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1. GIRIS

Warfarin onlarca yildir tiim diinyada vendz ve arteriyel tromboembolik
olaylarin proflaksi ve tedavisinde en yaygin kullanilan ilagtir. Dar terapotik
araligina, kullanim1 sirasinda yiiksek oranda kanama komplikasyonlarinin ortaya
¢ikmasina ve doz ayarlamasi kisiden kisiye ¢cok degiskenlik gostermesine ragmen
recete edilme sikligr ozellikle sanayilesmis iilkelerde gittikce artmaktadir. Oral
alim kolaylig1 ve diisiik fiyat bunun nedenidir (1, 2, 3).

Warfarin etkinligini ve gilivenilir doz araligimi elde etmek ve takip
edebilmek amacli INR (international normalized ratio) 6lgiimleri kullanilmaktadir.
INR’nin terapdtik doz araliginin altinda olmasi tromboembolik olaylara, iistiinde
olmast ise kanama komplikasyonlarina yol agmaktadir. Diinya ¢apinda warfarin
ile kronik antikoagiilan tedavi alan hastalarda %7,6-16,5 kanama komplikasyonu
goriilmektedir. Batili iilkelerde ise hastalarda %1,3-2,7 major kanamaya
rastlanmaktadir (1, 2, 3).

Warfarin doz ayarlamasinda yas, kilo, boy, viicut alani, cinsiyet gibi
bilinen faktorlerin etkisinin yani sira sitokrom P450 2C9 (CYP2C9) ve vitamin K
epoksit rediiktaz kompleks subunit 1 (VKORCL1) genetik polimorfizminin etkisi
yapilan bir¢ok ¢alismada gdsterilmistir (2).

Warfarinin  eliminasyonunda  karacigerde  bulunan  mikrozomal
enzimlerden sitokrom P450 2C9 (CYP2C9) gorev almaktadir. CYP2C9,
homozigot normal (CYP2C9*1) disinda saptanan 2 allelik varyanta daha sahiptir:

CYP2C9*2 ve CYP2C9*3. CYP2C9*2’de 144. amino asit olan arjinin yerine



sistein, CYP2C9*3’de ise 359. amino asit olan izolGsin yerine 16sin
bulunmaktadir. Yapilan ¢calismalarda CYP2C9*3 allelik varyantina sahip kisilerde
eliminasyon en yavas ve dolayisiyla warfarin ihtiyaci en azdir. CYP2C9*2 allelik
varyantina sahip kisilerde ise doz ihtiyaci orta derecede azalmistir (2, 3).
Pihtilasma faktorlerinden II, VII, IX, X aktif hale gelebilmek icin post-
translasyonel gama karboksilasyona ihtiya¢ duyarlar. Gama karboksilasyonun
gerceklesebilmesi i¢in de okside K vitamininin, rediikte K vitaminine doniismesi
gerekmektedir. Bu doniisiimii yapan enzim vitamin K epoksit rediiktaz
(VKOR)’dir. Warfarin de antikoagiilan etkisini bu enzimde kompetatif inhibisyon

yaparak gergeklestirir (1, 2, 4, 5) (Sekil 1).

kompetatif inhibisyon

Warfarin I . — vitamin K epoksit rediiktaz (VKOR)

redikte K vitamini =<_———= okside K vitamini

|

post translasyonel

gama karboksilasyon

Faktor 11, VII, IX, X __— aktif Faktér II, VII, IX, X

Sekil 1. Warfarinin VKORCI1 vasitasiyla koagiilasyona etkisi

VKOR, VKORC1 (vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subunit 1) geni
tarafindan kodlanir. VKORC1 geninin -1639. kodonunda meydana gelen yanlis

anlamli (missens) mutasyon sonucu warfarin duyarliligi ve dolayisiyla da doz



gereksinimi degismektedir. Homozigot normal VKORC1 (GG)’ye ek olarak
ortaya ¢ikan polimorfizmler: VKORC1 (GA) ve VKORC1 (AA) dir. Yapilan
calismalarda VKORC1 (AA) polimorfizmine sahip kisilerin; warfarine en duyarh
ve sonug olarak en az doza ihtiya¢ duyan, VKORCI1 (GA)’ya sahip kisilerin de
orta derecede daha az doza ihtiya¢ duyan kisiler oldugu gosterilmistir (1, 2, 4, 5).
Calismamizda, CYP2C9 ve VKORCI1 genetik polimorfizminin Tiirk
toplumundaki pediatrik yas grubunda sikliklarmin saptanmasi, warfarin doz
ayarlamasinda genetik polimorfizmin g6z 6niinde bulundurulmasi ve sonug olarak
da bu kadar sik kullanilan bir ilacin kanama komplikasyonlarinin en diisiik
seviyelere indirilmesi amaglanmaktadir. Klinisyenlere warfarin doz ayarlamasi

konusunda katkida bulunmak hedeflenmektedir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. HEMOSTAZ

Hemostaz vaskiiler hasarin olustugu bolgede koagililasyonun gelisimi ve
hasar alanlar1 ile sinirli kaldigi dinamik bir siirectir. Hemostaz i¢ ige gecen birkag
mekanizma ile saglanir. Bunlar;

1. Trombositler ile gegici trombosit tikact olsumu (primer hemostaz)
2. Koagiilasyon faktorleri ile kalict fibrin tikact olusumu (sekonder
hemostaz)

3. Fibrinolitik mekanizma (tersiyer hemostaz) (6).

Damar hasart ——————> Damar biiziismesi PRIMER

R ("

Trombosit adezyonu ——> Trombosit agregasyonu ——> Trombosit tikaci

Protrombin SEKONDER
Doku tromboplastini —— — HEMOSTAZ
\ 4
Trombin

v

Fibrinojen ————=— Fibrin

Sekil 2. Primer ve sekonder hemostaz



2.1.1. Primer hemostaz

Damar hasar gordiikten 1-2 saniye sonra vazokonstriiksiyon gelisir.
Yavaslayan kan akimi sonucu trombositlerin endotel ile temasi artar ve
hemostatik tikac olusur. Bu asama tige ayrilir;

1. Trombosit adezyonu: Normalde endotelde sentezlenen nitrik oksit

(NO) ve prostoglandin I, trombositlerin endotele yapismasini 6nler. Damar hasar
gordiigiinde dolasimdaki trombositlerin reseptorleri araciligiyla zedelenen
endotele yapismalarina adezyon adi verilir. Damar zedelenmesi sonucu
trombositler, von Willebrand Faktor (vWF) ve buna 6zgii bir reseptdr olan
trombosit glikoprotein (GP) Ib/IX kompleksi ile subendotelyal bolgedeki kollajen
ve fibronektine baglanarak bolgeye yayilirlar (6, 7).

2. Sekresyon: Trombositlerin yiizeyindeki kollajen reseptorleri olan

GP IIb/Illa aktive olur ve bdylece tromboksan A, (TXA;) ve trombosit aktive
edici faktoriin (PAF) salgilanmasi gergeklesir (6, 7).

3. Trombosit _agregasyonu: Trombosit aktivasyonu GP llb/llla

tizerindeki fibrinojen reseptorlerinin ortaya ¢ikmasina neden olur. Fibrinojenler bu
reseptore  baglanarak  trombositlerin  birbirine  yapisarak  agregasyonu
olusturmasina ve bdylece trombosit tikacinin biiylimesine ve saglamlagmasina
neden olurlar. Trombosit tikaci saglam degildir. Sekonder hemostaz ile kalici

fibrin tikac1 olusur (6, 7).



2.1.2. Sekonder hemostaz
Damar zedelenmesi ya da dolasimda bulunan 6zel aktivatorlerin etkisi ile
protrombin aktivatérii olusur. Protrombinin trombine g¢evrilmesine neden olur.
Protrombin aktivatorii ti¢ yolla olusur;
1. Damar duvart zedelenmesi sonucu doku tromboplastini salinmasiyla
baslayan ‘ekstrensek yol’
2. Kanin kollajenle temasi sonucu baglayan ‘intrensek yol’

3. Faktor X’un (F X) katkis1 ile protrombinden trombinin gelistigi ‘ortak

yol’ (6)

2.1.2.1. Ekstrensek yol

Zedelenen dokudan doku tromboplastini (Faktor III) agiga cikar. Doku
tromboplastini endotel hiicreleri, subendotelyal doku ve monositler tarafindan
sentezlenir, timor nekrozis faktor alfa (TNF a), interlokin 6 (IL-6) gibi sitokinler
tarafindan regiile edilir. Bu kompleks fosfolipidler ve glikoprotein igerir. Doku
glikoprotein kompleksine faktor VII (F VII)’nin baglanmasi sonucu aktive faktor VII
(F VIIa) olusur. ikisi birlikte faktér IX (F IX)’u aktive ederken bir yandan da doku
fosfolipidleri aracihigiyla aktive faktor X (F Xa) olusumunu saglar. F Xa, doku
tromboplastini fosfolipidleri, kalsiyum ve faktér V (F V) ile protrombin aktivatoriinii

olusturur. Bu olay sonucunda protrombin trombine doniistir (6, 7) (Sekil 3).

2.1.2.2. intrensek yol
Kanin kollajenle temast sonucu faktér XII (F XII), aktive faktor XII (F

XllIa)’ye doniisiir. F XIla, enzimatik etkiyle faktor XI (F XI)’i aktive faktor XI (F



Xla)’e cevirir. Bu reaksiyon icin yiiksek molekiiler agirlikli kininojene ihtiyag
vardir. Prekallikrein de reaksiyonu hizlandirici rol oynar. F Xla, faktor IX’u
aktive ederek aktive faktor IX (F IXa)’u olusturur. F IXa kalsiyum, faktér VIII ve
trombosit fosfolipidleriyle birlikte faktor X u aktive eder. Aktive faktor X (F Xa)
faktor V (F V) ve trombosit fosfolipidi ile birleserek protrombin aktivatori

kompleksi olusumunu saglar (6, 7) (Sekil 3).

2.1.2.3. Ortak yol

Her iki yol sonucunda olusan protrombin aktivatoriiniin etkisiyle
protrombin trombine doniisiir. Trombin fibrinojen {izerine etki ederek fibrin
monomerlerinin olusumunu saglar. Fibrin monomeri polimerize olarak fibrin
polimerini olusturur. Piht1 fibrin iplik ag1 ve aralara tutunmus kan hiicreleri,

plazma ve trombositlerden olusur (6, 7) (Sekil 3).

Kollajen Doku Faktorii (TF)

|
Kallikrein s Prekallikrein

XI| s Xlla

|

X| =—b Xla o
Caz+

|X e [Xa 1 Vlla V||

Fosfolipid .
Villa S . ‘ _—

II (Protrombin) === 3 (Trombin)

Xllla e X |||

el Gapraz Bagh L
Fibrin Fibrin < Fibrinojen
(polimer) (monomer)

Sekil 3. Pihtilagsma kaskadi (8)



Trombin hem trombotik hem de antitrombotik etki gosterir. Trombotik
etkisi sonucunda intrensek ve ekstrensek yollarin aktivasyonu ile fibrinojenden
fibrin olusumunda rol alir. Trombosit agregasyonu, F V, F VIII ve F XIII’lin
aktivasyonuna katkida bulunur. Antikoagiilan olarak da antikoagiilan ajanlar
protein C ve S’i aktive eder. Protein C ve S ise F V ve F VIII’i aktive ederek

trombin yapimini sinirlandirir (6).

2.1.3. Tersiyer hemostaz (Fibrinolitik sistem)

Fibrinolitik sistem pihtinin daha fazla biiylimesini sinirlandirip, erimesini
saglar. Pihtilasma kaskadinin aktivasyonuyla birlikte endotelden doku
plazminojen aktivatérii (tPA) salinir. Urokinaz, F XII, kallikrein de tPA gibi
plazminojeni aktive eder. Aktive olan plazminojen plazmine doniisiir. Plazmin

fibrini pargalar ve piht1 erir. Buna fibrinolizis adi verilir (6, 7).

2.1.4. Antikoagiilan mekanizma

Kanin pihtilagsmas1  koagiilasyonu hizlandiran prokoagiilanlar ile
koagiilasyonu inhibe eden antikoagiilanlar arasindaki dengeye baglidir. Primer
hemostaz asamasinda trombositlerin etkisini inhibe eden en Onemli faktorler
bradikinin ve endotel hiicreleri tarafindan salinan prostasiklin ve nitrik oksittir.
Trombosit fonksiyonlarint inhibe eden ilaglar aspirin ve GP IIb/Illa
antagonistleridir (6).

Sekonder hemostazda en 6nemli antikoagiilan antitrombin III (AT III)’diir.

Faktor I, IX, X, XI ve XII gibi birgok aktive koagiilan proteinleri inaktive eder.



AT II’in trombine baglanmasini heparin arttirir. Doku faktér yolu inhibitorii
doku faktoér yolunu inhibe edip, aktive faktor X ve VII’nin islevini sinirlandirir.
Trombin kendi kendisinin antagonistidir. Endotel hiicresindeki trombomodiiline
baglanarak antikoagiilan ajanlar olan protein C ve S’i aktive eder. Protein C
karacigerde sentezlenir ve F V ve F VIII'1 inhibe eder. Protein S ise protein C’nin

etkisini arttirir (6).

2.1.5. Pihtilasma testleri

Kanama zamani: Trombosit fonksiyonlarini ve damar duvariyla olan

etkilesimlerini degerlendirir. Normal degeri 4-8 dakikadir.

Trombosit fonksiyon analizi: Yirtilma, kollajen baglanmasi, vVWF aracilt

adezyon ve trombosit fonksiyon bozukluklarini1 degerlendirmek amaciyla kullanilir.

Trombosit sayisi: Cocuklarda en yaygin edinsel kanama diyatezi

trombositopenidir. Genellikle trombosit sayis1 50 000/mm®iin altina diismedigi
stirece ciddi bir kanama problemi gozlenmez. Trombositoz ise genellikle reaktiftir.

Aktive edilmis parsiyel tromboplastin zamani (aPTT): Pihtilasmanin F

XII seviyesinden itibaren pihti noktasina gelmesini Olger. Normal araligi yasa
gore ve bir laboratuvardan digerine degiskenlik gostermektedir. Bir yasindan
sonra normal aralig1 ortalama 26- 36 sn’dir.

Protrombin zamam (PT): Pihtilagmanin F VII seviyesinden itibaren

ekstrensek yolunu oOlger. Normal araligt 10-13 sn‘dir. Protrombin zamani,

internatinal normalised ratio (INR) ile standardize edilmistir.



Trombin zamani: Pihtilasma kaskadinda fibrinojenin fibrine doniistiigi

en son basamagi Olger. Normal araligi laboratuvardan laboratuvara degismekle

beraber ortalama 11-15 sn’dir (9).

2.2. PEDIATRIK HASTALARDA ANTITROMBOTIK TEDAVi

Arterlerin ve venlerin ¢eperinde ve iginden kan dolasan yapay yiizeylerde
trombiis (damar i¢i piht1) olusmasini ve gelismesini engelleyen, olusmus pihtiyi
eriten ilaglara antitrombotik ilaclar denilir (10).

Antitrombotik tedavi ii¢ gruba ayrilmaktadir.

- Antikoagiilan tedavi

- Antitrombositik tedavi

- Trombolitik tedavi

Yetigkinlerdeki antitrombotik ila¢ kullanimi ile pediatrik yas grubundaki
antitrombotik ila¢ kullanimi arasinda 6nemli degiskenler vardir.

1. Pediatrik yas grubundaki tromboemboli nedenleri ile yetiskinlerdeki

tromboemboli nedenleri birbirinden farklidir.

2. Hemostatik sistem dinamik, degisen bir sistem oldugundan ¢ocuklarda

terapotik ajanlara karsi cevap da zaman i¢inde degigsmektedir.

3. Antitrombotik ilaglarin dagilim, baglanma ve eliminasyonu yasa bagh

olarak degisir.

4. Yasa bagl olarak hastanin ek hastaliklar1 ve aldigi diger tedaviler
degismektedir.

5. Pediatrik yas grubunda tani icin yapilan girisimlerde genel anestezi
ihtiyact  bulunmaktadir ve bu da tamyr koymakta zorluk

olusturmaktadir.
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6. Pediatrik hastalarda vaskiiler girisim eriskinlere oranla daha zordur.

7. Antitrombotik ilaglarda pediatrik hastalara spesifik formiiller
bulunmamaktadir (6zellikle K vitamini antagonistleri ve diisiik

molekiiler agirlikli heparin).

8. Diyetteki farkliliklar, oral antikoagiilan alimin1 zorlastirmaktadir.
Ozellikle anne siitii ve hazir mamalarda farkli K vitamini diizeyleri

bulunmaktadir.

9. Pediatrik yas grubunda ¢ogunlukla tedavi aile tarafindan
uygulandigindan ailenin biling diizeyi de direk olarak tedaviyi

etkilemektedir (11).

2.2.1. Antikoagiilan ilaclar

Antikoagiilan faktor etkinligini arttirarak, pihtilagsma faktorlerinin
etkinligini ya da sentezini bozarak pihtilasmay:1 inhibe eden ve boylece kanin
koagiilasyon yetenegini azaltan ilaglardir (10). Ozellikle vendz trombiislerde
etkilidirler. Antikoagiilan ilaclar ikiye ayrilirlar:

1. Heparin ve diisiik molekiiler agirlikli heparin

2. Oral antikoagiilanlar

2.2.1.1. Heparin ve diisiik molekiiler agirhikl heparin

2.2.1.1.1. Heparin

Anfraksiyone heparin, diger adiyla standart heparin, pediatrik yas
grubunda sik kullanilan bir antikoagiilan ajandir (12).

Heparin molekiiliiniin antikoagiilan etkisi i¢in bir plazma faktorii olan
antitrombine (AT) gereksinim duyulur. Heparindeki pentasakkarit zinciri yoluyla

molekiil AT ile baglanir. Antitrombin yoluyla faktér Xa’ y1 inaktive eder. Diger
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bir mekanizma olan heparin kofaktor II araciligiyla trombini inaktive eder.
Heparin AT araciligi ile etki yaptigindan bir indirekt trombin inhibitorii olarak
kabul edilmektedir. Heparin-AT kompleksi trombin yaninda, FXla, FXa ve
FIXa’y1 da inhibe etmektedir (13, 14).

Yenidoganlarda plazma AT konsantrasyonlari fizyolojik olarak diisiiktiir.
Ancak li¢ aylikken eriskin diizeye ulasir (15).

Heparin tedavisinin izlenmesi baslica aPTT (aktive parsiyel tromboplastin
zamani), daha yiiksek dozlar gerektiginde protamin siilfat titrasyon testi ya da
anti-faktor Xa testi ile yapilir. Vendz tromboemboli (VTE) olgularinda kritik
tedavi edici heparin diizeyi aPTT ile 6l¢iildiigiinde ilk 24 saat i¢inde hastanin
kontrol degerinin ya da normal aPTT’ nin iist degerinin 1,5 katina ulasmalidir. Bu
degerdeki antikoagiilan yanit protamin siilfat titrasyon testi ile 0,2-0,4 U/ml’ye,
anti-faktér Xa diizeyi ile 0,35-0,7 U/ml’ye karsilik gelir (16). Venoz
tromboembolizm olgularinda ilk 24 saat i¢inde tedavi eden diizeye ulasilamamasi
tekrarlayan tromboemboli riskini arttirmaktadir (13, 14). Pediatrik hastalarda,
ozellikle yenidoganlarda, ilk bakilan aPTT diizeyleri eriskinlere oranla daha
yiiksektir (17).

Pediatrik hastalarda heparin doz ayarlamasi kilo baz alinarak hazirlanmis
bir normogram ile yapilir (17). Hastalarin %90’inda 75-100 U/kg bolus doz ile
baslangi¢ sonucu terapétik aPTT diizeylerine ulasilir. Idame heparin dozu ise yas
bagimlidir. iki aydan kiigiik hastalarda ortalama 28 U/kg/saat, bir yasindan biiyiik
cocuklarda ise ortalama 20 U/kg/saat, biiylikk ¢ocuklarda yetiskinlere benzer
sekilde 18 U/kg/saat idame heparin dozlaridir (18).

Heparin tedavisinin komplikasyonlarindan en sik goriilenler; kanama,

osteoporoz ve trombositopenidir (11). Derin ven trombozu (DVT) ve pulmoner
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emboli (PE) nedeniyle heparin tedavisi almakta olan g¢ocuklarda kanama
komplikasyonu %]1,5 oraninda goriilmektedir (19).

Heparin tedavisine baglh olusan kanama komplikasyonlarinin tedavisinde
intra vendz (IV) protamin siilfat verilmektedir. Heparin aktivitesini hizlica
notralize eder. Protamin siilfat, 10 mg/ml konsantrasyonunda 5 mg/dk hizin

gecmeyecek sekilde verilmelidir (11).

2.2.1.1.2. Diisiik molekiiler agirhikh heparin

Diisiik molekiiler agirlikli heparin (DMAH), pediatrik hastalarda venoz
tromboemboli (VTE) primer proflaksisi ve tedavisinde tercih edilen bir ajandir.

Diger antikoagiilanlara gore avantajlar;; minimal laboratuvar izlemine
ithtiya¢ duyulmasi, diyet ve alinan diger ilaclardan etkilenmemesi, osteoporoz ya da
trombositopeni yan etkisinin heparine oranla ¢ok daha az goriilmesi, daha uzun yari
Omiirlii olmasi, derialtina glinde bir ya da iki kez uygulama kolayligi, tedavinin
ayaktan uygulanabilmesi, cogu olguda hospitalizasyonu gereksiz kildigindan pahali
olmalarina karsin maliyet agisindan daha etkin olmasidir (19, 20, 21).

Anfraksiyone heparin gibi faktor Xa’ y1 inaktive eder. Plazma proteinlerine
daha az baglandig1 icin, daha diisiik dozda daha belirgin etki gosterir.
DMAH’lerin diisiik dozda subkutan biyoyararlanimi %100 olup plazma
proteinlerine daha az baglandig1 i¢in anfraksiyone heparin ile karsilastirildiginda
uygulanan doza gore yanit iliskisi daha belirgindir (13, 14). Eliminasyon yar1 6mrii
subkutan uygulama sonrasi 3-6 saattir, dozdan bagimsizdir. DMAH’ler proflaksi
amactyla sabit dozda, tedavi amaciyla ise viicut agirhigina goére uygulanir.

Laboratuvar izlemi genellikle gerekli degildir. Ancak izlem amacryla anti-faktor Xa
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testi uygulanabilir. Uygulama sonrasi anti-faktor Xa aktivitesi ortalama 4 saatte pik
yapar ve bu izlem yapilacagi zaman 6nerilen donemdir (13, 14).

Reviparin, enoxaparin, dalteparin, tinzaparin farkli DMAH’lerdir.
Hepsinin tedavi ve proflaksi dozlari birbirinden farkli olmakla birlikte yas
grubuna ve kiloya gore ayarlanir (11).

Diistik molekiiler agirlikli heparinin en sik komplikasyonu kanamadir.
Kanama i¢in protamin siilfat tedavisi kullanilir. Osteoporoz ve trombositopeni

komplikasyonuna ait herhangi bir veri bulunmamaktadir (11).

2.2.1.2. Oral antikoagiilanlar

Oral antikoagiilanlar, antikoagiilan etkilerini plazma K vitamini bagiml
faktor diizeylerini (faktor 11, VII, IX, X) azaltarak gosterdiklerinden dolayi, K
vitamini antagonistleri olarak da adlandirilirlar.

Kimyasal yapilarina gore iki alt gruba ayrilirlar:

- Kumarin tiirevleri; warfarin, dikumarol, asenokumarol, fenprokuman

- Indandion tiirevleri; fenindion, difenindion (22).

2.2.1.2.1. Kumarinler

Kumarinler oral antikoagiilanlarin en sik kullanilanlar1 olmakla beraber
warfarin biitlin diinyada en yaygin kullanilan K vitamini antagonistidir. Oral
antikoagiilan kullanimi iizerine yapilan ¢alismalarin ¢ogu warfarin {izerinedir (23,
24) Asenokumarolun Fransa, Italya, Hollanda ve Ispanya gibi bazi Avrupa ve
Gliney Amerika tilkelerinde kullanimi yayginlagsmistir (23, 25) Fenprokumon,

0zellikle Almanya’da tercih edilen bir oral antikoagiilandir (26).
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Asenokumarol kisa omiirli (yar1 6mrii: 8 saat), fenprokumon uzun émiirlii
(yar1 omrii: 140 saat) bir oral antikoagulandir. Warfarinin yar1 6mrii ise ikisinin
ortasinda, 36 saattir. Bu ilaclarin farmakokinetik ve farmakodinamik 6zellikleri
birbirinden farklidir (23).

Oral antikoagiilanlarin etki mekanizmasi K vitamini metabolizmasiyla
ilgilidir. Warfarin, karacigerde K vitaminine bagimli koagiilasyon faktorlerinin
(faktor 11, VII, IX, X) ve protein C (PC) ile protein S (PS)’deki ¢esitli glutamat
rezidiilerinin gama-karboksilasyonunu bloke eder (27). Pihtilasma faktorlerinden
II, VII, IX, X un aktiflesebilmesi i¢in posttranslasyonel gama- karboksilasyona
ihtiyag duyulur. Posttranslasyonel gama-karboksilasyonun gergeklesmesinde
hayati oneme sahip kofaktér K vitamininin diisiik formu olan K vitamini 2-3
epoksittir (vitamin KH2). Karboksilasyon, K vitamini bagimli proteinlerin
fosfolipit ylizeylere tutunmasim1 saglar ve bdylece kanin pihtilagmasi
hizlandirilmis olur. Warfarin, K vitamininin diisiik (rediikte) formunun olusumunu
K vitamini epoksit rediikktaz enzimini kompetatif inhibisyonla engelleyerek
durdurur. Bu sayede K vitamini bagimli pihtilasma faktorlerinin  gama-
karboksilasyonunu kisitlar (28) (Sekil 4). Vitamin K epoksit rediiktaz enzimi,
VKORC1 (vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subunit 1) geni tarafindan
kodlanir. Bu gendeki mutasyonlara bagl olarak warfarin rezistansi gelisir ve sonug
olarak daha az dozlarda daha fazla etki ve daha yiiksek INR elde edilir (23, 24).

Protein C, pihtilasma sisteminin 6nemli bir dogal inhibitériidiir. Pthtilagsma
onleyici etkisini Protein S ile birlikte faktor Xa ve faktor VIIIa’y1 inaktive ederek
gosterir. Protein S karaciger ve endotelde yapilir, PC’nin faktér 10°u inaktive
etmesini potansiyalize eder. Bu faktorler ve proteinler glutamik asit rezidilerinin

karboksilasyonu olmadan biyolojik olarak inaktiftir (8, 28).
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Sekil 4. Vitamin K epoksit dongiisii (24)

Warfarin
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Hipofonksiyonel Aktive
Faktor Il, VII, 1X, X Faktor 11, VII, IX, X
ProteinC, S, Z ProteinC, S, Z

Sekil 5. Warfarin etki mekanizmasi (29)

2.2.1.2.1.1. Warfarin

Warfarin, ilk olarak 1948 yilinda Wisconsin’de Karl Links tarafindan
kesfedilmistir. Bir tiir zehir olarak kullanilan dikumarol yapisindaki rodentisiti

gelistirmek i¢in yapilan caligmalar sirasinda tatli yoncadan bulunmustur. Bu
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maddenin patent hakki Dr. Links tarafindan Wisconsin Alumni Research
Foundation’dan alinmis ve warfarin ismi de buradan tiiretilmistir (30, 31).
Klinikte 19501 yillarda kullanilmaya baslanmistir (30). Warfarin, tiim diinyada
en sik kullanilan oral antikoagtilandir (32).

Kristalize yani piyasada kullanilan warfarinin kimyasal olarak acilimi 3-
(o- asetonilbenzil)- 4- hidroksikumarindir. Ampirik formiilii ise C19H15Na0O4

seklindedir. Sodyum warfarinin kimyasal yapis1 Sekil 6’da gosterilmektedir (33).

O 40

r 4

ONa CH,COCH3

Sekil 6. Warfarin sodyumun kimyasal yapis1 (33)

Warfarin molekiil olarak -R- ve -S- enantiyomerlerinin rasemik bir
karisimidir. Bu sayede daha potent bir antikoagiilan aktiviteye sahiptir. S- izomeri
R- izomerine gore 3-5 kat daha fazla aktiftir (34). Terapotik araligi ¢ok dardir.
Ozellikle tedavi baslangicinda, dogru olmayan dozlar kanama veya tromboemboli
riski tasimaktadir (35). Oral olarak alinan warfarinin neredeyse tamamina yakini,
olduk¢a hizli bir sekilde absorbe edilir. Pik plazma konsantrasyonuna
yetiskinlerde 90 dakikada ulasir. Yar1 dmrii ise 36-42 saattir. Etkisini 2 ila 5 giin
icinde gosterir. Doz ayarlamasi International Normalized Ratio (INR) kullanilarak
yapilir. Doz gereksinimi genetik disinda cevresel faktorlere de bagli olarak

kisiden kisiye degiskenlik gosterir (23).
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Warfarinin oral alimindan sonra tamami emilir ve %99’u plazmada
albumine ve alfa-1 asit glikoproteine baglanir. Albumine bagli olmayan serbest
warfarin karaciger tarafindan alinir ve sitokrom P450 (CYP) enzim sistemi ile
metabolize olur (36, 37). -S- enantiyomeri metabolizmasinin %80-85’inden
sitokrom P 450 2C9 (CYP2C9) sorumludur (38). -S- warfarin CYP2C9 tarafindan
7- hidroksi warfarine donistiiriiliip safraya atilirken, -R- sitokrom P 450 warfarin
1A1 (CYP1AL1), sitokrom P 450 1A2 (CYP1A2), sitokrom 2C19 (CYP2C19) ve
sitokrom P 450 3A4 (CYP3A4) ile metabolize edilerek inaktif alkole
dondstiirtiliip idrarla atilir (36, 37, 39).

Sitokrom P 450 2C9 (CYP2C9), oksidatif metabolizma ile warfarini
inaktive eden ana karaciger enzimidir. Onuncu kromozom iizerinde yer alan bir
gen tarafindan kodlanir. Homozigot normali ve bunun disinda iki allelik varyanti
daha mevcuttur. Homozigot normal (Arg 144/ lle 359), CYP2C9*1 olarak
adlandirilir. Diger haplotipler ise; CYP2C9*1°deki 144. amino asit olan arjinin
yerine sistein gelmesiyle olusan CYP2C9*2 ve CYP2C9*1°deki 359. amino asit
olan izolosin yerine 16sin gelmesiyle olusan CYP2C9*3°diir. CYP2C9*2
enzimatik aktiviteyi %30 oraninda azaltirken (40), CYP2C9*3 %80 azaltir (41) ve
sonu¢ olarak warfarinin klirensi yavaslayarak, antikoagiilan etkisi artar ve

alinmas1 gereken giinliik doz miktar1 azalir (42).

2.2.1.2.1.2. Asenokumarol
Yar1 0mrii 8 saat olan asenokumaroliin metabolitleri antikoagiilan etkiyi
gosterir. Iki rasemik enantiyomeri olan -R- ve -S- karisimindan olusur. -S-

asenokumaroliin hizli metabolize olmasi1 nedeniyle terapotik etki hemen hemen
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tamamen -R- asenokumarole bagli olarak ortaya ¢ikar. -S- asenokumarol sitokrom
P 450 2C9 tarafindan metabolize edilirken, -R- asenokumarol CYP2C9,
CYP2C19 ve CYPIA2 tarafindan metabolize edilir. CYP2C9 enzim
aktivitesindeki azalma -S- asenokumarolii etkilerken, -R- asenokumarolii diger

sitokromlar nedeniyle az etkiler. Boylelikle ilag etkinligi fazla etkilenmez (23).

2.2.1.2.1.3. Fenprokumon
Iki rasemik enantiyomerin karisimini iceren yaygin preparatlari vardir. -S-
enantiyomeri, -R-‘a gore daha potent bir antikoagiilandir. Warfarinden daha uzun

yarilanma Omriine sahiptir. Ortalama 157 saattir (43).

2.2.1.2.2. Warfarin tedavisinde doz ayarlama

Hemostatik sistem siirekli hareket halinde olup, degisen bir sistemdir.
Pihtilagmaya katkida bulunan bir ¢ok protein ge¢ ergenlife kadar erigskin
diizeylerine ulasamaz. Ergenlige kadar K vitamini bagimli pihtilagsma
proteinlerinin ortalama diizeyleri eriskinlerden %20 civarinda daha diisiiktiir (44).

Tedavide doz ayarlamak zordur ciinkii warfarinin terapdtik doz araligi
dardir. Aym1 zamanda uygun doz kisiden kisiye ¢ok degismektedir. Yapilan ¢ok
sayida arastirmaya gore warfarin dozunu etkileyen faktorler oldukca ¢esitlidir.
Bunlar; yas, cinsiyet, diyet, hastanin aldig1 diger ilaglar, boy, kilo ve genetik
faktorlerdir. Doz ayarlamasinda INR kullanilmaktadir. Hastanin yas1 herseyden
bagimsiz olarak tedaviden biitiin beklentilerimizi etkiler. Bir yasindan kiigiik

hastalar daha fazla warfarin dozlarina, ihtiya¢ duyarlar. Bu yas grubunda doz
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ayarlayabilmek i¢in daha sik INR takibine ihtiya¢ duyulurken, hedeflenen INR
degerleri daha diistiktiir (24, 36).

Cocuklarda oral antikoagiilan kullanim endikasyonlar1 son derece fazladir.
Kalp kapak replasmani sonras1 émiir boyu kullanim endikasyonu vardir ve istenen
INR dozu 2,5-3,5°dir. Yine tekrarlayan tromboz ataklari olan ¢ocuklarda 6miir boyu
kullanim gerekirken, istenen INR 2,5-3,5’dur. Risk faktorleri olmayan ilk tromboz
ataginda ve pulmoner embolide 6 ay kullanim endikeyken, istenen INR 2-3’diir.
Risk faktorleri olan ilk tromboz ataginda ise, baslangictaki 3 ay boyunca INR 2,3-3
arasinda tutulmaya caligilirken, risk faktorleri ortadan kalkana kadar tedaviye
devam edilir ve o donemde de INR 1,4-1,8 arasinda tutulmaya caligilir (23, 43).

Pediatrik hastalarda INR’yi 2-3 arasinda tutabilmek i¢in Michelson ve
arkadaglar1 tarafindan tekrar gozden gecirilmis bir oral antikoagiilan tedavi
protokolii bulunmaktadir (11, 19) (Tablo 1).

Tablo 1. Pediatrik hastalarda oral antikoagiilan tedavi protokolii (19)

Siire INR Doz ayarlamasi

I) Birinci giin 1,0-1,3 0,2 mg/kg
1,1-13 Ayni doza devam
1,4-1,9 Dozu %50 azalt
2,0-3,0 Dozu %50 azalt

Il) 2-4. giinler
3,1-35 Dozu %75 azalt
>3,5 INR <3,5 olana kadar ilag verme, sonra idame protokoliine gore
doz ayarla

1,1-1,4 Dozu %20 arttir

1,5-1,9 Dozu %10 arttir
IIT) idame 2,0-3,0 Ayni doza devam

3,1-35 Dozu %10 azalt

>3,5 INR <3,5 olana kadar ilag verme, sonra son dozun %80’ini ver
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Warfarin tedavisi sirasinda terap6tik dozu ayarlama ve takip agisindan doz
antikoagiilan seviyelerini degerlendirmek i¢in protrombin zamam (PT) ve INR
degerleri kullanilmaktadir (45). Protrombin Zamami (PT), pihtilasmanin
ekstrensek ve ortak yolunu degerlendirmede kullanilir. Test sitrat plazmaya
kalsiyum ve tromboplastinin eklenmesi ile gergeklestirilir (28). Ekstrensek yoldan
fibrin pihtis1 olusana kadar gegen siire olgiiliir.

INR ise, PT’nin standardize edilmis metodudur (46). Diinya Saglik Orgiitii
(WHO)’niin 1983 yilinda sundugu raporda INR’yi, PT nin standardize edilmis
sekli olarak bildirmistir (45).

INR degeri formiilasyonu;

INR: (Hastanin PT degeri / Kontrol PT degeri) ' (45).

"International Sensitivity Index" (Uluslararasi duyarlilik indeksi / ISI)
tromboplastinlerin duyarhiligin1 dlgmek igin saptanan birimdir. Insan beyin
tromboplastinleri degeri 1 olarak belirlenmistir (45). Tromboplastinin IST degerine
gore INR degeri degisiklik gosterebilir. Ne kadar diisiikse pihtilagsma faktorlerine
duyarliligi o kadar yiiksektir (47).

Tedavi baglangicinda INR degerine istenilen diizeye gelene kadar sik

araliklarla bakilmalidir. Uzun siire sabit olsa bile aylik kontroller yapilmalidir (22).

2.2.1.2.3. Cocuklarda warfarin tedavi endikasyonlar1
2.2.1.2.3.1.Venoz tromboembolizm (VTE)
Cocuklarda derin ven trombozunun ve pulmoner embolinin sonuglari tam

olarak bilinmemektedir. Kanada’da yapilan bir ¢alismada cocuklarda VTE’ye
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bagli 6lim oran1 %2,2, tekrarlayan tromboz riski %7, post-trombotik sendrom
%12.,4 olarak saptanmistir (44). Arjantin’de yapilan bir ¢alismada ise 6liim orant
%1,5, tekrarlayan tromboz %4, post-trombotik sendrom %18 olarak saptanmustir.
Tedavide Oncelikle unfraksiyone heparin veya diisiik molekiiler agirlikli heparin

5-10 giin verildikten sonra oral antikoagiilanlara (genellikle warfarin) gegcilir.

Istenen INR dozu 2-3diir (48, 49).

2.2.1.2.3.2. Mekanik prostatik kalp kapag
Mekanik prostatik kalp kapak replasmani sonrasi antitrombotik tedavi
verilmezse, tromboemboli riski %5°den fazladir. Warfarin tedavisinde; hedef INR

dozu 2,5-3,5 olmalidir (23).

2.2.1.2.3.3. Fontan Operasyonu
Yapilan bir ¢ok retrospektif c¢alisma sonucu, Fontan operasyonu
sonrasinda tromboemboli insidansinin %3-%20 arasinda arttig1 goterilmistir. Bu

yiizden proflaktik oral antikoagiilan tedavi verilmelidir (23, 50).

2.2.1.2.3.4. Endovaskiiler stentler

Endovaskiiler stentlerin aort koarktasyonu, konjenital kalp hastaliklar1 ve
postoperatif damar stenozlarinda kullanimi giin gectikge artmaktadir. Oral
antikoagiilanlarin stent tikanmasia engel olacagma dair kanitlanmig bir ¢aligma
olmamasina ragmen, 4 mm ve daha dar capl stenti olan, vena cava superior ya da

pulmoner vende stenti olanlar uzun donem oral antikoagiilan tedavi almaktadir (23).
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2.2.1.2.3.5. Santral venoz kateter

Santral venoz kateterden uzun siireli total parenteral nutrisyon (TPN) alacak
8 cocukta yapilan tek bir ¢aligma disinda bu konuyla ilgili simdiye kadar yapilmis
baska calisma bulunmamaktadir. Bu c¢alismada biitiin hastalar kateter iliskili
tromboz proflaksisi veya tedavisi amaciyla warfarin tedavisi almis. Sonug olarak

santral venoz kateterin kullanilabilme siiresini uzattigi saptanmistir (23, 51).

2.2.1.2.3.6. Serebral tromboemboli

Simdiye kadar yapilmis randomize c¢alisma bulunmamaktadir. Oral
antikoagiilanlarin  kardiyoembolik inme, arteriyal disseksiyon, persistan
hiperkoagiilabilite durumlarinda (lupus antikoagiilan1 ve/veya antifosfolipid
antikorlari) ¢ocuk hastalarda kullanimi Onerilmektedir. Sinovendz trombozlu
cocuklarda tedaviye diisiik molekiiler agirlikli heparin ile baslayip warfarin ile 3

ay devam edilmesi sonucu hastalarda kanama komplikasyonu goriilmemistir (52,

53, 54, 55).

2.2.1.2.3.7. Dilate Kardiyomiyopati (DKMP)
Dilate  kardiyomiyopati (DKMP)’li  ¢ocuk hastalarda  kardiyak
transplantasyon listesindeyken warfarin tedavisi verilmektedir. INR degerinin 2-3

arasinda (ortalama 2,5) tutulmasi hedeflenmektedir (11).
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2.2.1.2.3.8. Koroner anevrizmanin eslik ettigi Kawasaki Hastahgi

Cocuklarda dev koroner arter anevrizmasmin eslik ettigi Kawasaki
hastaliginda oral antikoagiilan kullanilabilmektedir. Tedavi uzun siireli ve INR 2-
3 arasinda tutulacak sekilde verilir. Fakat etkinlik ve giivenilirligi tam olarak

bilinmemektedir (11).

2.2.1.2.3.9. Purpura Fulminans
Pediatrik hastalarda purpura fulminansin uzun dénem tedavisinde oral

antikoagiilanlar onerilmektedir (11).

2.2.1.2.4. Warfarin tedavisi komplikasyonlar:

Oral antikoagiilanlarin 6nemli yan etkileri kanamadir. Cocuklarda major
kanama riski bir hasta icin yilda 0-%0,5, mindr kanama riski bir hasta i¢in yilda
%1,3-2,3 arasinda degismektedir (36).

Pediatrik hastalarda warfarin kullantminin uzun donem
komplikasyonlarindan biri de; osteoporoz olarak saptanmistir (37). Trakeal
kalsifikasyon ve sa¢ dokiilmesi de ¢ocuklarda bildirilmistir (56). Nadir goriilen bir
komplikasyonu da deri nekrozudur. Tedavi baslangicindan sonra 2-5 giin iginde
ortaya cikar. Keskin sinirli, eritematdz lezyonlar en ¢ok uyluk, gluteal bolge,
meme ve ayak parmaklarinda goriiliir. Tipik olarak lezyon merkezinde yavas
yavag nekrotik bir hal almaya baglar. Agir protein C veya protein S eksikligi olan

cocuklarda bildirilmistir (57).
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Gebelikte kullanilan warfarin, plasentadan gegerek teratojen etki gosterir.
Bebekte nazal hipoplazi, epifiz patolojileri, frontal bossing ve korligiin eslik ettigi
sendromik durum ortaya ¢ikar (58). Warfarin emziren annelerde siite gecer fakat

oran Onemsiz diizeydedir ve laktasyonda kullanilabilir (59).

2.2.1.2.5. Warfarin komplikasyonlarinda yaklasim

En 6nemli komplikasyonu kanamadir ve hastanin klinigi yaklasimda bize
yol gosterir. Ciddi kanamalar acil tedavi gerektirir (60). Kanama
komplikasyonlari fatal, major ve minor olarak ayrilir (61) (Tablo 2).

Tablo 2. Warfarin iligkili kanama siniflandirmas1 (Makris ve Watson) (61)

Kanama karakteristigi Tam
Oliimciil (fatal) Kanamanin neden oldugu 6liim BT veya MRG
Intrakranial,

Retroperitoneal,
Intraokiiler,

Kas i¢i kanama + kompartman sendromu,
Major BT veya MRG
Kanamay1 durdurmak i¢in invaziv yontemlere ihtiyag

duyulan kanamalar,

Herhangi bir yerden aktif kanama + sistolik kan
basincinin < 90 mm Hg olmasi veya oligiiri veya
hemoglobin diizeyinde > 2 g diisme

Minoér Diger kanamalar

Eger warfarin tedavisine bagli kanama komplikasyonu ortaya c¢iktiysa,
hastanin klinigine gore, tedavi belirlenir. Ingiltere ve Amerika Birlesik

Devletleri’nde kullanilan yaklasimlar tablo 3 ve 4’de verilmistir (62, 63).
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Tablo 3. Ingiltere’deki warfarine bagl kanamada tedavi yaklasimi (62)

Klinik durum Tedavi
Warfarin vermeyi kes
i e K vitamini (5 mg IV/oral)

Major olmayan kanama
¢ INR <6,0
¢ INR >6,0 - <8,0

Kanama yok / min6r kanama

¢ INR>8,0

e INR >8,0 + kanama i¢in diger risk faktorleri

Protrombin kompleks konsantresi (50 U/kg) veya TDP
(15 ml/kg)

Warfarini kes

Warfarini kes

Warfarini kes
Warfarini kes + 0,5-2,5 mg K

vitamini (IV veya oral)

Tablo 4.Amerika Birlesik Devletleri’'ndeki warfarine bagli kanamada tedavi

yaklagimi (63)
INR Klinik Tedavi
<5 Kanama yok Warfarini kes veya dozunu azalt
Warfarini kes, sik INR takibi
- Kanama yok
Kanama riski yiiksek K _Vlta"mlnl (1-2,5 mg oral, 2-4 mg oral eger
acil diisme isteniyorsa)
Warfarini kes,
>9 Kanama yok o
K vitamini (3-5 mg oral)
o K vitamini (10 mg 1V)
>20 Ciddi kanama ] )
TDP veya protrombin kompleks konsantresi
K vitamini (10 mg V)
Herhangi bir deger  Hayati tehdit eden kanama

Protrombin kompleks konsantresi

2.2.1.2.6. Warfarin biyoyararlamimim etkileyen faktorler

Warfarin biyoyararlanimini etkileyen genetik ve genetik olmayan faktorler

mevcuttur. Genetik faktorler; sitokrom P450 kompleks subunit 2C9 (CYP2C9) ve

Vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subunit 1 (VKORCL1) genleridir (64). Bir

stire once gama-glutamil karboksilaz (GGCX) genindeki polimorfizmlerin de
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warfarin biyoyararlanimina etki ettigini gosteren ¢alismalar yapilmaya baglandi
fakat yeterli diizeyde veri bulunmamaktadir (4, 65). Genetik olmayan faktorler;
yas, 1rk, viicut agirligi, viicut alani, boy, cinsiyet, ila¢ etkilesimleri, ek hastaliklar,
sigara, alkol, diyetle alinan K vitamini miktaridir (64, 66).

Yetiskinlerde warfarin ideal dozu genetik faktorlere baglh olarak %30-40
arasinda, genetik olmayan faktorlere bagl olarak ise %15-22 arasinda varyasyon

gostermektedir (4).

2.2.1.2.6.1. Warfarin ile ila¢ etkilesimleri

Oral antikoagiilanlarla ortaya c¢ikan ila¢ etkilesimleri farmakokinetik ve
farmakodinamik sekilde olabilir. Farmakokinetik olarak enzim indiiksiyonu ve
inhibisyonu ayrica plazma proteinlerine baglanmanin azalmasi seklinde ortaya
cikabilir. Farmakodinamik olarak etkilesim sinerjizma ve K vitamini ile oldugu
gibi yarigmal1 antagonizmadir (67).

Warfarinle ilgili en ciddi etkilesim antikoagiilan etkinin artmasi ve kanama
olmasidir. Antikoagiilan etkiyi arttiran ilaglar INR degerini yiikseltir, azaltan
ilaglar ise INR degerini disiiriirler (67). Warfarinle olan ila¢ etkilesimleri tablo

5’de gosterilmistir (68).
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Tablo 5. Warfarin-ilag etkilesimleri (68)

Gastro-

Kardiyo- Analjezik, Santral Sinir intestinal

vaskiiler Antiinflamatuvar Sistemi etkili Sistem
Antibiyotikler ilaglar ilaglar ilaglar ilaglar1 Diger ilaglar
Amoksisilin/
Klavulonat
Azitromisin
Sefamandol
Sefazolin Akarboz
Kloramfenikol ~ Asetilsalisilik Anabolik
; . asit steroidler
Siprofloksasin .

. . Amiodaron Danazol
Klaritromisin P ) -
Kotrimaksazol A AsetaTl.nofen Sitalopram Dok5|fl_ur|d|n
Doksisiklin Klofibrat Allopurmol Kloralhidrat EtOpOSId/

ofibral i eI ;
Efavirenz E— .5’3'ek°k5'b' Disulfiram Karboplatlr.1
Etravirin Disopramid ¥nd0metalln Duloksetin Fluort?ura-sn
Eritromisin Ezeti?nib Intfelrferon ; Entakapon Qemsnabm
Leflunomi . Ifosfamid
Flukanazol Fenofibrat Metilorednizol Selbari Simetidin N izol/
- ) ) .
LNLEET Gatifloksasin i etilprednizolon  Fluoksetin Omeprazol F:evamlzo }
arttiran izoniyazid Fluvastatin Nabumeton Fluvoksamin Orlistat uorourasi
Itrakanazol Gemfibrozi Harbuiane Marihuana Oksolamin
. Glukagon i i - Paklitaksel
Levofloksasin 9 . P|r<?k5|kam Metilfenidat Tamoksif
. Lovastatin Sulindak EeTitom amoksifen
Metronidazol 0 . lterodi
Mik | Metolazon Tolmetin (bifazik etki) Tolterodin
o Propafenon Topikal salisilat Ketiapin Trastuzumab
Moksifloksasin - ;

o Propranolol Tramadol Ropinirol Zafirlukast
Nalidiksik asit L .

. Kinidin Zileuton
Norfloksasin .
— Rosuvastatin
Nevirapin i i
. Simvastatin
Ofloksasin
Ritonavir
Terbinafin
Tetrasiklin
Vorikonazol
Kloksasillin
Dikloksasillin ] .
Fosamprenavir S|klo_spor|n
Griseofulvin Etretinat

. Influenza
Lopinavir/ o Barbituratlar asist
Ritonavir Bosentan Azatiopiirin Karbamazenin

-
INR'yi Nafsillin Kolestramin Mesalamin ) P ) Sukralfat Mentol
azaltan - i , Klordiazepoksid Metimazol
Nevirapin Telmisartan Sulfasalazin
- Propofol Multivitamin
Ribavirin
. . preparatlart
le'ampln . Raloksifen
Teikoplanin hidroklorid
Terbinafin
(sistemik)
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Warfarin tedavisi alan hastalarin kullandigi ek ilaglar ihtiya¢ duyulan
warfarin dozunu yakindan etkilemektedir. Bazi ilaglarla beraber kullanildiginda
ihtiya¢ duyulan warfarin doz degisiklikleri tablo 6’da gosterilmistir (69).

Tablo 6. Kullanilan diger ilaglarin warfarin doz ihtiyacina etkisi (69)

Ek ila¢ olmadan Ek ilag ile beraber

Kullanilan ihtiya¢c duyulan ihtiya¢c duyulan Dozdaki

diger ilaclar warfarin dozu warfarin dozu degisiklik (%) p
Amlodipin 34,53 mg 26,74 mg %22,6 (|) 0,001
Amiodaron 34,27 mg 24,77 mg %27,7 (]) <0,001
p-bloker 35,91 mg 31,90 mg %11,2 (]) 0,028
Karbamazepin 33,17 mg 47,14 mg %42,1 (1) 0,019
Diiiretik 37,22 mg 31,49 mg %15,4 (]) 0,001
Statinler 35,29 mg 31,07 mg %12 () 0,019

2.2.1.2.6.2. Warfarin ile gida etkilesimleri

Oral antikoagiilan tedavi alan hastalarda, warfarinin etki mekanizmasi
nedeniyle diyetle alinan K vitamini 6nemlidir. Gida igerigindeki K vitamini
oranina bagli olarak INR seviyelerinde dalgalanmalar ortaya ¢ikabilmektedir.
Ayrica hastalarda komplikasyonlar ortaya ¢ikip, hayati tehdit edici kanama veya
trombozlar goriilebilmektedir. Primer olarak diyetle K1 vitamini (filokinon)
alinmaktadir. K vitamininin bitkilerde bulunan formu olan K1 vitamini en ¢ok
yesil yaprakli sebzelerde (marul, 1spanak, pazi, lahana, yesil ¢ay) bulunmaktadir.
Hayvansal gida olarak da karaciger, peynir ve yumurta da K vitamini
icermektedir. Viicut K vitamini ana deposu karacigerdir. Burada dongiisii hizlidir
ve diyetle yeteri kadar alinmadiginda bir kag giin i¢inde karacigerdeki depolarinda

azalma meydana gelir. Fakat erigkin yas grubunda klinik olarak K vitamini
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eksikligine nadir rastlanir. Protrombin zamaninda uzama K vitamini eksikligini
gosterir ancak sadece biiyiik ¢capl eksikliklere duyarhdir (70, 71).

Filokinonun 1-10 mg/giin dozunda kullanimi warfarinin antikoagiilan
etkisini bloke eder. Genellikle sebze bazli beslenenlerde, diyet yapanlarda ve
beslenme takviyesi olarak multivitamin alanlarda goriiliir (70, 71).

Warfarin-gida etkilesmesi li¢ degisik formda karsimiza cikabilmektedir.
Bunlar warfarin kullanan hastanin;

1. Cok yiiksek oranda K vitamini igeren diyetle beslenmesine bagl gelisen

kazanilmis gegici warfarin rezistansi

2. Yiiksek oranda K vitamini iceren diyetle beslenmesine bagl gelisen

diisiik antikoagiilan etki

3. Diisiik oranda K vitamini igeren diyetle beslenmesine bagh gelisen

yiiksek antikoagiilan etki olarak siralanabilir (70).
Baz1 gidalar sitokrom P450 enzimlerini indiikleyerek ya da inhibe ederek
warfarin biyoyararlanimini etkilemektedir (68) (Tablo 7).

Tablo 7. Warfarin metabolizmasinda yer alan sitokrom P450 enzimlerini

etkileyen gidalar (68)
Alinan gida indiiklenen enzim inhibe olan enzim
Amerikan iiziimii CYP2C9
Ekinezya CYP3A4
Okaliptus CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4
Sarimsak CYP2C9, CYP3A4
Ginseng CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4
Uziim CYP1A2
Greyfurt suyu CYP1A2, CYP3A4
Meyan kokii CYP3A4
Nane CYP1A2, CYP2C9, CYP3A4
Kedi otu CYP3A4
Yaban visnesi CYP3A4
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Bazi gidalar da trombosit agregasyonunu inhibe ederek warfarinin
etkinligini degistirirler (68). Tablo 8’de gidalar ve etkileri gosterilmistir.

Tablo 8. Trombosit agregasyonunu inhibe ederek warfarin etkisini degistiren

gidalar (68)

TROMBOSIT AGREGASYONUNU iNHIiBE EDEN GIDALAR

Kafein Balik yag: Sarimsak

Zencefil Gingko Ginseng
Sogan E vitamini preparatlart (>800 U/giin)

Oksiiriik otu Cemen Zerdegal

2.3. FARMAKOGENETIK NEDIR?

Ilag kinetiginin ve ilaglara kars1 kisinin verdigi yanitin genetik yapiya gore
bireyler arasinda farklilik gdstermesi ve buna bagh olarak ilag¢ etkinliginin etnik
kokenler arasinda degismesi ile ilgilenen bilim dalina farmakogenetik
denilmektedir (10). Ilag tedavisinin bireyler arasi farklilik gosterdigi 20. yiizyildan
beri bilinmektedir. Farmakogenetik, genetik varyasyonlara gore ilacin viicutta
emilimi, metabolize edilmesi, ilacin etki yeri reseptorleri, ilac1 ve metabolitlerini
atma yetenegindeki farkliliklart inceler (72).

llaglarin esdeger dozlar bazi bireylerde yeterli etkinlik gdstermezken, bir
kisim hastalarda toksisiteye yol agabilir (73).

Genetik faktorler; ilaca yanitta bireysel farkliliklarin %20-40, yan etkilerin
%350’sinden  sorumludur. Tim farmakogenetik farkliliklar poligenik ve
multifaktoriyel 6zelliklerdir (72).

Uluslararas1 HapMap Projesi, insan DNA sekans varyasyonlarint gosteren
insan genomunun haplotip haritasin1 (the HapMap) gelistirmeyi planlamaktadir.

Diyabet, kanser, inme, kalp hastaliklari, depresyon, astim gibi bir¢ok yaygin
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hastaligin ortaya ¢ikmas1 hem ¢evresel hem de genetik faktorlere baghdir. iki kan
bagi olmayan alakasiz insanin DNA sekanslar1 %99,9 esittir. Fakat geride kalan
%0,1°1ik kisima gore kisilerin hangi hastaliklar acisindan risk altinda olduklar1 ya
da ilaglara verdikleri yanitlar birbirinden ayrilmaktadir. HapMap projesi
tamamlandiginda, tedaviye yanittaki bireysel farkliliklar1 olusturan diger tek
niikleotid polimorfizmleri belirlenebilecektir (39).

Farmakokinetik, ilaglarin absorbsiyon (emilim), dagilim, metabolizma
veya atiliminin viicudu ne sekilde etkiledigini inceler. Kisaca viicudun ilaca ne
yaptigiyla ilgilenir. Bu siirecte organizma ilaci metabolitlerine ayristirir ve ilacin
plazma konsantrasyonunu olusturarak, ilacin dokulara dagilmasina neden olur.
Farmakokinetik, ilacin veya onun metabolitlerinin konsantrasyon seviyelerindeki
varyasyonlara yol acan polimorfizmlerle ilgilidir. Farmakodinamik, ilaglarin
biyokimyasal ve fizyolojik etkileri ile onlarin etki mekanizmalarini inceler. Kisaca
ilacin viicuda yaptigiyla ilgilenir. ilacin etki ettigi bolgeden baslayarak, reseptor
ve reseptOr sonrasi olaylari inceler (72).

Farmakogenetik sayesinde;

1. Genlerle ilgili bilgiler 1s1ginda proteinler, enzimler ve RNA

molekiillerinin esasina dayali daha etkili ilaclar tiretebilecektir.

2. Tlag kesfi kolaylasacak ve spesifik hastaliklarin tedavisini hedefleyen

ilaglarin yapilmasi saglanacaktir.

3. Hastalarin tedavinin baglangicinda dogru ilaglarla karsilagmasi

saglanacaktir.

4. lyilesme siireci kisalacak ve yan etki olasilig1 azalacaktir.
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5. Bireylerin genetik kodunu bilmek; erken yasta uygun yasam stili ve
cevresel degisiklikler yapilmasina izin verecek, genetik hastaliklarin

etkisini azaltacak veya ortaya ¢ikisini onleyebilecektir.
6. Belirli bir hastaliga yatkinligin bilinmesi, dikkatli izleme ve tedavi
etmeyi saglayabilecektir (72).

Warfarin tedavisinde son yillarda farmakogenetik 6nemli yere sahiptir.
Sitokrom P450 2C9 (CYP2C9) ve vitamin K epoksit rediiktaz subunit protein 1
(VKORC1) genlerindeki polimorfizmler tedavi yanitini degistirmektedir (65).
Bunlara ek olarak yakin zaman 6nce gama- glutamil karboksilaz (GGCX) geninin
1181 T>G bolgesinde yeni bir polimorfizm agiklandi. Gama-glutamil karboksilaz,
faktor 11, VII, IX, X un aktiflesebilmeleri i¢in gerekli olan gama karboksilasyonu
saglayan enzimdir. GGCX geni ise bu enzimi kodlayan gendir. Bu genle ilgili
caligmalar da devam etmektedir (4, 65). Sitokrom P450 4F2 (CYP4F2) 1347C>T
ve 494C>T bolgelerindeki polimorfizmlerin de warfarin doz ihtiyaci ile iligkili
oldugu gosterilmistir fakat yeterli sayida ¢alisma bulunmamaktadir. Yine protein
C (PC), apolipoprotein E (APOE), faktér 7 (F7), kalumenin (CALU) ve
mikrozomal epoksit hidrolaz (EPHX1) genleri de warfarin doz ayarlamasiyla
iliskilidir ve caligmalar devam etmektedir (69).

Warfarin tedavisinde farmakogenetigin bir ¢ok faydasi vardir. Tedavi
baslangicinda stabil INR degerine ulagsmak daha kisa siirede olacagindan bu
konuyla ilgili saglik harcamalar1 azalacaktir. Yan etki goriilme riski ve siklig
ayrica hastaneye yatis siireleri azalacaktir (65). Ayrica 2007 yilinda, Amerikan
Gida ve Ilag Dairesi (FDA) warfarin tedavisi baslanacak hastalarda tedavi

baslangicindan 6nce, genetik polimorfizm bakilmasini uygun gérmiistiir (65, 66).
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2.4. SITOKROM P450 2C9 (CYP2C9)

Ilaglar biiyiik oranda karacigerde, bobreklerde, gastrointestinal sistemde,
ciltte ve akcigerde ¢esitli enzimlerle metabolize olurlar. Bu enzimler, hiicrenin
endoplazmik retikulumunda bulunur ve mikrozomal enzimler olarak
adlandirilirlar (74).

Iki tip ila¢ metabolize eden enzim grubu vardir.

1- Faz | enzimleri: Oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve
demetilasyon iglemlerini yaparlar. Boylece yabanci maddeler (ksenobiotikler) faz
[I'ye hazirlanmais olur.

2- Faz 11 enzimleri: Glukronat veya sulfat ile konjugasyon ve asetilasyon
islemlerini yaparlar (74).

Faz I metabolizmas: biiyiik 6l¢iide sitokrom P450 enzimleri ile gerceklesir.
Bunlar hem ve bir globin kivrimindan meydana gelirler. Globin kivrimi hepsi
helikal yaklasik 3 + 3 heliksden olusur. Birincil olarak karacigerde bulunurlar.
Dort  yiiz elli  (450) rakami "hem" igeren karaciger pigmentlerinin,
karbonmonoksit baglandiktan sonra absorbe ettigi 1s1ga ait dalga boyunun

nanometre olarak en yiiksek degerini ifade eder (74).

CD region

Sekil 7. Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemi yapisi (75)
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Spesifik CYP enzimlerini kodlayan genin izole edilmesiyle bu enzimlerin
amino asit dizilimleri belirlenebilmistir. Boylece farkli enzimler aminoasit
dizilimine gore yapisal olarak smiflandirilmigtir. CYP enzimleri rakamlar ile
ailelere (familya) ayrilmistir. Amino asit dizilimi yoniinden en az %40 benzerlik
gosteren enzimler aymi aile icine alimmaktadir. Harfler ile alt grup ailelere
(subfamilya) ayrilmaktadir. Ayni subfamilyada ise amino asit dizilim homolojisi en
az %355 olmaktadir. En son numara ise enzimi kodlayan genin numarasidir (76).

Bu enzimler steroidojenik ve ksenobiotik CYP enzimleri olmak tizere iKi
ana gruba ayrilir. Ksenobiotikler tiiketilen maddelerin detoksifikasyonunu
yaparlar ve familya 1, 2, 3, 4’li kapsarlar. Steroidojenikler tiiketilen maddeleri
biyolojik kullanim yapilarina doniistiiriirler ve familya 7, 11, 17, 19, 21, 27’yi
kapsarlar (76).

CYP450 enzimleri ile katalizlenen genel reaksiyon su sekilde gosterilir;

NADPH +H "+ 0,+ SH — NADP" + H,0 + S-OH

Reaksiyondaki substrat (S); bir steroid, yag asidi, ilag veya oksijen
baglanma yeri olarak gérev yapan alkan, alken, aromatik alkan, aromatik halka
veya heterosiklik halka ekleri olan diger kimyasal maddeler olabilir. Substrata, iki
oksijen atomundan sadece biri katildigi i¢in bu reaksiyona monooksijenasyon
reaksiyonu ve bu enzimlere de sitokrom P450 monooksijenaz enzimleri adi

verilmektedir (77).
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Tablo 9. Major sitokrom P450 enzimlerinin 6zellikleri (77)

Enzim Substratlar Indiikleyicileri Inhibitorleri
Asetaminofen Sigara igme Siprofloksasin
Teofilin Kizartma yiyecekler Enoksasin
CYP1A2 . .
Kafein Omeprazol Norfloksasin
Fenasetin Fluvoksamin
Dapson Diazepam Deksametason Amiodaron
CYP2C S-warfarin Tolbutamid Fenobarbital Simetidin
Fenitoin Sertralin
Beta blokerler Klomipramin
Debrisoquine Desipramin
Omeprazol Fluoksetin
CYP2D6 Dekstrometorfan Paroksetin
Trisiklik antidepresanlar Kinidin
Sertralin
Tioridazin
Asetaminofen Etanol Disulfiram
CYP2E1 L
Etanol Isoniazid
Sisaprid Kortikosteroidler Karbamazepin Simetidin
Siklosporin Dapson Glukokortikoidler Itrakonazol
Dekstrometorfan  Diazepam Fenobarbital Ketokonazol
Diltiazem Enalapril Fenitoin Makrolidler
Itrakonazol Ketokonazol Rifampin Nifedipin
CYP3A4 Lovastatin Makrolidler Verapamil
Midazolam Nifedipine Sertralin
Kinidin Gonadal hormonlar Fluoksetin
Takrolimus R-warfarin
Terfenadine Teofilin
Triazolam Verapamil
CYP2C8/9 CYP1AZ2
16% 1% CYP2C19
8%
CYP2D6 CYP2E1
19% 4%
CYP2B6
3%
CYP2A6
0,
CYP3A4/5 3%
36%

Sekil 8. Sitokrom P450 familyalar1 ve metabolize ettikleri ila¢ oranlar1 (78)
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Sitokrom P450 monooksijenaz enzim sistemlerinden biri olan sitokrom
P450 familya 2 subfamilya C polipeptit 9, CYP2C9 seklinde kisaltilmaktadir.

CYP2C9 enzimi birgok ilag ile etkilesir. Metabolizmasinda rol aldigi
ilaglar (substratlar1), enzimi indiikleyen ve inhibe eden ilaglar tablo 10’da
gosterilmistir.

Tablo 10. CYP2C9’un ilaglarla ilgisi (79, 80, 81)

Substratlar Indiikleyiciler Inhibitorler
Warfarin Rifampisin Amiodarone Trimetoprim Diklofenak
Fenitoin Barbitiiratlar Flukanazol Siprofloksasin Levofloksasin
Taksol Fenitoin Metronidazol Anastrazol Ketoprofen
Tamoksifen Karbamazepin Sulfinpirazon Lovastatin Sulfonamidler
Fluvastatin Disiilfiram Teniposid Fenilbutazon
Diazepam Paroksetin Fluvastatin Sertralin
NSAID Fluvoksamin Simetidin Flurbiprofen
Izoniazid Sulfafenazol Simvastatin
Troglitazon Ritonavir Zafirlukast

Warfarin  doz ihtiyact CYP2C9*1/*1 (homozigot normal) ile
karsilastirildiginda, CYP2C9*2 tasiyicilarinda %17 ve CYP2C9*3 tastyicilarinda
ise %37 daha azdir (64, 75). Yine homozigot normale gore, CYP2C9*1/*2
(CYP2C9*2 alleli heterozigot) %19,6, CYP2C9*1/*3 (CYP2C9*3 alleli
heterozigot) %33,7, CYP2C9*2/*2 (CYP2C9*2 alleli homozigot mutant) %36,
CYP2C9*2/*3 (CYP2C9*2 alleli heterozigot, CYP2C9*3 alleli heterozigot)
%56,7, CYP2C9*3/*3 (CYP2C9*3 alleli homozigot mutant) tasiyicilarinda ise

%?78,1 az doza ihtiya¢ duyulmaktadir (64, 78).
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Tablo 11. CYP2C9 polimorfizmlerinin etnik kdkenlere gore farkliliklari

Etnik koken Kaynak *1*1 (%)  *1*2 (%) *1*3 (%) *2%2 (%)  *2*3 (%) *3*3 (%)  Kisi sayisi
Beyaz irk Scordo ve ark. (82) 65 15 14 2,5 1,9 1,6 157

Margaglion ve ark. (42) 48,8 34,4 15,5 0 1,3 0 180
Beyaz irk

Aynacioglu ve ark. (83) 66,7 18,04 17,23 1 1,1 0,8 499
(pediatrik hasta)

Nowak-Gottl ve ark. (4) 66,1 18,6 13,6 1,7 0 0 59
Afrikan-Amerikan Sullivan-Klose ve ark. (84) 97 2 1 0 0 0 100
Japon Nasu ve ark. (85) 95,8 0 4,2 0 0 0 218
Kore Yoon ve ark. (86) 97,7 0 2,3 0 0 0 574
Tiirk Ozer ve ark. (87) 50 21 to’;i:ii'gg 0 m’;:fn 1'39 0 100
iran Azarpira ve ark. (71) 41,2 37,8 9,5 1,4 10,1 0 150
Msir Hamdy Sl ve ark. (71, 81) 66,3 19 12 2,4 0 0,3 247
Yunan Arvanitidis K ve ark (71, 88) 62 20 13,5 1,5 8 0 283
Rus Gaikovitch EA ve ark (69, 71) 68 18,3 11,4 0,7 1,3 0,3 290
Cinli Gin Gin Gan ve ark (88) 91,5 0 7,5 0 0 1 93
Malezya Gin Gin Gan ve ark (88) 92 1 6 0 0 1 85
Hindistan Gin Gin Gan ve ark (88) 85 2,5 10 0 2,5 0 40
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25. VITAMIN K EPOKSIT REDUKTAZ KOMPLEKS SUBUNIT 1
(VKORC1)

Vitamin K epoksit rediiktaz subunit 1 (VKORC1), VKORC1 geni
tarafindan kodlanir. 16p11.2 ‘de lokalizedir ve genin uzunlugu yaklasik 11 kb’dir
(4, 64, 69). 1lk olarak 2005’te D’Andrea G. ve arkadaslar1 tarafindan iki tane
yaygin tek niikleotid polimorfizmi bulundu. Bunlar; intron 1°deki 1173 C>T ve
3’-translasyona ugramayan bolgedeki 3730 A>G. Aynmi yil Yuan HY ve ark.
ayrica Sconce ve ark. tarafindan 5’-upstream bolgesindeki -1639 G>A promotor
polimorfizmini buldular (39, 64, 82). Warfarin doz ayarlamasinda etki eden en
yaygin mutasyonlar 1173, 3730 ve -1639 tek niikleotid polimorfizmleridir.
VKORCL1 1173 C alleline, -1639 G alleline ve 3730 A alleline sahip kisiler daha
yiiksek doz warfarine ihtiya¢ duymaktadir (39, 64, 82, 88).

Warfarin doz ihtiyact, CYP2C9 ve VKORCI1 gen polimorfizmlerine ek
olarak yas, cinsiyet ve viicut agirligin1 da goz oniinde bulundurdugumuzda %50,4-
%64,1 arasinda degisim gostermektedir (64, 74, 76, 80, 88).

Warfarin tedavisinde VKORC1 gen polimorfizmi doz ayarlamasinda etkili
bir faktordiir ve etnik kokenlere gore varyasyonlar gostermektedir (64). Tablo
11°de farkli etnik kokenli gruplarda simdiye kadar yapilan c¢aligmalardaki

VKORCI genotip sikliklar1 gosterilmistir (64).
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Tablo 12. VKORC1 gen polimorfizminin etnik gruplara gore sikliklari

Calisma Etnik grup 1173 C>T 1173 C>T 1173 C>T 3730 A>G 3730 A>G 3730 A>G -1639 G>A -1639 G>A -1639 G>A
CC (%) CT (%) TT (%) GG (%) GA (%) AA (%) AA (%) AG (%) GG (%)
D’Andrea G, 2005 (89) Beyaz irk 36,8 46,9 16,3 455 39,5 15,0 - - -
Yuan HY, 2005 (90) Cinli - - - - - - 79,8 18,3 1,90
Sconce EA, 2005 (2) Beyaz irk - - - - - - 19 56 25
Aquilante CL, 2006 (91) Amerikah - - - - - - 138 51,5 485
Carlquist JF, 2006 (92) Amerikali 36,1 50,7 12,7 - - - - - -
Borgiani P, 2007 (93) talyan 26,4 43,2 25,0 48,0 43,9 8,1 - - -
Jiang NX, 2007 (94) Cinli 2,9 15,7 81,4 - - - - - -
Kimura R, 2007 (95) Japon 0 84,9 15,1 84,9 15,1 0 0 84,9 15,1
Miao L, 2007 (96) Cinli - - - - - - 83,7 15,7 0,6
Nakai K, 2007 (97) Japon 32 12,9 83,9 - - - - - -
Beyaz irk 40,8 50,8 8,4 - - - 7,6 55,1 37,3
Schelleman H, 2007 (98) - ikali- Amerikalt 86,5 126 0,9 - - - 0 20,4 79,6
Zhang WP, 2007 (99) Cinli - - - - - - 74,4 23,3 2,3
Zhu Y, 2007 (100) Beyaz irk - - - - - - 12,3 35,4 52,3
Haug KB, 2008 (101) Beyaz irk 34,5 50 15,5 - - - - - -
Obayashi K, 2008 (102) Japon 0,8 19,8 79,4 - - - 0,8 19,8 79,4
Ozgon GO, 2008 (103) Tiirk - - - - - - 28,8 424 28,8
Beyaz . . = . . . 15 45 40
Perini JA, 2008 (104) Melez - - - - - - 8 52 40
Zenci - - - - - - 3 39 58
Wadelius M, 2009 (105) Beyaz irk - - - - - - 14,9 48,9 36,2
Yoshozawa M, 2009 (106) Japon - - - - - - 81,9 17 11
Nihat O, 2010 (87) Tiirk - - - - - - 17 47 36
Ulrike N-G, 2010 (4) Beyaz ik (pediatrik : : : : : 119 124 457
yas grubu)
Negar A, 2010 (71) franli - - - - - - 27 57 16
Gin Gin Gan, 2010 (88) Malezya - - - - - - 55 37 8
Gin Gin Gan, 2010 (88) Cinli - - - - - - 67 27 6
Gin Gin Gan, 2010 (88) Hindistan - - - - - - 7 13 80
Yuya K, 2011 (107) ;ﬁﬁgﬂ)(ped‘amk e 79,1 . . . - - .
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Gilinlik ortalama  warfarin  ihtiyact  -1639 AA tasiyicilanyla
karsilastirildiginda, -1639 GA tasiyicilar %52, -1639 GG tasiyicilart %102 daha
fazla doza ihtiya¢ duymaktadir (39, 64, 65).

Biitiin yapilan ¢alismalar sonucunda, warfarin doz ihtiyacinda VKORCI
ve CYP2C9 gen polimorfizmlerinin etkili oldugu yeteri kadar bilinmektedir. En
cok Avrupa’li ve Asya’lilar {lizerine calismalar yapilmistir ve Afrika’lilar i¢in
literatiirde yeterli bilgi bulunmamaktadir. Tiirk popiilasyonu da ¢ok sayida farkl
etnik grup iceren Avrupa ve Asya karisimi bir topluluktur. Ama Tiirk toplumuna
yonelik warfarin doz ayarlamas1 agisindan, VKORC1 ve CYP2C9 gen
polimorfizm sikliklarinin arastirilmas: ile ilgili fazla veri bulunmamaktadir (87).
Yapilan caligmalar genellikle erigkinlere yoneliktir. Pediatrik yas grubunda
yapilan bir Japon calismasinda 48 hasta ele alinmis ve VKORCI1 -1639
bolgesindeki tek niikleotid polimorfizmi bakilmamistir (107). Pediatrik hastalarda
da warfarin tercih edilen bir ilagtir ve ¢ok sayida endikasyonu mevcuttur. Bu
caligma ile amaglanan; Tiirk toplumunda pediatrik yas grubundaki VKORCI1 ve
CYP2C9 gen polimorfizm sikliklarinin hesaplanmasi, diger etnik gruplarla
karsilagtirilmasi, genetik polimorfizme gore warfarin ideal doz ayarlamasi ve bu
sayede warfarin tedavisinin komplikasyonlarin1 en diisiik seviyeye indirerek

klinisyenlere yardimci olmaktir.
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3. GEREC VE YONTEMLER

Bu c¢alismada, warfarin tedavisi almakta olan 58 c¢ocuk hastadan ve 149
warfarin tedavisi almayan saglikli goniilliiden (kontrol grubu) EDTA’l tiipe kan
ornegi alinip, DNA izolasyonlar1 yapilmistir. Elde edilen genomik DNA’lardan
PZR yontemi kullanilarak CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORC1 genetik
polimorfizmleri arastirilmistir. Boylece CYP2C9 ve VKORCI genlerine ait
polimorfizmlerin Tiirk Toplumunda pediatrik yas grubundaki allel sikliklar
saptanmistir. Ayrica warfarin tedavisi almakta olan ¢ocuklarin yas, boy ve genetik
polimorfizmleri de goz Oniinde bulundurularak, hedef INR’ye ulasmak icin
almas1 gereken ideal warfarin dozu hesaplanip, bu doz ile verilen dozlar
karsilastirlmistir. Calisma, Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi (G.U.T.F.) Etik
Kurulu tarafindan 27 Nisan 2009 tarih ve 190 onay numarasi ile onaylandiktan
sonra baslatilmistir. Hastalardan ve kontrol grubundaki c¢ocuklardan ve

ailelerinden bilgilendirilmis onam formu alinmastir.

3.1. HASTA VE KONTROL GRUPLARI

Bu c¢alismaya Haziran 2009- Haziran 2011 tarihleri arasinda G.U.T.F.
Hastanesi Cocuk Kardiyoloji ve Cocuk Hematoloji Bilim Dallari, Sami Ulus
Cocuk Hastanesi Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali, Yiiksek ihtisas Hastanesi Cocuk
Kardiyoloji Bilim Dali, Bagkent Hastanesi Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali ve
Diskapt Hematoloji-Onkoloji Hastanesi Cocuk Kardiyoloji Bilim Dali’nda izlenen

ve warfarin tedavisi alan 58 cocuk hasta ile G.U.T.F. Hastanesi Genel Cocuk
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Poliklinigi’ne herhangi bir nedenle basvuran ve warfarin tedavisi almayan 149
saglikli kontrol grubu olmak tizere 207 olgu alindi.

Warfarin tedavisi alan 58 olgunun yas, cinsiyet, kilo, boy, INR (bazal),
warfarin tedavisi alma nedeni (primer hastalik), warfarin tedavisi baslangi¢ tarihi,
saptanan CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORC1 genlerine ait polimorfizmleri
kaydedildi. Hastalarla ve aileleriyle warfarin etkiligini azaltan gidalar (pazi,
lahana, maydonoz, 1spanak, semizotu, salgam, brokoli, sarimsak ve zencefil) dan
uzak durmalari1 konusunda konusuldu.

Warfarin ile etkilesen (CYP2C9 ile metabolize olan) ila¢ (amiodaron,
azol grubu, statinler, HMG CoA rediiktaz inhibitorleri) ve sigara kullanima,
karaciger hastaligt olan hastalar sorgulandi ve kullanmak zorunda olanlar
calisma disinda birakildi. Warfarin tedavisi altindaki hastalarin ilag etkinligi
derecesi INR ile takip edildi.

Warfarin tedavisi almayan 149 olgunun yas, cinsiyet ve saptanan

CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORCL1 genlerine ait polimorfizmleri kaydedildi.

3.2. KULLANILAN YONTEMLER

3.2.1. Periferik kandan genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu firmadan saglanmig olan kit (Macherey-Nagel
GmbH&Co0.KG) ile yapildi. Hasta ve kontrol grubundan EDTA’ll tiipe 5 cc
periferik kan 6rnegi alindi. 200 ul kan iizerine 25 pl proteinaz K eklendi. Ustiine
200 pl Bs buffer eklendi. 10-20 saniye vortekslendi, 70 °C’de benmaride 10-15

dakika inkiibe edildi.
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Inkiibasyondan sonra drneklerin iizerine 210 pl %96-100 etanol eklendi ve
vortekslendi. Her ornek niikleospin kolona aktarildi ve 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Dibe ¢oken kisim atildi. Filtreli olan tiipiin altina yeni bir toplama
tiipii koyuldu. Orneklerin iizerine 500 pl BW buffer eklendi. 11000 g’de 1 dakika
santrifiij edildi. Alttaki tiip atild1, yenisi kondu. Orneklere 600 ul B5 buffer ekledi.
11000 g’de 1 dakika 2 kere cevrildi. Filtreli tiip DNA’nin saklanacagi 1,5 ml’lik
ependorf tiip icine yerlestirildi. Uzerine énceden 70 °C’de 1sitilmis BE (elution
buffer) tamponundan 100 pl koyuldu, 1-2 dakika oda sicakliginda bekletildi.
11000 g’de 1 dakika cevrildi. Filtreli tiip atildi ve DNA 6rnegi elde edildi.

Elde edilen DNA’larin spektrofotometrede 260/280 nm dalga boyunda

optik dansite dl¢limleri yapildi.

3.2.2. Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve restriksiyon fragman

uzunluk polimorfizmi (RFLP)

CYP2C9 ve VKORCI genlerine ait polimorfizmler dncelikle PZR-RFLP
yontemiyle saptandi. Daha sonra Real time- PZR yontemiyle tekrar ¢alisildi. PZR-
RFLP ile sonuglara ulagsmak en az iki giin alirken, Real time-PZR ile bir buguk
saat gibi kisa bir siirede sonuglar elde edildi. Iki yontem ile saptanan polimorfizm
sonuclar1 birbirleriyle karsilastirildi. Sonucglar arasinda anlamli bir fark
saptanmadi. BOylece Real time-PZR gibi c¢ok kisa siirede sonug¢ veren bir

yontemin giivenilirligi de kanitlanmis oldu.
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gerceklestirilmistir:

PZR RFLP ile Genotiplendirme

o CYP2C9 geni *2 bolgesi i¢in;

5’-AATTTTGGGATGGGGAAGAG-3’

5’-CCGCTTCACATGAGCTAACA-3’ primer ¢iftleri,

e CYP2C9 geni *3 bolgesi i¢in;

5’-TGCACGAGGTCCAGAGATG-3’

5’-ATGAATTTGGGGACTTCGAAAA-3’ primer ciftleri,

e VKORCL1 -1639 gen bolgesi icin;

5’-CCTCTGGGAAGTCAAGCAAG-3’

5’-AAGTGGTTCTCGTGCCTCAG-3’ primer giftleri ile amplifikasyon

yapildi.

PZR reaksiyonlari termal dongii cihazinda her 3 bolge i¢in agagidaki gibi

Tablo 13. PZR reaksiyonlarinin termal dongii cihazindaki derece, siire ve dongii

sayilari
94°C 5 dk 1 dongii
94°C 30 sn
60°C 30 sn 30 dongii
72°C 30 sn
72°C 5dk 1 dongii

PZR reaksiyonu

sonrast elde edilen {riinler %3’lik agaroz jel

elektroforezinde 90 V’da 90 dk yiiriitiildiikten sonra CYP2C9 geni *2 igin 213 bg,

CYP2C9 geni *3 i¢in 150 b¢ ve VKORCI i¢in ise 244 bg iiriinler saptanmistir
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Daha sonra bu iirlinler bir gece 37°C “de restriksiyon enzimlerle kesildikten sonra
iki bagimsiz gbzlemci tarafindan genotiplendirme yapilmistir (Sekil 9, 10, 11).

CYP2C9 geni *2 icin PZR iiriinleri, Avall enzimi ile bir gece 37°C’de
inkiibe edildikten sonra asagidaki kesim sonuclari elde edilmistir:

183+30 bg homozigot normal tipi (CC)

213+183+30 bg heterozigot tipi (CT)

213 be mutant tipi (TT) gostermistir.

10 11 12 13 14 15 U

200 b <« 213 be

150b¢ ]

B: 50 bg belirteg, 1-7, 9-14: homozigot normal tip; 8, 15: heterozigot tip, U: PZR iiriinii

Sekil 9. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra CYP2C9 geni *2

alleline ait kesim urtinleri
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CYP2C9 geni *3 i¢in PZR iiriinleri, Nsil enzimi ile bir gece 37°C’de

inkiibe edildikten sonra asagidaki kesim sonuglari elde edilmistir:
129+21 bg homozigot normal tipi (AA)

150+129+21 bg heterozigot tipi (AC)

150 bg mutant tipi (CC) gostermistir.

B: 50 bg belirteg, 2, 3, 5-7: homozigot normal tip; 1, 8: heterozigot tip, 4: mutant tip, U: PZR iiriinii

Sekil 10. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra CYP2C9 geni *3 alleline ait kesim

urlnleri
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VKORCI1 -1639 G/A igin PZR iiriinleri, Ncil enzimi ile bir gece 37°C’de
inkiibe edildikten sonra asagidaki kesim sonuglari elde edilmistir:
197+47 bg homozigot normal tipi (GG)

244+197+47 bg heterozigot tipi (GA)

244 be mutant tipi (AA) gostermistir.

250 be

200 b¢—»

B: 50 bg belirteg, 1, 6, 11, 13, 14: homozigot normal tip; 4, 5, 7, 12, 15: heterozigot tip, 1, 3, 8-10:
mutant tip, U: PZR iriini

Sekil 11. Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra VKORC1 geni -1639

bolgesine ait kesim tirlinleri

Real time PZR ile Genotiplendirme

CYP2C9 geni *2, *3 ve VKORCL1 -1639 G/A bolgelerine spesifik normal
ve mutant olmak tizere iki ayr1 mastermiks ile ¢alisildi. CYP2C9 geni *2 bolgesi
c.430C>T; *3 bolgesi €.1075A>C ve VKORCI1 bolgesi ise -1639 G>A
degisimlerine gore bu primerler hazirlandi. Her 3 bdlge icin ayr1 ayri olarak 0,2

ml optik PZR tiiplerine 20,5 ul hacimde normal ve mutant mastermiksler eklendi,

ardindan tiiplere 0,3 pl Tag DNA polimeraz ve hasta ile kontrollere ait DNA’lar
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4,5 ul olarak eklendi. Mikropipet ile karisimin iyice karismasi saglandi ve Real
time PZR cihazina konularak asagidaki program ile ¢aligildi. Sonuglar grafikler
esliginde degerlendirildi (Sekil 12, 13, 14).

Tablo 14. PZR reaksiyonlari derece, siire ve dongii sayilar
95°C 10 dk

95°C 10 sn
40 dongii

60 °C 1dk

Experiment Menu <« | Experiment warfarindilge22_37 Type: Standard Curve  Reagents: TagMan® Reagents

nalyze Analysis Sefiings @

Amplification Plot < | View Plate LayoutT View Well Table }

Plot Settings > SelectWells With: - Belectltern- | - Select o -
Plot Type: ‘Aans Cytle V‘ Graph Type: ‘Lmeav V‘ Plot Color |We|\ V‘

Setup

| mshowm\/vel\sv I V\ewLegendI ‘ it

Save current settings as the default

5 By k2 T T 2 3 0 5 5 7 5 0
Amplllin_:.llin_-nPI:_-| R P i [ ! uH a

2 & 8 & o2 W B B o™ 2 % B oA M B
Cycle F

WA e Wic WD MWe MF WMo WH

Options
Target Thrashold: [JAuta 16181 255008 Auto Baseli

Show: [ Threshold — [ Baseline Start Wiell B Target & Baseline End: Wiell (17

B3

A
Ampliication Plot
Standard Curve 275000 . _ Amplication . u u
. 250,000
\2 Multicompenent Plot
225,000 B
Raw Data Plot 200,000 u u
L
QC Summary 150000 Normal allel o
£ _ _
125,000
\ﬁ Multiple Plots View <
100,000 . n n
i
25000 y £
o - S u u
>

Save current settings as the default v

£ L ] L] ells: [T 90 Unknatwn [5] 0 Standard [1] 6 Negative Contral 0 Ernpty

¢ | Rnalysis Summary:  TatalViells In Plate 95 Wiells SetUpc 85 \iells Omitted Manually. 0 wiells Flagged: 90 wells Omitted by Analysis:0  Samples Used:0  Targets Usedt: 2

Sekil 12. CYP2C9 geni *2 bolgesine ait homozigot normal sonucunun Real time
PZR goruntist
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Experiment Menu« | Experiment. warfaiindilge22 37 Type: Standard Curve  Reagents: Taghan® Reagents

v
( View Plate LayouTT View Wel Table }

Plot Settings ) SelectWells Witk - Selectiiem- | - Select -
Plot Type: |ARnvs Cycle v GraphType P\mCu\nr m
Showin Wells ¥

Save cunent seffings as the defaul

[ View Legend

PPAEAREE

Amplification Plot
‘\ Standard Curve 75m
¢ 250,000
K48 Muticomponent Plot
225000
Raw Data Plot 1000
175,000
Sunmay =  Mutant allel
g
. 126,000
Mutiple Plots View 4
100,000
75,000
50000
25000
e e e e =

04 8 &8 0ot ow ot o® 3 2 M AE BN D
Cyele

Wy s Wc Wy WelFHo N

Options |
Tagt miagon | st (A 606126008 | o Basel

Showr (] Threshold — [ ] Baseline Start Well I Target & Baseline End:Well M

Save current setfings as the default v
< I | i Wels [T] 90 Unnown [ 0 Sandaet[1]6 Neyaive Cont 0 Empy

Analysis Summary:  Total Wells in Plate: 96 Wells SetUp: 96 Wells Omifed Manualle 0 WellsFlagged:30  Wells Omited by Anabysi: 0 Samples Used: 0 Targets Used:2

3

Sekil 13. CYP2C9 geni *3 bolgesine ait mutant tip sonucunun Real time PZR

goruntiisu
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Experiment Menu « | Experiment warfarindilge?2 37~ Type: Standard Curve  Reagents: Taghan® Reagents  [EE @)
F-m Amplification Plot | View Plate LayoutI Wiew Wel Table l

I_m Plot Settings ’ SelectiWells With: - Selectfem - % - Selectliam -
3 P

Iot Type: ‘AansCyc\e v‘ GraphType‘Lmear v‘ P\utCu\ur:|We\I v‘ .|
10E

Save current settings as the default

[ 1 2 3 4 § ] 7 H] 9
Amplification Plot p p a E E :

7
N

(N Multicomponent Plot

>

Amplification Plot
Standard Curve 55,000 i

0,000
45,000 B
Raw Data Plot 40,000
35,000

QC Summary 30,000 C

B
N
*

3
g 25,000

B

Muttiple Plots View

20,000

15000 normal allel

10,000 \
5000

»oeo6 o1 onoow s | mutant allel
Cyele F

0

e
M s Wc WD Me Wr Ho WH

Options
A
Target Intemal JOE v | Threshold: [¥] Auto |2573.391622 AuIUEaseH—‘

Show: [ Threshold — ] Baseline Start: Well B Target 4 Bageline Endt Well (0 7

Save current settings as the default ¥
& i | @8 wiels: [T] 90 Unknown [5] 0 Standard [ 1] 6 Negative Cantral

[

il

=
m

E|

=3

« Analysis Summary: ~ Tolal Wells in Plale: 36 Wells SetUp 96 Wells Omitled Manually. 0 Wells Flagged: 30 Wells Omitied by Analysis:0  Samples Used:0  Targels Used:2

Sekil 14. VKORCL1 -1639 G/A gen bolgesine ait heterozigot tip sonucunun Real

time PZR goriintiisii

3.2.3. ideal warfarin dozu hesaplama
Ideal warfarin dozu hesaplanirken Elizabeth A. Sconce ve arkadaslar
tarafindan 2005 yilinda yapilan bir calismadan faydalanildi. Bu c¢aligmada

glinliik warfarin doz ihtiyaci hastalarin boy, yas, CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve
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VKORCI1 genetik polimorfizmleri géz oOniinde bulundurularak bir denklem

modeli kurulmus (2).

Doz = 0,628 — 0,0135 (Yas) — 0,240 (CYP2C9*2) — 0,370

(CYP2C9*3) — 0,241 (VKORCL1) + 0,0162 (Boy)

Bu denklemde; yas yil olarak, boy ise santimetre iizerinden hesaplandi.
CYP2C9*2 ve CY2C9*3 genotiplerinde homozigot normalse 0, heterozigotsa 1,
homozigot mutantsa 2 olarak hesap edilirken, VKORC1 genotipinde ise

homozigot normalse 1, heterozigotsa 2, homozigot mutantsa 3 olarak hesap edildi.

3.2.4. INR takibi

Warfarin tedavisi alan 58 hastanin tamaminda hedeflenen INR degeri; 2-3
(ortalama 2,5) idi. Hastalarin aldig1 warfarin dozlar1 ve o dozu alirken saptanan
INR degerlerinin takipleri kaydedildi. Hastalarin INR degerlerinin 2-3 arasinda
oldugu sirada aldig1 dozlar saptandi ve bu dozlarin aritmetik ortalamalar1 alindi.
Saptanan ortalama dozlar hesaplanan ideal warfarin dozlari ile karsilagtirildu.

Hastalardan 11 tanesinin verilerinin eksik olmasi ya da diizenli kontrole
gelmemeleri nedeniyle takipleri sirasinda hedeflenen INR degeri olan 2-3 arasinda
bir degere ulasilamadigi goriildii. Bu hastalar verilen doz ile hesaplanan ideal doz
arasindaki iliski saptanirken analiz disi birakildi. Iliskiye 47 hasta iizerinde

bakildi.
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3.3. ISTATISTIKSEL ANALIZ

Verilerin analizi SPSS (Statistical Package for Social Science) 11.5 paket
programinda yapildi. Tamimlayicr istatistikler siirekli 6l¢iimlii degiskenler icin
ortalama, standart sapma, en kiigiik ve en biiylik bi¢iminde, kategorik degiskenler
ise gozlem sayis1 ve (%) seklinde gosterildi. Gruplar arasinda ortalamalar
yoniinden farkin onemliligi Student’s t testiyle incelendi. Kategorik degiskenler
Pearson’un Ki-Kare testi ya da Tek Degiskenli Lojistik Regresyon analiziyle
degerlendirildi. Her bir gen bolgesi igerisinde Hardy Weinberg dengesinin
saglanip saglanmadigi kontrol edildi. Her bir gen bolgesi icerisinde genotip ve
allel frekansi dagilimi ile hastalik arasinda istatistiksel olarak anlaml iliski olup
olmadigi Odds Orani ve %95 giiven aralifi hesaplanarak incelendi. Genotip
etkilesimlerinin hastalik {izerindeki etkisi Coklu Degiskenli Lojistik Regresyon
analiziyle arastirildi. Gruplar igerisinde ideal doz ve verilen doz ortalamalar
arasindaki farkin onemliligi Bagimli t-testiyle incelenirken ideal ve verilen doz
diizeylerinin uyumlulugu Sinifi¢i Korelasyon Katsayist ve %95 giliven aralig
hesaplanarak degerlendirildi. p<0,05 i¢in tiim sonuglar istatistiksel olarak anlamli

kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. KONTROL GRUBUNUN UYGUNLUGUNUN SAPTANMASI

Hardey-Weinberg dengesi ile kontrol grubunun uygun olup olmadigina
bakildi ve uyumlu oldugu saptandi. Tablo 15°de uyum analizi sonuglari
verilmigtir. Hem hasta hem de kontrol grubunda CYP2C9*2 gen bdlgesine ait
mutant olgu saptanmadigindan analize katilmadi.

Tablo 15. Kontrol Grubu Igerisinde Her Bir Gen Bélgesinde Genotip
Dagilimlarina Iliskin Hardy-Weinberg Dengesine Ait Uyum Analizi

Sonugclari
Bélgeler H?}?ﬁﬁgm Heterozigot ~ Mutant  y° Degeri p-degeri
CYP2C9*3 0,002 0,965
Gozlenen Frekans 116 31 2
Beklenen Frekans 116,1 30,9 2,1
VKORC1 0,028 0,866
Gozlenen Frekans 44 73 32
Beklenen Frekans 43,5 74 31,5

4.2. KONTROL VE HASTA GRUPLARININ DEMOGRAFIK
OZELLIKLERi

Calismaya katilan warfarin kullanan hasta olgularin 31 (%53,4) tanesi

erkek, 27 (%46,6) tanesi kiz olup yas ortalamasi ise 13,4+4,7 (0,2-18) olarak

saptand1. Kontrol grubunun ise 63 (%42,3) tanesi erkek, 86 (%57,7) tanesi kiz

olup yas ortalamasi 9,7+4,8 (0,5-18) olarak saptandi. Warfarin kullanan hasta

olgularin yas ortalamasi kontrol grubuna gore daha biiyiikken, her 2 grubun kiz ve

erkek dagilimlart homojen bulundu (Tablo 16).
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Tablo 16. Kontrol ve Hasta Gruplarindaki Olgularin Demografik Ozellikleri

_Degiskenler Kontrol Grubu (n:149) Hasta Grubu (n:58) p-degeri
Yas 9,7+4,8 (0,5-18) 13,4+4,7 (0,2-18) <0,001
Cinsiyet 0,147

Kiz 86 (%57,7) 27 (%46,6)
Erkek 63 (%42,3) 31 (%53 4)

4.3. GENETIK POLIMORFIiZM SIKLIKLARI

Calismaya katilan hem warfarin kullanan hasta grubunda, hem de saglikli
goniillii kontrol grubunda CYP2C9*2 gen bolgesinde homozigot mutant olguya
rastlanmadi. Warfarin kullanan hasta grubunda 45 (%77,6) olgu homozigot
normalken, 13 (%22,4) olgu heterozigot olarak saptandi. Kontrol grubunda ise
122 (%81,9) olgu homozigot normalken, 27 (%18,1) olgu heterozigot olarak
saptandi. CYP2C9*2 genetik polimorfizm sikligi acisindan warfarin kullanan
hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi.

CYP2C9*3 genetik polimorfizmi agisindan bakildiginda; warfarin
kullanan olgularda 31 (%53,4) olgu homozigot normalken, 25 (%43,1) olgu
heterozigot, 2 (%3,4) olgu da mutant olarak saptandi. Kontrol grubunda ise 116
(%77,9) olgu homozigot normalken, 31 (%20,8) olgu heterozigot, 2 (%1,3)
olgunun da mutant oldugu gosterildi. CYP2C9*3 gen bolgesinde, kontrol grubuna
kiyasla warfarin kullanan hasta grubunda heterozigot genotip anlamli olarak
yiiksek saptandi.

VKORCI genetik polimorfizmine bakildiginda; warfarin kullanan hasta
grubunda 11 (%19,0) olgu homozigot normalken, 36 (%62,1) olgu heterozigot, 11

(%19,0) olgu da mutant olarak saptandi. Kontrol grubunda ise 44 (%29,5) olgu
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homozigot normalken, 73 (%49,0) olgu heterozigot, 32 (%21,5) olgunun da
mutant oldugu gosterildi. VKORCI genetik polimorfizm sikligi acgisindan
warfarin kullanan hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmada.
Tablo 17°de detayl olarak gosterilmistir.

Tablo 17. Kontrol ve Hasta Gruplarina Goére Her Bir Gen Bélgesi Igerisinde

Genotipler Yoniinden Olgularin Dagilimi

Hasta
Bolgeler Kontrol Grubu Odds Orani (%95
Genotip Grubu (n:149) (n:58) p-degeri Giiven Arahgi)

Homozigot

cypacers NormA 122 (%81,9) 45 (%77.6) - 1,000
Heterozigot 27 (%18,1) 13 (%224) 0482 1,305 (0,620-2,749)
n“(;’rrr';‘;fig"t 116 (%77,9) 31 (%53.4) : 1,000

Cypacgr3  Heterozigot 31 (%20,8)  25(%431) <0,001 3,018 (1,561-5,834)
Mutant 2 (%1,3) 2(%34) 0196 3,742 (0,507-27,639)
H/M 33 (%221) 27 (%465) <0001 3,062 (1,607-5,834)
r';'(;’rr;‘]‘;figm 44 (%295) 11 (%19,0) ; 1,000

VKORC1  Heterozigot 73(%49,0) 36 (%621) 0,085 1,973 (0,912-4,269)
Mutant 32 (%215)  11(%190) 0512 1,375 (0,531-3,562)
HIM 105 (%70,5) 47 (%811) 0,122 1,790 (0,850-3,771)

H/M: Heterozigot/Mutant

Hasta grubu ve saglikli kontrol grubundaki genetik polimorfizmler tek tek
saptandiktan sonra daha Once yapilan ¢alismalarla karsilagtirabilmek amaciyla
CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 gen bolgeleri birlikte ele alindi. Hasta grubunda
CYP2C9 allel dagilimlari; *1/*1 %37,9, *1/*3 %36,2, *3/*3 %3,4, *1/*2 %15,5,
*2/*3 %6,9 olarak hesaplandi. Kontrol grubunda ise CYP2C9*1/*1 %61,1, *1/*3

%19,5, *3/*3 %1,3, *1/*2 %16,8, *2/*3 9%]1,3 olarak saptandi. Tablo 18’de
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kontrol ve hasta gruplarinda ayri ayr1 CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 birlikte ele

alindiginda saptanan sonuglar detayli olarak gosterilmektedir.

Tablo 18. Hasta ve kontrol gruplarinda CYP2C9*2 ile CYP2C9*3 birlikte ele

alindiginda saptanan genetik polimorfizm sikliklari

Haplotipler Kontrol Grubu Hasta Grubu Odds Oram (%95
(n:149) (n:58) p-degeri Giiven Aralig)
CYP2C9*1/*1 91 (%61,1) 22 (%37,9) - 1,000
CYP2C9*1/*3 29 (%19,5) 21 (%36,2) 0,003 2,995 (1,444-6,213)
CYP2C9*3/*3 2 (%1,3) 2 (%3,4) 0,167 4,136 (0,552-31,011)
CYP2C9*1/*2 25 (%16,8) 9 (%15,5) 0,382 1,489 (0,610-3,637)
CYP2C9*2/*3 2 (%1,3) 4 (%6,9) 0,019 8,273 (1,423-48,089)

CYP2C9*1/*1 homozigot normal, CYP2C9*1/*2 ve CYP2C9*1/*3 heterozigot, CYP2C9*3/*3
mutant, CYP2C9*2/*3  bitisik heterozigot

Warfarin kullanan 58 ¢ocuk hasta ile warfarin kullanmayan 149 kontrol
grubundaki c¢ocuklar beraber ele alindiginda, toplam 207 olguya gore Tiirk
Toplumundaki pediatrik yas grubunda genetik polimorfizm sikliklar1 saptanda.
CYP2C9*2 gen bolgesinde homozigot mutant olguya rastlanmadi. Homozigot
normal %80,7, heterozigot olgular %19,3 olarak hesaplandi. CYP2C9*3 gen
bolgesinde, homozigot normal %71,0, heterozigotlar %27,1 ve mutant olgular
%1,9 saptandi. VKORCI1 gen bolgesinde ise, homozigot normal %?26,6,
heterozigotlar %52,7 ve mutant olgularin %20,8 oraninda oldugu gorildii

(Tablo 19).
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Tablo 19. Tiim Olgular Icerisinde Her Bir
Y oniinden Olgularin Dagilimi

Gen Bolgesine Gore Genotipler

Bolgeler n (%)
CYP2C9*2
Homozigot normal 167 (80,7)
Heterozigot 40 (19,3)
CYP2C9*3
Homozigot normal 147 (71,0)
Heterozigot 56 (27,1)
Mutant 4(1,9)
H/M 60 (29,0)
VKORC1
Homozigot normal 55 (26,6)
Heterozigot 109 (52,7)
Mutant 43 (20,8)
H/M 152 (73,5)

H/M: Heterozigot/Mutant

Onceki calismalarla karsilastirabilmek amaciyla tiim

popiilasyonda

CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 gen bolgeleri birlikte ele alindi. CYP2C9 allel

dagilimlart; *1/*1 54,6%, *1/*3 %24,2, *3/*3 %1,9, *1/*2 %16,4, *2/*3 %2,9

olarak hesapland1 (Tablo 20).

Tablo 20. Tiim Olgular Igerisinde CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 Gen Etkilesimine

Gore Olgularin Frekans Dagilimi

Haplotip Olgu Sayisi (n:207) Yiizde (%)
CYP2C9*1/*1 113 54,6
CYP2C9*1/*3 50 24,2
CYP2C9*3/*3 4 1,9
CYP2C9*1/*2 34 16,4
CYP2C9*2/*3 6 2,9

CYP2C9*1/*1 homozigot normal, CYP2C9*1/*2 ve CYP2C9*1/*3 heterozigot, CYP2C9*3/*3

mutant, CYP2C9*2/*3  bitisik heterozigot
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4.4. ALLEL FREKANSI DAGILIMI

CYP2C9*3 gen bolgesi i¢in A niikleotidi yabanil alleli, C niikleotidi ise
mutant alleli gostermektedir. C alleli siklig1 warfarin kullanan hasta grubunda
%25 iken, warfarin kullanmayan kontrol grubunda %11,7 siklikta saptanmasi
anlamli bir fark oldugunu gosterdi (p<0,001).

VKORCI gen bolgesi i¢in G niikleotidi yabanil alleli, A niikelotidi ise
mutant alleli gostermektedir. Allel frekanslarina bakildiginda, warfarin kullanan
hasta grubu ile kontrol grubu arasinda anlamli fark saptanmadi (p-degeri: 0,461)
(Tablo 21).

Tablo 21. Kontrol ve Hasta Gruplarina Gére Her Bir Gen Bolgesi Igerisinde Allel

Frekans1 Yoniinden Olgularin Dagilimi

Bolgeler Kontr(.)I Grubu Hasta} Grubu P Oqu Oram )
(n:298) (n:116) degeri (%95 Giiven Arahg)

CYP2C9*3

Homozigot normal 263 (%88,3) 87 (%75,0) - 1,000

Mutant 35 (%11,7) 29 (%25,0) <0,001 2,505 (1,447-4,335)
VKORC1

Homozigot normal 161 (%54,0) 58 (%50,0) - 1,000

Mutant 137 (9%46,0) 58 (9%50,0) 0,461 1,175 (0,765-1,805)

4.5. IDEAL DOZ-VERILEN DOZ KARSILASTIRMASI

Warfarin kullanan hastalarin yas, boy, CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve
VKORC1 genetik polimorfizmlerine gore hesapladigimiz ideal warfarin dozlari
ile verilen doz ortalamalar1 karsilastirildiginda ideal dozlar tiim gruplarda daha
yiikksek olarak saptandi. Hastalar genotiplerine goére gruplandirildi ve tim
olgularda total ortalama dozlar hesaplandi. Sonuglar tablo 22’de detayli olarak

gosterilmigtir.
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Tablo 22. Tiim Olgular igerisinde ve Genotiplere Gére Ideal Doz ile Verilen Doz

Ortalamalarinin Karsilastirilmasi

_Degiskenler ideal Doz Verilen Doz p-degeri Fark
CYP2C9*2
Homozigot normal 5,18+1,63 4,35+1,25 <0,001 0,83+1,14
Heterozigot 4,06+1,74 3,67+1,38 0,193 0,38+0,86
CYP2C9*3
Homozigot normal 5,22+1,73 4,40+1,39 <0,001 0,82+0,99
Heterozigot 4,76+1,60 3,98+1,13 0,003 0,77+1,00
VKORC1
Homozigot normal 5,81+1,99 4,80+1,55 0,035 1,01£1,09
Heterozigot 5,00£1,58 4,26+1,24 <0,001 0,75+0,97
Mutant 4,05+1,54 3,58+1,09 0,328 0,47+1,45
Tiim Olgular 4,94+1,70 421+1,29 <0,001 0,73+1,09

CYP2C9*2 gen bolgesi i¢in polimorfizm bulunmayan olgularda, ideal doz
ortalamasi 5,18+1,63 iken, verilen doz ortalamasi 4,35+1,25 olarak bulundu.
Dozlar arasinda anlamli fark saptandi (p<0,001). CYP2C9*2 gen bolgesi i¢in
polimorfizm bulunan heterozigot olgularda ise, ideal doz ortalamasi 4,06+1,74
iken, verilen doz ortalamas: 3,67+1,38 olarak bulundu. Arada anlamli fark
saptanmadi, korele olduklar1 goriildii.

CYP2C9*3 gen bolgesi i¢in homozigot olgularda, ideal doz ortalamasi
5,22+1,73 iken, verilen doz ortalamasi 4,40+1,39, heterozigot olgularda ise ideal
doz ortalamasi 4,76+1,60, verilen doz ortalamasi 3,98+1,13 bulundu. Homozigot
olgular icin de heterozigot olgular i¢in de dozlar arasinda anlaml fark saptandi
(p<0,001).

VKORCI1 gen bolgesi i¢in homozigot olgularda, ideal doz ortalamasi

5,81£1,99 iken, verilen doz ortalamasit 4,80+1,55, heterozigotlarda ideal doz
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ortalamas1 5,00+1,58, verilen doz ortalamasi 4,26+1,24, mutantlarda ideal doz
ortalamas1 4,05+1,54, verilen doz ortalamasi 3,58+1,09 bulundu. Homozigot ve
heterozigotlarda dozlar arasinda anlamli fark saptanirken, mutant olgularda dozlar
arasinda uyum oldugu goriildii.

Tim olgular icerisinde ve genotiplere gore ideal doz ile verilen doz
diizeylerine ait sinif i¢i korelasyon katsayisina gére uyum analizi yapildi. Sinif i¢i
korelasyon katsayis1 bize verdigimiz doz ile ideal doz arasindaki uyumu gosterdi
ve tiim olgular ele alindiginda 0,64 saptandi. Sonug olarak ideal doz ile verilen
doz arasinda yeterince uyum bulundugu goriildii (Tablo 23).

VKORCI gen bolgesi mutant olan olgularda smif i¢i korelasyon katsayisi
0,407 saptandi. Bu sonu¢ uyum olmadigimi gostermemektedir ¢ilinkii bu gruptaki
olgu sayimiz yeterli degildi.

Tablo 23. Tiim Olgular Igerisinde ve Genotiplere Gore Ideal Doz ile Verilen Doz
Diizeylerine Ait Uyum Analizi Sonuglari

Degiskenler Sinifici Korelasyon %95 Giiven Arahgi p-degeri
CYP2C9*2
Homozigot normal 0.570 0.308-0.752 <0,001
Heterozigot 0,838 0,500-0,956 <0,001
CYP2C9*3
Homozigot normal 0,692 0,427-0,848 <0,001
Heterozigot 0,626 0,262-0,836 <0,001
VKORC1
Homozigot normal 0,699 0,110-0,930 0,013
Heterozigot 0,654 0,388-0,821 <0,001
Mutant 0,407 <0-0,808 0,097
Tiim Olgular 0,645 0,444-0,785 <0,001
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5. TARTISMA

Warfarin tiim diinyada sik olarak tercih edilen bir ilagtir. Pediatrik
hastalarda warfarin tedavisi endikasyonlar1 arasinda vendz tromboemboliler ve
mekanik prostetik kalp kapagi 6n planda yer almaktadir (39). Bir ilacin dozunun
ayarlanmas1 sirasindaki hedefler ilacin etkisini en st diizeyde tutmak ve yan
etkileriyle karsilagmamaktir. Bunu basarmak Ozellikle warfarin gibi terapotik
indeksi dar ilaglar i¢in daha zordur. Warfarin tedavisinin 6zellikle baslangig
asamasinda yliksek oranda ciddi kanama komplikasyonlariyla karsilasiimaktadir
(2). Fakat hem terapdtik araliginin darligi hem de doz ihtiyacinin ¢ok degisken
olmast nedeniyle warfarin, son zamanlarda farmakogenetik calismalarin 6nemli
bir ilact durumuna gelmistir (64). Warfarine bagh majér kanama komplikasyonu
ortaya c¢ikma oram1 %12, kanamaya bagli mortalite orani ise %?2 olarak
belirlenmistir (108). Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (FDA) tarafindan warfarinin
1990-2000 yillar arasinda en fazla ciddi yan etkiye neden olan ilk 10 ilag arasinda
oldugu gosterilmis ve warfarin baglangic dozunun CYP2C9 ve VKORCI
genotipleri géz oniinde bulundurularak ayarlanmasi 6nerilmistir (39, 109). Biitiin
bu nedenlerden dolayr warfarin tedavisinin o6zellikle baslangic asamasinda sik
araliklarla INR takibi yapilmasi 6nemlidir (88).

Warfarinin -S- ve -R- olmak iizere iki adet enantiyomeri bulunmaktadir.
Antikoagiilan etkide S-warfarin, R-warfarine gore 5 kat daha potenttir. S-warfarin
CYP2C9 ile metabolize olurken, R-warfarin CYP1A2, CYP2C19 ve CYP3A4 ile

metabolize olmaktadir (39). Bu nedenle S-warfarin klirensine katkida bulunan
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etkenlerin; yas, genotip ve viicut yiizey alani, R-warfarin klirensine katkida
bulunan etkenlerin; yas ve viicut yiizey alan1 oldugu gosterilmistir (2).

Warfarin metabolizmasi, CYP2C9 ve VKORCI1 genetik polimorfizmleri
disinda yas, 1rk, viicut agirligl, viicut alani, boy, cinsiyet, ilag etkilesimleri, ek
hastaliklar, sigara, alkol, diyetle alinan K vitamini miktarindan etkilenmektedir
(64, 66). Onceki yapilan calismalarda warfarin doz ihtiyacimin, genetik
polimorfizm ve boyu hesaba katmaksizin, 20-90 yaslar1 arasinda her on yilda 0,5-
0,7 mg azaldig1 gosterilmistir (2). Yas faktorii yaslandik¢a warfarin
metabolizmasindaki azalma ile bagdastirilabilir (110).

Literatiirde eriskin yas grubunda yapilmis, warfarin doz ihtiyacinin genetik
polimorfizmlerle iligkisi hakkinda bir ¢ok ¢aligma bulunmasina ragmen pediatrik
yas grubunda yapilan ¢alismalar ¢ok sinirhidir. Bizim calismamiz hem pediatrik
yas grubunda yapilan nadir ¢aligmalardan biri hem de Tirk Toplumu’ndaki
pediatrik yas grubunda yapilan ilk ¢aligma olmasi nedeniyle biiylik Oneme
sahiptir. Yuya Kato ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptigi bir ¢alismada Japon
pediatrik hastalarda, VKORCI1 genetik polimorfizminin ve yasin warfarin doz
ithtiyacini etkileyen en onemli iki faktor olduklar: belirtilmistir (107). Rieder ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada CYP2C9 ve VKORCI1
genetik  polimorfizmleri beraber ele alindiginda doz ihtiyacin1  %50-60
degistirebilmektedir. Fakat doz ihtiyacim1 belirlemede VKORCI1 genetik
polimorfizminin CYP2C9’dan daha o©nemli oldugu gosterilmistir (111).
Michelson ve arkadaglarinin 1998 yilinda yaptig1 calismada; hedef INR olan 2-3

araligmma ulasmak i¢in infantlarda ortalama 0,32 mg/kg/giin, ergenlerde ise
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ortalama 0,09 mg/kg/giin warfarin tedavisi verilmesi gerektigi belirtilmistir (112).
Puehringer ve arkadaslarinin 2010 yilinda yaptiklar1 ¢alismada warfarin disindaki
kumarinlerden fenprokumonun doz gereksinimini etkileyen en 6nemli faktoriin de
VKORC1 -1639 G>A genetik polimorfizmi oldugu gosterilmistir. Ikinci en etkili
faktoriin yas oldugu belirtilmis, CYP2C9*3 genetik polimorfizmi ise liclincii
stray1 almistir (113).

Sconce ve arkadaglarinin 2005 yilinda yaptig1 bir ¢aligmada CYP2C9 ve
VKORCI genetik polimorfizmlerinin warfarin doz ihtiyacina etkisi arastirilmais.
Hem CYP2C9 hem de VKORC1 (-1639) gen boélgelerindeki mutasyonlarin
belirgin bir bicimde doz ihtiyacin1 azalttigi gosterilmistir. Bu caligmaya gore
warfarin doz gereksinimi ile cinsiyet arasinda bir iligki saptanamamustir fakat yine
de erkeklerin doz ihtiyaglar1 daha yiiksek bulunmustur. Bunun nedeni ise
erkeklerin viicut yiizey alani ve boylarmin daha fazla olmasidir. Bu calismada;
yas, boy, CYP2C9 ve VKORCI genotiplerinin warfarin idame dozunu
hesaplamada en yol gosterici etkenler oldugu saptanmis ve formiil
olusturulmustur (2). Biz de ¢alismamizda bu formiilii esas alarak ideal warfarin
dozlarini hesapladik.

Muszkat ve arkadaslarinin 2007 yilinda yapmis olduklar1 calismada
homozigot normal ile karsilastirildiginda CYP2C9*3 heterozigot allelik
varyantina sahip kisilerin %33 daha diisiik warfarin dozuna ihtiya¢ duyduklar
gosterilmistir. Diisiik warfarin dozuna ihtiya¢ duymalarina ragmen takiplerinde
yiiksek INR degerleri saptandig1 ve kanama komplikasyonu gelistirme konusunda

daha yiiksek risk altinda olduklari belirtilmistir. Yine bu ¢alismada CYP2C9*2
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heterozigot allelik varyantina sahip kisilerin ise homozigot normalden daha yiiksek
fakat CYP2C9*3 heterozigot allelik varyantindan daha diisiik warfarin dozlarina
ihtiya¢ duyduklar gosterilmistir. Yine bu ¢aligmada antibiyotik tedavisi ile birlikte
warfarin kullanirken daha diisiik dozlara ihtiya¢ duyuldug: belirtilmistir (3). Biz de
calismamizda bunu goz 6niinde bulundurarak warfarin metabolizmasini etkileyecek
ila¢ kullanim1 olmayan hastalar1 ¢aligmaya dahil ettik.

Literatiirde CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 genetik polimorfizmlerinin warfarin
doz ihtiyacini azalttigin1 gosteren bir ¢ok caligma bulunmaktadir. Sanderson ve
arkadaglarinin 2005 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismaya gore; CYP2C9*2 genetik
polimorfizmine sahip kisilerde doz gereksinimi %17, CYP2C9*3 genetik
polimorfizmine sahip kisilerde ise doz gereksinimi %37 azalmaktadir (114). Yine
Lindh ve arkadaslarinin 2009 yilinda yapmis olduklar1 8000 hastay1 kapsayan
calismada CYP2C9  *1/*1  (homozigot normal) diger tasiyicilarla
karsilastirilmistir. Buna gore; doz gereksinimlerinin CYP2C9 *1/*2’de %19,6,
*1/*3°de  %33,7, *2/*2’de 9%36,0, *2/*3°de 9%56,7, *3/*3’de ise %78,1
oranlarinda azaldig1 gosterilmistir (115). Biz c¢alismamizda ideal doz
gereksinimlerini  hesap ederken CYP2C9 disinda, VKORCI1 genetik
polimorfizmini, yas ve boyu da goz Oniinde bulundurduk. Hastalara verilen
dozlara bakildiginda, ortalama miktarlarin homozigot normallere oranla genetik
polimorfizmi olanlarda daha az oldugunu gordiik. Tablo 20°de detayli olarak
gosterilen bulgular kisaca; CYP2C9*2’de mutasyon yokken verilen ortalama doz;

4,35+1,25, varken verilen ortalama doz ise; 3,67+1,38. Yine CYP2C9*3’de
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mutasyon yokken verilen ortalama doz; 4,40+1,39, varken verilen ortalama doz
ise; 3,98+1,13 olarak bulundu.

Ozer ve arkadaslarmi 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada CYP2C9
ve VKORCI genetik polimorfizmlerinin warfarin baslangi¢ dozunu hesaplamada
en 6nemli faktorler olduklar1 gosterilmistir. VKORCI geninde belirlenmis bir ¢ok
polimorfizm warfarin doz gereksinimini degistirebilmektedir. Ancak Ozer ve
arkadaslar1 VKORC1 -1639 G>A polimorfizminin en 6nemli role sahip oldugunu
belirtmis ve bu polimorfizm iizerine ¢alismislardir (87). Yine Gin Gin Gan ve
arkadaslarinin 2010 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada, VKORCI1 -1639 G>A
gen bolgesinde GG genotipine sahip hastalarin en yiikksek, AG genotipine sahip
hastalarin orta, AA genotipine sahip hastalarin ise en diisiik miktarda warfarin doz
gereksinimleri oldugu gosterilmistir (88). Biz de ¢alismamizda VKORC1 -1639
G>A polimorfizminin warfarin doz gereksinimlerine etkisini aragtirdik. Ayrica
Ozer ve arkadaslarinin galismasinda CYP2C9 homozigot normallerde terapdtik
INR seviyelerine ulagsmanin daha uzun zaman aldigi belirtilirken Limdi ve
arkadaglarinin 2008 yilinda yaptiklar1 diger bir ¢aligmada ise CYP2C9 veya
VKORC1 genetik polimorfizmlerinin bu siireyi etkilemedigi gosterilmistir (116).
Bu farkli sonuclar tedaviye baslama dozlari, tedaviyi devam ettirme protokolleri
ve warfarin ile etkilesim gosteren diger ilaglarin kullanimi ile agiklanabilmektedir.

Nowak-Gottl ve arkadasglarinin 2010 yilinda pediatrik yas grubunda
yapmis olduklar1 ¢alismada warfarin doz ihtiyacina etki eden en onemli faktoriin
yas oldugunu gostermislerdir. Yas faktorii ile dozdaki varyasyonu %28,3,

CYP2C9 genetik polimorfizmi ile %0,4 ve VKORCL1 genetik polimorfizmi ile
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doz degisimini %3,7 olarak hesaplamiglardir. Bu calismada yasin warfarin doz
ihtiyacina etkisinin pediatrik yas grubu ile erigskin yas grubu arasinda farklilik
gosterdigi de belirtilmistir. Pediatrik yas grubunda yas faktorii ile doz varyasyonu
%28,3 iken, eriskinlerde bu oran %4-%21 arasinda degismektedir. Erigkin yas
grubunda warfarin doz gereksiniminde en etkili faktoriin, CYP2C9 ve VKORCI
genetik polimorfizmlerinin birlikte ele alinmasi oldugu gosterilmistir (2, 4, 105).
Biz de ¢alismamizda hem yas1 hem de iki genetik polimorfizmi birden gz oniinde
bulundurarak ideal dozlarimizi hesapladik.

Genel olarak, beyaz irkta CYP2C9 genetik polimorfizmi Asya niifusuna
gore daha yiiksek oranda bulunmaktadir (117, 118). Yoon ve akadaslarinin 2001
yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada Asya niifusundaki diisiik CYP2C9 polimorfizm
orani Kore niifusunda kanitlanmistir (86). Fakat diger bir ¢aligmada Japonlar’da
hesaplanan ortalama idame warfarin dozu beyaz irktan %31 daha dusiiktiir (117,
118). Bu durum doz ihtiyacinin sadece CYP2C9 genotipine gore
hesaplanamayacagini, VKORCI1 genetik polimorfizminin ve genetik olmayan
daha bir ¢ok etkenin de géz oniinde bulundurulmasi gerektigini gostermektedir.
Botton ve arkadaglarinin yapmis oldugu ¢aligmada warfarin kullanan hastalarin
aldiklar ekstra ilag tedavilerinin warfarin doz gereksiniminde olduk¢a 6nemli bir
role sahip oldugu gosterilmistir (69). Yine Zhong ve arkadaslarinin 2010 yilinda
yapmis olduklar1 caligmada; CYP2C9 enziminin orta derecede inhibitorii olan
amiodaron ve simvastatin ayrica CYP2C9 enziminin kuvvetli inhibitdrii olan
flukonazol kullanim1 ile birlikte warfarin kullanan hastalarda asirt

antikoagiilasyonun ortaya ¢iktig1 bunun da kanama riskini arttirdigi gosterilmistir
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(81). Bizim ¢alismamizda warfarin ile etkilesen (CYP2C9 ile metabolize olan)
ilag (amiodaron, azol grubu, statinler, HMG CoA rediiktaz inhibitorleri) ve sigara
kullanimi, karaciger hastalig1 olan hastalar sorgulandi. Kullanmak zorunda olanlar
calisma disinda birakildi. Daha once yapilmis bir ¢ok c¢alisma bunu géz ardi
etmistir.

Bizim ¢aligmamizda warfarin kullanan 58 ¢ocuk olguda ve 149 saglikli
cocukda CYP2C9 ve VKORC1 genetik polimorfizmlerinin incelenmesi ve
warfarin tedavisinde bu genlerin etkinliginin arastirilmasi amaglanmistir. CYP2C9
ve VKORCL1 genetik polimorfizmlerinin Tirk Toplumu’nda pediatrik yas
grubundaki sikliklar1 saptandi. Elde edilen sonuglar daha Once yapilan
caligmalarla karsilastirildi.

Babaoglu ve arkadaglarinin 2004 yilinda 93 olguda yapmis olduklari
calismada Tirk Toplumu’nda CYP2C9 allelik varyantlarini PZR-RFLP yontemi
ile incelemislerdir. Caligmanin sonuglarina gére CYP2C9*1/*1 varyant frekansi
%68,2 ve diger varyantlarin (*1/%2, *1/*3, *2/*2, *2/*3 ve *3/*3) frekanslar
%31,8 olarak bulunmustur (119). Bizim c¢alismamizda ise saglikli kontrol
grubunda CYP2C9*1/*1 frekans1 %61,1, diger varyantlarin frekans1 %38,9 olarak
saptanmistir. Babaoglu ve arkadaslarinin calismasi ile bezerlik gostermektedir.
Fakat, warfarin kullanan hasta grubuna baktigimizda; CYP2C9*1/*1 allel frekansi
%37,9 ve diger varyantlarin frekanst %62,1 olarak saptanmistir. Burada farki
yaratan en bliylik etken; warfarin kullanan ¢ocuklarda CYP2C9*1/*3 varyantinin
saglikli kontrol grubuna kiyasla ¢ok daha yiiksek oranda goriilmesidir. Bu

sonuclar warfarin kullanan ¢ocuklarda CYP2C9 mutasyon oranmin daha yiiksek

68



oldugunu kanitlamakla beraber, mutasyonu olan kisilerin warfarin kullanma
endikasyonu olan hastaliklara daha yatkin oldugu fikrini de dogrulamaktadir.

Aynacioglu ve arkadaslarmin 1999 yilinda PZR-RFLP yontemini
kullanarak Giineydogu Anadolu Boélgesi’nde yaptiklar1 ¢alismayla bizim
calismamizi kiyasladigimizda da aymi sonuclarla karsilasilmistir. Aynacioglu ve
arkadaslarinin caligmasinda Tiirk Toplumu’nda CYP2C9 *1/*1 varyant frekansi
%61,72, diger genotip varyantlarin frekansi ise (*1/*2 icin %18,04, *2/*2 icin
%1, *1/*3 i¢in %17,23, *2/*3 i¢in %]1,1 ve *3/*3 i¢in %0,8) %38,28 olarak
saptanmigtir (83). Bu oranlar ile bizim yapmis oldugumuz ¢alismadaki saglikli
kontrol grubunun varyant sikliklar1 benzerlik gostermektedir. Fakat warfarin
kullanan hasta grubunda CYP2C9*1/*1 daha diisiik oranlarda gozlenirken
ozellikle CYP2C9*1/*3 varyantt daha yiliksek oranlarda bulunmustur. Tim
olgulara baktigimizda bizim ¢alismamizin oranlari; CYP2C9 *1/*1 i¢in %54,6,
*1/*2 i¢in %16,4, *1/*3 icin %24,2, *2/*3 icin %2,9 ve *3/*3 icin %1,9 olarak
saptandi. Tiim popiilasyon sonuglarint Aynacioglu ve arkadaslarinin sonuglari ile
karsilastirdigimizda; bizim ¢alismamizda *1/*3 ve *2/*3 varyant frekanslar1 daha
yiiksek saptanirken, *2/*2 varyantina rastlanmadi.

Nowak-Gottl ve arkadaslariin beyaz irk pediatrik hasta grubu tizerinde
yaptiklari, CYP2C9 polimorfizm sikliklarim1 aragtiran ¢alisma ile bizim
calismamiz1 karsilastirdik. Buna gore; beyaz irkta CYP2C9 *1/*1 (homozigot
normal) insidanst Tiirk Toplumu’ndaki pediatrik yas grubuna gore daha yiiksek

oranda saptanirken, *1/*3, *2/*3 ve *3/*3 allel frekanslar1 bizim ¢aligmamizda
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daha yiiksek oranlarda saptandi (4). Yani Tirk Toplumu’nda CYP2C9*3 genetik
polimorfizmi daha yiiksek oranda bulunmaktadir.

CYP2C9 genetik polimorfizminin Asya Toplumu’ndaki sikliklari ile bizim
calismamiza gore Tiirk Toplumu’ndaki sikliklarim1 karsilagtirdik. Nasu ve
arkadaslarinin Japon Toplumu’nda yaptiklari, Yoon ve arkadaslarinin Koreliler’de
yaptiklar1 ve Gin Gin Gan ve arkadaslarinin Cin, Malezya ve Hindistan
Toplumlari’nda yaptiklar1 caligmalara gore Asyalilar’da genel olarak CYP2C9
*1/*1 (homozigot normal) sikliklar1 %90’1in iizerinde saptanirken, bizim
calismamizda kontrol grubunda %61,1, hasta grubunda ise %37,9 olarak
saptanmigtir (85, 86, 88). Bu da Tiirk Toplumu’nda Asyalilar’a oranla CYP2C9
genetik  polimorfizm sikliginin ¢ok daha yiikksek oranda goriildiigiini
gostermektedir.

Arvanitidis ve arkadaslarinin  Yunan Toplumu'nda, Hamdy ve
arkadaslarmin da Misir Toplumu’nda yaptiklari, CYP2C9 genetik polimorfizm
sikliklarin1 gosteren caligsmalarla bizim c¢alismamiz karsilastirildiginda allel
frekanslar1 benzer oranlarda bulunmustur (71, 81, 88). Bu da Tiirk Toplumu ile
Yunan ve Misir Toplumu’ndaki CYP2C9 genetik polimorfizm sikliklarinin
birbirine yakin oranlarda oldugunu gostermektedir.

Diinyada farkli toplumlarda CYP2C9 genotip frekanslarinin belirlenmesi
amaciyla yapilan bir¢ok ¢alisma mevcuttur (Tablo 11). CYP2C9*2 ve CYP2C9*3
genotip frekanslart etnik gruplar arasinda yiiksek oranda degisiklik
gostermektedir. Bizim calismamiza goére CYP2C9*2 ve *3 genotip frekanslari

acisindan en yakin benzerlik Avrupa toplumlar ile goriilmektedir.
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Ozgon ve arkadaslarinin 2008 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada Tiirk
Toplumu’nda VKORCI1 -1639 G/G normal genotipe sahip bireylerin frekansi
%28,8, -1639 G/A heterozigot genotipe sahip bireylerin frekans1 %42,4 ve -1639
A/A homozigot mutant genotipe sahip bireylerin frekans1 %28,8 olarak
saptanmigtir (103). Bu ¢alisma Tiirk Toplumu’nda VKORCI1 genotipleri iizerine
yapilan ilk galisma niteligi tasimaktadir. Ozgén ve arkadaslarmin yapmis oldugu
calisma ile bizim c¢alismamizin VKORC1 genotip frekanslar1 agisindan
dagilimlar1 benzerlik gostermektedir. Fakat, biz calisgmamizda saglikli kontrol
grubu ve warfarin kullanan hasta grubu VKORCI1 genotip frekanslarint ayr1 ayri
hesapladik. Saglikli géniillii kontrol grubunda VKORCI1 -1639 G/G homozigot
normal %29,5, -1639 G/A heterozigot %49,0 ve -1639 A/A homozigot mutant
%21,5 oranlarinda bulunurken, warfarin kullanan hasta ¢ocuklarda VKORC1 -
1639 G/G homozigot normal %19,0, -1639 G/A heterozigot %62,1 ve -1639 A/A
homozigot mutant %19,0 oranlarinda saptandi. Bu sonuglar aynen CYP2C9
geninde oldugu gibi, warfarin kullanan ¢ocuklarda VKORC1 mutasyon oraninin
daha yiiksek oldugunu kanitlamakla beraber, mutasyonu olan kisilerin warfarin
kullanma endikasyonu olan hastaliklara daha yatkin oldugu fikrini de
dogrulamaktadir. Caligmamizda hasta grubu ve kontrol grubunu beraber yani tiim
popiilasyonu ele aldigimizda ise oranlar; VKORC1 homozigot normal %26,6,
heterozigot %52,7 ve homozigot mutant %20,8 olarak bulundu. Bu sonuglara gore
genel olarak bizim ¢alismamizda heterozigot olgularin frekansi daha yliksek
saptanirken, Ozgén ve arkadaslarmin c¢alismasinda homozigot mutant olgularin

frekansinin daha yliksek oldugu gosterilmistir.
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Ozer ve arkadaslari tarafindan 2008 yilinda yapilan calismada Tiirk
Toplumu’ndaki VKORCI genetik polimorfizm sikliklari; homozigot normal %36,
heterozigot %47 ve homozigot mutant %17 oranlarinda bulunmustur (87). Biz de
calismamizda benzer oranlar bulmakla beraber, genel olarak homozigot normal
sikligin1 daha diisiik, homozigot mutant sikligin1 ise daha yiiksek saptadik. Yine
Ozer ve arkadaslarinin ¢alismasinda Tiirk Toplumu’ndaki VKORCI1 allel
frekanslar1 Asya irklarindan ve Afrikali Amerikalilar’dan oldukga farkli bulunup,
beyaz irka yakin oranda saptanmistir (87). Bu sonuglar Ozgén ve arkadaslarinin
calismasiyla da benzerlik gdstermektedir (103).

Biz de calismamizda Tiirk Toplumu’ndaki VKORCI allel frekanslar ile
diger toplumlardaki sikliklar1 karsilastirdik. Nowak-Géttl ve arkadaslarinin 2010
yilinda yaptiklar1 ¢aligmada beyaz 1rk pediatrik yas grubundaki VKORCI genetik
polimorfizm sikliklar1 saptanmistir. Bulunan sonuglarla bizim sonuglarimizi
karsilagtirdik. Beyaz 1rka oranla Tiitk Toplumu pediatrik yas grubundaki
homozigot normal sikliginin daha diisiik, heterozigot sikliginin hemen hemen
ayni, homozigot mutant sikliginin ise belirgin bi¢imde daha yiiksek oldugunu
gordiik (4). Yine Sconce ve arkadaslarinin 2005 yilinda eriskin yas grubundaki
beyaz 1wrkta yapmis olduklart ¢alismadaki oranlarla Tiirk Toplumu’ndaki
VKORCI1 allel frekans oranlarmi karsilagtirdigimizda Nowak-Gottl  ve
arkadaslarinin ¢alismasina kiyasla sikliklarin ¢ok daha benzer oldugunu gordiik
(2). Wadelius ve arkadaglarimin 2009 yilinda yaptiklar1 ¢calismada beyaz irktaki
VKORCL1 allel frekanslar1 ortaya konmustur. Saptanan sonuglar ile kendi

calismamizin  sonuglarmi karsilastirdigimizda, aynen Ozer ve Ozgon’iin
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caligmalarinda buldugu gibi, Tiirk Toplumu’ndaki VKORCI allel frekanslarinin
beyaz irka ¢ok yakin oranda oldugunu gordiik (105).

Onceden yapilan bir ¢ok calismayi inceledigimizde su sonuglara vardik.
Japon Irki'nda VKORCI1 -1639 G/G homozigot normal orani son derece
yiiksekken (%79.,4), -1639 A/A homozigot mutant oran1 yok sayilabilecek kadar
diisiiktiir (%0,8) (64). Gin Gin Gan ve arkadaglarimin 2010 yilinda yapmis
olduklar1 ¢calismada, Malezyali ve Cinliler’de VKORCI1 genetik polimorfizminin
olduk¢a sik fakat Hintliler’de ise Japonlar’daki gibi oldukg¢a diisiik oranlarda
bulundugu gosterilmistir (88). Tiirk Toplumu’ndaki sikliklar bu oranlarin arasinda
bir yerde bulunmaktadir. Yine Negar ve arkadaslarinin fran Toplumu’nda yapmis
olduklar1 c¢alismayla bizim ¢alismamiz karsilastirildiginda, benzer oranlar
bulunmakla beraber Iran Toplumu’nda VKORC1 -1639 G/A heterozigot ve -1639
A/A homozigot mutant sikliklarinin daha yiiksek oldugu gortildii (71).

Biitiin bu sonuglar ve karsilastirmalar g6z Oniinde bulunduruldugunda,
Tiirk Toplumu’nda CYP2C9 ve VKORCI genetik polimorfizmlerinin bir ¢ok
topluma oranla daha sik oldugu goriilmiistiir. Toplumda mutasyon miktarinin
yilksek olmasi sonucu warfarin tedavisi esnasinda kisilerde kanama
komplikasyonlar1 gelisme riski daha yiiksektir. VKORC1 ve CYP2C9 genetik
polimorfizmlerinin warfarin doz ayarlamasindaki 6nemi bir ¢ok c¢aligmada
kanitlanmakla beraber tedavi oncesi bu polimorfizmlerin arastirilmasi Amerikan
Gida ve llag Dairesi (FDA) tarafindan da 6nerilmektedir (120). Bu yiizden Tiirk
Toplumu’nda warfarin tedavisine baglamadan 6nce VKORC1 ve CYP2C9 genetik

polimorfizmlerine bakilmasi klinisyenlerin ideal doza ulasmasini kolaylastirirken,
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hastalarda gelisen kanama komplikasyonlarin1 da azaltacaktir. Testin sadece bir
tiip kan ile bir defada ve Real-Time PZR ile birka¢ saat gibi kisa bir siirede
yapilip, sonuca ulasilmasi da testin uygulanmasinin yeteri kadar kolay oldugunu
gostermektedir.

Genetik polimorfizmler, boy ve yas goz tiniinde bulundurularak ideal
warfarin dozlar1 hesaplanip, verilen dozlarla karsilastirildi. Hastalarin takibinde,
hedef INR degeri olan 2-3 arasindayken aldiklar1 warfarin dozlarinin aritmetik
ortalamalar1 alinarak verilen doz ortalamalar1 hesaplandi. Bu dozlar, yas, boy,
VKORC1 ve CYP2C9 genetik polimorfizmlerini Sconce ve arkadaglarinin
olusturdugu formiilde yerine koyarak hesaplanan ideal dozlarla karsilastirildi.
Verilen dozlar ve ideal dozlar arasinda %65’lik bir uyum saptand ki bu da yeterli
derecede bir uyumu gostermektedir. Buna dayanarak, ¢aligmamizda hem terapotik
doza daha g¢abuk ulasilmasi hem de kanama komplikasyonlarmin azaltilmasi
agisindan, tedavi baslangicinda CYP2C9 ve VKORCI genetik polimorfizmleri
g0z Oniinde bulundurularak warfarin doz ayarlamasi yapilmasinin klinisyenlere
yarar saglayabilecegi kanitlandi.

Calismamizin sinirlt kaldigi durumlar da mevcuttur. Warfarin kullanan
hasta ¢ocuk sayis1 sinirhdir. Ideal doz hesaplarken CYP2C9 ve VKORC1
polimorfizmleri disindaki sitokrom P450 4F2 (CYP4F2), apolipoprotein E
(APOE), gamma-glutamil karboksilaz (GGCX) gibi diger genetik polimorfizmler
hesaba alinmamistir. Yine VKORCI1 geninin sadece -1639G>A bolgesindeki
polimorfizm gz Oniinde bulundurulurken, 3730G>A, 3588G>A ve 1173C>T

genetik polimorfizmleri hesaba katilmamistir.  Ayrica elimizdeki veriler
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dogrultusunda, INR takibi yapilan hastalarin 11 tanesinde hedef INR olan 2-3
araligina ulasilamadig i¢in hesapladigimiz ideal doz ile verilen doz

karsilastirilmasi 47 hasta tizerinde yapilmistir.
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6. SONUCLAR

Warfarin kullanan hasta grubu ve kullanmayan saglikli goniillii kontrol
grubunda CYP2C9 ve VKORCI1 genetik polimorfizm sikliklarinin arastirildig: ve
genotipler goz Oniinde bulundurularak ideal warfarin dozlarinin hesaplanip,
verilen doz- ideal doz karsilastirilmasinin yapildigi bu calismada elde edilen

sonuclar asagida siralanmistir.

1. Calismamiz yaslar1 13,4+4,7 (0,2-18) arasinda degisen 58 warfarin
tedavisi alan hasta ve yaslart 9,7+4,8 (0,5-18) arasinda degisen149

saglikli goniillii ile gerceklestirilmistir.

2. Hasta grubunda %46,6 kiz, %53,4 erkek bulunurken, saglikli goniillii

kontrol grubunda %57,7 kiz, %42,3 erkek bulunmaktadir.

3. Warfarin kullanan hasta grubunda CYP2C9 genotip varyant sikliklari,
*1/*1 i¢in %37,9, *1/*2 i¢in %15,5, *1/*3 i¢in %36,2, *2/*3 i¢in %6,9,
*3*/3 i¢in %3,4 olarak saptanirken, saglikli goniillii kontrol grubunda;
*1/*1 i¢in %61,1, *1/*2 i¢in %16,8, *1/*3 i¢in %19,5, *2/*3 i¢in %1,3,
*3/*3 igin %1,3 olarak bulundu. Calismaya dahil edilen tiim bireyler
acisindan, Tirk Toplumu’ndaki CYP2C9 genotip varyant sikliklari,
*1/*1 igin %54,6, *1/*2 i¢in %16,4, *1/*3 igin %24,2, *2/*3 i¢in %2,9,
*3/%3 i¢in %1,9 olarak saptandi. CYP2C9*2/*2 varyanti hem warfarin
kullanan hasta grubunda, hem de saglikli kontrol grubunda

saptanmamistir.
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4. Warfarin kullanan hasta grubunda VKORC1 -1639 G>A polimorfizm
sikliklar;; G/G i¢in %19,0, G/A i¢in %62,1 ve A/A i¢in %19,0
saptanirken, saglikli goniilli kontrol grubunda; G/G i¢in %29,5, G/A
icin %49,0 ve A/A igin %21,5 olarak bulundu. Calismaya dahil edilen
tiim bireyler agisindan, Tiirk Toplumu’ndaki VKORC1 geni -1639 G>A
polimorfizmi genotip dagilimlart G/G i¢in %26,6, G/A igin %52,7 ve

A/A i¢in %20,8 olarak saptanmustir.

5. Warfarin kullanan c¢ocuklarda CYP2C9 ve VKORC1 mutasyon
oranlarinin daha yiiksek olmasi, mutasyonu olan kisilerin warfarin
kullanma endikasyonu olan hastaliklara daha yatkin oldugu diislincesini
ortaya ¢ikarmaktadir. Bu durum konuyla ilgili daha bir ¢ok ¢aligmanin

yapilmasi gerektigini gostermektedir.

6. Tirk Toplumu’ndaki CYP2C9 ve VKORCI genetik polimorfizm
sikliklar1 etnik gruplar arasinda en yakin benzerligi Avrupa toplumlari
ile gdstermektedir. Asya toplumlari ile karsilagtirildiginda oranlar son

derece farkhidir.

7. Warfarin doz hesaplama program ile hesapladigimiz ideal dozlar ile
hastalara hedeflenen INR degerindeyken verilen dozlar arasinda %65
korelasyon  saptanmasi  ¢alismamizin amacina ulasabilecegini

gostermektedir.

8. Bu calisma sayesinde rutin olarak kullanilmakta olan PZR-RFLP ile
Real time PZR yontemleri de Kkarsilastirildi. Sonuglar arasinda
korelasyon saptandi ve ¢ok daha kisa siirede, giivenilir sekilde sonug

veren Real time PZR yontemi de rutin olarak kullanilmaya baslandi.
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8. OZET

CYP2C9 ve VKORC1 Genetik Polimorfizminin Tiirk Toplumu’ndaki
Warfarin Kullanan Cocuklarda Doz Gereksinimlerine EtKisinin
Arastirllmasi

Warfarin onlarca yildir tiim diinyada vendz ve arteriyel tromboembolik
olaylarin proflaksi ve tedavisinde en yaygin kullanilan ilactir. Dar terapotik
araligi, kullanimi sirasinda yliksek oranda kanama komplikasyonlarinin ortaya
cikmasi ve doz ayarlamasi kisiden kisiye ¢cok degiskenlik gdstermesine ragmen
recete edilme siklig1 ozellikle sanayilesmis iilkelerde gittikce artmaktadir. Oral
alim kolaylig1 ve diisiik fiyat bunun nedenidir. Warfarin etkinligini ve giivenilir
doz araligini elde etmek ve takip edebilmek amacgli INR (international normalized
ratio) 6l¢iimleri kullanilmaktadir. INR’nin terapdtik doz araliginin altinda olmas;
tromboembolik olaylara, iistiinde olmasi ise kanama komplikasyonlarina yol
agmaktadir.

Warfarin doz ayarlamasinda yas, kilo, boy, viicut alani, cinsiyet gibi
bilinen faktorlerin etkisinin yam1 sira CYP2C9 ve VKORCI genetik
polimorfizminin etkisi yapilan bir¢ok ¢caligmada gosterilmistir.

Warfarinin ~ eliminasyonunda  karacigerde  bulunan  mikrozomal
enzimlerden sitokrom P450 2C9 (CYP2C9) gorev almaktadir. CYP2CO9,
homozigot normal (CYP2C9*1) disinda saptanan 2 allelik varyanta daha sahiptir:
CYP2C9*2 ve CYP2C9*3. Yapilan ¢aligmalarda; CYP2C9*3 allelik varyantina

sahip kisilerde eliminasyon en yavas ve dolayisiyla warfarin ihtiyaci en azdir.
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CYP2C9*2 allelik varyantina sahip kisilerde ise doz ihtiyac1 orta derecede
azalmstir.

Vitamin K epoksit rediiktaz (VKOR) warfarin tarafindan inhibe edilen ve
K vitamini dongilisiinde yer alip, pihtilasmaya katkida bulunan bir enzimdir.
VKOR, VKORC1 (vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subunit 1) geni
tarafindan kodlanir. VKORCI1 (GG) genindeki polimorfizm sonucu ortaya ¢ikan
varyantlar;; VKORC1 (GA) ve VKORC1 (AA)’dir. Yapilan ¢alismalarda
VKORCI1 (AA) polimorfizmine sahip kisilerin warfarine en duyarli ve en az doza
ihtiya¢ duyan, VKORC1 (GA) polimorfizmine sahip kisilerin de orta derecede
daha az doza ihtiya¢ duyan kisiler oldugu gosterilmistir.

Calismamizda 58 adet warfarin kullanan hastadan ve 149 adet warfarin
kullanmayan saglikli goniilliiden (kontrol grubu) 5 cc EDTA’ tiipe kan 6rnegi
almip, DNA izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen DNA’lardan PZR yo6ntemi
kullanilarak CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORCI genetik polimorfizmleri
arastirildi. Boylece CYP2C9 ve VKORCI1 genetik polimorfizminin Tiirk
Toplumu’nda pediatrik yas grubundaki sikliklar1 saptandi.

Warfarin tedavisi altindaki hastalarin ilag etkinligi derecesi INR
(internatinal normalized ratio) ile takip edildi. Hastalarin her biri i¢in genetik
polimorfizmleri, yas ve boylart g6z 6niinde bulundurularak ideal warfarin dozlari
hesaplandi. CYP2C9*2, CYP2C9*3 ve VKORCI allelik varyantlarina sahip
kisilerde doz ihtiyacinin diger faktorlerden bagimsiz olarak azaldigi gosterildi.
Hesaplanan ideal dozlarla ulagilmak istenen INR diizeyindeyken hastaya verilen

dozlar karsilastirildi. Hesaplanan ideal warfarin dozlari ile hastanin istenen INR
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diizeyine ulastig1 sirada aldigi warfarin dozu arasinda %65 korelasyon oldugu
saptandi.

Calismamizda hem terapdtik doza daha ¢abuk ulasilmasi hem de kanama
komplikasyonlarinin azaltilmasi agisindan, tedavi baslangicinda CYP2C9 ve
VKORCI1 genetik polimorfizmleri géz oOniinde bulundurularak warfarin doz
ayarlamas1 yapilmasinin klinisyenlere yarar saglayacagi kanitlandu.

Anahtar Sézciikler: warfarin, CYP2C9*2, CYP2C9*3, VKORC]1,

cocuk, farmakogenetik, genetik polimorfizm, doz gereksinimi
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9. SUMMARY

The Effect of CYP2C9 and VKORC1 Genetic Polymorphism to Warfarin
Dose Requirements in Turkish Pediatric Patients

Warfarin is the most commonly prescribed anticoagulant drug for the
prophlaxis and treatment of venous and arterial tromboembolic disorders for
decades. Despite the limitations of a narrow therapeutic range, the broad variation
of intra and inter-individual drug requirement, and relatively high incidence of
bleeding complications, therapy with coumarins is rising in industrialised countries.
The effectiveness and safety of warfarin is critically dependent on maintaining the
prothrombin time, expressed as the international normalized ratio (INR).

The anticoagulant response to warfarin is affected by both environmental
influences and also by genetically determined levels of critical enzymes. These
include; the cytochrome P-450 2C9 (CYP2C9) enzyme that is involved in the
metabolism of warfarin, and also vitamin K epoxide reductase (VKORCL1), which
is the enzyme inhibited by warfarin. The clearence of warfarin in almost entirely
the result of hepatic metabolism, and CYP2C9 is the most important enzyme
mediating its clearance. The polymorphisms in CYP2C9 are; CYP2C9*2 and
CYP2C9*3. VKORCL1 is the target of warfarin that function as competitive
inhibitors. The polymorphisms in VKORC1 (GG) are; VKORC1 (GA) and
VKORC1 (AA). Previous studies have showed that, the mean warfarin daily dose
requirement was highest in CYP2C9 wild-type patients, compared with the
variant *2 and *3 alleles and also was higher in patients with the VKORC1 GG

genotype compared with those with either GA or AA.
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The study population consisted of 58 pediatric patients who are taking
warfarin treatment and 149 healty voluntary control children. We took 5 cc blood
from all of the population and isolated their DNA from the blood. We invastigated
CYP2C9*2, CYP2C9*3 and VKORC1 genetic polymorphisms from the isolated
DNA samples using PZR. Thus we confirmed that the frequencies of CYP2C9
and VKORCL1 genetic polymorphisms in Turkish pediatric population.

We determined the requirements of warfarin dose for each patient by INR
controls. We calculated ideal warfarin dose for all patients using age, height and
CYP2C9*2, CYP2C9*3 and VKORC1 genetic polymorphisms. This study
showed that the patients who have allelic variants require lower warfarin doses.

We compared the doses of we gave and the ideal doses. In conclusion we
confirmed %65 correlation between ideal doses and the doses that the patients use.

In our study, we have proved that if the clinicians calculate the warfarin
doses with considering CYP2C9 and VKORCL1 genetic polymorphisms before the
beginning of warfarin treatment, reaching the ideal INR values will be easier and
the bleeding complications will be lower.

Key words: Warfarin, CYP2C9, VKORC1, pharmacogenetic, genetic

polymorphism, dose requirement.
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