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OzET

Oral antikoagulanlar, tromboembolik bozukluklarin tedavisinde ve
profilaksisinde sik kullanilmaktadirlar, (1-5). Warfarin, diinyada oral antikoagulan
olarak en yaygin kullanilan ilagtir (6). Hastalar, international normalized ratio (INR)
ile yakin takip edilir.

Sitokrom P450 2C9 (CYP2C9), warfarin gibi birgok dnemli ilacin oksidatif
metabolizmast i¢in gerekli olan bir karaciger enzimidir ve CYP2C9 bdlgesinde bir
dizi genetik polimorfizm tanimland:

Bu genetik mutasyonlardan biri; exon 3 pozisyon 144’ de, arjininin sisteinle
yer degigtigi CYP2C9*2 alleli (Argl44Cys), digeri exon 7 pozisyon 359 da
izolosinin 1dsinle yer degigtirdigi CYP2C9*3  alleli’(Ile359L.eu)’ tir ki bu
mutasyonlar invitro varfarin hidroksilasyondaki bozulmay: gésterir (12,13). CYP2C9
alellerinden biri, CYP2C9*1 alleli wild, en yaygin tip olup, dogal tip genotip olarak
bilinir,

CYP2C9*2 allelini tasn}an hastalardaki enzim aktivitesi, wild tip enzim
aktivitesinin %12’si, CYP2C9*3 allelini tasiyan hastalardaki enzim aktivitesi ise %5’
idir (12,14,15).

| Kumarin tiirevi olan warfarin, antikoagtilan etkinliini vitamin-K-epoksi-
rediiktaz enzim sentezini inhibe ederek gostermektedir.

. Warfarin sodyum gastrointestinal sistemden hizla emilmekte ve pik serum
konsantrasyonuna 2—8 saatte ulagmaktadir. Plazma proteinlerine tama yakin baglanur
ve karacigerde birikir, Warfarin, S- izomer ve R-izomer’den olusan rasemik karisim
~ olarak kullanilir. S- izomer, R-izomer’den 3-5 kat daha etkindir.

(alismaya Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Acil Servisine bagvuran,
warfarin tedavisi kullanan, toplam 100 hasta ve 100 géntillti saglikli denekten olugan

kontrol grubu ¢alisma kapsamina alindu,



CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 Varyéntlanm saptamak i¢in ilgili genin gen
degisimini igeren blgesi '
| CYP2C9*2 varyanti igin:

5' TACAAATACAATGAAAATATCATG 3'
5'CTAACAACCAGACTCATAATG 3
CYP2C9*3 varyant: icin:
5" AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAGATGC 3’
5’ GATACTATGAATTTGGG 3’ primerleri kullamlarak PCR teknigi ile ¢ogaltilda.

Hastalardan basvuru sonrasinda tetkik ve tedavileri siirecinde kan alinirken
ortalama 5 ml (1 hemogram tiipii) kadar kan ¢alisma igin ayrildi

Calismaya acil servise herhangi bir sikayetle gelen, bireylerde basit rastgele
orneklem metodu ile belirlenen, warfarin kullanan 100 hasta alindi. Kontrol grubu
olarak saglikli deneklerden olusan 100 goniilli birey ¢alismaya alinda.

Warfarin kullanan grupta INR degeri, warfarin kullanim dozu mutasyon
varligt agsundan degerlendirildiginde mutasyon varlifi ile degerlendirildiginde
gruplar arasi istatistiksel fark saptanmadi. Hastalardan warfarin dozu stabilize
haldeyken bakilan INR degerleri ¢aligmamizda kullamlmasmin bu duruma sebep
oldugunu diisiinmekteyiz. |

Warfarin kullanan grupta tedavi siirecindeki ilk saptanan INR ve pik INR
degerleri mutasyon alt gruplarinda karsitagtirildiginda istatistiksel olarak anlaml fark
saptandi.

Haftalik warfarin kullamm dozu stabil olan hastalarda INR diizeyi
ortalamalari arasinda istatistiksel anlamli farkin bulunmamus olmast da FDA, TWPC
ve CPIC’in &nerileri (21,118,119) dogrultusunda warfarin metabolizmasi agisindan
gen mutasyonuna warfarin baglandigi dénemde bakilmasi, warfarin kullamim
dozunun stabilize oldugu hastalardﬁ “ise bakimasmin anlam tagimadigim

diistindtirmektedir.



SUMMARY

Oral anticoagulants are frequently used in the treatment and prophylaxis of
thromboembolic disorders, (1-5). Warfarin is the most commonly used drug in the
world as oral anticoagulant (6). Patients are closely followed by international
normalized ratio (INR).

Cytochrome P450 2C9 (CYP2C9) is a liver enzyme required for the oxidative
metabolism of several important drugs such as watfarin, and a number of genetic
. polymorphisms have been identified in the CYP2C9 region.

One of these genetic mutations, exon 3 position 144, CYP2C9 * 2 allele
(Arg144Cys) where arginine replaces cysteine, and CYP2C9 * 3 allele '(Ile359Leu)’
in which exolon 7 replaces isoleucine with leucine at position 359 (Ile359Leu),
indicating the degradation of in vitro warfarin hydroxylation , 13). One of the
CYP2C9 alleles is known as the CYP2C9 * 1 allele wild type.

The enzyme activity in patients with the CYP2C9 * 2 allele is 12% of the
wild type enzyme activity, while the enzyme activity in patients with the CYP2C9 *
3 allele is 5% (12,14,15).

The gamma derivative, warfarin, demonstrates its anticoagulant activity by
inhibiting the synthesis of vitamin-K-epoxy-reductase enzyme.

Warfarin Na is rapidly absorbed from the gastrointestinal tract and reaches a
peak serum concentration within 2-8 hours. It binds closely to plasma proteins and
accumulates in the liver. It is used as a racemic mixture of warfarin, S-isomer and R-
isomer. The S-isomer is 3-5 times more effective than the R-isomer.

A control group consisting of 100 patients and 100 healthy volunteers who
applied to the Emergency Department of PU Faculty of Medicine and who were on
warfarin treatment were included in the study.

In order to detect variants of CYP2C9 * 2 and CYP2C9 * 3,
For the CYP2C9 * 2 variant:
5 'TACAAATACAATGAAAATATCATG 3'
5'CTAACAACCACACTCATAATG 3



For the CYP2C9 * 3 variant:
5'AATAATAATATGCACGAGGTCCAGAGATGC 3
5'GATACTATGAATTTGGG 3' primers.

The blood samples were collected from the patients for an average of 5 mli (1
hemogram tube) while blood was collected during the follow-up examination and
treatment. ' '

100 patients who received warfarin were selected by simple random sampling
method in the individuals who came to the study with an emergency service
complaint, As a control group, 100 volunteers from healthy subjects were included in
the study. '

In the group using warfarin, when the INR value was evaluated in terms of
warfarin use dozu mutation presence, no statistical difference was found between the
groups when evaluated with mutation presence. We think that the use of INR values
which are seen during the stabilization of warfarin in patients with this disease is
caused by this condition. '

In the warfarin group, there was a statistically significant difference when
comparing the initial INR and peak INR values in the treatment subgroups.

The fact that there was no statistically significant difference between INR
level averages in patients with weekly warfarin use-stabilized patients suggests that
the observation of warfarin metabolism in terms of warfarin metabolism during
warfarin initiation in the direction of the FDA, IWPC and CPIC recommendations
(21,118,119)



GIRIS

Oral antikoagulanlar, ~ tromboembolik bozukluklarln tedavisinde ve
profilaksisinde stk kullammaktadirlar. (1-5). Warfarin, diinyada oral antikdagulan
olarak en yaygin kullanilan ilagtir (6). Bireylerin varfarine olan yanit1 ¢ok farklidr,
Hastalar, international normalized ratio (INR) ile yakin takip edilir, Takibe ragmen
yine de her yil tahmini olarak %7,6-16,5 oraninda kanama komplikasyt)nu gdrilir.
Kanama komplikasyonu en sik varfarin tedavisinin baslangig déneminde goriliir
2,7).

Varfarin, antikoagulan etkisini, vitamin K epoksit’den, indirgenmis vitamin K
olusumunu saflayan vitamin K epoksit redilktaz enzimini inhibe ederek
gostermektedir (8).

Bu pro:tein, vitamin K epoksit rediiktaz kompleks subunit 1 geni (VKORC1)
olarak kodlanmig olup, bu gen mutasyonlarinda pihtilasma faktér eksiklikleri ve
varfarin direnci oldugu bildirildi (9).

Sitokrom P450 2C9 (CYP2C9), warfatin gibi birgok dnemli ilacin oksidatif
metabolizmas: igin gerekli olan bir karaciger enzimidir ve CYP2C9 bélgesinde bir
dizi genetik polimorfizm tanimlandi (10,11). -

Bu genetik mutasyonlardan biri; exon 3 pozisyon 144’ de, atjininin sisteinle
yer degistigi CYP2C9*2 alleli (Argl44Cys), digeri exon 7 pozisyon 359’ da
izolosinin 1osinle yer degistirdigi CYP2C9*3 alleli’(Ile359Leu)’ tir ki bu
mutasyonlar invitro varfarin hidroksilasyondaki bozulmay: gésterir (12,13). CYP2C9
alellerinden biri, CYP2C9*1 alleli wild, en yaygin tip olup, dogal tip genotip olarak
bilinir. '

CYP2C9*2 allelini tastyan hastalardaki enzim aktivitesi, wild tip enzim
aktivitesinin %12’si, CYP2C9*3 allelini tasiyan hastalardaki enzim aktivitesi ise %5’
idir (12,14,15).

Her iki varyant allelin, kararli dozu elde etme giicligtine sebep oldugu,
warfarin doz gereksiniminde azalma ve ilag kullaniminin erken déneminde daha
yiiksek kanama riski ile iliskisi oldugu goriildii (16-22).

. Varfarin tedavi uygulamasinda dozun, hastamin diyeti, eslik eden hastalik
durumu, kilosu, diger kullandif: ilaglar ve genetik faktdrlere gdre ayarlanmasi

gerektigi icin, etkili ve gitvenli doz ayarini1 yapmak zordur.



Calismadaki amacimiz; warfarin tedavisi almakta olup hastanemize bagvuran
hastalarda, genetik yapi' ile haftabk doz ihtiyaci, INR diizeyi, cinsiyet ve kilo

arasinda iliskiyi incelemektir.



GENEL BILGILER

KOAGULASYON

Tanm-Mekanizma

Koagiilasyon kamin pihtilasmasidir. Tromboz, normal hemostatik islemlerin
uygun olmayan bir sekilde aktive edildifi durumdur. Trombositler, pihtilasma
kaskadinda, hasarli bir damar ile temas ettikten sonra aktiflesirler ve bolgeye
toplanirlar (23).

Endotel hiicrelerinden gelen prostasiklin (PGI2), GPIIb / Illa reseptétleri ile
trombosit aktivasyonunu ve artisini engeller. Von Willebrand Factor ve kolajen gibi
subendoteldeki yaralanma durumunda, aktive edilmemis trombositler, GPIb / IX
yiizeyinde glikoprotein (GP) reseptSrleri ailesi (integrin reseptorleri) ile etkilegime
girer, GPIa / Ila ve GPVI olusur ve trombiis olusur (23).

Trombosit trkacimin uzatilmasi, G-protein baglantih reseptorler, tromboksan
A2(TXA2), koliajen: ve trombin ile gerceklestirilir. Trombosit aktivasyonu ile hiicre
i¢i Ca ** miktar: artar, bsylece miyozin hafif zincirlerinin fosforilasyonu saglamr. Bu,
plateletlerde GPIIb / IMla reseptorlerinin artigi ve aktivasyonu ile hiicre biciminde
degisiklige neden olur (23).

Hiicrenin igerisindeki Ca *? miktarinin artmasinin .diger etkisi ise, aragidonik
asit salan fosfolipaz A2 aktivasyonudur, _

Tromboksan A2, GPII_b / llla ylizey reseptérlerinin sentezini daha da artirir,
Trombosit agregasyonu, aktiflestirilmis GPIIb / IIla ve fibrinojen arasindaki gapraz
baga ihtiyag duyar ve trombosit depolama graniillerinin bogalmasima ve 5-
hidroksitriptamin (SHT), ADP, B-tromboglobulin ve platelet faktér 4'tin salmmasina
yol agar. Bu metabolitlerin salinimi, vaskiiler endotelden PGI2 sentezi, vaskliler
endotelden salinan heparini inhibe eder ve daha ileri trombosit agregasyonuna yol
acar (23).
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Sekil-1 Plateletler ve Platelet Agregasyonu (23).

Trombiis {retmek igin intrinsik ve ekstrinsik yolaklar harekete geger.
Ekstrinsik yol hasar gdren dokudan tromboplastinin éahnmamyia aktive edilir ve
birkag dakika endotel hasarmndan sonra gergeklesir. Intrinsik yol, subendotélik-
kollajen gibi negatif ‘yiiklii bir doku ile kan temasi ile aktive edilir ve doku
zedelenmesi sonrasinda 10 dakikadan fazla stirer.

Trombin, son basamadin aktivasyonundan sorumludur ve bunun eylemi,
dolasimdaki antitrombin tarafindan engellenmektedir.

Koagitlasyon kaskadi, trombin olugumuna yol agan pihtilasma faktorlerinin
aktivasyonunu igeren bir dizi enzim aracilign reaksiyonu igerir. Aktive edilen

pihtilagma faktoril son derece hizli bir sekilde etkisiz hale getirilir (24) (Sekil-2).
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Sekil-2 Koagiilasyon Kaskad:

Koagiilasyon Testleri

APTT (Aktive parsiyel tromboplastin zamani), intriksik yolun basléngmmdan
fibrin {iretmek igin gerekli zamam odlger. Faktdr XII'nin etkinle'stirilmesi, faktor
VII'vi aktive etmeden faktsr XII'yi aktive edebilen harici bir ajan (6r., Kaolin) ile
gerceklestirilir. (Sekil-3) | |

25 saniyenin altindaki veya 39 saniyenin fizerindeki degerler genellikle
anormaldir (25).

Genellikle ekstrinsik yol 6lgen protrombin zamani ile birlikte yapilir.
Protrombin zamani 8l¢limii sirasinda kan, antikoagiilan olarak sitrat igeren bir test
tilpiine alimr ve kan hiicrelerinin ¢okeltilmesi igin santrifiije tabi tutulur. Sonra
sitratin etkisini tersine gevirmek ve pihtilagmayi tekrar etkinlestirmek igin kalsiyum
eklenir. Doku faktorii (faktor III) pithti olusumu sirasindaki stireyi belirlemek igin
eklenir. (25).

Trombin zamam, trombin varlipinda fibrinojenin fibrine reaksiyonunu

siirmek ig¢in gerekli zamam Slger. (Sekil-3)
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Sekil-3 Koagiilasyon Kaskad: ve Koagiilasyon Testleri (25).

Kullanilan reaktifler agisindan laboratuvar kosullari arasindaki farkliliklar,
protrombin zamam igin farkliliklara neden olabilir. Pibtilagma igin evrensel dlgiim
birimi olarak uluslararast normallestirilmig oran (INR) kabul edilmektedir. Dahast,
{ireticiler, iirettikleri doku faktérleri igin ISI (International Sensitivity Index) degerini
atar ve asagidaki formiiller sonuglar standartlagtirmak i¢in uygulanir:

INR, hastanm protrombin zamani ile kullanilan bir analitik sistem igin ISI
degerinin glictine yiikselen bir kontrol numunesi oramdir. ISI genelde 1.0 ve 2.0
arasindadir, INR = 5§ gibi yitksek bir INR seviyesi, kanama sansmmn yliksek
oldugunu, buna karsin INR = 0.5 ise, pihtilasma sans: yiiksek oldugunu gosterir.

Saglikl bir kisi i¢in normal aralik0.9-1.3 ve warfarin tedavisi gorenler igin
2.0-3.0; ancak belirli INR hedefi daha yiiksek olabilir (26).

Tromboz |

Tromboz, normal hemostatik islemlerin uygun olmayan bir sekilde aktive
edildigi patolojik bir durumu tamimlar, Trombozda koaglilasyon reaksiyonlari
uygunsuz bir sckilde diizenlenir, boylece bir pihti kontrol edilemez bir gekilde biiytir
ve bir kan damarinn litmenini tikar.

Tromboz olusumuna {i¢ ana faktdr yatkindir: endotel hasari, anormal kan
- akim ve hiper koagiilabilite. Bu iig faktdr birbirini etkiler ve Virchow triad1 olarak
bilinir (27), (Sekil-4). o '
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Sekil-4 Virchow Triadi

Vendz trombiis, esasen fibrin ve kirmizi hiicrelerden olusan intravaskiiler
birikimlerdir, arteryel trombiis baskin olarak trombositlerden olugur. Biiytiyen
trombiis ltimeni yerel liimeni tikayabilir veya embolize edebilir ve uzaktaki

damarlara ilerleyebilir (25).

ANTIKOAGULANLAR

Heparin

20, yiizyilin baslarindan beri vendz tromboemboli (VIE) ve akut koroner
hastaliklarimn tedavisinde kullamilan heparin, trombin ve bazi pihtilagma faktérlerini
inhibe ederek antikoagiilan etki gdsteren bir molektldiir (28).

Diisiik Molekiil Agirhikl: Heparinler

SH’in yararhiligim artlr_maik ve sakincalarim azaltmak amaciyla 1980'lerde
SH’in depolarizasyonu ile diiglik molekiil agirlikli heparinler (DMAH)’ler tiretildi.
Son yirmi yilda yapilan yoBun aragtirmalar ve klinik kullanimlar sonucu, DMAH’ler,
tnemli antitrombotik bilegikler olarak klinik kullamma girmislerdir (29).

DMAH lerin Yapisi, Farmakokinetik Ozellikleri ve Etki Mekanizmast

DMAH’ler, SH’in yararlilifini arttirmak ve sakincalarini azaltmak amaciyla
1980°lerde onun polimerizasyonu yoluyla Uretilmiglerdir (7). DMAH’ lerde,
antikoagiilan etkide esas sorumlu olan antit.rom‘bine baglanan bir pentasakkarid
sekansidir, Bu baglanmay: faktér Ha, faktdr Xa ve faktor XI a'min inhibisyonu tékip
eder. (30, 31). B



ORAL ANTIKOAGULANLAR

Oral antikoagulanlar, kumarin tiirevleri ve indandion tiirevleri olmak tizere iki
gruba ayrilir.

Pihtilasma faktStlerinin Giretim basamaklarini bozarak gecikmeye sebep
olurlar, fonksiyonlarint etkilemezler (32,33). Bu da etkilerinin ortaya ¢ikmast igin
gecen stireyi agiklamaktadir.

Kumarin tiirevleri arasinda dikumarol, tromekzan, kumadin, siklokumarol
mevcuttur,

Karacigerde protrombin, faktr VII, faktor IX ve faktér X' un sentezini
engelleyerek koagiilasyonu Onlerler (34). Kumarin bilesiklerinin " etkisiyle hem
protrombin zamani (PT) hem de aktive parsiyel tromboplastin zamani1 (APTT) uzar,
etkileri protrombin zamaninin degerlendirilmesiyle 6l¢tiliir (35,36).

indandion tiirevleri kimyasal yapilari kumarinden farklidir ancak
farmakolojik 6zellikleri benzerlik gosterir. K vitaminini antagonize ederler.
Protrombin olusumunu onleyerek etki gosterirler. Agiz yoluyla kuilamlirlar. Bu
bilesiklere kars1t alerjik reaksiyonlar ve agraniilositoz tarif edildi. Fenindion,
Difenadion, Anisidon bu gruptadir (32).

Warfarin sodyum

Warfarinin Tarihgesi

Dr. Link siit ciftliklerinde kargilagilan kemirgen kontrol sorunu {izerine
caligmakta iken arkadaslari ile birlikte dikumarolden yola ¢ikarak daha glicli
bilesikleri izole etmeyi bagardi. Patent haklari warfarinin isminin adindan tiredigi
(WARF+ coumarin) finanse eden vakfa (WARF) verildi. 1948 yilinda, warfarin yeni
bir ticari {iriin olarak piyasaya stiriildii (37).

Warfarinin Farmakolojisi, Farmakodinamigi, Farmakokinetigi

Kumarin tiirevi olan warfarin, antikoagiilan etkinligini vitamin-K-epoksi-
redilktaz enzim sentezini inhibe ederek gdstermekte, sonﬁq olarak K vitaminine
bagimli olarak g-karboksilasyona ugrayan II, VII, IX, X gibi koagiilasyon
faktdrlerinin {iretimini engellemektedir. |

Warfarin 4-Hidroksi-3-(3-oxo—1-phenylbutyl) coumarin’in sodyum tuzudur.
Beyaz higroskopik tozdur. Su ve alkolde oldukga ¢éziinebilir bir molekiildir ve

sudaki %1 soliisyonunun PH:7,6-8,6"d1r (38).



Warfarin sodyum gastrointestinal sistemden hizla emilmekte ve pik serum
konsantrasyonuna 2-8 saatte ulagmaktadir. Plazma proteinlerine tama yakin baglanir
ve karacigerde birikir. Warfarin, S- izomer ve R-izomer’den olusan rasemik karisim
olarak kullamilir. S- izomer, R-izomer’den 3--5 kat daha etkindir. Karaciger’de,
sitokrom P450 CYP2C9 izoenzimi warfarin’in oksidatif metabolizmasindan
sorumludur.

R-warfarin gogunlukla, CYP1A2 ve CYP 3A4’ii igeren birgok sitokrom P450
izoenzimi ile metabolize edilirken S- warfarin gogunlukla polimorfik CYP2C9 ile 7-
hidroksi warfarin’e metabolize edilir (39,40). Metabolitler, safraya reabsorbe
edildikten sonra idrarla atilir.

Warfarin’in plazma yarndémril ortalama 40 saattir ve etki stiresi 2-5 giindiir
(41). Baz1 hastalar warfarin’e herediter rezistans gosterebilit veya CYP2C9 enzim
sistemindeki genetik polimorfizm sonucu azalmig métabolizma, kronik bobrek
yetmezligi, kronik karaciger j/etmeziigi ve vaghilik gibi nongenetik faktorlerle
duyarlilik olusabilir (42). Warfarin, plasentadan gecer fakat anne siitinde Snemsiz
miktardadir. _

Warfarinin antikoagiilan etkisi, vitamin K epoksid reditktaz: inhibe ederek,
vitamin K antagonizmasi ile olugur. Vitamin K’nin rediikte formu, faktér 2, 7, 9 ve
10 ile ayrica natiirel koagiilan protein C ve S’nin, aktivasyonunda kofaktér olarak rol
alir (41), (Sekil-5).

Warfarin’in etki mekanizmasi indirekttir ve mevcut olan pihti tizerine etki
etmez. Pihtilasma faktérlerinin yart dmrii 6-60 saat oldugundan, warfarinin etkisini
gormek igin siire gereklidir. |

Belirgin terapétik etki genellikle 24 saat iginde geligir fakat bir pik etkisi
genellikle 2-3 giine kadar geligmez. Warfarinin antikoagiilasyon etkisi ge¢ ortaya
eiktifr igin ilk 2-3 giinil kapsamak tizere heparin i.v veya s.c. olarak verilmesi
gereklidir (43,44). '
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~ Sekil-5 Warfarin Metabolizmast |

Warfarin, t:r_omboémbolik hastahklarin 'primer ve sekonder korumasinda
kullanilan bir antikoagilandir. Atrial fibrilasyon ve prostetik kalp kapag: bulunan
veya miyokard infaktiisti gegiren' hastalarda sistemik tromboembolizm ve iskemik
inme gelismesini 6nlemek; ayrica sinils trombozu ve bazi protrombotik durumlarda
iskemik ataklarin tedavi ve korumasinda kullanilmaktadir (42-46).

Warfarinin Yan etkileri

Warfarin tedavisinin kan {izerine yan etkisi, hemen her organda olugabilecek
kanama ve bunun neticesinde olusan hematom ve anemidir (38).

Kanama riski birincil olarak, tedavi dozu ile iliskilidir, Diger risk faktorleri,
ileri yas (> 65), inme ve gastrointestinal kanama hikayesi, beraberinde aspirin
kullanimi, bobrek, karaciger yetmezligi ve genetik olarak artmig duyarlihiga bagh
olabilir (47). _

Toplam kanama riski antikoagiilasyon tedavi stiresi ile iliskili olmasina
ragmen en yiiksek risk, tedavinin erkeﬁ déneminde geligir (42,48).

Vitamin K kemik metabolizmasi ile iliskilidir ve vitamin K yetersizligi,
artmis osteoporotik kiriklara neden olur. Uzun siireli oral antikoagillan tedavi.
altindaki hastalar, artmus osteoporoz ve kink riski altindadir (49).

| Warfarin fetlis tizerine teratojen kabul edilir. Artmis diisiik ve 6l dogum riski
ile iliskilidir. Birinci trimestirda verilen warfarin, fetal watfarin sendromu veya

kemik degisiklikleri ve nazal hipoplazi ile karakterize warfarin embriyopatisine;



" ikinci ve ticlincii trimestirda kullanimiysa santral sinir sistemi anormalliklerine neden
olabilmektedir. Ayrica gebelifin ge¢ déneminde kullanim: fetal hemorajiye yol
 agabilir. (50-51).

Warfarin alan hastalarda, kolestatik karaciger hasar olan birka¢ vaka rapor
edilmis ve bu vakalarda karaciger hasari, ilacni. kesilmesi ile geri dénmtistiir. Ayrica
ilaca bagh pankreatit saptanan vakalar mevcuttur
(52).

Cilt nekrozu, subkutan yag dokusundaki veniil ve kapillerlerin trombozu
sonucu tedavinin ilk10 giinii i¢inde gelisen warfarinin nadir bir kbmplikasyonudur
(53).

Warfarinin Etkilesimleri

Etkilesim; artmis veya azalmig antikoagiilan metabolizmasi, warfarin
stereoizomerleri {izerine segici etki, ilag absorpsiyonundaki ve plazma proteinlerine
baglanma oranmdaki degisiklikler seklinde olabilir.

Pek ¢ok nonsteroid antienflamatuvar (NSAI) ilag trombosit fonksiyonunu
inhibe eder ve gastrointestinal irritasyonla hemoraji riskini artirir. Bazi NSA['lar,
koagiilasyon tizetinde intrinsink etki ile veya warfarini plazma protein bolgesinden
ayrarak hipoprotrombinemik etkisini artirabilirler. Bu etki genellikle gegicidir ve
basladiktan sonraki ilk haftalarda olusmaktadir 6zellikle bu donemde
antikoagiilasyonun yakin takipi géreklidir.

Yiiksek doz aspirin ve diger salisilatlar warfarinin hipoprotrombinemik
etkisin_i artirir ve oral antikoagiilan almakta olan hastalarda bu ilaglarin
kullanimindan sakinilmalidir.

Fenilbutazon, oksifenbutazon; warfarinin R ve S izometlerinin
metabolizmasini farkli yollarla degistirerek antikoagiilasyon aktivitesini artiririar.

- Diflunisanol, flurbiprofen, indometazin, ketoprofen, meklofenomat Na,
mefenamik asid ve piroksikanﬁ igeren ilaglarin; warfarinin hipoprotrombinemik
etkisini artirdigim gésteren ¢alisma sayist azdir (Tablo-1).

Antiaritmiklerden amiodaronun warfarinin metabolizmasin: inhibe ederek
aktivitesini artirdiim gosteren cesitli galismalar meveuttur (54,55) (Tablo-1).

Antiepileptikierden fenobarbital ve primidon gibi barbitiiratlar, warfarin

metabolizmasin artirarak aktivitesini azaltitlar, (Tablo-1) Karbamazepinin de benzer



etkiye sahip oldugu gosterildi (56). Valproat trombosit fonksiyonunu inhibe eder ve
warfarin ile birlikte verildiginde dikkatli olunmast gerekir (57) (Tablo-1).

Eritromisin, klaritromisin; warfarin metabolizinasin inhibe ederek warfarin
etkisini potansiyalize eder.

Rifampisin; warfarini metabolize eden enzimleri aktive ederek, etkisinin

azalmasina neden olur (38,58), (Tablo-2).

Asetominofen Flukonazol Kinidin

Allopiirinol Furosemid Kinin

Amiodaron -Gemfibrozil Kinolonlar

Amoksisilin Kloksasilin Prednizon

Anabolik steroidler |zoniazid Silfinperazon

Aspirin (>1.5 g/glin) itrakonazol Silfoniliire

Sefalosporinler Ketokonazol Tamoksifen

(sefaklor)

Simetidin Metronidazol Tetrasiklin

Klofibrat Fenilbutazon Tiroid hormonlari

Sikiofosfamid Omeprazol Trisiklik antidepresanlar

Disiilfiram Propafenon Selektif serotonin geri

alim inhibitérlen

Ranitidin Trimetoprim- Heparin
slilfometoksazol _

Eritromisin Propranolol Vitamin E

Tablo-1 Warfarinin Etkisini Artiran Ilaglar

Alkol Fenitoin Rifampin

Barbitirat Kolestiramin Sukralfat

Karbamazepin Ostrojenier K vitamini

Kortikosteroidler Griseofulvin Fenobarbiital

Tablo-2 Warfarinin Etkisini Azaltan Ilaglar
Warfarin Kullanimuna Bagh Komplikasyonlar ve Yonetimi.

Warfarin tedavisinin iki majér komplikasyonu kanama ve cilt nekrozudur.
Kanama riskini etkileyen en snemli faktor antikoagf.ilan tedavinin yogunlugudur.
Bircok amag igin, hedef INR 2.0-3.0 arasidir, INR 2.5-3.5 aras1 olacak sekilde
genellikle daha yogun antikoagllasyon gerektiren mekanik kalp kapafi ve
antifosfolipid antikor sendromu olan hastalar harigtir.

INR 3.0-4.5 arahginda oldugunda klinik olarak anlamli kanama riski artar ve
eger INR>5.0 ise kanama olaylarinda katsal bir artis olur. Cilt nekrozu Oncelikle

(sadece degil) protein C eksikliji olan hastalarda meydana gelir. Bu komplikasyon



~ genellikle tedavi baslangicindan 3-8 giin sonra geligir ve yiizeyel kiigiik damarlarin
trombozu sebeplidir.

Warfarin kullanan hastalar INR uzamas: ile birlikte kanadifinda iki genel
prensip dnemlidir:

1-Kanama sebebini tanimlamaya ve hafifletmeye ¢aligmak ve

2-Antikoagiilan etkinin giddetini azaltmak.

Klinik belirgin bir kanama olmadan INR’de iliml: yiikselme olan bir hastada,
warfarinin  kesilmesi, dikkatli izlem ve periyodik 68lglim en giivenli yolu
olusturmaktadir (59, 60). Bunun aksine, INR belirgin sekilde ylikseldiginde veya
klinik olarak anlamli kanama oldugunda tersine ¢evirme Onerilmektedir (59, 62).

Warfarine bé.gh koagfilopatinin tersine ¢evrilmesinde ii¢ yaklasim kullanilir
(59, 64), |

1- Warfarin tedavisinin kesilmesi;

2- Vitamin K verilmesi

3- Taze donmus plazma (TDP), protrombin kompleks konsantresi veya

rekombinant Faktor VIIa (tFV1la) verilmesidir.

Asemptomatik olup INR seviyesi warfarine bagli 5-9 arasina ytikselen
hastalarda oral vitamin K INR’yi subkiitan vitamin K’den daha hizli diisiiriir. Bu
hastalar i¢in, oral 1.0-2.5 miligram vitamin K, 16 éaat icinde INR’de o&l¢iilebilir
diisiis elde etmeyi, ikinci giinde terapotik seviyeyi saglar (43, 44). INR seviyesi >10
olan asemptomatik hastada da oral 2 miligram vitamin K etkilidir, fakat INR’de
diisiis daha uzun siirer (65).

Devamh antikoagiilasyon gérektiren hastalar igin IV uygulama ayrica, oral ve
subkiitan kullamm ile iliskilendiril_merhi$ asir1 diizeltme riski tagir. iV vitamin K
hayat: tehdit eden kanama veya INR >20, warfarin (intihar amagh agin1 doz) veya
rodentisit (6rn; brodifacoum) alim ile zehirlenmis semptomatik hastalar ile
siirlandiriimalidir.

Terapttik asir1 antikoagiilasyonu ters ¢evirmenin en hizhi yolu, TDP,
konsantre protrombin kompleksi veya rFVHa kullanilarak yapilan koagiilasyon
faktér infiizyonudur (64-67). INR degerleri ile pihtilagsma faktdr aktivitesi arasinda
~ dogrusal olmayan bir iliski vardm: 1.7-1.8 arasindaki INR normal pihtilasma faktor

aktivitesinin yaklagik %30’ una karsilik gelir (68). Bu seviyede normal erigkin plazma



hacmi olarak 35mL/kg kullamlarak, 10-15mL/kg TDP dozu'nun_ koagiilasyon
faktorlerini eski haline getirmesi beklenir (69).

Ne var ki, warfarin agin1 antikoagiilasyonu tedavisi i¢in TDP inflizyonuna
INR yaniti analiz edildiginde bu muhtemel iligki arasmnda biiyiik degi$kenlik
bulunmus ve warfarine baglh asir1 antikoagiilasyon igin TDP dozunun bilyitk Slglide
ampirik oldugu sonucu gikarildi (70).

Hayat1 tehdit eden kanamasi olan hastalar ve hizli, tamamiyla tersine gevirme
gerekenlerde protrombin kompleks konsantresi veya olanak dahilinde rekombinant

faktor VIla (rFVI1la) daha giivenilir ve tercih edilir (63, 64).

10 mg vitamin K iV YAVAS puse uygula

Artoig INRve hayati tehditeden § o, 12 saat sonra INR hala yiiksekse tekrarla
veya ciddi kanamavarlifi — | 10-15 mL/kg TOP uygulaftipik olarak 3-4 iinite
Vitamin K istenmeyen trombozy ve/veya agirt
Hayir i’ dizeltmeye indikleyebilir

_ Sonrakl 1 veya 2 dozu verme
Evet PO 2,85 mg vitamin K uygula

Daha sik izlem ve gerekli ise vitamin K ver
INR terapiitik oldugunda dozu uygun bir sekilde

Haynr l, ayarla

Antamlr kanama yok ve
INR>9

Sornraki 1 veya 2 dozu verme
Kanama igin yiiksek risk varsa ; PO 1.2.% mg PO
Antamlt kanama yok ve Evet vitamin K vermeyi dlsin
INR 5-5 arass > Daha sik izlfem
INR terapbitik oldugunda dozu uygun bir ;eklld&
l avarla
Hayir
Kanama igin yliksek risk warsa dozu diisiir veya bir
Belirgin kanama yok ve Evet doz atla
INR 3,5-5 aras: > Daha sik izdem
INR terapitik oldugunda dozu uygun bir sekilde
ayarla

Kanama icin yaksek rigk ;. Yag>75.antitrombosit lac kullanimigokliu ilag kutlamm,
karacider veya bobrek hastalifnalkolizm. yakin zamanda olmus cerrahi ve fravma

Sekil-6 Warfarine Bagli INR Yiikselmesi Yonetimi

Warfarin Kullanimnda Yonetim ve Doz Uygulamas:
Antikoagiiian tedavi altindaki her bir hasta i¢in ayrt doz miktar1 belirlenmesi
gerekir, Hizli antikoagiilasyon gerektigi durumlarda ilk 2 giin i¢in glinlik 10 mg

 warfarin baslangig dozu kullanilabilinir ancak pek ¢ok durumda 5 mg warfarin dozu



yeterlidir. Smg altindaki baslangig dbzlarl, yash ve artmg kanama riski bulunan
hastalarda kullamlabilir. Sonraki takip eden dozlar génellikle giinlik 3-9 mg
arasindadir. Warfarin dozlan her giin ayn1 zamanda verilmelidir (38).

Warfarin tedavi siirecinde bireyler arasi ilag yanit farkliliklar, warfarine 6zgii
dar terapdtik pencere ve ilag etkisinin nétralize edilmesindeki zorluklarla
karsilasiimakta ve hastalar tedavi siirecinde kanama veya tromboemboli gibi ciddi
komplikasyonlarla karsi karsiya kalabilmektedir (66). Warfarin kullammi ve
terapot1k doz araliklan farkh hastalik grupiarmda degiskenlik gosteririr (Sekil-7). -

darm vendz omboemboli profilaksisi -

: _'Ah't'ifoéfotipad amllmr scnd__ mu

Sekil-7 Onerilen INR Diizeyleri

Warfarin Tedavisi Uzerine Etki Eden Faktorler

Warfarin dozu;  hastanin  diyetindeki K vitamini miktari, karaciger
fonksiyonu, eslik eden medikal hastaliklar, eszamanli tedaviler, yaygin CYP2C9
mutasyonunun varhg veya yoklugunu igeren ¢ok sayida degiskenlerden etkilenir

(67-69). Warfarini pozitif ve negatif yénde etkileyen tibbi durumlar Tablo 3 ve 4’te

verildi.

ileri Yas Malabsorbsiyon Vitamin K eksikligi
Karaciger hastaliklar Ates Malignite

Safra sistem hastaliklari | Hipertiroidizm Kollajen doku hastaligi
Kalp yetmezligi Malnitrisyon Ishal-steatore

Tablo 3. Watfarini Pozitif Yonde Etkileyen Tibbi Durumlar (48).

Diyetle asin mlktar Vitamin K Dogustan warfarin direnci
alimi
Hipotiroidizm Nefrotik sendrom

Tablo 4. Warfarini Negatif Yonde Etkileyen Tibbi Durumlar (48).




CYP ENZIMLERI

CYP2C9 Enzimi

Bireyler arasinda genetik vapmin degisikligine bagli olarak ilaglarin
~ eliminasyonu farkli olabilir veya ilag farmakokinetiginde bir degigiklik olmaksizin,
réseptﬁrlerin yapilarindaki genetik degisiklikler kisiler aras: ilag etkisinin farklilifina
yol agabilir. (66).

Sitokrom P450 enzimleri, ¢esitli ilaglarin faz 1 metabolizmasimndan ve
lipidierin sentezinden sorumlu hepatik mikrozomal enzimler grubudur. Sitokrom
enzim genleri {izerinde pek ¢ok nokta mutasyonu ‘SNP’ tamumlandi ve bunlarin
fonksiyonel oénemi klinik c¢aligmalarla ortaya c¢ikmaktadir. Bu mutasyonlarin
fonksiyonel dnemleri disinda diger bir ilgi alan: ise irksal olarak gbzlenen farkiardlr.
Bu mutasyonlarin alel frekanslar: her irk i¢in farklilik gosterebilmektedir (71,72).

Sitokrom P450 enzimleri, kodladiklar1 genlerin dizi benzerliklerine gére
%355%in .ﬁicrinde alt Uiniteye sahip olup, CYP2A, CYP3A, CYPQB, CYP2C, CYP2D
seklinde simiflandirilirlar (73).

CYP2C9 Allelleri

CYP2C9 insan karacigerinde ila¢ metabolize eden énemli bir enzimdir. Oral
antikoagiilan ilaglar, phenitoin, oral antidiyabetik ilaglar, baz1 anjiyotensin reseptdr
blokdrleri ve non-steroidal anti-inflamatuar ilaglar olmak tizere klinik olarak énemli
bir¢ok ilacin oksidatif metabolizmasindan sorumludur (70-75).

Warfarin; ‘S’ ve ‘R’ warfarin olmak iizere 2 izomerden olusan rasemik bir
karisimdir. Bunlardan S-izomer, R-izomerden 3-5 kat daha potentdir. R-warfarin
copgunlukla, CYP1A2 ve CYP 3A4’1 igeren birgok sitokrom P450 izoenzimi ile
metabolize edilirken, S- warfarin ¢ofunlukia polimorfik CYP2C9 ile 7-hidroksi
warfarin’e metabolize edilmektedir. S-warfarin, R-watfarin’e gére yaklasik 35 kat
daha fazla etkili olmast nedeni ile CYP2C9 aktivitesindeki degisiklik, antikoagiilan
cevabinda belirgin farkliliga sebep olur (76).

CYP2C9’u kodlayan gen,10. kromozom’un uzun kolunda (10q 24.2)
sitokrom P450 genlerinin kodlandigt ktimenin i¢inde haritaland:. Sitokrom
enzimlerinin ¢ogu nokta mutasyonlari nedeniyle genetik polimorfizm

gostermektedir, CYP2C9 enziminin kodiandlgl'geﬁ {izerinde 20 degisik alel formu



bildirildi. CYP2C9*1(wild type allele / reference allele/ yaygin tip alel) en ¢ok
gozlenen formdur. CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 ise, enzim genleri iizerindeki tek
niikleotid polimorfizmi ‘SNP’ sonucu olusan varyant alellerdir.

En az bir varyant CYP2C9 aleli tasiyan hastalar, homozigot CYP2C9*1/*1
genotip’li hastalara gére azalmis enzim metabolizmasina neden olmaktadir (102).
.Exon.3 tizerindeki tek niikleotid polimorfizmi ‘SNP’; genetik zincirde CGT yerine
TGT baz yapisimn gelmesine ve genetik yapidaki bu degisiklik, CYP2C9 enziminde
144.amino asid olan arjinin yerine sistein ge¢mesine ‘Arg 144 Cys’ yol agar, .bu

varyasyon CYP2C9*2 varyant aleli olarak belirtilir (Sekil 1). En az bir CYP2C9*2
| varyant aleli tagiyan hastalar, CYP2C9*1 alel i¢in homozigot (*1/*1) hastalara gére.
%30-%50 azalmig enzim metabolizmasi ile iliskilidir ve warfarin dozunun %14-%20

oraninda azaltilmasi ihtiycina neden olur.

CYP2C9™1
et 430 1075
Nucéotde. g T
Eeon 3 f Exon ] ¥
Aming acid Arg e
- 144 389
CYPRPZCO™Z
Nucleotide 430 1075
TGET
Exon |3 ! Exon| 7 I
AIino gcid Cys He
t44 350
CYP2C0*S
Muciaoticie 430 1075
Loftic e cTT
Exort |3 Exon| 7 I
Aaning acid Arg Leu
144 359

Sekil-8. CYP2C9 Alelleri

Exon 7 tizerindeki tek niikleotid polimorfizmi ‘SNP’; genetik zincirde ATT
yerine CTT baz yapisim gelmesine ve genetik yapidaki bu degisiklik, CYP2C9
enziminde 359.aminoasid olan isoldsin yerine 1§sin ge¢mesine ‘Ile 359 Leu’ yol agar,
bu varyasyon CYP2C9*3 varyant aleli olarak belirtilir (Sekil 2). En az bir
CYP2C9*3 varyant alel tagiyan hastalar, CYP2C9*1/*1 genotipli hastalara gore



%80-90 azalmig enzim metabolizmasina sahiptir ve %21-49 oraminda azalmis

ortalama warfarin doz ihtiyacina neden otur (75-79).

CYP2C972 - (Bkeon 3) CATHTQ

Sekil-9 CYP2C9 Alelleri, Baz ve Aminoasit Degisimleri

Warfarinin Bireyleraras: Doz Degiskenligi

Karacigerde biiyiik dlglide P450 sitokrom enzim tiirleri (CYP2C9, CYP1A1,
CYP1A2, CYP3A4 ve CYP2C19) tarafindan hidroksillenerek inaktive edilir.
Warfarin metabolitleri idrar ve digkiyla digan atilir (70-90).

Bir grup hastada yapilan bir galigmada, protrombin diizeyinin normalin %10-
20’si arasmnda tutulmasi icin hastalara verilmesi gereken giinlilk dozun en diigiik
degeri ile en yliksek degeri arasinda yaklagik 4 kat fark bulundu (91).

Son bulgular CYP2C9 ve VKORCI gen polimorfizmlerinin warfarinin
farmakokinetik ve farmakodinamiginde dnemli etkisi oldugunu gosterdi (92). Oral
antikoagiilanlarla tedavi swrasinda doz, - hastada elde edilen yamta g('jfe
bireysellestirilmelidir (93-94).

~ Daha dnce bu konuda yapilan ¢aligmalar; hastalarin genotipinin bilinmesinin,
warfapinin optimal dozunu tespit edilip hedef INR degerine hizh bir sekilde erismeyi

sagladigini gosterdi (93-94).



POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU TEKNIGI (PCR)

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yéntemi; bir organizmaya ait normal ya
da pargalanmus DNA ya da RNA’nmn in vitro ortamda ¢ogaltilarak genetik
farkliliklarm incelenmesine olanak veren bir metod’dur. Teorik olarak 1970’lerde
ortaya atllm.ls olmakla birlikte 1980’lerde Kary Mullis ve arkadaslar1 Escherichia
coli DNA Polimeraz I’in Klenow fragmanin kullanarak in vitro ortamda tek kopya
memeli genini gogaltmayr basarmuglardir. Saiki ve arkadaglari tarafindan 1988
yilinda termofilik bir bakteri olan Ther.mus aquaticus ile yapilan galigmalarda 1s1ya
dayanikli polimerazin kullanulmasiyla metod gelistirilmis,' otomasyonu saglanmis ve
bilim diinyasinda molekiiler biyoloji, adli tip, prenatal tam ve arkeoidjiye kadar
uzanan genis bir yelpazede kendisine kullanim alan: buldu (95).

PCR metodu ile 1 pg’dan daha az DNA &rneginin istenilen miktarda
¢ogaltilarak DNA analizinin saatlerle ifade edilen siireler igerisinde yapilmast
miimkindiir,. Ayrica bu yontemde DNA amplifikasyonu belirli bir noktada
amplifikasyon durduruldugunda onun devam etmediginden emin olunmaktadir..

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Olusum Mekanizmasi

Bu reaksiyon ¢ift iplikli bir DNA molekiilinde hedef dizilere iki
oligoniikleotid primerin baglanmasi ve uzamast prensibine dayanr. Oligoniikieotid
primerler, kalip DNA molekiilii yitksek sicaklik derecelerinde denatiire edildikten
sonra, tek iplikli DNA molekiilleri tizerinde kendilerine tamamlayici olan biﬁigelere
baglanirlar. Primerlerin spesifik olarak hedef dizilere baglanmasi disiik sicaklik
derecelerinde gergeklesir, DNA polimeraz enzimi, uygun tampon ve dort ¢egit
deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) varhiginda primerin 3' hidroksil ucundan
uzamasim sadlar ve bu sayede kalip DNA ipligine tamamlayict olan yeni DNA
molekiilii sentezlenmis olur (96).

Bir PCR déngtlisil ii¢ evreden olugmaktadir. Bunlar sirast ile denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension) evreleridir.

DNA’mn Denatt’imsyonit

Bu asamada ¢ogaltilmas: istenen ¢ift sarmal DNA; sarmallari bir arada tutan

hidrojen baglarint ayirmak iizere denatiire edilerek tek sarmal haline getirilir. DNA



sarmallarinin  birbirinden ayrilmasi igin ¢esitli fiziksel ve kimyasal yontemler
olmakla birlikte 95-100 "C’ye kadar 1sitmak uygulanabilecek en basit ve ekonomik
yéintemdir. Ancak PCR sirasinda genellikle en etkin denatlirasyon sicakligi 92-95
‘Cdir (95).

Primerlerin Baglanmasi (annealing)

Bu evrede primér ad1 verilen ve gogaltilmas: istenen DNA igin spesifik olan
sentetik oligoniikleotid; ilk evrede elde edilen DNA tek sarmali {izerinde kendisine
komplementer olan niikleotid dizisi ile baglanir. Primerler, hedef DNA sarmalmun
~ amplifikasyonunu baglatmak amaciyla kullamlilar, Primerler minimum 17-19
niikleotidden olusmus oligomerlerdir. Primerlerin baglanmasi agamasinda deney
ortamnin 1sis1 40-60 "C’ye diigiiriilir,

Primerlerin uzatilmasi (extension) ve Amplifikasyon

Primerlerin baglanmasi asamas: tamamlandiktan sonra primer hibridlestigi
tek sarmalin karsiligimi sentezler. Bu sentez igin termostabil olan ve Thermus
acjuaticus adli bakteriden elde edilen Taq DNA polimeraz enzimi kullamlir.
Niitkleotidleri orijinal DNA sarmalina komplementer olacak bigimde primere ekler ve
uzatir. Olugan yeni DNA sarmallari bir sonraki dénglide primerler i¢in kalip olarak
rol oynarlar.

Primer}erin uzatilmast agamasinda 70-75 C’lerde 1s1 uygulanir. 72 "C’de
niikleotid eslesme hzi; tampon, pH, tuz konsantrasyonu ve DNA kalibinin yapisina
bagli olarak saniyede 35-100 niikleotid olarak gergeklesir. 72 "C’de bir dakikalik
uzama siiresi 2 kilobayt (kb) uzunlugundaki bir amplifikasyon {irlinli igin yeterli
kabul edilir.

PCR uygulamasinda {i¢ evre bir déngii olarak kabul edilir, bir déngli 3-5
dakika stirer ve 20-40 kez tekrarlamir. Her dongit sonunda DNA miktar1 geometrik
~ dizi geklinde .iki katina ¢ikar, Dongii sayist "n" olarak kabul edilirse "2™ ¢ogaltilmig
DNA materyali miktarim verir (95). Termostabil .DNA polimerazlan ve farkl
sicaklik derecelerini istenilen siireler igin otomatik olarak ayarlanabilen PCR
aletlerinin ("thermal ‘cycier") kullanima sunulmasi, PCR’nin verimi ve kullaniminda
Snemli gelismelere yol agdi (96).

PCR yonteminin uygulanabilmesi igin dncelikle tam dogru bir baz dizisi

bilgisine ihtiyalgrbulunmaktadir. Yéntemin son derece duyarli olmas: nedeniyle ¢ok



ktiglik miktarlardaki kontaminasyon bile yanlis sonuglara neden olabilmektedir. PCR
caligmalarinda diger bir dezavantaj ise, her primer ¢iftinin kendine &zgii annealing ve
uzama kosullart (1s1, déngli uzunlufu, primer yoZunlugu, Mg*? konsantrasyonu,
enzim ve DNA miktart) olmastdir (95). '

PCR’m Temel Bilegenleri :

PCR’1in temel bilesehleri, kalip olarak kullamilan DNA molekiili, DNA
polimeraz enzimi, primerler, deoksiribontikleozid trifosfat (dNTP ) karigimi, tampon
ve MgCly*diir,

Kalip DNA

/PCR ydnteminde insan genomik DNA’s1 kullanilabildigi gibi, plazmid ve faj
DNA ’lar1, cesitli genler ve hatta herhangi bir DNA pargas: kalip olarak kullamlabilir.
PCR “da kalip olarak tek ya da ¢ift iplikli DNA’mn yani sira RNA da kullanilmasi
miimkiindtir.

Polimerazlar

DNA polimeraz enzimleri, kalip iplige tamamlayict bir DNA ipligi meydana
getirmek fizere, orijinal iplikteki baz bilgisini kullanarak dNTP'lerden uzun
poliniikleotid zinciri sentezinin katalizinde rol oynarlar. Bu enzimler, sentezi
baslatmak igin kalip molekitldeki tamamlayict diziye baglanan primerlere gerek
duyarlar. Sentezin y6nii 5' ugtan 3' uca dogru olup, primerin serbest 3' hidroksil
ucuna ortamdaki dNTP'lerin niikleofilik etki yapmalariyla, fosfodiester baglarmin
katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu gergeklesir. Etkinligine, biiylik DNA
{irtinlerini goZaltma yetenegine gore degisik enzimler segilebilir. Termostabil DNA
polimerazlardan Taq DNA polimerazin polimerizasyon orant (niikleotid/saniye)
enzim igin en uygun sicaklik olan 70-80 °C’de 35-100°diir.

Primerler

DNA’nin istenilen bélgesinin ¢ogaltiimas: sirasindaki reaksiyonlarin verimini
ve spesifikligini etkileyen faktorler igerisinde en kritik basamak primer dizaynidur.
Titizlikle dizayn edilmis primerler, yiiksek kalitede Urtin elde edilmesini ve
istenmeyen bdlgelerin gogaltitmasinin énlenmesini saglarlar,

Primerler, hedef dizinin her iki ucuna uyan oligoniikleotidlerdir. Bu iki

oligoniikleotidden biri, ¢ift zincirli bir DNA molekiiliiniin zincirlerinden birinin



ucundaki hedef diziye, digeriyse, diger ugtaki diziye tamamlayic1 olarak uymasi i¢in
tasarlandt (97).

Deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP)

Deoksiriboniikleaz trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) saflik oramt ylksek tek
tek veya dortlil karigim halinde bulunurlar. Tag DNA polimeraz pM ile ifade edilen
duguk dNTP konsantrasyonlarinda kaliba uygun dogru bazlari segmede daha bagaril
olmakla birlikte, normal kosullarda PCR, 100 pM dNTP konsantrasyonu ile
gergeklestirilir (96).

Tamponlar ve MgCl P

Tampon g¢ozeltiler PCR’da ortam pH’mi ayarlamak igin kullanilir, Tampon
¢Ozeltisinin i§erigindel(i Tris-Cl, pH’y1 'oda sicaklifinda 8.3-8.8 araligmmda tutar.
72°C’de sicaklikta pH 7.2°ye kadar diiger.

Biitin polimeraz enzimlerinin aktivitelerini gosterebilmeleri igin reaksiyon
ortaminda katyon bulunmalidwr. Bu amagla genellikle Mg™ 1-1,5 mM araliginda
_konsantrasyonlarda kullanilur. Dusuk Mg™ iriin olusumunda azalmaya yiiksek
konsantrasyonlar ise spesifik olmay.an {irlin artigina yol agar. | .

Standart PCR tamponu, 50 mM KC1,10 mM Tris-Cl ve 1,5 mM MgCl, igerir.
PCR’da Mg ™ konsantrasyonunun iyi ayarlanamamasi; primer yapigmasi, PCR tirtinil
ve kaliplarin ayrllmaél ve tirtin spesifikliginde | istenmeyen degisiklikler gibi
sonuclara yol é,g:ar (96,98).

ELEKTROFOREZ

Ortamda géiﬁnmim olarak bulunan yiiklt molekiillerin bir elektrik alani
icerisinde elektrik yiiklerinin kitlelerine oramyla belirlenen hizlarda alan igerisindeki
dagilimmin izlenmesi teknigine dayanan ydnteme elektroforez adi verilir. Analiz
edilecek numune destek ortamu vazifesi goren seliiloz veya jellere uygulanir. Islem,
icerisinde uygun bir tampon bulunan elektroforez aygitina yerlestirilerek yapily,

Numune, jelin {izerine nokta seklinde veya ince bir bant olarak uygulanr,



Molekiillerin jel iizerindeki hareketi molekiillerin yiikii, boyutu, bigimi ve
elektriksel alanin siddetine baghdir. Elektroforez az miktardaki protein ya da
nitkleik asit karigimlanmin  saflastirma  ve analiz islemlerinde genig olgiide
kullaﬁllmaktadlr. Tipi ya da konumu deéisik elektroforez ¢esitlerini gérmek
miimkiindiir, Dikey ya da yatay konumdaki destek ortam seliiloz ya da poliakrilamid
veya agaroz ince jellerden hazirlanmig olabilir. Elektroforez, bir proteinin safligmun,

kompozisyonunun ve antijenik dzelliginin analizinde gok faydalidir (96).



GEREC VE YONTEM
Paii Tip Fakiiltesi Acil Servisine bagvuran, warfarin tedavisi kullanan, toplam
100 hasta ve 100 goniillii saglikli denekten olusan kontrol grubu ¢alisma kapsamina
alindi. Evrendeki birey sayis1 bilinmeyen &rneklem genigligi formiiline gore
(a=0.05, p=0.07, d=0.05) evreni temsil edecek en az Srnek bitytkliigli 100 olarak
bulundu {prevalans %7). |

| Calismada yer alabilecek olan gontillii  bireylerden ottalama 5 ml
antikogiilanlt (K3EDTA) vakumlu tiiplere kan alinarak, standart fenol-kloroform
yontemine gére genomik DNA izolasyonu yapildi. Bireylerden alinan 4-5 ml kan
Srnekleri %2°lik 1 ml etilen diamin tetra asetik asit (EDTA) igeren tiiplere
konulduktan sonra DNA’lar izole edilmek i¢in -80°C"de bekletildi.

Hasta grubunun verileri geriye doniik tarand: ve pik INR degeri ile warfarin
tedavisine baslandiginda ilk bakilan INR degerleri kaydedildi.

- Elde edilen genomik DNA’Iarda; PCR (Polymerase Chain Reaction) y6ntemi
ile CYP2C9 genine 6zgii bdlge gogaltilarak ve bu bolgelerde yer alan polimorfik
odaklar restriksiyon enzimi ile kesilerek, yiiksek ¢Ozliniirliikteki agaroz jelde
gbzlenecek ve PCR/RFLP tabanina dayali genotipleme yapildi, |

CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 alelik varyantlarmn belirlenmesi
CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 varyantlarini saptamak igin ilgili genin gen degisimini
igeren bolgesi
CYP2C9*2 varyantr icin kullanilan primer cifti:
On (Forward) 5' -TAC AAA TAC AAT GAA AAT ATC ATG- 3'
Ters (Reverse) 5 '- CTA ACA ACC AGA CTC ATA ATG- 3 |
CYP2C9*3 varyant: icin kullanilan primer cifti:
On (Forward) 5' — AAT AAT AAT ATG CAC GAG GTC CAG AGA TGC - 3'
Ters (Reverse) 5 '- GAT ACT ATG AAT TTG GG - 3'
CYP2C9*2 varyantinin taranmast igin Avall, CYP2C9*3 varyantimn

taranmast i¢in Avalll enzimleri kullamlda.



Calismaya baslanmadan Once etik kurul onayr alinmug olup Qahsmaya.
sonrasinda baslanildi. Pamukkale {iniversitesi girigimsel olmayan klinik aragtirmalar
etik kurulu baskanlifi tarafindan 15/12/2015 tarihinde 21 sayili karart ile etik kurul
onay!1 alindi. |
| Kandan Numunelerinden Genomik DNA’mn Izolasyonu

_ PCR tekniklerinin uygulanabilmesi ve sagliklt sonuglar alinabilmesi éncelikle
hiicre DNA’sinun yiiksek saflikta elde edilmesini gerektirir. DNA izolasyonu ard arda
yiiriiven ii¢ basamakla gergeklesir. Bu basamaklar sirasiyla;

1. Hiicre pargalanmasi sonucu yiiksek molekiil agirlikl DNA’nin agifa ¢ikmast,

2. Denatlirasyon veya proteoliz ile DNA-protein kompleksinin birbirinden ajrxlmam
ve DNAnin ¢dzlinebilir duruma getirilmesi,

3. DNA’nin basit kimyasal ve enzimatik yontemlerle proteinler, RNA ve difer
makromolekiillerden temizlenmesi.

Bu asamalarin ardindan da farkli kaynakli ya da farkli ozellikteki DNA
molekitllerinin ayrilmast gerekmektedir. Bu amagla kromotografik yontemlerden
vararlanilabilmekle beraber jel elekiroforezi yontemi daha yitksek ayuma glicli
nedeniyle niikleik asitleri ayirmada en yaygin kullamilan ydntemdir (97).

Calismamizda DNA izolasyonu i¢in kullanmilan yontemin esasi, 1okositlerde
bulunan DNA digindaki tiim yapilanin bozularak pargalanmasi, yogun bir tuz
ctzeltisi ile ¢oktiirilmesi ve Ustteki sivi kismunda bulunan DNA’nin etanol yardimi
ile yogunlagmas: saglanarak izole edilmesine dayanir. |

DNA izolasyonu igin olgu gruplarindan elde edilen 4-5 ml vendz kan
trneklerinin her birinden 1 ml alindi. Uzerlerine 5 ml retikiilosit tuz ¢ozeltisi -
konularak hafif¢e karistirildi, Santriftijleme (3500 rpm'de 15 dakika) sonrasi iistte yer
alan siipernatant siv1 atildi. Elde edilen ¢okelti, ii¢ kez retikiilosit tuz ¢ozeltisi ile
yikandi ve her seferinde 15 dakika 3500 rpm'de santrifiijlendi.

Temiz 15 ml'lik santrifiij tiipleri igerisine aktarlan son ¢dkeltilerin tizerine
3’er ml soguk pargalayic ¢ozelti (lizat hazirlama ¢ozeltisi) eklenerck en az 15 dakika
berraklasma saglanana kadar derin dondurucuda bekletildi. Daha sonra tiipler 3500
rpm'de 15'er dakika santrifijjlenerek st sivilar atildi. Cokelti tizerine 1 ml STE
¢ozeltisi eklendi. Karigtirlarak bir kez daha 3500 rpm'de santrifiij edilip tst sivilar
atildi.



Elde edilen niikleer pellet ¢okeltiden kaybetmeksizin tiipler ters gevrilerek
filtre ka{gitlaﬁ iizerinde 15'er dakika bekletildi. Daha sonra niikleer pelletler tizerine
1-2 ml STE ¢ozeltisi eklenerek vorteksté kanistirildi, Uzerine ml'de 100 pg olacak
sekilde Proteinaz;K ve hacimce %1 oranminda SDS eklenerek karigtirildi. Tiipler oda
isismda bir gece boyunca ve ardindan 37 °C sicaklikta 2-4 saat siire ile bekletildi.
Tiplerin {izerine i¢lerindeki madde ile esit miktarda doymug fenol eklenerek
karigtiriidi. Bu karnisimlar 3000 rpm'de 10 dakika santrifiijlendi. Ustteki su fazi, temiz
bir santrifijj tiipiine aktarildi. Su faz1 iizerine esit miktarda fenol/kloroform/izoamil
alkol (25:24:1) eklendi, karigtirild1 ve 3000 rpm'de 10 dakika santrifiijlenerek {istteki
su fazlar1 bir erlen igerisine alindi. Alinan su fazi lizerine hacminin 1/10'u kadar 3M
Sodyum Asetat (pH:5) eklendi ve saf etanol ile 20 kat hacmine kadar ¢ogaltildu
DNA ¢okiinceye kadar karigtirildi. Normal olarak ipliksi goriiniimde birkag dakika
igerisinde ¢ékelen DNA otomatik pipet ucu yardimiyla Eppendorf tiipleri igerisine
konuldu.

Eppendorf tiipll igerisinde bulunan DNA iizerine %70'lik etanol eklenerek
karistiriidi ve tekrar santrifiijlenerek etanol atildi. Bu sekilde yikanmig olan DNA,
steril saf su yardimryla ¢éziildi. '

Genomik DNA’mn Spektrofotometrik Analizi
DNA numunelerinin konsantrasjonu ve safligim belirlemek i¢in 260 nm ve 280
nm'deki absorbans degerleri Eppendorf® spektrofotometre yardimuyla slgtildii.

DNA molekiilii 260 nm'de azami absorbsiyonu verir. Bu dalga boyunda
okunan deger, ¢ift sarmalli DNA molekiiltiniin yaklagik 50 pg/ml konsantrasyonunda
1.0 optik yoZunluga (Q.Y.) sahip olmasi temel bilgisine dayanilarak numunedeki
niikleik asit konsantrasyonunun hesaplanmas: esasina dayanir.

DNA Derisimi (ug/ml) = 0.Y .20 nm X Seyreltme Faktorii

260 nm ve 280 nm arasindaki O.Y. dégerleri arasindaki oran (O.Y.60 ym /
0.Y.230 nm orani) niikleik asit safligim hesaplamak igin kullamlir. Saf DNA
preparatlarinda bu oran 1.8'dir. Daha yiiksek veya diisiik dégerler, genellikle sirasiyla
RNA, protein veya fenol kontaminasyonlarini gdsterir. Protein veya fenol bulagisi
olmadan saf olarak DNA izolasyonu, caligmamizin kritik basamaklarindan birini

teskil etmektedir. Spektrofotometrik yontemlerle tayin edilen numunelerden O.Y 24



mm /7 OUY 280 am degeri 1,7‘den asad ve 1,9°dan yukart olan numuneler elendi ve
yeniden izolasyon siirecine basland:.

Genémik DNA’nin Agaroz Jel Elekroforezi fle Saflik Kontrolii

Saflik tayini i¢in DNA numuneleri %2'lik agaroz jel elektroforezi ile de test
edildi. Bu amagla Wealtec® Elite 300 Plus model gii¢ kaynagina bagli Cleaver®
marka yatay jel tepsili elektroforez kabi kullamlds.

%2'ik agaroz jel hazirlamak igin 0,6 gram toz agaroz hassas terazi ile tartild.
Temiz bir erlene aktarildi. Uzerine 30 ml 0,5X TBE (Tris-Borat-EDTA, pH8,3)
tamponu eklendi. Erlen'in agzi aliminyum folyo ile kapatildi. Hafif¢e karigtirip
Beko® MD-1610 mikrodalga firna koyuldu. Ara ara kontrol ederek erlen
igerisindeki agaroz kristallerinin eridiginden emin olana kadar ortalama iki dakika
1s1t1ld1, Kristaller tamamen eriyip sulu fazin altinda jel olustugunu goriince sogumaya
birakildl, Heterojen sogumay1 engellemek igin doérudan banko {izerinde sofumaya
birakilmadi. Soliisyon yaklasik 60 °C'ye kadar sogudugunda tizerine UV 151k altinda
bantlarin gériilmesini saglayan etidyum bromiir’den 3 pl ilave edildi ve karisim
vavasca c¢alkalandi. Bu iglemler devam ederken, diger yandan elektroforez kabi,
tepsisi ve jel taraklan oOnce distile su ile ardindan %70'lik etanol ile yikanip
temizlendi, Tepsinin kenarlarina kauguk bariyerler gegcirildi ve iizerinde bulunan
bdlmelere jel taraklar: yerlestirildi. Sicak jel ve etidyum bromﬁr karigimim igeren
erlen, tepsinin 3-4 cm yukarisindan tutularak kabin igerisine yavagca dokildiikten
sonra jel lizerinde olusan hava kabarcii eger var ise pipet ucu yardimryla alinarak
oda sicakliginda 30-40 dakika boyunca.sogumaya birakild.

Siirenin sonunda jelin iyice katilastifini gozlemledikten sonra elektroforez
tepsisinin kenarlarindaki kauguk bariyerler ¢ikarildi. Tepsi, yaklagik 350 mi
civarinda 0.5X TBE tamponu ile doIdurdugumuz yatay elektroforez tankina jelin
iizerindeki kuyular negatif kutup olan katot’a bakacak sekilde yerlestirildi. Jelin
tizerindeki tarak yavasca ve dikkatli bir sekilde kaldirildi. Jelin tizerini 1-1.5 mm
kaplayacak sekilde bir miktar daha 0.5X TBE tamponu.ilavesi yapildi. Olusan bir
hava kabarcifi var ise pipet ucu yardmmi ile alindi. DNA numunesi [5 pl (0,25-0,5
ng)] ve 1 pl yikkleme tamponu (loading buffer), mikropipet ile birkag defﬁ cekip
birakmak suretiyle iyice karistirildt. Karigim (6 pl’lik), mikropipet yardimu ile jelin

tizerindeki kuyulardan birine yiiklendi. Her bir DNA numunesi igin ayni islem tekrar



edilerek jelin tizerindeki kuyulara sira ile yiiklendi. En son sirada bulunan kuyuya
elektroforez sonucu olugan bantlarin yerinin net olarak gozlemlenmesini saglayan
50-1000 baz ciftleri arasinda belli arahiklarla kuvvetli bantlar veren DNA merdiveni
yiiklendi. Elektroforez kabinin kapag1 kapatildi, Gii¢ kaynagimin elektroforez kabina
kablo baglantilari yapildi. Giig kaynagi 90 volt'a ayarlanarak numuneler
elektroforezde 30 dakika boyunca yiirtitiildii.

Siirenin sonunda jel UV i1 altinda bilgisayar destekli intag® jel
gbriintiileme sistemi ile goriintiilenip kayit edildi. Jelin kuyularina yerlestirdigimiz
saf DNA, elektroforezde kuvvetli bir tek band §ékli_nde gtzlenmektedir (Sekil-l(}).

Elektroforez sonucunda jel iizerinde degisik bantlara ait leke ve izler bulunmasi

DNA’nin bozunmaya ugradigini gosterir.

Sekil-10 Elekroforezde %2' lik agaroz jel’de 90 volt’ta 30 dakika ytiriitiilen DNA
drncklerinin gbriinimi

PCR Islemi

mtDNA HVR T ve II bolgelerine ait tek bir bant elde edebilmek i¢in PCR’de
degisik parametreler test edildi. Bu parametreler arasmnda, MgCl, “tin 1,0 ile 3,0 mM
arasindaki konsantrasyonlari, primer ¢iftlerinin 20 ile 100 pmol arasindaki
konsantrasyonlart ve kalip DNA’min 100, 200,300 ve 500 ng gibi degisik
konsantrasyonlari ile ¢aligmalarin yapilmasi yer almaktadir. [zlenen genel protokol
Tablo-5’te, PCR ile ¢ogaltma programmda kullamilan bilegenlerin ideal hacim ve

konsantrasyonlar: Tablo-6"da sunuldu.

Denatiirasyon 94 °C | 1dk

Primer eslesmesi | 55 °C 1dk 36 siklus




Zincir Uzamas1 72 °C 1dk
Final Uzatmast 72 °C 1 dk
Tablo-§ PCR islem Prosediirii
50 pl Reaksiyon
. Stok # y
Icerik Eklenecek Hacim Karngmindaki
Konsantrasyon : ' ,
Konsantrasyon
Kahp DNA 3l 3l ~4 ng/ pl
Tampon 10x 5ul Ix
MgCl, | 25 mM Jul 1,5 mM
dNTP Karisuni 10 mM 1ul 200 pM
On Primer 10 pmol/ pl 2l 20 pmol
Ters Primer 10 pmol/ pl 2 ul 20 pmol
Taq DNA '
5U/L 1l SU
Polimeraz Enzimi
Steril Su 50 nl’ye
tamamlanir.

Tablo-6 mtDNA HVR I ve II bdlgelerinde PCR igin kullanilan bilesenlerin

reaksiyon igin ideal hacim ve konsantrasyonlari

PCR friinleri sirastyla 1’er pl yiikleme tamponu ile (loading buffer)

karistirilarak  jelin kuyularnna yiiklendi. PCR  iiriinlerinin - %2°lik agaroz jel

elektroforezinde 90 voltta 30 dakika yuriitiilmesinin ardindan yapilan goriintillemede

~400 bg hizasinda ilgili bolgeye ait tek bantlar gozlendi. Sekil-11 “de Pstl/Rsal PCR

iirtinlerinin elektroforez goriintiisii drnegi sunuldu, -




«<==3 400 bp

- Sekil-11 CYP2C9 geni polimorfizmi i¢in PCR reaksiyonu sonrast elektroforez

goOrintiisil (%21k Jel, ykiendikten sonra 90 Voltta 30 dakika yUratiidd. 1-6 numaral hatlar PCR Oriinleri 7
numaral hat bog, 8 numarah hat 50-1000 bg marker).
Calismamizda, 100 saglikl bireyden kan alinarak elde edilen genomik

DNA’lardan; PCR yéntemi ile CYP2C9 genine §zgli bolge ¢ogaltildi.

Kullanilan primer giftlerinin baz dizileri Sekil-11°de gosterildi. Bu bélgelerde
yer alan polimorfik odaklar restriksiyon enzimi ile kesilerek, yiiksek ¢dziintirliikteki
agaroz jelde gozlenmis ve PCR/RFLP tabanma dayali genotipleme yapildi
CYP2C9*2 varyanti i¢in Avall, CYP2C9*3 varyant1 igin Avalll enzimleri kullamld1.



Sekil -12 CYP2C9 alellerinin agaroz jelde goriintiilenmesi

Denek Se¢imi

Caligmaya ahinmasi planlanan hastalara (rasgele segilen 18 yasindan biiyiik
bireyler) ¢alisma hakkinda bilgi verildi, caligmaya katilmay1 kabﬁl edenlerden yazili
onamlar alindi. Bilgilendirilmis géniiltii olur formu ektedir (Ek-1).

Cahg;ma formunda (Ek-2) goniillillerin demografik &zellikleri, ¢aligmaya
dahil olma veya dislama kriterleri, karaciger ve bsbrek fonksiyon testlerinin normal
olup olmadif, INR degerleri, haftalik toplam warfarin dozlari, CYP2C9™2 velveya
CYP2C9'3 allellik varyantlarinm varlig kayda alind1,

Calisma igin Pamukkale Universitesi girisimsel olmayan klinik arastirmalar
etik kurulu bagkanhgina bagvuruldu. Caligma i¢in alinan etik kurul onayindan sonra

calismaya baglandi. Calisma sirasinda goniillillerin  normal tetkik ve tedavi



stireglerinde alman kan oOrnekleri haricinde cilt bitlinliginii bozacak ya da
komplikasyon yapabilecek materyal ya' da metot kullanilmadi. Hastalardan bagvuru
sonrasinda tetkik ve tedavileri siirecinde kan alinirken ortalama 5 ml (1 hemogram
tiipii) kadar kan ¢alisma icin aynldi. Goniillilerin mahremiyeti ve bilgilendirilmesi
igin azami dikkat saglandu.

Calwmayé acil servise herhangi bir sikayetle gelen, bireylerde basit rastgele
orneklem metodu ile belitlenen, warfarin kullanan 100 hasta alindi. 18 yas tizeri
olmasi, caligmayi kabul etmesi ve c¢aligmaya dahil olabilmek igin yazili onam

-verebilecek yeterlilife sahip olmasi, bilincinin agik olmasi, gebe olmamasi, 3 aydan
uzun stiredir warfarin kullaniyor olmasi, karaciger ve bdbrek fonksiyon bozuklugu
olmamasi, bilinen kanama diyatezi olmamasi ¢aligmaya alinma kriterleri olarak
belirlendi.

On sekiz yas alti olmak, ¢aligmay1 kabul etmemek, ¢ahismaya dair génallulik
rizasm geri almis olmak, gebe olmak, bilinci kapali olmak, riza verebilecek
yeterlilikte olmamak (psikoz kliniginde olmak) warfarin kullanimina 90 giinden daha
6nce baslanmis olmasi, warfarinin yaninda bagka antikoagiilan kullanim olmast,
karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu olmasi, bilinen kanama diyatezi olmasi
diglama kriteri olarak kabul edildi. '

Kontrol grubu olarak saglikli denekierden olusan 100 génﬁllﬁ birey ¢aligmaya
alindi.

Hem hasta grubu hem de saglikli goniillillerden olusan kontrol grubundan
'genetik materyal olur formu onay: alind1 (Ek-3)

Géoniilliiler i¢in Arastirmaya Dahil Olma Kriterleri:

Hasta grubu:

Caligmaya dahil olmak igin yazili onami mevcut olmak

18 yag ve iizeri yasta olmak '

Calismay1 kabul etmek,

Calismaya dahil olabilmek igin yazili onam verebilecek yeterlilige
sahip olmak; '

Bilincin agik olmak,

Gebe olmamak,

Karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinin olagan olmasi



Bilinen kanama diyatezine sahip olmamak

En az 3 aydir ayni dozda Warfarin kullanmak
Kontrol Grubu:

18 yas tlizeri olmak,

Cél}gmayl kabul etmek,

Caligmaya dahil olabilmek igin yazihi onam verebilecek yeterlilife sahip
olmalk, | |

Bilinci agik olmak,

Gebe olmamak,

Karaciger ve bobrek fonksiyon testlerinin olagan olmasi,

Bilinen kanama diyatezine sahip olmamak

Tromboembolik olay gecirmemis, ailede tromboemboli Oykiisti tespit
edilmemis olmak _

Sigara ve kronik alkol kullanicis1 olmamak,

Kronik hastalik ve ilag kullanim Sykiisii meveut olmamak,

Warfarin ve benzeri koagtilasyon tizerine etkili ilag kullanmamak,

Acil saghk hizmetine ihtiyag duyaca bir hastalifs mevcut olmamak,
Goniilliiler i¢in Diglama Kriterleri: |
Hasta grubu:

18 yas ve alt1

Calismaya katilmay1 kabul etmeyen

Gebelik

Bilinci Kapali ve/veya Entiibe Edilmis Hastalar

Warfarin kullanimina 90 giinden 6nce baslanmig olmasi,

Warfarinin yaninda baska antikoagﬂlaﬁ kullanimz olmast,

Karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu olmasi,

Bilinen kanama diyatezi varlig1
Kontrol Grubu:

18 yas ve alt1

Calismaya katilmay kabul etmeyen

Gebe hastalar

Bilinci Kapali ve/veya Entiibe Edilmis Hastalar



Warfarinin yaminda bagka antikoagiilan kullanimi olmasi,
Karaciger ve bobrek fonksiyon bozuklugu olmasi,

Bilinen kanama diyatezi varligs,

Giniilliiler i¢in ¢caliymadan ¢ikarilma Kriterleri:

Goniilliller (hasta ve kontrol grubu) c¢alismanin istedigi asamasinda
calismadan gikmak istediZini belirtebilir.

Istatistiksel Analiz

Veri analizinde “’SPSS (Statistical Package for Social Sciences) 17.0”
istatistik paket programi kullanildi.

“CYP2C9 alel ve genotip frekanslan kontrol ve hasta gruplarindaki farkliliklar
ki kare testi kullanilarak karsilastirild. CYP2C9 genotiplerinin ana etkileri
multivariate unconditional 1ogistic regression kullamlarak tahmin edilen odds ratio

(OR) ve giiven aralif1 degerleri saptand:.



BULGULAR
Calismaya Pamukkale Universitesi Acil Servisine bagvuran, dahil etme
kriterlerine uygun olan, warfarin kullanan 100 hasta ve dahil etme kriterlerine uygun
olan 100 saglikl: goniilllii alind1. _
Caligmaya alinan kigilerin (warfarin kullanan+saglikli) 103’1 erkek (%51,5)
,97°si kadindir (%48,5). Saglikl: grubun 56’s1(%56) érkek, warfarin kullanan grubun
ise 47°s1 (%47) erkeklerden olugmaktadir (Tablo-7).

WARFARIN GRUBU SAGLIKLI GRUP
Say1 Yiizde Say1 Yiizde | TOPLAM
KADIN" 53 %353 44 %44 97(%48,5)
ERKEk 47 %047 .| 56 %56 | 103(%51,5)
TOPLAM 1 100 %100 100 %100 200(%100})

Table-7 Saglikli ve Hasta Grupta Cinsiyete Dair Veriler

WARFARIN GRUBU SAGLIKLI GRUP
ORTALAMA 65,41 58,72
ORTANCA 67,50 59
Std. SAPMA 13,880 | 15,756

Tablo-8 Saglikli ve Hasta Gruplarin Yaga Dair Verileri -

Saglikli ve warfarin kullanan popul.asyonun tamamunin yas ortalamasit 61,95
£14,46 medjan yas 63 saptandi. Saglikli grubun yag ortalamasi 58,72+15,756,
medyan dederi 59 saptandi. Hasta grubun ise yas ortalamasi: 65,41 +13,880, medyan
degeri olarak saptandi (Tablo-8)

Calismaya alinan poplilasyonun kilolart degerlendirildifinde saghikli grubun
kilo ortalamas: 72,80+14,310, medyan kilo degeri 71 olarak saptandi. En yiiksek kilo
degeri 121, en diigiik kilo degeri ise 47 olarak saptandi. |

Warfarin kullanan grubun kilo ortalamasi 58,72+15,756, medyan kilo degeri
ise 59 olarak saptandi. En yliksek killo degeri 135, en disiik kilo degeri ise 35 olarak
saptandi (Tablo-9)




WARFARIN GRUBU

SAGLIKLI GRUP

ORTALAMA 58,72 72,80
ORTANCA 59 71
Std. SAPMA 14,310 15,756

Tablo-9 Saglikli ve Warfarin Kullanan Gruplar ve Kilo Ortalamalar:

Warfarin kullanan grubun ortalama INR degeri 3,59+ 3,49, olarak
saptandi. Medyan INR degeri 2,42 saptand:. En yiiksek saptanan INR degeri 18,90,
en diiglik INR degeri ise 0,92 olarak bulundu {Tablo-10).

WARFARIN GRUBU-INR
ORTALAMA 3,59
ORTANCA 2,42
Std, SAPMA 3,49
EN YUKSEK INR 18,90
EN DUSUK INR 0,92

Tablo-10 Warfarin Kullanan Grupta INR Degerleri _
Warfarin kullanan grupta INR degerleri asagidaki sekilde kategorize edildi.
o INR <25
e 3,5>INR>2,5
e INR=>3.5
INR degeri <2,5 8lgiilen kisi sayis1 52(%52) olarak bulundu.INR degeri 2,5-
3,5.arahg1nda Olgiilen kisi sayis1 18 (%18), INR degeri 23,5 6lgiilen kisi sayis1 ise 30
(%30) olarak saptandi (Tablo-11).

INR DEGERI SAYI YUZDE
INR <2,5 52 %352
3,5> INR>2,5 18 %18
INR >3,5 30 %30

Tablo-11 INR Kategorik Verileri ve Populasyonda Oranlar |
Warfarin kullanan grup erkeklerinde INR <2,5 olan kigi sayis1 25, INR 2,5-
3,5 aras1 6l¢lilen kisi sayis1 11, INR si 3,5’tan yiiksek &l¢iilen kisi sayisi ise 11 olarak

saptandu.



Warfarin grubu kadmlarinda ise INR <2,5 olan kigi sayis1 27, INR 2,5-3,5

arast Olglilen kisi sayis1 7, INR si 3,5’tan yliksek olgiilen kisi sayisi ise 19 olarak
saptand1 (Tablo-12).

INR
2,49 ve Alti 2,5- 3,49 arasi 3,5 ve iizeri Toplam
ERKEK Say1 25 11 11 47
E % 48,1% 61,1% 36,7% 47,0%
w |KADIN | Say 27 7 19 53
= %
Q o 51,9% 38,9% 63,3% 53,0%
TOPLAM Sayl 52 18 30 100
% 160,0% 100,0% 100,0% 100,0%

Tablo-12 Cinsivete Gére INR Araliklarn _

Warfarin kullanan grubun haftalik ortalama warfarin kullamm dozu 29,250
+11,69mg, medyan doz 28,750 mg olarak saptandi. En yiiksek doz kullanimi 70 mg
en disiik doz kullanimi ise 8,75 mg olarak saptand.

Hastalarin viicut agirliklar: da degerlendirmeye alindi ve kumadin kullanim
dozunun hastalarin viicut agirhiklar ile de iligkili olduklarn da gdz Oniinde
bulundurularak (70) kisilerin kilolarina gore glinlik warfarin kullanim dozlar
hesaplandi. Giinliik ortalama warfain dozu 0,058+0,265 mg/kg/giin olarak bulundu.
Ortanca degeri 0,534 mg/kg/giin, en yiksek warfarin kullamm diizeyi 0,17
mg/kg/glin, en diisiik warfarin kullanim diizeyi ise 0,02 mg/kg /giin olarak bulundu
(Tablo-13).

ORTALAMA 0,058mg
ORTANCA 0,053 mg
Std. Sapma 0,0265 mg
EN YUKSEK 0,02 mg
EN DUSUK 0,17 mg

Tablo-13 Kilo Bazli Glinliik Warfarin Kullanim Dozu

Warfarin  kullanan grupta CYP2C9 geni AVA_II mutasyonu tagiyan
bireylerin sayist 37(%37), AVA_ 1l mutasyonuna sahip olmayan bireylerin sayist ise
63 olrak saptand: (Tablo-14). | o '



Saglikli grupta ise 17 kiside AVA_II mutasyonu tespit edildi.83 bireyde ise
AVA_II mutasyonu tespit ediimedi (Tablo-14).

AVA_1I MUTASYONU
Saglam Warfarin Toplam
AVA_IISAGLAM Say1
- 63 _ 83 146
%
63,0% 83,0% 73,0%
S
4 37 17 54
AVA TI MUTASYONU "
37,0% 17,0% 27,0%
TOPLAM Say1
_ 100 100 200
%
100,0% 100,0% 100,0% |

TABLO-14 Bireylerdeki AVA_II mutasyonu

' AVA_1I mutasyonunun cinsiyete gére dagilimina bakacak olursak warfarin
kulanan erkeklerde 20 kiside, saglikli erkeklerde 4 kiside; warfarin kullanan
kadinlarda 17 kigide, sagliklt kadinlarda ise 17 kigide AVA_II” mutasyonu tespit
edildi(TABLO-15)

AVA_IT SAGLAM AVA_Il MUTASYONU| TOPLAM
CINSIYET ERKEK [43(%%0,5) 4(%8,5) 47
(SAGLAM)) -
KADIN  40(%75,5) 13(%24,5) 53
CINSIYET ERKEK  (36(%64,3) 20(%35,7) 56
(WARFARIN
KADIN  |27(%61,4) 17(%38,6) 44

TABLO-15 AVA_II Mutasyonu Ve Cinsiyet Tablosu

Warfarin  kullanan grupta CUP2C9 geni AVA_III mutasyonu tagiyan
bireylerin sayis1 35(%35), AVA_III mutasyonuna sahip olmayan bireylerin sayisi ise
65 olarak saptand1 (TABLO-16).



Saglikli grupta ise 29 kiside AVA_IHI mutasyonu tespit edildi.71 bireyde ise
AVA 11 mutasydn’u tespit edilmed: (TABLO-16).

SAGLAM WARFARIN TOPLAM
SAYE ) 65 136
™ o
| AVA_III SAGLAM o 71.0% 65,0% 68.0%
_ SAYI_ 29 35 - |64
AVA_III MUTASYONU v
° 29,0% 35,0% 32,0%
TOPLAM SAYI | o 100 200
%, )
100,0% 100,0% 100,0%

TABLO-16 Bireylerdeki AVA_III Mutasyonu

AVA_III mutasyonunun cinsiyete gore dagilimina bakacak olursak warfarin
kulanan erkeklerde 17 Kkiside, saghkl; erkeklerde 14 kiside; warfarin kullanan
kadinlarda 18 kiside, saglhikl kadmlatda ise 15 kigide AVA_HI mutasyonu tespit
~ edildi(TABLO-17) |

AVA I
AVA_ITI SAGLAM [MUTASYONU TOPLAM

CINSIYET ERKEK |30 17 47
(WARFARIN)

KADIN 35 18 53
CINSIYET ERKEK 42 14 : 56
(SAGLAM)

KADIN 29 15 44

- TABLO-17 AVA_III Mutasyonu Ve Cinsiyet Tablosu

Tiim gruplarda AVA_II ve AVA_III mutasyonlarma bakildifinda warfarin
kullanan grupta 54 hastada hem AVA_II hem de AVA_III mutasyonu olmadig
saptandt.29 hastada AVA_III .mutasyonu mevcut fakat AVA_II mutasyonu
saptanmamig,!1 hastada ise AVA_Il mutasyonu mevcut iken AVA_III mutasyonu

saptanmadi.6 hastada da her iki gende mutasyon saptandu.




Saglikl: bireylerden olusan grupta 39 hastada hem AVA II hem de AVA_Ill
mutasyonu olmadigi saptandi. 24 hastada AVA_IIl mutasyonu mevecut fakat AVA II
mutasyonu saptanmamis,32 hastada ise AVA_II mutasyonu mevcut iken AVA_TIII

mutasyonu saptanmadi, 5 hastada da her iki gende mutasyon saptand: (Tablo-18)

AVA_II, AVA_III MUTASYONLARI
SAGLAM |WARFARIN |TOPLAM

Hi¢ Mutasyon Yok SAYI |39 54 93
% 39,0% 54,0% 46,5%
5 SAYI (24 29 53
AVA _IIT var AVA_II Saglam % 24.0% 29.0% 26.5%
. SAYI {32 I3 43
AVA_I1 var AVA_]IIl Saglam % 32.0% 11,0% 21.5%
o | SAYL |5 6 11
Ikisinde De Mutasyon Var o 5.0% 6.0% 5.5%
Herhangi Birinde Mutasyon Var SAYI 156 40 96
_ Yo 56,0% 40,0% 48,0%
TOPLAM SAYI {100 100 200
% 100,0% 100,0% 100,0%

TABLO-18 Gruplardaki AVA _II, Ava III Mutasyonlar:

Warfarin kullanan grupta hastalarin INR araliklar1 ve AVA_II mutasyonlart
incelendiginde AVA_II mutasyonu saptanan hastalarin %47’ sinin INR diizeyi 2,5 ve
altinda saptandr. %17’sinde hastanin INR si 2,5-3,5 araliginda, %36’°sinda ise
hastanin INR diizeyi ise 3,5 ve lizerinde saptandi. |

AVA_ Il mutasyonu saptanmayan hastalarin %353 tinde ise (44hasta) hastanin
INR diizeyi 2,5 ve altinda saptandi. %18 ‘inde hastamin INR si 2,5-3,5 aralifinda,
%29 unda ise hastamn INR diizeyi ise 3,5 ve lizerinde saptand1 (TABLO-19).



INR ARALIKLARI

AVA 11 2,5Ve Altt {2,5-3,49 Arast | 3,5 Ve Uzeri | TOPLAM

AVA_II SAGLAM SAYI |44 15 24 83

%o 53% 18% 29% 100%

SAYI |g 3 6 17
AVA_II MUTASYONLU |-

Yo 47% 16,7% 20,0% 17,0%
TOPLAM SAYI 52 i8 30 100

% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

- TABLO-19 AVA_II Mutasyonu Varligl ve Hastalardaki INR Diizeyleri

Warfarin kullanan grupta hastalarin INR arahklaﬁ ve AVA_1II mutasyonlari
incelendiginde AVA_ Il mutasyonu saptanan hastalarin %62,8’inde INR diizeyi 2,5
ve altinda saptandi. %17,1’inde hastamin INR si 2,5-3,5 arahiginda, %20,1’inde ise
hastanin INR diizeyi ise 3,5 ve {izerinde saptandi.
_ AVA_TII mutasyonu saptanmayan hastalarn  %46’smm  ise (44hasta)
hastanin INR diizeyi 2,5 ve altinda saptandi. %8,4 iinde hastanin INR si 2,5-3,5 |
aralifinda, %35,5’inde ise hastanin INR diizeyi ise 3,5 ve {izerinde saptand:
(TABLO-20).

INR ARALIKLARI
AVA_ 1l 2,5 Ve Alti |2,5-3,49 Arasi |3,5 Ve Uzeri | TOPLAM
AVA_III SAGLAM SAYI | 3q 12 23 65
Yo 146,1% 18,4% 35,5% 100%
SAYI | 22 6 7 35
AVA_TI MUTASYONLU |-
Y 162,8% 17,1% 20,1% 100%
TOPLAM SAYI 52 18 30 100
% 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

‘TABLO-20 AVA_III Mutasyonu Varligi ve Hastalardaki INR Diizeyleri
Warfarin grubunda tiim mutasyonlar ve INR diizeyleri birlikte incelendiginde
highir mutasyon saptanmayan hastalarin %46,2’sinde(25 hasta) INR diizeyi 2,5 ve
. %18,5’inde(10 hasta) INR diizey 2,5-3,5 araliinda,
2635,1’inde(19 hasta} ise INR diizeyi 3,5 ve lizerinde 6l¢iildii (TABLO-19).
AVA 1II mutasyonlu AVA II Saglam grupta hastalarin %65,4’tinde (19 hasta)
INR diizeyi 2,5 ve altinda olgiildii. -%17,3linde(5 hasta) ise INR dlizey 2,5-3,5

altinda  dlgiildii. ise




araliginda, %17,3’tinde(5 hasta) ise INR diizeyi 3,5 ve lizerinde Olglildii (TABLO-
21). |

AVA II mutasyonlu AVA III Saglam grupta hastalarin %45,5’inde (5 hasta)
INR diizeyi 2,5 ve altnda Olglildii. %18,1°inde(2 hasta) ise INR diizey 2,5-3,5
aralifinda, %36,3’linde(4 hasta) ise INR diizeyi 3,5 ve lizerinde 6lgiildii (TABLO-
21).

Her iki mutasyonun da gériildiigli grupta ise 6 kisinin 3’tnde INR 2,5 ve
altinda,1 kiside INR 2,5-3,5 aralifinda,2 kiside ise INR 3,5 ve {izerinde olgiildii
(TABLO-21)

INR ARALIKLARI
2,5Ve 2,5- 3,49 3,5Ve
Alt1 Arasi Uzeri TOPLAM
Hi¢ Mutasyon Yok SAYI |25 10 19 54
% 46,2% %18,5 35,3% 100%
AVATIH var AVA Il SaZlam SAYL| 19 5 S 29
% 65,5% 27,8% 16,7% 100%
AVA I var AVA III Saglam SAYI > 2 4 1]
% 45,5% 18,1% 36,4% [ 100%
. | Herhangi Birinde Mutasyon SAYI |24 7 9 40
Var %  |46,2% 38,9% 30,0% 40,0%
. SAYT |3 1 2 6
Her lkisinde De Mutasyon Var % 50% 16.7% 33.3% 100%
TOPLAM SAYI |52 18 30 100
' % 100,0% 100,0% 100,0% 100,0%

TABLO-21 Mutasyonlar ve INR Araliklar

AVA_II mutasyonuna sahip olan bireylerin haftalik warfarin kullanim doz
ortalamasi 29,7+11,2 olarak saptandi.

AVA_III mutasyonuna sahip olan bireylerin haftalik warfarin kullanim doz
ortalamasi 30,77+13,2 olarak saptand1. '

Her iki mutasyona da sahip olan bireylerin haftalik warfarin kullanim dozu
ortalamas1 25,83+11,1 olarak,. highir mutasyona sahip olmauan bireylerin haftalik

warfarin kullamm dozu ise 25,83+11,4 olarak saptand: (Grafik-1).
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Grafik-1 Haftaltk Watfarin kullanm Dozu-Mutasyon Varhgt
‘Hastalarin haftalik warfarin kullanim dozlari gruplandirilds. Haftalik warfarin
kullanim dozu 20mg’1n altinda olan hasta say1st 26, 20-40mg aras1 warfarin kullanan

hasta sayis1 58, 4mg dan daha fazla warfarin kullanan hasta sayis1 ise 16 olarak
saptand: (Tablo-22).

Haftalik Warfarin Dozu SAYI %
19,99 ve alt1 26 26,0
.| 20- 39,99 arasi 58 58,0
40 ve iizeri 16 16,0
Total 100 50,0

TABLO-22 Haftalik Warfarin Dozlar1 Gruplamast
 Hastalarin haftalik warfarin kullamm dozlar, AVA _II mutasyonu olup
olmadig1 ve INR diizeyleri birlikte degerlendirildiginde; haftalik warfarin kullanimi
35 mg’dan az olup AVA _II mutasyonu tespit edilen 10 hastamin 5’inde(%50) INR
diizeyi terapdtik deger olan 2,5’un altinda kaldi. Haftalik warfarin kullammi 35
mg’dan az olup AVA_II mutasyonu saptanmayan 46 hastanin 24’tinde(%52,8) INR
degeri 2,5 un altinda kald: (TABLO-23).
Haftalik warfarin kullamm: 35 mg’dan az olup AVA_II mutasyonu tespit
. edilen 10 hastanin 3’tinde(%30) INR diizeyi terapétik deger olan 2,5-3,5 arallglndé .



kaldi. Haftalik warfarin kullanmmz 35 mg’dan az olup AVA II mutasyonu
saptanmayan 46 hastanin 8’inde(%17,3) INR degeri 2,5-3,5 araliginda kald.
(TABLO-23).

INR DUZEYi
. 25ve | 2,5-348 | 3,5ve :
HAFALIK WARFARIN KULLANIM DOZU ' alty arast {izeri | TOPLAM
35 mg'dan AVA_ll SAGLAM [ SAYI 24 8 14| 46
Az ,
% 52,8% 17.3% | 39,9% 100%
_ AVA_]I - | BAYl} s 3 2 10
AVA_l MUTASYONU 7 - - - -
MUTASYONU o B50% 30% 20% 100%
TOPLAM SAYI 29 11 18 56
% 1100,0%| 100,0% | 100,0% 100,0%
35mg.USTU AVA_!l SAGLAM | SAY! 20 7 10 37
AVAL % | 540%| 189%| 27,1% 1000%
MUTASYONU [AVA_II ' SAYI 3 0 4 7
MUTASYONU
% 42 8% 0,0%| 57.2% 100%
TOPLAM SAYI 23 7 14 44
% 100,0% | 100,0% | 100,0% 100,0%
TOPLAM AVA_Il AVA_IIl SAGLAM | SAYI 44 15 24 83
% | 84,6% 83,3% | 80,0% 83,0%
AVA_I SAYI 8 3 8 17
MUTASYONU
% 15,4% 16,7% | 20,0% 17,0%
TOPLAM SAYI 52 18 30 100
% 100,0%| 100,0%| 100,0% 100,0%

TABLO-23 AVA II Mutasyonu, Haftalik Warfarin Dozu, INR Diizeyi Tablosu

Haftalik warfarin kullamm dozu 35 mg’d'an az olup AVA_II mutasyonu tespit
edilen 10 hastanmin 2’sinde(%50) INR diizeyi 3,5’un {izerinde kald1, Haftalik warfarin
kullamnu 35 mg’dan az olup AVA Il mutasyonu5 saptanmayan 46 hastanmn
14’1inde(%39,9) INR degeri 3,5’un tizerinde kald1 (TABLO-23).

Haftalik warfarin kullanimu 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu tespit
edilen 7 hastamn 3’inde(%42,8) INR diizeyi terapotik deger olan 2,5’un altinda
kaldi. Haftalik warfarin kullanim: 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu
saptanmayan 37 hastanin 20’sinde(%52,8) INR degeri 2,5 un altinda kald1 (TABLO-
23).

Haftalik warfarin kullanimi 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu tespit
edilen 7 has.tamn higbirinde INR diizeyi terapdtik deger olan 2,5-3,5 araligmda




degildir. Haftallk warfarin kullanimi 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu
saptanmayan 37 hastanin 7’inde(%18,9) INR degeri 2,5-3,5 aralifmda kaldi.
(TABLO-23). . | |

. Haftalik warfarin kullantm dozu 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu
tespit edilen 7 hastanin 4’{inde(%57,2) INR diizeyi 3,5’un tizerinde kald1. Haftalik
warfarin kullammi 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu saptanmayan 37
hastanin 10 ‘unda (%27,1) INR degeri 3,5’un {izerinde kald1 (TABLO-23).

Hastalarin haftalik warfarin kullanim dozlari, AVA III mutasyonu oiup
olmadig1 ve INR diizeyleri birlikte degerlendirildiginde; haftaik warfarin kullanimi
35 mg’dan az olup AVA_III mutasyonu tespit edilen 19 hastanin 11’inde (%57,8)
INR diizeyi teraptik deger olan 2,5’un altinda kald:. Haftalik warfarin kullanim 35
mg’dan az olup AVA_III mutasyonu saptanmayan 37 hastanin 18’inde (%48,6) INR
degeri 2,5 un altinda kald1 (TABLO-23). _

Haftalik warfarin kullanimi 35 mg’dan az olup AVA-IHI mutasyonu tespit
edilen 19 hastanin 4’tinde(%621,1) INR diizeyi terapttik deger olan 2,5-3,5 araliinda
kaldi. Haftalik warfarin kullanimi 35 mg’dan az olup AVA_IIl mutasyonu
saptanmayan 37 hastanin 7’sinde(%018,9) INR degeri 2,5;3,5 araliginda kaldu
(TABLO-23). |

Haftalik warfarin kullamim dozu 35 mg’dan az olup AVA_III mutasyonu
tespit edilen 19 hastamin 4’tinde(%21,1) INR diizeyi 3,5°un tizerinde kaldi. Haftalik
warfarin kullanimi 35 mg’dan az olup AVA_III mutasyonu saptanmayan 37 hastanin
12’sinde(%32,5) INR degeri 3,5’ un tizerinde kaldi (TABLO-23).

Haftailk warfarin kultammi 35 mg’dan fazla olup AVA_III mutasyonu tespit
edilen 16 hastanm 11%{inde(%68,7) INR diizeyi terapstik deger olan 2,5’un altinda
kaldi. Haftalik warfarin kullanimi 35 mg’dan fazla olup AVA_III mutasyonu
saptanmayan 28 hastanin 12’sinde(%42,8) INR degeri 2,5’un altinda kald1 (TABLO-
23). | |

Haftalik warfarin kullanimi 35 mg’dan fazla olup AVA_ I mutasyonu tespit
edilen 16 hastanin 2’sinde(%12,5) INR diizeyi terapdtik deger olan 2,5-3,5
araligindadir. Haftalik warfarin kullaninu 35 mg’dan fazla olup AVA_II mutasyonu
saptanmayan 28 hastanin 5’inde(%17,8) INR degeri 2,5-3,5 araliginda kalds.
(TABLO-23). | |



Haftalik warfarin kullanim dozu 35 mg’dan fazla olup.AVA_III mutasyonu
tespit edilen 16 hastanin 3’tinde(%18,8) INR diizeyi 3,5’un iizerinde kaldi. Haftahk
warfarin kullamm 35 mg’dan fazla olup AVA _IIl mutasyonu saptanmayan 28
hastanin 11 ‘inde (%39,4) INR degeri 3,5’un tizerinde kaldi (TABLO-23).

INR DUZEYI
1,5-
. 2,49 ve | 3,49 3. 5ve

HAFALIK WARFARIN KULLANIM DOZU altt | arasi | lizeri | TOPLAM
35 mg’dan AVA_1II SAYI 18 T - 12 37
Az SAGLAM % | 48,6%| 18.9%| 32,5% 100%
AVA_II SAYI 1 4 4 19
AvVA_llI MUTASYONU - Tof ™" sr00 1 21,1%|  21,0%]|  100%
MUTASYONU ['ropram SAYI 29 T 16 56
_ % 100,0%100,0%| 100,0%| 100,0%
35mg. USTU AVA_TII SAYI 12 5 11 28
AVA I SAGLAM % 42,8%| 178%] 394% 100%
MUTASYONU | AVA_IIT SAYI 1 2 3 16

MUTASYONU |- .
% 68,7% | 12,5%| 18,8% 100%
TOPLAM SAYI 23 -7 14 44
% |100,0%|100,0%| 100,0%, 100,0%
TOPLAM | AVA_III AVA_IIT SAYI 30 12 23 65
SAGLAM % | 577%| 66,7%| 76,7%|  65,0%
AVA_III SAYI 2| 6 7 35
MUTASYONU - Foi ™10 304 | 333% |  233%|  35,0%
TOPLAM SAYI ) 18 30 100
% | 100,0%|100,0%| 100,0%| 100,0%

TABLO-24 AVA III Mutasyonu, Haftalik Watfarin Dozu, INR Diizeyi

Haftalik kullanilan warfarin dozlari, INR .dﬁzeyleri, her iki mutasyonun
birden varli@1 ve en fazla bir mutasyon varlifi incelendiginde; haftalik warfarin dozu
35 mg’m altinda olan, en fazla 1 mutasyona sahip 51 hastanin 26°smnda(%50,9), INR
diizeyi 2,5’un altinda,10’unda(%19,6) 2,5-3,5 arasinda, 15 tanesinde (%29,5) ise
3.5’tan yiiksek saptandi( TABLO-24).

Haftalik warfarin dozu 35 mg’m altmda olan, her 2 mutasyona da sahip 5
hastanin 3’tnde (%60) INR diizeyi 2,5 un altmda,l’inde_: (%20) 2,5-3,5 arasinda,l
tanesinde (%20) ise 3,5’tan yiiksek saptandi(TABLO-25).

Haftalik warfarin dozu 35 mg ve {izerinde olan, en fazla 1 mutasyona sahip
olan 43 hastadan 23’iintin(%51,1) INR diizeyi 2,5’un altinda,7 sinin (%16,2) 2,5-3,5
aralifinda, 13 tintin (%32,7) ise INR diizeyi 3,5’ un tizerindedir (TABLO-25).




Haftalik warfarin dozu 35 mg’in iizerinde olup her iki mutasyona birden sahip
olan tek 1 hasta mevcut olup bu hastanin INR diizeyi 1se 3,5’un tizerindedir(lABLO-
25).

INR DUZEYI
: ) 2,5ve 2,5-3,49 3,5ve

HAFTALIK WARFARIN DOZU alt arasi Uzeri Total
Mutasyon Yok Ya Da 1 SAYI 26 10 15 51
Tane Var % 50,9% 196%|  29,5%| 100%
Her ki Mutasyona Sahip SAY] 3 1 1 5
35 mg'in Alt % 60% 20% 20% | 100%
TOPLAM SAY1 29 11 16 56
Yo 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
Mutasyon Yok Ya Da 1 SAYI 23 7 13 43
Tane Var % 51,1% 16,2% 32,7% | 100%
35 mgve Her Iki Mutasyona Sahip SAYI 0 0 1 1
Uzeri % 0.0% 0,0% 71% | 2,3%
TOPLAM SAYI 23 7 14 44
%o 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%
Qn:,:zv:: Yok YaDa SAYI 49 17 28 94
% 94,2% 94,4% 03,3% | 100%
TOPLAM Her Iki Mutasyona Sahip SAYI 3 1 2 6
Yo 5.8% 5,6% 6,7% | 100%
TOPLAM _ SAYI 52 18 30 100
% 100,0% 100,0% 100,0% | 100,0%

TABLO-25 Mutasyon Sayisi-INR-Warfarin Dozu Iligkisi-A

Warfarin kullanan grupta AVA 1I ve AVA III mutasydn varligi-yoklugu, INR
diizeyi ve haftalik kullamlan warfarin dozu birlikte degerlendirildiginde haftalik
warfarin dozu 35 mg’dan az olan, hi¢chir mutasyona sahip olmayan 32 hastanin
16’sinda(%50) INR 2,5’un altinda,5 tanesinde (%15,6),11 tanesinde (%34,4) ise
3,5"un lizerinde saptand: (Tablo-26).

Warfarin grubunda AVA III mutasyonu olup AVA II mutasyonu olmayan 14
hasta mevecut olup bu hastalarin 8’inin(%57,2) INR diizeyi 2,5’un altinda,3 tanesinin
{%21,4) 2,5-3,5 araliginda,3 tanesinin (%21,4) ise 3,5’un tizerindedir(Tablo-26).

Warfarin grubunda AVA II mutasyonu olup AVA III mutasyonu olmayan 5
hasta meveut olup bu hastalarin 2’sinin(%40) INR diizeyi 2,5’un altinda,2 tanesinin
(%40) 2,5-3,5 aralifinda, 1 tanesinin (%20) ise 3,5 un iizerindedir (Tablo-26).



‘Warfarin kullanan grupta haftahik warfarin dozu 35 mg’dan fazla olan, higbir
mutasyona sahip olmayan 22 hastanin 9’unda(%41) INR 2,5’un altlﬁda,S tanesinde
(%22,7),8 tanesinde (%36,3) ise 3,5 un tizerinde saptand: (Tablo-26).

Warfarin grubunda AVA III mutasyonu olup AVA I mutasyonu olmayan 15
hasta mevcut olup bu hastalarin 11°inin{%73,4) INR diizeyi 2,5’un altinda,2
tanesinin (%13,3) 2,5-3,5 aralifinda,2 tanesinin (%13,3) ise 3,5’un tizerindedir
(Tablo-26).

Warfarin grubunda AVA II mutasyonu oiup AVA I mutasyonu olmayan 6
hasta mevcut olup bu hastalarin 35ﬁnﬁn(%50) INR diizeyi 2,5’un altinda,3 tanesinin

(%350) ise 3,5 un {izerindedir (Tablo-26).

INR DUZEY1
) 25ve | 2,5-3,49 35ve

HAFTALIK WARFARIN DOZU alt arasi itzeri | TOPLAM
Hi¢ Mutasyon Yok SAYI 16 5 11 32

% 50% 15,6% 34,4% 100%

AVA TIT Mutasyon SAYI 8 3 3 14

AVA II Saglam % 57,2% 214% | 21,4% 100%

35 mg ve AVA 11 Mutasyon SAYI 2] 2 i 5
Al AVA Il Saglam % 40% 20% 20%| 100%
Her Tkisinde De Mutasyon |SAYI 3 1 1 5

Var % 10,3% 9.1% 6,3% 8,9%

TOPLAM SAYI 29 11 16 56

% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0%

Hi¢ Mutasyon Yok SAYI 9 5 3 22

% 39,1% 71,4% 57,1% 50,0%

AVA IIT Mutasyon SAYI 11 2 2 15

AVA 11 Saglam % 73,4% 13,3%| 13,3% 34,1%

35 mg ve AVA TI Mutasyon SAYI 3 0 3 6
iizeri AVA I Saglam % 13,0% 0,0%| 21,4% 13,6%
Titim Alt Her Ikisinde De Mutasyon SAYI 0 0 1 1
Smifiar Var % 0,0% 0,0% 7,1% 2,3%
TOPLAM SAY] 23 7 14 44

% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0%

Hi¢ Mutasyon Yok SAY1 25 10 19 54

%o 48,1% 55,6% 63,3% 1000%

AVA Il Var AVAII SAYI 19 51 5 29

Saglam % 36,5% 27,8% 1 16,7% |  100,0%

AVA Il Var AVA 1L SAYI 5 2 4 11

Saglam % 9,6% 11,1% 13,3% 100%

Her ikisinde De Mutasyon |SAYI 3 1 2 6

TOPLAM Var % 5,8% 5,6% 6,7% 100%
TOPLAM SAYI 52 © 18 30 100

%% 100,0% 100,0% | 100,0% 100,0%

Tablo-26 Mutasyon Say1s1-INR-Warfarin Dozu Iligkisi



AVA II. ve AVA_III mutasyonlart ile . INR degerlerihin ortalamalar
degerlendirildiginde; AVA_IT ve AVA_IIIl mutasyonunun her ikisine de sahip
olmayan hastalarin INR ortalamasi 3,93 £ 3,77, sadece AVA_II mutasyonu olanlarin
ortalamasi 4,63 £5,36, AVA_III mutasyonuna sahip olan hastalarin INR ortalamalart
2,634:1,87, her iki mutasyona da sahip olanlarin ortalamasi ise 2,75 + ‘1,90 olarﬁk
saptandi(Grafik-2). |

INR
5
4,5
4 .
35
3
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2
1,5
1
0,5
MUTASYON YOK — AVA_ITMUTANT  AVA_IN MUTANT  HER IKISI MUTANT

Grafik-2 Mutasyon Varlifn ve INR Ortalémaiarl

Gruplar arasi ortalamalar karsilastirildiginda mutasyonsuz grup ile AVA_II
mutasyonltu grup karsilastirmasi yeterli sayida drnek biiyiikliigiine ulagilamadigs igin
yapllamadL .

Mutasyonsuz grup ile sadece AVA_III mutasyonuna sahip grup ortalramalarl
karsilastirildiginda anlamli fark saptanmadi (Sigma=0,141)

Mutasyonsuz grup ve herhangi bir mutasyonu olan grup ortalamalar
kargilastirildifinda istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmadi (p=0,145).

AVA Il ve AVA_ 11l mutasyonlu gruplar ve her iki inutasyona sahip olan
gruplar arasinda ise yeterli Orneklem biiytikliigiine ulagilamamasi sebebiyle
ortalamalarin kargilastiriimast yapilamadi.

Hastalarin geriye doniik laboratuvar verileri incelendi, Waifarin baglanmast

sonras1 ilk INR diizeyleriiwarfarin tedavisi siiresince Olgiilen pik INR diizeyleri
kaydedildi.



Mutasyonsuz grupta warfarin tedavisi. baglangic1 sonrasi itk 6lgiilen INR
ortalamasi 1,46 + 0,226, tedavi siirecinde en yiiksek Slgiilen INR degeri ortalamasi
ise 529+ 1,88 olarak saptandi. _

Hem AVA 1I hem AVA_III mutasyonuna sahip olan bireylérin warfarin
tedavisi baslangici sonrasi ilk‘.INR ortalamalar1 4,20 2,45, tedavi siirecindeki en
yitksek INR diizeyi ortalamalar: ise 6,664:1,97 olarak saptand.

Sadece AVA_II mutasyonuna sahip olan grubun ilk INR degeri ortalamast
2,42 + 0,65, en yilksek INR degeri ortalamasi .ise 11,93+5,29 olarak saptandi.

Sadece AVA;IH mutasyonuna sahip olan grubun ilk INR ortalamasi 2,36 +
0,72, en yiiksek INR degeri ortalamasi ise 9,64+2,96 olarak saptandi.

Gruplar arasi ortalamalarin farklilifi analizinde AVA_II mutasyonlu, sadece
AVA_II mutasyonlu ve her i_ki mutasyona da sahip olan gruplarm ilk INR ve pik
INR degeri ortalamalarinin mutasyonsuz gruba gore istatistiksel olarak anlamli

farklilik arz ettigi saptandi (p<0,05) (Grafik-3).

Grafik-3 Mutasyon Varlig1 ile 11k INR ve Pik INR Degerlerinin Iliskisi



TARTISMA
Eriskin toplumda yapilan birgok c¢alismada; diyetteki vitamin K desteginin
varfarin dozu ve antikoagulasyona 6nemli oranda etkisi oldugu vurgulandi. Vitamin
K’dan zayif beslenme ile daha diisiik varfarin doz gereksiﬁimi ve INR kontroliiniin
daha zor oldugu belirtildi (99). _
Bin dokuzyliz doksanlara kadar varfarine olan yanttin, karacier hastaligy,

.

i, varfarinin baz1 ilaglarla

b=

hipertroidizm, kalp yetmezligi gibi durumlarda degistig
etkilestigi ve ileri yaglarda ilaca hassasiyetin arttifi bilinmiyordu (7). Genetik
polmorfizmlerin taninmasi ile ilaglarm yan etkileri ile genotip arasindaki iliskileri
gosteren caligmalar yapildi |

CYP2C9 genotipi ve kanama arasimndaki iliskinin klinik énemi vurgulanmus,
CYP2C9 genotipinin, \}arfarin tedavisinin 6zellikle baglangig evrelerinde olan
kanamalarda, bagimsiz bir risk faktorli oldugu belirtildi (21).

Farkh irklarda ve toplumlarda bu iki genin siklifi da degismektedir. Son
villarda warfarin yamtina farkhilikta etnik topluluklarn temel genetik modiilator
oldugu belirtilmektedir. Toplam 453 Kafkas kokenli hastanin CYP2C9 genotip
sikligiin incelendigi ¢aligmada *1*1(mutasyon yok), *1*2(AVA_II mutasyonu var)

*1*3(AVA_III mutasyonu var) *2*2, *2*3(Her ikisi de mutant) ve *3%3
| genotiplerinin toplumda gériilme siklif1 sirasiyla %65, %19, %12, %1.6, %1.8 ve
%0.4 bulundu (18).

Allelik = varyantlar, kodlayict bélgedeki amino asit tek niikleotid
degisimlerinden kaynaklanmaktadir. Vahsi tip protein CYP2C9 * 1 (Argf44, He359,
Asp360) ve en tnemli allelik varyant CYP2C9 * 2 (Cysl44, [e359, Asp360),
CYP2C9 * 3 (Argl44, Leu359, Asp360) (11,13,14,96,97) 'dir.

Aragtirmalar CYP2C9 * 2 ve CYP2C9 * 3 varyantlannin beyaz
poplilasyonlar arasinda Gnemli ‘oldugunu gosterd1 (68,73,96,98-99). Bagka bir
caligmada, Afrikal (Afrikali Amerikahlar ve Etiyopyalilar) ve Asyalilar tizerinde bu
degiskenler daha az siklikta goréldigii saptandi. CYP2C9 * 2 Asyalilar'da
gosterilmed: (10, 68,73,100,102-105). .



Varyant allel frekanslan Ozer N ve ark.’nn ¢alismasinda CYP2C9 *2 %13,
*3 %15 olup, diger bir Tiirk popiilasyonu ¢aligmasinda ayni alleller igin sikliklar
sirastyla %013 ve %10 bulundu (106-107).

Turkiye'den yapilan c¢aligmalarda allel siklifi sonuglart genel itibariyle
birbiriyle uyumludur. Ayrica Tiirk hastalarin  sonuglar;, en ¢ok Katkas
popﬁlasyonuyla benzemektedir (106) (Tablo-24)

Cin popiilasyonunda CYP2C9 *1*1 genotip siklign %95, *1*3 %5 ve *3 *3
%0 olup, *2, *4 ve *5 varyantlarinin da olmadid bildirildi (23).

Populasyon Allel Frekans: %
9:2 *%
fran K8kenli Thrkmen S ' 4
Tahran (iran) ' 1 6
Giiney iran’ 25.3 9.8
italyan 12.5 9.7
Yunan 128 8.1
Rus 10.5 6.7
isveghi - : 16,6 T4
Sloven, 12 62
ingiltere 10.6 52
Maswrk 118 6.2
Tiirk G131 0.08
lapon . 0.254 0.1%
Afrikal 36 }
ispanyol 133 ' ' 19
Ekvadoriu ' 0.5 3.7

Tablo 24 Irklar ve CYP2C9 Allel frekansiarn

Calismamizda warfarin kullanan gruptaki AVA Il mutasyonuna sahip
bireylerin oram %11 olarak saptanmus olup 2005 yilinda Sanderson ve ark.
tarafindan yaymlanan meta analizde verilen literatlir bilgileriyle paralel olarak
bulundu. Bu meta analizde 11 ¢aligmadaki toplam 2775 hasta degerlendirmeye
alinmig ve CYP2C9*2 allelini tagiyan bireylerin orani %9,5—' %15 aralignda belirtildi
(107).



Warfarin kullanan grupta %29 oraninda saptadifimz AVA_III allelini
tagiyan birey orani ise yine aymi meta analizde verilen %6,5-%7,9 oran aralifina gore
4 kat daha fazla olmasi dikkat ¢ekicidir. Bu konuda Aynacioglu ve ark. tarafindan
1999 yapilan ¢alismada bu oran %10 diizeyinde saptandi (108). Sordo ve ark.’nin
calismasinda ise Kafkas 1rkinda ise bu oran %9 diizeyinde bulundu (68).

2011 yihnda Dr. Rahsan YILDIRIM ve ark tarafindan yapilan °’Erzurum
Bﬁigesinde Cyp2¢9 Gen Polimorfizmi Ve Varfarin Doz Gereksinimi’’ baglikli yan
dal uzmanlik tezinde ise CYP2C9*3 gen mutasyonuna sahip olan bireylerin oram
%26 olarak bulundu. Hem bizim galismarmiz hem de Dr. Rahgan YILDIRIM ve ark
tarafindan yapilan ¢aligmadaki birey sayilarmin azhfiun bu oranlart verdigi
kanaatine varmaktayiz (109).

Her iki mutasyona da sahip olan bireylerin oram %6 olup Buzoianu (110) ve
ark tarafindan ve Scordo ve ark. tarafindan yayimnlanan g¢aligmalardaki literatiir
verileri ile uyumludur (22).

Tirk niifusu, Avrupa ve Asya kokenli farkli etnik gruplardan olugmaktadir.
Ttrk toplumunda CYP2C9 allel siklifi ve gen polimorfizmlerinin warfarin doz
gereksinimleri {izerine etkileri hakkinda yaymlanan birkag ¢alisma vardar (110-112),

Toplam 100 Tirk hastada yapilan ¢alismada warfarin ortalama giinlitk dozu
4.1 mg/glin ve warfarin doz gereksinimi 1.16 ile 9.33 mg/glin, arasinda farkliliklar
gostermektedir. |

Tiirk hastalarda VKORC1 ve CYP2C9 polim.orﬁzmlerinin haftalik warfarin
dozunda %40'ik bir azalmaya neden olmas: dikkat ¢ekicidir (112).

Kuzey Amerikan toplumunda warfarin doz gereksinimi CYP2C9 *2 igin
%19, *3 igin .%30, yasin her 10 yih i¢in %8, viicut yﬁzéy alamindaki standart
deviasyondaki azalma basina %13, beyazlarda Afrika kokenli Amerikalilarla
karsilastirildifinda %11 daha az olarak hesapiand1. Bu faktbrler ve cinsiyetin dahil
oldugu verilerin analizi sonucunda warfarin idame dozunda varyansin %39 oldugu
agiklandi (113),

| AVA_KI. veya AVA_IIl mutasyonlarindan herhangi birinde mutasyona sahip
olan 40 hastanin 24 ‘iinde INR degerinin hedef diizeyin altinda kalmast literatiir
verilerine aykin gibi goriinse de galigmamizdaki hastalar warfarin baglandiktan bir

siire sonrasinda acil servise bagvuran ve warfarin kullamm dozu belirli 6lgiide



sabitlenmis hastalardir. Bu sebeple bu veriler warfarin tedavisine baslanmis ve
CYP2C9*2 veya 3 gen mutasyonuna sahip hastalarda INR diizeyi ayarlanmasinda
yaganan zorluklar sebebiyle; optimal warfarin dozuna ulagiimak istenirken INR
diizeyi hedefinden sapilabilecegini dijg;ﬁndiirmektedif.

CYP2C9 * 1 warfarini normal olarak metabolize éder, CYP2C9 * 2 warfarin

metabolizmasin %30, CYP2C9 * 3 ise warfarin metabolizmasmi %90 oraninda
©azaltir, ¥ 2 veya * 3 varyantlarina sahip hastalara verilecek olan varfarin daha az
metabolize olurken, ilacin dolasimi daha uzun siire devam edecektir, bu nedenie
antikoagiilasyon saglamak igin diigiik warfarin doziar gerekecektir (114).
_ Miners JO ve ark ¢alismasinda ve Wang B ve arkadaslarinin ¢alismasinda
CYP2C9 * 1/ * 2 ve * 1/ * 3 genotipleri olan kisilerin, vahsi tipli bireylerle
karsilastirildiginda sirasiyla %10-20 ve %20-50 digik S-warfarin dozlarma ihtiyag
duydugunu gosterdi (112). CYP2C9un birgok Ve{ryantlmn in vitro ve In vivo
aragtirmalarda azaltilmug enzimatik aktiviteyi gosterdigini gosterildi. (115-116).

Blaisdell J. ve ark, CYP2C9 * 2 ve CYP2C9 * 3 allelerini Afrika kdkenli
Amerikalilar ve Kafkaslar'da gostermislerdir (114). Bu alleller, varfarin ile tedavi
edilen denekleri etkilejfebilecek ana CYP2C9 ile ilgili faktdrlerdir. CYP2C9.2 ve
CYP2C9.3 varyantlarinin enzim aktivitesini, S-warfarinin metabolizmasini ve
warfarinin doz gereksinimlerini azalttifun ortaya koymuglardir (117).

Lin M.Q ve ark. tarafindan farmakogenetik bazli giinliik warfarin kullanim
dozu hesaplama algoritmas: gelistirilmeye calisilmis ve bu algoritma istenen INR ye
ulasmak igin gercken dozu %49 oraninda tahmin edebilmis (118).

Siddiqi ve ark tarafindan yapllan caligmada her iki gen mutasyonuna birlikte
sahip olan grupta giinliik warfarin kullanim dozu en diisiik olarak saptandi (119)

Caligmamizda her iki gen mutasyonuna birlikte sahip olan hastalarin haftalik
warfarin kullamim dozu herhangi bir AVA gen mutasyonuna sahip olmayanlardan
%10, bir gen mutasyonu bulunanlardan da %20 ye yakin oranda daha azdir, Bu
vetiler literatlir verileri ile bire bir ortlismese de kullanim dozu stabil hale gelmis
hasta poptlilasyonu verileri oldugu i¢in énem tagimaktadir. Ayrica popillasyonumuzda
sadece CYP2C9 mutasyonu ¢ahigildigr igin warfarin doz gereksinimini etkiledigi
diigtiniilen diger gen varyasyonlarimn varlig bilinmemekte ve verilerin bu sebeple

farklilik arz ettigi de diigiiniilmektedir.



Cahgmamlzdé mutasyon varllgma bakﬁqadlglmlz dzellikle VKORC1 gen
defekti warfarin kullanim dozunda énemli bir etken teskil etmekte ve bu durumun
calisma popiilasyonumuzun haftalilk warfarin kullamm dozunu etkileyecegini
diistinmekteyiz. _ ' _

Mutasybn varhgt ve INR degerleri arasindaki iligki degerlendirildiginde
mutasyonsuz gruptaki INR ortalamalar: sadece AVA II ve sadece AVA_III
mutasyonlu grup ile farklilik gosterse de istatistiksel olarak anlam tagimamaktadir
(Grafik-2). Ozellikle AVA_III mutasyonlu grupta INR ortalamasinin normal gruba
gore %60 oraninda olmasini warfarin kullaniminda doz stabilizasyonu saglanmasinin
inutasyoniu hastélarda daha zor olup hekimince daha agresif tedavi verildigini
diisiinmekteyiz. |

Grafik-1’de gériilecegi lizere tek bir mutasyona sahip olan grup normal gruba
. gbre %3, her iki mutasyona birden sahip olan grup ise %10 daha az dozda warfarin
kullanmaktadir. Literatiir verileri kronik warfarin kullaniminda mutasyonlu grupta
glinliik-haftalik kullanim dozunun daha diisiik olacagim belirtmekte olup verilerimiz
literatiiriin bu éngorisiinii saglamaktadir (120). Populasyonumuz warfarin tedavisi
stabilize olup warfarin sebepli komplikasyona sahip olmayan bireylerden
olusmaktadir ve bu hususta fikir saglayabilecektir.

Calismamizdaki warfarin kullanan kisilerin geriye doniik laboratuvar verileri
incelendiginde mutésyonsuz grupta ilk INR degerleri ortalamas: sadece AVA_II ve
sadece AVA_III mutasyonlu grup ortalamasi karsilastirildiginda istatistisek olarak
anlamli fark saptandi (p<0,05). | '

Sadece AVA_II mutasyonlu grup ilk INR ortalamasi mutasyonsuz grubun ilk
INR ortalamasimn 1,65 katina tekabiil etmekte, Sadece AVA_III mutasyonuna sahip
olan grubun ilk INR ortalamasi ise mutasyonsuz grubun ilk INR ortalamasinmin 1,61
katina tekabiil etmektedir. AVA mutasyonu varlig1 baslangig dozunda INR diizeyini
%60 kadar degistirebilmekte oldugunu diiginmekteyiz.

Her iki gen mutasyonu olan grubun ilk INR ortalamasi 4,20 saptanmig olsa da
sadece 6 hasta varhifinda objektif degerlendirme imkin tamimamaktadir, Eger hasta
popt_ilasyonu daha genis olursa bu konuda da fikir verebilecektir.

Calismanmzda warfarin kullanan grupta acil servise basvurusu Oncesi

laboratuvar verilerinden hastanin tedavisi slirecinde olgiilen en ylksek INR



degierlerine bakildiginda Sadece AVA_II mutasyonuna sahip olan grubun pik INR
degeri herhangi bir mutasyon saptanmayan grubun pik INR degerinin 2,25 kati
olmast hem AVA Il mutasyonunun INR stabilizasyonu ve optimal warfarin kullanim
dozunda olusturdugu zorlugu ortaya koymaktadir. Bu hastalarda INR stabilizasyonu
ve optimal INR degerine ulasmak igin warfarin kullanim dozu optimize edildigi
siiregte dahi INR 3,5’un {izerinde kaldi. Bu da literatiirde belirtilen AVA_H '
mutasyonu ve INR yiiksekligi ile ilgili galigmalarla paralel bir veridir (10).

Ayrica bu galiymada’ VKORC1 gibi warfarin metabolizmasmma etki ettigi
.bili.nen genetik mutasyonun analizi yapilmadig icin INR degerinin 3,5 {izerinde
kalmasinda sadece CYP2C9*2 allel mutasyonuna sahip olmanin etken oldugu
sOylenemez. AVA_II mutasyon varligl INR degerini warfarin kullannm dozu
stabilizasyonu saglandiginda dahi mutasyonsuz gruba gore %20 artirdi. Bu veriler
literatiir ile uyumludur (22).

+ Sadece AVA_III mutasyonuna sahip olan grubun pik INR degeri herhangi bir
mutasyon saptanmayan grubun pik INR degerinin 1,8 katina tekabiil etmektedir bu
veri de warfarin tedavi dozu ve INR diizeyi optimizasyonunda AVA_IlI mutasybnlu
grupta zorluklarla karsilagildigint dﬁ§ﬁndﬁrmekfedir. Grafik 2’deki verilerle birlikte
degerlendirildiinde bu hastalardaki warfarin kullamm dozunun stabilizasyonu ve
hedef INR degerine ulagilabilmesi igin diger hastalara gore daha agresif davramidigi
digtiniilmektedir.

Literatlir verilerine bakildifinda normal metabolizanlarla kargilagtirildifinda,
* 2 veya * 3'lin bir veya iki kopyasini alan hastalar warfarine karsi daha duyarhdirlar,
daha distik dozlan gerektirirler ve varfarin tedavisi baglangic déneminde kanama
riskini arttirirlar (10).

Mutasyonsuz grup ve AVA Il mutasyonlu grupta INR degeri ortalamasi
hedef aralik olan 2,5-3,5 diizeyinin iizerinde iken AVA_”III mutasyonlu grupta INR-
degeri ortalamasi 2,5-3,5 aralifinda saptandi. Ayrica sadece AVA_III mutasyonlu
grupta haftalik warfarin kullanmim dozu ortalamasinin sadece AVA_II mutasyonlu ve
mutasyonsuz gruba gbre sirasiyla %odve %7 daha fazla olsa da istatistiksel olarak
gruplar arsi fark mevcut deglidir(p=0,145). Bu durum warfarin kuilémmma
baglandigt donemde INR stabilizasyonunun AVA;III mutasyonlu grupta daha zor

olusu ile agiklanabilir. Hastalarin geriye doniik verileri incelendiginde kanama, hedef



INR diizeyinden sapllma51 durumu ve warfarin tedavisi doz degisimleri incelenirse
bu verilerde AVA_III mutasyonlu grup ile mutasyonsuz grup arasmnda anlamli fark
ortaya konabilecegini diiglinmekteyiz.

Her iki mutasyona da sahip olan 6 hastanin geriye doéniik laboratuvar
verilerinde pik INR ortalama degeri mutasyonsuz grubun pik INR ortalama degerinin
%25 fazlasina fekabiil etmektedir.6 hasta degeriendirme yapmak igin yeterli
goriinmese de mutasyonsuz gruba gére INR degerine mevceut rolatif etkisinin goz
éniinde bulundurulmast gerektigini diisiinmekteyiz. Daha ¢ok sayida hem AVA_II
hem de AVA III mutasyonlu birey incelendiginde bu konuda daha net fikir
edilebilecektir.

2015 ABD Gida ve Ilag Dairesi'nden (FDA) yapilan agiklamada:

Hastamn CYP2C9 ve VKORCI1 genotipleri bilinmiyorsa, baslangigta giinde
bir kez 2-5 mg olan varfarin dozu kullanimi onerilmektedir. INR yaniti ve tedavi
edilen endikasyon dikkate alinarak her hastanmin doz gereksinimlerini belirlenmesi
onerilmektedir. Idame dozu dozlart giinde bir kez 2 ila 10 mg arasinda
Onerilmektedir,

Hastanin CYP2C9 ve / veya VKORCI genotipi biliniyorsa, bu araliklar
baslangi¢ dozu segiminde gz dntinde bulundurun. CYP2CO * 1/* 3,*2/* 2, %2/
* 3 ve * 3/* 3% sahip hastalar, belirli bir dozaj rejimi igin maksimum INR efekti
elde etmek igin daha uzun siire (> 2 ila 4 hafta) ihtiya¢ duyabilirler (21). _

Sitokrom P450-2C9 (CYP2C9) ve vitamin K epoksit rediiktaz kompleksi
altbirim 1 (VKORC1) varyant alleli testleri, varfarin dozlamast i¢in FDA tarafindan
Onerilmektedir (21).

2014 Klinik Farmakogenetics Uygulama Konsorsiyumu = Bildirgesi’nde
(CPIC): Gerekli olan varfarin dozunu belirlemek igin miimkiin oldugunda
http://www.warfarindosing.org  adresinde bulunén farmakogenetik algoritmalar
kullanilmas: ydniinde 6neri meveuttur,

Bu tlir algoritmalarin, farkh etnik popiilasyonlardaki biiyiik arastirmalardan
elde edildi ve hem varfarin yamitindaki degiskenligi etkileyen genetik ve genetik
olmayan faktorleri dikkate almakta oldugu, nadir gérillen genetik varyantlarin
varlifinin, bireylerin varfarin dozlarmin iyi tahmin edilmemesinden sorumlu

olabilecegi diisiiniildii.



Bununla birlikte, dozlama denklemleri genel olarak iyi dogrulanmiy ve
olduk¢a hassas olmustur. Ancak, sabit doz yaklagimina tercih edilen, tablo bazli

dozlama yaklasimi kullaniimazsa, bir farmakogenetik algoritmaya elektronik erigim

CYP2CI*

5.7 34
3.4 34 3.4 |
3-4 0.5-2 0.5-2

Tablo-25 Genotip Varyant ve Onerilen Giinlikk Warfarin Dozu

| VKORC1 Vé CYP2C9 genotipleri varfarin dozlamasmm en dnemli genetik
belirleyicileridir, Katkist VKORC1 dozu gereksinimi degigime katkisi daha bityiik
(vaklagik olarak %30) CYP2C9 (genellikle en az%10) (122). |

Genetik testten yararlanma olasilifn en yiksek kisiler, heniiz warfarin
tedavisine baglamayan kigilerdir. Bununla birlikte, geﬁoti? kilavuzlugundaki varfarin
dozlamast ¢ogu saflik sisteminde s’_caridart degildir ve yakin tarihli ¢alismalardan
cogu, genotip kilavuzlugundaki dozlama algoritmalarmm  kullamimas,
antikoagiilasyon kontroliind ilk anda tyilegtirmedigini bildirdi (112-126).

ACCE g¢ahigmast ve American College of Medical Genetics (ACMG)
kifavuzu CYP2C9 ve VKORCI1 varyantlarinin kararli warfarin dozu ile korele
olduguna dair kanit bulundugunu bildirmistir, CYP2C9 ile siddetli kanama olaylari
arasinda bir iliski olduguna dair kanitlar simirlidir ve VKORC] ile iligkili kanama
olaylar1 i¢in kanit bulunmamaktadir (127-128) |

Varfarin dozunu tahmin etmek igin INR degerlerini (tedavinin 4., 5. giinlinii),
Klinik faktorleri ve genotipi kullanarak bir klinik algoritmay: farmékogenetik
algoritma ile karsilastirmak tlizere tasarlanan bir c¢aligmada 969 kisilik hasta
grubunda, Kklinik algoritmamin varfarin dozunu tahmin etme katsayisi %048,
farmakogenetik algoritmada ise %63 idi.

Bagimsiz dogrulama kiimelerinde, klinik algoritma, varfarin dozunu tahmin
ctmede%26-43'lik katsayiya farmakogenetik algoritma %42-58'lik bir katsayiya
sahiptir (129). |

Varfarin  dozunu tahmin etmede farmakogenetik warfarin  dozlama

algoritmalarimin  dogrulugunu  incelemek igin tasarlanan retrospektif bir kohort



calismast yapumis. Poliklinikte ayaktan antikoagiilasyon baglananan hastalardan
istikrarh, terapétik bir varfarin dozuna ulasmis olan olan 71 yetigkin hastadan elde
edilen veriler analize dahil edilmis. Altt farkli farmakogenetik varfarin dozlama
algoritmas1 ve 5 mg sabit doz yaklallglm1 degerlendirilmis. Gage ve ark. Tarafindan
yayinlanan algofitmalar; 2008 ve ITWPC 2009, calisma popilasyonunda varfarin
dozunun tahmininde en dogru olarak saptanmis (130) | _

Uluslararast Warfarin Farmakogenetics Consoritum (IWPC) algoritmasimin,
Japon hastalarin kohortunda (0 = 200) klinik bir algoritma ile karsilagtiriimasi igin
tasarlanan bir ¢aligmada, tahmin edilen dozun fiilen verilen dozdan haftada 7 mg'dan
daha az sapmis oldugu Japon hastalarinin yﬁzdesim' belirlenmis. IWPC algoritmasi,
hedef INR'yi elde etmek i¢in klinik algoritmadan daha biiyiik bir hasta yiizdesini
tespit etmistir (131)

IWPC algoritmasimin  Tiirkiye niifusunda 2014 saglik istatistikleri boy
“ortalamasi dogrultusunda (132) boy degeri 163 cm kabul edilip genetik mutasyonu
bilinmiyor, ayrica Tiirk hastalarin sonuglari, en ¢ok Kaftkas popiilasyonuyla
benzemekte oldugu gdz Oniinde bulundurularak, ortalama kilo ve yasin
calismamizdaki warfarin kullanan grubun yas ortalamas: verileri ile doldurulmasi
sonucunda hesaplayicinin dnerdigi haftahk warfarin kullanim baglangi¢c dozu 6nerisi
30 mg/hf dir(Sekil-13).

Calismamizda ise baglangi¢ dozlari degil de stabilize olmus haftalik warfarin
kullamm dozlar kaydedildi.Daha 6nce belirtildigi gibi AVA_IT mutasyonuna sahip
olan bireylerin haftalik warfarin kullamm doz ortalamas: 29,7+11,2 ;AVA _lII
mutasyonuna sahip olan bireylerin haftalik wartfarin kullanim doz ortalamas:
30,77+13,2; Her iki mutasyona da sahip olan bireylerin haftalik warfarin kullanim
dozu ortalamast 25,83+11,1 olarak, higbir mutasyona sahip olmayan bireylerin
haftalik warfarin kullanim do_zu ise 25,83411,4 olarak saptanmig olmasi ve bu
gruplarin pik ve ilk INR degerlerinde mutasyonsuz gruba gt')re. daha yiiksek degerler
saptanmuig olmast mutasyonlu gruplarda baslangi¢ dozlarindan daha dugiik diizeye
inildigini ifade etmektedir. o

Hastalara genetik varyasyonlari bilinmeden bu algoritm ile warfarin
baglanmis olsaydi her iki mutasyona birlikte sahip bireylerde baslangig dozundan

stabilize doza ulasima kadar yaklagtk %14 azaltilacakt. Higbir mutasyona sahip



olmayan bireylerde de benzer oranlar mevcuttur. AVA_II mutasyonuna sahip bireyde
%1 doz azaltimi olacakken AVA_III mutasyonuna sahip bireylerde yaklagik %2,5
oraninda do.z artirzmi olacakti, |

Mutasyona sahip bireylerde mutasyonsuz gruba gore pik ve ilk INR
degerlerinin yiiksektir.Mutasyonlu ve mutasyonsuz grubun stabil. warfaﬁn dozuna
‘ulagim siirecinde kag kez istenen araliktan yiiksek degerde INR 6lgtildugii ve
warfarin kullamm dozunun ka¢ kez degistirildigi verileri bilinmemektedir.F akat pik
- INR degeri ortalalﬁam mutasyonlu grupta terpttik arahk olan 2,5-3,5 araligindan
onemli derecede yiiksektir.Bu durum baslangi¢ dozu belirleme algoritmas: benzeri,
hastalarin  beklenen stabilize warfain kullanim dozunu 6n  gorebilecek bir
algoritmanin  geligtiriimesinin ~ klinik  agindan  kullamigli  olabilecegini

digtindirmektedir.

IWPRC Warfarin Dose Calculator

detaited instruciians and exemples can be found at the Instryciions tab
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Waming count

Taklng Amiedarone

Sekil-13 IWPC Warfarin Doz Hesaplayicisi -
Limidi ve ark.’lar: tarafindan CYP2C9 ve VKORCI genotiplerinin INR artisi,
antikoagiilasyon riski ve 30 giinde doz degisikligi tizerine etkisini incelemek lizere

tasarlanan bir galigma yapilmis (133).



VKORCI (olan / olmayan varyant genotip CYP2C9 varyant1 genotip) Avrupa
kokenli Amerikalilarda daha fazla antikoagiilasyon agisindan yliksek risk ifade
etmekte fakat afrikal: amerikalilar i¢in bu iligki saptanmanus. | |

Minér kanama riski CYP2C9 veya VKORC1 genotipinden etkilenmemis.

Tedavinin ilk 30 giinii boyunca, CYP2C9 ve VKORC1 genotip fakliligi, doz
degisikligindeki varyansin %6,3'linti agiklayabilmis. |

IWPC, genetik ve klinik verilere dayanan bir algoritmanin, uygun baslangig
dozunda varfarinin tahmininde saf bir klinik algoritmadan veya sabit dozda bir
yaklagimdan daha iyi sonug verdigini bildirdi (134)

Randomize bir klinik aragtxrrhamn sonuglar, klinik faktorlerle birlikte
CYP2C9 ve VKORC1' igeren bir algoritmanin ampirik bir protokole kiyasla varfarin
dozunun dogrulugunu ve verimliligini arttirdifim 6nermektedir; Bununla birlikte,
INR’nin terapétik aralik diginda olma siireleri arasinda herhangi bir fark yoktu (135).

Genetik test CYP2C9 ve VKORCI i¢in mevcuttur. Rutin olarak test edilen
varyantlar CYP2C9 * 2, CYP2C9 * 3 ve -1639G> A'dwr. Bu varyantlar, tedaviyi
yonlendirmek igin FDA tablosunda ve International Warfarin Pharmacogenomics
Consortium (IWPC) algoritmasinda da kullantlmaktadir (136).

Teh LK ve ark.’larinin warfarin kullanan hastalarda VKORC1'in {(G-1639A
ve C1173T) ve CYP2C9 * 3'in klinik agidan Sneminin incelendigi ¢aligmasinda
warfarin kullamm dozu stabilize olan, INR diizeyi 2-4 arasmda olan hastalar
degerlendirmeye alinmig. Bu g¢aligmada VKORCI (G—1639A) ve (C11737) alelleri
ve yas, 6. ayda varfarin dozu ile korele bulunmug. INR degerleri ile hastalar
tarafindan aliman doz arasimda bir iligki saptanmamis (137).

Shalia KK ve arkadaglan tarafindan Hint popiilasyonunda VKORC1 ve
CYP2CY gen polimorfizmlerinin prevelansi ve bunun warfarin cevabi iizerindeki
etkisinin arastinldigt ¢alismada 100 saglikls birey ve 83 aort veya mitral kapak
operasyonu sonras1 warfarim tedavisi baglanan birey incelenmis (138).

Vahgi tipli allellere kiyasla daha az olmasma ragmen, ¢aligma
poplilasyonunda CYP2C9 * 2 wve * 3 wvaryant allelleri ile VKORCI
polimorfizmlerinin (C1173T ve G-1639A) varyantlar1 aragtirilmig. Warfarin'in
ortalama idame dozu (mg / glin) yukarida belirtilen tiim polimorfizmlerin vahgi tip

genotiplerine kiyasla daha az bulunmus. INR, ilk dozdan sonra mutant varyantlar



(3.8 ila 4) i¢in yiiksek bulunmug, ortalama giinlik ditgitk warfarin dozunun
distiriiimesini gerektirdigi belirtilmis. '

Meckley LM ve ark.’nin ¢alismasinda warfarin kullanan hastalarda VKORC-
1 ve CYP2C9 gen varyantlarinin antikoagtilan iligkili durumlari incelenmis. CYP2C9
gen Vary'antlarlna sahip olan hastalarda gen varyansina sahip olmayan gruba gore
%48 oranda daha ge¢ stirede warfarin dozu stabilizasyonu saglanmistir. Tedavinin itk
ayinda varyant grupta daha yiiksek INR seviyeleri saptannustir (139).

Hastalarin haftalik warfarin tedavisi dozlar1 stabilize oldugu dénemde
Ozellikle AVA_II mutasyonlu grupta INR ortalamalarinin  hedeflenen araligin
lizerinde olmasi, AVA_III mutasyonlu grupta ise INR diizeyinin istenen arahkta
olmasim saglarken diger gruplara goére daha yiksek dozda warfarin tedavisi
uygulanmakta olmasi warfarin tedavi.si baglanirken hastamn CYP2C9 ve VKORCI
gen mutasyonunun bakilmasinin tedavi rejiminin dﬁze_ﬁlenmesinde faydali
olabilecepini diigtnditrmektedir.

Calismamizdan warfarin kullanim dozunun stabilizasyonu sonrasmda genetik
mutasyon bakilmasmnin hastanin idame warfarin tedavisi dozunu degistirmeyecegini

distinmekteyiz,



SONUCLAR

Caligma verilerinden hareketle AVA_II veya AVA_III mutasyonlu hastalarin
ilk ve pik INR degerlerinin mutasyonsuz olan gruba gére istatistiksel olarak anlaml
yiksek saptanmis olmasi ve ayni hastalarin warfarin kullanim dozu stabilize
olduktan sonrasasinda INR diizeylerinin hedef aralikta tutulmasmm zorlugu
agikardir.

Ozellikle AVA_III mutasyonu meveut olan hasta grubunda hekimlerin hedef
INR diizeyine ulagsmak slirecinde daha agresif yaklasimda bulunduklarim
diisinmekteyiz.

Haftahk warfarin kullanim dozu stabilize olan hastalarda 6zellikle AVA_ 11T
mutasyonu olan hastalarda daha mutasyonlu gruba gﬁfe istatistiksel olarak anlamli
fark olmasa da yiikksek dozda warfarin verilmesine karsin INR degerlerinin
mutasyonlu gruba gére disiik saptanmasi literatlir verilerine ters gibi
gﬁrﬁhmektedir.Bu- durum esasen hastalarin warfarin tedavi kullanimina baslamasi
stirecinde yine literatiir verilerinde belirtildigi gibi daha gok komplikasyona sahip
olmasi ve tedavi dozlarimn sik sik bu sebeple degistirilmesinin sonucu olabilir.

Haftalik warfarin kullanim dozu stabil olan hastalarda INR diizeyi
ortalamalar1 arasinda istatistiksel anlaml: farkin bulunmamig olmas: da FDA, IWPC
ve CPIC’1n &nerileri (21,118,119) dogrultusunda warfarin metabolizmasi agisindan
gen mutasyonuna warfarin baglandign dénemde bakilmasi, warfarin kullanim
dozunun stabilize oldugu hastalarda ise bakilmasimin anlam tagimadifini
diistindtirmektedir.

Hastalanin geriye déniik verileri taranarak mutasyon-komplikasyon iligkisi,
tedavi gerektiren INR yiiksekligi gibi parametreler ve VKORC1 mutasyonu da
bakildiginda warfarin tedavisine baglanma esnasinda gen mutasyon analizi

yapiimasin klinik faydast hususunda daha genis fikir elde edilebilecektir.



Hastalarin warfarin kullanim idame dozu agisindan da bir algoritma

geligtirilebilecegini diistinmekteyiz.
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EK-1 .
o PAMUKKALE UNIVERSITESI '
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINiK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

BILGILENDIRILMIS GONULLD OLUR BELGESI
(Saghkh kontrol grubu igin)

DI, 'in sorumlu arastirmacisi oldugu,
................................................................ isimli bir arastirma yapilmasi
planlanmaktadir.

Calismanin amacit warfarin kullanan hastalarda genetik varyasyonlarin
saptanmasi ve bu varyasyonlarin INR dizeyi,warfarin kullanim dozu gibi durumlara
etkisinin arastinimasidir.

Bu'g¢aligmanin bilimsel olarak yQrUtdlebilmesi igin, arastirmaya katilan hasta
kisiler diginda, saglikh kisilerden 5 ml kan alinmasina gereksinim vardir. Bu sayede,
hasta kisilerin verileri, siz saghkh kisiler ile karsilastiriiabilecektir.

Bu ¢alismaya, “saghikli kontrol grubu® olarak katiimayi kabul ederseniz, sizden
istenen tek sey, bir kez 5 ml kan vermenizdir.

Vereceginiz kanda CYP2C9 gen mutasyonlari aragtlnl_acaktlr.Ara§t|r|C|n|z sizden
elde edilen sonuglar, arastirmayr ve istatistiksel analizleri ylrutmek igin
kullanacaktir ancak kimliginiz gizli tutulacaktir.

Bu galismada yer alip almamak tamamen size baghdir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazil bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz igin size verilecektir.

(Katidimeinin Beyém)
...................... Anabilim Dalinda / Kliniginde, Dr................coocoi

tarafindan tibbi bir arastirma yapilacadi belirtilerek bu arastirma ile ilgili yukaridaki
bilgiler bana aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu kosultarla "saglikh kontrol grubu”
olarak, ........... kez, ......... ml kan vermeyi velveya .................. islemini kabui
ediyorum.

Bu formun imzali bir kopyasi bana veritecektir.

Katilimei:
Adi, soyadr;
Adres:
Tel:
Imza:
Tarih:



Katihmel ile goriigen aragtiricr:
Adi soyadi, unvani:
Adres:
Tel:
Imza:
Tarih:



EK-2

PAMUKKALE UNIVERSITESI
GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETIK KURULU

BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR BELGESI
| (Caliyma grubu igin) |

“Antikoagiilan Tedavisi Alan Hastalarda Cyp2c9 Gen Polimorfizminin
Arastirilmasi” isimli bir ¢alismada yer almak iizere davet edilmis bulunmaktasiniz,
Bu ¢aligma, aragtirma amaglt olarak yapiimaktadir, Sizin de bu aragtirmaya
katilmaniz1 6neriyoruz. Caligmaya katilim goniilliiliik esasina dayahidir, Calismaya
katilma konusunda karar vermeden Once arastirmanin ne amagla yapilmak istendigini
ve nasil yapildifini, sizinle ilgili bilgilerin nasil kullanlacagini, ¢alismanin neler
igerdigini bilmeniz 6nemlidir. Liitfen agagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve
sorularinza agik yamtlar isteyin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan
sonra ve sorularimiz cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu
imzalamamz istenecektir.

e  Cahgmamn amagclar: ve dayanag: nelerdir, benden bagka kag¢ kisi bu
cahymaya katilacak?

(Calismamiz Denizli bdigesinde warfarin kullanan hastalarin genetik
mutasyon profilini ortaya koymay1 amaglamaktadir. Bu genetik profilin ortaya
- konmasi warfarin tedavisi baglanan ve tedavi devaminda kanama vb komplikasyonlar
. yasayan hastalarin 6nceden 6n gériilebilmesi agisindan fikir olugturmasim
beklemekteyiz.
Tip literatiiriinde bu yonde ¢aligmalar olup ¢esitli gen mutasyonlart saptandi

Calismamiza toplamda 100 adet warfarin kuilanan ,100 adet de saglikls
goniillit olmak tizere toplam 200 kisi katilacaktir,

¢ Bu ¢aliymaya katilmali mryim?

Bu galigmada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar
verirseniz bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalamaniz i¢in size verilecektir. Su
anda bu formu imzalasamiz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin ¢aligmayi birakmakta 8zgiirstiniiz. Eger katilmak istemezseniz veya
¢alismadan ayrihirsaniz, doktorunuz tarafindan size uygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Caligmanin herhangi bir agsamasinda onaymizi ¢ekmek
hakkma da sahipsiniz.



¢ Bu calismaya katihirsam beni neler bekliyor?

Bu ¢aligmada mevcut tedavinizin digina ¢ikilmayacak olup meveut tedaviniz
strecinde kan alinirken 1 tiip fazlada alinip genetik laboratuvarinda analiz
yapilacaktir.

Kigisel verileriniz 2. Ve 3. Saluslar ile paylasimayacak olup genetik analiz
sonucunuzu hem ¢aligmayi yiiriiten hem de analizi yapan kisiler bilmeyecektir.

¢ (Cahsmada yer almamin yararlari nelerdir?

Calismaya Kkatilmamz bilimsel agidan warfarin  kullanan ve birgok
komplikasyonla karsilasilan hastalarda bu komplikasyonlar olusmadan 6nce ¢nlem
ahinabilmesi adina genetik yatkinliklar ve problemleri saptayabilmek agisindan
faydaliolacaktir, '

_ ‘e Bu ¢ahiymaya katilmamm maliyeti nedir?
Calismaya katilmakla herhangi bir parasal ytik altina girmeyeceksiniz ve size de
herhangi bir 6deme yapilmayacaktir. '

¢ Kigsisel bilgilerim nasil kullanilacak?
Arastinicimz kisisel bilgilerinizi; aragtirmayi ve istatiksel analizleri ylrtitmek i¢in
kullanacaktir ve kimlik bilgileriniz ¢alisma boyunca arastiriciniz tarafindan gizli
tutulacaktir. Caligmanin sonunda, arastirma sonucu ile ilgili olarak bilgi istemeye
hakkimiz vardir. Yazili izniniz olmadan, sizinle ilgili bilgiler bagka kimse tarafindan
gorlilemez ve agiklanamaz, Caligma sonuglar1 ¢alisma tamamiandiginda bilimsel
vayinlarda kullanilabilecektir, ancak kimliginiz agiklanmayacaktir.

e Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim icin kime bagvurabilirim?
e Calisma ile ilgili bir sorununuz ya da ¢alisma ile ilgili ek bilgiye
gereksiniminiz oldugunda asagldaki kisi ile liitfen iletisime geginiz.
ADI : Dr.Tutku ERARSLAN
GOREVI : Arastirmaci Dr.
TELEFON : 05545888861

(Géniilliiniin/Hastanin Beyani)



e

................... Anabilim Dalinda / Kliniginde, Dr. ............. tarafindan tibbi

bir aragtirma yapilacag belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana

aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra bdyle bir arastirmaya

“katilimer” olarak davet edildim.

Bana yapilan tiim aciklamalar1 ayrintilariyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla

s6z konusu klinik aragtirmaya kendi rizamla, hig bir baski ve zorlama olmaksizin,

goniillii olarak katilmay: kabul ediyorum.

a.

€.

Arastirmaya katilmay: reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi. Bu
durumun tibbi bakimima ve hekim ile olan iligkime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum,

Sorumlu arastirmacvhekime haber vermek kaydiyla, hichir gerekee
gostermeksizin  istedigim anda bu c¢ahsmadan  ¢ekilebilecegimin
bilincindeyim. Bu ¢ahsmaya katilmay1 reddetmem ya da sonradan ¢ekilmem
halinde higbir soerumluluk altina girmeyecegimi ve bu durumun simdi ya da
gelecekte gereksinim  duydugum tibbi balum  higbir  bicimde
etlﬁlemeyecegini biliyorum. (Ancak arastirmacilar: zor durumda birakmamak

- igin  arastirmadan  cekilecegimi  dnceden bildirmemin uygun olacagimn

bilincindeyim). .

Calismanin  yiiriitiiciisiit  olan aragtirmacvhekim, caliysma programmin
gereklerini yerine getirme konusundaki ihmalim nedeniyle tibbi durumuma
herhangi bir zarar verilmemesi kosuluyla onaymm almadan beni ¢cahsma
kapsamindan ¢ikarabilir.

Calismamn sonuglart bilimsel toplantilar ya da yaymlarda sunulabilir.

-Ancak, bu titr durumlarda kimligim kesin olarak gizli tutulacaktir.

Aragtirma icin yapilacak harcamalarla ilgili olarak herhangi bir parasal
sorumluluk altina girmiyorum. Bana da bir 6deme yapilmayacaktir.
Bu formun imzali bir kopyas:t bana verilecektir.

Katihmael

Adi, soyadr:
Adres:

Tel:

Imza:
Tarih:

Giriigme tamg Bilgilendiren Arastirici

Adr soyadi, unvan: Adi, soyadi:



Adres: Adres:

Tel: _ Tel:
Imza: Imza:
Tarih: Tarih:



EK-3

PAMUKKALE UNIVERSITESI TIP FAKULTESI

GENETIK MATERYAL UZERINDE YAPILACAK ARASTIRMALAR
BILGILENDIRILMi$ GONULLU OLUR BELGESI

Warfarin kullanim dozu ve INR diizeyininin kisiler arasi degiskenliginin genetik
(kaliimsal) nedenlerini bulmak ilizere yeni bir aragtirma yapmaktayiz. “Antikoagiilan
Tedavisi Alan Hastalarda Cyp2¢9 Gen Polimorfizminin Aragtirilmas:’ isimli bir
galigmada yer almak tizere davet edilmis bulunmaktasiniz. Bu g¢alisma, arastirma
amach olarak yapimaktadir. Sizin de bu aragtumaya katilmamzi &Sneriyoruz.
Calismaya katthm goniillilik esasina dayalidir. Arastirmaya davet edilmenizin
nedeni warfarin kullaniyor olmamzdir. Pamukkale Universitesi Acil Tip Anabilim
Dal1 kigiler arast warfarin kullamm dozu farklilign ve INR degerlerinin farklilifinin
nedenlerini ortaya cikaracak bir arastirma gerceklestirilecektir. Kendinizde bir
sikayet.olmasa bile katiliminiz arastirmamn bagarisi igin Snemlidir.

Cahsmaya katilma konusunda karar vermeden Once aragtirmanin ne amagla
vapitlmak istendigini ve nasil yapildigin, sizinle ilgili bilgilerin nasi kullamlacagin,
¢aligmanin neler igerdigini, olas: yararlarin, risklerini ve rahatsizliklarmm bilmeniz
onemlidir. Liitfen asagidaki bilgileri dikkatlice okuyun ve sorularimiza agik yanitlar
isteyin. Calisma hakkinda tam olarak bilgi sahibi olduktan sonra ve sorularmiz
cevaplandiktan sonra eger katilmak isterseniz sizden bu formu imzalamaniz
istenecektir.

Genetik ¢allsmanin amaci ve dayanafr nelerdir; benden baska kag¢ kisi bu
¢alismaya katilacak?

Bu béliimde asagidaki sorular cevaplanmalidyr.

a. Calismanin onemi ve gerekliligi nelerdir?

Genler DNA olarak isimlendirilen materyallerden olusmakta ve kigilerin
genlerindeki farkiilar ilaglarin viicutta bulunma miktarlarinda ve viicuda
etkilerinde farkiiiliklara yol agmaktadtr.,

Warfarin kullanan hastalarda da birtakim genlerin INR duzeyme etki emgz _
saptandi. Bu ¢aliyma sizin DNA ‘mizin ¢alisilarak toplumuzda bu gen farkhiiklarinin
saptanabilmesine katki saglayacak ve warfarin kullanan hastalarda genetik
Jarkliliklarin kullamma  baslamadan once bakilip bakidmamast konusunda f kir
verebilecektir.

b. Calismaya toplam kag kiginin katilmasi planlanmaktadir?

Calismaya warfarin kullanan 100 kisi ve ilag kullanmayan 100 kisi olmak iizere

toplamda 200 kisi katilacaktr.

Bu genetik ¢cahiymaya katilmal miyim?

Bu galismada yer alip almamak tamamen size baglidir. Eger katilmaya karar -
verirseniz bu yazili bilgilendirilmis olur formu imzalanmak igin size verilecektir. Su
anda bu formu imzalasaniz bile istediginiz herhangi bir zamanda bir neden
gostermeksizin ¢alismay: birakmakta 6zglirstiniiz. Eger katilmak istemez iseniz veya
¢aligmadan ayrilirsamiz, doktorunuz tarafindan size uygulanan tedavide herhangi bit
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir agamasinda onayinizi ¢ekmek
hakkina da sahipsiniz. :



Genetik aragtirma nasit yapilacak?

a. Hangi 6rnek (ler) alinacak ve nasil alinacak ?

_ Calismaya katimayt kabul ederseniz. sizden 1 tip(5 ml} kadar kan
alinacakt. Bu kan alimt ayrica size girisim uygulayarak degil tedaviniz icin damar

volu agildiginda 1 tiip fazladan alinarak yapilacaktir. Bu kandan ise genetik materyal

elde edilecektir.

b. Ornekte neler arastirilacak ?
Ornekte CYP2C9 geninin *1 , *2 ,*3 numarali alt tIpIermm var olup olmadigt
aragtirtlacaktir

) Ornekler nerede calisilacak?
Ornekler Pamukkale Universitesi Biyofizik Laboratuvarinda ¢calistlacaktir.

¢. Genetik drnegin gelecekte nasil imha edilmesi planlanivor?

Islem sonrasi genetik materyaller tibbi atik olarak yok edilecektir.
Tarafimdan alinan érnekler gelecekte de kullanilabilecek mi?

Tarafinizdan alinan &rnefin saklanmasi ve ileride yapilacak diger ¢alismalarda
kullanimi ancak sizin izninize tabidir. Bu ornekler uzun yillar isminiz (kimlik
bilgileriniz) korunmak ya da yok edilmek kayd: ile saklanabilir. Liitfen asagidaki
segeneklerden size uygun olan bir tanesini isaretleyiniz.

1- O Tarafimdan alman kodlanmus Srnefiin* yalmzca onerilen calisma igin
kullamimint onayliyorum; ileride yapilmasi olasi diger calismalar icin onay
vermiyorum.

2- [0 Tarafimdan alinan kodlanmis ornegln valmzca Onerilen g:ahsma i¢in
kullanimin onayliyorum; ileri ¢aligmalar igin tekrar bilgilendirilmek ve yeni onay
vermek istiyorum.

3- 0 Tarafimdan alinan kodlanmg 6rnegin, arastirma konusuyla baglantili diger
caligmalarda kullammini  onayliyorum, ancak farkli calismalar i¢in tekrar
bilgilendirilmek ve yeni onay vermek istiyorum.

4- 0 Tarafimdan alman kodlanmig 6rnegin Onerilen ¢alisma igin kullanimini -
onayliyorum, ve gelecekte de her tiirlii genetik ¢alismada anonim (kimligim ile
baglantisiz) olarak kullamlmasini onayliyorum.

*Kodlanmig 6rnek: Sizden alinan 6rnege bir kod numaras: verilir. Kod
numarasint yalmzca aragtirict bilir ve sizin kimlik bilgilerinize yalmzca arastmcr
ulasabilir, Béylece kimlik bilgileriniz gizli tutulmus olur.

Cahsmanin riskleri nelerdir?

Kan alimmast sirasmda olusabilecek riskler: I$ne batmasina bagh olarak az bir
act duyabilirsiniz ve kolda morarma olabilir. Diisiik bir olasilik da olsa igne batmasi
sonrasinda kanamanin uzamasi, veya enfeksivon riski vardir.

Yapilacak genetik_teste bagl olusabilecek riskler: Yapdan testler sizin veya
ailenizin bir ferdinin ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan etkilenebilecegini
ortaya ¢ikarabilir. Bu bilginin kotiye kulanilmast sizi ekonomik ve sosyal yonden




etkileyebilecegi gtb: bayle bir hastalia sahip oldugunuzu ogrenmemz sizi psikolojik
yonden de olumsuz etkileyebilir,

Size ait genetik bilginin gizli kalacagina dair elimizden geleni yapacagiz. Ancak
hemen belirtmemiz gerekir ki, yaptigimiz testler sizin veya ailenizin bir ferdinin
ileriki bir zamanda bu genetik hastaliktan etkilenebilecegini ortaya ¢ikarabilir. Bu
bilginin kotil yonde kullaniimasi sizi ekonomik ve sosyal yonden etkileyebilecegi gibi,
bayle bir hastalifa sahip oldugunuzu dSgrenmeniz sizi psikolojik yonden de
etkileyebilir. Sizin anormal bir gen tapidigimzi saptadigimizda  bulgularimizi
herhangi bir ticret talep etmeden size bildirecegiz. Ancak boylesi bir bilgiyi
dgrenmeyi reddetmek her zaman haklimizdwr. Yine hemen belirtmeliyiz ki; bu bilgiyi
sizin digimizda birisi ile paylasmanz sadece sizin izninizle olacaktir,

Calismanin yararlart nelerdir?

Béyle bir analiz ilgili genetik farkith@in nedeninin dgrenilmesinde yararl
olacaktir. Su anda bu calismamn hemen size veya cocugunuza bir fayda olarak
doniip donmeyecegini bilmiyoruz. Ancak ilgili durumun temelinde yatan nedenlerin
dgrenilmesi ileride ilgili hastaliktan etkilenmis bireylere fayda saglayvacaktir.

Bu ¢caligmaya katlmay: reddedebilirsiniz. Bu arastrmaya katiimak tamamen
istege ‘baghdr ve reddettiginiz rakdirde size wygulanan tedavide herhangi bir
degisiklik olmayacaktir. Yine ¢alismanin herhangi bir asamasinda onaymizi. cekmek
hakkina da sahipsiniz. Eger oOrneginizin imha edilmesine karar verirseniz, bu
isteginizden dnce tiretilmis her tiirlii veri ve yapilmis analiz ortadan kaldirilmayacak
ama daha fazla analiz yapimayacaktir. Aksi halde, saklama siiresinin sonunda
drnegin imha edilmesinden destekleyici/arasgtirict sorumludur.

Kigisel bilgilerim nasil kullanmilacak? .
(Calisma doktorunuz, arastirmada yer alan diger arastiricilar kisisel bilgilerinizi,
aragtirmay1 ve istatistiksel analizleri yiiriitmek igin kullanacaktir ancak kimlik
bilgileriniz gizli tutulacaktir, Size ait bulgular tigiincii kisilere, onaymiz diginda
higbir gekilde agiklanmayacaktir, Caligmamn sonunda, size ait tiim sonuglar
hakkinda bilgi istemeye hakkimz oldugu gibi béyle bir bilgiyi 6grenmeyi reddetme
hakkimz da vardir. Liitfen agagidaki kutucuklardan size uygun olani isaretleyiniz:
0 Bu galigmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri 6grenmek istivorum
[0 Bu ¢aligmada elde edilecek kendimle ilgili bilgileri grenmek istemivorum.

Kendinizle ilgili genetik bilgiyi Ogrenmeyi segmeniz durumunda size (varsa)
sagaltim ile ilgili bilgiler ve genetik damgmanlik hizmeti verilecektir.

Calisma sonuglar1 ¢alisma bitiminde bilimsel yayinlarda kullanllablhr ancak
kimliginiz a¢iklanmayacaktir.
o Kammz genetik faktérler agisindan test edilecek ve elde edilen bilgi sizin
hakkinizda bize genetik bilgi verecektir. Genetik testler, bu arastirma ile ilgisi
olmayan size ait ¢ok Ozel baska bilgiler de verebilir. Béyle bir durumda da
gizlilik ilkesine bagh kalinacak ve bilgiler ticiincil saluslara sizin onayiniz
olmaksizin agiklanmayacaktir,
» Kan Orneklerinin Saklanmas:



o Sizden alinan orneklerin kullanimi bu olur formunda tammlanan
aragtirma ile swrl olacaktir. Eger bu oOrnekleri bu olur formunda
tarimianmayan bagka test/amaglar icin kullanmak istersek, dnce Etik
Kurul’a onay verilmesi igcin bagvurulacaktir. Eger yeni calisma
onavlanacak olursa  sizden bagka bir bzlgtlendmlng olur formu
imzalamaniz istenecektir.

Bu ¢cahymaya katilmamin maliyeti nedir?

Calismaya katilmakla parasal yiik altina girmeyeceksiniz ve size de herhangi
bir 6deme yapilmayacaktir.
Cahsmanm ticari bir yomnii var midir?

Gontllillerden elde edilen bilgilerden, tibbi testler ya da tedaviler
gelistirilebilmesi gibi ticari bir fayda saglanabilir. Béyle bir durum olursa, goniilliiler
herhangi bir sekilde ticari gelir temin etmeyeceklerdir.

Gorecegim olas: bir zarar durumunda ne yapilacak?
e Arastrmadan dolayt  kathmecimin  gorecesi olasi bir zararda bunun
sorumlulugunun ve giderilmesi icin gerekli her tirlii t©1bbi mildahalenin
yapilacagim, bu konudaki tiim harcamalarin distlenilecegini belirtiniz.
Daha fazla bilgi, yardim ve iletisim i¢in kime basvurabilirim?
Aragtirma ile ilgili bir sorununuz oldugunda ya da ¢alisma ile ilgili ek bilgiye
gereksinim duydugunuzda agagidaki kisi ile liitfen iletisime geginiz.

ADI :Dr.Tutku ERARSLAN
GOREVI : Arastirma Yiiriitticiisii
TELEFON: 05545888861

(Goniilliiniin/Hastanin Beyani) (Bu boliim aynen korunacaktir)

PAUTF ooiviiieiieiiiiinnnn Anabilim dalinda, Dr. ............. tarafindan genetik
bir aragtwma yapilacagi belirtilerek bu aragtirma ile ilgili yukaridaki bilgiler bana
aktarildi ve ilgili metni okudum. Bu bilgilerden sonra béyle bir arastirmaya
“katilime1” olarak davet edildim.

Eger bu arastirmaya katilirsam hekim ile aramda kalmasi gereken bana ait
bilgilerin gizliligine bu aragtuma sirasinda da bliyllk 6zen ve sayg ile
vaklagilacafina inanyorum. Aragtrma sonuglarinin eitim ve bilimsel amagclarla
kullammi sirasinda kisisel bilgilerimin ihtimamla korunacagi konusunda bana yeterli
giliven verildi.

Bana yapilan tiim agiklamalar1 ayrntilariyla anlamis bulunmaktaylm. Bu
kosullarla stz konusu klinik arastirmaya kendi rizamla, hi¢ bir baski ve zorlama
“olmaksizin, goniillil olarak katilmayi kabul ediyorum.

g. Arastumaya katilmayr reddetme hakkina sahip oldugum bana bildirildi. Bu
durumun tibbi bakimuma ve hekim ile olan iliskime herhangi bir zarar
getirmeyecegini de biliyorum.,

h, Sorumlu aragtirmaci / hekime haber vermek kaydiyla, hichir gerekce
gostermeksizin istedigim anda bu ¢aligmadan cekilebilecegimin bilincindeyim.,
Bu calismaya kafilmay: reddetmem ya da sonradan g¢ekilmem halinde higbir
sorumluluk altina girmedigimi ve bu durumun simdi ya da gelecekte gereksinim
duydufum tibbi bakimu higbir bigimde etkilemeyecegini biliyorum. (4dncak



L am;tzrmac;lam zor durumda bzrakmamak i¢in arastirmadan gelalecegzmt onceden
bildirmemim uygun olacagimn bilincindeyim).

. i. Caligmanmn yiiritliciisii olan aragtirmaci/hekim, gerekli gordugu sartlarda t1bb1 C

- durumuma herhangi bir zarar verilmemesi koguluyla bemm onayum almadan bem '
‘¢aligma kapsamindan ¢ikarabilir. '
- Calismanin sonuglart bilimsel toplantilar ya da yaymlarda sunulablllr Ancak bu
tur durumlarda kunhglm kesin olarak gizli tutulacaktir.
Ara§t1rma i¢in yapilacak harcamalarla ilgili herhangi bxr parasal sorumluluk altma
girmiyorum. Bana da bir §deme yapilmayacaktr. SR
- lIster dogrudan, ister dolayll olsun araghrma uygulamasmdan kaynaklanan
nedenlerle meydana gelebilecek herhangi bir saghk sorunumun ortaya c¢ikmasi
halinde, her tiirlii tibbi miidahalenin saglanacag konusunda gerekli giivence verildi.
(Bu tibbi miidahalelerle ilgili olarak da parasal bir yiik altina girmeyecegim). '
Aragtrma sirasinda bir saglik sorunu ile karsilagtifimda; herhangi bir saatte, Dr.
Tutku ERARSLAN ‘1 Pamukkale Universitesi 11p Fakiiltesi Acil Servisi’nde
05545888861 ’den arayabilecegimi biliyorum. Bana yapilan tiim aciklamalar
-ayrmtllarxyla anlamis bulunmaktayim. Bu kosullarla sdz konusu genetik arastirmaya

kendi rizamla, hi¢ bir bask: ve zorlama olmakelzm goniillilik 1g:erlsmde katilmay1 i

kabul ediyorum.
Imzali ve tarihli bu form kagidinin bir kopyas: bana verliecektlr

Katihma Giriisme tamgy;
Ady, soyada: Ad1 soyadi, unvani:
Adres: Adres:

Tel: Tel:

Imza: Imza:

Tarih: Tarih:
Katihme ile géiriisen hekim

Adi, soyads:

Adres:

Tel:

imza:

Tarih:



