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OZET

Ozgon Oner G.

Varfarin Kullanan Hastalarda Vitamin K Epoksit Reduktaz Gen Polimorfizmleri ve
Varfarin doz Iliskisi.

Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri Enstitiisii, Genetik ABD. Doktora Tezi. Istanbul.
2007

Giris ve Amag: Terapotik aralifi dar olan Varfarin, tedavi esnasinda bireylerarast ¢ok
farkliliklar gostermektedir. Bu farkliliklardan varfarin metabolizmasini, transportunu ve
etki mekanizmasim etkileyen genlerin fonksiyonel varyantlarinin sorumlu oldugu
bilinmektedir. Bu calismanin temel amaci Tiitk toplumunda VKORCI, CYP2C9 ve

MDRI1 genlerinin polimorfizmlerinin varfarin dozu ile iliskisini saptamaktir.

Metod: Stabil dozlarda varfarin alan hastalar (n=205) pespese 3 vizit sonrasinda
calismaya kabul edildi. Kabul edilen tiim hastalarin kullandiklar ilaclar, var olan kronik
hastaliklari, varfarin kullanilirken kanama veya emboli gecirme hikayeleri kaydedildi ve
DNA ornekleri alinarak 205 kisilik DNA bankasi olusturuldu. Bu banka kullanilarak
VKORCI1, CYP2C9 ve MDRI1 gen polimorfizmleri pyrosequencing metodu ile
genotiplendirildi. Ortalama varfarin doz ihtiyacinda genetik ve genetik olmayan

bagimsiz etkileri tanimlamak i¢in regresyon analizi kullanildi.

Sonuclar: VKORCI1 3673 polimorfizminin ortalama haftalik varfarin dozu ile iliskisi
GG genotipi i¢in 43.18 mg/hafta, GA genotipi icin 33.78 mg/hafta ve AA genotipi i¢in
25.83 mg/hafta (p<0.0001) olarak saptandi. VKORC1 ve CYP2C9 varyantlarinm tagiyan
kisilerde %40 oraninda daha az haftalik varfarin ihtiyaci oldugu belirlendi. VKORC1
3673 AA genotip (p<.0001), VKORC1 3673 GA genotip (p<.0001), CYP2C9 allelin 1
varyanti (p<.0001), CYP2C9 allelin 2 varyantlari(p<.0001), MDR1 3435’in heterozigot
varyantlar (p<.036), ve yas(p<.0001) diisiik doz varfarinin birlikte oldugu degiskenler

olarak saptandi.

Tartisma: Varfarinin hedef molekiiliinde ve varfarin metabolize eden enzimlerin
genlerindeki polimorfizmlere ek olarak, ila¢ etkilesimleri, yas ve viicut yiizey alaninin

varfarin doz ihtiyacin1 tanimlamada onemlidirler.

Anahtar Kelimeler :Varfarin Farmakogenetigi, VKORCI1, MDRI, CYP2C9,
pyrosequencing metodu

Bu calisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-890/02062006
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ABSTRACT

Ozgon Oner G.

Polimorphisms of Vitamine K epoxide reductase 1 gene and warfarin dose relations in

warfarin treated patients.

Istanbul University, Institute of Health Science, Istanbul University, Institute of Health

Science, Genetics Common Programme, Istanbul, 2007

Introduction: Warfarin has a narrow therapeutic range and wide interindividual dosing
requirements that may be related to functional variants of genes affecting warfarin
metabolism, tranportation and activity. The primary objective of this study was to
determine whether variability in warfarin dose requirements is determined by
polymorfisms in VKORC1, CYP2C9 and MDR1 in Turkish population.

Method: Patients (n=205) receiving stable doses of warfarin at 3 consecutive visits
were enrolled, they asked for all medicine, chronic illness, warfarin related bleeding or
thromboemboli and a deoxyribonucleic acid sample was collected. Samples were
genotyped for polymorphisms in VKORC1, CYP2C9 and MDRI. A linear regression
analysis was used to determine the independent effects of genetic and nongenetic

factors on mean warfarin dose requirements.

Results: VKORC1 3673 polymorphisms were associated with weekly mean varfarin
dose; for GG genotype 43.18 mg/wk, GA genotype 33.78 mg/wk and for AA genoype
25.83 mg/wk (p<0.0001). It is observed that, patients who had VKORC1 and CYP2C9
variants, they need 40% less mean weekly warfarin dose respect to wild types.
Variables associated with lower warfarin dose requirements were VKORC1 3673 AA
genotype (p<.0001), VKORCI1 3673 GA genotype (p<.0001), 1 variant CYP2C9 allele
(p<.0001), 2 variants of CYP2C9 alleles (p<.0001) and heterozygous variants of MDR1
3435 (p<.005), age (p<.0001).

Conclusion: Polymorphisms in warfarin drug target and metabolizing enzyme genes, in
addition to nongenetic factors, were important determinants of warfarin dose

requirements.

Key Words: Warfarin Pharmacogenetics, VKORC1, MDR1, CYP2C9, pyrosequencing

The present work was supported by the Research Fund of Istanbul University. Project
No. T-890/02062006



1. GIRIS VE AMAC

Insan genom projesinin tamamlanmasi ile birlikte, giincel tip
bireysel tedavi onerme yolunda ilerlemektedir. (1). Farmakogenetik, recete
edilecek ilaglarin seciminde genetik bilginin kullanilmasi, klinisyenler,
bilim adamlar1 ve 6zellikle kronik ila¢ kullanan hastalar i¢in umut kaynagi
olmustir. Farmakogenetik ile birlikte, recetelenecek ilacin terapotik yaniti
arttirllmaya calisarak hastaya ilacin verebilecegi zarar en aza indirilmeye
calisilir. Farmakogenetik, kavram olarak bilim adamlarinin ilgisini ¢ok
cekiyor olmasmma ragmen, cevre ve davramis farklhiliklarininda ilagin
etkilerinin ortaya ¢ikmasinda dnemli faktorler oldugunu unutmamak gerekir.
Bu yeni genomik siirede, farmakogenomik bir¢ok genin etkisi ile hastanin

ilaca verdigi yanitin etkilerini degerlendirilir ( 2-4).

Farmakogenetik kavram literatiire 1950’lerde girdigi halde, son 10
yilda ozellikle molekiiler tiptaki gelismelerle, ve kronik ila¢ kullanilan

hastaliklarda tedaviyi modifiye etmek ag¢isindan timit olmustur.

Varfarin venoz ve arteryel tromboembolik bozukluklarin tedavi ve
profilaksisinde diinyada en yaygin olarak kullanilan oral antikoagulan
maddedir (5). Atriyal fibrilasyon, tekrarlayan inme, derin ven trombozu,
pulmoner emboli ve kalp kapagi protezinde profilaksi amaciyla kullanilir
(6). Varfarinin terapotik araligimin dar olmasi ve etkisinin bireylerarasi cok
farklilik gosterdiginden otiirii, tedaviye devam etmek oldukga giigtiir (7).
Uygun olmayan dozlarda, 6zellikle tedavinin baslangic donemlerinde, agir
kanamalara yol ac¢mas1 veya tromboemboliyi engellemede yetersiz
korunmaya neden olabilir. Kisiler aras1 bu kadar farkli etkinin nedenleri
arasinda, cinsiyet, yas, vitamin K alimi, eszamanlh hastalik ve eszamanl
ilaglar  sayilitken, son yillarda ilacin farmakokinetiginde ve
farmakodinamigindeki bireysel farkliliklar, ve bu farkliliklarin ana
nedeninin genetik degisiklikler oldugu gosterilmistir. Varfarinin CYP450
enzim sisteminden metabolize oldugunun kesfinden sonra, bu enzimdeki
polimorfik degisikliklerin ila¢ yamitinda ve hatta yan etkilerinde iligkili

oldugu gosterilmistir. Ozellikle varfarinin daha aktif formu S-varfarinin



%80-85 oraninda metabolizmasindan sorumlu olan CYP2C9 enziminin
polimorfik  yapilarimin  varfarinin  metabolizmasin1  yavaslattiklar
gosterilmistir  (8-9). Varfarin duyarliligt gosteren hastalarin, ancak
9%10’unun varfarin doz iliskileri CYP2C9 polimorfizm leri ile
aciklanabilmektedir (10). Yapilan arastirmalar sonunda varfarin doz
ayarlanmasinda, varfarinin farmakolojik etkisini gosterdigi proteinlerin

etkili oldugu diisiiniilmiistiir.

Varfarinin hedef molekiiliiniin 2004 yilinda Vitamin K Epoksit
Reduktaz proteini oldugu kesfedildikten sonra VKORCI1 geni, tanimlandi
(11-12). VKORCI1 geninin sik rastlanan polimorfizmleri saptanarak bu
polimorfizmlerin degisen varfarin doz ihtiyaci ile iligkisi oldugu gosterildi
(13-17). Yapilan c¢alismalarda VKORC1 ve CYP2C9 polimorfizmlerinin
birlikte degerlendirildiginde, hastalarin varfarin dozlarinin %350’sinden

fazlasinin 6ngoriilebildigi gosterilmistir (17-18).

Varfarin farmakogenetiginde rol aldig: diistiniilen bir diger basamak
ise, varfarinin transportundan sorumlu ATP Binding Cassette (ABCB)
grubundan MDR1’dir ki daha once Wadelius M ve ark’nin yaptigi
calismada, MDR1 C3435T polimorfizminin diigitk doz varfarin dozu ile
iligkili oldugu gosterilmistir. Ancak bu iliski simdiye kadar tek bir
caligmada gosterildiginden, tekrar calisilmasi ve olasi iligkinin gosterilmesi

gerektigi diger aragtirmacilar tarafindan vurgulanmistir (19-20).

Bununla birlikte, farkli toplumlarda yapilan c¢alismalarda farkli
sonuglarda elde edilmistir. Bu c¢alisma ile amacimiz, Tiirk toplumunda
varfarin kullanan hastalarin, VKORC1, CYP2C9 ve MDRI1 polimorfizmleri
ve varfarin dozu, kanama egilimleri, tromboemboli gecirme riski ve INR ile
olan iliskilerini saptamak ve ilgili polimorfizmleri Tiirk populasyonunda
frekanslarim1 bildirmektir. Bu c¢alisma klinige bire bir yardimci olmasi
acisindan oldukg¢a Onem tasimaktadir. Bu testlerin yayginlasmasi, 6zellikle
varfarin tedavisine alinmadan 6nce hastanin genotipine gore ila¢ dozunun
Ongoriilmesi hastanin hem kanama riskini hem de tromboemboli riskini

azaltacaktir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Pihtilasma (Koagiilasyon)

Pihtilasma; kanamanin durmasi (hemostaz) sirasinda damar disinda,
tromboz sirasinda ise damar ic¢inde meydana gelir. Pihtilagsma;
trombositlerin aktive edilmesine ve onlarla birlikte, cogu plazmada bulunan
pihtilagsma faktorleri adli 6zel proteinlerin etkilesmesine bagl kompleks bir
olaylar zinciridir. Hemostaz sirasinda zedelenen damar c¢eperinde aktive
edilen trombositler primer tikaci olustururken, plazma koagiilasyon

faktorlerini o bolgede aktive ederek lokal pihtilagma olayini baslatirlar (21)

Pihtilasma faktorlerinin 6nemli bir bolimii (faktor II, VII, IX, X, XI,
XII ve prekallikrein) fonksiyonel bakimdan serin proteazlardir. Bu faktorler
pithtilasma disinda plazmada inaktif prekiirsor yani zimojen seklinde
bulunurlar. Faktor ILVILIX ve X’un N ucuna yakin kisminda 9-12 adet
glutamat rezidiisi , karacigerdeki biyosentezinden sonra gamma
karboksilasyona ugramasina neden olarak, faktorlerin Ca** baglayarak
pihtilagsma icin aktiflesmelerine miisaade eder. Bu faktorlerin aktivasyonu
icin diger faktorlerden farkli olarak Ca** ve K vitaminine ihtiyaclar1 vardr.

Faktor II'nin aktivasyonu sonucu trombin olusur (22).

Faktér V,VIII ve doku faktdrii ise non enzimatik protein
kofaktorleridir. Faktor V plazmada serbest olarak ve trombositler iginde
bulunurken, Faktor VIII damar endotelinde sentez edilip von Willebrand
faktoriine baglanmis olarak bulunur. Trombin faktor V ve faktor VIII'i
aktive ederek faktdor IX’un etkinligini arttirirlar. Bir diger non enzimatik
faktor ise, yiiksek molekiil agirlikli kininojendir. In vivo degil in vitro
tromboplastin testlerinde faktor XII'nin kofaktorii olarak pihtilagsmaya

katkida bulunur (23).

In vivo pihtilagsma ekstrinsik yolakla baslarken in vitro pihtilagsma
intrinsik yolla baslar ve her ikiside ortak yolla devam eder. Intrinsek
yolakda faktor IX, X, XI ve XII'yle baslayip ortak yolla devam ederken;
ekstrinsik yolak ise damar zedelenmesi ile baslayip, faktor VII ve X’un

aktivasyonuyla devam eder ve ortak yolakla fibrin olusmasim takip eder.



Pihtilagma yolaginin ortak kismi ise faktor Xa, Ca+2, faktor Va ve trombosit
kaynakli fosfolipid migellerinin yardimi ile protrombini trombine
doniistiirerek baglar. Trombin fibrinojeni fibrine doniistiiriir, trombosit

aggregasyonunu uyararir (21).

Pihtilasma testleri
Plazmanin pihtilasma fonksiyonunun yeterli olup olmadigini kontrol

etmek icin iki in vitro test kullanilir:

Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamam: (aPTZ) kalsiyum
selatorii (disodyum EDTA veya sodyum sitrat) bir madde ile pihtilagsmaz
hale getirilmis kana; tiip icinde rekalsifiye ettikten sonra sefalin veya
benzeri negatif yiiklii fosfolipid ve partikiillii bir madde (kaolin) ilave etmek
suretiyle yapilir. Koagulasyonun intrinsek yolagini, faktor XII, HMW-K,
prekallikrein, X1, IX ve VIII’in yeterli olup olmadigim gosterir.

Protrombin Zamam (PZ): Bir kalsiyum selatorii ile pithtilasmaz
hale getirilmis kanin rekalsifikasyonundan sonra ‘tromboplastin’ ilave
edilerek yapilir. Doku faktoriine bagimli yolagin yani ekstrinsek yolagin
kontrolunu yapmak icin uygulanir. Cesitli iilkelerde farkli tromboplastin
kaynagi kullanildiginda PZ’yi degerlendirmek, hastalarin takibi agisinda,
zor oldugundan International Normalized Ration (INR) kavrami

Uluslararas1 Trombofili dernegince kabul edilmisdir.
INR: (ilac alan hastadaki PZ/ortalama normal kontrol PZ)iSi

ISI: tromboplastinin uluslararasi duyarlilik indeksi, ne kadar diisiikse

pihtilasma faktorlerine duyarlhigi okadar yiiksektir.

Oral antikoagulan alanlarda, hastanin ilaca verdigi yaniti izlemenin

en iyi yolu PZ tayini ve INR takibidir (21).

Dogal Antikoagulan Mekanizmalar

Kanda sadece pihtilagsmaya yol agan faktor ve mekanizmalar degil;
onlar1 baskilayip dengeleyen antikoagiilan mekanizmalarda vardir. Bu
sayede normal ve biitiinliigii bozulmamis damarlar icinde tromboz olmaz.

Antikoagiilan mekanizmalar, damar endotelinden kaynaklanan antikoagiilan



maddelere ve plazmada bulunan karaciger kaynakli antikoagiilan faktorlere
(proteinlere) baghdir. Plazmada bulunan antikoagiilanlarin baglicalari;
antitrombin III (A III), protein C ve lipoproteine-eslik eden koagulasyon
inhibitoriidiir. AIIl ; trombin, faktor Xa, IXa ve Xlla ile kallikrein gibi
intrinsek ve ortak yolaga katilan pihtilasma faktorlerini inaktive eder.
Protein C, pihtilasma faktorlerine yapica benzeyen ve sentezi i¢in K
vitaminine bagimhidir. Kofaktorii de yine K vitaminine bagimli olan protein
S’dir. Herediter protein C defekti goriilenlerde vendz tromboz riski

artmaktadir (23).

Trombus Olusmasi

Damar i¢inde trombus egiliminin belirlenmesinde veya trombozun
meydana gelmesinde, damar c¢eperinin durumu yaninda, trombositlerin
aktivasyonu, pihtilagma faktorleri rol oynar. Trombusun olusumu;
pithtilasma ve hemostaz olayina benzer ancak damar i¢inde olur. Trombusun
bilesimini belirleyen faktor, olustugu yerdeki kan akiminmin niteligidir.
Venlerde ve arterlerde olusan trombuslarda, olusma mekanizmasi, bilesim
ve diger nitelikler bakimindan 6nemli farklar vardir ve bu farklar yiiziinden
vendz ve arteryel trombusun tedavileri de farklidir. Venoz trombus, kan
akiminin yavas oldugu biiyilkk ven dallarinin ¢eperlerinde, pihtilagma
faktorlerinin eksikligine bagli olarak gelisir. Vendz trombus fibrinden
zengindir, ve damara yapisan kismindan bagka, lumende sarkan tarafiyla da
akcigere veya baska damarlarda emboliye neden olabilir. Kalp bosluklarinda
olusan trombozlarda vendz tipe benzedigiden, ayni emboli riskleri kalp
trombuslarindada mevcuttur. Arteryel trombus ise, endotel disfonksiyonu ve
arter ¢eperinin bozulmasi sonucu trombositlerin aktivasyonu sonucu olusur.
Arteryel trombuslar daha cok kiiciik damarlan tikayici olurlar; en sik da

serebral trombuslarina neden olurlar (24).

Son yillarda, tromboza ve embolizme duyarli kisilerde yapilan
genetik caligmalar, hemostazda rol alan faktorlerin mutasyonlarinin
tromboemboliye yol acabildigi saptanmis, bu mutasyonlart tasiyan kisilerin

tromboemboli profilaksisine alinmalari tedavi protokollerine girmistir.



2.2. Antikoagiilan ilaclar

Antikoagulan faktor etkinligini arttirarak pihtilasma faktorlerinin
etkinligini veya sentezini bozarak pihtilasmay1 inhibe eden ve bdylece kanin
koagiilasyon yetenegini azaltan ilaclardir. Ozellikle venoz trombuslarda
etkilidirler, arteryel trombozlarda etkinlikleri sinirhidir. Antikoagulan ilaclar

etki mekanizmalarindaki farka gore ikiye ayrilirlar:

Table 2.2-1: Tromboemboliye yatkinlik yaratan risk faktorleri (22)

Kazamlmus risk faktorleri Kalitsal risk faktorleri

Postoperatif veya posttravmatik | Faktér V mutasyonlari

immobilizasyon

Konjestif ~ kalp  yetmezligi, | Protein C eksikligi

Miyokard enfarktiisii,

konstriktif perkardit

Sepsis Protein S eksikligi

Kanser Disfibrinojemi

Yaghlik Plazminojen bozukluklar
Daha once gecirilmis | Kardiyak ritm problemleri
tromboembolizm

Ostrojen tedavisi Long QT sendromlari

Lupus antikoagulan varligi

Polistemia vera




Heparin: Antitrombin III etkinligini arttirarak ve bazi pihtilagma

faktorlerini inaktive ederek dolaysiz etki yapar.

Oral Antikoagulanlar: Bu grupta, ensik kullanilan ila¢ varfarindir,
Kuzey Amerika ve Avrupa’da tromboembolik tedavi icin en sik regetelenen
ilagdir (25). Karacigerde K vitaminine bagiml olarak yapilan faktorlerin
(Faktor II, VII, IX ve X) sentezinin esas olarak son basamagini bozarak
dolayl etki yaparlar. Agiz yoluyla alinmalar giiniimiizde en sik kullanilan
antikoagiilan olmalarin1 saglamaktadir. Ancak koagiilasyonun hemen inhibe
edilmesi gereken durumlarda ise yaramazlar; etkileri tedaviye bagladiktan
sonra en az 24 saatlik latent siirenin ardindan belirlemeye baslar. Vitamin
K’nin sentezini etkilediginden otiirii, ayn1 sekilde tedaviye son verdikten

sonra bile ilacin etkisi birka¢ giin devam eder.
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Figure 2.2-1Varfarin molekiilii

Atriyal Fibrilasyon, tekrarlayan inme, derin ven trombozu, pulmoner emboli
ve kalp kapagi protezi tasiyan hastalarda kullanilir (6,26). Terapotik araligi
dar olan bir ila¢g oldugu icin, terapdtik cevabinin belirli araliklarla
protrombin zamani veya INR ile takip edilmesi gerekmektedir (27).
Ozellikle tedavi baslangicinda, dogru olmayan dozlar kanama veya

tromboemboli riski tagimaktadir (28).

Klinik olarak kullanilan varfarin kimyasal karigimdir; (S) varfarin

(R) varfarinden 5 kez daha kuvvetli bir antikoagiilandir ve giiniimiizde




kullanilan varfarin bu iki kimyasaldan olugsmustur (29). (S) varfarin
insanlarda sitokrom P450 ailesinden IIC alt ailesinin, 9. polipeptidi
(CYP2C9) tarafindan 7 hidroksile formuna doniismektedir (9). Giiniimiize
kadar CYP2C9’un 50’den fazla varyanti tamimlanmistir (30). Varfarin
etkisini, vitamin K’ya bagimhi olan Faktor II, VII, IX ve X’un gamma
karboksilasyonuna yol acan, vitamin K’nin 2,3-epoksidini azaltarak vitamin
K’nin rejenerasyonunu etkileyerek gosterir. Tam olarak etkisini vitamin K
epoksit rediiktaz’a gosterir ki; bu enzim vitamin K epoksit reductaz complex
subunit 1 tarafindan kodlanir (11-12). Varfarin resistansi vaya vitamin K’ya
bagimli faktorlerde bozuklugu olan ailelerde yapilan calismalarda VKORC1
proteininde aminoasit degisikligine yol acan ve genel populasyonda
rastlanmayan mutasyonlar tesbit edilmistir (11,31). Son olarak, baz1 gruplar
ise VKORCI1 genindeki non kodlamayan SNP’lerin varfarin duyarliligini
etkilediklerini gostermislerdir (14-17). Tiim bu veriler ise, CYP2C9 ve
VKORCI1 genetik farkliliklar1 varfarin duyarliligini ve varfarin doz

ihtiyacindaki degiskenligi kuvvetli olarak desteklemektedir.

Varfarinin oral kullanimindan sonra, tamami emilir ve %99’u
plazmada albumine ve alfa-1 asit glikoproteine baglanir. Albumine bagl
olmayan, serbest varfarin biyolojik olarak aktif olacagi karaciger tarafindan
alimir ve sitokrom P450 (CYP) enzim sistemi ile metabolize olur. S-
enantiomeri CYP2C9 tarafindan 7 hidroksi varfarine doniistiiriiliip safraya
atilirken, R enantiomeri CYP1A1l, CYP1A2 ve CYP3A4 ile metabolize
edilerek inaktif alkole doniistiiriilerek idrarla atilir (32). CYP2C9’un yabanil
tip allel igcin homozigot olan hastalarda (CYP2C9*1) S-warfarinin
metabolize edilmesi sonucunda, INR’nin orta derecede artis1 gézlenmistir.
Bu duruma karsit olarak, bu gende iki SNP varliginda, S-varfarin
metabolizmas1 degismektedir. Exon 3’te var olan SNP (CGT>TGT)
CYP2C9*2 olarak isimlendirilirken, ekzon 7°de (ATT>CTT) olan SNP ise
CYP2C9*3 olarak isimlendirilir. Bu iki SNP’in birini veya ikisini tasiyan
hastalarin  varfarin doz ihtiyacimin azaldigi ve varfarin baglarken

olusabilecek yan etkilerin 2-3 kat arttig1 gosterilmistir (33-35).



Inhibisyon calismalarinda, varfarinin hiicre membranindan gegisi,
ormegin karacigerde, ABCBI1 tarafindan kodlanan p-glycoprotein (P-gp;
multidrug resistance protein 1) aracilik ettigi gosterilmistir. Boyle bir
tasinma olmasina ragmen varfarinin biyoyararlanimin iyi olmasi1 da tezat
yaratmaktadir. ABCB1 polimorfizmlerinin mRNA ve protein ekspresyonu
degisiklikleri ve farkl ilaglarin farmakokinetik degisiklikleri ile ilgili oldugu
gosterilmistir (36). En yaygin olarak calisilan varyanti ekzon 26’daki
C3435T nin, ila¢ etkinliklerine etkisi ile ilgili yapilan bir¢cok calismada
birbiriyle celisen sonuclar elde edilmistir (36-39). Wadelius M ve arknin
yaptig1 calismada C3435T varyantinin daha az varfarin dozuna ihtiyag

duyan hastalarda overekspresse oldugu gosterilmistir (6).
Varfarinin viicutta dagilim ve K vitaminin hepatik alim

Varfarin karacigerdeki vitamin K epoksit reduktaz kompleksini
hedefledigi icin vitamin K siklusu ile etkilesmektedir. Cok yiiksek
miktarlarda yagda ¢oziinebilen k vitaminin alinmasi1 varfarin etkisini geri
dondiirebilir ve diyetle alinan vitamin K miktarina dikkat edilmemesi
antikoagulasyonun iyi kontrol edilememesi ile sonuglanir (40). Diyetteki
yag ile birlikte vitamin K1 ince barsaklardan emilir, silomikronlarla kana
tasinir ve karacigerde APOE reseptorleri araciligr ile temizlenir (41-43).
Silomikronlarin ve dolayisiyla da K vitaminin karacigerde farkli APOE
alleleri tarafindan alinma oranlar1 farklidir. APOE alleleri ve varfarin
dozlami arasinda iliski agisindan birgok calisma yapilmis ve ozellikle Isvecli
calismacilarin yaptigi calismada APOE*4 icin homozigot olanlarin daha
yiiksek varfarine ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir (44). Visser ve arknin
yaptig1 ¢alismada yine isve¢ grubu ile aymi sonuclari bulmuslardir (46).
Ancak ayni ¢alismayi italyanlar yaptiginda E4 alleli seyrek oldugu icin

varfarin doz ihtiyaci ile bir iligki saptanmamuistir (44).
K vitamini Siklusu

K vitamini siklusunda yer alan genlerin varfarine yanitda 6nemli rol
oynadiklar1 gosterilmisti. VKORC1 geninin kesfedilmesinden sonra,
yapilan bircok calismalar VKORCI1 genindeki bazi SNP’lerin, bazi

toplumlarda varfarin siirdiirme dozu ile iligkili bulunmuslardir.



Givtymic acd

Figure 2.2-2 Varfarin Metabolizmasi ve K vitamini
siklusu

10



Table 2.2-2 Varfarin tedavisinde hastalarin VKORC1 polimorfizmi ve doz

iliskisini gosteren calismalara 6rnekler

11

Kaynak Hasta N Varfarin doz Yan etki
populasyonu ihtiyaci riski

Rost ve ark | Varfarin direngli | 6 Kodlayan  bolgedeki | Calisiimamis
(11) polimorfizmler varfarin

rezistansinda doz

ihtiyacini arttirarak
D’Andrea ve | Italyan beyaz 147 1173C>T  dozlam ile | Calisiimamis
ark (14) iligkili
Harrington Varfarin direncli | 4 Kodlayan bolge | Calisiimamis
ve ark (31) polimorfizmleri

varfarin  direnglilerde

doz arttirtyor
Wadelius ve | Isvec beyaz irk 201 -1639G>A, 1173C>T, | Calisiimamis
ark (15) 2255C>T varfarin dozu

ile iligkili
Reider ve ark | Amerikan beyaz | 554 -4451C>A, 497T>G, | Calisiimamis
(13) ik 1542G>Cve3730G>A

dozla iligkili
Sconce  ve | Ingiliz beyaz itk | 335 -1639G>Adozla iliskili | Calisilmamis
ark (17)
Geisen ve ark | Avrupali varfarin | 12 -1639G>A ve | Calisilmamis
45) direncli 1173C>T varfarin

direnclilerde dozla

iligkili bulunmusg
Vecsler  ve | Israil 100 1542G>C dozla iliskili | Calisiimamisg
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ark (46) bulunmus
Mushiroda ve | Japon 828 -1639G>A,1173 C>T, | Calisiimamis
ark (47) 1542G>C, 2255C>T,
ve 3730G>A dozla
iligkili
Takahashi ve | Amerikan beyaz | 243 1173C>Tdozla iligkili | Calistimamig
ark (48) %47
Japon %26
Afrika-amerika
%26
Lee ve ark | Singapore ¢inli | 275 -4931T>C,-639G>A, Calisiimamis
(49) %53 1173C>T,  1542G>C,
Malezyali %31 2255C>T dozla iliskili
Hintli %16
Aquilante ve | Amerikan beyaz | 350 -1639G>A dozla iliskili | Calisiimamis

ark (18)

%91

Afro-amerikan

%7

Hispanik%1Asya
kokenli %0.3

VKORCI1 geninin tanimlanmasi

Varfarinin etki mekanizmasi ile ilgili ilk calismalar, kemirgenler

iizerinde yapilmistir. Varfarin kemirgenleri kanamadan 6ldiirmek amaciyla

kullanilirken, varfarinin bu etkisine direng gosteren kemirgenlerde yapilan

baglanti analizi ¢alismalarinda VKOR bolgesinde ¢nemli bir toplanma

goriilmiistiir. Kohn ve Pulz bunun {izerine, varfarin direnci gosteren

sicanlarda yaptiklari baglanti analizinde, mikrosatellit markirlarin yaninda
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Rw’ye baglantili oldugu gosterilmistir (50). Boylece, Rw ig¢in insan
kromozomunda biri 16. kromozomun kisa kolunda olmak iizere,
lokalizasyon i¢in 3 aday bolge gosterilmistir. Bu alanda ikinci 6nemli
caligsma, ailesel ¢oklu koagulasyon eksikligi gosterilen bir ailede VKORC1
lokalizasyonu tesbit edilmistir. Bu hastalik oldukca nadir goriilen, otozomal
resesif, faktor II, VII, IX ve X’un yetersiz gama karboksilasyonu sonucu
kanama ile karakterizedir. Fregin ve ark bir ailede, kanama bozuklugu olan
iki kardeste yaptiklar1 baglanti analizi ¢aligmalar1 sonunda, 16pl12-q21
lokalizasyonunu tarif etmislerdir (51) ikibindort yilinda, Rost ve arknin
yaptiklar1 fonksiyonel caligmalarda VKORC1 bélgesini tamimlayip elde
ettikleri geni hiicre kiiltiiriine transfekte etmislerdir (11). Geni tanimlamak
i¢in, 2 hastadan ve 4 varfarin direnci olan akraba olmayan kisilerden
aldiklar1 DNA 6rneklerini, kromozom 16 iizerindeki 4 Mblik kismini direkt
dizilemislerdir. 5126 baz ciftlik , 163 aminoasitlik protein kodlayan 3
ekzonlu geni bulmuslardir (NC 000016gi: 51511732). Bu geni VKORC1
olarak adlandirmislardir. Northern blotlama ile karaciger ve kalp

hiicrelerinde ekspresyonlarinin yiiksek oldugu gosterilmistir.

Varfarinin terapotik aralifinin  dar olmasi, ila¢ ve besin
etkilesimlerinin sik olmasi nedeniyle, son yillarda antikoagiilan olarak yeni
molekiillerin arayiglar1 baglamistir. Bu molekiillere verilebilecek en iyi
Oornek Ximelagran (direkt trombin inhibitorii) olmustur ki, Food Drug
Administration’dan ruhsat aldiktan kisa bir siire sonra agir yan etkilerinden

otiirii 2006 Haziran’da piyasadan cekilmistir.

Yeni molekiil arayislarinin da olumsuz sonug¢lanmasi ile varfarin
tedavisinde farmakogenetik testlerin uygulanmasi, hastanin tedavisini
izlemek acisindan daha giivenli goriilmiis ve bu alandaki caligmalar 2006

yilindan sonra artmistir.
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Figure 2.2-6 Sekillerin aciklamasi

2.3. Farmakogenetik nedir?

flag tedavisinin bireylerars1 farklihk gosterdigi 20. yiizyildan beri
bilinmektedir (52). Klinik Farmakoloji cercevesinde bu degisikligi
aciklayabilecek bir¢ok tamimlar yapilmis ve bu tamimlarin daha kolay
anlagilmas1 acisindan iki genis smifa ayirmiglardir: farmakokinetik ve
farmakodinamik. Farmakokinetik, kisaca viicudun ilaca ne yaptigiyla
ilgilenir. Bu siirecde organizma ilact metabolitlerine ayristirir ve ilacin
plazma konsantrasyonunu olusturarak, ilacin dokulara dagilmasia neden
olur. Farmakodinamik ise, ilacin vucuda yaptigiyla ilgilenir. flacin etki ettigi
bolgeden baslayarak, genellikle reseptor ve reseptor sonrasi olaylart inceler.
Tibbin biitiin diger alanlarinda oldugu gibi, bu mekanizmalarin hipotetize
edilmesi ve molekiiller iizerinde gosterilmesi yaklasik 20 yili almistir.
Boylece, 19. yiizyilin sonlarinda ilaca yanitin genetik olarak
belirlenebilecegi diisiiniiliirken ,1950’lerin sonlarinda farmakogenetik terimi
dogmustur (52). Ancak bu tarihten sonra gectigimiz 10 yil i¢inde spesifik
genetik defektlerin ilag yamitlarim degistirdikleri gosterilmistir. Insan
genomunda polimorfizmler hakkindaki bilgiler arttik¢a, ilaclarin etkilerinin
bireyleraras1 farkliliklarint genomik seviyede agiklamak miimkiin
olmaktadir. Genomik bilgilerle ilag etkilerinin agiklanmasi sonugta baska bir

alami: farmakogenomiks’i ortaya ¢ikarmistir. Biyomedikal bilimlerin diger
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dallar1 gibi genomikste son gelismelerle giic kazanmaya devam ederken,
kisilestirilmis tedavinin etkinligini ve giivenliginin arttirilmasi Oniinde
caligmalarin  artmasina 1s1k  tutmaktadir. Bu yeni  gelismeler

farmakogenomiks kavrami dogmustur.
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Bireyleraras1 tedavi farkliliklar1 klinik goézlemlerle tanimlanirken
artik, klinik gozlemler ve aragtirmalar bu farkliliklar1 agiklamaya yetmemis
ve molekiiler biyoloji ve molekiller farmakolojinin gelismesi ile
farmakokinetik ve farmakodinamik kavramlarla tipta farkli uygulma alanlar
ortaya c¢ikmistir. Yeni molekiillerin tedavide ilag olarak kullanilmaya
baglanmasi ile tedavide goriilen etki ve yan etkilerin farkliliklari, tedavi
etkinliklerinin farkliliklar1 ilaca verilen yamtinda bireyleraras1 degistigini
ve bu degisikligin nedenin de hastaligin agirligi, tedaviyi alanin yasi ve 1rki,
ilaclarin metabolizmalarinda gorevli organlarin fonksiyonlari, eszamanl
alman ila¢ tedavisi, ila¢ etkilesimleri ve eslik eden hastaliklar olabilecegi
1950’lerden beri diisiiniilen farmakogenetik kavramiyla genis bir zemine
oturmustur. Biitin bu faktorlerin yam sira ilacin viicutta gegirdigi
metabolizma ve dagilim siireclerinde kalitimsal farkliliklar ve ilag
tedavisinin hedef aldigt bolgedeki (Ornegin reseptorler) genetik
polimorfimlerin ilag etki ve toksisitesinde daha biiyiik etkileri vardir. Ilag
etkilerinin kalitsal farkliliklar1 olduguna dair ilk yayinlar 1950’lerde (53-55)
yapilmis ve bu calismalar giiniimiizde farmasotik endiistri ve genis bir
akademik cevre tarafindan yeniden tanimlanan
farmakogenetik/farmakogenomik alaninin ilk calismalar1 olarak kabul

edilmistir (56).

Farmakogenetik, ilaca yanitin kalitsal farkliliklarini inceleyen bilim
dalhdir. Bireyler aras1 ve ilaglar arasi yanit farkliliklarimi agiklamaya ¢alisan
ve bu farkliliklarin genetik temelini arastirir. Kavram olarak, ilk ortaya
ciktiginda bireyler arasi farkliligi incelerken, gelistikce populasyonlar arasi

farklilikla da ilgilenmeye baslamistir.

Farmakokinetik’in Genetik Olarak tammmlanmasi

1950’lerde, ila¢ tedavisinin sonuglarinda iki defekt oldugu daha 6nce
tanimlanmuastir. [Ik tanimlanan, siiksinilkolinin yikilmasindan sorumlu olan
psodokolinesterazi  ailesel defektli olan kisilerde, siiksinil kolin
uygulanmasindan sonra uzamis paralizidir (57). Ikinci tanimlanan ise yavas

N-asetilasyona bagli izoniazit ndrotoksisitesinin artmasidir (58). 1990’
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yillarda N-asetilasyonun molekiiler temeli tanimlanmistir. Giincel bilgimiz
ile N-asetiltransferazin iki enzimle NAT1 ve NAT2 yapildigim1 ve NAT1’in
yapisal olarak eksprese oldugu, NAT1 enzimi eksikliginin hicbir bireyde
tanimlanmazken, NAT?2 enziminde genetik var yantlar tamimlanmistir.
NAT?2’deki genetik varyantlar yavas asetilasyona sebep olarak aktivitesinin
kaybolmasina yol agtig1 gosterilmistir (59). Bu 6rnekler gibi erken veriler
farmakogenetikte, ilag metabolize eden enzimleri kodlayan genlerdeki
varyasyonlar ilgili ilaglarin yamtlarimin degistigini gostermistir. Ilag
yanitlarinin en fazla, metabolize olunan yolak tek oldugunda ve o yoldan

baska bir metabolik yol olmadiginda bozuldugu gosterilmistir (60).

Glinlimiizde, ilaglarin viicuda uygulandiklar1 andan itibaren gesitli
enzimlerin etkisine maruz kaldiklar1 bilinmektedir. ilaglarm bu sekilde
enzimlerle biyotransformasyona ugramasinin amaci ilaci metabolitlerine

ayirarak, viicuttan atilacak hale getirmektir. 4 ana grupta toplanir:
1. Oksidasyon
2. Indirgenme
3. Kopma
4. Konjugasyon

Bunlardan ilk ii¢ reaksiyona birinci faz reaksiyonlari, dordiinciiye
ise ikinci faz reaksiyonlar1 denir. Birinci faz reaksiyonlan sitokrom P450
grubu enzimler olustururken, ikinci faz reaksiyonlart NAT, UGT, GST gibi

enzimlerden olugmaktadir.

Sitokrom P450 enzim grubu Oncelikle karaciger ve barsak
mukozasinda bulunan bir enzim gurubudur. Ancak daha sonra akcigerlerde,
bobrek ve beyinde daha diisiikk oranda bulunmustur. Hem halkasi igeren
biiyiik bir aileyi olustururlar (61-62). Sitokrom enzimleri 4 aileden, 5 alt
aileden ve 25 izoenzimden olusur. Bu enzimlerin 6zellikleri ilag
etkilesimlerine acik olmalari ve bu enzimlerin polimorfizmleriyle ilag
metabolizmasinda  bireyleraras1  degiskenlige yol agmalaridir. Tlag

etkilesimlerine ¢oklu ve kronik ila¢ kullamiminda rastanir. Alinan ila¢ bir
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enzimin substrati iken bir diger ilag ise ayni1 enzimin inhibitorii ise ilaclarin

etkileri beklenenden farkli ortaya ¢ikmaktadir.

CYP450 gen ailesindeki degiskenlik iki ana kisimda incelenebilinir:
yapisal ve regiilator. Farmakogenetik c¢aligmalar geleneksel olarak, P450
genelerinin  kodlayan bolge degisiklikleri {izerine yapilir. Kodlayan
bolgedeki degisiklikler, kodlanan enzimin yapisim1 ve enzim aktivitesini
degistirirler.  Yapilan son calismalar, P450 genlerinin regiilatuar
bolgelerindeki degisikliklerinde bireysel ilag metabolizmasinda énemli rol
oynadiklarim1 gostermistir (30). Insanda yaklasik olarak, fonksiyonel 50
P450 geni bulunmustur. Bu kadar genis aileye ragmen, ilaglarin biiyiik
cogunlugu c¢ok kiiciik bir enzim grubu tarafindan metabolize edilirler. En
fazla ila¢ metabolize eden enzimler; CYP1A2, CYP2C9, CYP2Cl19,
CYP2D6, CYP2E1 ve CYP3A4. Bu enzimlerin hepsinde de genetik

degiskenlik s6z konusudur.
Kodlayan bolge varyantlar:

Protein kodlayan bolgedeki DNA sekansindaki degisiklikler
oncelikle amino asit sekans ve protein fonksiyon degisikligine yol acarlar.
Buna en iyi ornek, klinik kullanima girmis olan, thiopurine metiltransferase
(TPMT) genidir ki, bu genin proteini azatiopurin veya merkaptopurin gibi
gibi tiopurinelerin bioinaktivasyonundan sorumludur (4,63). Cok seyrek
olarak, bazi kisilerde bu varyantlar homozigot olarak bulundugunda,
standart doz tedavilerinde kemik iligi aplazisi gelisme riskleri ¢ok yiiksek
oldugundan, bu kisilere daha diisiik dozla tedavi edilir. Insanlarin % 10’u
anormal allelin birini tagima ihtimali oldugundan, kemik iligi toksisitesi ile

karsilagma riskleri yiiksektir (56,64).

lla¢ eliminasyonunun en sik yolu sitokrom P450 (CYP) ailesinin
iiyeleri ile olan metabolizmadir. Ila¢ eliminasyonunu ve ilaca yamti
etkileyen en sik goriilen kodlayan bolge CYP varyantlan tarif edilmistir.
Baz1 varyantlarin sikliklar etnik kdkene gore degismektedir, ve buda belki
etnik ozellige gore ilag cevabim belirleyen bir faktordiir. Beyaz ve Afrika-
Amerikalarinin %10’undan fazlast bir sitokrom P450 izoformu olan,

CYP2D6 igin fonksiyon kaybettirici varyanti tasimaktadirlar. Bu sekilde
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zayif metabolizator olan hastalar bazi antideppressanlar1 aldiklarinda, ilag
birikimine bagh yan etkileri ortaya ¢ikmaktadir (65). Buna ek olarak, yavas
metabolizator olan kisilere, aym1 zamanda codeinin de aktif metaboliti olan
morfine doniistiremedikleri i¢in yeterli analjezi saglanamaz. Bu
polimorfizmle ilgili olan bir baska gelisme ise, bu enzimle metabolize

oldugu bilinen gelistirilmekte olan ilaglarla ilgili ¢alismalar durdurulmustur.
Kodlamayan bolge Varyantlari

Insan genomunun yalmzca ¢ok az bir kismi kodlamaktadir.
Kodlamayan DNA’nin 6nemli gorevlerinden biri, transkripsiyona ugrayan
mRNA’nin miktarim1 bazal durumda veya c¢evre uyarilarina karsi regiile
etmektir. Ilac cevabi anormal goriinen bazi durumlarda yapilan
calismalarda, regiilatdr bolgelerde sekans varyantlari bulunmustur. En iyi
orek, biluribin ve bazi ilaclarin konjugasyonundan sorumlu olan
glukuronosiltransferaz, UGT1A1 geninin,  promoterinde olan tekrar

polimorfizmidir.

UGT1A1%#28, en sik rastlanan hipofonksiyonel allelidir ve genin
regiilator bolgesine 2 ekstra baz ciftinin (TA) insersiyonu ile protein
ekspresyonun azalmasiyla sonuclanir. Bu mekanizmadan biluribin atilimida

yavagladigindan Gilbert sendromu olusmaktadir.
Degisken flac Transportu

[lacin hiicreye girisi ve hiicreden ¢ikis1 genellikle aktif bir olaydir ve
ozel ilac transport molekiilleri eslik eder (66,67). Tasiyicilan (transporter)
kodlayan genlerdeki varyantlar ila¢ yanitinda farkliliga yol agmaktadir. Son
yillarda, pasif diffiizyondan baska transport mekanizmalarininda verilen
maddelerin biyolojik membranlar1 agsmasinda etkili oldugu gosterilmistir.
Bununla birlikte, bu spesifik transporterlarin  genleri/proteinleri ve
molekiiler karakteristikleri, diizenlenmelerindeki faktorlerin icerigi heniiz

yeni anlagilmistir.
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— Bazolateral

Figure 2.3-3Tasiyicilarin hiicre icinde yerlesimleri ve
hiicrede cahstiklar: yonleri.

Tastyicilar bir maddenin tek yonlii tasimmasina aracilik ederek
antiporter gibi gorev yapar. Bir kisim tasiyict iki maddeyi ayni yone
tasiyarak kotransport yapar, bazilar ise iki maddeyi farkli yonlere tagiyarak
simport tagtmacilig1 yapar. Tastyicilarin genellikle maddenin aliminda yada
atitliminda aracilik eden domainleri hiicre membraninda eksprese olurlar.
Domainler maddelerin kandan hepatosite ve safraya atilimim
kolaylastirirlar. Karacigerde barsak veya bobreklerde bulunan tasiyict
gen/proteinleri beyin gibi diger dokularda da bulunabilir. Anyonik, katyonik
amfoterik ksenobiyotiklerin uptake ve efluksunda aracilik eden bazi
proteinler ilaclarin absorbsiyonun, distribusyon ve ekskresyonunda

onemlidir.

Tasiyicilar,  ilaglarin (ksenobiyotiklerin) ve konjuge ilaclarin

transportunda rol alir;
1. Antijen taniyarak gorev yapan tastyicilar (TAP)
2. MDRI (p glikoprotein)
3. MDR
4. Safra tuzu tastyici pompasi (P glikoprotein kardesi)
5. Multidrug resistance’a eslik eden protein (MRP)

6. Meme kanser rezistance proteini (BCRP)
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Figure 2.3-5ABC ailesinin hiicre membraninda sematik olarak yerlesmeleri

Biitiin ATP ilag efflux tasiyicilar1 plazma membraninda yer alirlar ve
bircok yapisal cesitliligi olan ilaclarla etkilesirler. Disa atim aktif bir olaydir,
ATP bagimhdir ve konsantrasyon gradyentine karsi islem goriir. Bu olay

icin gerekli enerji ATP hidrolizi ile karsilanir.

ATP Binding Cassette genleri transmembran proteinlerinin genis bir
ailesidir;50 iiyesi vardir. Bu proteinler ATP baglar ve cesitli molekiilleri
hiicre disina atmak i¢in enerji kullanirlar. Proteinler nukleotid baglama
bolgesi olarak da bilinen, ATP bagladiklar1 domaine gore siniflandirilirlar.
Nukleotid baglama bolgelerinin Walker A ve B isimli karakteristik motifleri

vardir.

B (ABCB;MDRI1) grubu ailesinin ila¢ direnci ile olan iliskisi
saptanmistir. Ik defa Juliano ve Ling 1976 yilinda antrasiklin, vinka
alakaloidlerine direngli hiicrelerde p- glikoproteini tarif etmislerdir. P-gp’nin
beyin damarlari, adrenal bez, bobrek, karaciger ve gastrointestinal yolak gibi

bircok normal dokuda yiiksek miktarlarda ekspresyonu vardir. P-
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glikoprotein kan beyin bariyerine eslik eder, hormonlan tasir ve besinlerle

alian ksenobiyotikleri detoksifiye eder (68).

P-gp yaklasik 170 kD agirliginda herbiri 6 transmembran segment
iceren 2 zincirden olusur. MDR1’in degisik populasyonlarda birgok
polimorfizmi tanimlanmistir fakat en sik tanimlanan 26 ekzonda 3435’deki

CT degisimidir.

Farmakodinamik’in Genetik Olarak Tanmimlanmasi
flac Hedefini Kodlayan Genlerdeki Degisiklik

[lacin hedef bolgesindeki konsantrasyon degiskenligi, ilacin etkisini
degistirmektedir. Bu farmakodinamik degisiklik, ila¢ veya hastaliga spesifik
olmaktadir. Farmakodinamik degisiklige yol acan en onemli unsur ilag
hedeflerini kodlayan genlerdeki degisikliklerdir. Astim tedavisinde beta 2
agonistlerine cevab1 degistiren beta reseptorlerini kodlayan genlerin
polimorfizmleri oldugu gosterilmistir (69). Bu konuda en dnemli calismalar
angiotensin reseptdr polimorfizmleri ve antihipertansifler arasindaki iligki
ile yapilmistir.

Ilacin etki ettigi biyolojik icerigin degiskenligi

flac etkilerinin degiskenligi yalmzca ilacin metabolizmasi ve ilag
hedef bolgesindeki genetik degisikliklerden kaynaklanmaz, ama ayni
zamanda ilacin etkilesime girdigi, biyolojik komplekste bulunan hedef
molekiilleriyle de etkilesir. Bu etkilesime en énemli 6rneklerden biri, ilaca
bagh QT intervalinin uzamas1 ve ventrikiil tasikardisi dolayisi ile torsades
de pointes’e yatkinligimin artmasidir ki buda ilag birakilmasinin veya
degistirilmesi i¢in énemli bir nedendir (70). QT aralifinin uzamasinin bazi
iyon kanallar1 ve diger genlerle iliskileri oldugu gosterilmistir. Ozellikle
HERG (KCNH2) QT uzatan ilaglar i¢cin hedeftir, yeni ila¢ arastirmalarinda
ilaclar gelistirilirken rutin olarak KCNH?2 bloke eden aktiviteleri varmi diye
taramyorlar (71). Ilag kaynakli torsades pointeslerin tek kaynagi KCNH2
mutasyonlart olmadigi ama QT araligim kontrol eden diger genlerinde

mutasyonlarinin buna sebep olabilecegi gosterilmistir (72,73).
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flac Yamtinin Tamimlanmasi

Farmakogenetik ¢aligmalarda, tedaviye yanit veren ve vermeyen
hastalar1 ayirmak altin adimdir. Bu asamada yapilan yanlislik bunu izleyen
genetik c¢alismalarinda yanlis yapilmasma neden olur. Onemli olan klinik
olarak tansiyon degisimi, tumor boyutunun degisimi, ila¢ konsantrasyonu
veya dozunun degisimi ile 6lim veya biyomarker gibi hedef noktalar
arasindaki iliskinin belirlenmesidir. Biyomarkerlarin veya hedef noktalarin
daha genis belirlenmesi ara fenotiplerinde hastalik ve ilagla olan iliskilerini
tanimlamakta 6nemlidir. Biitiin bu verilerin degerlendirilmesinde fenotipik
verilerin uniform bir sekilde toplanmas1 informatik ac¢idan degerlendirilmesi

zorluk tagimaktadir.

flac Yamtim Degistiren Genlerin Tammmlanmas: ile Ilgili Gelisen
Yaklasimlar

Giincel tip bilgisinde farmakogenetige, farmakokinetik ve
farmakodinamik bilgileri 1s18inda yaklasim en Onemli yaklagimdir.
Farmakokinetigi ve farmakodinamigi etkileyen genlerin ilag¢ etkisini
belirledigi tanimlanmaktadir. Bu aday genlerin varyantlar1 ve biyolojik
aktiviteleri taramr. Bu ‘genotipten fenotipe’ yaklagimi yalnizca
iligkilendirmeyi degil ayn1 zamanda bu proteinlerin fonksiyonel
varyantlarmin ilag yaniti ile olan iliskisini belirler (74). Bunun tersi olan
yaklagim ise ‘fenotipten genotipe’dir ve bu yaklagimda once degisken ilag
yanit1 fenotipleri belirlenir, ve ilag etki yolaklarindan veya genoma

etkiledigi yerlerden bir gen secilerek, tek gen iizerinde ¢caligmalar yapilir.

Ik farmakogenetik calismalar, daha cok ilag yamtim etkileyen
farmakokinetik ve farmakodinamikde yer alan az sayida genlerle
calisgtlmistir.  Son  yaklasimlar ise  hastaliklarinda ilag  yanitim
degistirebilecegi oldugu i¢in yeni c¢alismalarda hastalik patofizyolojilerine

yol acan genetik bozukluklar ile ila¢ yaniti iliskilerine de bakilmaktadir.
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Hastalik Fenotipleri

Kanser, aritmi, astim gibi sik goriillen hastaliklarin tedavi
degiskenlikleri oldugu ve bu degisikliklerin hastalifin patofizyolojisindeki
molekiiler farkliliktan ortaya ¢iktig1 yapilan calismalarla gosterilmistir (75-
77). Bazi olgularda, hastalifin patogenezinin monogenik oldugunun
anlagilmas1 tedavinin de mantiksal bir cergeveye oturmasina yardim eder,
Ornegin, yenidogan diabetinde KCNJ11 gen mutasyonlarinin sebep
olundugunun bilinmesi ve bu genin sulfonilure-sensitif potasyum kanali
oldugunun bilinmesi ile hastalik sulfoniliire ila¢ grubuyla tedavi edilmeye
baglanmistir (78,79). Hastaliga eslik eden genetik varyantlar, kalitilmig
olabildikleri gibi kanserde bulunan somatik hiicre mutasyonlar1 daha
sonrada kazanilmig olabilirler ve bu gentik degisiklikler ila¢ yanitinin
degismesinde rol alabilirler. Ornegin tirozin kinaz mutasyonlarinda tedaviye

yanit bu sekilde molekiiler testlerle takip edilmektedir.

[la¢ yamit1 ve hastalik arasindaki genetik iliskiyi gosteren bir baska
ornekde , miyokart enfarktiisii ve inme i¢in risk olusturan 5-lipooksigenaz
geninin spesifik alleleri ile yapilan calismadir. Elde edilen ilk bulgularla 5-
lipooksigenazi inhibe edip proteini aktive eden ila¢ gelistirilmis ve ilk klinik

arastirmalar genetik risk tasiyan hastalar secilmistir (80,81).
Genom Taramalan

Yeni teknolojilerin gelismesi ile birlikte, tiim genomda bulunan tek
nukleotid degisikliklerinin (SNP) yatkinlik olusturabilecekleri hastaliklar, ve
hastalik yolaklarindaki olas1 rolleri iizerine yapilan calismalar artmistir. Bu
genom yaklasimi, ilag yamtindaki degisiklikleri agiklayacak yeni lokuslarin

tanimlanmasinda da oldukca degerlidirler.

Bulgularin Klinige Yansimasi
Genetik varyantlar ile ila¢ yamtimin iligkilerinin anlasilmasi giincel
tibbi zenginlestirmekte ve farkli yaklasimlar getirmektedir. Bulgularin rutin

kullanima gegebilmesi icin, yalanci pozitif sonuglarin dislanabilmesi icin
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farkli topluluklarda caligmalarin tekrar edilmesi gerekmektedir. Amag,

benzer tam yaklagimlarini benzer prediktif testlerle onaylamaktir.

2.4. CYP2C9

53528 | Gene

.5
ne| coz B UR [T Intron I No B ches: Pk [ Dnteon [ Novsyn Sunon Legend

Figure 2.4-1 CYP2C9 gen yapisi

Insan CYP2C ailesi, karaciger’de oksidasyon fonksiyonu olan
sitokrom P450 enzim sisteminin iiyesidir, viicuttaki ksenobiyotiklerin ve
ilaclarin metabolizmasinda rol alir. Dort fonksiyonel gen grubu
icermektedir; CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18 ve CYP2C19. Giiniimiize
kadar yapilan ¢alismalarda en ¢ok polimorfik genler; CYP2C9 ve CYP2C19
oldugu goriilmiistiir. Mikrozomal enzimlerinin genetik varyantlan ilag
yamitinin olusmasinda oldukca onemlidir. Ilag metabolizmasindaki genetik
degiskenlik, in vivo olarak enzim aktivitelerinde bimodal degisiklige yol
acar. CYP2C9’un ekspresyonunda genetik polimorfizmin 6nemi fazladir ve
beyaz wrkin %1-3’ii bu enzim ic¢in fonksiyonu olmaya polimorfik yapiy1

icermektedir.

CYP2C9 polimorfik bir enzimdir, ve baslica oral antikoagiilanlar,
oral antidiyabetikler, fenitoin gibi terapotik penceresi dar olan ilaclar ve pek
cok non steroid antiinflamatuar molekiiliin faz 1 metabolizmasindan
sorumludur (82).CYP2C9 substratlarindan bazi ilaclarin dozaj ayarlama
problemleri olabilir, ¢iinkii genellikle bu yolla metabolize olan ilaglarin
terapotik araliklart dardir. CYP2C9 inhibitorleri varhiginda, ilag-ilag
etkilesimleri enzimin aktivitesinin azalmasindan 6tiirii oldukca sik goriiliir.
(83). CYP2C9 aktivitesinde ve bu enzim ile metabolize edilen ilaglarin
klinik etkisinde bireyler arasinda genetik kokenli farkliliklar bilinmektedir.

Inhibitorleri ve indiikleyicileri ile birlikte kullanildiklarinda, genellikle olas1
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ilag etkilesimleri tahmin edilerek doz ayarlamalar1 yapilabilinir. Bu gen
bagka P450 ailesinden genlerle birlikte 10q24’de lokalizedir. CYP2C9 9
ekzonlu, 55 kb uzunlugunda, 1847 bazciftli transkripsiyonlu ve 490

aminoasidden olusur.

Yapilan calismalar CYP2C9 ailesinde 7 allelin enzimin aktiviteini
degistirdigini gostermektedir. (¥2, *3, *4, *5, *6, *11 ve *13). Son yillarda
yapilan c¢alismalar yine CYP2C9 geninin intron/ekzon, promoter

bolgelerinin yapilarim ortaya ¢ikarmistir (84-87).

En sik rastlanan allele CYP2C9 *1 olarak gosterilir ve yabanil tip
olarak kabul edilmistir (88,89); 3. Ekzonda, 430 nukleotidin sitozinin timine
transversiyonu ile gerceklesir ve 144. aminoasidin Arg Cys’e doniismesine
neden olarak *2 allelini olusturur. Ekzon 7°de 1075. nukleotidde adenin
yerine transversiyonla 359. aminoasit 16sine degismesi *3 alleli olarak
isimlendirilir. Yine 7. ekzonda 1076. nukleotidde timin yerine sitozin
gelmesi ile aminoasit thr'e doniiserek *4 allelini olusturur. Ekzon 7°de
1080.nukleotidde sitozin yerine guanin gelmesi ile 360. aminoasidin
glutamata doniismesi ise *5 allele adim alir (88-91). *6 alleli ise 818.
nukleotidde adenin baz c¢iftinin silinmesi ile tarif edilmistir. Bu genetik
polimorfizmlerin kesfedilmesi, bu genotiplerin enzim aktivitelerinin
arastirilmasi yoniinde ilk adim olmuslardir. Bu metabolik calismalarin
sonucunda, polimorfik degisikliklerin enzim aktivitesinin degistirdigini
gosterdiginden, etnik kokene dayali calismalar, bu polimorfizmlerin
toplumlararast siklik farkliliklarimi  gostermistir.  En  sik  rastalan 3

polimorfizmin toplumlar arasi siklik farkliliklar1 tabloda gosterilmistir.
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Ekzon 3 Ekzon 7
I ]
Car ATT GAC
Niikleotid 430 1075 1076 1080
Aminoasit  144/Arg 359/Tle 360/Asp
Ekzon 3 Ekzon 7
TGT ATT GAC
Niikleotid 430 1075 1076 1080
Aminoasit  144/Cys 359/1le 360/Asp
Ekzon 3 Ekzon 7
I ]
CGT CTT GAC
Niikleotid 430 1075 1076 1080
Aminoasit  144/Arg 359/Te 360/Asp
Ekzon 3 Ekzon 7
CGT ACT GAC
Niikleotid 430 1075 1076 1080
Aminoasit  144/Arg 359/Thr 360/Asp
Ekzon 3 Ekzon 7
CGT ATT GAG
Niikleotid 430 1075 1076 1080
Aminoasit  144/Arg 359/Tle 360/Glu

Figure 2.4-2CYP2C9 polimorfizmleri semasi



Table 2.4-1 CYP2C9 polimorfizmlerinin etnik farkhliklar
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Etnik Kaynak *] *] | *] *2 | ¥ *F | #2 *D #* *3 *3*3 | N
koken
Beyaz irk | Scordo  ve | 102 24 22 4 3 2 157
ark (25)
Margaglion | g¢ 62 28 0 2 0 180
e ve ark(35)
287 80 50 2 8 3 430
Yasar ve ark
93)
Afrikan/ | Sullivan- 97 2 1 0 0 0 100
Amerikan | Klose ve ark
(39)
Turk Aynacioglu | 80 90 86 5 6 4 499
ve ark (94)
Japon Nasu ve ark | 209 0 9 0 0 0 218
95)
Kore Yoon ve ark | 561 0 13 0 0 0 574

(96)
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2.5. MDR1 (ABCB; P-gp)

Insan ABCB1 geni ilk defa multipl kanser ilaglarma kazanilmis
capraz reaksiyonu sonucu, kanserli hiicre Kkiiltiirlerinde overekspresyonu
sonucu tanimlanmistir. ilk basta P-glycoprotein denme nedeni ilaclarin
hiice gecirgenligine (Permeabiliy) etki ettigi diisiiniildiigiindendi, ancak
daha sonra hidrofobik ilaglar icin ATP bagimli efflux pompasi oldugu
gosterilmistir  (97-98).  Ekspresyonu dokular arasinda degisirken,
ekspresyonunun derecesi substratlarinin farmakokinetigini etkilemektedir
(99). Bobrek ve karaciger gibi atilmla ilgili dokularda bulunmasi
ksenobiyotiklerin ve ila¢ metabolitlerinin idrara ve safraya atilmasinda rol
aldiklarm diisiindiirtmektedir. Barsagin apikal membraninda bulunmasi
ilacin barsaktan emilmesini smirlamaktadir. Knockout modellerinin oral
biyoyararlanimi smirladigi ve bazi maddelerin kan-beyin bariyerinden

gecisini siirladigr gosterilmistir (100-101).

Hoffmeyer ve ark MDR1’de 15 polimorfizm bildirmisler, bunlarin
12°si protein sekansimi degistirmezler. Bunlarda 26 ekzonda C3435T
klinikle iligkili bulunan polimorfizm olmustur. T alleli duodenumda diisiik

ekspresyona neden olur (102).
Molekiiler yapisi

1280 aminoasitli membran proteininden olusur. iki homolog
halkadan olusur; bu halkalardan herbiri N-terminal, hidrofobik, nukleotid
baglanma bolgesinden meydana gelmistir. Her iki halkanin plazma
membraninda, herbirini intraselliller baglanma bdlgesinin takip ettigi 6
transmembran domainden olusur. Molekiiler agirligi bulundugu hiicre tipine

gore 130-180 kDa arasinda degisir.
Gen Yapisi

7qg21°de lokalizedir. 29 ekzon ve 1280 aminoasit icermektedir.
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2.6. VKORC1
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Figure 2.6-1VKORC1 gen yapisi

16p11.2°de lokalize, 4,1 kb uzunlugunda olup 3 ekzonu vardir. 2004
yilinda Rost ve ark tarafindan tanimlanmistir. Vitamin K epoksit reduktaz
enzimini kodlar, bu enzim vitamin K’y1 indirgeyerek vitamin K’ya bagimli
faktorlerin gama karboksilasyonunu saglar. Aminoasit degisikligine yol
acan mutasyonlar ilk kez varfarin rezistans1 gosteren hastalarda saptanmistir
(11). Varfarin rezistansina neden olan mutasyonlarin bireylerarasi1 varfarin
doz farkliligin1 agiklamadigi gosterilmistir. Son yillarda yapilan calismalar,
VKORCI geninin genetik varyantlarinin varfarin antikoagulan dozunda ve
cevabinda etkili oldugu gosterilmistir (13-15). VKORCI1 SNPleri ile ilgili
yapilan calismada, varfarin dozu ile iliskili SNPIlerin kuvvetli baglantili
olduklar1 ve aslinda birbirlerinden farkli bilgi vermedikleri gosterilmistir
(13,15,48). VKORCI polimorfizmlerinin nasil bir molekiiler mekanizmayla
varfarin yamtimt degistirdigi hala coziilememistir. Promoter polimorfizmi
olan 3673’iin transkripsiyonel seviyede degisiklik yaparak mRNA

seviyelerini azalttig1 diistiniilmektedir.

Bununla birlikte, zaten genin tanimlanmasindan sonra, enzimin nasil
reduktaz aktivitesi gosterdigide acik degildir. VKORCI1 endoplazmik
retikulumda bulunmaktadir ve mikrozomal epoksit hidrolazla kompleks
yaparak vitamin k epoksit reduksiyonu i¢in gerekli multiprotein kompleksi

olusturur (103,104).
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Table 2.6-1CYP2C9 substrat, inhibitor ve indiikleyicilerine 6rnekler

Tip Tlac

indukleyici Rifampin, barbitiiratlar, St John Wort

Inhibitorler | Amiodaron, fenofibrat, fluconazol, fluvastatin, fluvoksamin, izoniazit, lovastatin,
probenesit, zafirlukast, sulfametaksazol, tenipozit, vorikonazol

Substratlar | Amitriptilin, bazi anjiotensin reseptor antagonistleri (losartan,

irbesartan),ibuprofen, meloxicam, naproxen, fenitoin, rosiglitazon, sulfoniliireler,

tamoksifen, glibenklamid, glipizid, tamoksifen, varfarin, canniboidler
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Gerecler

Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Etik Kurulundan
Helsinki Deklerasyonu uyarinca izin aldiktan sonra tiim hastalara
bilgilendirme formu okutulup, aydmnlatilmis onam formu imzalatildi.
Calismaya kabul edilen 205 hasta, VKV Amerikan Hastanesi 'ne INR

kontrol amagh gelen hastalardan se¢ilmislerdir.

Hastalarin Calismaya Dahil Edilme Kriterleri

Hastalarin en az 8 hafta varfarin tedavisi aliyor olmalar1 ve bu 8
hafta icinde 3 kez INR ol¢iimlerinin yapilmis olmasi birincil kosul olarak
saptandi. Ugiincii INR ol¢iimii indeks olgiim olarak kabul edilip hastanin
bilgi formu dolduruldu. Bu formda hastanin cinsiyeti, boy ve kilosu,
varfarin kullanma endikasyonu, kullandig1 siire icersinde herhangi emboli
gecirip gecirmedigi, kanama bozuklugu, kullandigi tiim ilaglar, varolan
diger hastaliklar1 (kronik veya akut) sorgulandi. Hasta dosyasindan hastanin
uygunluguna karar verildikten ve hasta bilgilendirildikten sonra hastadan
DNA 6rnegi i¢in 10 ml vendz kan 6rnegi vakumlu steril EDTA’ tiipe
alindi. Toplanan kan orneklerinden genomik DNA izolasyonu yapilarak
DNA bankas1 olusturuldu. Ugiincii vizitte hedef INR’ye ulasmanus hastalar,
indeks vizitinden 4 hafta once herhangi bir nedenle hastaneye yatis yapan
hastalar ve indeks vizitinden 2 hafta 6ncesine kadar atesli hastalik gecirmis
olan hastalar ¢alismaya dahil edilmemistirler. Calismaya dahil edilen her
hasta i¢in kimlik bilgilerinin, saglik bilgilerinin ayrintili soruldugu bilgi

formu dolduruldu.

Hastalarin kullandiklari ilaclarin degerlendirilmesi

flag etkilesimleri, ilac olarak kullanilan molekiillerin sayisinin
artmasi, hastaliklarin  patogenezleriyle birlikte ilaglarin kinetik ve
dinamikleri anlasilmasi ile giincel tibbin icinde Onemli yer tutmaya
baglamistir. Varfarin CYP2C9 yoluyla metabolize olmasi, ve P-gp ile hiicre
i¢ine taginmasindan dolay1 Oncelikle hastalarin kullandiklan ilaglar, ilgili

enzimlerin substratlari, inhibitorleri ve indiikleyicileri yoniinden gruplandi.



38

VKORCI1 SNP Se¢imi

Bu calismanin baslangic amaci, VKORC1 genin i¢in literatiirde
bildirilen biitiin SNP’lerin varfarin dozu ile iliskisini Tiirk toplumunda
taramakti, ancak yapilan son caligmalarda sadece G3673A, -1639G>A
polimorfizmlerinin ¢alisilmasinin yeterince bilgi verdigi gosterilmistir.
Literatiirde bildirilen diger SNP’lerin birbirleriyle kuvvetli baglanti
gosterdikleri bildirilmistir. Bu nedenle calismaya G3673A, -1639G>A
polimorfizmlerinin  taranmasiyla devam edilmistir.  Ayrica farkli
populasyonlarda yapilan calismalarda VKORCI1 geninin 3’ ucununda
polimorfik oldugu bildirilmistir. Bu dogrultuda VKORC1 3’ ucu da

incelenmistir.

Katilmeilar icin Bilgilendirilmis Onam Formu

Proje Yiiriitiiciisii: Dr Giilay Oner Ozgon
VKV Amerikan Hastanesi Nisantasi/Istanbul
Tel:212 31120 00/ 8707

Proje Bashgi: Tiirk populasyonunda varfarin dozu ile VKORCI1 gen
haplotip iliskisi

Proje Konusu: Varfarin (coumadin), kardiyovaskiiler hastaliklarda ilk
secenek ilaclardan biridir. Bununla birlikte, varfarin dozunu tedavi
araliginda tutmak olduk¢a zordur. Hastalarin bu tedavi aralifinda olmasi
icin INR ile takip edilmesi gerekmektedir. Son yillarda, genetik alanindaki
gelismeler farmakoloji alanindaki gelismelerle birlestirildiginde, hastalarin
giinliik tedavilerinde kullanabilecekleri yararli adimlar atilmistir. Varfarin
kullanan hastalarda yapilan bir¢ok caligmada bir ¢ok genin cesitliklerinin
(polimorfizmlerinin) varfarinin etkilerini degistirdigini gostermistir. Bu
caligmalardan en sonuncusu vitamin k epoksit compleks 1 gen

cesitliliklerinin varfarin dozunu etkiledigini gostermistir. Boyle bir iligki
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varliginda, varfarin kullanacak kisilere 6ncelikle bu gen analizleri yapilip,

gen analizi sonuglarina gore varfarin dozu baslanabilecektir.

Aragtirmayr kabul ettiginiz takdirde sizden on mililitre kan
alinacaktir. Isimleriniz tamamen gizli tutulacaktir. Bu arastirmada yer almak
tamamen sizin isteginize baglidir. Arastirmada yer almay1 reddedebilirsiniz
ya da herhangi bir asamada arastirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi

bir cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agmayacaktir.

Bu arastirmada yer almamiz nedeniyle size hicbir 6deme
yapilmayacaktir ; ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik,
testler ve tibbi bakim hizmetleri icin sizden veya bagli bulundugunuz sosyal

giivenlik kurulusundan higbir iicret istenmeyecektir.

Yapmak istedigimiz calismanmin size bir risk getirmesi
beklenmemektedir. Kan aldirmanin genelde higbir zarar1 olmamasina karsin,
kolunuzda nadiren ve cok az kanama veya morarmaya yol acabilir.
Aragtirmanin sonucunda aranan bilgi elde edildiginde size sonuglar

verilecektir.

Bu formu imzalamadan Once veya imzaladiktan sonra calisma ile

ilginiz varsa liitfen asagida adi yazili kisilere sorularinizi sorun:

Dr Giilay Ozgon (Amerikan Hastanesi, Klinik Farmakoloji, Tel 212 31120
00/8707)

Prof Dr Aksel Siva (Amerikan Hastanesi Noroloji klinigi, 1.U. Cerrahpasa
Tip Fakiiltesi Noroloji AbD)

Bana anlatilanlar1 ve yukarda yazilanlar1 anladim. Bu formun bir kopyasini
aldim. Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimci ismi ve imzasi: Tarih:

Sahit Ismi ve imzasi

Aragtirici ismi ve imzasi:
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BILGILENDIiRiLMiS OLUR FORMU

BTN , genetik
calismada kullanilmak iizere sahsimdan kan 6rnegi alinmasina kendi rizamla

onay veriyorum.

Genetik calismanin kapsamiyla ilgili olan bilgi formunu okudum ve
arastirmanin temel amacinin kullandigim ilagin bana yaptig etkileri ile ilgili

bir genin incelemesi oldugunu anladim.

Ad1 Soyadi

Imza Tarih:

Kabul ediyorum.

Tarih. Imza:
Isim soyisim. Tel:
Tanik ismi/ imzasi

Arastirmaci/hekim ismi imzasi:



HASTA BiLGi FORMU
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Adi Soyadi

Hasta no

Dogum yeri /yih

Boy/kilo

Cinsiyeti

Varfarin kullanma endikasyonu

Es zamanh kullandigi ilaclar

Varolan diger hastaliklar

Varfarin dozu (INR o6l¢iimii yapildiginda,
haftahk)

INR , Rutin biyokimya (tarihi ile)

Gecirilmis kanama hikayesi

Gecirilmis SVO veya emboli (INR sabit

iken)

Doktor imzasi

Haplotip Sonuclari




Kimyasallar

Agaroz

Bromo fenol blue
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Etilen diamin tetra asetik asit (EDTA)

Etidium bromid
Etil alkol
Mineral yag
Tris — HC1
Kullanilan Cihazlar

PZR cihazi  (Teche, Biorad)

Yatay elektroforez aleti (Bio-Rad)

Gii¢ kaynag1 (EC Appatus corporation)

CCD kamera- bilgisayar donanimi
650)

UV-transilluminatér (Bio-Rad)

Spektrofotometre (Nanodrop)

(Mitsubishi, Macintosh centis

Calkalamali su banyosu (Memmert)

Ceker ocak  (Kermanlar)
Hassas Terazi (Shimadzu)
Mikropipetler (Gilson, Eppendorf)

Vorteks (Kermanlar)

Masaiistii mini santrifiij (Eppendorf)

Buzdolaplar ve dondurucular (+4°C ve -20°C) (Ugur, argelik)

Distile su cihazi (Milipore)
Hibridizasyon firrm  (Techne)

Sogutmal: santrifiij  (Heraus)
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Pyrosequencing HS 96A System (Biotage AB)
Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Agaroz Jel Elektroforez Cozeltileri

Etidyum Bromiir

Steril distile su ile 10 mg/ml olacak sekilde stok hazirlandi.

6X Agaroz Jel Yiikleme Tamponu (10 ml)

10 ml steril distile su i¢cinde %0,25 bromofenol mavisi, %30 Gliserol

olacak sekilde 6X konsantrasyonda hazirlandi ve oda isisindan muhafaza

edildi.
50X TAE (Tris-asetat EDTA) (1000 ml)

292 gr Tris base, 57,1 ml glasiyal asetik asit ve 100 ml 0,5 M EDTA
distile su ile 1000 ml’ye tamamlanarak otoklavlandi ve oda 1sisinda

muhafaza edildi.

PZR Reaksiyonu icin Kullanilan Cozeltiler

Tag DNA polimeraz (rekombinant) (5U/ pl) MBI Fermantas. -20

°C’de muhafaza edilir.
PZR Tampon (10X)

100 mM Tris-HCI, 500 mM KCl, %0,8 nonidet P40. -20 °C’de

muhafaza edilir.
MgCI2 (25 mM) -20 °C’de muhafaza edilir.

dNTP 100 mM’lik deoksi-niikleotid trifosfatlarin her birinden 10

mM icerecek sekilde stok karisim hazirlanir. -20 °C’de muhafaza edilir.

Primerler Hazir liyofilize sekildeki primerler, 100 uM stok ¢ozelti
hazirlanacak sekilde otoklavlanmis filtreden gecirilmis distile su igerisinde

vorteks ile ¢oziiliir.

-20 °C’de muhafaza edilir.
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Kullanmilan Kitler
1) DNA izolasyon kiti (Roche Maxi Kit)
Eritrosit par¢alama ¢ozeltisi (RBL)
1 g KHCO3, 200 pl 0,5 M EDTA, 8,74 g NH4,Cl pH 7.4
Lokosit parcalama ¢ozeltisi (WBL)
10 ml 4M NaCl, 20 ml 0,5 M EDTA
Protein Cokeltme solusyonu
Etanol

TE (Tris-EDTA) soliisyonu; 1 ml IM Tris-HCI ve 2 ml 0,5 M
EDTA

2) PZR Purifikasyon Kiti (Roche)

Baglama soliisyonu: (Binding Buffer )

3M guaninidine-thiocyanate, 10 mM Tris-HCI, % 5 Etanol, pH 6,6
Yikama soliisyonu: (Wash Buffer) :

% 20 Etanol, 20 mM NaCl, 2 mM Tris-HCl, pH 7,5

Elisyon soliisyonu : (Elution Buffer)

10 mM Tris-HCI, pH 8,5

3) Pyrosequencing dizileme Kiti
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3.2. Yontemler

Periferik kandan Kit ile DNA izolasyonu

10 ml periferik kan 50 ml’lik falkon tiipiine aktarilarak iizerine 30 ml
eritrosit parcalama soliisyonu (RBL) eklendi. 10 dk oda 1sisinda tiipler

salland1. + 4°C’de 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasinda siipernatant kismi atildi ve pellet kismi
vortekslendi. 37C’de 15 dk kristalizasyonu engellemek icin bekletilmis
WBL soliisyonundan peleltin iizerine 5ml oraninda eklendi, karisim
kirmizi/kahverengi olana kadar vortekslendi, lysisden eritrosit hiicre
membraninin par¢alanmasini hizlandirmak i¢in 37Cde 15-30 dk inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasinda 2.6 ml protein presipitasyon solusyonu
eklendi ve her bir 6rnek yaklasik 25 sn vortekslendi. 4500 rpm’de 10 dk

santrifiij edildi.

Santrifiij sonrasi1 siipernatant kismi steril 50 ml’lik falkon tiipe
almarak iizerine 1:2 oraninda %100 etanol eklendi ve DNA’nin toplanmast
beklendi. Toplanan DNA steril 1.5’luk eppendorf tiipe aktarilarak 56 °C de

1s1tict bloklara konularak kalan alkoliin u¢masi saglandi.

Elde edilen DNA’nin miktarina gére 100-300 pl TE (Tris-EDTA)
tamponu eklenerek DNA’nin ¢oziinmesi i¢in 56 °C’de 1 saat bekletildi ve
DNA + 4°C’de saklandi 10 ml periferik kan 50 ml’lik falkon tiipiine
aktarilarak iizerine 30 ml eritrosit parcalama soliisyonu (RBL) eklendi. 10

dk tupler ters yiiz edildi. + 4°C’de 1500 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi.

DNA konsantrasyonu ve Safiginin Olciimii

Izole edilen DNA’larin konsantrasyon ve safliklari olgiildii. Stok
DNA o6rneginden 10 pl 6rnek 0.5 ml’lik eppendorf tiipiine konuldu. Uzerine
190 pl TE tamponu eklenerek Ornegimiz 1/20 oraninda sulandirildi.
Hazirlanan 6rnegin spektrofotometrede 260 ve 280 nm ultraviyole dalga

boyundaki absorbsiyon degerleri 6lciildii.

DNA miktar ve safligi formiile gore hesaplandi:
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Konsantrasyon = 20 (diliisyon orani) x 50 (sabit) x OD 260=ng/ul
DNA

DNA’nin saflig;
OD 260/280 > 1.8 RNA,

OD 260/280 < 1.8 protein, kontaminasyonu olarak degerlendirildi.

PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu)

VKORCI geninin daha Onceki caligmalarda adi gecen G3673A
polimorfizminin bulundugu promotor bolgesini amplifiye etmek i¢in AY
587020 numaralt DNA dizisi, iizerinden “FastPCR" (Microsoft Visual
Studia 6.0, Visual Basic 6.0 SP6) primer dizayn programi kullanilarak
forward ve reverse primer c¢iftleri dizayn edildi. Dizayn edilen primerlerin
“BLAST” programi ile Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki

homolojisi arastirildi ve bagka genlere uymadigi saptandi.

CYP2C9 geninin * 2, *3, *4, *5 polimorfik bolgeleri i¢in uygun
primerler (AY341248; NM000771) Aquilante ve ark’nin ¢alismasindakiler
“BLAST” programi ile Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki
homolojisi arastirilarak ve istenen bolgeye uygun olduklart goriilerek

kullanildi.

MDRI1 geninin 26. ekzonundaki C3435T polimorfizmi i¢in uygun
primerler Wadelius ve arknin yaptig1 ¢alismadakiler “BLAST” programu ile
Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki homolojisi arastirilarak ve

istenen bolgeye uygun olduklar1 goriilerek kullanildi.

VKORCI1 geninin 3’ ucu bolgesinin amplifikasyonu icin yine AY
587020 numarali DNA dizisi, iizerinden “FastPCR" (Microsoft Visual
Studia 6.0, Visual Basic 6.0 SP6) primer dizayn programi kullanilarak
forward ve reverse primer c¢iftleri dizayn edildi. Dizayn edilen primerlerin
“BLAST” programi ile Gen Bankasindaki insana ait diger genlerdeki
homolojisi arastirildi ve bagka genlere uymadig1 saptandi. Varfarin kullanan
hastalara ait genomik DNA’lar tabloda belirilen primer ciftleri ile amplifiye

edildikten sonra, VKORC1 G3673A, CYP2C9 *2, *3, *4 ve *5, MDRI
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C3435T dizilenmeleri i¢in pyrosequencing metodu ile ¢alisildi. VKORC1 3’

ucu ise ticari dizilemeye gonderildi.

Table 3.2-1Kullanilan primer dizileri ve baglanma 1sis1

Primer 5° -3’

Baglanma 1s1s1

VKORCI1 3673 G/A
PCR forward: biotin-CACAGACGCCAGAGGAAGA
PCR reverse: TGTTGGCCAGGCTTGTCTTA

Sequencing: GCGTGAGCCACCGCA

56°C

MDRI1 3435 C/T
PCR forward: GCTGGTCCTGAAGTTGATCTGTG
PCR reverse biotin TGCCACATGCTCCCAGGCTGTTT

Sequencing: C/TGTGAGGGC

62°C

CYP2C9*2
PCR forward: GTATTTGGCCTGAAACCCATA
PCR reverse: biotin-CACCCTTGGTTTTTCTCAACTC

Sequencing: GGGAAGAGGAGCATTGAGGC

55°C

CYP2C9*3
PCR forward: biotin-TGCACGAGGTCCAGAGAT
PCR reverse: GATACTATGAATTTGGGACTTC

Sequencing: GGGAAGAGGAGCATTGAGGC

55°C

CYP2C9*4
PCR forward: biotin-TGCACGAGGTCCAGAGAT
PCR reverse:GATACTATGAATTTGGGACTTC

Sequencing: GGGAAGAGGAGCATTGAGGC

55°C
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CYP2C9*5

PCR forward: biotin-TGCACGAGGTCCAGAGAT

PCR reverse: GATACTATGAATTTGGGACTTC 55

Sequencing: GGGAAGAGGAGCATTGAGGC

VKORC1 3’

PCR Forward: CAGGCTGACCTCATCTGCTT 60

PCR Reverse: CAGGCTGACCTCATCTGCTT

Sequencing: TTCCAGGTGTGTGCTCAGCCTT

Table 3.2-2 PZR reaksiyon kosullari
PZR PZR
Reaksiyon icerigi Miktar reaksiyon kosullar1
VKORC1 G3673A
(pyrosequencing oncesi)
G? Taq Green Master 6.25 ul Predenatiirasyon 95 °C ,
mix 2
H20 325ul Denatiirasyon 95°C |30
Forward primer 0.50u1 Baglanma (Anneling) |56 °C |30’
Revers Primer 0,5 ul Uzama (Elangasyon) |72°C |1’
Dimetilsulfoksit 1.5ul Tamamlanma 72°C |7
DNA (20 ng) 2ul Dongii sayisi 45
CYP2C9 *#2, *3, *4, *5
(pyrosequencing oncesi)
G? Taq Green Master 6.25 ul Predenatiirasyon 95 °C ,
mix 2
H20 3.25ul Denatiirasyon 95°C |30
Forward primer 0.50u1 Baglanma (Anneling) |55°C |30
Revers Primer 0,5 ul Uzama (Elangasyon) |72°C |1’
Dimetilsulfoksit 1.5ul Tamamlanma 72°C |7
DNA (20 ng) 2 ul Dongii sayis1 40

MDR1 C3435T
(pyrosequencing oncesi)
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G? Taq Green Master 6.25 ul Predenatiirasyon 95 °C ,
mix 2
H20 3.25ul Denatiirasyon 95°C |30
Forward primer 0.50u1 Baglanma (Anneling) |62°C |30
Revers Primer 0,5 ul Uzama (Elangasyon) |72°C |1’
Dimetilsulfoksit 15wl Tamamlanma 72°C |7
DNA (20 ng) 2ul Dongii sayist 40
VKORC1 ¥

(dizileme 6ncesi) (50ul)

10X tampon S5l Predenatiirasyon 94°Cc |2
dNTP’s 4ul Denatiirasyon 94°C |I’
Primerler 2ul Baglanma (Anneling) |60 °C |30
MgCl, 4 ul Uzama (Elangasyon) |72°C |30
Taq polimeraz (MBI) 0,5ul Tamamlanma 72°C |10
DNA (100ng) 1l Dongii sayis1 35

Agaroz Jel Elektroforezi

Toplam 25 ul voliimde gergeklestirilen PZR ile ¢cogaltilmis bolgenin
kontrolii amact ile 10 pl 6rnek alinarak 6X agaroz yiikleme tamponu ile
kanstinlldi. %?2’lik agaroz jele Puc-Mix (MBI) size marker ile birlikte
yiiklenen PZR iiriinleri, 95 miliamper akimda yaklasik 1 saat yiiriitiildi. UV

151k altinda CCD kamera ile goriintiiler bilgisayara aktarildi.
Agaroz Jelin Hazirlanmasi

% 2 konsantrasyonda agaroz jel hazirlanmasi i¢in 1 g agaroz
tartilarak 50 ml TAE soliisyonu i¢inde bir beherde c¢oziindiiriildii. Karisim
mikrodalga firinda homojenize olana dek kaynatildi. Takiben 56°C’ye kadar
sogutularak icerisine 10mg/ml stok olarak hazirlanmis etidyum bromiir
soliisyonundan 1 pl c¢eker ocak altinda eklendi. Sivi haldeki agaroz
elektroforez tepsisine dokiildii. Taraklar yerlestirildi ve jelin donmas i¢in
beklendi. Tepsi 1X TAE soliisyonu igeren yatay elektroforez tankina
yerlestirildi.
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Agaroz Jelin Yiiklenmesi- Elektroforezi- Goriintillenmesi

Daha 6nce hazirlanan agaroz jeli, icinde yiirlitme tamponu TAE
bulunan yiiriitme tankina, kuyular negatif kutba yakin olacak sekilde
yerlestirildi. PZR {iriinlerinin jeldeki kuyucuklara ¢okmesini saglamak
amaciyla 6X brom fenol mavisi iceren yiikleme tamponundan 1ul, PZR
iiriiniinden 10 pl ornek karistirilarak jeldeki kuyucuklara yiiklendi. Biitiin
ornekler ve Puc-Mix (MBI) size marker yiikklenmesini takiben tankin
elektrotlan gii¢c kaynagina takildi ve 80-90 V akimda 6rnekler yaklagik 15-
30 dakika yiiriitiildii. Islem sonunda jel UV 15131 altinda CCD kamera ile
goriintiilendi. Goriintiiler bilgisayara aktarildi ve thermal kagida bilgisayar

ciktilart alindi.

Pyrosequencing

Pyrosequencing, DNA sentezi esnasinda salinan pirofosfatlarin
yakalanmasi1 esasina dayanan bir tekniktir. Enzimatik reaksiyonlar kaskadi
ile eklenen nukleotidlerin goriilebilir 1s18a ¢evrilmesi ile karakterizedir. Bu
kaskat polimeraz tarafindan bir nukleotidin eklenmesi sonucu inorganik
pirofosfatin (Ppi) salinmasi ile baglar. Salinan PPI luciferaz enzimi ile ATP
ile birlesip 1518a doniistiiriiliir. Eklenen nukleotidin bilinmesi ile birlikte,
calisilan Ornegin sekansida belirlenmektedir. Kolay uygulanabilmesi,
gereksiz nukleotid, primer harcanmamasi, nispeten daha kolay, ucuz ve
otomatize edilmesi nedeniyle, son yillarda ozellikle farmakogenetik
caligmalarda tercih edilenbir metoddur. Bu metodun, mutasyonlarin
taranmasinda, cDNA analizlerinde, hastalik ile iliskili genlerin tekrar
dizilenmesinde, mikrobiyal tiplemede ve tek nukleotid polimorfizmlerinin

analizlerinde uygun oldugu gosterilmistir (105).

Giiniimiizde pyrosequencing’de kullanilan dort farkli kimyasal
vardir ve bunlar polimeraz, sulfiraz, lusiferaz ve apiraz enzimlerini
icermektedir. Bu dort enzimin bulundugu otomatize sistemde apiraz enzimi
sayesinde dizileme esnasinda kullanilmayan nukleotidler ortamdan
uzaklagtinilir. Otomatize olmayan metodlarda bu enzimin isini manuel

olarak yikama ile yapilirdi (106).
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Sekanslama islemi, dizilenecek boliimiin PZR ile cogaltilmast ile
baglar. Bu metodda PZR ile ¢ogaltilmis bolgeler streptavidin kapli sefaroz
tanecikleri ile kaplanarak 6rnek tek zincirli hale getirilir ve boylece dizileme

tek zincir iizerinden calisir.

Elde edilen sinyaller sinyalin giiciine gore tasarlanmis bir software
ile degerlendirilmektedir. Aym1 zamanda egri altinda kalan alanlarda

degerlendirmede kullanilmaktadir.

Pyrosequencing metodunun diger genotipleme teknolojileri ile

kiyaslanmasi

RFLP, Sanger DNA dizileme, Taqman, SSCP ile yapilan
karsilagtirmali calismalarinda pyrosequencing metodunun %99 daha

giivenilir, uygulama kolaylig1 ve daha ucuz oldugu saptanmistir (107-110).

Pyrosequencing Teknolojisinin Esaslari

1. Adim; Sekanslama primeri, PZR ile ¢ogaltilmis ve tek zincir
haline getirilmis hedef bolgesine, DNA polimeraz, ATP sulfiraz, lusiferaz
ve apirazla, adenozin 5’fosfosulfat ve lusiferin substratlariyla hibridize edilir

(Sekil 3.2-2).

Polymerase
(DNA), + dNTP ————(ONA)__ +PPi

Figure 3.2-1 Ppilerin agiga cikmasi (www.pyrosequencing.com)
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doniismesi

Figure 3.2-3 Apiraz enziminin baglanmayan nukleotidleri degrade etmesi

(www.pyrosequencing.com)

nucleotide sequence
o c - A i) [+ T

G c T L] L] c T

nucleotide added

Figure 3.2-4 Eklenen nukleotidlerin ekrandan izlenmesi (www.pyrosequencing)

2. Adim; Oncelikle 4 nukleotidden biri reaksiyona katilir . DNA

polimeraz nukleotidin DNA zincirine entegre olmasini saglar DNA

polimeraz her sagladig1 birlesmeden pirofosfat salinmasina neden olur.

3. Adim; Salinmig pirofosfatlart ATP sulfurilaz adenozin 5’

monofosfat varliginda ATP’ye doniistiiriir. Bu salinan ATP ise lusiferaz
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araciligr ile lusiferini oksilusiferine doniistiirerek 1518in olugmasina neden

olur. Bu 151k CCD kamerasi ile pikograma doniistiiriiliir (Sekil 3.2-2).

4. Adim; Nukleotid degradasyonu saglayan apiraz enzimi, siirekli
birlesmeyen dNTP’leri degrade eder. Degradasyon bittiginde ise diger
dNTP eklenir (Sekil 3.2-3).

5. Adim; dNTP eklenmesi sirayla yapilir. Eklenen nukleotidler
ekranda izlenebilir (Sekil 3.2-4).

o
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Figure 3.2-5 CYP2D6'nin Pyrosequencing ile incelenmesi. Seklin iistiinde PCR
parcalar 3 farkli renkte gosterilmis. Polimorfik bolgeler sar1 olarak

gosterilmistir. A)Normal genotip B) Heterozigot allel C) heterozigot allel
(Www.pyrosequencing.com)

Pyrosequencing Metodun Uygulanmasi

Baglanma soliisyonu, su ve beads’in 15 ml’lik santrifiij tiipiinde

karistirilir ve vortekslenir.
PZR platelerine bu karisimdan 72ul konulur.
PZR f{iriiniinii 3 ul, karisima eklenir
Platein iizeri plate ortiisii ile kapatilir.

100 pmol/ul stok konsantrasyonunda hazirlanan dizileme primerleri
pyrosequencing icin gerekli olan 5 pmol primer konsantrasyonu i¢in 1.5

mikrolitrelik PZR tiipiinde 1:20 oraninda sulandirilir. Hazirlanan primerlere
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primer baglanma soliisyonu eklenir, bu karisimdan her bir 6rnek igin 12 ul

Pyrosequencing plateine konulur.

PZR fiiriiniiniin oldugu PZR plate DNA zincirlerinin ayrilmasi i¢in
vakumlanir. Vakum esnasinda, dncelikle 2 dk suyu vakumlayarak vakumun
filtrelerinin temizlenmesi ve PZR plateninde sallayiciya konulmasi gerekir.
Daha sonra sirasiyla distile su, %70 etanol, denaturasyon sivisi ve yikama
soliisyonu vakumlanir. Vakum kapatilir. Vakum filtreleri dikkatlice
dizileme primerlerinin bulundugu pyrosequencing plateine emdirilir.
Sonrasinda 1sitict blokta 3 dk ekletilir. Boylece sekanslama primerleri tek
zincirli DNA ile baglanir. Plate 1sitici blokdan kaldirilip 5 dk oda 1sisinda
bekletilir. Bu arada software’in diziye uygun verdigi sayilarla nukleotidler,
enzim ve substratlar  cihazin tiiplerine konulur. Orneklerin isimleri
kaydedilerek analiz icin cihaz baslatilir. Oncelikle enzim arkasindan substrat
PZR 6rneklerinin bulundugu platelere akar, ardisira salinan niikleotidler tek
zincirli DNA’ya bagladiklar1 zaman pikogramlar1 ekrandan izlenir ve bu

sekilde sentez edilen DNA dizisi analiz edilir.

Dizileme Analizi

Dizilenecek Orneklerin Secimi

VKORCI geninin diger populasyonlardan farkli ve varfarin dozu ile
iligkili olabilecek 3’ bolgesinin Tiirk toplumundaki polimorfik dzelliklerini
gormek amaciyla dizi analizi yapildi. Ekonomik yetersizliklerden otiirii 205

hastadan 100 tanesi rastgele secilerek dizileme analizine gonderildi.

Dizilenecek Orneklerin Purifikasyonu (saflastirilmasi)

Dizilemeye gonderilecek DNA orneklerine 50ul’lik PZR yapildi.
PZR fiiriinlerinin saf ve temiz olmasi gerektiginden, ortamda kalan PZR
bilesenlerini uzaklastirmak amaciyla , iriinler purifikasyon kiti (Roche)

kullanilarak saflastirildi.

100 ml PZR iiriiniine 500 ml baglanma soliisyonu eklendi. Ornekle
soliisyon homojenize olmasi i¢in iyice karigtinldi. Karisim toplama

tiiplerinin i¢ine yerlestirilen filtreli tiiplere aktarildi ve 13.000 rpm’de 30-60
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saniye santrifiij edildi. Santrifiij sonras1 toplama tiipii atilarak yeni toplama
tiipii icine filtreli tiiplere aktarilip, 500 ml yikama soliisyonu eklendi ve
13.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij sonrasi aymi islem tekrar
edilerek 200 ml yikama soliisyonu eklendi ve 13.000 rpm’de 1dk santrifiij
edildi. Santrifiij sonrasinda filtreli tiipler steril 1,5ml’lik eppendorf tiiplerine
aktarild1 ve iizerine 100 ml elisyon soliisyonu eklenerek, 13.000 rpm’de 1
dk santrifiij edildi. Bu asamanin sonrasinda ornekler saf halde elde edildi.
Saflastirilan diriinler %’2lik agaroz jel elektroforezinde ®X174 markeriyla
yiiriitiilerek yogunluklar1 hesaplandi ve dizileme analizine gonderildi.
Ornekler dizileme analizine kadar +4 °C’de saklandi. Ticari dizileme ABI
PRISM 310 Genetic Analyzer’de DYEnamic ET Terminator Cycle
Sequencing Kit (Amersham) kullanilarak yapildi.

Dizileme Orneklerinin Bilgisayar Analizleri

Dizileme sonuglar1 Chromas MFC Application 2.3.0.0 ve

Sequencher 4.0 Software kullanilarak analiz edildi.
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Istatistiksel Degerlendirme

Temel demografik verileri degerlendirmek icin bioallelik sisteme
dayali Hardy Weinberg testi Chi Square gibi tanimlayici istatistik metodlart
kullanildi. Her bir hasta icin giinliik ortalama dozu yazilarak, ortalama INR
elde edildi. Ortalama varfarin dozu toplam antikoagiilasyon tedavi altinda
kaldig: giinlerle hesaplandi. Ortalama INR degeri ise eldeki biitiin INR’lerin

toplanip vizit sayisina boliinmesi ile elde edildi.

Haftalik ortalama varfarin dozunun her bir polimorfizm (yas
faktoriinii de kapsayarak) ile karsilastirilmast Bonferroni lineer modelle
yapildi. Kanama ve inme riskinin genetik iligkisini bulmak i¢in ise lojistik
regresyon yapildi. VKORCI1, MDR1 ve CYP2C9 bu modelde yas varyanti
ile birlikte kullanilmiglardir. Varfarin idame dozuna etki eden genetik ve
genetik olmayan bagimsiz etkileri tamimlamak icin stepwise modelle
birlikte multipl linear regregresyon analizi p=0.01 kriteri ile uygulandi.
Genetigin dominant model oldugu varsayilarak; genetik faktorler asagidaki

gibi formatlanmistir:
VKORC13673: AA ve AG ile yabanil genotip olan GG

CYP2CO: *1 / *¥2, *1 [ *4, *1 [ *5, * 2/ *2, * 5/ *5 ve * 2/ *5 ile
yabanil tip olan *1/ *1

MDR 3435: TT ve CT ile wild genotip olan CC

Genetik olmayan faktorler ise, yas, cinsiyet, viicut kitle indeksi,
aspirin kullanimi, CYP2C9 veya CYP3A4 inhibitorleri, kalp kapakcigi
replasmani, varfarin kullanma endikasyonu, ortalama INR, kanama veya en
az bir kez inme, miyokart enfarktiisii veya gecici iskemik atak geg¢irmis

olmak olarak tanimlandi.

Onceden gerekli varfarin dozunu ayarlamak icin kategorik bir
yaklasgim uygulandi. Calismada ortalama haftalik dozun 25. persantili
almarak iki farkli doz grubu olusturuldu. 25mg/hafta’dan az olan dozlar
diisitk doz olarak smiflandirilirken, 40 mg/hafta’dan fazla olanlar yiiksek
doz olarak tanimlandi. Multipl regresyon analizinde ayni olan 13 bagimsiz

degisken, ortalama haftalik varfarin dozunu ©6ngdormek amaciyla lojistik
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regresyon modelinde kullanildi. Sonucta, backward modeliyle en dogru

Ongorii ile optimize edildi.

VKORCI geninin 3’ ucu bolgesinin dizi analizi sonuglarinda
bulunan  polimorfimlerin haftalik varfarin dozu ile iligkisi One way

ANOVA ile arastirildi.

Table 3.2-3 Kullanilan primerlerin ilgili dizilerde gosterimi
ATGCAGGGACATCTTTGGTGACCATTATTCTGTCTACCACACTCTCTAGAA
GAGAGTAGATGTGAGAAACAGCATCTGGAGAGGGAGGAGCCAGCAGGAGAG
GGAAATATCACAGACGCCAGAGGAAGAGAGTTCCCAGAAGGGTAGGTGCAA
CAGTAAGGGATCCCTCTGGGAAGTCAAGCAAGAGAAGACCTGAAAAACAAC
CATTGGCCGGGTGCGGTGGCTCACGCCTATAATCCTAGCATTTTGGGAGGC
CGAGGTGGGTGGATCACTTGAGGTCAGGAGTTTAAGACAAGCCTGGCCAAC
ATGGTGAAACCCTGTCTCTACTAAAAATACAAAAATTAGCCAGACATGGTG

GCAGGCACCTGTAGTCCAAACTACTTGGGAGGCTGAGGCACGAGAACCACT
TGAACCCTGGAG

GAAATATTTGAAGCCTGTGTGGCTGAATAAAAGCATACAAATACAATGAAA
ATATCATGCTAAATCAGGCTTAGCAAATGGACAAAATAGTAACTTCGTTTG
CTGTTATCTICTIGTICTACTTTCCTAGCTCTCAAAGGTCTATGGCCCTGTGTT
CACTCTGTATTTTGGCCTGAAACCCATAGTGGTGCTGCATGGATATGAAGC
AGTGAAGGAAGCCCTGATTGATCTTGGAGAGGAGTTTTCTGGAAGAGGCAT
TTTCCCACTGGCTGAAAGAGCTAACAGAGGATTTGGTAGGTGTGCATGTGC
CTGTTTCAGCATCTGTCTTGGGGATGGGGAGGATGGAAAACAGAGACTTAC
AGAGCTCCTCGGGCAGAGCTTGGCCCATCCACATGGCTGCCCAGTGTCAGC
TTCCTCTTTCTTGCCTGGGATCTCCCTCCTAGTTTCGTTTCTCTTCCTGTT
AGGAATTGTTTTCAGCAATGGAAAGAAATGGAAGGAGATCCGGCGTTTCTC
CCTCATGACGCTGCGGAATTTTGGGATGGGGAAGAGGAGCATTGAGGACCG
TGTTCAAGAGGAAGCCCGCTGCCTTGTGGAGGAGTTGAGAAAAACCAAGGG
TGGGTGACCCTACTCCATATCACTGACCTTACTGGACTACTATCTTCTICTA
CTGACATTCTTGGAAACATTTCAGGGGTGGCCATATCTTTCATTATGAGTC
CTGGTTGTTAGCTCATGTGAAGCGGGGGTTTGAAGC
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CATCCTCTCTTTAAGTTTGCATATACTTCCAGCACTATAATTTAAATTTAT
AATGATGTTTGGATACCTTCATGATTCATATACCCCTIGAATTGCTACAACA
AATGTGCCATTTTTCTICCTTTTCCATCAGTTTTTACTTGTGTCTTATCAGC
TAAAGTCCAGGAAGAGATTGAACGTGTGATTGGCAGAAACCGGAGCCCCTIG
CATGCAAGACAGGAGCCACATGCCCTACACAGATGCTGTGGTGCACGAGGT
CCAGAGATACATTGACCTTCTCCCCACCAGCCTGCCCCATGCAGTGACCTG
TGACATTAAATTCAGAAACTATCTCATTCCCAAGGTAAGTTTGTTTCTCCT
ACACTGCAACTCCATGTTTTCGAAGTCCCCAAATTCATAGTATCATTTTTA
AACCTCTACCATCACCGGGTGAGAGAAGTGCATAACTCATAT

AAATTTTAATCACACAAACTTTTCCTTAATCTCACAGTAACTTGGCAGTTT
CAGTGTAAGAAATARTGATGTTAATTGTGCTACATTCAAAGTGTGCTGGTC
CTGAAGTTGATCTIGTGAACTCTIGTTTTCAGCTGCTTGATGGCAAAGAAAT
AAAGCGACTGAATGTTCAGYGGCTCCGAGCACACCTGGGCATCGTGTCCCA
GGAGCCCATCCTGTTTGACTGCAGCATTGCTGAGAAATTGCYTATGGAGAC
AACAGCCGGGTGGTGWCACAGGAAGAGATTGTGAGGGCAGCAAAGGAGGCC
AACATACATGCCTTCATCGAGTCACTGCCTAATGTAAGTCTCTCTTCAAAT
AAACAGSCTGGGAGCATGTGGCAGCCTCTCTGGCCTATAGKTTGATTTATA
AGGGGCTGGTYTCCCAGAAGTGAAGAGAAATTAGCAACCAAATCACACCCT
TACCTGTATACAAGCATCTG

GCCCTCAACCCAAGCCAGGCTGACCTCATCTGCTTTGCTTTGGCATGTGAG
CCTTGCCTAAGGGGGCATATCTGGGTCCCTAGAAGGCCCTAGATGTGGGGC
TTCTAGATTACCCCCTCCTCCTGCCATACCCGCACATGACAATGGACCAAA
TGTGCCACACGCTCGCTCTTTTTTACACCCAGTGCCTCTGACTCTGTCCCC
ATGGGCTGGTCTCCAAAGCTCTTITCCATTGCCCAGGGAGGGAAGGTTCTGA
GCAATAAAGTTTCTTAGATCAATCAGCCAAGTCTGAACCATGTGTCTGC C
ATGGACTGTGGTGCTGGGCCTCCCTCGGTGTTGCCTTCTCTGGAGCTGGGA
AGGGTGAGTCAGAGGGAGAGTGGAGGGCCTGCTGGGAAGGGTGGTTATGGG
TAGTCTCATCTCCAGTGTGTGGAGTCAGCAAGGCCTGGGGCACCATTGGCC
CCCACCCCCAGGAAACAGGCTGGCAGCTCGCTCCTGCTGCCCACAGGAGCC
AGGCCTCCTCTCCTGGGAAGGCTGAGCACACACCTGGAAGGGCAGGCTGCC
CTITCTIGGTTCTGTAAATGCTTGCTGGGAAGTTCTTCCTTG

EEBEIRIEE - <zonlari, siyah boliimler; intronlar: | primerleriliyesil

boliimler sik rastlanan SNPleri gostermektedir.
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4. BULGULAR

Calismada, 205 varfarin kullanan hastanin haftalik varfarin dozunu
ongorebilecegimiz genetik polimorfizmlerin, varfarin dozu, INR, varfarin
yan etkileri, ila¢ etkilesimleri, viicut kitle indeksi, yas, cinsiyet arasindaki
iligkiyi saptamak amaciyla yapilmistir. Hasta grubu, VKV Amerikan
Hastahanesi Noroloji, Kardiyoloji ve Kardiyovaskiiler Cerrahi birimlerine
gelen varfarin kullanan hastalardan, hedef INR’ye ulasabilmis, en az 8 hafta
varfarin tedavisi altinda olan, pespese 3 vizit sonuclarina ulasilabilen
hastalar sec¢ildi. Hastalardan 10 ml vendéz kan Ornegi alinarak DNA
izolasyonu ile DNA bankasi olusturuldu. 205 hastada VKORCI1 G3673A,
MDR1 C3435T, CYP2C9 *2, *3, *4, *5 calhisilirken, VKORC1 geninin 3’

ucunun dizilenmesi ise 100 hastada yapildi.

4.1. DEMOGRAFIK VERILER

Calismaya katilan 205 hastanin yas ortalamasi 58.09+15.92, % 46’s1
erkekdir. Varfarin endikasyonunda birinci sirayr %52.19 ile kalp kapagi
replasman1 sonrasi profilaksi, % 19.03 ile ikinci siray1 gecirilmis
tromboemboli ve iigiinciilugii ise %17.56 ile atriyal fibrilasyon veya
profilaksisinde kullanimi oldu. Varfarin metabolizmasindan otiirii ilag
etkilesimlerine maruz kalabilen bir ila¢ oldugu icin, hastalarin birlikte
kullandigr ilaglar CYP2C9, CYP3A4 ve MDRI1 substrat, inhibitér ve
indiikleyicileri de varfarin dozunu etkileyen farkli varyantlar olarak
ayrilmiglardir. En fazla CYP3A4 substrati (%22.10) ve CYP2C9 substrati
(%17.60) oldugu saptandi.

Hastalarin %74.51’inin hedef INR’sinin 2-3 arasinda, % 25.49’unun
ise 1.5-2.5 oldugu saptandi.

Hastalarin %?26.80’inde ise yan etki olarak varfarin kullanirken

kanama sikayetinin oldugu saptandi.



Table 4.1-1 Demografik veriler
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Demografik Ozellik Tiim hastalar-205 (%)
Yas (y1l) 58.09+£15.92
Erkek 95 (46.30)
Kadin 110 (52.70)
Viicut kitle indeksi (ortalama, SD) 25.84(3.95)
Hedef INR
1.5-2.5 52(25.49)
2-3 153(74.51)

Table 4.1-2 Birlikte kullanilan ilaclarin etkilesim acisindan degerlendirilmesi

Birlikte kullamlan ilaclar Say1 (%)
CYP2C9
Substrat 36(17.60)
Inhibitor 5(2.50)
Indiiktor 22(10.80)
CYP3A4
Substrate 45(22.10)
Inhibitor 5(2.50)
Indiiktor 11 (5.40)
MDR1
Substrat 29(14.20)
Inhibitor 1(0.50)
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Table 4.1-3 Hastalarda varfarin dozlar1 ve INR

Ozellik Tim Hedef INR’si | Hedef INR’si
hastalar 1.5-2.5 olan | 2.0-3.0 olan
(n=205) hastalar hastalar
(n=52) (n=153)
Ortalama doz | 34.20+16.78 | 29.93+14.26 35.65+17.35
(mg/hafta) +SD

Medyan doz ve | 32.50(6.25- 28.75(6.25-77.50) | 35.00(7.50-

araligi (mg/hafta) | 125.00) 125.00)
Ortalama 2.33+1.55 1.89+0.61 2.48+1.73
INR+SD

Medyan INR ve | 2.13(1.02- 1.81(1.02-3.83) 2.22(1.15-20.70)
arahg 20.70)

Ortalama 16.85+9.89 17.15£9.76 16.75+9.97
doz/INR£SD

VKORCI geninin 3’ ucunun incelenmesi i¢in se¢ilen 100 hastanin
47’si kadin 53’1 erkek, yas ortalamasi 56.02+12.94 ve haftalik ortalama

varfarin dozlar 34.20 mg olarak saptandi.

4.2. VKORC1 G3673A sonuclari ve varfarin doz iliskisi

VKORCI1 geninin G3673A bolgesini icerecek sekilde promotor
bolgesi uygun primerler ve uygun kosullarla PZR ile c¢ogaltldi. PZR
iriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. PZR ile ¢ogaltilan
bolge, polimorfik bdlgeye uygun sequencing primerleri ile pyrosequencing
metodu ile incelendi. incelen 205 hastanin 59’u yabanil tip olan GG, 87’si

heterozigot polimorfizm tastyicist GA ve 59’u ise homozigot polimorfik
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olarak saptandi. Ortalama kullandiklar1 varfarin dozu ile ilgili

polimorfizmler anlamli bulundu (p<0.0001)

300
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Figure 4.2-1 VKORCI 3673 polimorfizmi i¢in PCR sonrasi jel goriintiisii (197bp)
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Figure 4.2-2VKORC1 3673 SNP G/A
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Figure 4.2-3 VKORC13673 GG

aQ
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Figure 4.2-4 VKORC1 3673 G/G

Table 4.2-1VKORC1 3673 polimorfizmleri ve ortalama varfarin doz iliskisi

VKORC1 3673 genotip Ortalama Varfarin doztSD | P degeri
(mg/hafta)
GG (n=59) 43.18+22.78 <0.0001
GA (n=87) 33.78+11.19
AA (n=59) 25.83+11.46
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Table 4.2-2 VKORC1 genotipleri ile varfarin doz iliskisinin karsilastirilmasi

VKORC1 VKORCI1 | Ortalama fark | Std hata P

GG GA 9.226 2.527 0.001
AA 16.781 2.763 0.001

GA AA 7.555 2.529 0.009

Bagimli degisken haftalik varfarin dozu, Anlamlilik 0.05 seviyesindedir

4.3. CYP2C9 Polimorfizmleri Sonuclar1 ve Varfarin Doz iliskisi
CYP2C9’un *2, *3, *4 ve *5 polimorfizmleri uygun primerlerle
cogaltilip uygun kosullarla PZR ile ¢ogaltildi. PZR iiriinleri %?2’lik agaroz
jel elektroforezi ile kontrol edildi. PZR ile c¢ogaltilan bolge, polimorfik
bolgeye uygun sequencing primerleri ile pyrosequencing metodu ile
incelendi. Incelenen 205 hastanin 123’ii yabanil tip olan * 1/%1,69'u1/5, 1
/ 2, Y olmak tizere heterozigot ve 13’ii 2/5, 5/5 ve 2/2 olmak iizere
homozigot olarak tesbit edildi. *3 polimorfizmi hicbir hastada bulunmada. )
Calismamizda ise, * 1/* 1 frekans1 % 60, * 2/ *1 frekans1 %22.43, *2 / *2
frekans1 %1,46, *4/ *1 %1,46, 5 /1 frekans1 % 17,56 ve * 5/ * 5 frekans1 %
0.98 olarak saptandi. Calisma grubumuzda *3 allelini tasiyan hastaya

rastlanmadi.

400

300
200

Figure 4.3-1 CYP2C9*2 PZR sonrasi jel goriintiisii (455 BC;100bp DNA
Ladder PROMEGA)
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Figure 4.3-2 CYP2C9*2 C/T
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Figure 4.3-3: CYP2C9*2 C/C
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Figure 4.3-4: CYP2C9*2 T/T

aQ




68

a/a AA TIT

25007

24007

23007

22007

21007

20007

1900f

18007

17007

16007

15007

14007

13007

Figure 4.3-5: CYP2C9*3 G/G *4 A/A *5T/T
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Figure 4.3-6: CYP2C9*3 G/G *4 A/G *5 T/T
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Figure 4.3-7: CYP2C9*3 G/G *4 A/A *5 G/G
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Figure 4.3-8 CYP2C9*3 G/G *4 A/A *5 T/G
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Table 4.3-1 CYP2C9 Polimorfizmleri ve ortalama varfarin doz iliskisi

Genotip Varfarin Ortalama | P degeri
dozu+SD(mg/hafta)

* 1/ *1(n=123) 37.80+18.23 | <0.0001

Heterozigot 29.82+12.84

varyantlar (n=69) 23.3749 97

Homozigot varyantlar

(n=13)

*1/ *5,*%1/ *2, *1 / *4 olmak iizere heterozigot *2/ *5, *5/ *5 ve *2/ *2 homozigot

Table 4.3-2 CYP2C9 genotiplerinin varfarin doz iliskisinin karsilastirilmasi

CYP2C9 Ortalama Std hata P degeri

CYP2C9 Fark

Heterozigot 5.483 4.732 0.744

Homozigot 8.170 2.351 0.002
*1/%*1

Homozigot *1/%1 -13.654 4.462 0.009

Anlamlilik 0.05 seviyesindedir.

*1/ *5, %1/ *2, *1 / *4 heterozigot; *2/ *5, *5/ *5 ve *2/ *2 homozigot
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4.4. MDR1 C3435T Genotipleri ve Varfarin Doz iliskisi

MDR1 3435. pozisyonundaki polimorfizm incelenmesi icin uygun
primerlerle ve uygun kosullarla PZR ile ilgili bolge ¢ogaltildi. PZR {iriinleri
%?2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi. PZR ile cogaltilan bolge,
polimorfik bolgeye uygun sequencing primerleri ile pyrosequencing metodu
ile incelendi. Incelenen 205 hastanin 63’ii CC, 102’si CT ve 40’1 CT olarak

saptandi.
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Figure 4.4-1: MDR1 3435 C/T
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Figure 4.4-2 MDR1 3435 C/C
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Figure 4.4-3: MDR1 3435 T/T

Table 4.4-1IMDR1 Polimorfizmleri ve varfarin doz iliskisi

Genotip Ortalama Varfarin dozu+SD(mg/hafta) | P degeri

CC (n=63) 31.87£15.39 0.113
CT n=102) 36.67+18.84
TT (n=40) 31.56+12.02

Ortalama varfarin dozunun heriki homozigot gruptan daha yiiksek
oldugu i¢in varfarin doz ve MDR1 iligkisini arastirmak i¢in over dominant
model kullanilarak CC+TT/CT karsilastirilmas: yapildi. Heterozigotlarin
homozigotlardan anlamli olarak daha yiiksek varfarin dozuna gereksinimleri

oldugu saptand1 (p=0,037).



4.5. Kanama Yan etkisinin Genotiple iliskisi
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Calismaya katilan 205 hastanin, 55’inde kanama Oykiisii mevcuttu.

Bu hastalarin calisilan genotiple ilsikisi incelendiginde, kanamasi olan
hastalarin VKORC1 polimorfizmi 10 hastada GG, 27 hastada GA, 18
hastada AA (p=0.12); MDR1 Polimorfizmi 55 hastanin 24’unde CC,
21’inde CT, 10’unda TT (p=0.05) ve CYP2C9 ise 31 hastada * 1/ *1, 19

hastada heterozigot varyantlar ve 5 hastada homozigot varyantlar (p=0.56)

oldugu saptandi.

Table 4.5-1 Kanama yan etKisi

ile genotip iliskisi

Gen Polimorfizm | Genotip Kanama Kanama yok P degeri
var

VKORC1 | G3673A GG 10 49 0.12
GA 27 60
AA 18 41

MDR1 C3435T CC 24 39 0.05
CT 21 81
TT 10 30

CYP2C9 *2 *4 %S *1/%1 31 92 0.56
Heterozigot 19 50
varyantlar
Homozigot
varyantlal’ 5 8

*1/ *5, %1/ *2, *1 / *4 heterozigot; *2/ *5, *5/ *5 ve *2/ *2 homozigot

4.6. Tromboemboli Yan etkisinin Genetik polimorfizmler ile iliskisi
Calisilan 205 hastanin 22’sinde tromboemboli rastlandi. VKORC1
genotiplemesi 7 hastada GG, 9 hastada GA ve 6 hastada AA (p=0.94);

MDRI1 genotipleri 7 hastada CC, 11 hastada CT, 4 hastada TT (p=0.97) ve
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CYP2C9 polimorfizmleri ise 14 hastada *1 / *1, 8 hastada heterozigot
varyantlar (p=0.94) saptandi. Hicbir grupla tromboemboli gecirme arasinda

istatistiksel olarak anlamlilik bulunmadi.

4.7. idame Varfarin Dozu icin Multipl Linear regresyon analizi

Linear regresyon analizi yapilirken genetik ve genetik olmayan
bagimsiz faktorler tammmlanmis ve p=0.01 se¢me kriteri olarak alinmistir.
Genetik faktorler olarak; VKORCI genotipleri, MDR1 ve CYP2C9
genotipleri alinirken; genetik olmayan faktorler olarak ise, yas, cinsiyet,
aspirin, CYP2C9 veya CYP3A4 inhibitorleri, varfarin kullanma
endikasyonu olarak kalp kapakcigi ameliyati, ortalama INR, kanama

Oykiisii, tromboemboli Oykiisii ve hedef INR alindi.

Uygulanan bu model, ii¢ bagimsiz degisken ile ortalama haftalik

varfarin dozunu 6ngorebilecek bir tablo ortaya koymustur.

Table 4.7-10rtalama haftalik varfarin dozunun 3 bagimsiz degiskenle iliskisi

Bagimsiz degiskenler Katsay1 | SH T P degeri

VKORC13673 icin A tasiyicis1 | -13.609 | 2.329 | 3.723 | <0.0001

CYP2C9 varyant tasiyicisi -10.018 | 2.153 | -4.652 | <0.0001
Yas -0.290 | 0.066 | -4.368 | <0.0001
Viicut yiizeyi alam 13.432 | 5.479 | 2.451 | 0.015

Sonucta bu model, VKORC3673’de A tasiyicist olmanin, CYP2C9
varyantini tagiyor olmasi, yash olmak veviicut yilizey alaninin kiigiik olmasi

diisiik doz varfarin ile iliskilidir.
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4.8. VKORC1 3’ ucu Dizileme Sonuclari

VKORCI 3’ ucu en fazla polimorfik bolgenin bulundugu 550
bazciftini icerecek sekilde, uygun primerlerle ve uygun kosullarla PZR ile
cogaltildi. PZR iiriinleri %2’lik agaroz jel elektroforezi ile kontrol edildi.
PZR diiriinleri dizilemeye gonderilmeden once Qiagen purifikasyon kiti ile
purifiye edildi. Purifiye edilen PZR iiriinleri %?2’lik agaroz jel elektroforezi

ile kontrol edildi.

Incelenen 100 hastanin 14’iinde homozigot, 6’sinda ise heterozigot
olarak ATG baslangi¢ kodonundan sonra 626. nukleotidde G/A degisimi
saptanmistir. Bu bolge polimorfizmi daha o©nce tesbit edilmis ve

veritabaninda bulunmaktadir.

Saptanan bu nukleotid degisikliginin mRNA yapisina etkisini

www.genebeee.msu.su internet sitesine iki farkli diziyle elde edilen mRNA

yapisini karsilastirdigimizda anlaml bir degisiklik yapmadigini saptadik.

603

310

Figure 4.8-1 VKORC1 3’ ucu PZR ve purifikasyon sonrasi
jel gorintlist .(584 bg ®X 174 marker fermantas)
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Figure 4.8-2 626. pozisyonda G/A nukleotid degisikligi

Figure 4.8-1 VKORC1 3’ bolgesinde saptanan polimorfik
ornekler
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Figure 4.8-3 VKORC1 3’ bolgesinde saptanan polimorfik o6rnekler
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Figure 4.8-4 VKORC1 3’ bolgesinde saptanan polimorfik oérnekler
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Saptadigimiz polimorfizmin haftalik varfarin dozu ve INR ile olan

iligkisine baktigimizda, istatistiksel olarak anlaml1 bir iligski saptanmadhi.

Table 4.8-1 VKORCI 3’ G/A polimorfizminin haftalik varfarin dozu ile iligkisi

N | Ortalama | Std sapma | Std hata | Ortalama icin % 95
giivenlik arahig:
Doz GG | 80 | 33.1625 20.3836 2.2790 | 28.62-37.69
GA | 6 | 41.2500 19.9292 1.9927 | 30.25-38.15
AA | 14 | 37.1429 21.0208 4.5532 | 19.19-63.31
P=0.534

Table 4.8-2 VKORCI 3’ G/A polimorfizminin INR ile iligkisi

N | Ortalama | Std sapma | Std hata | Ortalama icin % 95
giivenlik aralhig
INR GG | 80 | 2.3584 2.1768 0.2434 | 2.87-2.84
GA |6 |2.1783 0.5081 0.2074 | 1.64-2.71
AA | 14| 1.8171 1.9664 0.1411 1.51-2.12
P=0.637
VKORCI1  626. pozisyonundaki G/A degisiminin kanama ve

tromboemboli gecirme gibi varfarinin yan etkileri ile iliskisi saptanmadi.
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Figure 4.8-5 VKORC1 626 pozisyonundaki niikleotidin mRNA’daki degisim.
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5. TARTISMA

Varfarin, Amerika Birlesik Devletlerinde ve Avrupa’da en sik
kullanilan antikoagulan ajandir, vendz ve arteryal trombusun dnlenmesinde
kullanilir. Ancak terapdtik araliginin dar olmasi kullanilmasi agisindan
bir¢ok zorluklar icermektedir. Bu yiizden varfarin tedavisi izlemi PT ve INR
takibi ile yapilmaktadir. Bu tez kapsaminda, basta varfarin tedavisinde ve
tedavinin idamesinde Onemli markerlar olabilecek VKORCI 3673
polimorfizminiyle birlikte varfarinin etki mekanizmasinda rol alan, CYP2C9
*¥2, *3, *4 ve *5 ve MDR1 3435 polimorfizmlerinin varfarin haftalik dozu

ve INR arasindaki iliski arastirilmistir.

Varfarinin bireylerarasi degisken cevabi yiiziinden varfarin igin
Onerilen sabit bir doz yoktur.Varfarin K vitamini iizerinden etki ettigi i¢in,
alman besinlerin bile K vitamini yogunlugu acgisindan varfarine verilen
yanmiti etkilemektedir. Bununla birlikte, varfarin metabolizmas ile ilgili in
vitro ¢alismalar arttikca, varfarinin metabolize oldugu enzimler taninmis ve
bu enzimlerin hem polimorfizmlerinin hemde bu enzimlerin substrat,
inhibitor ve indiiktorleri vasitasiyla metabolizmasinin degistigi bircok
calisma ile gosterilmistir. CYP2C9 polimorfizmi tasiyanlar ve CYP2C9
inhibitorii alan hastalarin daha yiiksek doz varfarine ihtiyac duyduklar
gosterilmistir  (26;33;35;111;112;113). Diger yandan, varfarin dozunu
etkileyen baska faktorler hala bilinmeyen veya az bilinen olarak kalmaya
devam etmektedir. Varfarinin baslangi¢c ve idame dozunun 6nceden tahmin
edilebilmesi i¢in,  varfarin dozunu etkileyen biitiin faktorlerin biliniyor

olmasi gerekmektedir.

Bir ilacin etkisini olusturan faktorler; ilacin viicutta ugradiklar
degisiklikler (farmakokinetik), ilacin viicutta olusturdugu degisiklikler
(farmakodinamik), ilacin hiicre icine tasinma mekanizmalari, beslenme
sekilleri, ilag etkilesimleri, kronik hastaliklarin varligi ve genetik faktorler
sayilabilir. Son yillardaki gelismelerle ilaclar1 metabolize eden enzimlerin

yalmz  wrklararas1  degil toplumlararas1 da farkhiliklar igerdigi
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saptanmistir. Tiirk toplumu bir¢ok etnik kokenden olustugu ve dolayisiyla
saf bir 1rktan Dbahsedilmeyecegi i¢in, toplumumuzda oOzellikle
farmakogenetik  alaninda  populasyon c¢alismalar1  biiyikk  6nem
kazanmaktadir. Etnik 6zellik varfarin doz ayarlamasinda 6nemli bir 6zellik
olarak ortaya c¢ikmaktadir. Amerika Birlesik Devletlerinde, Cin’de,
Japonya’da yapilan etnik agirlikli ¢alismalarda; Japon, Cin ve malezyali
insanlarin beyaz 1irktan %30-40 oraninda daha az varfarine ihtiyag

duyduklart saptanmugtir (114-115).

2004 yilinda VKORCI1 geni kesfedildikten sonra, o tarihe kadar
yalmizca varfarinin farmakokinetiginde rol alan genler c¢alisiliyorken, bu
genin ve tek nukleotid degisikliklerinin de varfarin dozu ile iliskisi oldugu
gosterildikge, farmakodinamiginde rol alan genler de c¢alisilmaya

baslanmustir.

VKORCI haplotiplerinin varfarin dozu ile iliskisini gosteren ilk
calisma Reider ve ark (2005) yaptig1 calismadir (13) Bu ¢alismada 10 farkl
SNP calisilmis ve bunlarin varfarin dozu ile iliskisi gosterilmistir. Ancak
daha sonra bu calisilan SNP’lerin kuvvetli baglanti analizleri gosterdigi ve

bir tanesinin ¢alisilmasinin yeterli oldugu belirtilmistir.

Bu c¢alismada 205 hastada VKORC1 G3673A polimorfizmini
calisdik ve bu polimorfizmin varfarin dozunu predikte etmekte onemli bir
belirte¢ oldugunu gorditkk. VKORC genotipleri ve ortalama varfarin dozu
iligkisine baktigimizda, AA ve GA allelerini (33.78mg/hafta ve
25.83mg/hafta) tasiyan hastalarin GG (43.18 mg/hafta) allelerini tasiyan
hastalardan daha az varfarin dozuna ihtiyaci olduklar1 saptandi. Biz bu
calisma i¢in ornek toplarken, baska aragtirmacilar da VKORCI1 ve varfarin
doz iliskisini arastirmiglar ve bu calismalarin c¢ogu iliskilendirme ile
sonuclanmistir (13;14;18) Reider ve ark. Ortalama giinliik varfarin dozunda
en yiiksek ve en diisik dozda VKORCI1’da haplotipler belirlemislerdir.
(glinliik ortalama varfarin dozlarn 2.7 mg ve 4.9 mg) (13). Haplotip
gruplarinda 3673 pozisyonundaki SNP gruplarla kuvvetli baglantili oldugu
saptanmistir. Bu SNP’in varfarin dozuyla iligkili oldugu ve diger varfarin

dozuyla iliskili olan SNP’lerle kuvvetli baglantili oldugu dogrulanmistir.
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Baz1 calismalarda, ayn1 SNP, VKORCI referans sekansinin translasyon
baslangic bolgesinden baslayarak numaralandirilmasindan otirii -1639
olarak belirtilmistir. Sconce ve ark yaptiklar1 ¢calismada, VKORCI1 —1639
AA ve GA genotiplerinin yabanil tip olan GG genotipinin gerektirdigi
varfarin dozu ile kiyaslandiginda %50.8 ve %15.5 oraninda daha az
varfarine ihtiyaglar1 oldugu saptanmistir (17). Buna benzer olarak Aquilante
ve ark’nin yaptig1 calismada ise, VKORC1 3673 AA ve GA genotiplerinin
yabanil genotip olan GG genotipine oranla %50.45 ve %29.4 oraninda daha
az haftalik varfarin dozuna ihtiyaclar olduklar1 saptanmistir (18). Bir diger
caligmada ise, D’Andrea ve ark intron 1 polimorfizmi olan 1173CT’nin
3673 ile kuvvetli baglantida oldugunu ve varfarin dozu ile anlamh iliskide
oldugunu gostermislerdir (14). 1173 TT veya CT genotipli olan hastalarin
yabanil genotipe oranla %47.1 ve %27.5 oranla daha az varfarin dozuna
ihtiya¢ duyduklar1 gosterilmistir. Cin populasyonunda yapilan ¢alismada ise
Yuan ve ark VKORCI1 geninin in vitro fonksiyonel analizlerini
tanimlamiglar ve promotor polimorfizmi olan 3673’iin yabanil alleli olan
G’nin A’ya gore daha biiyiik aktivitesi oldugu saptanmistir (yuan ve ark).
Bu arastirma, VKORC1 3673 polimorfizminin bireylerars1 varfarin doz
degiskenligininde Onemini vurgulamaktadir. Bizim calismamizdaki
sonuclarda, varfarin dozu ve VKORCT arasindaki iligki diger ¢aligmalardaki

gibidir (14;17).

VKORCI geni izole edilmeden once varfarin dozu iizerine CYP2C9
polimorfizmlerinin etkisi oldugu biliniyordu (6). Yapilan populasyon
calismalarinda toplumun yaklasik %39 unun CYP2C9 varyant alleli tasidigi
gosterilmistir. Varfarin kullanan hastalarda yapilan c¢alismalarda ise
ortalama 1 varyant allel tasiyan hastalar, *2,*4 veya *5 homozigot yabanil
tipe (*1/*1) oranla %21 oraninda daha az haftalik varfarin dozuna ihtiyag
duyduklari gozlenmistir. Iki variant allele sahip olan hastalar ise homozigot
yabanil allel tasiyan hastalara kiyasla %40 daha az varfarine ihtiya¢ duyarlar
(17). Bu calisma, Tiirk toplumunda *4 ve *5’in ¢alisildigr ilk ¢calisma olmasi
ile 6nemlidir. Bu ¢calismada, *3 varyantin tasiyan hasta tesbit edilmemis ve
*1, *2 varyantlarmin frekanslart ise daha onceki Tiirk populasyon

calismalari farkli bulunmustur. Aynacioglu ve ark Tiirk toplumunda *1 / *1
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frekansin1 %61.7, * 2/* 1 frekansim1 %18, * 2 / * 2 frekansim1 %1, 3/ 1
frekansim1 %17,2 ve *3 / * 3 9%0.8 olarak tesbit etmislerdir. (Aynacioglu et
al) Bizim calismamizda ise, * 1/* 1 frekans1 % 60, * 2/ *1 frekans1 %22.43,
* [ *2 frekans1 %1,46, *4/ *1 %1,46, 5 /1 frekans1 % 17,56 ve * 5/ * 5
frekanst % 0.98 olarak saptandi. Calisma grubumuzda *3 allelini tasiyan
hastaya rastlanmadi. CYP2C9 varyantlarin prevalansi diger populasyonlarin
prevalanslarindan farklt bulundu. Ortalama haftalik varfarin dozu ile
varyantlarin  iligkisine baktigimizda, diger toplumlarda yapilan
calismalardan farkli bulunmamistir. Yabanil tiple diger varyantlar
karsilastirildiginda, heterozigot varyantlarin %22 , homozigot varyantlarin
ise %38.2 oraninda daha az haftalik ortalama varfarin dozuna ihtiyag

olduklar saptandi.

Ortalama haftalik varfarin dozu ile iligkili olan bir diger SNP’in ise
MDR1 C3435T oldugu Wadelius ve ark’nin ¢alismasi ile ortaya konmustur
(6). Wadelius ve arklar1 P-gp’nin varfarinin hiicre i¢ine tasinmasinda rol
aldiklarim1 ve ekspresyonunun degistiren 3435C/T polimorfizmi ile birlikte
varfarin cevabinin degisecegini savunmuglardir. Calismalarinda bu
polimorfizmin diisiik doz varfarin dozu ile iliskili oldugunu saptamislardir.
Daha ¢nce, Kerb ve arknin Tiirk toplumunda yaptiklar1 MDRI1 frekansi
sonuglariyla bizim sonug¢larimiz uyumlu ¢ikmistir (116). CC allelin frekansi
%30,73, CT allel frekansi1 %49,76 ve TT allel frekansini ise %19,51 olarak
tesbit ettik. Ancak, bizim c¢alismamizda heterozigot variant (CT) alleli
tasityanlarin homozigot alleli (CC ve TT) tasiyanlara kiyasla %15 oraninda

daha fazla varfarin dozuna ihtiya¢ duyduklar saptandi.

Genetik olmayan faktorlerin degerlendirilmesinde ise Aquilante ve
arknin yaptigt c¢alismaya benzer olarak, ilag etkilesimlerinin, viicut
yilizeyinin ve yasin varfarin doz yamitim etkiledigi goriilmektedir (18).
CYP2C9 varfarin ana metabolik yolu olmast ve CYP3A4’iinde varfarin
metabolizmasinda minor yolaklardan biri olmasi nedeni ile bu iki enzimin
substrat ve inhibitorleri ile birlikte alindiklarinda varfarinin metabolizmasi,
ilgili enzimlerinde polimorfizmi varsayildiginda, ongoriilemeyecek sekilde

degismektedir. Bizim calismamizda, genetik olmayan faktorlerin arasinda
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en onemli ve istatiksel olarak en anlamh siray1 yas faktoriiniin (p<0.0001)

aldigr goriildii.

VKORCI1 geninin 3 ucunun dizilemesi sonucunda, varfarin haftalik
dozu ile olan iliskisinin arastirilmasinda anlamli bulguya rastlanmazken,
daha once bildirilmis polimorfizmin bizim toplumumuzda da % 20 oraninda

rastlandig goriildii.

Varfarin tedavisi esnasinda olusan yan etkilerin, calisilan
polimorfizmler ile iligkisine bakildiginda ise anlamhi bir sonug
bulunamamistir. Bundan ©Once yapilmis hicbir g¢alismada bu iliski

sorgulanmadi8 i¢inde ¢aligmamuz literatiirde bu konuda ilktir.

Bu calismamiz sonucta, varfarin doz ihtiyacimin degiskenliginin
yaklagik %50 nedeninin genetik ve genetik olmayan faktorlerin
kombinasyonu ile agiklanabilir. Bu ¢alisma ile amag, ilag cevap
degiskenliginin nedenlerinin farmakogenetik olarak aciklanmasina, ve
varfarin farmakogenetiginde rol alan genlerin polimorfizm frekanslarinin
Tiirk toplumundaki dagilimini ve ila¢ yamitina etkisini gostermektir. Bu
caligmanin, varfarin doz ayarlamasi yapilmasinda klinik yararliga yonelik
yeni modeller olusturmasina katkida bulunacagina inaniyoruz. Calismay1
degerlendirirken kullandigimiz linear regresyon model farkli toplumlarda
denenerek, giincel varfarin dozu hesaplanabilir. Bizim modelimize benzer
bir model uygulanan ¢alismada (18) da oldugu gibi, prediktif varfarin
dozunun hesaplandiktan sonra genotipleri ayni olan hastalarin segilip
tedavilerin yapilacagi, klinik arastirmalara ihtiya¢ vardir. Ancak boyle bir
klinik calisgmadan sonra bu testler varfarin tedavisi baglama asamasinda

giivenilir olarak kullanilabilir.

Ozetle, haftalik varfarin dozunun degiskenliginde 3 farkli genin
polimorfizmleri etkili olmaktadir. MDRI1 C3435T polimorfizminin
heterozigot varyantlarinin % 15 oraninda haftalik doz ihtiyacim arttirdigi
saptanmistir. Daha 6nce literatiirde de belirtildigi gibi, VKORCI1 , CYP2C9
ve ila¢ etkilesimleri, viicut yiizeyi ve yas gibi genetik olmayan faktorler
varfarin doz ihtiyacinin Ongoriilmesinde Tiirk toplumunda da anlamli

faktorler oldugu gosterilmistir. Bu genetik belirteclerin kanama ve
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tromboemboli atagi gecirme riski ile herhangi bir iligkisi saptanmamistir.
Varfarin tedavisine baglamadan O©nce bu testin prediktif olarak

kullanilabilmesi i¢in genis hasta sayili klinik ¢alismalara ihtiyac vardir.
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FORMLAR

Katilmcilar icin Bilgi ve Olur Formu

Proje Yiiriitiiciisii: Dr Giilay Oner Ozgon

VKV Amerikan Hastanesi Nisantasi/Istanbul

Tel:212 31120 00/ 8707
Proje Bashgi: Tiirk populasyonunda varfarin dozu ile VKORCI1 gen
haplotip iliskisi
Proje Konusu: Varfarin (coumadin), kardiyovaskiiler hastaliklarda ilk
secenek ilaclardan biridir. Bununla birlikte, varfarin dozunu tedavi
araliginda tutmak olduk¢a zordur. Hastalarin bu tedavi aralifinda olmasi
icin INR ile takip edilmesi gerekmektedir. Son yillarda, genetik alanindaki
gelismeler farmakoloji alanindaki geligsmelerle birlestirildiginde, hastalarin
giinliik tedavilerinde kullanabilecekleri yararli adimlar atilmistir. Varfarin
kullanan hastalarda yapilan bir¢ok calismada bir cok genin cesitliklerinin
(polimorfizmlerinin) varfarinin etkilerini degistirdigini gostermistir. Bu
calismalardan en sonuncusu vitamin k epoksit compleks 1 gen
cesitliliklerinin varfarin dozunu etkiledigini gostermistir. Boyle bir iliski
varliginda, varfarin kullanacak kisilere oncelikle bu gen analizleri yapilip,
gen analizi sonuclarina gore varfarin dozu baslanabilecektir.
Aragtirmayr kabul ettiginiz takdirde sizden on mililitre kan alinacaktir.
Isimleriniz tamamen gizli tutulacaktir. Bu arastirmada yer almak tamamen
sizin isteginize baghdir. Arastirmada yer almayi reddedebilirsiniz ya da
herhangi bir asamada aragtirmadan ayrilabilirsiniz; bu durum herhangi bir
cezaya ya da sizin yararlariniza engel duruma yol agcmayacaktir.
Bu arastirmada yer almaniz nedeniyle size hicbir 6deme yapilmayacaktir ;
ayrica, bu arastirma kapsamindaki biitiin muayene, tetkik, testler ve tibbi
bakim hizmetleri i¢in sizden veya bagli bulundugunuz sosyal giivenlik
kurulusundan hicbir iicret istenmeyecektir.
Yapmak istedigimiz caligmanin size bir risk getirmesi beklenmemektedir.

Kan aldirmanin genelde higbir zarar1 olmamasina karsin, kolunuzda nadiren
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ve cok az kanama veya morarmaya yol acabilir. Arastirmanin sonucunda
aranan bilgi elde edildiginde size sonuclar verilecektir.
Bu formu imzalamadan once veya imzaladiktan sonra calisma ile ilginiz

varsa liitfen asagida adi yazili kisilere sorularinizi sorun:

Dr Giilay Ozgon (Amerikan Hastanesi, Klinik Farmakoloji, Tel 212 31120
00/8707)

Prof Dr Aksel Siva (Amerikan Hastanesi Noroloji klinigi, 1.U. Cerrahpasa
T1p Fakiiltesi Noroloji AbD)

Dr Genco Yiicel (Amerikan Hastanesi, Kardiyoloji Klinigi)

Dog¢ Dr Teoman Dal (Amerikan Hastanesi, Baghekimlik)

Bana anlatilanlar1 ve yukarda yazilanlart anladim. Bu formun bir kopyasini
aldim. Calismaya katilmay1 kabul ediyorum.

Katilimc1 ismi ve imzast: Tarih:

Sahit Ismi ve imzasi

Arastirici ismi ve imzasi:
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BILGILENDIRILMIS OLUR FORMU

BNt e , genetik
calismada kullanilmak {izere sahsimdan kan 6rnegi alinmasina kendi rizamla

onay veriyorum.

Genetik calismanin kapsamiyla ilgili olan bilgi formunu okudum ve
arastirmanin temel amacinin kullandigim ilacin bana yaptig: etkileri ile ilgili

bir genin incelemesi oldugunu anladim.

Ad1 Soyadi

Imza Tarih:

Kabul ediyorum.

Tarih. Imza:
Isim soyisim. Tel:
Tanik ismi/ imzasi

Arastirmaci/hekim ismi imzasi:
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Varfarin Farmakogenetigi arastirmasinda hasta bilgi toplama formu

Ad1 Soyadi

Hasta no

Dogum yeri /yih

Boy/kilo

Cinsiyeti

Varfarin kullanma endikasyonu

Es zamanh kullandigi ilaclar

Varolan diger hastaliklar

Varfarin dozu (INR o6lciimii yapildiginda,
haftahk)

INR , Rutin biyokimya (tarihi ile)

Gecirilmis kanama hikayesi

Gecirilmis SVO veya emboli (INR sabit
iken)

Doktor imzasi

Haplotip Sonuclari
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Bolimiinii:e bagli Genetik Anabilim Dalinda gorevli Dolitora Ogr. Dr.GULAY
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