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OZET

Bio. Cansu KARA OZTABAG. CYP2C9 ve VKORCI1 Polimorfizmlerinin Derin
Ven Trombozlu (DVT) Hastalarda Varfarin (Kumadin) Dozlamindaki Etkisi.
Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Farmakoloji Anabilim Dal,
Yiiksek Lisans Tezi, Bolu, 2016

Derin ven trombozu (DVT) alt veya st ekstremitede derin yerlesimli ana
toplardamarlarin pitht1 ile tikanmasidir. Derin ven trombozunun (DVT) baslica
nedenleri toplardamarlarda duvar zedelenmesi, kan akiminin yavaglamasi ya da kanda
pihtilasmaya yol acan faktorler (genetik) olabilir. Derin ven trombozunun onemli
tehlikesi pulmoner emboliye neden olabilmesidir. DVT tanis1 alan hastalarda tedaviye
antikoagiilan uygulanmasi ile baslanir. Giiniimiizde gelismis diinya niifusunun %1-2’si
Varfarin’i diizenli olarak kullanmaktadir. Varfarin bir K vitamini antagonistidir.
Olusan piht1 heparin ile eritilir, varfarin ise damarlarda veya kalpte piht1 olusmasini,
pihtt mevcutsa pihtinin yayginlagsmasini Onler. Varfarin’in farmakokinetik ve
farmakodinamik Ozelliklerinin ¢evresel ve genetik pek ¢ok faktorden etkilenmesi
nedeniyle hastalarm ihtiya¢ duydugu optimum doz degiskenlik gosterir. Ilag
metabolizmasinda rol alan enzimlerin sentez hizinin ve/veya niteliginin degiskenlik
gostermesinin ana nedeni genetik polimorfizmlerdir. Bu genetik etkenler arasinda
Varfarin metabolizmasindan sorumlu olan VKORC1 ve CYP2C9 6ne ¢ikmaktadir. Bu
genlerdeki polimorfizmlerin bilinmesi varfarin baglama dozunun optimum doza daha
yakin olabilmesini saglar. Dolayisi ile INR stabilizasyonu daha hizli olur ve
pihtilagsmanin 6nlenmesi ve agir1 kanama riski arasindaki denge daha hizli saglanir. Bu
nedenle bu ¢alismada DVT tanisi almig 132 olgu araciligi ile CYP2C9 ve VKORC1
genlerinin etkisini Tiirk toplumunda ortaya koymayi amaglamaktayiz. Calismaya dahil
edilen olgular arasinda, en sik goriilen CYP2C9 genotipi %69.8 ile *1/*1 iken en nadir
olanlari ise %1.5 ile *2/*2 ve *2/*3, VKORC1 genotipleri agisindan ise en sik goriilen
%55.6 ile G/A (C/T heterozigot) genotipi olurken, en nadir goriileni %14.4 ile G/G
(C/C homozigot yabanil tip) olarak gézlenmistir. Calisma sonuglarimiz beyaz irkta ve
Tiirk popiilasyonunda yapilan ¢alismalar ile uyum gosterirken, Japon ve Cin

popiilasyonlarinda yapilan ¢aligmalar ile biiyiik farkliliklar gostermektedir.



Tiirk populasyonu {izerinde yaptigimiz ¢alismanin, kisiye 6zgli tip adina varfarin
dozunun hizli ve hastanin ilag yan etkilerine daha az maruz kalmasi saglanarak
ayarlanmasinda, kolaylik saglayacagi diistiniilmektedir.

Anahtar Sozciikler: Derin Ven Trombozu (DVT), varfarin, VKORC1, CYP2C9,
kisiye 6zgii tip, farmakogenetik.



ABSTRACT

Bio. Cansu KARA OZTABAG. The Influence of CYP2C9 and VKORCI
Polymorphisms on Warfarin (Coumadin) Dosing in Patients with Deep Vein
Thrombosis (DVT). Abant Izzet Baysal Universitesi Tip Fakiiltesi, Farmakoloji
Anabilim Dal, Yiiksek Lisans Tezi, Bolu, 2016

Deep vein thrombosis is the blockage of a deep vein by a clot, in the upper or lower
extremities. The main causes of deep vein thrombosis (DVT) can be the damage of
blood vessel walls in veins, decreased blood flow rate, or the factors that affect
coagulation (genetic). The significant danger of DVT is that it can lead to pulmonary
embolism. In patients who get the diagnosis of DVT, the treatment starts with
anticoagulant drugs. Today, 1-2% of the population in developed countries use
warfarin regularly. Warfarin is a vitamin-k antagonist. Heparin cause thrombolysis of
clots, while warfarin prevents spreading of existing thrombus or formation of new ones
in heart or in veins. Because warfarin’s pharmacokinetic and pharmacodynamics
features are affected by many factors; extrinsic or genetic, the optimum dosage that
the patients need show a wide range. The main reason for it, is that the synthesis rate
and/or quality of enzymes which play role in drug metabolism show genetic
polymorphism. Among these genetic factors,VKORC1 and CYP2C9, which are
responsible for Warfarin metabolism. are significant. It has been shown that
understanding the genotypes about these two genes are useful in the initial dosage of
warfarin. It can be much closer to optimum dosage. So, the INR stabilization is more
rapid and the balance between the prevention of clotting and the risk of overbleeding
is made quicker. For this reason, through the 132 cases who took diagnosis with DVT,
our aim is to reveal the effect of two genes, CYP2C9 and VKORCL1 in Turkish people.
Among the cases which are included in our study, the most common CYP2C9
genotype is *1/*1 with a rate of 69.8%; while the 2/*2 and *2/*3 are the least observed
ones with a percentage of 1.5%. The most common VKORC1 genotype is G/A (C/T
heterozygote) ath55.6%; while the least observed VKORCL1 genotype is G/G (C/C
homozygote wild type) with a rate of 14.4%. The results of study are compatible with
the studies made in the White race and the Turkish population. On the other hand, it

differs greatly with the studies made on the Japanese and Chinese population.



It is thought that our study which we made on Turkish population, will make it easier
to adjust the warfarin dosage fast and in a way that enables patients to less exposure to
the side effects of the medicine.

Keywords: Deep Vein Thrombosis (DVT), Warfarin, VKORC1, CYP2C9,
individualized medicine, pharmacogenetics
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SIMGELER VE KISALTMALAR DiZiNi

A 111: Antitrombin 111

APTZ: Aktif parsiyel tromboplastin zamani

BT: Bilgisayarli Tomografi

°C: derece santigrad

CYP2CQ9: Sitokrom P450 enzimi ”Cytochrome P450 enzyme”
DD: D-Dimer

DMAH: Diisiik molekiil agirlikli heparin

DVT: Derin Ven Trombozu “Deep Vein Thrombosis”

EP: Pulmoner Emboli

INR: Internasyonel Normalize Oran “Internasyonel Normalized Ratio”
MR: Manyetik Rezonans

PCR: Polimeraz Zincir Reaksiyonu

PT: Protrombin Zamani Testi

PZ: Protrombin zamani

RDUS: Renkli Dopler Ultrasonografi

rpm: Revolution per minute

RT-PCR: real time-PCR

UFH: Unfraksiyone heparin

VKORCI: Vitamin K Epoksit Rediiktaz Kompleks Subunit 1
VKA: Vitamin K Antagonisti

VTE: Ven6z Tromboembolizm



1.GIRIS VE AMAC

Derin ven trombozu (DVT) alt ve iist ekstremitede derin yerlesimli damarlarin
piht1 ile tikanmasidir. Vendz sistemin herhangi bir yerinde goriilebilecek sistemik bir
hastaliktir. DVT nin baslica nedenleri staz, endotel harabiyeti veya hiperkoagiilabilite
olabilir. Bu faktorlerin yani sira ileri yas, obezite, hamilelik ve lohusalik donemi, bazi
timor hastaliklari, ortopedi ameliyatlari, uzun siiren yatak istirahatleri, uzun siiren
yolculuklar, belirli ilaglarin kullanilmasi (6rnegin Ostrojen igeren oral kontraseptifler,
menopozda hormon tedavisi vs.) (1,2,3) dogustan bulunan veya yasamin sonraki
evrelerinde ortaya ¢ikan pihtilasma sorunlari ve genetik faktdrler DVT riskini arttiran

faktorler arasinda yer almaktadir. (4)

Onemli tehlikesi pulmoner emboliye (PE) neden olabilmesidir. Olgularin
yaklasik %10-15’inde PE goriilebilir, fakat insidansi kesin olarak bilinmemektedir.
DVT zamaninda teshis ve tedavi edilmediginde ciddi morbidite ve mortalite ile
sonuglanmaktadir. DVT nin standart tedavisi trombiis gelisimi ve embolizasyonunun
onlenmesine yoneliktir. DVT tanist alan hastalarda tedavi antikoagiilan uygulanmasi
ile baglanir. Giinlimiizde gelismis diinya niifusunun %1-2’si Varfarini diizenli olarak
kullanmaktadir. Varfarin bir K vitamini antagonistidir. Varfarin olusan pihtiy1 eritmez
fakat damarlarda veya kalpte piht1 olusmasini, pihtt mevcutsa pithtinin yayginlagmasini
onler. Antikoagiilan etkinin amaclandig1 durumlarda en sik kullanilan antikoagiilan
olarak dar bir terapdtik indekse (10mg ile 100 mg/hafta) sahip olan (5) varfarinin
dozlanmasinda subterapdtik dozda pihti olusumu, yiiksek dozda ise INR degeri
yiikselerek kanamaya yol acabilmesi gibi yan etkilerin 6nlenmesi amaci ile Varfarin’in
uygulanacagi hastalarin bu ilact metabolize etme hizlari 6nem tasimaktadir. (6)
Bireylerin varfarin metabolizasyon hizi genetik olarak tespit edilebilmektedir. (7)
Genetik farkliliklar sonucunca; yavas, orta ve hizli metabolizor olmak {izere {i¢ cesit
fenotip ortaya ¢ikmaktadir (8). Enzim polimorfizmi, o enzimi sentez ettiren genin
noksan veya inaktif olmas1 seklindeyse bu enzim ilizerinden olan ilag metabolizmasi
meydana gelmez. Eger enzim azalmis olarak kismen sentez ediliyorsa metabolizma
hiz1 azalmgtir. Tlaglarin metabolizmasindan sorumlu olan enzimlerin sentezinin veya

yapisinin bozulmus oldugu fenotipe yavas metabolizor denir. Yavas metabolizorlerde



ila¢ eliminasyon hiz1 azalir, ilacin dolasimda bulunma siiresi artar, dolayisi ile ilacin
etkisi siddetlenir ve toksik belirtiler ortaya ¢ikabilir; bu nedenle yavas metabolizorlerin
baslangic ve idame dozu diger fenotiplere gore daha az olmalidir. Orta metabolizéorler;
ilaglara kars1 optimum terap6tik cevap igin ortalama ila¢ dozundan fayda goriirler. (8)
Varfarinin metabolizmasi iizerinde etkisi oldugu bilinen iki 6nemli polimorfizm
vardir; VKORC1 ve CYP2C9 (9,10). Varfarin viicutta etkisini vitamin K epoksit
rediiktaz(VKOR) enzimini inhibe ederek gostermektedir ve vitamin K epoksitrediiktaz
kompleks subunit 1 (VKORC1) gen mutasyonunun varfarinin farmakodinamigini
etkiledigi saptanmistir (8). (VKORC1 1639 GG ve 1173 CC) Varfarin iizerinde etkisi
olan genetik faktorlerden bir digeri ise sitokrom p450 siiper ailesinin yiiksek
polimorfik karaciger enzimidir. CYP2C9 major ilag metabolize eden CYP450‘nin
izoformlarindan biridir. CYP2C9 genel olarak karacigerde eksprese olur. Faz 1
metabolizasyonuna maruz kalan ilaglarin %15-20’sinin klirensinden CYP2C9’un
sorumlu oldugu tahmin edilmektedir. CYP2C9’da genetik polimorfizmler bulunur ve
ilaclara kars1 terapotik tepkiyi etkileyebilir. CYP2C9 geninin 6 farkli genotipi ve 3
farkli metabolizor fenotipi mevcuttur. Bunlar CYP2C9 *1/*1, CYP2C9 *1/*2,
CYP2C9 *1/*3, CYP2C9 *2/*2, CYP2C9 *3/*3 ve CYP2C9 *2/*3"diir. (8) Dolayis1
ile bu c¢alismanin konusu antikoagiilan kullanan DVT’li hastalarda ilgili

genotiplerinVarfarin ilag dozlamasindaki 6neminin ortaya konmasidir.

Antikagiilanlarin kisiye uygun dozda verilmesi elzemdir. Hali hazirda ki
uygulamalar dogru dozun denenerek tespit edilmeye ¢alisilmasidir. Pihtilagmanin
onlenmesi ve asir1 kanama riski arasinda bir denge saglamak amaciyla ilaglarin ¢ok
dikkatli izlenmesi gerekir. Belirli araliklar ile hastalarin internasyonel normalize
oranlar1 (INR) kontrol edilir (1). INR degeri tedavide kullanilan kan sulandirici
(antikoagiilan) ilaglarin etkilerini izlemek amaciyla kullanilir. Birgok laboratuarda PT
yani protrombin zamani testi sonuglari, antikolagiilan ila¢ kullanan hastalar i¢in
INR’na gore rapor edilir. DVT tedavisinde de INR degerleri hekimlere yol
gostermektedir. Erken evre derin ven trombozunda ilk olarak heparin tedavisi
uygulanir. Olusan piht1 heparin ile tedavi edilmeye calisilir. Intravendz verildiginde
etki hemen baslar ve vendz tromboz tedavisinde heparinle beraber varfarin de baslanir
(1). Varfarin damarlarda veya kalpte pihti olusmasini, pthti mevcutsa pihtinin

yayginlagsmasini Onler. Fakat olusmus olan pihtiyr eritmez. Hastanin INR’si arka
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arkaya 2 giin 2.0 ve tizerinde sonuglandiginda heparin tedavisi kesilir (1). Uygulanan
heparin tedavisinin ardindan hastanin klinigi ve risk faktorlerine gore degisen
siirelerde oral antikoagiilan tedavi uygulanir. Yine bu siire¢ boyunca hastalar ilacin
yan etkilerine maruz kalma tehlikesi yasamaktadir. Kisiye uygun dozun daha hizli ve
daha dogru bir sekilde tespit edilmesi hastalar1 yan etkilerden koruyacak, hekimin daha
rahat ila¢ kullanimimi1 saglayacak ve olasi yan etkilerin aza indirgenmesi saglik
ekonomisine destek saglayacaktir. Sayilan sebeplerden dolayr ¢alismanin faydali

olacag diisiiniilmektedir.

Antikoagiilan kullanan DVT’li hastalarda varfarin metabolizasyon hizinin,
hastaya verilen doz ile uyumunu karsilastirarak, ilgili genotiplerin ilag dozlamasindaki
Oonemi agisindan iilkemizde ¢ok fazla ¢aligma bulunmamasina karsin diinya ¢apinda
benzer caligmalar mevcuttur. Hintli bir popiilasyonda yapilan arastirmaya gore;
varfarin kullanan hastalarin allel sikliklarina gore ortalama giinliik idame dozlar
VKORC11639 GG ve 1173 CC (wild-tip/hizli metabolizor) igin 4.72 mg/giin,
VKORC 1-1639 GA ve 1173 CT (heterozigot/orta metabolizor) allelleri igin 3.74,
VKORC1-1639 AA ve 1173 TT (homozigot/yavas metabolizor) alleleri ig¢in 2.07 dir
(11).Tayland da yapilan bir arastirmaya gore ise genotipler ve ortalama dozlar;
VKORCI1 AA ig¢in 3.6 mg/giin, GA i¢in 4.7 mg/giin ve GG i¢in 7.4 mg/giin diir (12).
Beyaz 1rk ilizerinde yapilan bir diger arastirmaya gore ise CYP2C9 genotiplerinin
giinliik ortalama idame dozlan sirasi ile 36.5, 29.1, 23.5, 28.0, 18.1 ve 5.5 mg/hafta
(CYP2C9 *1/*1, CYP2C9 *1/*2, CYP2C9 *1/*3, CYP2C9 *2/*2, CYP2C9 *3/*3 ve
CYP2C9 *2/*3.) olarak hesaplanmistir (13). Bu bulgular dahilinde irklara gore
fenotipler arasi varfarin dozlaminda (mg/giin) farkliliklar gézlenmektedir. Bu sebeple
Tiirk populasyonu iizerinde yapilmasini planladigimiz ¢alismanin, kisiye 6zgii varfarin
dozunun hizli ve hastanin ilag yan etkilerine daha az maruz kalmasi saglanarak

ayarlanmasinda, kolaylik saglayacag: diistintilmektedir.

Glinlimiizde gelismis diinya niifusunun %]1-2’si bu oral antikoagiilan1 (Varfarin)
diizenli olarak kullanmaktadir (14). Varfarin bir K vitamini antagonistidir. Varfarin
olusan pihtiyr eritmez fakat damarlarda veya kalpte piht1 olugsmasini, pihtt mevcutsa
pihtinin yayginlagsmasint onler (1). Varfarinin farmakokinetik ve farmakodinamik

ozelliklerinin ¢evresel ve genetik pek cok faktorden etkilenmesi nedeniyle tiim
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bireylerde sabit dozda kullanim1 miimkiin degildir (5). Varfarin kullananlar arasinda
olduke¢a genis doz degiskenligi gozlenmektedir. Ayni kiside bile zaman i¢inde sik doz
degisikligi gerekebilmektedir, bu nedenle hastalar ilacin yan etkilerine maruz kalma
tehlikesi yasamaktadir. Kisiye uygun dozun daha hizli ve daha dogru bir sekilde tespit
edilmesi hastalar1 yan etkilerden koruyacak, hekimin daha rahat ila¢ kullanimin
saglayacaktir ve olasi yan etkilerin aza indirgenmesi saglik ekonomisine destek

saglayacaktir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Pihtilasma (Koagiilasyon):

Pihtilasma, kanamanin durmasi sirasinda damar disinda ve tromboz sirasinda
damar i¢inde meydana gelir. Pthtilasma mekanizmasi ise; saglam damarlarda dolasan
kanin disart ¢ikmasini 6nleyen ve damar duvarinda bir hasar olustugunda kanamayi
durduran mekanizmaya denir. Bu mekanizma ile sivi olan kan, pihtiya doniisiir.
Meydana gelen fibrin trombozu saglam bir tikag¢ meydana getirerek kanamanin

devamli olarak durmasini saglar (15) .

Pihtilagma mekanizmasinda, 10’dan fazla pihtilasma faktorleri rol
oynamaktadir. Onemli bir boliimiinii (faktér II, VII, IX, X, X1, XII ve prekallikrein)
fonksiyonel bakimdan vit K bagimli serin proteazlar olusturmaktadir. Vit K bagiml

serin proteazlarin digerlerinden farkli olarak Ca+2 ve K vitaminine ihtiyaglar1 vardir

(8).

Pihtilagma kaskad: ekstrensek ve intrensek olmak tiizere iki yolla
aciklanmaktadir. Doku faktorii ekstrensek yolu baglatirken, faktor XII ve
trombositlerin damar duvarindaki kollejenle temasi intrensek yolu aktive eder. Doku
faktorii (TF) sayesinde ekstrensek yolda pihtilasma 15 sn gibi kisa bir siirede
olusurken, instrensek yolda pihtilasmanin olugsmasi 1-6 dk ‘dir (16) (Sekil 2.1).



Sekil 2.1: Pihtilasma (Koagiilasyon) kaskadi (17)
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2.2. Derin Ven Trombozu
2.2.1. Tamim ve Tarihce

Derin ven trombozu (DVT) alt veya list ekstremitede derin venlerin gelisen
trombiislerle onun dallarinda yarattigi tikaniklik ve kan akimindaki kesintilerdir (18).
Zamaninda teshis ve tedavi edilmediginde ciddi morbidite ve mortalite ile
sonuglanmaktadir (5). Yasami tehdit eden en 6nemli tehlikesi ise pulmoner embolidir
(19). DVT multifaktoriyel bir hastaliktir, hastalarda birden fazla risk faktorii bir arada
bulunabilir. Risk faktorleri arttikga DVT gegirme riski o kadar artar (20).

2.2.2. Prevalans

Farkli topluluklarda yapilan DVT prevalans calismalarinda benzer sonuglar
elde edilmis olup yas ve cinsiyet faktorleri gz oniinde bulunduruldugunda goriilme
siklig1 yilda ortalama 100.000 kiside 50-200 arasinda degisiklik gostermektedir. DVT
insidans1 yasla birlikte artis gdstermektedir, 20 yas altinda nadir rastlanilirken 70 yas
tizerinde 100.000 kiside 200 olguda goriilebilmektedir. Baz1 ¢alismalar da DVT nin
erkeklerde kadinlara oranla daha sik goriilebililecegini gostermektedir. Yapilan
caligmalar sonucunda DV T nin bir yilda goriilme orani erkeklerde 10.000 kiside 13
iken kadinlarda 10.000 kiside 11 olarak bulunmustur (21,2,1).

2.2.3. Etiyopatogenez

Derin ven trombozu multifaktoriyel bir hastaliktir. Etiyopatogenezi 1856
yilinda Virchow tarafindan, Virchow (triad) ticliisii olarak tanimlanmistir. Bu teoriye
gore; endotel disfonksiyonu (endotel hasari-islev bozuklugu), hiperkoagiilabilite ve
staz (kan akiminda yavaslama) olmak iizere ili¢ temel patogenetik mekanizma ile
agtklanmig olup giliniimiizde hala gegerliligini stirdiirmektedir (Tablo 2.1) (3,2). Staz
ve endotel disfonksiyonu en dnemli risk faktorleridir (22). Teknolojinin gelismesi ile
birlikte bu mekanizmalara kalitimla gegen (primer) ve sonradan edinilen (sekonder)

risk faktorleri de eklenmistir (Tablo 2.2) (2,3).



Tablo 2.1: Virchow triadi ve olusumunda etkili faktérler (3,2).

Venoz staz

Endotel disfonksiyonu

Hiperkoagiilabilite

Uzun siiren yatak e Damar yaralanmas1 /

Edinsel trombofililer

istirahati, uzun
seyahat, cerrahi
girisime bagl
hareketsizlik

e  Tiumor,obezite,
gebelige bagli venoz
obstriiksiyon

e Kardiyomiyopati,
konjesyon kalp
yetersizligi ve
miyokard infarktiisiine
bagli sol ventrikiil
yetersizligi

e  Atriyal fibrilasyon

taravmasi
Kateter takilmasi
Derin ven trombozu
Oykiisti
e Yapay kalp kapagi
Akut miyokard
infarktiisii
Cerrahi girisim
Kemik kiriklar
Kalp damar hastalig1
T{imor invazyonu
Yanik

Derin ven trombozu
Oykiisii

Cerrahi girisimler
Antifosfolipid antikor
sendromlar1

Kalitsal trombofililer

Aktive
direnci
Fator \%
mutasyonu
Protrombin
(G20210A)
mutasyonu
Protein C/S eksikligi
Aile 6ykiisii

protein C
Leiden

gen

Tablo 2.2: Derin ven trombozu i¢in primer ve sekonder risk faktorleri (3).

Primer risk faktorleri (Kalitimsal)

Sekonder risk faktorleri

(Edinsel)
Sik Rastlananlar Nadir Rastlananlar e Travma
e Faktor V Leiden e Konjenital e Cerrahi
e Protein C eksikligi disfibrinojemi e Immobilite
e  Protein S eksikligi e Trombomodulin e  Gebelik
e  Protrombin (G20210A) e Asm e Lohusalik
mutasyonu plasminojen e Kalp yetersizligi
e  Antikardiyolipin antikorlar aktivator e Nefrolojik sendrom
e Hiperhomosisteinemi inhibitdrii e Hormon replasman
e  Faktor VII tedavisi
eksikligi . Sigara
e Uzun yolculuk
o lleriyas
e Malignite
o Kemoterapi
e Alt ekstremitede/

pelvis travmasi veya
kirgi




2.2.4. Tam Kriterleri

Derin ven trombozu (DVT) siiphesi olan olgularda dogru ve zamaninda teshis
biliyliik 6nem tasimaktadir; tedavi edilmemis trombiis 6liimciil pulmoner emboliye
neden olabilmektedir. Hekime basvuru esnasinda en sik rastlanan semptom agr1 olup,
bunu duyarhilik, eritem, 1s1 artisi, gode birakan oOdem, sislik veya ayagin
dorsofleksiyonu ile gelisen baldir agrisi olarak tanimlanan Homans belirtisi gibi klinik

semptom ve bulgular takip eder (Tablo 2.3) (23).

Tablo.2.3: DVT Semptom ve Bulgulari (3)

Semptom/Bulgu Duyarlilik % Ozgiilliik %
Bacak agrist 66-81 3-87

Bacak hassasiyeti 56-82 26-74
Homans belirtisi 13-48 39-84
Bacakta 6dem 35-97 11-88

Sadece klinik belirtilere dayanarak DVT tanis1 koymak giivenilir bir yontem
degildir. Ayn klinik bulgular bacak travmasi, yiizeysel ven trombozu ve postflebit
sendromu gibi bagka hastalik siireglerindede goriilebilmektedir (24). Derin ven
trombozundan  siliphelenilen  olgularin  ancak  %25’inde  tan1  testlerle
dogrulanabilmektedir. Bu nedenle taniyr kesinlestirmek i¢in klinik inceleme,

laboratuar testleri ve goriintiileme yontemleri birlesrilebilmektedir (25).

2.2.4.1. Klinik

DVT tan siirecindeki ilk basamak klinik muayene ve hasta anamnezidir. Klinik
inceleme de hastalar klinik risk skorlamasi yapilarak diisiik, orta ve yiiksek olmak
tizere risk gruplarina ayrilirlar. Tablo 2.4’deki DVT klinik risk skorlamas1 (Wells) risk
gruplarinin ayrimda kullanilabilecek skorlama sistemlerinden biridir (26). Risk
grubunu belirlenmesinin ardindan, tani i¢in dogru protokoliin izlenmesi agisindan bazi
algoritmalar geligrilmistir. Bu algoritmalar sayesinde DVT’nin teshis ve ekartesi

kolaylagsmaktada yardimcidir (Sekil 2.2) (2).



Tablo 2.4: Derin ven trombozu tamsinda Kklinik risk skorlamasi (Wells) (26).

e  Derin ven trombozu tanisinda daha fazla olasi alternatif tam

Klinik 6zellikler Skor

e  Aktif kanser (tedavi siiriiyor, son 6 ay i¢inde uygulanmus, pasif tedavi 1
yapiliyor.)

o Paralizi, parezi veya alt ekstremitelere atel uygulanmasi 1

e Uc giinden uzun siireyle yataga bagimlilik, son 4 hafta i¢inde majér 1
cerrahi girigim

e Derin ven iizerinde lokalize hassasiyet 1

e Tiim bacakta sisme 1

e  Tuberositas tibia 10cm altinda yapilan dl¢iimde asemptomatik bacaga 1
kiyasla 3 cm’den fazla artis

e  Gode birakan 6dem (semptomatik bacakta daha fazla) )

e  Derin ven trombozu 6ykiisii 1

e Kollateral yiizeysel venler (non-varik6z) -

Risk degerlendirmesi:

Skor <0 DVT olasihig: diisiik
Skor=1-2 DVT olasihig1 orta
Skor >3 DVT olasilig1 yiiksek

Sekil 2.2: Derin ven trombozu siiphesi olan hastalarda tam algoritmasi (27).

r DVT Belirti ve Bulgular] ﬁ
[Diisiik klinik olasiliid Orta-viiksek klinik olasils

m Ultrasonografi(RD

+ 4

mem o e
n
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2.2.4.2. Laboratuvar Testleri ve Goriintiileme Yontemleri

DVT tanmisinin olgularda kesinlestirilebilmesi i¢in laboratuvar testleri ve
goriintlileme yontemleri ile dogrulanmasi gerekmektedir. Klinik skorlamanin
yapilmasindan sonra D-dimer, venografi, renkli doppler ultrasonografi (RDUS),
bilgisayarli tomografi (BT), manyetik rezonans venografi gibi test ve yontemler
kullanilmaktadir. D-dimer ve ultrasonografi non- invaziv, diger yontemlere gore hizl
ve ucuz olduklar igin giinlimiizde en sik tercih edilen iki yontemdir (25). Daha az

siklikla da olsa venografi de tercih edilen yontemler arasindadir (23).

D-Dimer: D-dimer (DD), ¢apraz bagli bir fibrinin en kiigiik yikim iiriiniidiir,
li¢ enzimin aktivasyonu sonucu olusan seri reaksiyonlar zinciri sonucunda gelisir (28).
Yiksek sensivitesi ve non-invaziv olmast sebebi ile DVT tanisinda sik
kullanilmaktadir. Yapilan c¢alismalar, D-dimer diizeyinin, dissemine intravaskiiler
koagiilasyon, gebelik, ciddi infeksiyon, karaciger hastaligi, cerrahi, travma ve
malignite durumlarinda da yiikseldigi i¢in 6zgiilliigiiniin diisiik oldugunu. Bu nedenle
d-dimer’in tek basina yeterli olmadigini gostermektedir. Fakat diisiik klinik siiphede
negatif sonuglarin DVT nin ekarte edilmesinde oldukga giiglii bir parametre oldugu
bilinmektedir. (29,30).

Plazmadaki D-dimer seviyesinin dlgiimii ELISA, lateks agliitinasyonu ve tam
kan agliitinasyon olmak {iizere ii¢ farkli yontem ile kalitatif ve kantitatif olarak olarak
yapilabilmektedir (25). En duyarli yontem ELISA ydntemi olup altin standart kabul
edilmesine karsin, pahali olmasi ve zaman almasi gibi dezavantajlar1 nedeni ile yaygin
olarak kullanilmamaktadir (31). ELISA ydntemi kadar giivenilir Lateks agliitinasyon
yontemi; daha ucuz, daha hizli ve 6zel teknik gerektirmemesi sebebi ile daha ¢ok tercih
edilmektedir (32). Son olarak tam kan agliitinasyonu hasta basinda parmak ucundan
alinan kan ile iki dakika gibi kisa bir silirede sonug verilmesine karsin daha az sensitif
ve diislik D-dimer diizeylerini saptayamamaktadir fakat, uygun klinik durumlarda bazi

tanilarin dislanmasinda yardimcei olmaktadir (32).
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2.2.4.3. Goriintiilleme Yontemleri:

Venografi: Venografi kasiktan veya bacaktaki damarlardan 6zel bir ilacin
uygulanmasinin ardindan seri halde rontgen ¢ekimlerinin yapilmasi ile yaklasik 30-45
dakika siiren bir yontemdir. Venografi sirasinda kullanilan ilag olgularda alerji ve
bobrek yetmezligine neden olabilir (2). Venografi DVT ‘de duyarliligt ve
Ozgilinliigiiniin ¢ok yiiksek olmasi nedeni ile altin standart olarak kabul edilmektedir
(1). Fakat invaziv olmasi, kontrast madde igermesi, uygulamanin zor ve agrili olmasi
sebebi ile gliniimiizde ¢ok sik olarak kullanilmamaktadir (33). Ancak, yiiksek klinik
stiphesi olup non-invaziv test sonuclari negatif olan hastalarda uygulanmasi uygun

bulunmustur (1).

Renkli Doppler Ultrasonografi: Renkli doppler ultrasonografi (RDUS)
giniimiizde DVT‘nin tanisinda ilk tercih edilen, ana yontemdir. RDUS, ses
dalgalarinin goriintiiye doniistiiriilmesi prensibi ile ¢alisarak, kan akiminin hizi, yonii
ve damarlarin yapis1 hakkinda bilgi vermektedir. Agrisiz, kolay uygulanabilen, ucuz,
kolay tekrarlanabilen, hasta tarafindan kolay tolere edilebilen, kontrast madde
icermeyen non-invaziv bir yontem olmasi sebebi ile sik tercih edilmektedir. Fakat
karin icindeki damarlar, kalbe yakin ve gogiis boslugundaki damarlarin bu yontem ile
degerlendirilmesi giic oldugu bilinmektedir, bu durumlarda bilgisayarli tomografi,
manyetik rezonans venografi gibi yontemlerin kullanilmasinin daha saglikli olacag:

diistiniilmektedir (2).

Bilgisayarh Tomografi: Bilgisayarli tomografi (BT) x 1simnlan ile, viicudu
kesitler seklinde goriintiillemeye yarayan bir yontemdir. Bu yontem sayesinde RDUS
ile  ulasilamayan; karmm i¢i  organlart ve toplardamarlar  rahatlikla
goriintiilenebilmektedir. Yontem bir ilacin damardan uygulanmasi ve tomografi
cihazinin hizl bir sekilde goriintii almas: seklindedir. Islem agrisiz ve kisa siirmektedir.
Ancak kullanilan ilaca kars1 alerji gelisimi goriilebilir ve 6zellikle bobrek hastalarinda
bobrek fonksiyonlarinda bozulma olabilir. Ayrica BT yiiksek radyosyon riski tagimasi
sebebi ile gebe ve gebelik siiphesi olan hastalarda kullanilmasi uygun

goriilmemektedir (34).
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Manyetik Rezonans Venografi: Manyetik rezonans venografi, giiclii bir
manyetik alan igerisinde radyo dalgalar1 kullanilarak hastalikli ve saglikli dokular1
saptamakta kullanilan bir yontemdir (34). BT ile degerlendirilmesi miimkiin olmayan
olgularda radyasyon icermemesi sebebi ile tercih edilmektedir. DVT i¢in yiiksek
duyarhilik ve oOzgilliiginiin oldugu bilinmektedir (35). Eski-yeni trombuslarin
ayriminda yardimci olmast ve ¢evre dokuda inflamatuvar reaksiyonlari gostermesi
DVT tanisi i¢in 6nemlidir. Ancak yiiksek maliyeti ve sinirli sayida olmasi rutinde

kullanimini kisitlamaktadir (36).

2.2.5. Derin ven trombozunun prognozu

DVT zamaninda teshis ve tedavi edilmediginde PE, pulmoner hipertansiyon,
VTE niiksii, postttrombotik sendrom, periferik venoz hastaliklar gibi ciddi morbidite
ve mortalite ile sonuglanmaktadir (2,27). En 6nemli tehlikeleri ise pulmoner emboliye

(PE) neden olabilmesidir (1,23,2).
2.2.5.1. Pulmoner embolizm

PE vakalarinin biiyiik bir kism1 DVT den kaynaklandig1 diistinilmektedir.
Venoz trombozlar olusum yerinden kopunca, venoz sistem boyunca arteriyal dolagima
dogru akarlar, sik olarak ana pulmoner arter damarlarin tikanmasi sonucu PE olusur.
PE’nin gercek insidansi kesin olarak bilinmemekle birlikte DVT’li olgularin yaklasik
%10-15’inde PE goriilebilir (5,37).

2.2.6. Derin ven trombozunda tedavi

Derin ven trombozu {lizerine yapilan c¢alismalar DVT’den siiphelenilen
hastalarda objektif testlerle tani dogrulanir dogrulanmaz antikoagiilan tedaviye
baslanmanin dogru oldugunu ve hatta klinik olarak DVT siiphesi agir basiyorsa ve
objektif degerlendirme i¢in siire gegecek ise, sonuc¢lanana kadar gegecek siirede
tedaviye baslanmanin uygun oldugunu gostermektedir (38). DVT, dogal gidisine
birakilirsa Oliimciil komplikasyonu olan pulmoner emboli ve uzun doénemde
morbiditesi son derece yiiksek olan post-tromboflebitik sendrom ve pulmoner
hipertansiyon ortaya ¢ikabilmektedir. DVT nin standart tedavisi trombiis gelisimi ve
embolizasyonunun 6nlenmesine yoneliktir (2,38,23). DVT tedavi segeneklerini tige
ayirabiliriz; antikoagiilan tedavi, trombolitik tedavi, pulmoner emboliyi 6nleyici vena
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cava filtreleri. Derin ven trombozu (DVT) tanis1 konulan bir hastaya gilinlimiizde
Onerilen standart tedavi 7-10 giin boyunca (primer tedavi) intravendz inflizyonla
heparin uygulanmsi, INR stabil ve ~2.0 oldugunda heparinin kesilmesi yoniindedir.
Ardindan en az ii¢ ay silireyle oral antikoagiilan (OA) uygulanmasidir (sekonder
profilaksi). Yaygin olarak varfarin ile yapilan uzun siireli antikoagiilasyonun
tekrarlayan ven6z tromboembolinin dnlenmesinde etkin oldugu kanitlanmis olmasina
ragmen, uygulamada bazi sorunlarla karsilasmaktayiz. Oral antikoagiilan tedavi, siki
laboratuvar kontrolii ve ardindan ilag doz ayarlamasi gerektirmektedir. Kanama

komplikasyonu riski vardir (39,38).

2.2.6.1. Antikoagiilan tedavi

Antikoagiilan faktor etkinligini arttirarak ve pihtilagma faktorlerinin etkinligini
veya sentezini bozarak pihtilagsma olayini inhibe eden ve boylece kanin koagiilasyon
yetenegini azaltan ilaglardir. Ozellikle vendz trombozlarin olusmasmi onlerler.
Antikoagiilan ilaglar etki mekanizmalarina gore heparin ve oral antikoagiilanlar olmak
tizere ikiye ayrilirlar (8). Tedaviye baslamadan Once ve tedavi asamasinda belli
periyodlar ile yapilmasi gereken laboratuvar testleri mevcuttur bunlar; aktif parsiyel
tromboplastin zamani (APTZ), protrombin zamani (PZ), ve internasyonel normalize
orandir (INR) (3).

Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani (APTZ): Faktor VII ve faktor
XIIT hari¢ diger koagiilasyon eksikliklerini saptamak i¢in kullanilan bir laboratuvar
testidir. Testin esasi, trombositten yoksun plazmaya trombosit tromboplastini yerine

sefalin ve kalsiyum kloriir ilavesiyle fibrin olusumu icin gecen siireyi 6lgmektir.

Protrombin Zamani (PZ): Koagiilasyon sistemindeki ekstrinsik yoldan fibrin
pihtis1 olusana kadar gecen siire Olgiiliir. Testin amaci koagiilasyon sistemindeki
ekstrensek yoldaki, Faktor VII ve ortak yoldaki Faktor X, V, II ve fibrinojen diizeyleri
ile ilgili bozuklugu saptamaktir. PZ, sodyum sitrat ve sodyum oksalat eklenerek kanin
pihtilagsmaz hale getirilir. Sonrasinda, tromboplastin ve kalsiyum eklenmesi sonucu
pihtilasma meydana getirerek doku faktoriine bagimli ekstrensek yolagin kontrolii
yapilir (40). Normal PZ sonug araligi1 12-15 saniyedir. K vitamin noksanligi, konjenital
faktor eksiklikleri (faktor I, V, VII, X), afibrinojenemi, oral antikoagiilasyon tedavisi

sirasinda ve karaciger hastaliklar1 protrombin zamaninin uzadigi durumlardir.
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INR (International Normalized Ratio): INR takibi, oral antikoagiilan
kullaniminda, hastanin ilaca verdigi yaniti izlemenin en iyi yoludur. 1983 yilinda
Diinya Saghk Orgiiti (WHO)niin sundugu teknik raporunda INR’yi, PT’nin
standardize edilmis sekli olarak bildirmistir (41). INR degeri su sekilde formiile edilir:

INR: Internasyonel Normalize Oran (ilag alan hastadaki PZ/ortalama normal
kontrol PZ)' (42)

INR ol¢ciim metodu: Plazmada, koagiilasyonun tromboplastin ve kalsiyum
inkiibasyonu ile tetiklenerek fibrin olusum zamaninin kullanildig1 koagiilatif metotla
PZ &lgiiliir. Olgiilen PZ degeri standart insan plazmasindaki reaksiyon zamani ile
oranlanarak protrombin oram1 (PR) hesaplanir. Hesaplanan PR degerinden
INR=PR"!(ISI: Uluslararas1 duyarhlik indeksi) formiilii kullanilarak INR degerleri

hesaplanir.

Tablo 2.5: Varfarin endikasyonlari ve ideal INR degerleri (3)

Klinik durum Onerilen INR
Venoz tromboemboli profilaksisi 2.0-3.0
Vendz tromboemboli tedavisi 2.0-3.0
Kronik atrial fibrilasyon 2.0-3.0
Sistemik arteriyel emboli 2.0-3.0
Trombotik serebrovaskiiler olay 2.0-3.0
Periferik arter hastaliklar 2.0-3.0
Mitral kapak hastalig1 2.0-3.0
Prostetik kalp kapakgiklari 2.5-35
Tekrarlayan myokard infarktiisii 2.5-35

2.2.6.1.1. Heparin

Heparin, mast  hiicrelerinin  salgt  graniillerinde  bulunan  bir
glikozaminoglikandir. Birbirini takip eden D-glukuronik asit ve N-asetil-D-
glukozamin rezidiilerinin olusturdugu bir polimer olarak UDP-seker onciilerinden
sentezlenir. Heparin, glikozillenmis 432 amino asit rezidiisiinden olusmus tek zincirli
bir polipeptit olan antitrombin vasitasiyla c¢esitli pihtilasma proteazlarinin

inhibisyonunu katalizler. Heparin hem inhibitér hem de proteaz baglayan katalitik bir

15



kalip olarak gorev yaparak trombin- antitrombin reaksiyon hizini en azindan 1000 kez
arttirtr. Ayn1 zamanda heparinin baglanmasi antitrombinde, reaktif bolgenin protez
i¢in ulasilabilir hale geldigi, yapisal bir degisikligi indiikler (43). Heparin, antitrombin
III (A HI)etkinligini artirarak ve bazi pihtilagsma faktorlerini inaktive ederek dolaysiz
etki yapar (8). Alll’e heparin ko-faktorii de denir. Plazmada 18-30 mg/dL
konsantrasyonun da bulunur, yarilanma omrii ise 24-36 saattir. A III; molekiillerinin
enzimatik aktif merkezinde reaktif serin rezidiisii bulunan, aktive edilmis; trombin,
faktor XlIla, XIa, Xa, IXa ve kalikrein gibi biitliin enzimatik pihtilasma faktorlerini
inhibe eder; faktdr VIla’y1 pek etkilemez. Heparinin etkisine en fazla katkida bulunan,
trombin ve faktdr Xa’nin inhibisyonudur (8). Heparin aktive ettigi A III aracilig ile
trombin’in fibrinojen iizerindeki etkisini hem dogrudan hem de aktif trombin
olugmasini azaltarak inhibe eder; sonug olarak fibrinojenin fibrine déniismesi heparin

tarafindan engellenmis olur (8).

Heparin varolan pihtiy1 eritemez, trombiis {izerinde daha fazla fibrin
depolanmasini azaltarak trombin olugmasini ve daha da biiylimesini engeller. Boylece
endojen fibrinolitik mekanizmalarin hem olusmus pihtiy1 hem de emboliye neden olan

pihtiy1 eritmesine izin verir (3).

Etkisi hizli baglamasi nedeniyle heparin vendz tromboz ve pulmoner
embolizmin baslangic tedavisinde kullanilabilir. Heparin gastrointestinal mukozadan
emilmez ve bu nedenle intravendz inflizyon veya subkutan enjeksiyonla verilir.
Intravendz verildigi zaman etkisi hemen baslar, ancak subkutan verildiginde heparin
biyoyararlaniminda belirgin bireysel farkliliklar vardir ve etki baglangici 1-2 saat
gecikir; diigiik molekiil agirlikli heparinlerin emilimi ¢ok daha az degiskendir (43).
Hizli antikoagiilasyon, intravendz unfraksiyone heparin (UFH) ve subkutan diisiik
molekiil agirlikli heparin (DMAH) ile olabilir (44). UFH ig¢in tedaviye, kiloya gore
ayarlanmis 80 U/kg (5000-10000U) bolus dozunun intravendz verilmesi ile baglanir.
Tedavi siiresince APTZ diizeyini 1.5-2.5 katina ulagtirmak ve bu diizeyde korumak
hedeflenmelidir. APTZ’nin bolus enjeksiyonundan 4-6 saat sonra ve her doz
ayarlamasindan 3 saat sonra ya da terapotik doza ulastiktan sonra glinde bir kez
Ol¢iilmesi ve dozun ona gore ayarlanmasi gerekmektedir (3,45). INR stabil ve ~2.0
degerine ylikselene kadar heparinin tedavisine devam edilmeli bu siire kisiden kisiye

degismekle birlikte ortalama 5-7 veya 7-10 giin arasinda degiskenlik gostermektedir
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(39,38,3). INR degeri sabitlendikten sonra heparin tedavisi kesilip oral antikoagiilanlar
ile tedaviye devam edilmesi tavsiye edilmektedir (2,38,27).

Diisiik molekiil agirhkh heparin (DMAH): DMAH’ler standart heparinin
yararlarin1 arttirmak ve sakincalarini azaltmak amaciyla 1980°lerde yapilmustir.
DMAH’ler, standart heparin igindeki polisakkarid molekiillerinin depolimerilasyon
yontemleriyle parcalanmasi sonucu veya standart heparinin fraksiyonlanmasi suretiyle
olusturulan kisa fragmentlerin (molekiil agirligi 5000-8000 dalton veya daha az) bir
karisimdir (8). DMAH’ler ve UFH’den daha az miktarda plazma proteinlerine ve
endotel hiicrelerine baglanirlar. Biyoyararlanimi1 UFH’ye gore daha yiiksek ve yari
Omiirleri daha uzundur (46). UFH gibi major antikoagiilan etkisini AIII aktive edici
etkisiyle gosterir (3). DMAH preparatlar1 venéz tromboembolizmin 6nlenmesinde ilk
tercihtir. UFH’ye gore baslica avantaji farmakokinetik profilinin, laboratuvar izlenimi
olmadan agirliga gore ayarlanan subkutan uygulamaya izin vericek sekilde daha fazla
tahmin edilebilir olmasidir. Diger avantaji ise heparin ile indiiklenen trombositopeni
insidansinda diisiikliik, kanama ve osteopeni riskinin muhtemel azligidir (43). Tiim bu
avantajlara bagli olarak son yillarda DVT'min tedavisinde tant konuldugu anda
pulmoner emboli yoksa, hastada yandas hastalilk ve kanama acgisindan risk
bulunmuyorsa evde DMAH ile tedavi uygulanmasi yoniinde bir egilim ortaya

cikmustir (45).

2.2.6.1.2. Oral Antikoagiilanlar

Oral antikoagiilanlarin etki mekanizmasi heparinden farkli olarak pihtilasma
faktorlerinin degil, onlarin karacigerde yapilanlarinin sentezini bozarlar ve bu sekilde
dolayli antikoagiilan etki yaparlar. Heparine gore {stiinliikleri agiz yolundan
alinmalar1 ve fiyatlarinin ucuz olmasidir. Etkileri tedaviye basladiktan sonra en az 24
saatlik bir latent siirenin ardindan belirmeye baslar, bu nedenden dolay1
koagiilasyonun hemen inhibisyonu gereken durumlarda ise yaramazlar. Ayni sekilde,
tedavi kesildikten sonra etkileri bir ka¢ giin daha devam eder. Heparinden bir diger
farklan tiip i¢indeki kana katildiklarinda etkisiz olmalari, sadece in vivo durumda
koagiilasyonu onleyebilmektedir (8). Oral antikoagiilanlar arasinda en fazla tercih

edileni en yaygin olarak kullanilani varfarin’dir (2,38).
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2.2.7. Varfarin
2.2.7.1. Tarihgesi

Sigirda, bozulmus tatli yonca yeminin yenmesiyle olusan bir hemorajik
hastaligin bildirilmesini takiben, Cambell ve Link, 1939’da hemorajik ajan
bishidroksikumarini (dikumarol) tanimlandi. 1948°de, daha potent bir sentettik analog
cok etkili bir rodentisid olarak tanimlandi; bu birlesik patent sahibi Winconsin Alumni
Research Foundation’in isminin bas harfteri bir araya getirilerek varfarin olarak
adlandirildi. 1950’lerden bu yana Kliniklerde kullanilmaktadir (43). Giiniimiizde
diinya ¢apinda en ¢ok kullanilan antikoagiilan sodyum varfarindir(Coumadin) (47).
Sodyum varfarin (Coumadin) rasemik bir karisimdir (Sekil 2.3), S ve R izomerlerinden

olusur; S izomeri R izomerine gore 4-5 kez daha giiclii etkinlik gostermektedir (8).

Sekil 2.3: Varfarin’nin yapisal formiilii. (48)

O
OH

AN

(OXN O

2.2.7.2. Varfarin’in Etki mekanizmasi

Oral antikoagiilanlar K vitamininin antagonistleridir. Karacigerde iiretilen K
vitaminine bagimli pihtilasma faktorleri olan protrombin, faktér VII, IX ve X’un
sentezinin esas olarak son basamagini onlemek suretiyle onlarin sentezini inhibe
ederler; boylece bu faktorlerin sentez edilen miktarlarinda terapotik dozlarda %80’°e
varabilen azalma vyaparlar (8). Protrombin ve adi gecen diger ii¢ pihtilasma
faktorleriiniin fonksiyon yapabilir duruma gelebilmesi igin, molekiillerinde N-
ucundaki belirli glutamik asid rezidiilerinin ribozomlardaki ¢eviri sirasinda veya daha
sonra karboksillenmesi suretiyle bir mukozomal enzimle gama-karboksiglutamik asid
rezidiisii (Gla rezidiisii) seklinde donlismesi gerekir. Karboksillenme, protrombinin

Ca+2 ‘a ve trombosit fosfolipidine afinitesini yiikseltir ve onlara baglanma yetenegi
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kazanmasini saglar; ayn1 sekilde diger faktorlerinde Ca+2 ile baglanmasina ve boylece
etkin hale gelmesine olanak saglar. Karboksillenme olayi, karaciger hiicrelerinin
endoplazmik retikulumunda, “indirgenmis K vitamininin aktif metaboliti olan K
vitamini epoksidine doniismesi” olayina kenetlenmis bir bicimde meydana gelir. Bu
kenetlenmis olay ¢iftinin devamli olarak meydana gelebilmesi i¢in K vitamini
epoksidinin indirgenmis K vitaminine doniistiiriilmesi gerekir. Oral antikoagiilanlar bu
siklusu bozarlar. K vitamini epoksidini K vitaminine indirgeyen epoksid rediiktaz

enzimini bilinmeyen bir mekanizmayla bozarlar (Sekil 2.4) (8).

Sekil 2.4: Varfarin metabolizmasi ve K vitamini dongiisii (43)

Non-functional Functional
prozymogens zygomens

y-glutamyl
carboxylase

OH 0]
CH, CH,
| reduced Vitamin K Vitamin K oxidized Vitamin K 0
cycle
R R
OH 0]

(VKORC1)
vitamin K~ NADH

reductase

NAD

l '\
L
CPYs 1A1, & :
1A2, SV{ R-warfarin | | S-warfarin )\cypgcg
6-OH, 8-OH and 7-OH-warfarin

10-OH warfarin .

Source: Brunton LL, Chabner BA, Knollmann BC: Goodman &
Gilman’s The Pharmacclogical Basis of Therapeutics, 12th Edition:
www.accessmedicine.com

Copyright © The McGraw-Hill Companies, Inc. All rights reserved.
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2.2.7.3. Varfarin Dozlam

Varfarin oral, intraven6z veya rektal yoldan uygulanabilmektedir.
Antikoagiilan etkisi doza bagimli olarak degismektedir. Antikoagiilan etkinin ve
dolayis1 ile dozun yeterli olup olmadig1 plazmada protrombin ve diger pihtilagma
faktorlerinin konsantrasyonunu Olgmeye olanak veren testlerle kantitatif olarak
degerlendirilir. Ozellikle varfarin’in terapétik indeksinin dar oldugu ve dozun biraz
fazla olmasinin bile spontan kanamalara neden olabilecegi i¢in dozun iyi titre edilmesi
ve izlenmesi gerekmektedir (8,49). Varfarin’in normal erigkin dozu 2-4 giin i¢in giinde
5 mg, takiben INR oraninin dlciilmesi 15181nda giinde 2-10 mg’dir. Ozellikle kanama
riski yiiksek hastalarda baslangic dozu azaltilmalidir (43). Oral antikoagiilanlarla
tedavi sirasinda unutulamasi gereken en onemli nokta, ilaca karsi kiginin verdigi
yanittaki  degiskenligin  biiyilk olmasidir. Bunun ana nedeni varfarin’in
farmakokinetiginin ~ kigiler —arasinda fazla degiskenlik gostermesidir  (8).
Farmakokinetikdeki degiskenligin nedeni ise genetik yapilardaki farkliliklardir.
Varfarin’in metabolizmasi iizerinde etkisi oldugu bilinen iki dnemli polimorfizm
vardir; VKORCI1 ve CYP2C9. K vitamini siklusunda yer alan genlerin varfarin’e
yanitda 6nemli rol oynadiklar1 gosterilmistir. VKORC1 geninin kesfedilmesinden
sonra, yapilan bir¢cok ¢alisma VKORCI1 genindeki bazt SNP’lerin, baz1 toplumlarda
varfarin siirdiirme dozu ile iliskili oldugu ve sitokrom p450 ailesinin bir {iyesi olan
CYP2C9’un varfarin’in metabolizasyonun da gorev yaptigt ve bu gendeki
mutasyonlarin ayni1 sekilde varfarin’in dozlanmasi ile iliskili oldugu yapilan
calismalarca desteklenmektedir. Bu nedenle; dozun bireysellestirmesinin en dogru
yontem olacagi diigsiiniilmektedir; bu ise ancak farmakogenetik c¢alismalar ile

miimkiindiir (14).

2.2.7.4. Emilim ve Dagilim

Oral, intaraven6z veya rektal yoldan wverildigi zaman varfarin’in
biyoyararlanimi tama yakindir. Oral uygulandiginda genellikle 1 saat icinde plazmada
saptanabilir ve konsantrasyonu 2-8 saatte tepe degerine ulasir (43). Varfarin ve diger
kumarin tiirevi oral antikoagiilanlar plazmada olduk¢a yiiksek oranlarda baglanan
asidik ilaglardir (8).Varfarin basta albiimin olmak iizere plazma proteinlerine hemen

hemen tam olarak baglanir. (%99-100) ve ila¢ hizlica albiiminin dagildigina esdeger
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bir hacim iginde dagilir (0.14 L/kg). Fetal plazmadaki konsantrasyonu anneninkiyle
yakindir fakat aktif varfarin siitte bulunmaz (diger kumarin ve indandionlar diginda)
(43).

Biyotransformasyon ve Eliminasyon: ilaglar viicuda uygulandiklar1 andan
itibaren gesitli enzimlerin etkisine maruz kalirlar. Tlaglarin enzimlerin etkisi ile viicutta
kimyasal degisikliklere ugramasina biyotransformasyon (ilacin metabolize edilmesi)
denir. Biyotransformasyon sonucu ilaglar genellikle daha az etkili veya etkisiz
bilesikler haline gelirler, bu nedenden dolay1 biyotransformasyona, biyoinaktivasyon
veya detoksikasyon (zehirlenme) da denir. Bazen ise ilaglar biyotransformasyon
sonucu daha etkili ve/veya daha toksik bilesiklere doniisiirler bu olaya da
biyoaktivasyon adi verilir. Biyotransformasyon yapan enzimlerin bir kism1 az veya
cok tiim hiicrelerde bulunur. Biiyiik bir kismi ise spesifik olarak belirli organlarda
(karaciger, GIS mukoza ve liimeni, bobrek, akciger ve diger yapilarda) bulunur, ancak
karaciger metabolizma i¢in ana merkez gorevindedir. Biyotransformasyon ile ilgili

enzimatik olaylar faz | ve faz Il olmak tizere iki fazda incelenir (8).

Faz I Reaksiyonlari: Faz | reaksiyon enzimleri, oksidasyon, indirgenme ve
hidroliz reaksiyonlarin1 gerceklestirirler. Faz I enzimleri ile -OH, -COOH, -SH, -O,
veya NH2 gibi fonksiyonel gruplar ilaca baglanir. Bu fonksiyonel gruplarin ilaca
baglanmasi ile ilacin suda ¢Oziliniirliigi bir miktar artar, ancak ilacin biyolojik
Ozellikleri belirgin olarak degisebilir. Faz 1 metabolizmasi, ilag metabolizmasinin

fonksiyonalizasyon fazi olarak siniflandirilir (43).

Oksidasyon: Oksidasyon olaylarinin neredeyse %80’i (50), karaciger
parankima hiicresinin (hepatositlerin) mikrozomal sitokrom p450 enzimleri tarafindan
yapilir. Bunlar karma fonksiyonlu oksidazlar veya monoksijenazlar adin1 da alirlar.
Oksidasyonun gerceklesmesi i¢in, molekiiler oksijen ve rediiklenmis nikotinamid
adenosin dintikleotidfosfat (NADPH) gereklidir. NADPH- sitokrom p450 rediiktaz
sistemi esglidiimlii olarak g¢alisir. Enzimin aktif noktasi demir iyonudur. Oksijenin bir

atomu substurata baglanirken digeri ise, su olusturmak tizere kullanilir (8) (Sekil 2.5).
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Sekil 2.5: Sitokrom p450 enzimlerinin yaptigi hidroksillenme olaylarinin basamag. (51)

Cytochrome P450 — reaction sequence

NADPH+H*

P1450—|Fe3+
drug

NADPH-cytochrome
P450 reductase /

NADP*

P450-Fe3+

[

drug—OH

P&SOTFeZ‘f
drug

P450~ Fe3+
drug-OH

P450-Fe2*
drug—-0,

Indirgenme: Oksidlenmeye oranla ilag metabolizmasinda daha az meydana
gelen bir olaydir. NADPH ile birlikte FAD(favin adenin diniikleotid) veya diger
flavinlerin yardimiyla olur. Aldehidlerin alkollere doniismesi, azo grubunun aminlere
doniismesi, nitro grubunun amin veya hidroksilamine doniismesi indirgenme olayma

ornektir (8).

Kopma: Bu tiir biyotransformasyon ya ila¢c molekiiliinden bir grubun
koparilmas1 ya da ilag molekiiliiniin kendini olusturan daha ufak iki molekiile
ayrilmasi, 6zel bir deyimle yarilmasi (cleavage) suretiyle olur. Bu olaymn, hidroliz
(esterazlar ile olusur), dekarboksillenme, glikozidlerin hidrolizi, -O, -N ve S-

dealkilasyon olmak tizere gesitli sekilleri vardir (52).

Faz II Reaksiyonlar:: Ikinci faz reaksiyonlar1 sentetik tepkimelerdir.
Molekiiliin inaktivasyonu ve atilimi ile ilgilidir. Bu tepkimeler konjugasyon

tepkimekeri olarak adlandirilir (43).

Konjugasyon: Viicutta ilaglarin biyotransformasyonu ilag veya onun bir
metabolitinin molekiiliine bir radikalin ya da baska endojen bir madde molekiiliiniin

kovalent baglarla baglanmasi suretiyle olabilir. Bu tip kimyasal olaylara konjugasyon
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denir. Konjugasyon, glukronik asid ile konjugasyon, siilfat ile konjugasyon, glutatyon
ile konjugasyon, amioasid ile konjugasyon, -N ve O-metilasyon, N-asetilasyon olmak
izere sekiz sekilde olur. Glukronik asid ile konjugasyon hari¢ digerleri mikrozomal

olmayan enzimler tarafindan yapilir (8).
Ila¢ Metabolizasyon hizi

flag metabolizasyonu, her zaman, her bireyde ayni hizda gergeklesmez.
Genetik faktorlerin yani sira, yas, beslenme, ilag-ila¢ etkilesimleri veya enzim
inhibisyonu/indiiksiyonu, biyotransformasyon hizini etkiler. Boylelikle, viicuda alinan
maddenin metabolize olma hiz1 degiskenlik gosterir. Genetik farkliliklar sonucunda;

yavas, orta ve hizli metabolizor olmak iizere ii¢ ¢esit fenotip ortaya ¢ikmistir (8).

Yavas metabolizor: Enzim polimorfizmi, o enzimi sentez ettiren genin noksan
veya inaktif olmasi seklindeyse bu enzim {izerinden olan ilag metabolizmasi meydana
gelmez. Eger enzim azalmig olarak kismen sentez ediliyorsa metabolizma hizi
azalmustir. ilaglarm metabolizmasindan sorumlu olan enzimlerin sentezinin veya
yapisinin bozulmus oldugu fenotipe yavas metabolizor denir. Yavag metabolizorlerde
ila¢ eliminasyon hiz1 azalir, ilacin dolasimda bulunma siiresi artar, dolayisi ile ilacin
etkisi siddetlenir ve toksik belirtiler ortaya ¢ikabilir; bu nedenle yavas metabolizorlerin

baslangi¢ ve idame dozu diger fenotiplere gore daha az olmalidir.

Orta metabolizorler: Orta metabolizorlerde ilag eliminasyon hizi, ilacin
dolasimda bulunma siiresi, ve ilacin etkisi standart degerlerdedir. Ilaclara karsi

optimum terapdtik cevap i¢in ortalama ilag dozundan fayda goriirler.

Hizhh metabolizor: Bu olgularda enzim aktivitesi yiiksektir, ilaglar hizli
metabolize edilerek atilirlar, ilacin dolasimda bulunma siiresi kisalir, dolayisi ile ilacin
etkisi azalir ve ortalama ila¢ dozundan fayda gérmezler, idame dozu diger fenotiplere

gore daha yiiksek olmalidir. Bu grupta yan etkiler daha az izlenir.
2.2.7.5. Varfarin’in Biyotransformasyon ve Eliminasyonu

Varfarin R (zayif) ve S (giliclii) antikoagiilan enantriyomerlerin rasemik bir
karigmmidir. S- varfarin CYP2C9 enzimi tarafindan ve R-varfarin ise CYP1AZ2,
CYP2C19 enzimi (minor yolak) ve CYP3A4 enzimi (mindr yolak) tarafindan inaktif

metabolitlerine doniistiiriiliir (43,53) (Sekil 2.6). Varfarinin inaktif metabolitleri idrar
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ve digki i¢inde atilir. Varfarin’in kanda bulunan konsantrasyonunun yariya inmesi i¢in
gegen siire yani eliminasyon yarilanma (ty.) Oomrii olduk¢a uzundur; 25-60 saat

(ortalama 40 saat) ve fazla degiskenlik gosterir. Varfarinin etki siiresi ise 2-5 giindiir.

Sekil 2.6: Varfarin’in metabolizasyonunda sitokrom p450 enzimi ve VKORC1’in rolii (14)
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2.2.7.6. Varfarin’in ila¢ Etkilesimleri ve Diger Etkilesimleri

Oral antikoagiilanlarin aktivitesini etkileyebilen ilaglarin ve diger faktorlerin
listesi cok genistir ve genislemektedir. Bazi madde ve durumlar eger oral antikoagiilan
veya K vitamininin emilim veya metabolizmasini, hemostaz veya fibrinolizis ile
iligkili baz1 faktor veya sentez, fonksiyon veya klerensini veya bazi epitel yiizeylerin
biitiinliiglinii degistiriyorsa potansiyel tehlikedir. Oral antikoagiilanlarin etkilerin de
azalmaya sebep olan cok yaygin tariflenen faktorlerden bazilari; gastrointestinal
kanalda ilacin kolestiramine baglanmasi sonucu emilimin azalmast; nefrotik sendrom
da oldugu gibi dagilim hacminin artmasi ve hipoproteinemiye bagl olarak yarilanma
omriinde kisalma; barbitiiratlar, karbamazepin veya rifampin vasitasiyla ozellikle
CYP2C9°da oldugu gibi karaciger enzimlerinin indiiklenmesine bagli ila¢ metabolik
klerensinin artmasi; K vitamininden zengin yiyecek ve ek gidalarin asir1 miktarda

yenmesi olabilir (43).

Antikoagiilan etkiyi arttiran ilaglar INR degerini ylikseltir, azaltan ilaclar ise

INR degerini diistirtirler.
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Oral antikoagiilan kullanan hastalarda hemoraji riskini arttiran etkilesimler ise;
amiodaron, azol antifungaller, simetidin, klopidogrel, kotrimoksazol, disulfiram,
fluokstin, isoniazid, metronidazol, sulfinpirazon, tolkapon veya zafirlukast tarafindan
CYP2C9 inhibisyonuna bagli metabolizma azalmasi ve kivrim diiiretikleri veya
valproatin sebep oldugu protein baglanma bdlgelerinden ayrilmadir. K vitamininin
gorece eksikligi. Pihtilagsma faktorlerinin konsantrasyonundaki diisiikliik karaciger
bozuklugu, konjestif kalp yetmezligi veya hipertroidi gibi hipermetabolik durumlardan
kaynaklanabilir; genellikle bu durum PZ’nin uzunlugunu arttirir (43).

Viicutta kanamalarin durdurulmasi biiyiik dl¢lide trombositler ve pihtilasma
faktorleri tarafindan saglanmaktadir. Varfarin pihtilasma faktorlerinin yapimini
bozarken, aspirin ve NSAID (Non-steroid anti inflamatuar ilaglar) dedigimiz ilag
grubu trombosit fonksiyonlarini bozarak etki ederler. Eger bu ilaclar Varfarin ile

birlikte kullanilirsa tehlikeli kanamalar olusabilir (54).

2.2.7.7. Varfarin’in Toksik Etkileri

Oral antikoagiilanlarin en 6nemli yan etkisi kisi igin yliksek dozda verildiginde
INR degerini yiikselterek kanamaya neden olabilmesidir (55,54,8). Kanama riski,
antikoagiilan tedavinin yogunlugu ve siiresi, hemostaz ile etkilesen diger ilaglarin

kullanimi ve potansiyel kanama kaynaginin varligi ile artis gosterebilmektedir (43).

Varfarin kullaniminda nadir de olsa alopesi, dermatit ve iirtiker yaptig
bilinmektedir (8). Cilt nekrozu tedavinin baslamasindan 3-10 giin sonra sonra cilt
lezyonlarmin  ortaya c¢ikmasit seklinde olusur. Lezyonlar tipik olarak
ekstremitelerdedir, fakat yag dokusu, penis ve kadinlar da memede de olabilir.

Mikrovaskiiler yaygin trombozis ile karakterizedir ve hizli yayilir (43).

Gebelikte varfarin kullanimi1 sonucu, varfarin sendromu denilen embryopati ve
abortus goriilebilmekletir. Varfarin sendromun da olusabilen anomaliler, yarik damak
ve dudak, nazal hipoplazi, kemik bozuklugu, biiylime geriligi mental retardasyon,
korliik, hidrosefalidir. Bu nedenle gebelikte oral antikoagiilan kullanim1 sakincalidir
ozellikle ilk trimestre de kesinlikle kullanilmamalidir, sonraki donemde de miimkiin
oldugunca kaginilmalidir. Ancak mutlaka antikoagiilan tedavi gerektiren durumlarda

plasentaya zor gectigi i¢in heparin tercih edilmelidir (8,43).
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2.3. Genel Farmakogenetik

Farmakogenetik, ilag yanmitinda bireyler arasindaki degiskenligin genetik
temelini inceler. Farmakogenomik ise ilag yanitini belirleyen multigenik etmenleri

anlamak i¢in tiim genom (25.000 gen) fonksiyonlarinin arastiritlmasidir (43).

Bireyler arasi ilag yanit farkliliklarinin nedeni g¢evresel unsurlar ve genetik
unsurlarin karmasik iligkisine baglanmigtir. Farmakogenetik bu degisimi, ilaglarin
metabolize edilmesinde rol alan ila¢ enzimlerini kodlayan genlerdeki varyasyonlar
veya mekanizmanin islemesin de etkin olan genetik yapilardaki farkliliga baglayarak

incelemektedir (56).

Genomik oncesi devirde, genetik varyasyonlarin gorece nadir siklikta oldugu
diisiiniilmekteydi ve kalitsal ilag-yanit Ozellikleri az sayida ilag ve yolak icin
gosterilmisti (43). 20. yiizyilin baslarinda farmakogenetik ¢alismalar hiz kazanmustir.
(52) Ilk olarak siiksinilkolinin normal dozlar ile ndromiiskiiler blogun uzamasi,
izoniazid tedavisinden sonra ndrotoksisite ve glukoz-6-fosfat dehidrogenaz
eksikliginde methemoglobinemi gézlenmesinin genetik temelleri oldugu 20. yiizyililin
ilk yarisinda bulundu (57). 1970’lerde sitokrom p450 CYP2D6 genindeki varyasyon
tanimlanmis ve bireyler arasinda olusan yanit farkliliklarinin temelinin ilag
metabolizmasindaki proteinleri kodlayan genlerdeki polimorfik degisiklikler ve

kodlanan enzim aktivitesindeki degisiklere dayandigi anlagilmistir (58).

Giliniimiizde yapilan farmakogenetik ¢alismalar; genetik varyasyonlarin, ilacin
viicutta emilimi (yavas- hizli), metabolize edilmesi (yavas-orta-hizl), ilacin etki yeri
reseptorleri (tam-yetersiz), ilact ve metabolitlerini atma (yavas-hizli) yetenegindeki
farkliliklar1 olusturdugunu (59) ve p450 genlerinin regiilatuar bolgelerindeki
degisimlerinde bireysel ila¢ metabolizmasinda ©Onemli rol oynadiklarin

gostermektedir (60).

Bircok ilacin tedavi protokollerinde belirtilen standart dozlari hastalarin
cogunlugunda istenen/beklenen sonuca ulasmaktadir (61). Ancak bazi hastalarda,
ozellikle terapotik indeksi dar olan (varfarin gibi) ilaglarin kullaniminda, hizli ya da
yavas metabolize edilmesi nedeni ile standart dozlar yetersiz kalir ya da toksik etkiler

beklenenden hizli ortaya ¢ikmaya baslar. Etkin ve giivenli bir farmakolojik tedavi igin
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bireye 0zgili ilag tedavisi en giivenilir olanidir. Farmakogenetik, bireye 6zgii ilag
tedavisine imkan saglamaktadir (62). Ornek vermek gerekirse varfarin CYP2C9
enzimi tarafindan yikilir. Enzimi kodlayan gen CYP2C9 geni tizerinde enzimi inaktif
yapan polimorfizmler siktir. Bir¢ok toplumda Dbireylerin  %2-10"u yavas
metabolizérdlir ve bunlarda varfarin klerensi azalmis, dolayisiyla kanama
komplikasyonlar1 artmig ve doz gereksinimi normal metabolizorlere gore azalmistir
(63). Tedaviye hastanin genetik profili (ilac1 isleme ve metabolize etme siirecine dayali
genetik yapisi) bilinerek ve uygun dozlam yapilarak baslanmasi tedavinin degerini

arttirirken, asir1 doz olasiligini ve iyilesme siiresini kisaltabilmektedir.

2.3.1. Sitokrom p450 Enzim Ailesi

Sitokrom p450 (CYP450) monooksijenaz enzimleri olgun eritrosit ve iskelet kasi
hiicreleri disinda, tiim memeli hiicre tipleri ve prokaryotlarda bulunurlar. CYP450
enzimleri ¢ogunlukla karacigerde olmak iizere, intestinal kanal mukozasi ve liimeni,
akcigerler, bobrekler, cilt santral sistemi, plazma eritrositleri, agiz mukozasi, dis etleri
ve plasenta gibi birgok yapida bulunurlar (64,8). Hemoprotein (heme-thiolate protein
) siiper enzim ailesidir, bu enzimler 450 nm’ de absorbans gosterdiklerinden sitokrom

p450’ler olarak isimlendirilmislerdir (65,66).

Sitokrom p450 enzimleri ilk olarak 1958 yilinda Garfinkel tarafindan domuz
karacigerinden ve Klingenberg tarafindan sigan karacigerinden izole edilmis olup
bitkiler ve mantarlar gibi diger 6karyotik canlilardada bulunmustur (67,68,69). Insan
genomunda 59 tane fonsiyonel oldugu varsayilan CYP450 kodlayan gen
bulunmaktadir. Sitokrom p450 enzimleri, c¢ok sayida enzimden ve onlarin
izozimlerinden olusan genis bir enzim siiper ailesini teskil eder; 18 aile ve 43 alt aile

olarak siniflandirilmistir (70).

Sitokrom p450 enzimleri, iletisim standardizasyonu igin 6zel bir nomenklatura
gore adlandirilirlar. CYP enzimlerinin isimlendirilmesi; CYP kdokiinii izleyen rakam
aileyi, rakami izleyen harf alt aileyi, harfi izleyen rakam ise CYP formunu gosterir.

Genotip-fenotip iligkileri de g6z Oniine alinarak uluslararast kabul goren yeni
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terminoloji kilavuzuna gore tiim aleller takip eden bir yildiz (*) ile birbirinden ayrilir

(71) (Sekil 2.7).
Sekil 2.7: Sitokrom p450 enzimlerinin adlandirilmasi. (72)
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CYP450 monooksijenaz enzim sistemi; steroidler, yag asitleri, prostaglandinler,
l16kotrienler ve diger bir¢ok dogal bilesiklerin oldugu kadar karsinojenlerin,
mutajenlerin ve ilaclarin oksidatif metabolizmasina katilan ‘hemothiolate’ yapisinda
protein enzimlerden olusur. Genellikle multikomponentli elektron transport
zincirlerinde terminal oksidaz olarak etki eder (73). CYP enzimleri 40’tan fazla farkli
reaksiyonu Kkatalizlemektedir (74,75). Bunlar arasinda; N-dealkilasyon, O-
dealkilasyon, aliphatik ve aromatik hidroksilasyon, epoxidasyon, N-oksidasyon, S-

oksidasyon, deaminasyon ve dehalojenasyon bulunmaktadir (75).

CYP450 enzim sistemi membrana bagli iki komponent halinde bulunur.
Bunlar; Flavin Adenin Diniikleotid (FAD) ile Filavin Mono Niikleotid (FMN) igeren
CYP450 rediiktaz ile CYP450 enzimleridir. Enzimin diger pargasi ise hemoprotein
yapisidir (76). Genellikle multikomponentli elektron transport zincirlerinde terminal
oksidaz olarak etki eder (Sekil 2.8) (73). CYP’ler, polipeptit zincire kovalen olmayan
sekilde baglanirlar. Reaksiyonlar1 i¢in substrat olarak O2 kullanan bir¢ok enzim hem
icermektedir. Hem, hemoglabin i¢inde de bulunan O2 baglayict bolimdiir.
Hemoglabin i¢inde molekiiler oksijenin akcigerden diger dokulara baglanmasi ve
tasinmasini saglar. Hem, hidrokarbon kafes icerisinde bir demir atomu igerir. Demir,

CYP enziminin aktif bolimiinde O2’ni baglar. Substratin oksidasyonu i¢in CYP
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enzimleri, O2 ile birlikte kofaktor-indirgenmis nikotinamid adenin dintikleotid fosfat
(NADPH) tan gelen H+’i kullanir. H+, NADPH-sitokrom p450 oksidorediiktaz enzimi
araciligi ile saglanir. Subtratin CYP tarafindan metabolizmasi bir molekiil molekiiler
oksijen harcar ve sonugta okside olmus substrat ve bir molekiil su agiga ¢ikar. Bununla
birlikte bircok CYP enzimi substratin yapisina bagli olarak, metabolize substrattan
daha fazla O2 tiiketirler; aktif oksijen veya O2- aciga cikarirlar. O2- genellikle

stiperoksit dismutaz enzimi ile suya doniistiiriiliir (43) (Sekil 2.9).

Sekil 2.8: CYP450 elektron transport zinciri. (72)

elektron akig) =P

NADPH —» FAD —» FMN —» Cytochrome P450

Sekil 2.9: Sitokrom p450 enzimlerinin katalizledigi genel reaksiyon. (72)
—>
NADPH + H*+ O2 + RH NADP* + H20 + R-OH

Yapilan bir¢ok c¢alisma sitokrom p450 ailesi ila¢ metabolizmasi iizerinde
etkilere sahip oldugunu hatta faz I asamasinda biyotransformatik teaksiyonlarin
neredeyse %80’in CYP’ ler tarafindan katalizlendigini gdstermektedir (50). ilag
metabolizmasinda etkili oldugu diisiiniilen sitokrom p450’ler; CYP3A, CYP2D6,
CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2, CYP2B6, CYP2CS8 ve CYP2E1 dir (77).

2.3.1.1. CYP2C Alt gruplan

CYP2C alt ailesi 10. kromozomun 10924 boélgesinde lokalize olmaktadir. CYP2C9
CDNA’s1t 490 aminoasitlik ve molekiiler agirligi 55.6 KDa olan proteinler
kodlamaktadir. (78) CYP2C18, CYP2C19, CYP2C9 ve CYP2C8 olmak iizere dort
tiyesi  bulunmaktadir (79). CYP2C9 ve CYP2C19 polimorfizmleri ilag
metabolizmasinda rol oynamalart sebebiyle farmakogenetik bircok olayi

aciklamaktadirlar (50).
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CYP2C9 Enzimi ve Polimorfizmleri: Basta varfarin olmak {izere ilag
metabolizmasinda 6nemli role sahip olan CYP2C9 CYP2C alt ailesinin bir iyesidir.

CYP2C9 enzimi temel olarak insan karacigerinde tiretilmektedir.

CYP2C9 enzimini kodlayan CYP2C9 geni 10. Kromozomun uzun kolunda
(10923.33) bulunmaktadir. (Sekil 2.10) 55 kb uzunlugundir, 1847 baz iftli
transkripsiyonlu, 490 aminoasidden olusur ve 9 ekzon igerir (80,42). CYP2C9°da 50
den fazla allelin ve 7 varyantin (*2, *3, *4, *5, *6, *11 ve *13) oldugu bilinmektedir
(81,72). CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 beyaz 1rkta yapilan g¢alismalara gore en yaygin iki
polimorfizmdir. CYP2C9*2 polimorfizmi ekzon 3’iin Arg144Cys bolgesinde bulunan
bir nokta mutasyondur, allelik frekansi beyaz irkta %8-14 iken Afrika popiilasyonun
da % 4°tiir (82,83). CYP2C9*3 alleli ise ekzon 4’{in Ile359Leu bdlgesinde bulunan bir
nokta mutasyondur, allelik frekansi beyaz irkta %4-16 iken Afrika popiilasyonun da

%2 olarak bulunmustur (84,83).

Sekil 2.10: CYP2C9 geninin lokasyonu (85)
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CYP2C9, S-varfarin’in 7-hidroksilasyonundan sorumlu ana enzimdir. Degisik
klinik ¢aligmalar CYP2C9 polimorfizmlerinin varfarin’in farmakokinetigini etkiledigi
ve bu nedenle bireyler arasinda doz-cevap farkliliklart olusturdugu gézlenmistir (86).
CYP2C9 geninin varfarin metabolizmasini etkiledigi diisiiniilen 6 farkli genotipi ve 3

farkl fenotipi mevcuttur (Tablo 2.6).
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Tablo 2.6: CYP2C9 allel ve metabolizor fenotipleri

CYP2C9 Allelleri Metabolizér Fenotipleri
*1/*1  (Wild type) Hizli

*1/*2 Orta

*1/*3 Orta

*2/*2 Yavag

*3/*3 Yavas

*2/*3 Yavas

Sistematik review ve meta-analiz’lerden olusan 39 ¢alismaya 7907 olgu dahil
edilmis ve genotipler arasi doz ihtiyaglar1 karsilastirilmigtir. CYP2C9*1/*1 genotipi
ve diger genotiplerin doz ihtiyaglar1 karsilastirildiginda CYP2C9 *1/*2 igin %19.6,
CYP2C9 *1/*3 igin %33.7, CYP2C9 *2/*2 igin %36, CYP2C9 *2/*3 i¢in %56.7 ve
CYP2C9 *3/*3 i¢in %78.1 CYP2C9*1/*1’e gore daha diisiik olduklar1 gézlenmistir
(87).

Yapilan calismalar 1s181inda, CYP2C9’lar bireyler arasindaki varfarin doz-yanit
degiskenligi aciklayabildigi gozlenmektedir. Buna ek olarak VKORCL1 genotiplerinin
de ila¢ metabolizmasindaki etkileri bilinmektedir. CYP2C9 genotipleri ile doz-yanit
degisikliginin %12-18 ‘lik boliimiinii tahmin edebilirken, VKORCI1 genotipleri ile
%30’u tahmin edilebilmektedir. Iki genotip beraber degerlendirildiginde ise bu olasilik
%50-60’a c¢ikmaktadir. Sonucglardan da anlasildig:r tizere CYP2C9 ve VKORCI1
genotiplerinin bereber degerlenmesi hastalarda varfarin dozunun bireysellestirilmesin

de biiyiik rol oynamaktadir (88).

2.3.2. VKORC1

Bir K vitamini antagonisti olan varfarin, karacigerdeki vitamin K siklusuna etki
ederek, indirgenmis vitamin K’nin rejenerasyonunu kisitlamaktadir ve boylece inaktif
pihtilasma faktorlerinin aktiflesmesini engellemektedir. Varfarin, protrombin ile
Faktor 1L VI, IX, X un yaninda K vitaminine bagimli olan natiirel antikoagulanlardan
protein S ve protein C ‘nin N terminusundaki glutamik asit rezidiilerinin gamma
karboksilasyonunu inhibe eder, indirgenmis vitamin K’nin olusumu i¢in kritik 6nemi

olan vitamin K epokside rediiktaz ile vitamin K rediiktaz1 inhibe eder. Indirgenmis
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vitamin K, glutamik asit rezidiilerinin gamma karboksilasyonunun katalize edilmesi
icin gereklidir. Varfarin’in gamma karboksilasyonu inhibe etmesi, vitamin K
siklusunun tamamlanmamasina yol acar. Hipofonksiyonel koagulasyon proteinleri de

hiicre yiizeylerine baglanamaz ve koagulasyonu da baglatamaz (89)(Sekil 2.11).

Varfarin, antikoagiilan etkisini vitamin K epokside rediiktaz (VKOR) enzimini
inhibe ederek gerceklestirir (90). VKOR enzimi, vitamin K epoksit rediiktaz kompleks
subunit 1 (VKORCT1) geni tarafindan kodlanir (91).

VKORCI1 geni 2004 yilinda Rost ve arkadaglari tarafindan Northern Blot
yontemi ile bulunmustur (92). VKORC1 geni insanda 16. Kromozomun p kolunda
(16p11.2) bulunmakta 4,1 kb uzunlugunda olup, 3 ekzon bolgesi i¢ermektedir.
VKORCI1 geni 163 aminoasitlik ve 18,6 kDa molekiil agirliginda protein
kodlamaktadir (93). VKORC1'in transkripsiyonu baslica karacigerde, daha az olarak
da kalp ve pankreasta yapilmaktadir (94) (Sekil 2.12).

Sekil 2.11:Vitamin K siklusu (89)

R-varfarin " S-varfarin

CYP3A4
CYP1A1

6-hidroksivarfarin CYP1A2 CYRITe 6-hidroksivarfarin
8-hidroksivarfarin 7-hidroksivarfarin
10-hidroksivarfarin

R-varfarin | S-varfarin |

1 _
) S /

K vitamini epoksid reduktaz

K vitamini K vitamini
dusuk formu Epoksidi

Gama-glutamil Karboksilaz

Prekursér pihtilasma 2 Co, Aktif pihtilagma
faktorleri 2,7, 9, 10 faktorleri 2,7, 9,10
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Sekil 2.12: VKORCL geninin lokasyonu (85)
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Yapilan ¢alismalar ile VKORCI1 geninde bulunan polimorfizmlerin varfarin
duyarliligina etkisi saptanmistir (Tablo 2.7) (95,96). Hintli bir popiilasyonda yapilan
aragtirmaya gore; Varfarin kullanan hastalarin allel sikliklarina gére ortalama giinliik
idame dozlar1t VKORC11639 GG ve 1173 CC (wild-tip/hizl1 metabolizor) igin 4.72
mg/giin, VKORC 1-1639 GA ve 1173 CT (heterozigot/orta metabolizor) allelleri igin
3.74, VKORC1- 1639 AA ve 1173 TT (homozigot/yavas metabolizdr) alleleri i¢in
2.07°dir (11).Tayland da yapilan bir arastirmaya gore ise genotipler ve ortalama
dozlar; VKORCI1 AA igin 3.6 mg/giin, GA i¢in 4.7 mg/giin ve GG i¢in 7.4 mg/glin diir
(12).

Tablo 2.7: VKORC1 geni genotipleri ve metabolizor tipleri.

VKORC1 Genotipleri Metabolizor Tipleri

VKORC1 1639 GG ve CC Wild-Type/ Hizli Metabolizor
VKORC1 1639 GA ve 1173 CT Heterozigot-Mutant/ Orta Metabolizor
VKORC1 1639 AAve 1173 TT Homozigot-Mutant/ Yavas Metabolizor

Her iki genotipin Varfarin dozlamindaki etkisi dnemli olup daha ayrintili
genotip tayini ile dozlama yapmak miimkiin ve tavsiye edilebilirdir.
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3. GEREC VE YONTEM
3.1. Orneklem

Arastirmaya AIBU Saglik Arastirma ve Uygulama Hastanesine bagvuran
Derin Ven Trombozu (DVT) tanisi almis ve 25 yas tistii ¢alismaya katilmak igin riza
formlarini imzalamis olan olgular dahil edildi. 25 yas alti DVT &ykiisii olan, baska
kronik hastalig1 olan hastalar, aktif kanserli hastalar, emboli disinda farkli sebeplerle
immobilize olusmus hastalar, son 1 ayda major cerrahi gegiren hastalar {ist ekstremite DVT
Oykiileri ¢aligmada diglandi.

Belirlenen kriterlere uygun, portfoyiimiizde hali hazirda bulunan 132 goniilli

hasta ile calisma grubu olusturuldu. Arastirma i¢in hasta grubundan EDTA’h

hemogram tiipiine 3 ml kan 6rnegi alindu.

Arastirma igin Abant Izzet Baysal Universitesi Klinik Arastirmalar Etik
Kurulundan etik kurul onay1 (Karar no:2016/23) alinmis ve Abant Izzet Baysal
Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri tarafindan da desteklenmistir. (Proje No:

2016.08.36.1111)

3.2. CYP2C9 ve VKORC1 Gen Polimorfizmlerinin Analizi

Amacimiza uygun olarak segilen olgulardan alinan kandan izole edilmis olan DNA
kullanildi. DNA’larda Real Time-PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) yontemi ile
CYP2C9 ve VKORCI genotiplemeleri yapildi. Analizi yapilan genlerin
genotiplemelerinin degerlendirilerek Epilnfo istatistik program ile anlamliliklari

hesaplandi.

3.2.1. DNA izolasyonu

Aragtirmaya dahil edilecek bireylerden EDTA’l1 tiiplere alinan 3 ml periferik
kan l6kositlerinden uygun izolasyon Kkitleri kullanilarak genomik DNA’lar1 Abant
Izzet Baysal Universitesi T1p Fakiiltesi T1ibbi Genetik AD laboratuvarinda izole edildi.
Agaroz jel elektroforez ile DNA eldesi kontrol edildi.
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3.2.1.1. DNA izolasyonu i¢in Kullanilan Kimyasallar

1. Baglanma Cozeltisi (BindingBuffer)

2. Proteinaz K

3. Inhibitér Uzaklastirict Cozelti (InhibitorRemovalBuffer)
4. Yikama Cozeltisi (WashBuffer)

5. Eliisyon Cozeltisi (ElutionBuffer)

6. Filtre tiipleri

7. Toplama (Collection) tiipleri

3.2.1.2. Kandan DNA izolasyonu asamasi: Protokol, asagidaki basamaklardan
olusmaktadir

1. EDTA'l tiiplere alinan kandan 200 pl alinip, iizerine 200 pl baglanma ¢ozeltisi ve

40 plProteinazK ilave edildi, pipetaj ile homojenizasyon saglanir.

2. Tipler, 6nceden 70°C'ye ayarlanan kuru 1s1 blogunda 10 dakika inkiibasyona

birakilir.

3. Inkiibasyon sonunda, karisim iizerine 100pul izopropanol eklendi ve pipetaj ile iyice

karigtirilir.

4. 1.5 ml’lik plastik tiip icinde bulunan Orneklerin tamami, toplama tiipii i¢ine

yerlestirilmis filtreli tiipiin i¢ine pipetlenir.

5. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir.

6. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiipiine aktarilir.
7. Filtreli tlipilin lizerine 500 pl inhibitor uzaklastirict ¢ozelti eklenir.
8. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir.

9. Santrifiij sonrasinda filtreli kisim yeni bir toplama tiipiine aktarilir.
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10. 500 pl yikama ¢ozeltisi (washbuffer) eklenerek, 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij
edilir. 11. Filtreli tiipler yeni toplama tiiplerine aktarilir ve tizerlerine ikinci kez 500ul

yikama ¢ozeltisi (washbuffer) eklenir.
12. 8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir.

13. Santrifiij bittikten sonra, toplama tiiplerininin altindaki sivilar atilir ve ayni tiipler

tekrar 17.000 rpm'de 15 saniye santrifiij edilir.

14. Toplama tiipleri atild1. Filtreli tiipler temiz birer 1.5ml’lik santrifiij tiiplerin i¢ine
yerlestirilir ve 72°C'ye ayarlanmis kuru 1s1 blogunda 1sitilmis olan eliisyon
¢ozeltisinden 200 pl ilave edilerek 2-3 dakika oda 1sisinda bekletilir ve sonrasinda

8.000 rpm'de 1 dakika santrifiij edilir

15. Santriftij sonrasinda filtreli kisim atilir. 1.5ml’lik tiipte kalan ¢ozelti genomik

DNA'y1 icermektedir.

16. DNA konsantrasyonu spektrofotometre ve/veya konsantrasyon jeli ile tespit edilir

ve gerekirse calismaya uygun olan 50 pm/pl konsantrasyona ayarlanir.

3.2.2. Real Time PCR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, herhangi bir organizmaya ait genomik DNA'da,
dizisi bilinen belirli bir bdlgenin ¢ogaltilmasina (amplifikasyon) olanak veren in

vitroDNA sentez yontemidir.

3.2.2.1. Genel olarak PCR, 3 ana basamaktan olusur
1. Denatiirasyon

2. Baglanma

3. Uzama

3.2.2.2. PCR karisiminda bulunan bilesenler

1. Genomik DNA
2. Bir ¢ift primer
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3. DNA zincirinin uzama reaksiyonunu gerceklestiren 1siya dayanikli polimeraz
enzimi

4. Enzimin ¢aligmasi i¢in gerekli kofaktor olarak gérev yapan Mg iyonunu saglayan
MgCI?

5. Yapilan amplifikasyona gore degisik miktarlarda hazirlanan dNTP karigimi
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP).

6. Deiyonize veya steril su

Genel olarak PCR’da hedef bolgeye 6zgiil uygun primer ¢iftinin (forward ve
reverseprimer) dogru se¢imi oldukca onemlidir. PCR denatiirasyon, baglanma ve
uzama adimlarinin tekrarlarina dayanan 20-40 dongii sonrasinda tamamlanir ve

sonunda hedef DNA'nin milyon kopyasi olusturulur.

3.3. CYP2C9 ve VKORC1 Mutasyonlarinin Sonuclarinin Degerlendirilmesi

RT-PCR calismast sonunda, erime egrisi analizinde olusan piklerin erime
derecelerine gore homozigot yabanil (wt=wildtype), homozigot mutant ve heterozigot

sahipken, homozigot mutant ve homozigot yabanil genotipler bir erime derecesinde

tek pike sahiptir.
Sekil 3.1:CYP2C9 Mutasyonu Erime Egrileri
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Sekil 3.2: VKORC1 Mutasyonu Erime Egrileri

3.4. CYP2C9 ve VKORCL1 Polimorfizm Tespiti

CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 allelleri igin “Lightmix Kit human CYP2C9*2 and
CYP2C9*3 (TIB MOLBIOLGmbH, Berlin, Germany)”’kullanildi. CYP2C9*2 alleli
530 nm dalga boyunda, CYP2C*3 alleli 640 nm dalga boyunda tespit edildi. VKORC1
C1173T ve VKORC1 G-1639A allelleri i¢in ise “Lightmix Kit human VKORCI
C1173T ve VKORC1 G-1639A (TIB MOLBIOL GmbH, Berlin, Germany)”
kullanildi. VKORC1 C1173T 483-533 nm dalga boyunda, VKORC1 G-1639A 483-
640 dalga boyunda tespit edildi.

RT-PCR yonteminde;

1. PCR reaktanlar1 hazirlanmasi

2. Es zamanli PZR islemi devam etmekteyken amplifikasyon egrilerinin takibi

3. PZR islemi bittikten sonra allel tanimlamasi i¢in erime analizinin (Melting
Curve) yapilmasi.

4. Tum allel verilerinin klinikle iliskilendirilmesi agamalar1 ger¢eklestirilmistir.
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Tablo 3.1: Erime Derecelerine Gore CYP2C9 Allellerinin Tespiti

CYP2C9*2 CYP2C9*3 CYP2C9 Allelleri Metabolizér Fenotipi
- 58.1°C 48.9°C *1/*1(wild type) Hizli
49.7 58.1°C 48.9°C - *1/*2 Orta Hizli
58.1°C 48.9°C 58.7 *1/*3 Orta Hizli
49.7 - 48.9°C - *2/*2 Yavas
58.1°C - 58.7 *3/*3 Yavas
49.7 58.1°C 48.9°C 58.7 *2/*3 Yavas
49.7 58.7 Gozlenmeyen bulgu Yavasg
- - - - PCR basarisiz Test tekrar edilir.
ATm 8.4°C ATm 9.8°C

Tablo 3.2: Erime Derecelerine Gore VKORCI1 Fenotiplerinin Tespiti

Genotip Wild Type Heterozigot Mutant
Erime egrisi 1 (Kirmizi) 2 (siyah) 1 (yesil)
sayisi(rengi)

54.4°C 54.4°C ve 60.4 °C 60.4°C

52.9°C 52.9°C ve 61.7 °C 61.7 °C

- 6.0°C/8.8°C -

Fenotip Hizli metabolizor Orta metabolizor Yavas metabolizor
Varfarin doz normal normal azaltilmis

3.5. istatistiksel Metod

Caligma tiiriimiiz Tiirk popiilasyonu i¢in ilklerden olup kontrol grubu
kullanilmamasi sebebi ile ylizde hesabina gore istatistik yapilmistir. Calismamiz
benzer ¢alismalar ile karsilastirilarak temel olusturulmaya ¢aligilmistir.
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4 BULGULAR
4.1. Olgularin Genel Ozellikleri

Olgular dan EDTA’l1 hemogram tiipiine 3 ml kan 6rnegi alindi ve DNA
izolasyonu ile DNA bankasi olusturuldu. Calismamiza 132 DVT tanili olgu dahil
edilmistir. Olgularin tamami1 CYP2C9*2 (rs1799853) ve CYP2C9*3 (rs1057910)
polimorfizmleri bakimindan incelenmis olup, 132 olgunun 90’1 VKORC1 G1639A
(rs9923231), VKORC1 C1173T (rs9934438)

incelenmistir.

polimorfizmleri yoniinden de

Calismaya, DVT tanili ve Varfarin kullanan 71 (%53.8) kadin ve 61 (%46.2)
erkek, hastanin yas ortalamasi 53+17°dir. 18’1 kadin, 23’1 erkek toplam 41 (%31.1)

olguda gecirilmis DVT sonrasinda PE endikasyonu bulunmaktadir.

Arastirmaya katilan olgularin CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 genotiplerin say1 ve
yiizde olarak dagilimi Tablo 4.1. de verildigi gibidir. Tablo da goriildiigii tizere DVT’li
hastalarin, 92°si *1/*1 (yabanil tip/ hizli metabolizor), 16’s1 *1/*2 (heterozigot/orta
metabolizor), 16’si *1/*3 (heterozigot/orta metabolizor), 2’si *2/*2 (mutant/yavas
metabolizor) genotipine 2’si *2/*3 (heterozigot/yavas metabolizor), 4’ *3/*3

(mutant/yavas metabolizor) olarak tespit edilmistir.

Tablo 4.1: Kadin ve erkek olgularin CYP2C9%2-*3 genotip frekanslar.

CYP2C9 Genotipleri Kadin Erkek Toplam
n % n % n %
*1/*1 47 66.2 45 73.8 92 | 69.8
*1/*2 9 12.7 7 115 16 | 12.1
*1/*3 11 15.5 5 8.2 16 | 12.1
*2/*2 1 1.4 1 1.6 2 1.5
*2/*3 1 1.4 1 1.6 2 1.5
*3/*3 2 2.8 2 3.3 4 3.0
Toplam 71 100 61 100 132 | 100

Arastirmamiza dahil edilen olgularin VKORC1 G1639A genotip frekanslari
Tablo 4.2 de verildigi gibidir. Tabloda goriildiigi tizere DVT’li 90 hastanin 13’{iniin
yabanil tip homozigot, 50’sinin heterozigot, 27’sinin de mutant tip homozigot genotipe

sahip oldugu goriildii. Buna gore olgularda, G/G (hizli metabolizor) genotipi %14.4,
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G/A (orta metabolizor) genotipi

oraninda goriildii.

Tablo 4.2: DVT’li kadin ve erkek olgularmn VKORC1 G-1639A genotip frekanslari.

%55.6, AA (yavas metabolizor) genotipi %30

VKORC1 G1639A Kadin Erkek Toplam
n % n % n %
G/G 8 15.1 5 13.5 13 14.4
G/A 25 47.2 25 67.6 50 55.6
A/A 20 37.7 7 18.9 27 30
Toplam 53 100 37 100 90 100

Calismaya katilan olgularin VKORC1 C1173T genotip frekanslar1 Tablo 4.3

de verildigi gibidir. Tabloda goriildiigii tizere DVT’li 90 hastanin 13’{iniin yabanil tip

homozigot, 50’sinin heterozigot, 27’sinin de mutant tip homozigot genotipe sahip

oldugu goriildii. Buna gore olgularda, C/C (hizli metabolizor) genotipi %14.4, C/T

(orta metabolizor) genotipi %55.6, T/T (yavas metabolizor) genotipi %30 oraninda

gorildii.

Tablo 4.3: DVT’li kadin ve erkek olgularin VKORC1 G-1639A genotip frekanslari.

VKORC1 C1173T Kadin Erkek Toplam
n % n % n %
CIC 8 15.1 5 13.5 13 14.4
CIT 25 47.2 25 67.6 50 55.6
TIT 20 37.7 7 18.9 27 30
Toplam 53 100 37 100 90 100

Tablo 4.4: CYP2C9 genotiplerinin VKORC1 G1639A genotipleri iizerinde dagilimi.

VKORC1 CYP2C9 Genatipleri Toplam
1173 *1/*1 *1/*2 *1/*3 *2/*2 *2/*3 *3/*3
n % n % n % n % |n % n % n %
C/C 9 10 3 3.3 0 0 0 0 |0 0 1 1.1 13 14.4
CIT 34 | 37.9 3 3.3 8 8.9 111|111 3 3.3 50 55.6
TIT 18 20 4 4.4 5 5.6 0 0 |0 0 0 0 27 30
Toplam 61 | 67.9 10 11 131145 |1 | 11 |1]| 11 |4 | 44 90 100
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CYP2C9*2-*3 ve VKORC1 G1639A-C1173T genotiplerin kesisimi ile
belirlenen ilag metabolizasyon hizlariin dagilim1 belirlendi (Tablo 4.5). Bu veriler
sonucunda; DVT hastalarin %48.9°u hizli metabolizor, %38.9’u orta metabolizor,

%12.2’s1 yavas metabolizor olarak saptandi.

Tablo 4.5: ila¢ metabolizasyon hizlarinin DVT’li olgularda cinsiyete gore dagilhim.

Cinsiyet Ilag Metabolizasyon Hiz1 Toplam
Hizli Orta Yavag
n % n % n % n %
Kadin 24 45.3 22 41.5 7 13.2 53 58.9
Erkek 20 54.1 13 35.1 4 10.8 37 41.1
Toplam 44 35 11 90 100

DVT oykiisii bulunan ve CYP2C9*2-*3 ve VKORC1 G1639A-C1173T
genotiplerin kesisimi ile ilag metabolizasyon hizlarinin dagilimi belirlenen 90 hastada
DVT sonrast PE endikasyonu dagilimlar1 belirlenmistir. Bu dagilima goére hizh
metabolizor fenotipe sahip hastalar da PE goriilme olasiligi en yiiksek (%14.4), yavas
metabolizor fenotipe sahip hastada ise en diisiik (%7.8) olarak tespit edilmistir(Tablo
4.6).

Tablo 4.6: ila¢ metabolizasyon hizlariin DVT’li olgular ile DVT ve Pulmoner Emboli
endikasyonu olan olgular iizerinde dagilimi.

Pulmoner Emboli ilag Metabolizasyon Hiz1 Toplam
Hizli Orta Yavas
n % n % n % n %
Var 13 14.4 9 10 7 7.8 26 28.9
Yok 31 34.5 26 28.9 4 4.4 64 71.1
Toplam 44 48.9 35 38.9 11 12.2 90 100

Calismaya dahil edilen olgularin 6 aylik INR degerleri takip edilmis olup, INR
Olctimleri CA-1500 (Sysmex Co, Japonya) cihazinda Thromborel S(Lot No: 546969,
IS11.05, Siemens-Healthcare Diagnostics Products GmbH, Almanya) kiti kullanilarak
gerceklestirilmistir. INR degerleri ortalamalarnin CYP2C9 ve VKORCI genotipleri
tizerinde dagilimi tablo 4.7 ve tablo 4.8 de verildigi gibidir. CYP2C9 ve VKORCI

genotiplemeleri ile ortalama INR degerleri arasinda bir anlam gézlenmemistir.

42



Tablo 4.7: DVT’li olgularda CYP2C9 genotiplerine gore ortalama INR dagihmlar.

CYP2C9 Genotipleri Ortalama

INR
*1/*1 2.43
*1/*2 2.47
*1/*3 2.51
*2/*2 2.69
*2/*3 2.74
*3/*3 2.80

Tablo 4.8: DVT’li olgularda VKORC1 G1639A genotiplerine gore ortalama INR dagilimlari.

VKORC1 G1639A Ortalama
Genotipleri INR
G/G 2.20
G/A 2.53
AIA 2.70

Arastirmamiz sirasinda 66 DVT’li olgunun Varfarin’e kars1 direng
olusturdugu; INR degerlerinde tutarsizliklar goriildiigi ve hedef INR degerinin
sabitlemesinde giigliikler yasandigi saptandi. CYP2C9 genotiplerine goére olgular
tizerinde saptanan Varfarin ila¢ direnci; *1/*1 i¢in %68.3, *1/*2 i¢in 13.6, *1/*3 i¢in
%12.1, *2/*2 igin %1.5, *3/*3 igin %4.5 iken, *2/*3 genotiplerine sahip bireylerde
Varfine karsi direng gdzlenmedi (Tablo 4.9).

Tablo 4.9: CYP2C9 genotiplerine gore DVT’li olgular iizerinde saptanan Varfarin direnci
frekanslari.

CYP2C9 Genatipleri DVT’li Hastalarda Varfarin Direnci

n %

*1/*1 45 68.3

*1/*2 9 13.6

*1/*3 8 12.1

*2/*2 1 15
*2/*3 0 0

*3/*3 3 45

Toplam 66 100

Calismamiz dahilinde VKORC1 G1639A genotiplemesi yapilan 90 olgunun
41 ‘in de saptanan Varfarin ilag direnci dagilimlari; G/G igin %7.3 G/A, igin %63.4 ve
A/A igin %29.3 olarak belirlendi.(Tablo 4.10) VKORC1 G1639A genotipleri ile
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VKORCI1 CI1173T genotipleri %100 benzerlik gosterdigi saptanmis olup yiizde
dagilimlari ayni olarak gézlenmistir (Tablo 4.11).

Tablo 4.10: VKORC1 G1639A genotiplerine gore DVT’li olgular iizerinde saptanan Varfarin
direnci frekanslari.

VKORC1 G1639A DVT’li Hastalarda Varfarin Direnci
Genotipleri n %
GIG 3 7.3
G/A 26 63.4
AlA 12 29.3
Toplam 41 100

Tablo 4.11: VKORCI1 C1173T genotiplerine gore DVT’li olgular iizerinde saptanan Varfarin
direnci frekanslari.

VKORC1 C1173T DVT’li Hastalarda Varfarin Direnci
Genotipleri n %
C/C 3 7.3
CIT 26 63.4
T/T 12 29.3
Toplam 41 100

Aragtirmamiz da Varfarin ila¢ metabolizasyon hiz1 belirlenen 90 olgunun 41
‘in de saptanan Varfarin ilag direnci frekanslari; hizli metabolizor igin %48.8 orta orta
metabolizor igin %36.6 ve yavas metabolizor i¢in %14.6 olarak belirlendi (Tablo
4.12).

Tablo 4.12: ila¢ metabolizasyon hizina gére DVT’li olgular iizerinde saptanan Varfarin direnci
frekanslar1.

[la¢c Metabolizasyon Hizi DVT’li Hastalarda Varfarin Direnci
n %
Hizli 20 48.8
Orta 15 36.6
Yavas 6 14.6
Toplam 41 100

Calismamiz sirasinda CYP2C9 polimorfizmleri acisindan incelen, 41 DVT ve
PE endikasyonu bulunan olgunun Varfarin’e karsi diren¢ olusturdugu; INR
degerlerinde tutarsizliklar goriildiigii ve hedef INR degerinin sabitlemesinde gii¢liikler
yasandig1 saptandi. CYP2C9 genotiplerine gore olgular {izerinde saptanan Varfarin
direnci; *1/*1 igin %68.3 *1/*2 i¢cin %9.8, *1/*3 igin %12.2, *2/*2 i¢in %2.4, *3/*3
icin %7.3 iken, *2/*3 genotiplerine sahip bireylerde Varfine karsi direng gézlenmedi
(Tablo 4.13).
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Tablo 4.13: CYP2C9 genotiplerine gore DVT ve PE endikasyonu bulunan olgular iizerinde
saptanan Varfarin direnci frekanslari.

CYP2C9 Genotipleri DVT + PE Endikasyonu Olan Olgular
da Varfarin Direnci
n %
*1/*1 28 68.3
*1/*2 4 9.8
*1/*3 5 12.2
*2/*2 1 2.4
*2/*3 - -
*3/*3 3 7.3
Toplam 41 100

Arastirmamiz da VKORC1 G1639A genotiplemesi yapilan, Varfarin ilag
direnci bulunan 41 olgunun 25’inde ayn1 zamanda PE endikasyonu da gézlenmistir.
Dagilimlari; G/G i¢in %4, G/A, i¢in %76 ve A/A ig¢in %20 olarak belirlendi.(Tablo
4.14.) VKORC1 G1639A genotipleri ile VKORC1 C1173T genotipleri %100
benzerlik gosterdigi saptanmis olup yilizde dagilimlar1 ayni olarak gozlenmistir.

Tablo 4.14: VKORC1 G1639A genotiplerine gore DVT ve PE endikasyonu bulunan olgular
iizerinde saptanan Varfarin direnci ferakanslari.

VKORC1 G1639A DVT + PE Endikasyonu Olan Olgular
Genotipleri da Varfarin Direnci
n %
G/G 1 4
G/A 19 76
AIA 5 20
Toplam 25 100

Tablo 4.15: ila¢c metabolizasyon hizina gore DVT ve PE endikasyonu bulunan olgular iizerinde
saptanan Varfarin direnci frekanslari.

Ilag Metabolizasyon Hiz1 DVT + PE Endikasyonu Olan Olgular
da Varfarin Direnci
n %
Hizli 12 48
Orta 9 36
Yavas 4 16
Toplam 25 100
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5.TARTISMA

Bu c¢alismada antikoagiilan kullanan DVT’li hastalarda Varfarin
metabolizasyon hizinin, hastaya verilen doz ile uyumunun Karsilastirilmasi ve ilgili
genotiplerin ila¢ dozlamindaki roliiniin ortaya konmasi amaclanmaktadir. Varfarin’in
farmakokinetik ve farmakodinamik 6zelliklerinin ¢evresel ve genetik bir¢ok faktorden
etkilenmesi nedeniyle bu ilacin tiim bireylerde sabit dozda kullanimi miimkiin degildir
(97) Varfarin kullananlar arasinda olduk¢a genis doz degiskenligi gozlenmektedir.
Yas, viicut boyutu, K vitamini kullanimi, es zamanli hastaliklar, ilaglar ve genetik
faktorlerin ilaca verilen yanitta farkliliklar olusturdugu ortaya cikmistir. Ilag
metabolizmasinda rol alan enzimlerin sentez hizinin ve/veya niteliginin degiskenlik
gostermesinin ana nedeni genetik polimorfizmlerdir. Genetik farkliliklar sonucunda;
yavas, orta ve hizli metabolizor olmak {izere ii¢ ¢esit fenotip ortaya ¢ikmaktadir (6).
Son zamanlarda yapilan ¢alismalarda Varfarin metabolizmasini etkileyen birgok gen
bildirilmistir. Bu genler arasinda; CYP2C9 geni varfarin farmakokinetigi, VKORC1
geni ise varfarin farmakodinamiginde major genler olarak rol oynamaktadirlar (98).
CYP2C9 ve VKORC1’in varfarinin ilag dozlaminda etkili oldugu ve yol gosterdigi bir
¢ok caligmada desteklenmis olup, genotiplerin metabolizasyon hizlarina uygun
baslangi¢ doz ¢izelgesi olusturulmustur (99). Bu g¢izelgede hizli metabolizér igin
onerilen doz 5-7 mg, orta metabolizor i¢in 3-4 mg ve yavas metabolizor igin 0.5-2 mg
olarak belirlenmigstir. Hastalerin ilag metabolizasyon hizlarina uygun dozlarla tedavi
edilmesi, hastalarin yan etkilere daha az maruz kalmasini ve tedavi siiresinin
kisalmasini saglayacaktir. Ancak ila¢ metabolizasyonunu etkileyen diger faktorlerin

de goz ardi edilmemesi gerekmektedir (Tablo 5.1).

Tablo 5.1: CYP2C9 ve VKORCI1 genotiplerine gore Varfarin dozlamm (99)

VKORC1 CYP2C9
*1/*1 *1/%2 *1/*3 *2/%2 *2/*3 *3/*3
1173
CC 5-7mg 5-7 mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0.5-2 mg
CT 5-7mg 3-4 mg 3-4 mg 3-4 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg
TT 3-4 mg 3-4 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg 0.5-2 mg
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Bu bilgiler 1s1ginda, calismamiza 132 DVT tanili olgu dahil edilmistir.
Olgularn  tamami  CYP2C9*2  (rs1799853) ve CYP2C9*3 (rs1057910)
polimorfizmleri bakimindan incelenmis olup, 132 olgunun 90’1 VKORC1 G1639A
(rs9923231), VKORC1 C1173T (rs9934438) polimorfizmleri yoniinden de
incelenmistir. Arastirmaya katilan olgularin CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 genotiplerin
say1 dagilimi; 92’si *1/*1 (yabanil tip/ hizli metabolizor), 16°s1 *1/*2 (heterozigot/orta
metabolizor), 16’si *1/*3 (heterozigot/orta metabolizor), 2’si *2/*2 (mutant/yavas
metabolizor) genotipine 2’si *2/*3 (heterozigot/yavas metabolizdr), 4’0 *3/*3

(mutant/yavag metabolizor) olarak tespit edilmistir.

Olgularin VKORCI1 G1639A genotip frekanslarr; DVT’1i 90 hastanin 13 iiniin
yabanil tip homozigot, 50’sinin heterozigot, 27 sinin de mutant tip homozigot genotipe
sahip oldugu goriildii. Buna gore olgularda, G/G (hizli metabolizor) genotipi %14.4,
G/A (orta metabolizor) genotipi %55.6, AA (yavas metabolizor) genotipi %30

oraninda goriildii.

Arastirmamiz sirasinda 66 DVT’li olgunun Varfarin’e karsi direng
olusturdugu; INR degerlerinde tutarsizliklar goriildiigii ve hedef INR degerinin
sabitlemesinde giicliikler yasandigi saptandi. Varfarine kars1 direng olusturan olgularin
41’nin Varfarin ilag metabolizasyon hizi VKORC1 ve CYP2C9 genotiplerinin
kesisimi ile belirlenmis olup frekanslari; hizli metabolizor igin %48.8 orta metabolizor
icin %36.6 ve yavas metabolizor i¢in %14.6 olarak belirlendi. Bu sonuglara gore
Varfarin’in standart dozlaminda hizli metabolizor olan hastalarda diger metabolizor
fenotiplere oranla ilag direnci olusma ihtimali artarken, ilaca verilen yanit
azalmaktadir. Bu durum ise yan etkilerin artmasina, tedavi siiresinin uzamasina ve

hatta pulmoner emboliye yol agabilmektedir.

5.1. CYP2C9*2-*3 ve VKORC1 Genotipleri ile Literatiir Bilgilerinin
Frekanslarinin Karsilastirilmas:

Yildirim ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklari ¢calismada CYP2C9*2 ve *3,
VKORCI1 ve Faktor VII polimorfizmlerini, Varfarin kullanan 101 Tiirk hasta da
gozlemlemislerdir. Caligma sonuglarina gore VKORC1 G1639A genotipleri; G/G
%24.8, G/A, %48.5 ve A/A %26.7 olarak bulunmustur (100). G/G %14.4, G/A
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%55.6, AA %30 sonuglar elde etmis oldugumuz c¢alismamiz ile Yildirim ve
arkadaslarinin ¢alismasi arasinda yakin sonuglar gézlenmektedir.

Ozer ve arkadaslarinin 2012 yilinda Tiirk popiilasyonu iizerinde yaptiklari
calismada CYP2C9, VKORC1 ve CYP4F2 polimorfizmlerinin Varfarin dozu tizerinde
etkilerini tespit edilmistir. Arastirma sonuglarina gére CYP2C9 genotipleri ¢alismaya
katilan 54’1 kadin 53’1 erkek 107 olgudan 70’inde *1/*1, 28’inde *1/*¥2-*1/*3,
9’unda *2/*2,%2/*3,*3/*3 gbzlenmistir. VKORC1 genotiplerin de ise, 27’si G/G, 55’1
G/A ve 25’1 A/A olarak bulunmustur (101). Calismamizda, *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2,
*2/*3 ve *3/*3 frekanslar sirasi ile %69.8, %12.1, %12.1, %1.5, %1.5 ve %3 olarak
bulunmustur. Iki ¢aliyma arasinda frekansi yiiksek olan genotipler (*1/*1 ve *1/%2)
yoniinden yakin benzerlikler bulunmaktadir, VKORC1 genotipleri ise G/G %14.4,
G/A %55.6, AA %30 olarak bulunmustur ve iki ¢alisma arasinda yakin sonuglar elde
edilmistir. Ancak bizim c¢alismamizda A/A genotipine sahip olgu sayist G/G
genotipine oranla daha yiiksek bulunmustur.

Hilman ve arkadaslarinin beyaz 1rk {izerinde 2004 yilinda yaptigi ¢alismada
453 hastanin CYP2C9 genotiplemeleri gézlenmis, *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3
ve *3/*3 frekanslar sirasi ile %65.1, %19.0, %12.1, %1.6, %1.8 ve %0.4 olarak
bulunmustur (102). Bizim ¢alismamizda ise yiizdeler sirasi ile; %69.8, %12.1, %12.1,
%1.5, %1.5 ve %3 olarak bulunmustur. Bu iki ¢alisma arasinda yiiksek oranda
benzerlikler goriilmektedir.

Sun-Mi Cho ve arkadaslarinin 2016 yilinda Cin popiilasyonunda 220 hasta ile
yaptiklari ¢alisma sonuglari; VKORC1 genotipleri, G/G %0.50, G/A % 15.50 ve A/A
% 84 olarak bulunmustur (103). Bizim ¢alismamizda ise G/G %14.4, G/A %55.6,
AA %30 oraninda goriildii. Calismamizdaki VKORC1 genotiplerinin oraninin diger
Tiirk popiilasyonlar1 arasinda benzerlik gostermesine karsin Cin popiilasyonunda
yapilan bu ¢alismada biiyiik farkliliklar géstermistir.

Mazzaccara ve arkadaslarinin 2013 yilinda, italyan 266 olguda CYP2C9*2,*3,
CYP4F2*3, VKORC1 C1173T-G1639A polimorfizmlerini inceledikleri ¢alisma
sonuglart; *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve *3/*3 frekanslar1 siras1 ile %60.2,
%22.0, %12.5, %2.3, %1.9 ve %1.1 olarak bulunmustur. VKORC1 genotipleri ise,
G/G %25.4, G/IA % 49.6 ve A/A % 25.0 olarak bulunmustur (104). CYP2C9
genotipleri, *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve *3/*3 frekanslar1 sirasi ile %69.8,
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%12.1, %12.1, %1.5, %1.5 ve %3 ve VKORC1 genotipleri, G/G %14.4, G/IA %55.6,
AA %30 sonuglarini elde ettigimiz ¢alismamiz ile CYP2C9 ve VKORC1 genotipleri
yoniinden ¢ok yakin olmamakla birlikte benzerlikler goriilmektedir.

El Din ve Arkadaglarinin 2012 yilinda Misir popiilasyonun da 200 olgu ile
yaptiklar1 ¢aligmada VKORC1 1173 C>T, CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 polimorfizmleri
tizerine ¢alismiglardir. VKORCL1 genotipleri; CC, CT ve TT sirasi ile %11, %24 ve
%65 olarak bulunurken, CYP2C9 genotipleri, *1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve
*3/*3 frekanslari sirasi ile; %81, %3.3, %9.7, %4.5, ve %0.65 (2\*3 ve*3\*3) olarak
bulunmustur (105). Bizim ¢alismamiz (*1/*1, *1/*2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve *3/*3
frekanslar1 sirast ile %69.8, %I12.1, %12.1, %1.5, %l1.5 ve %3) ve Misir
poplilasyonunda yapilan bu ¢alisma arasinda CYP2C9 polimorfizmi agisindan en sik
goriilen genotipin *1/*1 olmasi1 disinda bagka bir benzerlik goriilmemekle birlikte,
calismamizdaki VKORC1 genotiplerinin dagilimi G/G %14.4, G/A %55.6, AA %30
olarak bulundu ve iki ¢aligma arasinda VKORC1 genotipleri dagilimi agisindan biiyiik
farkliliklar bulunmaktadir.

Kimura ve arkadaglarinin 2007 yilinda Japon popiilasyonunda 93 olgu ile
yapmis olduklari ¢alismada VKORC1-1639 genotipleri A/A genotip frekanst %86, -
1639 G/A genotip frekansi ise %14 olarak saptanmis ve G/G genotipine
rastlanmamustir (106). Bizim ¢alismamiz ile ¢ok biiyiik farkliliklar olmasina karsin,
Sun-Mi Cho ve arkadaglarinin 2016 yilinda Cin popiilasyonunda 220 hasta ile
yaptiklar1 ¢alisma (VKORCL1 genotipleri, G/G %0.50, G/A % 15.50 ve A/A % 84) ile
yiiksek oranda benzerlik gostermektedir.

Netice itibari ile calismamiz bir 6n ¢aligma olarak ele alindiginda bireysel tip
alaninda temel olusturmaya yardimci sonuglar elde etmis bulunmaktayiz. Tabi ki bu
ve bunun gibi caligmalarin daha genis popiilasyonlar ile ve kontrol gruplari ile
yapilmasi, ayrica bunlara ilag serum diizeylerinin de eklenmesi ¢ok daha degerli

sonuclar elde edilmesini saglayacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Yaptigimiz arastirmanin sonuglarini asagidaki gibi siralayabiliriz:

1. Varfarin endikasyonu durumunda hastanin genotipinin tayini ile ve varfarini
metabolize etme hizinin belirlenmesi.

2. Hastanin metabolizasyon hizinin bilinmesi ile ilk dozlama ve idame dozlamanin
daha dogru ve daha hizli yapilabilmesi.

3. Doz ayarlamas1 sonucu hastanin varfarinin yan etkilerine daha az maruz kalmasi.
4. Doz idamesinin konvansiyonel yonteme gore daha hizli olmasi imkaninin ortaya
¢ikmasi.

5. Netice olarak bu ¢alismanin kisiye 6zgii tedavi dizayni i¢in temel olusturmada katki
saglamasi.
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