirir. Bu durum, faktor VII'nin aktif hale gegmesnve kan damarlarindan doku
faktort adi verilen bir lipoproteinin saliniminades olmaktadir. Kanda var olan faktor VI,
doku faktoru ile kapnlastiginda balayan ekstrensek yolda doku faktoriine ve faktoryéll
kalsiyumunda katilmasiyla bir kompleks ghaktadir §ekil 2.6.). Sonug olarak faktor VI
aktive edilir (faktor Vlla). Faktor Vlla, ayni zamda doku faktort ile birlikte, faktor 1X'u da
aktifleyerek endojen ve ekzojen yollar arasindabafflanti sglamaktadir.intrensek yol ile
ekstrensek yol, faktor X'un uyariimasi ile (fakt§a) beraber ortak yolda burlar (Canan
and Dervg 2002). Doku faktérinin faktor Vlla'ya Benmasiyla faktor X aktivasyonunu
yaklasik olarak otuz bin kat arttirmaktadir. Ekstrensekile pihtilggma zamaninin dl¢iimesi
PTZyi gostermektedir ve Kklinikte kumarin grubu glarin doz ayarlamasinda
kullaniimaktadir (Kitchen and Preston 1999,
http://www.pathology.vcu.edu/clinical/coag/PT%20I¢8f ).

2.12.3. Ortak yolak

Pihtilgama mekanizmasinin ortak kisminda, faktér Xa, kalsiyn, faktér Vanin ve
trombosit kaynakl fosfolipitler yardimi ile promtbini (faktor 1), trombine (faktor lla)
donistardr. Trombin, fibrinojenin (faktor 1) fibrine d@gmesi olayini bglatir (Sekil 2.6.).
Fibrinojen, farkl uzunlukta olan alfa, beta ve gamift zincirlerinden olgan dimerik bir
proteindir ve karagerde sentezlenir. Trombin, her bir alfa ve betans&ginin amino
uclarindan bir peptid segmenti kopararak fibrinoj@orin monomerlerine dorgitirmektedir
ve faktor Xllla, fibrini kovalent capraz Bhr ile sikilgtirilmis hale getirmektedir (Pekgelen
2003).
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2.13. Trombofili ile iliskilendiriimi s Genler ve Polimorfizmleri

2.13.1. Faktor V Leiden gen mutasyonu

Faktor V (FV), koagilasyon sistemindeki ortak yolem dnemli proteinlerden biridir. FV,
aktive edilmg protein C'nin kofaktort olaraklev gostermektedir ve aktive protein C ile
birlikte faktor Vllla'yr inaktive etmektedir (Jenngt al. 1987). FV, koagulasyon sisteminin
prokoagilan yonde g@eimine neden olarak trombozsiemini attirmaktadir (Akaret al.
1998). Aktive edilm§ protein C, FVa ve FVllla'l inaktive ederek kanimhtdasmasini
duzenleyen bir serin proteaz enzimidir. Aktif prot€, FVa proteinini 679, 506 ve 306'daki
Arjinin bolgelerinden keserek inaktive eder. FV& ibnce 506'dan daha sonra 306'dan

kesilerek inaktive olur.

FVL mutasyonunda; genin 10. ekzonunda 1691. nikleole yer alan Guanin, Adenin
bazina dongmektedir (Dahlb&ck 1995). Bu da 506 Arginin amintais Glisin olmasiyla
sonuglanir. Boylece 506. pozisyondaki kesim engalig olur. Ozetle FVL mutasyonunda
FV molekulinde aktive protein C'ye dolayisiyla mwolitik inaktivasyona rezistans vardir.
Mutant FV, 306'dan kesilmesiyle yine inaktive olabfakat bu durum da normale gore
yaklasik 10 kat daha yasar. FVL mutasyonu oldgunda trombin olgumunda arty, buna
bagl olarakta hiperkoagulasyon meydana gelir ve Fdkpagulant olmaya devam eder
(Bertinaet al. 1994). FVL mutasyonu; Arg506GIn, GIn-506-faktor 81691A, R506Q veya
Q faktor V olarak da adlandiriimaktadir (Dahlba®d®%). FVL heterozigot (G/A) bireylerde
tromboz riski 5-10 kat, homozigot (A/A) bireylerdge risk 50-100 kat artmaktadir. Aktive
edilmis protein C rezistansinin normal bireylerdeki pramsi %3-5 iken tromboz 6ykisi
olan hastalarda %50 civarindadir (Williamsetnal. 1998). FV Leiden mutasyonu otozomal
dominant olarak kalitilmaktadir ve bu patolojinirekansi toplumlar arasinda gigkenlik
gostermektedir. Turk toplumundastacilik orani yaklaik %9’dur. Bdyle bir mutasyon icin
heterozigot bireylerde cerrahi gim sonrasinda, kadinlarda oral kontraseptif kuitani
sirasinda ve postpartum doneminde derin ven tromgoailme riskini arttirdy saptanmtir.
FVL'in ven6z tromboza risk okiurmasi tzerine yapilan birgcok gaha bulunmasina gaen
arteriyel tromboza etkisi Uzerine yapilan siranalar yeterli dgildir. FVL mutasyonu olan
gencg kadin ve erkeklerde koroner tromboz orani gkikallunmgtur. Bu hastalarda d risk
orani 1.4 olup 6zellikle sigara kullanimisbe olmak Uzere, obezite, hipertansiyon ve diyabet
varhginda 4-32 kat artmaktadir (Inbat al. 1999). FVL mutasyonu olan hastalarda gozlenen
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bir diger arteriyel tromboz serebral arterlerde ortayanaiktadir. Bu nedenle 6zellikle geng
yasta ortaya cilkan ve kendini inme ile gosteren klinablo da FVL mutasyonu da
disunulmelidir. Tum bu bilgilere gmen FVL mutasyonu ile arteriyel tromboz arasindaki
iliski ven6z tromboz ile oldtu kadar acikga kavigmamstir (Major et al. 2000). FVL
mutasyonunun sikh toplumlar ve rklar arasi farklihk g6éstermektedi Avrupa
populasyonunda %4-5 oraninda bu mutasyon saptaathak¥apilan ¢ajmalar sonucunda
en yiksek prevelans Kibris Rum toplumunda (%13.8)isvecte (%14.7), en dguk
prevelans ise Hollanda (%2.9) talya’da (%2.5) saptangtir (De et al. 1998). Ulkemiz ise
mutasyonun en sik gorulgii yerler arasindadir ve @ikl bireylerdeki prevelansi %7.1 -
%9.1 civarindadir (Akaet al. 1997, Gurgeyet al. 1997, Ozbelket al. 1997). Buna karn
Afrika populasyonunda mutasyon tespit edilmgmive Asya Ulkeleri veya Asya kokenli
olduklari digundlen etnik gruplarin birgunda da mutasyon saptanamgmi Ortadgu
popullasyonunda ise Avrupa populasyonuna yakin aratdspit edilmgtir. Tam bunlar
mutasyonun tek orijinli oldgunu digundirmektedir (Reest al. 1995, Rees 1996).

2.13.2. Protrombin G20210A gen mutasyonu

Otozomal dominant kalitim gdsteren protrombin GZD211996'da kefedilmistir (Poort et
al. 1996). Protrombin geninin translasyorfgamayan 3’-ucunda 20210 pozisyonundaatu
guaninden adenine baz gilgmi protrombin dizeylerinde agtile sonucglanmaktadir. Hatta
heterozigot bireylerdeki protrombin konsantrasyamumormal bireylere gére daha fazla
oldugu saptanmtir. Protrombin G20210A mutasyonu, trombotik rigkiklasik olarak t¢ kat
artirir. Bu mutasyonun genel dinya popilasyonunda5%arasinda dgsen prevelansta
oldugu tespit edilmjtir (Makris et al. 1997, Tosettoet al. 1999). Turkiye'de sgikh
bireylerde yapilan prevelans gahasinda ise %1.2 oraninda aidugoralmitar (Akar et al.
1998, Ayyildizet al. 2004). Protrombin 20210G>A mutasyonu ve VTE aidekniliski bir
cok calsmada gosterilmgtir (Smirnov et al. 1999). Yapilan bazi ¢amalarda, protrombin
20210G>A allelinin, FVL vel/veya homozigot mutant MFR 677C>T mutasyonlari ile
birlikte oldusu durumlarda, tromboz riskinin agtigézlenmstir (Bovill et al.2000).

2.13.3. MTHFR C677T gen mutasyonu

MTHFR enziminin koroner arter hastaliile iliskili oldugunu ilk olarak 1991'de Kang ve
arkadalari tarafindan tespit edilgtir (Kang et al. 1991). MTHFR enzimi, 5,10-metilen

tetrahidrofolatin 5-metiltetrahidrofolata indirgeasini katalizlemektedir. 5-
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metiltetrahidrofolat, folat déngisiinde major karhamicisi olarak homosisteinin metiyonine
remetilasyonu reaksiyonunda karbon kaynaolarak gorev yapmaktadir. Folat
metabolizmasinda dnemli bir rol oynayan MTHFR, DEéntezi ve metilasyon reaksiyonlari
arasindaki dengeyi gmmaktadir. Ayrica kardiyovaskiler hastaliklarinmeni olan
plazmadaki homosistein seviyesini etkilemektedichi8ahn and Rozen 2001). Bir vitamin
olan folat ise homosisteinin metilasyonu ve nukbbatentezi gibi pek c¢ok biyokimyasal
yolakta gorev yapmaktadir (Roiben and Ulrich 2003).

MTHFR geninin 677. nukleotidinde Sitozin bazi yerifiimin bazinin gelmesi sonucunda
222. kodondaki Alanin aminoasiti Valine d&niektedir (Frosset al. 1995). Bu dgisim
sonucunda enzimin termolabilitesi artmakta ve atesi %50 oraninda azalmaktadir (Ma
al.1996). MTHFR 677 &T polimorfizmi ile enzim aktivitesinde yabanil tigg€€C) gore
azalma gozlenngiir. BOylece metilen tetrahidrofolat UGrinininde lazsiyla birlikte
homosisteininin metiyonine dogiimu de azalmaktadir (Roiben and Ulrich 2003, Battd
Yang 2000). Plazmadaki homosistein seviyesi artahgrerhomosisteinemi meydana
gelmektedir. Homosistein dizeyindeki gizellikle erken yglarda ortaya cikabilen ve hayati
tehlike riski tgiyan damar tikanikiina neden olabilmektedir. Plazmada orta dereceli
homosistein seviyesindeki agti koroner kalp hastaliklarinda, miyokard enfarktuds}
iskemik inme saptangtir ve vendz trombozda risk faktori ofgu bulunmugtur
(Rothenbacheet al. 2002, Wuet al2001, Rigamontiet al2002). Tirk popilasyonunda
heterozigot ve homozigot sigliyaklasik olarak % 47.4 ve % 9.6’dir (Sazst al. 2005).
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3. MATERYAL VE YONTEM
3.1. Kullanilan Sarf, Kimyasal ve Reaktifler
Factor V Leiden Kit (Roche Molecular Systems, I8ranchburg, NJ, USA)
Factor Il (PROTHROMBIN) G20210A Kit (Roche Molecul8ystems, Inc., Branchburg, NJ,
USA)
Fenol/Kloroform (Merck, Almanya)
Etanol (Merck, Almanya)
Izoamilalkol (Merck, Almanya)
LightMix® MTHFR C677T (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany)
LightMix® VKORC1C1173T, G-1639A kit (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Gerany)

LightCyclef® FastStart DNA Master Hybridization Probe (Rocheoler Science, Penzberg,

Almanya)

Proteinaz K enzimi (Fermentas, Litvanya)

Red Blood Cell lizis soliisyonu (155 mM Amonyum KiorAppliChem, Almanya)
Sodyum Asetat (Sigma, ABD)

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS, Merck, Almanya)

Sodyum tris EDTA

EDTA'h Tup ( BD Vacutainer Tubes, ABD; katalog n@68861)

Ependorf Tip (Grenier Bio — One, BadsVicre)

LightCyclef® kapiller tiip (Roche Applied Science, Penzberg, Alyzd
LightCyclef® Real-Time PZR Cihazi (Roche Molecular Systems, Banchburg, NJ, USA)
Pipet takimi (Gilson, ABD)

Saosutmali santriftj (Hettich, Almanya)

Su banyosunda (Kotterman, Almanya)

Vorteks (ka, Almanyakatalog; no:3340000)
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3.2. Hasta Kohortu

Calismamiz Ankara Universitesi Tip Fakiltesi Kalp Dar@arrahisi ve Ankara Universitesi
Pediatrik Molekiler Patoloji ve Genetik Birimi, Aaka Universitesi Biyoteknoloji Enstitiisii
Genombilim Biriminin ortak projesi olarak gercegtielmistir. Calisma oncesinde Ankara
Universitesi Tip Fakiiltesi yerel etik kurulundaniigaa ile ilgili izin 29 Haziran 2009
tarininde 154-4913 nolu karar ile aligtm. TUm aratiricilar, ¢calsma oncesinde cama
hakkinda bilgilendirilmgtir. Calisma dncesinde bilgilendirilrgionam formu alindiktan sonra
hastalar cajmaya dahil edilmsitir.

Haziran 2009 ve Temmuz 2010 tarihleri arasinda A&€ta cagmaya alinmgtir. Varfarin
endikasyonu 90 hastada (ortalamg; y&t.4 + 13.2, 33E / 57K) kardiyak nedenlerle (nmeka
kapak replasmani, AF), 30 hastada (ortalamg #&.5 + 14.2, 14E / 16K ) ise vaskuler
nedenlerle (DVT, PTE) konmgtur. Hastalarin demografik verileri Cizelge 3.1.'de
Ozetlenmgtir.

Cizelge 3.1.0lgularin demografik 6zellikleri ve klinik bulgutaile ilgili veri seti ve varfarin
endikasyonuna gore gdimlari (n = 120).

. Hasta Grubu Varfarin Erjdikasyonu— Varfarin Enfiikasyonu—
Degiskenler (n = 120) Kardlyak * Vasliuler T
(n=90) (n=30)
Yas (yll), ortalamaSD, 52.7+13.7 54.4+13.2 475+ 14.2
(Alt ve Gst sinir) (18-80) (19-80) (18-76)
Cinsiyet,

Erkek 47 (39) 33 (37) 14 (47)
Kadin 73 (61) 57 (63) 16 (53)
Agiriik (kg) 72.7+11.2 71.7 +11.5 75.6 +9.7
Boy (cm) 162.1+16.6 161.4 +18.7 163.8+ 6.8
Viicut yiizey alani 1.80+0.16 1.79+0.17 1.84 +£0.13
Viicut kitle indeksi 27.2+39 26.8+£3.9 28.3+3.7

Diabetes mellitiis 19 (15.8) 16 (17.7) 3(10.0)
Hipertansiyon 25 (20.8) 23 (25.5) 2 (6.6)

KOAH 10 (8.3) 10 (11.1) _
Hiperlipidemi 18 (15.0) 15 (16.6) 3 (10.0)
Aktif sigara kullanimi 20 (16.6) 13 (14.4) 7(23.3)
Sigara kullanimini birakanlar 50 (41.6) 39 (43.3) 11 (36.6)
Serebrovaskiiler hastalik 4(3.3) 3(3.3) 1(3.3)
Periferik Arter Hastafii 4(3.3) 2(2.2) 2 (6.6)
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Kreatinin dizeyi (mg/dL, ¢caimaya

: 0.91+0.4 0.90+0.3 0.93+0.6

alindigi tarihte)
Serum Albimin duzeyi (mg/dL, 0.42 + 4.2 0.40 + 4.2 0.49 + 4.2
calismaya alindil tarihte) T T T
Bobrek yetmez[ii 2(1.7) 1(1.1) 1(3.3)
Ortalama NYHA fonksiyonel 263+ 07 _ _
siniflama
NYHA > 3 59 (58.4) - -
SVEF (ekokardiyografi, %) 47.2+11.1 47.1+11.1 _
SVSSC (mm) 34.4+8.2 345+8.2 33.25+8.8
SVDSC (mm) 52.1+10.5 50.8 +9.7 50.75 + 8.3
Sol atriyum gapi (mm) 478+95 48.9£8.7 34+32
Sol atriyel trombus 10 (8.3) 8 (8.9) B
Sistolik pulmoner arter 387 +11.3 423+141 205 +4.9
basinci (mmHg) T D D
Sitokrom P450 enzim indikleyici _ _ _
kullanimi ®
Amiodaron kullanimi 11 (9.2) 11 (12.2) _
Varfarin dozu (mg/hafta) 31.8+11.4 32.31+11.4 30.6+10.8

(Alt ve Gst sinir) 11.3-70 11.3-70 12.3-52.5

* Varfarin Endikasyonu-Kardiyak grup, Kalp kapalpl@smani ve atriyel fibrilasyon grubunu gturmaktadir;
T Varfarin Endikasyonu-Vaskiler grup ise, gegiriindierin ven trombozu ve/veya pulmoner emboli grubunu

olusturmaktadir

@® Sitokrom P450 enzim indikleyici kullanimi olaralenftoin, karbamazepin, ve rifampin kullanimi

kastedilmgtir.

SS, Standart sapma; NYHA, New York Kalp Cemiyd€iQAH, Kronik obstriktif akcger hastaffi; SVEF, sol
ventrikll ejeksiyon fraksiyonu; SVSSC-sol ventrilgigtol sonu ¢capi, SVDSC-sol ventrikil diyastol s@api.

3.3. Calsmaya Dahil Edilme Kriterleri

En az 6 ay sureyle varfarin kullanim endikasyoranpl

Kalici atriyal fibrilasyon/flutter olgulari,

N

Ekokardiyografi ile tespit edilmgiintra-kardiyak trombus (sol atriyel veya sol véuiter)
olgulari,

Dokumante edilmiderin ven trombozu olgulari,

Dokumante edilngi pulmoner emboli olgulari,

Mekanik kalp kapak protezi olan olgular,

Biyolojik kalp kapak protezi ve atriyel fibrilasyarolan olgular,

Romatizmal kalp hastgl nedeniyle oral antikoagulan endikasyonu olan laigu

Iskemik inme nedeniyle oral antikoagulan endikasyalan olgular,

© © N o 0o &~ w

Periferik arter hastall nedeniyle oral antikoagulan endikasyonu olan laigu

10. Kardiyomiyopati nedeniyle oral antikoagulan endil@su olan olgular.
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3.4. Calsmadan Dslanma Kriterleri

1. Gastrointestinal kanama veya peptik tlser 6ykusd,

2. Ciddi karacger hastalii riski (transaminazlarin normal sinirlarin 3 katmasi), aktif
hepatit veya kronik HBV ve HCV enfeksiyonu,

3. Kontrolstiz hipertansiyon,

4. Malabsorbsiyon sendromu veya kronik diyare hikayesi

5. Calismaya alinma oncesi 15 gun i¢inde viral veya bagketenfeksiyon dykus,

6. Aktif veya gecirilmg infektif endokardit,

7. Hastaneye yal slresince septisemi, mediastinit, pnémoni gibi emberle hastanede

kalisin 30 gunidin Gzerinde olmasi,

8. Kardiyak kgeksi,

9. Morbid obezite,

10. Gebelik beklentisi, gebelik ve laktasyon,

11. Psikiyatrik hastalik 6éykusi (Major depresif bozuklbipolar affektif bozukluksizofreni,
madde bgimlhiligr 6ykusi gibi)

12.Gegcirilmis malignite 6ykusu olan hastalar yada mevcut makgidykisu nedeniyle 1
yillik yasam beklentisi sorgulanan hastalar,

13.Hastanin yazili onam vermemesi.

3.5. Kan Orneklerinin Toplanmasi

Calsmaya dahil edilme kriterleri dwultusunda hastalarin en az 6 ay sureyle varfarin
kullanim endikasyonu olup olmaglibelirlendikten sonra, hastalardan Helsinki deddgmonu
cercevesinde bilgilendirilrgionam formu alinngtir. Genetik analizler icin hastalardan iki
adet etilendiamintetraasetikasitlili (EDTA) tipeeb’ ml. ve bir adet sitrath koagulasyon
tuptne 3 ml. kan alinrgtir.

3.6. Dnalzolasyonu

Calismaya dahil edilen hastalardan iki adet EDTA’lI (E&TSigma, ABD) tip icerisine 5 ml
kan orngi alinmstir. Alinan kan ornekleri falkon tup icerisine akta ve Uzerine alinan
kanin 2.5 kati kadar RBC (Red Blood Cell) lizisisylonu (155 mM Amonyum Klordr,
AppliChem, Almanya) eklenir. Daha sonra 10 dakikikglanir ve 20 dakika buz icerisinde
bekletilir. +4°C’de 4000 rpm’de 20 dakika boyuncgwtmalil santrifijde (Hettich, Almanya)
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santrifij edilir. Bu gleme l6kositler ¢cokene kadar devam edilir. Cokekositler pellet
olusturur ve pellet Gzerindeki supernatant kisim dokuklde edilen I6kositlerin Uzerine
100Qul RBC Lizis solisyonu eklenir ve homojen hale geld@mdar vortekslenir. Kaimin
80Qul'si stok olarak saklanmak Uzere ependorf tipeialiGeriye kalan 20a’lik kisim
ependorf tlipe alinir ve Uzerine 20 Proteinaz K enzimi (Fermentas, Litvanya), son
konsantrasyon % 0.5 olacaekilde % 10'luk Sodyum Dodesil Sdlfat (SDS, Merck,
Almanya)'tan 3@l, 500ul sodyum tris EDTA ve fl internal kontrol (Roche Diagnostics,
ABD) eklenerek en az 16 saat 56°C’de sicak su mamaa (Kotterman, Almanya) bekletilir.

Islemin ikinci gininde, 1:1 oraninda Fenol/KloroforMerck, Almanya), izoamilalkol
(Merck, Almanya) eklenerek 10 dakika calkalanir.zBgerisinde 20 dk bekletilerek +4°C
4000 rpm’de 20 dk santriftij edilgtir. Karisim iki faza ayrilir, Gst kismi B&a bir ependorf
tipe alinarak Uzerine toplam hacmin 1/10'u kadavl Sodyum Asetat (Sigma, ABD) ve
100Qul %95’lik alkol (etanol) eklenir. Ependorf tup, a#tt edilerek DNA goérinir hale
getirilir ve tap Gzerine DNA miktari yazilir. Dalsanra -20°C’de bir gece bekletilir.

Islemin Gglincl giniinde, DNA ¢oktirdlir. Bunun ici’@44000 rpm’de 20 dakika santrifij

edilir. Olusan supernatant dokulur ve tipe hD%70’lik alkol eklenir. Daha sonra +4°C 4000
rom’de 20 dakika santriftj edilir. Santrifij sonandlkol dokilerek, tip kurutulmaya birakilir.
Tlp kurutulduktan sonra tupin icerisine, ikinci diilip Gzerine yazilan DNA miktari kadar
Tris-EDTA (10 mM TrisHCI, 1 mM EDTA) solisyonu eklp 37°C’de gece boyunca

bekletilerek DNA’nIn ¢ozilmesi gtanir.izole edilen DNA +4°C’de saklanir.

3.7. & Zamanh Pzr ile Polimorfizmlerin Tespit ve Tanimlanmasi

Es zamanh PZR, nikleik asit amplifikasyonu ilg z2amanl olarak agigosteren floresans
sinyalin dlcllmesi ilkesine dayanan kisa suredé@dtdl sonu¢ veren bir yontemdir. FVL gen
mutasyonu, Protrombin G20210A gen mutasyonu, MTKEBR7T polimorfizmi veVKORC1
-1639G>A ve 1173C>T gen polimorfizmleri en guveniyiontemlerden biri olansezamanli
PZR tekngi ile taranmgtir. Orneklerden DNA izolasyonuyla elde edilen Di#ateryali, bu
sekilde floresan raportorin kantitasyonuna ve tesgitmesine dayanans eamanli (Real
time) PZR yontemiyle polimorfizmler tespit edilgtir. Floresan sinyallerin algilanmasina
dayanan sistemde sinyaller Light Cycler (Roche Maol@ Biochemicals, Manheim,

Almanya) cihazi ile tespit ve analiz edilmektedir.
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Calsmaya dahil edilme kriterlerine uyan endikasyonlanddin olarak gercekkgtirilen
trombofili panelinden FVL, Protrombin G20210A ve MFR (677C>T) genotipik verilerinin
es zamanh PZR yontemi ile tespit edilen sonuclaastanin tedavisinden sorumlu doktorlara
bildirilmistir. Tum hastalar en az 6 ay sureyle gah kapsaminda takibi yapilgtr.
Hastalarin ortalama gunlik ve haftalik varfarin ldozve INR dgerleri &-zamanl olarak

takip edilmgtir.

3.7.1. Faktor V Leiden gen mutasyon tespiti

FV genindeki 222 baz cifti uzungundaki bdlge spesifik primerler ile amplifiye edektedir.
Kit prosediriine gore reaksiyonun hazirlanmasi:

Kit iceriginde, primer ve problari iceren sari kapakli mubtesylcim kamgimi, kirmizi
kapakli reaksiyon kagimi, mor kapakl pozitif kontrol ve renksiz kapal®ZR grade su

bulunmaktadir.

Parametre-spesifik reaktiflerin hazirlanmasi:

Calisilacak reaksiyon sayisi (bir ga deyile, 6rnek DNA’lar1, negatif ve pozitif kontroller)
arti ek bir reaksiyon ile carparak Master Mix hknrr. Buz Gzerindeki 1.5ml’lik bir

reaksiyon tlptne Cizelge 3.2."de 6zetlgmdekilde hazirlanir.

Reaktifler-calisma sollisyonu (Tek Reaksiyon i¢in) Hacim/ Reaksiyon
PZR grade su (renksiz kapakl ttp) 1

Mutasyon tespit kagimi (sari kapakl tip) al

Reaksiyon kagimi (kirmizi kapakli tip) 2l

Toplam 15l

Cizelge 3.2FVL gen mutasyonu reaksiyon kaminin hazirlanmasi

Hazirlanan master mix kammi yavagca Kargtirithr ve oOnceden smutulmws her bir
LightCycler® Kapilerin icerisine 1.l Master Mix pipetlenir.izole edilen érnek DNA'dan
5ul veya pozitif kontrolden (mor kapakl tipubveya negatif kontrol olarak PZR grade
sudan (renksiz kapakli tip)ub hazirlanan master mix kamminin Gzerine eklenir. Son
reaksiyon hacmi 20 olmaktadir. Kapilerlerin kapaklari kapatilir. N&g kontroll iceren
kapileri Light-Cycler® Karuselinde pozisyon 1'e pezitif kontroli iceren kapileri pozisyon
2'ye yerlatirilir. Ornek DNA iceren kapilerleri, pozisyon &h balayarak Light-Cycler®
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Karuseline yerlgtirilir. Yerlestirilen kapilerler santrifijde 3000 rpm (735x grta 30 saniye

santrifijlenir. Daha sonra Light-Cycler® ramanli PZR cihazina aktarilir.

Programlama:

Protokol dort program basagnacermektedir.

1: Denatiirasyon: Orneklerin denaturasyonu ve emkiinitesi

2: D6ngil: Hedef DNA’ nin PCR- amplifikasyonu

3: Erime Analizi (Melting): Hedef DNA’ dan galan PCR drunlerinin tanimlanmasi igin
erime grisi analizi

4: Sgutma: Cihazin sgumasi

FVL polimorfizmini belirleme kiti (Roche MoleculaBystems, Inc., Branchburg, NJ, USA)
protokoliine gore sicaklik prosedird; denatlrasyim 93C’ de 30 saniye, g@ltma icin
95°C’de 0 saniye, 5%'de 10 saniye, PZ’de 5 saniye tutulur ve dongu 45 kez tekrarlanir.
Erime grisi icin 99C’de 0 saniye, £5’de 60 saniye tutulur ve ®CT'lik artisla 8®C'ye
kadar 1sitir; kisa bir $mtma prosedurd icin 2C'de 30 saniye tutulur. Sicaklik prosedurt

Cizelge 3.3.de 6zetlenmsekilde gosteriimektedir.

Program Denatiirasyof Doéngl Erime (Melting) gBoa
Parametre
Analiz Modu None Olcme Modu ErimesEsi Modu None
Dongu 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hede(f,g)'cak"k 95 95 55 72 95 45 80 40
T“Eg'ar_':j"’:(z‘;;es' 00:00:30 | 00:00:04 00:00:10 00:00:05 00:00{00 O®OQ:00:00:00, 00:00:30
Ramp Orani
[°C/sn] 20 20 20 20 20 20 0.1 20

Cizelge 3.3 FVL Gen Mutasyon Tespitinde Sicaklik Proseduri

Yabanil genotipe sahip drnekler hibridizasyon paobile tam bir glesme sglamaktadir.
Yabanil genotip mevcutsa tam bgleame gerceklgr ve FVL pozitif kontroltn ikinci piki
65°C £ 2.5°C araginda elde edilir. Eer mutant genotip mevcut ise prob ile tam Blegne
gerceklsmez ve FVL pozitif kontrolin ilk piki olan 57°C =.2°C aralginda pik verir.
Ornekler heterozigot genotipe sahipse hem 57°C Hen65°C de 2 adet pik elde edilir
(Sekil 3.1.).
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Sekil 3.1. FVL Gen MutasyonununsgeZamanl PZR Analizindeki Goruntisu

3.7.2. Protrombin G20120A gen mutasyon tespiti

Protrombin genindeki 165 baz cifti uzuplindaki boélge spesifik primerler ile amplifiye
edilmektedir.

Kit iceriginde, primer ve problari iceren sari kapakli mubtesylcim kamgimi, kirmizi
kapakli reaksiyon kagimi, mor kapakl pozitif kontrol ve renksiz kapal@®ZR grade su

bulunmaktadir.

Parametre-spesifik reaktiflerin hazirlanmasi:

Calisilacak reaksiyon sayisi (bir ga deygle, 6rnek DNA'lar1, negatif ve pozitif kontroller)
arti ek bir reaksiyon ile carparak Master Mix hknrr. Buz Gzerindeki 1.5ml'lik bir

reaksiyon tlptne Cizelge 3.4."de 6zetlgmdekilde hazirlanir.

Reaktifler-calisma sollisyonu (Tek Reaksiyon i¢in) Hacim/ Reaksiyon
PZR grade su (renksiz kapakl ttp) 1

Mutasyon tespit kagimi (sari kapakli tip) al

Reaksiyon kagimi (kirmizi kapakli tip) 2l

Toplam 15l

Cizelge 3.4Protrombin gen mutasyonu reaksiyon annin hazirlanmasi
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Hazirlanan master mix kammi yavagca Karstirithr ve oOnceden smutulmws her bir

LightCycler® Kapilerin icerisine 1@ Master Mix pipetlenir.izole edilen 6rnek DNA'dan

5ul veya pozitif kontrolden (mor kapakl tipubveya negatif kontrol olarak PZR grade

sudan (renksiz kapakli tip)ub hazirlanan master mix kamminin Gzerine eklenir. Son

reaksiyon hacmi 20 olmaktadir. Kapilerlerin kapaklari kapatilir. N&g kontroll iceren

kapileri Light-Cycler® Karuselinde pozisyon 1'e pezitif kontroli iceren kapileri pozisyon

2'ye yerlatirilir. Ornek DNA iceren kapilerleri, pozisyon &h balayarak Light-Cycler®
Karuseline yerlgtirilir. Yerlestirilen kapilerler santrifijde 3000 rpm (735x grta 30 saniye

santrifijlenir. Daha sonra Light-Cycler® ramanli PZR cihazina aktarilir.

Programlama:

Protokol dort program basaghacermektedir.

1: Denatiirasyon: Orneklerin denaturasyonu ve emkiinitesi

2: Dongu: Hedef DNA’ nin PCR- amplifikasyonu

3: Erime Analizi (Melting): Hedef DNA’ dan galan PCR drunlerinin tanimlanmasi igin

erime grisi analizi

4: Sgutma: Cihazin sgumasi

Protrombin polimorfizmini belirleme kiti (Roche Medular Systems, Inc., Branchburg, NJ,

USA) protokoliine gore sicaklik prosedirl; denagioascin 99C’de 30 saniye, ggltma

icin 95°C’de 0 saniye, 3%’de 10 saniye, PZ’de 5 saniye tutulur ve doéngi 45 kez

tekrarlanir. Erime grisi icin 93°C’'de 60 saniye, 3&’de 30 saniye, #4&'de 30 saniye,
40°C’de 120 saniye tutulur ve @Q'lik artisla 70°C’ye kadar 1sitir; kisa bir gatma

prosedurd icin 48C’de 30 saniye tutulur (Cizelge 3.5.).

Program Denatirasyon Dongl Erime (Melting) S@uma
Parametre
Analiz Modu None Olgme Modu ErimesHsi Modu None
Dongu 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 4 5 1
Hedef 95 95 55 72 95 55 45 40 70 40
Sicaklik fC)
Tutulma 00:00:30 00:00:00 00:00:14 00:00:0p 00:00:60  0@0O| 00:00:30 | 00:02:00, 00:00:0 00:00:3
Suresi
(sa:dk:sn)
Ramp Orani 20 20 20 20 20 20 20 20 0.1 20
[°C/sn]

Cizelge 3.5Protrombin G20210A Gen Mutasyon Tespitinde SikaRhosediri
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Yabanil genotipe sahip drnekler hibridizasyon paobile tam bir glesme sglamaktadir.
Yabanil genotip mevcutsa tam bigleame gerceklgr ve Protrombin G20210A pozitif
kontroltintin ikinci piki olan 59°C + 2.5°C arginda pik verir. Eer mutant genotip mevcut
ise prob ile tam bir gesme gerceklgmez ve Protrombin G20210A pozitif kontrolindn ilk
piki olan 49°C + 2.5°C arglinda pik verir. Ornekler heterozigot genotipe sahihem 49°C
hem de 59°C’de 2 adet pik elde edilir.

1 —-——=-———- wild-type (homozygous)
E heterozygous
3 3 ————————e -  mutant (homozygous)
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Sekil 3.2. Protrombin G20210A Gen Mutasyonunurs E Zamanlh PZR Analizindeki
Goruntusu

3.7.3. MTHFR C677T gen mutasyon tespiti

MTHFR genindeki 233 baz cifti uzurgundaki bdlge spesifik primerler ile amplifiye
edilmektedir.

Kit prosedirine gore reaksiyonun hazirlanmasi:

Kit iceriginde, her biri 16 reaksiyonluk katirilmis ve liyofilize edilmk primerler ve
hibridizasyon probu iceren 6 adet kirmizi kapaip bulunmaktadirinsan MTHFR C677T
genotipini (yabanil tip, heterozigot, mutant) igei® adet renksiz kapakli kontrol DNA tipu

kit icerisinde yer almaktadir.
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Parametre-spesifik reaktiflerin hazirlanmasi (16 raksiyon):

Kirmizi kapakli bir reaktif tipu, 16 reaksiyonluklgmanin gercekigmesi igin gereken tim
primer ve problarn icermektedir. Reaktif tipuneub@ZR-grade suyundan ilave edilir,
solisyon vorteks ile kagtirilir ve santrifj ile spin edilir.

* 20ul’lik bir PZR reaksiyonu icin 4l reaktif kullantilir.

Kontrol DNA'nin hazirlanmasi:

Renksiz kapakli tiipe 40PZR-grade suyu ilave ediliizole edilmi olan DNA 10 kez pipetaj
yapilarak soltiisyona katirilir.

* 20 ul'lik bir PCR reaksiyonu i¢in pl kontrol DNA kullanilir.

Reaksiyon kasiminin hazirlanmasi Cizelge 3.6.’de 6zetlegtmi

Tek reaksiyon Bilesenler
Su, PCR-grade (renksiz kapak, Roche FastStaitKiirlikte
7.4l 5
sgilanmaktadir)
160l 25 mM Mg2+ soliisyonu (mavi kapakli, Roche Fast3ite
oK birlikte sgslanmaktadir)
4.0ul Reaktif miksi (primer ve problari iceren paramedtpesifik reaktifler)
2.0ul Enzim Miksi (FastStart mix- kirmizi kapaklr)
15l Toplam reaksiyon hacmi

Cizelge 3.6 MTHFR C677T reaksiyon karminin hazirlanmasi

Reaksiyon karsiminin hazirlanmasi:

Sosutulan reaksiyon tiplnde, tek bir reaksiyon iciaktélerin her birinden ekleyip hacmini
reaksiyon sayisi kadar galtarak, reaksiyon kaimi hazirlanir.

Hazirlanan kagim, santrifijde spin ettirilir ve kapilerlere heir breaksiyon icin 15l
reaksiyon kagimindan transfer edilir. Her bir kapiler@lSrnekten ilave edilerek son hacim
20ul olarak elde edilir.
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Programlama:

Protokol dort program basaghacermektedir.

1: Denatirasyon: Orneklerin denaturasyonu ve e@akiinitesi

2: Dongu: Hedef DNA’ nin PCR- amplifikasyonu

3: Erime Analizi (Melting): Hedef DNA’ dan @galan PCR drinlerinin tanimlanmasi icin
erime grisi analizi

4: Sgutma: Cihazin sgumasi

MTHFR polimorfizmini belirleme kiti (Roche MoleculaSystems, Inc., Branchburg, NJ,
USA) protokoltine gore sicaklik prosedird; denatgoascin 99C’ de 10 dakika, ggaltma
icin 9°C’de 5 saniye, 3%’de 10 saniye, PZ’de 15 saniye tutulur ve dongi 45 kez
tekrarlanir. Erime grisi icin 99C’de 20 saniye, AC’de 20 saniye tutulur ve CQ’lik artisla
85°C’ye kadar isitir; kisa bir gatma prosedtirt icin 2C'de 30 saniye tutulur (Cizelge 3.7.).

Program Denatiirasyof Doéngl Erime (Melting) gBoa
Parametre
Analiz Modu None Olcme Modu ErimesEsi Modu None
Déngi 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hede(‘;g)'cak“k 95 95 55 72 95 40 85 40
T“E‘S‘g_':jiigges' 00:10:00 | 00:00:03 00:00:10 00:00:15 00:00{20 O0@0Q:00:00:00, 00:00:30
Ramp Orani 20 20 20 20 20 20 0.2 20
[°C/sn]

Cizelge 3.7MTHFR Gen Mutasyon Tespitinde Sicaklik Proseduri

Yabanil genotipe sahip drnekler hibridizasyon paobile tam bir glesme sglamaktadir.
Yabanil genotip mevcutsa tam biglesme gerceklgr ve MTHFR C677T pozitif kontroliniin
ikinci piki olan 62.5°C * 2.5°C arainda pik verir. Eer mutant genotip mevcut ise prob ile
tam bir glesme gerceklgmez ve MTHFR 677 pozitif kontrolintn ilk piki ol&5°C +2.5°C
aralginda pik verir. Ornekler heterozigot genotipe sakipnem 55°C hem de 62.5°C’de 2
adet pik verirler $ekil 3.3.).
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Melting Peaks
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Sekil 3.3.MTHFR E Zamanl PZR Analizindeki Gorintisu

Sonug ve Dgerlendirme:

LightCyclef® es zamanli PZR cihazinda “Color Compensation” (reekgeleme) modu agillir.
LightCyclef® cihazinin kullanim kitapginda tanimlangn gibi veri analizi yapiimaktadir.
MTHFR C677T genotipi, spesifik erime noktalarindam) Melting Curve Modunda
(LightCyclef® 1.x cihazi) veya “Tm Calling” Analiz modunda (Ligtyclef® 2.0/ 480 cihazi)
calismasiyla tanimlanmaktadir. Yabanil tip MTHFR C67®R.5°C’lik erime noktasinda
Kanal 640'da analiz edilmektedir. Allel varyantt MFR C677T 55.0°C’lik erime noktasinda
Kanal 640’da ortaya ¢ikmaktadir.

3.7.4. VKORC1 G-1639A ve C1173T polimorfizmlerinintespiti

VKORC1 geninin 176 ve 289 baz cifti uzugundaki aratirilan polimorfizmleri iceren
kisimlan spesifik primerler vasitasiylaggitilarak sirasiyla&KORC1C1173T Simpleprobe
ile tespit edilirkenVKORC1G-1639A ise hibridizasyon probu tegni(Sekil 3.4.) ile tespit

edilmektedir.
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Simple Probunun Sematik Diyagrami
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A. Denaturasyon fazinda B. Yapsma fazinda prob C. Uzama fazinda prob, D. Uzama fazinin sonunda

probun hibridizasyonu hedef DNA'’ ya hibridize hedef DNA parcasindan hedef DNA parcasi iki

gerceklemez. Sadece 530 olmaktadir. Yeil 1s1k ayrilir. katina ¢ikar ve prob hedef

nm dalga boyunda zayif bir yayan Fluorescein her DNA' dan ayrilir.

Isima tespit edilir. siklustaki yapgma fazinda

maksimumgimaya ulair.
Hibridizasyon Probunun Sematik Diyagrami
* L]
* a
o *»
L1 i-llllbl-l-lll.l‘_lrr'Flll LA LARALE

A. Hibridizasyon problari 2 adet probdan B. Yapsma fazinda problar hedef DNA C. Yapsma aamasi sona erginde,
olusur. Problardan dondr prob’un 3’'ucu  bdlgesine kafa-kuyrukekli olusturarak sicaklik dgmekte ve problar uzama
Florescein boyasi ilgaretli olup, hidridize olurlar. LED gik kaynasi tarafindan asamasinda, hedef bolgeden
acceptor probun 5°ucu LightCycler Red uyarilan Fluorescein boyasigjleisima ayrilmaktadir. Birbirlerinden tekrar
boyasi ile saretlidir. Denaturasyon yapmaktadir. Bu boya enerijisini LightCycler  uzaklaan problarin arasinda enerji
fazinda boyalarin birbirine enerji iletmesi, Red boyasina aktararak kirmigiki dalga transferi mumkun olmaz veima
aralarindaki mesafenin fazla olmasi sebellioyunda gima gézlenmesini gtar. Bu sima gerceklemez.
ile mimkun olmamaktadir. yapgma fazinin sonunda floresagma

miktar1 en fazla oldgunda 6lgulmektedir.

Sekil 3.4. SimpleProb ve Hibridizasyon Prob Teknikleri.

VKORC 1polimorfizmler “LightMix® for detection of humaXKORC1C1173T and/KORC1
G-1639A” kit (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany) psediriine uygusekilde tespit
edilmigtir (Sekil 3.5.).

Melting Peaks Melting Peaks
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2 W17 VKORCT CI173T hetera 2 01w B 20 VKORC G163 helero
9 0456 3"
] 8 004
E 0,376 E
3 £ oo
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5 5 004
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0,024+ -0.076
P 50 = 50 & 7 [ ) % 0 = ) 5 70 = a0
Temperature (°C} Temperature (°C
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Sekil 3.5. VKORC1C1173T ve G-1639A PolimorfizmlerininsEZamanh PZR Analizindeki
Goruntileri.
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Kit prosedirine gore reaksiyonun hazirlanmasi:

Kit iceriginde, her biri 16 reaksiyonluk katirilmis ve liyofilize edilmk primerler ve
hibridizasyon probu iceren 6 adet kirmizi kapalgh bulunmaktadiinsanVKORC1C1173T
ve VKORC1G-1639A genotiplerini (yabanil tip, heterozigotutant) iceren 6 adet renksiz

kapakl kontrol DNA tlpu kit icerisinde yer almadta

Parametre-spesifik reaktiflerin hazirlanmasi (16 reksiyon):

Kirmizi kapakli bir reaktif tipt, 16 reaksiyonluklgmanin gercekkgmesi icin gereken tim

primer ve problar icermektedir. Reaktif tipuneub®ZR-grade suyundan ilave edilir,

solusyon vorteks ile kagtirilir ve santrif(j ile spin edilir.

* 20ul’lik bir PZR reaksiyonu igin 4l reaktif kullantlir.

Kontrol DNA'nin hazirlanmasi:

Renksiz kapakl tiipe #0PZR-grade suyu ilave edilifzole edilmi olan DNA 10 kez pipetaj

yapilarak soltiisyona katirilir.
* 20 wl'lik bir PCR reaksiyonu i¢in pl kontrol DNA kullanilir.

Reaksiyon kasiminin hazirlanmasi Cizelge 3.8.’de 6zetlegtmi

Tek reaksiyon

Bilesenler

8.2ul Su, PCR-grade (renksiz kapak, Roche FastStafekKuirlikte s&lanmaktadir)
0.8, 2_5 mM M92+ solisyonu (mavi kapakli, Roche Fast3dite
birlikte sgslanmaktadir)
4.0ul Reaktif miksi (primer ve problari iceren parametpesifik reaktifler)
2.0ul Enzim Miksi (FastStart mix- kirmizi kapaklr)
15l Toplam reaksiyon hacmi

Cizelge 3.8VKORC1C1173T ve G-1639A reaksiyon kaminin hazirlanmasi
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Reaksiyon karsiminin hazirlanmasi:

Saogutulan reaksiyon tiplinde, tek bir reaksiyon iciaktélerin her birinden ekleyip hacmini
reaksiyon sayisi kadar galtarak, reaksiyon kaami hazirlanir.

Hazirlanan kagim, santrifijde spin ettirilir ve kapilerlere heir breaksiyon icin 15l
reaksiyon kagimindan transfer edilir. Her bir kapiler@l%rnekten ilave edilerek son hacim
20ul olarak elde edilir.

Programlama:

Protokol dort program basagnhacermektedir.

1: Denatiirasyon: Orneklerin denaturasyonu ve emkiinitesi

2: D6ngil: Hedef DNA’ nin PCR- amplifikasyonu

3: Erime Analizi (Melting): Hedef DNA’ dan galan PCR drunlerinin tanimlanmasi igin
erime grisi analizi

4: Sgutma: Cihazin sgumasi

Sicaklik prosedurt denaturasyon icin 95°C’ de 1Kikda ¢cgsaltma igin 95°C’de 5 saniye,
60°C’de 10 saniye, 72°C’de 15 saniye tutulur vegdioaS kez tekrarlanir. Erimezisi icin
95°C’de 20 saniye, 40°C’de 20 saniye tutulur ve€@lk artisla 85°C’ye kadar isitir; kisa bir
sogutma prosedurt icin 40°C’de 30 saniye tutulur ((gee.9.).

Program Denatiirasyof Doéngl Erime (Melting) §@na
Parametre
Analiz Modu None Olgme Modu ErimegHsi Modu None
Déngi 1 45 1 1
Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hede(zg)lcakllk 95 95 60 72 95 40 85 40
T“E‘S‘g_':jiig;es' 00:10:00 | 00:00:03 00:00:10 00:00:15 00:00{20 0@00:00:00:00, 00:00:30
Ramp Orani 20 20 20 20 20 20 0.2 20
[°C/sn]

Cizelge 3.9VKORC1G-1639A ve C1173T Tespitinde Sicaklik Proseduri

Sonug ve Dgerlendirme:

LightCyclef® es zamanli PZR cihazinda “Color Compensation” (reekgeleme) modu agillir.
LightCyclef® cihazinin kullanim kitapginda tanimlangn gibi veri analizi yapiimaktadir.
VKORC1 C1173Tve VKORC1 G-1639Agenotipleri, spesifik erime noktalarinda (Tm)
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Melting Curve Modunda (LightCycl& 1.x cihazi) veya “Tm Calling” Analiz modunda
(LightCyclef® 2.0/ 480 cihazi) caimasliyla tanimlanmaktadir. Yabanil ¥iKORC1C1173T,
51.8 °C’lik erime noktasinda Kanal 530’da, yabampl VKORC1G-1639A ise 52.6 °C’lik
erime noktasinda Kanal 640'da analiz edilmektediiel varyantt VKORC1 C1173T,
51.8°C’lik erime noktasinda Kanal 530’da, allel yaarti VKORC1G-1639A ise 61.3°C’lik

erime noktasinda Kanal 640’da ortaya ¢ikmaktadir.
3.8.Istatiksel Analiz
Verilerin istatistiksel analizinde SPSS istatistfrogrami (SPSS version 13.0; SPSS

Inc;Chicago, lllinois) kullanilarak yapildi. Kategorik deggenler gruptaki hasta sayisi ve

yluzde dgeri olarak ifade edildi.

Calgmaya Dabhil Edilme Kriterleri

Kalp Kapak Protezi (Mekanik
Kalp Kapak Protezi (Biyolojik
AF

Derin Ven Trombozu
Pulmoner Emboli

Atriyal fibrilasyon/flutter
Intra- kardiyak trombus

Kardiyomiyopati
(Dilate, iskemik)

Iskemikinme
Periferik Arter Hastafii

En az 6 ay sireyle warfarin kullanim endikasyonunagé2Evet ise;
Hasta Bilgilendirme ve Onam Formu
Genetik Analizledgin Kan Alinmasi
VKORC1 1639, VKORC1 1173
Factor V Leiden 1691, Protrombin 20210, MTHFR 677

Hedef INR: 1.8 — 2.5 Hedef INR: 2.0 — 3.0 Hedef INR 2.5-3..5

6 aylik Klinik Takip
Mortalite, Tromboembolizm, Kanama, Vendz Dopplee¢T Taramasi
Hedef INR diizeylerinden sapma (+, -, %50, %10%200)
Hedef INR aralginda kalma siresi

Sekil 3.6. Calsma Akis Diyagrami

AF, atriyal fibrilasyon;VKORC] vitamin K epoksi rediktaz enzimini kodlayan géNR,
uluslar-arasi normalize oran
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4. ARASTIRMA BULGULARI

Bu calsmada Ankara Universitesi Tip Fakiiltesi Kalp Damarr@hisi Anabilim Dal’nda
tedavi gérmekte olan 120 varfarin kullanan olgudadip d&iliminin belirlenmesi amaciyla
VKORC1G-1639A ve trombojenik faktérler (FVL, Protrombie MTHFR) @ zamanli PZR
yontemi kullanilarak incelenmtir. Calismaya katilan 120 hastanin 47’si erkek, 73’0 kadin

olup ya ortalamalari ise 52.7 £ 13.7 olarak saptagtimi

Calsmadaki genotip oranlarina gore yapilan Hardy-Weaigb®engesinin kontroliinde
varfarin kullanan hasta populasyonu dengede bulghnmuHardy-Weinberg Dengesi, Ki-

Kare testiyle kontrol edilngtir (Cizelge 3.10.).

Polimorfizmler x° degeri p-degeri
VKORC1 G-1639A 471 0.09
FVL (G1691A) 0.87 0.64
Protrombin (G20210A) 0.03 0.86
MTHFR (C677T) 2.01 0.37

Cizelge 3.10Hasta populasyonunun Hardy-Weinberg Dengesindgzottun gosterimi.

VKORC1G-1639A ve C1173T polimorfizmleri incelergihde, -1639 AA genotipine sahip
bireylerin 1173 TT genotipiyle, -1639 GA genotipis@hip bireylerin 1173 CT genotipiyle ve
-1639 GG genotipine sahip bireylerin 1173 CC gemgle iliskili oldugunu bulunmstur.
Literatiirde daha 6nceden rapor edfimian VKORC1 G-1639A ve C1173T polimorfizmleri
arasindaki tam kganti (%100) bu cayma hasta grubunda da tespit edshni Hasta
grubunda VKORC1 -1639 polimorfizm icin yabanil f{G) olgu sayisi 39 (%32.5), GA
heterozigot olgu sayisi 48 (%40) ve AA homozigogwlsayisi 33 (%27.5) oldu
bulunmutur (Cizelge 3.11.).

Hasta grubunda incelenen FVL (G1691A) gen mutasyogimuyabanil tip (GG) 88 (%73.3)
olguda tespit edilirken GA ve AA genotipleri sirdal 28 (%23.3) ve 4 (%3.4) olguda tespit
edilmistir. Protrombin (G20210A) gen mutasyonunun hastégricerisindeki dalimi GG
genotipi icin 108 (%90) ve GA genotipi icin 12 (%10ir. Protrombin AA genotipi ise tespit
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edilememgtir. MTHFR (C677T) gen mutasyonunda CC, CT ve Tha#® dailimi sirasiyla
57 (%47.5), 56 (46.6) ve 7 (5.9) olarak bulugtu (Cizelge 3.11.). Varfarin kullanan hasta
grubunda FVL polimorfizminin tanmasi istatiksel olarak anlamh bulungtwr (Ki-Kare
testine gére p=0,0004).

Cizelge 3.110lgularin genotip frekanslari ile ilgili veri s€t = 120).

Hasta VE- VE-
Degiskenler Grubu Kardiyak *  Vaskiler £ pdegeri Estimate CI (%95)
(n=120) (n=90) (n =30)
VKORC1
G-1639A, n (%)
GG 39(32.5)  30(33.3) 9 (30.0) 0.736  1.167 0.476-2.857
GA 48 (40.0)  37(41.1) 11 (36.7)
AA 33 (27.5) 23 (25.6) 10 (33.3)

Factor V Leiden
(G1691A), n (%)

GG 88 (73.3) 72 (80.0) 16 (53.4) 0.005 3.500 1.446-8.471
GA 28 (23.3) 18 (20.0) 10 (33.3)

AA 4 (3.4) _ 4 (13.3)

Prothrombin

(G20210A), n (%)

GG 108 (90.0) 83(92.2) 25 (83.3) 0.169 2.371 0.692-8.127
GA 12 (10.0) 7 (7.8) 5(16.7)

AA _ _ _

MTHFR

(C677T), n (%)

CC 57 (47.5) 41 (45.6) 16 (53.4) 0.822 0.824 0.151-4.483
CT 56 (46.6) 44 (48.9) 12 (40.0)

TT 7 (5.9) 5 (5.5) 2 (6.6)

VE, Varfarin Endikasyonu

Degerler say! ve yuzde olarak ifade edgtii

*Varfarin Endikasyonu-Kardiyak grup, Kalp kapak k@gmani ve atriyel fibrilasyon grubunu
olusturmaktadir.

¥ Varfarin Endikasyonu-Vaskuler grup ise, gecirdrderin ven trombozu ve/veya pulmoner emboli
grubunu olgturmaktadir.

P degeri, estimate ve Cl (%95 guven agaiverileri Mantel-Haenszel testi kullanilarak helsenmstir.

Bu calsmada, VKORC1 G-1639A polimorfizmini tayan, varfarin kullanan hastalarin
%10.8'inde kanama komplikasyonu ve %5’inde trombbelzm tespit edilmgtir. AA
genotipine sahip 33 olguda yapilan toplam 198 INRiidtiinde 20 (%10.10) defa hedef INR
deserinden sapma tespit edilgti. GG ve GA genotiplerine sahip bireylerde isaléielNR
deserinden sapma orani sirasityla %6.41 ve %6.59 otasgkt edilmgtir.
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VKORC1 genotipleri acisindan normal genotipe (-1639 G@&is olgularin ginlik doz
gereksinimi, heterozigot (-1639 GA) ve homozigdi@9 AA) genotipe sahip bireylere gore
daha fazladir (p=0,015). Ayryekilde VKORC1 geni icin homozigot mutant (-1639 AA)
olgularda gunluk varfarin doz gereksinimi 3.6 mgmhormal olgulara gére 1.7 mg daha az
olarak bulunmstur (Cizelge 3.12.). Varfarin kullanan hasta grutbain hemoraji
komplikasyonu ileVKORC1mutasyonu tamasinin ilgkili (Ki- kare testine gore p=0,013)
oldugu tespit edilmgtir.

Cizelge 3.120Igularin klinik takiplerinde/KORC1 G-1639A genotipine gore
karsilastiriimasi.

GG genotipi  GA genotipi  AA genotipi

VKORC1 G-1639A (n = 39) (n = 48) (n = 33) p deseri

Kanama* 3/39 2148 8/33 0.013
(7.7) (4.2) (24.2) ’

) 2/39 3 /48 1/33

Tromboembolizm § (5.1) 6.3) (3.0) 0.807
5/39 517148 9/33

Kanamave TE (12.8) (10.4) (27.3) 0.102

Hedef INR dgerinden 15/ 234 19/ 288 20/198 0.127

sapma (6.41) (6.59) (10.1) '

Haftalik varfarin dozu 37.3+13.6 31.7+7.8 252+9.2 0.015

(mg)

TE, Tromboembolizm

* Takiplerde kanama komplikasyonun (hemorajik olayglismesinin dokimante edilmesi icin;
tekrarlayan epistaksis veya periodontal kanamakaden fazla) veya transflizyon /hospitalizasyon
gerektirmeyen gastrointestinal kanama, dokimantelmied geng perikardiyal efflizyon
(ekokardiyografide >1 cm.'den gehi hospitalizasyon, kan transflizyonu, cerrahi vepadoskopik
girisim gerektiren gastrointestinal kanama, gn gerektiren kardiyak tamponad, retroperitoneal
kanama, dokimante edilgnisantral sinir sistemi hemorajisi (serebro-vaskidéay) ve 6lumcl
kanamaseklinde kategorize edilerek tanimlargtm.

$ Takiplerde tromboembolizm ggfhesinin dokiimante edilmesi icin; ekokardiyogradijirotez kapak
komsulugunda obstriiksiyona neden olmayan trombis garh gosteriimesi, dokiimante edikmni
periferik ekstremite veya solid organ embolizasyomwkimante edilmi santral sinir sistemi
embolizasyonu (transiyel iskemik atak veya serefaskiler olay), protez kapak trombozu,
trombolitik tedavi veya acil operasyon gerektirearunlar ve olimcil tromboembokeklinde
kategorize edilerek tanimlangtir.
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® Hastalarin 6-aylik takiplerinde her hasta iciraaré kez INR dgeri Olciimistir. Medikal
endikasyon mevcut ise her hasta igin 6'dan fazjaral gerceklgtirilmi stir.

Hasta grubunda kanama ve tromboembolizm komplikdaymin FVL, Protrombin ve
MTHFR gen mutasyonlarina gore kidastiriimasi Cizelge 3.13., 3.14. ve 3.15.de
Ozetlenmgtir.

Cizelge 3.130Olgularin Kklinik takiplerindd=VL (G1691A)genotipine gore kadastiriimasi.

FVL (G1691A)

GG genotipi GA genotipi AA genotipi

(n=88)  (n=28) (n=2a) Pdeger
10/ 88 3/28 0/4
0.774
Kanama * (11.4) (10.7) (0.0)
. 6/88 0/28 0/4
Tromboembolizn? 6.8) 0.0) 0.0) 0.317
16/ 88 3/28 0/4
Kanamave TE (18.2) (10.7) (0.0) 0.434
Hedef INR dgerinden 43 /528 10/168 1/24 0.556
sapma (8.1) (5.9) (4.2) '
(ang)":‘“k varfarin dozu 544,108 357+137  30.0+00

TE, Tromboembolizm

* Takiplerde kanama komplikasyonun (hemorajik olayglismesinin dokimante edilmesi icin;
tekrarlayan epistaksis veya periodontal kanamakaden fazla) veya transflizyon /hospitalizasyon
gerektirmeyen gastrointestinal kanama, dokimantelmied geng perikardiyal efflizyon
(ekokardiyografide >1 cm.’'den gehi hospitalizasyon, kan transflizyonu, cerrahi vepdoskopik
girisim gerektiren gastrointestinal kanama, gn gerektiren kardiyak tamponad, retroperitoneal
kanama, dokimante edilgnisantral sinir sistemi hemorajisi (serebro-vaskidéay) ve 6lumcl
kanamaseklinde kategorize edilerek tanimlargtm.

$ Takiplerde tromboembolizm gegfhesinin dokiimante edilmesi icin; ekokardiyogradi jirotez kapak
komsulugunda obstriiksiyona neden olmayan trombis garh gosteriimesi, dokiimante edikmi
periferik ekstremite veya solid organ embolizasyomwkimante edilmi santral sinir sistemi
embolizasyonu (transiyel iskemik atak veya serefaskiler olay), protez kapak trombozu,
trombolitik tedavi veya acil operasyon gerektirearunlar ve oOlimcil tromboembokeklinde
kategorize edilerek tanimlangtir.

® Hastalarin 6-aylik takiplerinde her hasta icin & 6 kez INR dgeri Olculmistir. Medikal
endikasyon mevcut ise her hasta igin 6'dan fazjaral gerceklgtirilmi stir.
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Cizelge 3.140lgularin Kklinik takiplerinde Protrombin (G202104¢gnotipine gore
karsilastiriimasi.

Protrombin (G20210A)

GG genotipi GA genotipi L
(n = 108) (n = 12) p degeri
11/108 2/108
0.493
Kanama * (10.2) (1.8)
) 6/108 0/108
Tromboembolizn? (5.5) (0.0) 0.402
17 /108 2/108
Kanamave TE (15.7) (1.8) 0.934
Hedef INR dgerinden 49/ 648 5/72 0.998
sapma (7.6) (6.9) '
Haftalik varfarin dozu 323+116 29.2 +11.3
(mg)

TE, Tromboembolizm

* Takiplerde kanama komplikasyonun (hemorajik olayglismesinin dokimante edilmesi igin;
tekrarlayan epistaksis veya periodontal kanamakide( fazla) veya transflizyon /hospitalizasyon
gerektirmeyen gastrointestinal kanama, dokimantelmied geng perikardiyal efflizyon
(ekokardiyografide >1 cm.’den gaii hospitalizasyon, kan transfliizyonu, cerrahi vepdoskopik
girisim gerektiren gastrointestinal kanama, gjini gerektiren kardiyak tamponad, retroperitoneal
kanama, dokimante edilgnisantral sinir sistemi hemorajisi (serebro-vaskidéay) ve 6lumcl
kanamaeklinde kategorize edilerek tanimlargtm.

$ Takiplerde tromboembolizm gefhesinin dokiimante edilmesi icin; ekokardiyograi firotez kapak
komsulugunda obstriiksiyona neden olmayan trombis garh gosteriimesi, dokiimante edikmi
periferik ekstremite veya solid organ embolizasyomwkimante edilngi santral sinir sistemi
embolizasyonu (transiyel iskemik atak veya serefaiskiler olay), protez kapak trombozu,
trombolitik tedavi veya acil operasyon gerektirearunlar ve olimcil tromboembokeklinde
kategorize edilerek tanimlangtir.

® Hastalarin 6-aylk takiplerinde her hasta icin &@n 6 kez INR dgeri Olculmitir. Medikal
endikasyon mevcut ise her hasta icin 6’dan fazié@ralgerceklgirilmi stir.
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Cizelge 3.150Igularin Kklinik takiplerindeMTHFR (C677T)genotipine gore karastiriimasi.

MTHFR (C677T)

CC genotipi CT genotipi TT genotipi

(n = 57) (n = 56) n=7) p degeri
5/56 6/56 2/56
0.282
Kanama * (8.9) (10.7) (3.5)
. 2/56 4156 0/56
Tromboemboliznt 2.6) 7.1) 0.0) 0.555
7/56 10/56 2/56
Kanamave TE (12.5) (17.8) (3.5) 0.457
Hedef INR dgerinden 241342 28 /336 2142 0775
sapma (7.0) (8.3) (4.8) :
'("n?;t;"'k varfarindozu 554,94 335+11.8  29.8+20.7

TE, Tromboembolizm

* Takiplerde kanama komplikasyonun (hemorajik olayglismesinin dokimante edilmesi icin;
tekrarlayan epistaksis veya periodontal kanamakaden fazla) veya transflizyon /hospitalizasyon
gerektirmeyen gastrointestinal kanama, dokimantelmied geng perikardiyal efflizyon
(ekokardiyografide >1 cm.'den gehi hospitalizasyon, kan transflizyonu, cerrahi vepadoskopik
girisim gerektiren gastrointestinal kanama, gn gerektiren kardiyak tamponad, retroperitoneal
kanama, dokimante edilgnisantral sinir sistemi hemorajisi (serebro-vaskidéay) ve 6lumcul
kanamaseklinde kategorize edilerek tanimlargtm.

$ Takiplerde tromboembolizm gegfhesinin dokiimante edilmesi icin; ekokardiyogradi jirotez kapak
komsulugunda obstriksiyona neden olmayan trombis garh gosteriimesi, dokiimante edikmi
periferik ekstremite veya solid organ embolizasyomwkimante edilmi santral sinir sistemi
embolizasyonu (transiyel iskemik atak veya serefaskiler olay), protez kapak trombozu,
trombolitik tedavi veya acil operasyon gerektirearunlar ve olimcil tromboembokeklinde
kategorize edilerek tanimlangtir.

® Hastalarin 6-aylik takiplerinde her hasta icin & 6 kez INR dgeri Olculmistir. Medikal
endikasyon mevcut ise her hasta igin 6'dan fazjaral gerceklgtirilmi stir.
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Hasta populasyonundaVKORC1 (G-1639A) gen polimorfizminin trombojenik gen
polimorfizmleri (FVL, Protrombin ve MTHFR) ile olartkilesiminin, hastalarin 6 aylik
takiplerinde gorulen tromboz ve hemoraji komplikashari ile iliskilendirilmesine agisindan
incelendginde aralarinda bir ki kurulamamg ve birbirinden bgimsiz olduklari

bulunmutur (Sekil 3.7., 3.8. ve 3.9.).

Bar Chart

70— factorvleiden_2
mo
=

vkorc1_2

Sekil 3.7.VKORC1(G-1639A) ile FVL arasindaki gkinin gosterimi
0: FVL yabani tip bireyler, 1: FVL heterozigot verhozigot bireyler

Bar Chart

70 prathrombin_2
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=1
80—

50—

40—

Count

30

20—

vkore1_2

Sekil 3.8.VKORC1(G-1639A) ile Protrombin arasindakiskinin gdsterimi
0: Protrombin yabani tip bireyler, 1: Protrombirtdrezigot ve homozigot bireyler
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Bar Chart

80— mthfr_2

mo
m

60—

Count

vkore1_2

Sekil 3.9.VKORC1(G-1639A) ile MTHFR arasindaki gkinin gosterimi
0: MTHFR yabani tip bireyler, 1: MTHFR heterozig@ homozigot bireyler

Polimorfizm Odds Ratio %95 CI p deseri
VKORC1 & FVL 0.74 [0.3162; 1.7208] 0.48
VKORC1 & Prothrombin 5.97 [0.7423; 48.0310] 0.09
VKORC1 & MTHFR 2.97 [0.6312; 13.987] 0.17

Cizelge 3.16VKORC1(G-1639A) ile trombojenik gen polimorfizmlerinimasindaki
ili skinin sorgulanmasi
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Varfarin kullanan hastalarda FVL, Protrombin ve MARIgen mutasyonlarinin varfarin
kullanmayan sgikli bireylerle kagilastirildiginda hasta grubunda FVL gen mutasyonunun
sazilikl bireylere gore tama oraninin daha yuksek ofglutespit edilmgtir (%20.8; p=0.05).

. Varfarin
Varfarin
Kullanan Kullanvmayan o
Saglikli OR %95 CI P degeri
Hastalar Bireyler
(n=120) (n=154)
FVL
AA + GA 32 (20.8) 26 (16.9) 1.79 [0.9979; 3.2113] 0.05
GG 88 (57.1) 128 (83.1)
Protrombin
AA + GA 12 (7.8) 12 (7.8) 1.31 [0.5685; 3.0406] 0.52
GG 108 (70.1) 142 (92.2)
MTHFR
TT+CT 7 (4.5) 17 (11.0) 2.0 [0.8024; 5.0] 0.14
CcC 113 (73.4) 137 (89.0)

Cizelge 3.17.Varfarin Kullanan Hastalarda FVL, Protrombin ve MAR gen
mutasyonlarinin Varfarin Kullanmayan gh&li Bireylerle Kasilastiriimasi

54



TARTI SMA VE SONUC

Farmakogenetik tanimlamalardaki ilerlemelerin palnatle ksiye 06zgu ila¢ ve doz
sekillendirmesi son yillarda 6n plana cilkgm. Varfarin tedavisi sirasinda ghn hemorajik
veya tromboembolitik komplikasyonlarin tam anlaralylkontrol altina alinmasi
farmakogenetik alanindaki ilerlemelereghdir. Bu calsmada varfarin gereksinimi olan
hastalarda INR duzeyleri, tromboembolik ya da hepiokomplikasyonlarin takibi yapilarak
tanimlanmg varfarin metabolizmasindan sorumMiKORC1genindeki G-1639A ve C1173T
TNP’lerinin hasta gruplarinda varfarin duyagiliile olan korelasyonunun sorgulamasi

hedeflenmitir.

Klinikte rutin kullanima giren, trombozla skilendirilmis polimorfizmlerin en sik analiz
edilenleri Faktor V Leiden, MTHFR 677C>T ve Protidoim G20210A mutasyonlaridir. Bu
calismada varfarin metabolizmasina etki ed®#KORC1 genindeki polimorfizmlerinin
yaninda, ayni hasta grubunda tanimlanan tromboggrkpolimorfizmlerinin de incelenmesi
ile varfarin tedavisine olan etkilerini belirlemekmaclanmgtir. Calsmada, varfarin
farmakogenegii ile birlikte trombojenik panelin etkisini de bdrr sorgulanmaktadir.
Calsmada farmakogenetik bilgilerin klinik uygulamalaréallaniimasi amaclangtir; bu
sayede genotip kilavuzlu hastaya 0zel etkin tedawotokollerinin olygturulmasi
hedeflenmitir.

Bu hedef dg@grultusunda VKORC1 gen polimorfizmlerinin iki tanesi ve trombozla
ili skilendirilmis klinik rutin kullanima da giren polimorfizmlerimesik analiz edilenleri FVL,
MTHFR 677C>T, Protrombin G20210A, piyasada meveutananl PZR yontemine dayal

tani kitleri ile taranmtir.

Calismada 120 varfarin kullanan olguda genotigitimminin belirlenmesi amaciyldKORC1
G-1639A ve trombojenik faktorler (FVL, Protrombire WMTHFR) & zamanl PZR y6ntemi
kullanilarak incelenmstir. VKORC1 ve trombojenik gen polimorfizmleri atailacak

hastalarin en az 6 ay sureli klinik takipleri gedestirilmi stir.

Bugune kadar yapilmiolan varfarin farmakogengtiile ilgili calismalarda varfarin ile itkili
yaklasik 30 gen bildirilmgtir. Bu genler arasinda varfarin farmakodingimde énemli bir rol
oynayanVKORC1in varfarin ilag hedefi olarak tanimlanma cabal@ui et al. 2004) varfarin

kullanim dozu lzerindeki etkisini anlamak icirgui& edilmektedir. Varfarin, antikoagulan
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etkisiyle tromboembolik olaylarin tedavisinde vdgimmesinde tim dinyada gebir sekilde
kullaniimaktadir. Ancak ilaca ksryanit iliskisi agisindan bireyler arasindagdgenlik dikkat
cekicidir ve varfarin tedavisinin uygulanmasi vanelsi zordur (Rettie and Tai 2006, Rieder
al. 2005, Rostet al. 2004). Varfarin, karagerdeki vitamin K siklusuna etki ederek,
indirgenmi vitamin K'nin rejenerasyonunu kisitlamaktadir veylece inaktif pihtilama
faktorlerinin aktiflamesini engellemektedir. Varfarinin hedefinin “Vitam K epoksit
reduktaz (VKOR)” enzimi oldgu 30 yil 6nce tanimlanitir (Bell et al. 1972, Bell 1978).

VKORC1 G-1639A ve C1173T Polimorfizmleri Arasinda Tam Baglanti Bulunmaktadir

VKORC1G-1639A ve C1173T polimorfizmlerini incelergitide, -1639 AA genotipine sahip
bireylerin 1173 TT genotipiyle, -1639 GA genotipis@hip bireylerin 1173 CT genotipiyle ve
-1639 GG genotipine sahip bireylerin 1173 CC gengle iliskili oldugunu bulunmstur.
Literatiirde daha onceden rapor edgimian VKORC1 G-1639A ve C1173T polimorfizmleri
arasindaki tam t@anti (%100) bu cagmadaki hasta grubunda da tespit edjtmi

VKORC1 G-1639A ve C1173T Polimorfizmleri Hemoraji Komplikasyonu ile iliskilidir

Bu calsmada varfarin endikasyonu 90 hastada kardiyak rneden(mekanik kapak
replasmani, AF), 30 hastada ise vaskuler neden(BN&, PTE) konan toplam 120 hasta
calismaya dahil edilmtir. Hasta grubunda VKORC1 -1639 polimorfizm icimbanil tip
(GG) olgu sayisi 39 (%32.5), GA heterozigot olgyisad8 (%40) ve AA homozigot olgu
sayisi 33 (%27.5) oldgw bulunmgtur. Varfarin kullanan hasta grubunda hemoraji
komplikasyonu ileVKORC1mutasyonu tamasinin ilgkili (Ki- kare testine gore p=0,013)
oldugu tespit edilmgtir.

Hasta populasyonunddKORC1 (G-1639A) ile trombojenik gen polimorfizmleri (FVL
Protrombin ve MTHFR) arasinda birsHi olup olmadgina bakildginda aralarinda bir gki
kurulamamgtir ve birbirinden bgimsiz olduklari bulunmgtur.

FV, koagulasyon sisteminin prokoagulan yondgigmine neden olarak tromboziemini
attirmaktadir (Akaet al. 1998). FVL mutasyonunun siglitoplumlar ve irklar arasi farklilik
gOstermektedir. Avrupa populasyonunda %4-5 oranibda mutasyon saptanmaktadir.
Yapilan calgmalar sonucunda en yiksek prevelans Kibris Rumumaphda (%13.3) ve
Isvec'te (%14.7), en guk prevelans ise Hollanda (%2.9) italya’da (%2.5) saptangtir

(De et al. 1998). Ulkemiz ise mutasyonun en sik gorigdiyerler arasindadir ve @ekli
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bireylerdeki prevelansi %7.1 - %9.1 civarindadikgdPet al. 1997, Gurgeet al. 1997, Ozbek
et al. 1997). Yaptgimiz calsmada hasta grubunda incelenen FVL (G1691A) gen syatai
icin yabanil tip (GG) 88 (%73.3) olguda tespit edn GA ve AA genotipleri sirasiyla 28
(%23.3) ve 4 (%3.4) olguda tespit edildliarfarin gereksinimi olan hasta grubunda FVL

polimorfizmini ta simasi anlamli bulunmustur (Ki-Kare tetine gére p=0,0004).

Otozomal dominant kalitim gdsteren Protrombin GZ@2nutasyonu (Poorét al. 1996),
trombotik riski yaklaik olarak t¢ kat artirir. Bu mutasyonun genel diupgpilasyonunda
%1-5 arasinda ggsen prevelansta olgu tespit edilmgtir (Makris et al. 1997, Tosettet al.
1999). Turkiye'de s@ikli bireylerde yapilan prevelans gahasinda ise %1.2 oraninda
oldugu gorulmigtir (Akar et al. 1998, Ayyildizet al. 2004). Bu cakmada Protrombin
(G20210A) gen mutasyonunun hasta grubu icerisindgkiimi GG genotipi icin 108 (%90)
ve GA genotipi icin 12 (%10)’ dir. Protrombin AA getipi tespit edilemediVarfarin
gereksinimi olan hasta grubunda Protrombin G20210Amutasyonunu tasimasi agisindan
anlaml bulunmamistir (Ki-Kare testine gore p=0.160).

MTHFR genindeki aminoasit @simi sonucunda genin ifadesi olan enzimin termoledsi
artmakta ve aktivitesi %50 oraninda azalmaktadia @ al1996). MTHFR 677 &T
polimorfizmi ile enzim aktivitesinde yabanil tip€C) gore azalma gozlengtir. Boylece
metilen tetrahidrofolat UGrinininde azalmasiyla ikigl homosisteininin  metiyonine
donUmi de azalmaktadir (Roiben and Ulrich 2003, Batid Yang 2000). Plazmadaki orta
dereceli homosistein seviyesindeki grti koroner kalp hastaliklarinda, miyokard
enfarktisinde, iskemik inme saptagimi ve vendz trombozda risk faktori ofgu
bulunmutur (Rothenbachest al. 2002, Wuet al2001, Rigamontet al2002). Cakmamizda
MTHFR (C677T) gen mutasyonunda CC, CT ve TT gend&plimi sirasiyla 57 (%47.5), 56
(46.6) ve 7 (5.9) olarak bulundWarfarin gereksinimi olan hasta grubunda MTHFR
C677T mutasyonunu tgimasi acisindan anlamh bulunmamtir (Ki-Kare testine gore
p=0.69).

Bu calsmada elde edilen bulgularin literatir ile dastinldiginda uyumlu oldgu
gorulmistir. GUnumuzde varfarin doz algoritmalarininggolugunda genetik dgskenlik
veya ya, boy ve @irlik gibi klinik bulgular g6z ardi edil@ halde, potansiyel olarak yararli
bir doz algoritmasi belirleyebilmek icin Sconce lguugenetik dgiskenlikleri ve klinik
karakteristikleri icine alan, 297 olgunun dahil lddii bir retrospektif c¢akma

gerceklgtirmistir. Bu calsmada yain ilerlemesi ile birlikte varfarin doz gereksininm
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azaldgl, doz gereksinimin vicutgaligl, boy ve vicut ylzey alani ile artgosterdgi ifade
edilmistir. 20 ile 90 ya arasinda her 10 yilda bir ortalama varfarin gurddk ihtiyaci 0.5 ile
0.7 mg arasinda dis goOsterdgi belirtiimistir. Calsmada VKORC1 -1639 ve 1173
polimorfizmlerinin genotip analizlerinin gucli biflinkage disequilibriurh oldugunu
gostermglerdir. VKORC1-1639 G>A genotiplendirmesinde G-1639 allel frekad.57 ve A-
1639 allel frekansi 0.43 olarak bulungtwr. VKORC1-1639 G/G genotip frekansi %25, G/A
genotip frekansi %56 ve A/A frekansi %19 olarakisamstir. Ortalama varfarin doz ihtiyaci
VKORC1G-1639A yabanil (GG) genotipe gore AA genotipiagip olgularda daha diiktir
(Sconceet al. 2005). Tez cajmasindaVKORC1 G-1639A ve C1173T polimorfizmleri
arasindaki tam t@anti hasta grubunda da tespit editini VKORC1genotip frekanslari tez

calismamizla uyumluluk goéstermektedir.

VKORC1 genindeki tekli nukleotid dgsimleri (TNP), bireyler arasindaki varfarin doz
desiskenligiyle iliskilidir. Avrupa, Asya ve Afrika kokenli hastalaramndaki doz farklifi
VKORC1genindeki 1173C>T dgsimiyle iliskilidir (Bodin et al.2005, D'Andreaet al. 2005,
Geisenret al. 2005, Loebsteirt al.2007, Riedeet al. 2005, Veenstraet al. 2005, Yuaret al.
2005). Ortalama gunlik varfarin doz 1173 CC forrauyn hastalarda yakjgk 6 mg, CT
formu tglyan hastalarda yaldikk 5 mg, TT formu t@yan hastalarda yaklk 3 mg olarak
belirlenmgtir (Rieder et al. 2005). Ortalama gunlik varfarin doz bakimindan

karsilastirildiginda calgmamiz ile uyumludur.

Promotor bdlge polimorfizmiyKORC1in upstream bélgesinde -1639G>A polimorfizmin -
1639. pozisyonda AA homozigot olan varfarin duyadstalarda varfarine duyarliliklashili
oldugu gosterilmgtir. Aksine, varfarin direncli hastalarda hetera#id\G veya homozigot GG
bulunmaktadir. AA genotipine sahip hastalardai#tidoz gereksinimi bulundgu (ortalama:
1.19 mg/gun, aralik 0.71-1.50 mg/gun), heteroziyGt genotipi orta doz (ortalama: 8.04
mg/gun, aralik 6.07-10 mg/gin) ve homozigot GG gpnguksek doz (ort. 9.11 mg/gun,
aralik 8.57-10 mg/gin) gereksinimine ihtiya¢c @dugo6sterilmgtir (Yuan et al. 2005).
Calismamizdaki veriler gunluk varfarin doz gereksinintisandan bu caima ile uyumlu

desildir.

Zhu ve arkadgari 2007 yilinda CYP2C9 v&KORC1 polimorfizmlerinin varfarin idame
dozlarina etkisini dgerlendiren bir retrospektif catna gerceklgtirmislerdir. Calsmaya 65
beyaz hasta dahil edilgmolup hepsi AF nedeni ile varfarin kullanmaktadiedef INR dgeri
2-3'tl. Calsmada VKORC1 G-1639A genotiplerinde gunlik varfarin dozlarindalaanli
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farklilk bulmuwlardir: G/G genotipisi icin (dgal tip) 6,3 mg, GA genatipisi icin 4,3 mg ve
VKORC1 eksprese eftini ve bu nedenle daha g¢ik idame dozlari gerektirgini
destekliyordu. CajmadaVKORC1geninde G-1639A polimorfizmi genotip frekansla&
icin %52.3, AA icin %35.4 ve AA icin %12.3 olaralagtanmgtir (Zhu et al. 2007).Bizim
calismamizdaVKORC1 G-1639A GA genotip frekansi daha yuksek bulunmgtur.

Geisen ve arkadkr tarafindan 200 gakh kan vericisinde VKORC1 haplotipinin
kompozisyonu ve sikli deserlendirilmistir. Ayni zamanda 50 kilik hasta grubunda
kumadin direncli ve duyarli hastalar analiz edgltini Avrupa populasyonunda t¢ haplotip,
VKORC1 genindeki genetik gélilikle ortismektedir. Haplotip VKORCZ®2 dusik doz
kumadin haplotip A ile ve haploti’KORCZ3 ve *4 yiksek doz kumadin haplotip B ile
iliskilidir (Beyaz irkta d@ihmi VKORCZX¥2 %42, VKORCZ*3 %38, VKORCZX4 %?20).
Alman populasyonunda yapilan bu galada, 200 ggikl bireyde VKORCL1 geni -1639 G>A
polimorfizmi icin G/G genotip frekansi %34, G/A gaip frekansi %48 ve A/A genotip
frekansi %18 olarak saptarginm (Geisenet al. 2005). Tez calsmamizda elde etigimiz

VKORCL1 genotip frekanslari sonuclari ile belirgin bir fark goérilmemektedir.

Haplotip VKORCZ¥2 icerisinde yer alan -1639G>A polimorfizmi ile ¢gji bir "linkage
disequilibriun? (Bodin et al. 2005) olan -1173C>T polimorfizmi D’ Andrea ve arlsldr
tarafindan dg§iik doz varfarin gereksinimi ile birlikte tanimlangtr (D'Andreaet al. 2005).
1173C>T polimorfizminin fonksiyonel anlami taniméanamasinin aksine -1639G>A
polimorfizmi anlamli 6lgiide promotdr aktiviteyi ditgsl gorulmtir (Yuanet al. 2005). Bu
nedenle haplotipKORCZ*2’' e etkisi yansiyan -1639G>A, kumadin gereksimoe etnik
gruplar arasi farkligin bir kismini aciklamada ilgili TNP ile fonksiydneolarak
gorunmektedir. Haplotip gaimi, beyaz irk ile kaglastirilan, rapor edilen diiik-varfarin doz
gereksinimiyle uyumlu olan Cinli 6rneklerd]KORCZX2 icin %95 insidansi gostermektedir
(Geisenet al. 2005, Riederet al. 2005, Oldenburget al. 2007). Bunun tersine Afrika
populasyonunda yuksek ortalama varfarin gereksiniwmiupa veya Cin populasyonuyla
karsilastirildiginda, varfarin-duyarlVKORCZ®2 haplotipinin frekansi daha azdir. Varsayilan
eski alleller YKORCZ1 haplotipi) yalniz Afrika populasyonunda var oflugorulmektedir
(Geiseret al. 2005, Loebsteirt al. 2007, Riedeet al.2005,Veenstraet al. 2005, Yuaret al.
2005, Rostet al. 2004, Oldenburget al. 2007). VKORC1 genindeki kumadin-duyarli
allellerinin hastadaki kombinasyonu antikoagulasykuallaniminda riski arttirmaktadir
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(Schalekampet al. 2006). Tez calsmamizda VKORC1 genindeki G-1639A polimorfizmi
hasta grubunda %10.8 hemoraji komplikasyonu ile ankoagulasyon kullaniminda riski

arttirdi g1 tespit edilmistir.

2005 yilinda MJ. Rieder ve arkathr tarafindan yayinlanan bir ¢gghada 10 genel
kodlanmayan VKORC1 TNP (tekli niukleotid dgisimi) ve iliskili 5 6nemli haplotip
tanimlanmgtir. Uzun doénem varfarin tedavisi alan Avrupa-Arkah hastalarda diik doz
haplotip grubunu (A; H1 ve H2; yaklk 3 mg/gin) ve yiksek doz haplotip grubunu (B; H7,
H8 ve H9; yaklaik 6 mg/giin) tanimlangiardir. Ug haplotip grup kombinasyonu arasinda
surddurdlen varfarin dozunda 6nemli farkhliklar ggid@mistir (A/A: 2.7+0.2 mg/gun, A/B:
4.9+0.2 mg/gun, B/B: 6.2+0.3 mg/gun). Gataya gore H1 ve H2 haplotipi dahasdk; H7,

H8 ve H9 haplotipine sahip hastalar daha yukseKaxiar dozuna ihtiyac duymaktadir.
VKORC1 haplotip A ve B gruplari varfarin doz gekenliginin yaklasik %25'ini
aciklamaktadir. Asyali Amerikalilar yiksek orandaglup haplotipine sahipken Afrikali
Amerikalilar B grup haplotipine sahiptir (Riedeet al. 2005). Hong Kong Cin
populasyonunda bireyler arasindaki varfarin dozZigtenliginin, VKORCL1 genotipinin

dominant genetik etkisi olgu vurgulanmgtir (Veenstraet al.2005).

Leung ve arkadgari tarafindan toplam 35 hastanin katilimiyla apicalsmada, FVL
(n:15), Protrombin G20210A mutasyonu (n: 18) ve Hkergen mutasyonunu geyan (n:2)
bireylerdeVKORC1G-1639A ve CYP2C9*2, *3 polimorfizmleri invader lpaorfizm analizi
yontemi ile cagiimistir. VKORC1-1639 polimorfizmi 5 hastada AA (FVL n:3 ve Pratibin
n:2), 22 hastada GA (FVL n:9, Protrombin n:11 ver liasini tasiyan n:2) genotipi
bulunmutur. 35 hastanin 29'unda (%83) CYP2C9*2 C/T, CYPZRCA/C, VKORCL1 -1639
G/A vel veya A/A genotipleri tespit edilgtir. Bu genotipleri taiyan bireylerde varfarin
hassasiyeti ve guk doz ila¢ gereksinimi bulunmaktadir (Leueigal. 2007).Tez ¢alsmamiz
VKORC1 G-1639A ile FVL, Protrombin ve MTHFR gen mutasyonlari arasinda bir

ili ski tespit edilememitir.
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5.1. Turk Populasyonunda Yapilmg Diger Calismalar

Tuark popilasyonunda daha once yapglmalsmadaCYP2C92, CYP2C93, CYP2C94,
CYP2C95 ve VKORC1 -1639G>A polimorfizmleri ile varfarin dozu skilendirilmistir.
Varfarin tedavisi alan 205 hastada yapilansgahidaCYP2C92 (Argl44Cys),CYP2C93
(Ile359Leu), CYP2C94 (lle359Thr) andCYP2C95 (Asp360Glu) veVKORC1 3673G>A
polimorfizmleri pyrosequencing yéntemiyle genotipdiéilmistir. Polimorfizmler ile hastanin
aldigi varfarin dozu ilgkilendirilmistir. Buna gére YKORC13673 AA (homozigot) genotipi
olan hastalarda haftada ortalama doz gereksinin@3fg olurken GG (yabanil tip) genotipi
olan bireylerde haftalik doz gereksinimi 43.18 niigpaktadir (P<0.0001). Heterozigot (GA)
genotipe sahip bireylerde haftalik ortalama doz783mg.’dir. Tirk populasyonunda
argstirllan  polimorfizmlerin allel frekanslariVKORC1 3673 A %50, CYP2C92 %13,
CYP2C93 %10 ve CYP2C9% 9%1.0 olarak belirtiimgtir. Calisilan hasta grubunda
CYP2C95 tespit edilememnstir. Elde edilen allel frekans sikliklar @ir populasyonlarla
karsilastinimistir (Oner et al. 2008). Tez calsmamiz VKORC1 -1639G>A genotip

frekanslari ile benzerlik gostermektedir.

Yapilmis olan dger bir calgmada da, hem ghkli hem de varfarin kullanan toplam 434
bireyde VKORC1-1639G>Ave CYP2C9 430 C>T ve 1075 A>C polimorfizmleri PZR-
RFLP yontemiyle tespit edilerek varfarin tedavigndu genlerin etkingini arastiriimistir.
Elde edilenVKORC1geni -1639 G>A polimorfizminin genotip gdimi %27.6 GG, %48.4
GA ve %24 AA olarak bulunmyur. Sonug¢ olarak, varfarin kullanan olgularda lanaa
gunlik varfarin doz miktar! il&/ KORC1ve CYP2C9 genotipleri arasinda istatistiksel ddara
anlamh  bir ilgki bulundgu, bu genlerdeki polimorfizmlerin ve ya faktérinin
bireylerarasinda %29 oraninda varfarin dogigdesnliginde etkili oldigu istatistiksel olarak
tespit edilmgtir (Atli 2008). Tez calgmamiz VKORC1-1639G>A genotip frekanslari ile

benzerlik gbstermektedir.
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Cizelge 3.18Calsmamizda Tespit Edile¥KORC1G-1639A Gen Polimorfizm Oranlarinin
Diger Populasyonlarla Kiyasi

Arastirmaci/Yil Popilasyon VKORC1 G-1639A

GG (%) GA(%)  AA (%)

Yuan ve arkadgdar1/2005 Avrupa 39.1 46.7 14.2
Sconce ve arkagdkari/2005 Avrupa 25 56 19
Geisen ve arkadkari/2005 Avrupa 34 48 18
Zhu ve arkadgar /2007 Avrupa 52.3 35.4 12.3
Ozgen ve arkag#ar1/2008 Turkiye 28.8 42.4 28.8
Atli 2008 Turkiye 27.6 48.4 24
Tez Calgmamiz Tarkiye 32.5 40.0 27.5

5.2. Sonug ve Oneriler

Bireysel tip b&laminda kisisel ila¢ terapisi donerfme girmeye bgladigimiz ¢ok az sirenin
kaldigi buglnlerde, hastaya verilecek en iyi ilag secimiyani sira hasta icin en etkili ve
guvenli dozajin da ayarlanabilmesi amaciyla yapdalsmalar hizla stirmektedir. Dinyada
oral antikoagulan ilaclar icinde siklkla tercihiled ilag varfarindir. Varfarin kullanim
endikasyonu olan hastalarda ilag doz/yangi geenlik faktort toplumlara gére 10-20 arasinda
desismektedir. Uygun olmayan doz ayarlamalarinin sonugée katastrofik olabilmektedir.
Hastaya erken dénemde ve idamesinde uygun var@ozunun belirlenmesinde, INR
duzeylerinin terapotik tedavi arginda en uzun sireyle kalmasinirglasamasinda genetik
duzeyde molekuler bilgilere gereksinim duyulmaktadVKORC1 genindeki varfarine
duyarlilik veya direnc yaragi belirlenmi tekli ntikleotid polimorfizmlerinin varfiina b&l
olarak yine varfarin doz ayarlanmasinin yapiimagm igenomik bilgenleri de iceren doz
algoritmalarinin olgturulmasina imkan géayacaktir. Bu nedenle Turk populasyonunda etkin
varfarin dozunun belirlenmesi igin antikoagulan lanim 6ncesinde kinin direng veya
duyarlilikla ilgili olan gen bolgesi tespit edilndik, farmakogenetikteki gealmelerin
paralelinde, gen bdlgelerindeki direnc ve duydtan sorumlu polimorfizmlere 6zgln
Uretilecek tani testleri, §iye 6zel tedavide hizli, kolay ve etkili bir yontegelistiriimesine
olanak sglayacaktir. Stabil varfarin dozu ve etkin antikokgii etki sglamak amaciyla

mevcut ksiye 6zgiu doz algoritmasi modellerindeki eksiklikigiderilerek guivenli ve etkin
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varfarin kullanimini sglayacaktir.

Farmakogenomik konusunda yapilan gahlar sayesinde, ilaca yanit verenler/vermeyenleri,
ters etki olgan/olismayanlari gosterebilen, sirasiyla etkielive gtivenfie yonelik testler
olusturmak Uzerinde ygunlasiimistir. Yapilan ¢akmalar siginda varfarin direncinden ve
hassasiyetinden sorumlu tekli ntkleotid polimorfiermin tanimlanmasi sonrasinda,
ilerleyen slrec icerisinde varfarin direncini ve s$asiyetini tanimlamaya yonelik

biyoteknoloji tani panellerinin ortaya konulmasimkiin olabilecektir.

Bugline kadar yapilan csinalarda trombozla gkilendirilmis ¢esitli polimorfizmler
tanimlanmgtir. Klinik rutin kullanima da giren bu polimorfizZierin en sik analiz edilenleri
FVL, MTHFR 677C>T ve Protrombin G20210A mutasyonlaridir. Haéndurilmekte olan
varfarin iligkili farmakogenotip ¢catmalarinda trombojenik genotip bilgilerinin anaulmadigi
gOzlenmgtir. Bu ihtiyag g6z 6nine alinarak yapilan gadamizda trombojenik faktorlerin
VKORC1 geni ile olan ilgkisi aragtirilarak anlamli bir ilgki aranmstir. Diger taraftan
VKORC1genindeki G-1639A ve C1173T polimorfizmleri henmjok@mplikasyonu ile ilgkili
oldugu saptannstir. Boylece varfarin kullanim gereksinimi olan tedarda yapilan testler
sonucunda hemoraji komplikasyonu ileskili polimorfizmler saptandiinda hastaya daha
disik doz varfarin bgatilabilir. Sonucta farmakogenetik bilgilerin kikn uygulamalarda
kullanilmaya bglamasi ile hastalarin klinik tedavi ve takiplerind@sanan zorluklara

yardimci olunabilecektir.
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