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WARFARIN SENSITIVITISINE FARMAKOGENETIK BIR YAKLASIM
A Pharmacogenetic Approach to Warfarin Sensitivity
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OZET

Warfarinin optimal dozunun belirlenmesinde yas, cins, kilo ve birlikte kullanilan diger ilaglarla etkilesiminin yanisira ilacin
metabolizmasini diizenleyen CYP2C9 (Sitokrom P450 CYP2C9) genotipinin belirlenmesi de son yillarda biiyiik nem kazanmustir.
Biz de over kist riiptiirii nedeni ile opere edilmis ve postoperatif donemde yaygin ekimoz gelismis Warfarin kullanan olgumuzun
CYP2C9*3 mutant genotipini heterozigot olarak tagidigini saptadik. Olgumuzdaki intraabdominal kanama ve yaygin ekimozun
gelismesinde CYP2C9*1*3 mutant genotipinin etyolojik faktor olarak rol oynayabilecegi ve Warfarin tedavisi almasi planlanan
hastalarda tedavi dncesinde CYP2C9 genotipinin belirlenmesinin faydali olabilecegini vurgulamak istedik.
Anahtar Kelimeler: Warfarin, CYP2C9, over kist riiptiirii, ekimoz.

ABSTRACT
In determining the optimal dosage of Warfarin, defining the CYP2C9 genotype (cytochrome p450 CYPC2C9) which
regulates the metabolism of the medecine has become very important as well as age, sex, weight and interaction with other drugs. We
report the case of this patient who had an operation of an ovary cyst rupture and had developped during the post-operative period a

widespread echimosis; treated on warfarin, we found out that this patient was carrying the mutant allel CYP2C9*3.

We believe that the CYP2C9*1*3 mutant genotype may contribute to the developpement of the intra-abdominal
hemorrhage and a widespread echimosis; we also wanted to point the fact that defining the CYP2C9 genotype before to start when it's

necessary the Warfarin treatment, might be usefull.
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GIRiS

Farmakogenetik, ilaca verilen yanit, ilacin yan etkisi
ve toksisitesinin gelismesi bakimindan bireyler veya cesitli
toplumlar arasinda gozlenen farkliliklarin ortaya c¢ikisinda
genetik faktorlerin katkisini inceleyen farmakoloji disiplinidir.
Warfarin, terapdtik indeksi dar, en sik ve en Onemli
komplikasyonu kanama olan, yaygin bir sekilde kullanilan bir
oral antikoagiilandir. Warfarinin optimal dozunun
belirlenmesinde yas, cins, kilo, antikoagiilan verilme
endikasyonu gibi faktdrlerin yanisira, ilacin metabolizmasinda
rol alan Sitokrom P450-CYP2C9 enziminin genotipinin
belirlenmesi de son yillarda biiyiik Snem kazanmistir (1).

S-Warfarinin metabolizmasindan sorumlu enzim olan
Sitokrom P450 CYP2C9un, CYP2C9*1 olarak bilinen normal
tipinin yanisira, CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 olarak adlandirilan
iki fonksiyonel allelik formu daha bulunmaktadir. CYP2C9*3
varyanti, normal enzim aktivitesinin %5'inden daha azini
gosterirken; CYP2C9*2 varyanti da yaklasik %12'sini
gostermektedir (2). Uzun silire antikoagiilan tedavi alan
hastalarda yapilan genotipleme caligmalarinda, diisiik doz
Warfarinle ( 2 mg) INR'si stabillesmis hastalar ile minor ya da
major kanama komplikasyonu gelismis hastalarin CYP2C9*2
ve *3 formlarin1 anlamli olarak daha yiiksek oranda tasidiklar:
gosterilmistir (3-6). Biz de over kist riiptiirii nedeni ile opere
edilmis ve postoperatif donemde yaygin ekimoz gelismis
Warfarin kullanan olguda saptadigimiz CYP2C9
genotiplemesinin 6nemini sunduk.

OLGU

Kirkii¢ yasinda, G1P1 olan kadin hasta, mitral kapak
replasmani nedeniyle 13 yildir 2,5 mg/giin Warfarin
kullanmakta olup akut batin tablosu ile klinigimize basvurdu.
Yapilan eksploratris laparotomide, sag over kist riiptiiri ve
batinda da bir litre serbest kan izlendi. Sag salpingooferektomi
yapilarak ve hemostaz saglanarak operasyon tamamlandi.
Hastanin postoperatif biyokimya sonuglart normal olup
kanama-pihtilagsma parametrelerinden protrombin aktivitesi
%18,5 (70-136), protrombin zamani 47,7 sn., INR 4.2, aktive
parsiyel tromboplastin zamani 60 sn. (26-40 sn.), fibrinojen 212,
7 mg/dl (200-400 mg/dl) idi. Postoperatif birinci giinde tiim
batin On-yan duvarinda ve insizyonu etrafinda yaygin
ekimozlarin gelistigi tespit edildi. Ekimozlar1 nedeniyle lokal
alkol pansumani uygulandi. Warfarin kesilerek Enoxaparin 60
mg 1x1 ile birlikte genis spektrumlu antibiyotik baslandi.
Preoperatif hemogram tablosunda Hb 6,4 gr/dl, Het %19,7, Plt
272.000L, WBC 14.400L olmasi iizerine hastaya perioperatif ve
postoperatif donemde bes iinite taze kan ve {i¢ iinite plasma
transfiizyonu yapilan hasta postoperatif ondordiincii giiniinde
sifa ile taburcu edildi. iki ay sonra yine akut batmn tablosu ile
gelen hastaya over kist riiptlirii 6n tanist konuldu. Warfarin
kullanma zorunlulugu, myoma uterisi ve tekrarlayan
intraabdominal kanamasi nedeni ile preoperatif hazirligi takiben
total abdominal histerektomi + unilateral salpingooferektomi
uygulandi. Preoperatif donemde Enoxaparin 60 mg 1x1
baslanan hastada postoperatif donemde tedaviye devam edilerek
yedinci giiniinde sifa ile taburcu edildi.
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Tablo 1. Kullanilan oligo dizileri (primerler) ve restriksiyon enzimleri.

Primerler (5°-3) Periiriinii | Restriksiyon Tanmlanan Referans
(bp) enzimi Allel
aataataatatgcacgaggtccaga
Sullivan
gatgc 141 Nsil CYP2C9*3 (10)
gatactatgaatttgggacttc
tacaaatacaatgaaaatatcatg Sullivan
691 Avall CYP2C9*2
ctaacaaccagactcataatg (10)

Hasta, dykiistinde giinlik Warfarin dozunun 5 mg'a
cikildigi ve Warfarinle birlikte analjezik, antibiyotik ve
nonsteroid antienflamatuvar (NSAT) kullanildig1 zamanlarda 1-
2 giin siiren ekimozlar tarif etmekte idi. Aile Sykiisiinde,
hastanin teyzesinde kapak replasmani nedeniyle Warfarin
kullanimmna bagli kanama komplikasyonu gelistigi bilgisi
alindi. Ayrica hastada tekrarlayan kist riiptiiriine bagh
intraabdominal kanama ve birinci operasyonundan sonra gelisen
yaygin ekimozun altindaki olasi nedenleri arastirmak amaciyla
hastaya CYP2C9 genotiplemesi yaptik.

DNA izolasyonu ve CYP2C9 Genotiplemesi:

Hastadan alinan Scc EDTA'll vendz kan drneginden
“Tuzla Coktiirme-Salting Out” yontemi uygulanarak genomik
DNA izolasyonu yapildt (7). DNA ekstraksiyonunu takiben
CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 allellerine spesifik primer dizileri ile
per yapildi. Amplifiye olan per iiriinleri CYP2C9*2 allelini
tespit etmek i¢in Avall, CYP2C9*3 varyanti i¢in de Nsil
restriksiyon enzimleri ile 37°C'de 4 saat inkiibe edildi.
Restriksiyon islemi tamamlandiktan sonra iriinler %3'liik
agaroz-gel elektroforezinde yiiriitiildiikten sonra UV
transilliiminatérde bakilarak degerlendirildikten sonra dijital
kamera ile fotograflari ¢ekildi.

Bu ¢alismada kullanilan oligo dizileri (primerler) ile
restriksiyon enzimlerine iligkin bilgiler Tablo 1'de
goriilmektedir.

CYP2C9*2 Allelinin Belirlenmesi:

CYP2C9*2 allelini belirlemek amaciyla per tirtinleri
Avall enzimi ile kesildi. Kesim sonucunda hastanin bu mutant
alleli tasimadigi belirlendi. Sekil 1'de CYP2C9*2 alleline ait
jelin fotografi goriilmektedir.

Marker 1 2 3 4

691bp

500bp 527bp

164bp

Sekil 1: M: Size Marker; 1: Hasta-Homozigot normal ,
2: Homozigot mutant kontrol , 3 ve 4: Heterozigot mutant kontrol

CYP2C9*3 Varyantimin Belirlenmesi:

CYP2C9*3 allelini belirlemek amaciyla per iriinleri
Nsil enzimi ile kesildi. Kesim sonucunda hastanin bu mutant
alleli heterozigot olarak tasidigi (CYP2C9*1*3 genotipi)
belirlendi. Sekil 2'de CYP2C9*3 alleline ait jelin fotografi
goriilmektedir.

Marker 1 2 3 4

200bp
141bp

100bp 112bp

Sekil 2: M: Size Marker; 1: Homozigot mutant kontrol ,
2: Hasta-Heterozigot mutant, 3 ve 4: Homozigot normal

TARTISMA

[laglar1 metabolize eden enzimleri kodlayan
genlerdeki polimorfizmler, genin {iriinii olan proteinlerde amino
asit degisikligine yol acabilmekte, bu da proteinin islevinde
azalma ya da artisla sonuglanmaktadir. Warfarin ve fenitoin gibi
terapotik indeksi dar olan ilaglar, yavas metabolizorler
tarafindan alindiginda plazma konsantrasyonlarmin hizla
normalin ¢ok fistiine ¢ikmasindan ve atiliminin da
gecikmesinden dolayr bu bireylerde ilacin yan etkileri ve
toksisite daha ¢abuk ve daha sik olarak gozlenmektedir. Amerika
Birlesik Devletleri'nde her y1l ortalama 106.000 kisi istenmeyen
ilag reaksiyonlarindan (ADR=Adverse Drug Reactions) dolay1
yasamint yitirmektedir. Bu sayi, trafik kazalarindan dolay1 bir
yilda Slen insan sayisindan bes kat daha fazladir ve 6lim
nedenleri arasinda da kalp hastaliklari, kanser ve inmeden sonra
dordiincii sirada yer almaktadir (8).
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CYP2C9*2 ve *3 allelik varyantlariin S-Warfarinin
metabolizmasinda yetersiz kaldigi in vitro ¢aligmalarda
gosterilmistir (9). Tabrizi ve arkadaslar1 yayinladiklari bir olgu
sunumunda, atrium fibrilasyonu nedeniyle 3 mg/giin Warfarin
alan doksanbir yasindaki bir kadin hastanin sag bacaginda
gelisen yaygin subkutanéz hematom nedeniyle hastaya
CYP2C9 genotiplemesi yapmiglar ve hastanin CYP2C9*2
mutant genotipini heterozigot olarak tagidigini tespit etmislerdir
(10). Yine, Ablin ve arkadaglari, atrium fibrilasyonu ve sag
hemiparezi ile motor afazi nedeniyle haftada 17,5 mg Warfarin
kullanan seksenii¢ yasindaki erkek hastanin pulmoner
konjesyon nedeniyle hospitalize edildikten sonra Warfarinin
kesilmesine ragmen kanama olmaksizin INR'sinin yiikselmeye
devam etmesi iizerine hastaya CYP2C9 genotiplemesi
yapmislar ve hastanin CYP2C9*3 mutant formunu homozigot
olarak tasidigini tespit etmislerdir (11). Ayrica, uzun siire
antikoagiilan tedavi alan hastalarda yapilan genotipleme
caligmalarinda da, diisik doz Warfarinle (2 mg) INR'si
stabillesmis hastalar ile minér ya da major kanama
komplikasyonu gelismis hastalarin CYP2C9*2 ve *3 formlarini
anlamli olarak daha yiiksek oranda tasidiklari konfirme
edilmistir (3-6).
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Warfarinin antikoagiilan etkisi 24 saat i¢erinde ortaya
cikmakta ancak pik yapmasi 72-96 saate kadar
uzayabilmektedir. Ayrica genis spektrumlu antibiyotiklerin
Warfarinin antikoagiilan etkisini arttirdig1 da bilinmektedir (12).
Klinigimize bagvurdugu giin, glinlilk normal Warfarin dozunu
alan hastanin postoperatif birinci giinden itibaren yogun bir
antibiyoterapi almasinin ve hastanin CYP2C9*3 mutant allelini
heterozigot olarak tasimasinin, gelisen yaygin ekimozun
patogenezinde etkili olabilecegini diigiindiirmektedir.

Farmakogenetikle ilgili bilgilerin artmasi, ilaglarin
daha dogru ve yararli bi¢gimde kullanilmasina olanak
saglayacaktir. Profilaktik amagla veya tedavi i¢in kullanilan
ilaglarin dozlarinin bireysellestirilmesi, bu ilaglardan elde
edilecek tedavi yanitini maksimum diizeye ¢ikaracak, yan
etkiler ve toksik belirtiler gibi istenmeyen etkileri ise en aza
indirecektir. Ayrica genetik polimorfizm nedeniyle ilaglarin
olusturdugu farkli plazma konsantrasyonlarindan tedavi
stiresinin kisaltilmast amaciyla da yararlanilabilir. Gelecekte
rutin genotiplemenin yapilmasi, ila¢ tedavilerinin optimum
diizeyde gerceklestirilmesinde biiyiik 6nem tastyacaktir.
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