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1.GIRIS ve AMAC

CYP2D6 genine ait polimorfizmler 6zellikle antidepresan, noroleptik,
antiaritmik, antihipertansif, beta bloker ve morfin derivelerinin terapotik
kullaniminda klinik etkide degiskenlige yol acar. Zayif metabolize edici bireylerin
bu ilaglari standart dozda kullanimlari sonrast plazmalarinda bu ilaglarin
konsantrasyonlarinda artis ve buna baghi olarak yan etkiler ortaya ciktigi
bildirilmistir (1).

CYP2D6 geni 22q13.1 kromozom bdélgesine lokalizedir. Bu genin iiriinii
olan enzimin 2 izoformu vardir: Birinci izoformu 9 ekzon ve 497 aminoasitten
olusurken, ikinci izoformu ise 8 ekzon ve 446 aminoasitten olugmaktadir (2).

CYP2D6 genine ait alleller normal, azalmis, artmis ve fonksiyonel
aktivitede olmayanlar olmak {izere siniflandirilmaktadir (3, 4). Beyaz irkta en sik
goriilen CYP2D6 alleleri; *2,*3,*4,*5,*6,*10 ve *41 olarak bildirilmistir.
Afrikalilarda *2 ve *17 sik goriiliirken Asyalilarda *10 ve *36 alleleri sik olarak
gortlir (2).

Beyaz wrkta zayif metabolize edicilerin orani ortalama %5-10 arasinda
oldugu, Tirk toplumunda ise % 3.4-3.8 arasinda oldugu bildirilmistir (1,2). Beyaz
ik ve Afrika irkindaki zayif metabolizma ile ilgili alleler *3, *4, *5, *6 ve *10
alleleridir (5).

Tiirk toplumunda CYP2D6 ile yapilan c¢alismalara gore; allel sikliklar
CYP2D6*1 igin %37; *2 i¢in %35; *4 i¢in %11; *10 igin %6; *5 icin %1 ve *17
i¢in %1 olarak bildirilmistir. Ulkemizdeki zayif metabolize edicilerin oran1 %1.49
olarak bildirilmistir (6).

Ulkemizde yapilan ¢alismalarda CYP2D6*3 alelinin sikligi %25 olarak
saptanirtken (7, 8) CYP2D6*4 allelinin sikligit % 13.4 ile % 21 arasinda
bildirilmistir (8). *5 (% 1.49) ve *6 (% 0,5) allelleri ise *3 ve *4 allellerine oranla
daha disiik siklikta goriillmektedir (8, 9).

Bu tez calismasinda CYP2D6 geninin*2,*3,*4 ve *10 allelerinin 200
saglikli  bireyde genotiplendirilmesi yapilarak ve toplumuzdaki allel

sikliklaribelirlenmeye c¢alisilmistir. Calismamizin sonuglarina gore CYP2D6

1



geninin allel sikliklar1 *2 i¢in % 35, *3 i¢in % 6, *4 i¢in % 10, *10 igin % 26
olarak bulunmustur.
Bu sonuglar toplumumuzdaki farkli tiplerdeki metabolize edicilerin orani

hakkinda bilgi sahibi olmamiz1 saglamstir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Ila¢c Metabolizmasi

Insanlarin  viicutlarina aldiklar1 maddeleri metabolize etmeleri ve
viicutlarindan uzaklastirmalari, bir dizi enzimatik yolagi ve transport sistemini
iceren dogal bir siirectir. Viicuda giren yabanci maddeler ksenobiyotik olarak
tanimlanmaktadir ve en 6nemli kaynagi bitkilerdir. Ksenobiyotikler, bitkilerin
toksinleri (mantarlarda bulunan amanitin, giromitrin, orellanin, muskarin, ibotenik
asit, musimol, psilosibin ve koprin vb.) ve pigment yapilarinda bulunan bazi
bilesikleri, hayvanlar tarafindan iiretilen toksinler, ilaglar, endiistriyel kimyasallar,
pestisidler, pismis gidalarin piroliz {riinleri, alkaloidler, sekonder bitki
metabolitleri ve kiiflerden olugmaktadir (10,11).

Metabolizma ve biyotransformasyon es anlamli kelimeler olarak
kullaniliyor olsa da aslinda metabolizma; ksenobiyotigin emilim, dagilim ve
eliminasyon (biyotransformasyon ve atilma) asamalarinin tiimiini igermektedir
(12).

Ilaglar da bir tiir ksenobiyotik olarak degerlendirilebilir. Bitkiler, ilaglarin
onemli bir kaynagidir ve ilaglar, besinlerle birlikte alinan kimyasallara benzer
sekilde metabolize edilir (10,13). Ksenobiyotikleri metabolize eden enzimler
tarihsel siirecte, 1ilag metabolize edici enzimler (metabolizer) olarak
adlandirilmistir (10). Giintimiizde ksenobiyotik maruziyetinin g¢ogu ¢evresel
etmenler, gida katkilari, kozmetik iirtinler, tarim ilaglari, islenmis gida iirtinleri ve
kisinin aldig1 ilaglar nedeniyle olmaktadir. Bircok ilag da, aslinda birer
ksenobiyotik olmalar1 nedeniyle, metabolize edilememeleri durumunda birikerek
toksik etkilere neden olur (10, 13).

Eliminasyon enzimleri, ksenobiyotikleri suda ¢06ziiniir hale getirerek
atilabilmelerine olanak saglar. Ksenobiyotiklerin tamamina yakini faz 1 ve faz 2

enzim sistemleri aracilifiyla metabolize edilerek idrar veya safra ile atilabilir



forma doniistiiriiliirler Suda ¢oziniirliigii ve metabolik agirligi artan yeni iiriin
viicuttan idrar veya safra yolu ile kolaylikla ve hizli bir sekilde atilabilir (10,13).

Reaksiyonlar sirasinda kansere neden olabilen bilesiklere doniisen
ksenobiyotiklere karsinojenler denir. Ksenebiyotiklerden arinmamiza yardim eden
sitokrom enzimleri paradoksal bi¢imde bazi kimyasal bilesikleri, yiiksek toksik ya
da karsinojen tiriine ¢evirebilir. Bu durum hiicrenin yapisinda bulunan maddelerle
etkilesime giren kararsiz ara {irlinlerin tretildigi reaksiyonlarda olusur. Yine bu
reaksiyonlar  sirasinda bazen elektrofilik metabolitler de olusabilir.
Bumetabolitler; DNA, RNA, protein gibi hiicresel makromolekiillerle reaksiyona
girerler. Bu durum ise organ toksisitesine ve hiicre 6liimiine yol acar. Elektrofilik
metabolitler ile DNA etkilesimi bazen mutasyon olusumuna da yol agabilir.
Timor stipressor genlerde ve onkogenlerdeki mutasyonlar kanserle sonuglanabilir.
Giiniimiizde kanserlerin ¢ogunun karsinojenlere maruziyetten kaynaklandigi kabul
edilmektedir (10,14).

2.1.1.1la¢ Metabolizmasinin Basamaklari

[lag metabolizmas1 baslica Faz 1 (oksidasyon, indirgenme ve hidroliz
basamaklari) veFaz 2 (fazl enzimleri ile olusan iiriinlerin konjugasyonu) seklinde
ardisik reaksiyon basamaklarmdan olusmaktadir (4, 10, 14). ila¢ metabolizma
basamaklar1 ve bu basamaklarda gerceklesen olaylar Tablo 1’de gosterilmistir.
CYP enzimleri faz 1 reaksiyonlariin oksijenazlar grubunda olup Oksidasyon ve

alkalizasyon reaksiyonlarinda gérev almaktadir (10, 14).

2.1.1.1 Faz 1 Reaksiyonlar1 ve Enzimleri

Oksidasyon, rediiksiyon, hidroksilasyon ve demetilasyon islemlerinden
sorumlu mekanizmadir ve temelde faz 2 reaksiyonuna hazirlik agsamasidir. Faz 1

enzimleri, hem molekiilii igerir. Aktivitelerinden sorumlu olan hem molekiiliiniin
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icerdigi demir atomunun karbon monoksite baglandiginda, absorbe ettigi dalga
boyunun nanometre biriminin karsiligi olan 450 sayisi, bu enzimlerin

tanimlanmasinda kullanilmaktadir (14).

Faz 1 enzimleri; -OH, -COOH, -SH, -O- ya da —NH2 gibi fonksiyonel
tiniteleri ile baglanarak, ksenobiyotiklerin suda c¢oziintirliigiinii artirir. Bu
reaksiyonlar sonucunda olusan iiriinler genellikle inaktif olmakla birlikte olusan
yeni Uriiniin biyolojik aktivitesi azalabilir, artabilir veya degigsmeyebilir. Bazen
deamid ve ester baglarinin hidrolizi ile siklofosfamid gibi bir 6n ilact aktif
formuna cevirir (biyoaktivasyon). Bu davranis sekli “fonksiyonalizasyon fazi”
olarak isimlendirilir. Faz 1 reaksiyonlari; sitokromlar (CYP), flavin iceren
monooksigenazlar (FMO) ve epoksit hidrolazlar (EH) enzim gruplarindan olusan
siiper aileler araciligir ile gerceklesir ve bu her bir siiper aile bircok gen

icermektedir (10).



Tablo 2. ila¢ metabolizmasimin farkh asamalarindan sorumlu enzimler ve

olusan reaksiyonlar (10 ).

Enzimler

Reaksiyonlar

Fazl ‘oksijenazlar’

Sitokrom P450’ler (P450/CYP)

Flavin igeren monooksijenazlar (FMO)
Epoksid hidrolazlar (mEH, sEH)

Faz 2 ‘transferaziar’
Siilfotransferazlar (SULT)

UDP- glukuronosiltransferazlar (UGT)

Glutatyon -s — transferazlar (GST)
N-asetil transferazlar (NAT)
Metiltransferazlar

Diger enzimler

Alkol dehidrogenazlar
Aldehit dehidrogenazlar
NADPH- kinon oksidorediiktaz (NQO)

C ve O oksidasyon, dealkilasyon,
digerleri

N, S ve P oksidasyon

Epoksitlerin hidrolizi

Siilfat eklenmesi

Glukronik asit eklenmesi
Glutatyon eklenmesi

Asetil gurubunun eklenmesi

Metil grubunun eklenmesi

Alkoliin indirgenmesi
Aldehitin indirgenmesi

Kinonlarin indirgenmesi

Fazl enzimleri segici degildi,. ¢ok sayida kimyasal bilesikle reaksiyona

girebilirler ve bu sekilde organizmaya daha genis bir savunma destegi verirler.

Bununla birlikte belli yapilara kars1 afiniteleri daha yiiksektir (13, 14).

2.1.1.2 Faz 2 Reaksiyonlar1 ve Enzimleri

Faz 2 enzimleri molekiiler agirlig1 artirarak ve suda daha kolay ¢oziiniir

hale getirerek ilacin dokudan uzaklastirilmasini daha da kolaylastirir (10). Faz 2

enzim siiper aileleri konjugasyonda gorev alir. Onemli baz1 6rnekleri; glutatyon-s-

transferaz (GST), siilfotransferaz (SULT), UDP-glukroniltransferaz (UGT), N-
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asetiltransferaz (NAT) ve metil transferazlardir (10, 13, 14). Konjugasyon
reaksiyonlar1 genel olarak glutatyon, glukronik asit, siilfat ya da asetil grubu gibi
hidrofilik gruplar1 ekler. Bunu yapabilmek igin oksijen (hidroksil veya epoksit
grubu), nitrojen ve kiiklirt atomlar1 gibi akseptor (alici) oOzelligi gosteren
substratlara ihtiya¢ duyar. Hidrofilik gruplar, akseptore kovalent bagla baglanir
(konjuge olur). Ornegin; fenitoin bir antiepileptiktir ve suda ¢dziinmez. Sitokrom
enzimleri ile faz 1 reaksiyonunu takiben difosfat glukroniltransferaz (UGT) ile faz
2 reaksiyon islemi uygulanarak suda ¢oziniirliigii kolaylastirilmis ve molekiiler
agirhigt artirilmig bir {irtin elde edilir. Olusan bu metabolit safra ve idrarla

viicuttan atilabilir bir bilesiktir (10, 13).

2.1.2. Sitokrom P450 (CYP) Enzimlerinin Yapisi

CYP enzimleri, 12 gen ailesinde bulunan 60’a yakin genden olugmaktadir
ve aminoasit dizilerindeki benzerliklerine gore gruplandirilmiglardir. Genler
arasindaki bu benzerlik oranit en az %40’tir. CYP3A3 ile CYP3A4 arasinda
goriilen benzerlik oran1 %98 dir. CYP2D grubunda benzerlik orani %55
civarindadir. CYP grubunun sadece 3 tiyesi (P450 1/CYP1, P450 2/CYP2, P450
3/CYP3) ilag metabolizmasindan sorumludur (14).

CYP enzimleri Oy’ni substrat olarak kullanan pek ¢ok enzim ailesi gibi
hem molekiilii iceren bir siiperailedir. CYP2D6 enzimi endojen substrat olarak
hidroksitriptaminazi kullanir (15). Polipeptit zincirine non-kovalent bag ile
baglanirlar. Hem molekiilii hidrokarbon kafes igerisinde bir demir atomu
barindirir. Enzimin aktif bolgesinde bulunan demir O;’ni baglar. Substratin
oksidasyonu i¢in Oz’nin yaninda gerekli olan H" iyonu ko-faktér olarak gorev
yapan indirgenmis nikotin amid adenin dintikleotid fosfat’tan (NADPH) saglanir
(10).

Substrat CYP enzimi ile metabolize edildiginde bir molekiil oksijen
harcanir.Boylece substrat okside edilmis olur. Bu reaksiyonda ayrica bir molekiil

su aciga c¢ikar. Bununla birlikte substratin kullandigi oksijenden daha fazla
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miktarda oksijen harcanir. Béylece agiga aktif oksijen veya O%¢ikmis olur. Aktif
oksijenin suya donistiiriilmesi isleminde siiperoksit dismutaz enzimi gorev alir
(10, 13).

CYP enzimleri ile gergeklestirilen baglica reaksiyonlar: N-oksidasyon, O-
dealkilasyon,  deaminasyon,  dehalojenasyon, aromatik hidroksilasyon

reaksiyonlaridir (14).

2.1.3. Tlag Metabolize Eden Baslica Reaksiyonlar

2.1.3.1. Oksidatif Reaksiyonlar

N-Dealkilasyon ile imipramin, diazepam, kodein, eritromisin, morfin,
tamoksifen, teofilin, kafein; alifatik hidroksilasyon ile kodein, indometazin,
dekstrometorfan, tolbutamid, ibuprofen, fenobarbital, meprobromat, siklosporin,
midazolam; aromatik hidroksilasyon ilefenitoin, fenobarbital, propanolol,
etinilestradiol, amfetamin, warfarin; N-oksidasyon ile klorfeniramin, dapson,
meperidin; S-oksidasyon ile simetidin, klorpromazin, tiyoridazin, omeprazol ve

deaminasyon ile diazepam ve amfetamin metabolize edilir (10, 14).

2.1.3.2. Hidroliz Reaksiyonlar1

Karbamazepin, prokain, aspirin, klofibrat, meperidin, enalapril, kokain,
lidokain, prokainamid bu reaksiyon ile metabolize edilir (10,13).



2.1.3.3. Konjugasyon Reaksiyonlari

Glukuronidasyon ile parasetamol, morfin, oksazepam ve lorezapam
metabolize edilir (10,13).

2.1.4. CYP450 Enzimleri ve Metabolizma

Insanlarda elli’nin iizerinde tanimlanmis CYP enzimi bulunmaktadir.
Gidalarda bulunan ksenobiyotiklerin metabolizmasinda goérev alan CYP
enzimleri, ayn1 zamanda steroid gibi endojen bilesiklerin ve safra asitlerinin
sentezinde de gorev alir. Safra asidi ve steroid sentezini katabolize eden CYP19
veya aromataz enzimi, spesifik bir enzimdir ve sadece testesteronu metabolize
edebilir, ksenobiyotikleri metabolize edemez. Anastrazol gibi bazi spesifik
aromataz inhibitorleri Ostrojen bagimli tlimorlerin tedavisi igin gelistirilmistir.
Safra asitleri CYP’in katalizledigi oksidasyon reaksiyonlari ile konjuge edilirler.
Bu basamakta rol alan safra enzimleri belirli baz1 substratlar1 kullanir, ilag veya
ksenobiyotik metabolizmasina katilmaz (13).

Enzimler genel olarak viicutta spesifik reaksiyonlarda gorev almaktadirlar.
Ancak, ksenobiyotikleri metabolize eden CYP enzimleri pek ¢ok kimyasal
bilesigin metabolize edilmesinde gorev alabilmektedir. Hem ¢ok sayida
kimyasalla reaksiyona girebilir, hem de farkli reaksiyonlar: katalizleyebilirler (10,
14). Boylece substratlar farkli hizlarda da olsa, farkli farkli CYP enzimleri
tarafindan metabolize edilebilirler. CYP enzimleri baglanma bdlgelerinin genis ve
akiskan olmasit sayesinde cok sayidaki substrata rastgele baglanip onlar
metabolize etme yetenegine sahiptir, ancak bu 6zellikleri metabolik dongii hizinin
yavaglamasina neden olabilir. Bu nedenle, CYP enzimleri, ara metabolizma ve
mitokondriyal elektron transferinde rol alan tipik enzimlerden ¢ok daha yavas
metabolizma hizina sahiptir. Bunun sonucunda da, CYP ile metabolize edilen
ilaglar yar1 émrii 3-30 saat gibi olduk¢a uzun iken monoaminoksidaz (MAO) ve

plazma proteazlart ile yikilan dopamin ve insiilin gibi endojen bilesikler ise
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saniyelerya da dakikalarla 6l¢iilen yari 6mre sahiptir. CYP enzimlerinin hizlar

diisiik olmakla birlikte ¢ok sayida ilaci metabolize etme kapasiteri vardir (10).

2.1.5. CYP450Enzimleri ve ila¢ Etkilesimleri

Bir CYP enziminin etkileyecegi iki farkli substrat viicuda alindiginda CYP
enziminin aktif bolgesine baglanabilmek igin her bir substrat digeri ile yarismaya
girer ve bu durumda her iki substratinda metabolize edilme hizlar1 azalir. Bu
nedenle, her iki substratin da plazma diizeyi artar (6rnegin; statinler ile makrolid
grubu antibiyotikler veya antifungaller). Terapdtik indeksi dar olan ilaglarin serum
diizeylerinde artis oldugundailag yan etkileri daha kolay goriiliir. flag
etkilesimleri, advers ila¢ reaksiyonlarinin ©Onemli sebeplerindendir. Ilag
etkilesimlerinin ¢ogu CYP enzimini kullanan substratlar arasinda gergeklesir. Bu
nedenle CYP enzimini kullanan ilaglarin bilinmesi, istenmeyen yan etkilerin

goriilme sikligini azaltabilmek ac¢isindan 6nemlidir (10).

2.1.5.1.CYP450 Enziminin Inhibisyonu

Bazi maddeler CYP enziminin substrati olmamakla birlikte CYP enzimini
inhibe ederler (10). Ornegin; Ketokonazol sik kullanilan bir antifungal ajan olup,
CYP3A4 ve diger CYP enzimlerini potent bir sekilde inhibe edebilmektedir. Anti-
HIV wviral proteaz inhibitorleri ketokonazol ile birlikte alindiginda plazma
klirensleri azalir ve bagl olarak plazma konsantrasyonlar1 artar. Bu durum
toksisite gelisme riskini arttirir. Bu nedenle, CYP enzimleri ile metabolize olan
bazi ilaglarin prospektiisiinde ilacin metabolizmasinda goérevli CYP enzimleri ve
buna bagl gelisebilecek olasi ilag etkilesimleri yer almaktadir (10).

[lag metabolizmas1 ayn1 zamanda alinan gidalardan da etkilenebilir.
Gidalarda CYP enzimini etkileyecek ajanlar sik olarak bulunmaktadir. Ornegin,

greyfurt suyunun i¢inde bulunan naringin ve furanokumarin gibi maddeler
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CYP3A4 enziminin potent inhibitorleridir. Bu nedenle, baz1 ilaglarin
prospektiisiindende greyfurt suyu ile birlikte alinmasinin ilag biyoyararlanimini
arttiracagl uyari olarak belirtilmektedir (10).Baslica CYP enzim inhibérleri Tablo

2’de gosterilmistir.

Tablo 3.CYP Enzim inhibitorleri

Amiodaron Klorpromazin
Amitriptilin Methadone
Bupropion Metoklopramid
Desipramin Moklobemid
Difenhidramin Paroksetin
Doksepin Pimozid
Duloksetin Propafenon
Fluoksetin Ritonavir
Fluvoksamin Selekoksib
Goldenseal Sertralin
Halofantrin Simetidin
Haloperidol Sinakalset
Hidroksizin Sitolapram
Imipramin Terbinafin
Kinin Tiklopidin
Klomipramin Tioridazin

Klorfeniramin

Terfenadin, CYP3A4 ile aktif forma doniisen bir 6n ilagtir. Greyfurt suyu
veya eritromisin benzeri CYP inhibitorleri ile birlikte alindiginda aktif forma
doniisiimii yavaslar. On ilag olan terfenadinin yeterince hizli aktif formuna

donlisemeyip serum konsantrasyonunun artmasi halinde aritmi ve ventrikiiler
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tasikardi yapma potansiyeli vardir. Bu yan etkilerin goriilmesi nedeniyle ilag
piyasadan ¢ekilmistir. (10).Kirmiz1 sarap da CYP3A4 aktivitesini inhibe edebilir.
Ancak etkisi greyfurt suyuna gore olduke¢a zayif oldugu i¢in klinik olarak etkisi
beklenmemektedir (14).

Yas faktorii de ilag metabolizmasinda Onemlidir. Yenidoganlarda
dogumdan sonraki ilk iki haftada matir enzim olusmaz. Ayrica yasin
ilerlemesiyle birlikte karacigerin metabolizma kapasitesi azalmaktadir. Bu
nedenle bu iki durumda ila¢ kullaniminda hastanin yasi, Ozellikle dikkate
alinmalidir (14).

2.1.5.2. CYP450 Enziminin Indiiksiyonu

Baz1 ilaglar CYP inhibitorlerinin aksine CYP enzimini indiiklerler.
Boylece kendi metabolizmalarinin yan1 sira birlikte alindiklart ilaglarin
metabolizmasininda hizlandirmis olurlar (10, 13). Indiiksiyon etkisi iki giinde
ortaya ¢ikabilbilecegi gibi bir haftay1 gegen siirede de goriilebilir (14).Bitkisel bir
tirin olan Sar1 Kantaron otu ve steroid hormonlar1 6rnek olarak verilebilir. Bu
tirtinler karacigerde CYP3A4 enzim diizeyini arttirarak 6zellikle oral yollaalinan
pek ¢ok ilacin metabolizmasini arttirabilir (10). CYP1A1l ve CYP1A2 enzimleri
indiiklenebilen sitokrom enzimler olmakla birlikte, CYP2D6’nin indiiklenemedigi
goriilmiistiir (13).

Sigara dumani, komiirde pismis etler cevresel kirlilige yol acan
maddelerde bulunan polisiklik aromatik hidrokarbonlar ise CYP1A2’nin
indiikleyicisidir. ~ Sigara igenlerde  Olanzapin  klirensi %40 oraninda
artabilmektedir. Bu nedenle sigara i¢enlerde dozu arttirmak gerekebilecegi gibi
sigaray1 birakanlarda da toksisite riskini arttiracagindan alinan ilag dozunu
azaltmak gerekebilir. Yiyeceklerden patlican, brokoli, lahana ve biiriiksel lahanasi
da CYPIA2 enzim indiiksiyonu yapan baslica besinlerdir (14). CYP enzim

aktivatorleri Tablo 3’te gosterilmektedir.
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Tablo 4.CYP Enzim Aktivatorleri

CYP Enzimini Aktive Eden Ilaclar Rifampin

CYP Enzimini Aktive Eden Gidalar  Patlican
Brokoli
Lahana

CYP Enzimini Aktive Eden Cevresel Sigara dumani
Etmenler Komiirde pismis etler
Polisiklik aromatik hidrokarbonlar

2.2. Farmakogenetik

Aymi ilac1 esit miktarda alan benzer Ozelliklerdeki bireylerin ilaca
verdikleri cevaplar arasinda farklilik oldugu goézlenmistir. Bunun nedeni, kisiler
arasinda genetik profilin farkli olmasidir (16). Ilaglarin metabolize edilmeleri
sirasinda  genetik  ¢esitlilik  nedeniyle  bireylerin ~ vermis  olduguilag
cevaplariarasinda goriilen farkliliklar1 inceleyen ¢alismalara farmakogenetik
calismalar denilmektedir (16). Insan genom projesi sonucunda, insan genomunda
yaklasik olarak 30.000 gen bulundugu belirlenmistir ve genom iizerinde her 2000-
2500 niikleotitde bir, bireyler arasinda farkliliklara neden olan tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) bulunabilecegi 6ngoriilmiistir (17). Insan genomunda
toplamda 10.000.000 civarinda SNP oldugu ve bu SNP’lerin 10.000 kadarinin
farmakogenetikle ilgili oldugu diistiniilmektedir (16).
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Belli bir kromozom bdlgesi (lokus) tlizerinde, bilinen DNA dizileri allel
olarak adlandirilmigtir. Herhangi bir lokusta toplumdaki sikligi %1'den fazla tipte
olan iki tane allel varsa, bu alleller polimorfik allel olarak adlandirilmaktadirlar
(18).

Giintimiizde, ilaca karst verilen yanitta goriilen farkliliklarinin %20-
40’mndan ve ilag yan etkilerinin de %50 kadarindan genetik farkliliklar sorumlu
tutulmaktadir. Farmakogenetik farkliliklar poligenik kalitim gostermektedirler.
Poligenik kalittm modelinde en az iki major gen, ve yiizlerce modifiye edici gen
s6z konusudur. Insan genomunda da binlerce metabolize edici gen oldugu
diistiniilmektedir. Fazl ve Faz2 enzimlerine ek olarak transport sistemine ve
reseptorlere ait genlerde bulunan polimorfizmlerin de ilag metabolizmasina etkisi

olacag bidirilmistir (13, 16).

2.2.1CYP450 ve Genetik

Farelerde CYP ile ilgili olarak cDNA klonlama ve sekanslama yontemleri
ile yapilan ¢aligsmalarda, fonksiyonel oldugu varsayilan 102 gen ve ilave olarak 88
psddogen oldugu gosterilmistir. Insan genomu iizerinde yapilan CYP
caligmalarinda ise 57 fonksiyonel gen oldugu, ayrica 58 psddogenin bulundugu
gosterilmigtir. CYP1AL, 1A2, 1B1, 2A6, 2C8, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3A5
enzimleri ksenobiyotik metabolizmasinda 6nemli gorevlere sahiptir. CYP enzimi,
karaciger ve tlim gastrointestinal kanalda ve gorece daha diisiik yogunlukta olmak
lizere akciger, bobrek ve santral sinir sisteminde eksprese edilmekle birlikte
gastrointestinal sistemden emilen gida ve ilaglarin ilk ugrak yeri olmasi ve ¢ok
yogun CYP enzimi icermesi dolayisiyla karaciger, CYP enzimlerinin primer
etkinlik gosterdigi organdir. Farkli CYP enzimlerinin farkli ekspresyon
gostermesi baglica diyet ve cevresel faktorlerle indiiklenebilir olmasindan ve
bireyler arasindaki polimorfizm farkliginin bulunmasindan kaynaklanmaktadir.

Bazi CYP enzimlerinin indiiklenebilir (6rn; CYP1A1, CYP1A2) olmasi nedeniyle
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ekspresyon oranlart degisiklik gosterebilmekle birlikte yaklasik olarak
karacigerde ekspresyon oranlart CYP1Al; % 13, CYP2D6; % 3, CYP1B6; % 1,
CYP2C; % 19, CYP2A6; % 4, CYP2EL; % 7 olarak bildirilmektedir (Sekil:1).

B CYP3A4/5

CYP2E1
CYP2A6 || 7%

4%

milag
metabolizmas
Ina

CYP3A4/5

0,
cpac e katilmayan
1&2?‘, CYPenzimleri
1% mCYP1Al
CYP2D6 m CYP2D6
3%
CYP1A1 :
13% llag
metabolizmasina m CYP2B6
katilmayan
CYPenzimleri

19%

CYP enzimlerini karacigerde ekspirasyon oranlari

Sekil 2: CYP enzimlerini karacigerde ekspresyon oranlari: Karacigerde
CYP1A1;% 13, CYPD6; % 3, CYP1B6; %1, CYP2C; % 19, CYP2A6; % 4,
CYP2EL; % 7 oraninda ekspresse edilmektedir.

[laglarin metabolizmasinda CYP2C, CYP2D, CYP3A alt aileleri, en aktif
CYP enzim gruplaridir. CYP enzimleri igerisinde CYP3A4 enzimi ilag
metabolizmasinda en aktif olan enzimdir. CYP enzimlerinden baslicalar1 olan
CYP3A4/5; % 36, CYP2D6; % 21, CYP2C8/9; %17, CYP2C18/19; %8,
CYP1A2; % 8, CYP2E1l; % 4, CYP1A1;%3, CYP2B6;%3, oraninda ilag
metabolizmasina katilmaktadir (Sekil2). CYP2D6 enzimi karacigerde %3 gibi
kiigiik bir oranda ekspresse edilmekle birlikte ilag metabolizmasinda %21

oraninda gorev almaktadir. CYP1A, CYP1B, CYP2A, CYP2B ve CYP2E
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enzimleri bir¢ok protoksin ve prokarsinojenin en son reaktif metabolitine
dontisiimiinde gorev almakla birlikte terapotik ilag metabolizmasinda gok belirgin
bir etkinlik gostermemektedir. Klinik farmakolojik ¢alismalar ve insan karaciger
doku 6rnegi ekspresyon analizleri ile CYP enzim aktivitesinin bireyler arasinda
belirgin farklilik gdsterdigi ortaya konmustur. Bireyler arasinda boyle bir farklilik
polimorfizme ve diger bireysel Ozelliklerin farkli olmasma bagli oldugu

diistiniilmektedir (10).

CYP2E1
4%

CYP2D6
21%

CYP3A4/5
36% M CYP3A4/5

m CYP1Al

m CYP1A2

m CYP2B6

m CYP2C8/9

m CYP2C18/19

CYP2C18/19
8%
m CYP2D6

m CYP2E1
CYP1A1

3%

CYP2C8/9 CYP1A2
17% CYP2B6 8%
3%

Sekil 3: Karaciger CYP enzimlerinin ilag metabolizmasina katilim oranlari: CYP23A4/5
% 36; CYP1Al1 % 3; CYP1A2 % 8; CYP2B6 % 3; CYP2C8/9 % 17; CYP2C18/19 % 8;
CYP2D6 % 21; CYP2E1l % 4 oraninda ilag metabolizmasina katilmaktadir. CYP2D6
enzimi karacigerde % 3 gibi kiiciik bir oranda ekspresse edilmekle birlikte ilag
metabolizmasinda % 21 oraninda gorev almaktadir (10).

Insanda CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 veCYP2D6 genleri basta olmak
tizere bazi CYP genleri yiiksek oranda polimorfizm gostermektedir (10, 15).
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CYP1B1 ve CYP3A4 genlerinde ise allelik varyant daha az oranda goriilmektedir
(10).

2.3. CYP2D Gen Ailesi

CYPAilesi, 13 alt gruptan olusur; 16 normal ve 16 psédogene sahiptir (20).
CYP2D gen ailesi olduk¢a homolog olan CYP2D8P ile CYP2D7P psddo genleri
ile CYP2D6 geninden olugsmaktadir (Sekil 3). Bu ailenin bir iiyesi olan CYP2D6
geni 22q13.1 kromozom boélgesine lokalizedir. Bu genin iiriinii olarak 2 izoformu
vardir: Birinci izoformu 9 ekzon ve 497 amino asitten olusurken, ikinci izoformu

ise 8 ekzon ve 446 amino asitten olugmaktadir (2).

CYP2D8P CYP2D6

CYP2D7P

Sekil 3. CYP2D lokusunda bulunan genler (15). CYP2D8P ve CYP2D7P genleri
psodo genler ve CYP2D6 geninden olusmaktadir.

2.3.1. CYP2D Lokusunun Evrimi

Insanlarda kemirgenlerdeki gelisimin aksine, lokusta bulunan 3 gen
elimine edilmistir. Ikisinde (CYP2D7P ve CYP2D8P) tam inaktivasyon ve birinde
(CYP2D6) parsiyel inaktivasyon gelismistir. Etiyopya’da ise bu lokusun Beyaz
irkla karsilastirildiginda farkli sekilde evrimlesmis oldugu goriilmistiir. Buradaki
bireylerde CYP2D6 lokusunda birden ¢ok gen kopyasi igeren alleller olusmustur.
Bu durumun, niifusun muhtemelen diyet kaynakli bir seleksiyon baskisina
ugramasi sonucunda gergeklestigi diisiiniilmektedir (23). Duplikasyon, organizma
icin direkt bir avantaj sagliyorsa, o tir ic¢inde Yyaygimlasabilmektedir.

CYP2D6 nin, bu baskiya ugramis ve hayatta kalma, kismen de besinlerdeki
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bilesiklere kars1 gosterilen adaptasyona bagli evrimlesmis oldugu diistiniilmiistiir
(24). Benzer bir durum boceklerde de goriilebilmektedir; izokinolin salgilayan
senite kaktiisii ile beslenen Drozofila Mett’lerde genetik bir yanit olarak CYP28
ve CYP6 enziminin asir1 indiiksiyonu izlenebilmektedir. Buna kargin, Drozofila
melanogaster CYP aracili metabolize edilmesi gereken besinlere adaptasyon
gosteremedigi icin bu ortamda yasayamamaktadir. Etiyopya 6rneginde, CYP2D6
indiikklenebilir bir enzim olmadig1 igin indiikksiyon araciligi ile besinlere
adaptasyonu miimkiin olmamustir. Coziim olarak, rekombinasyon yerine gen
kopya say1 artisi ile yeni alellerini evrimlestirerek adapte olmus eksik veya inaktif
allelleri tasiyan bireylerin yerine duplike ya da multiduplike olan bireyler
secilmistir (23).

CYP enzimleri yiiksek oranda ortak baz dizilimi igcermektedir. Yiiksek
oranda benzer dizilime sahip olmalart ve yiiksek oranda polimorfizm
gostermeleri, bu enzimlerin  ortak bir kokenden kaynaklandiklarini
diistindiirmektedir. Adlandirilmalarinda ve gruplandirilmalarinda da enzimlerin
bu ozelliklerinden faydalanilmistir. Bu sekilde gruplandirildiklarindaa yni grupta
yer alan enzimler daha yiiksek oranda ortak baz dizilimine sahip olmaktadir.
Gruplar da benzerliklerine gore siiflandirilmiglardir. Gruplar
birbirlerindenuzaklastik¢a benzerlik azalmaktadir (23). (Insan CYP2D lokusunun

evrimi sekil 4’te gosterilmistir).
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CYp 2D8 psodogen

2D7 psddogen

2D6 polimorfik

2D6 gen duplikasyonu
ve multi-duplikasyon
(Etiyopya)

Sekil 4. Insan CYP2D lokusunun evrimi; diger CYP genleri X isareti ile
gosterilmistir. Her enzim kendi grubunda bulunan enzimlerle daha c¢ok ortak
dizine sahiptir (23).

2.3.2. CYP2D6ENzimi

CYP2D6 enzimi; Isve¢’te Folke Sjdqvists Laboratuvari, Londra’da Bob
Smith ve ark. ve Bonn’da Michel Eichelbaum tarafindan yapilan es zamanli
caligmalarla ortaya ¢ikarilmistir (15).

Klinikte kullanilan ilaglarin  %20-25’1 CYP2D6 enzimi tarafindan
metabolize edilmektedir ve yine Kklinikte kullanilan ilaglarin %350’sinin
farmakokinetigini belirgin olarak etkilemektedir. CYP2D6 substrati olan ilaglarla
tedavi edilenlerin yaklasik %30-40 kadarinda CYP2D6 genotiplemesinin yararl
oldugu kabul edilmektedir. Bu oran klinikte kullanilan ilaglarin %7-10’una
karsilik gelmektedir (15).

CYP2D6 enzimi karaciger CYP enzimlerinin yaklasik %?2-4 gibi ¢ok
kiiglik bir boliimiinii olusturmakla birlikte, polimorfizm ag¢isindan iizerine en gok
caligma yapilan CYP enzimidir. Kisilerarasinda enzim aktivitesi yoniinden genis
bir gesitlilik gosterir. Farkli etnik gruplar arasinda CYP2D6 allelleri oldukca genis

bir yelpazede bulunmaktadirlar. Bu nedenle zayif metabolize ediciler (poor
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metaboliser; PM), orta diizeyde metabolize ediciler (intermediate metabolizer
;IM); hizli metabolize ediciler (extensive metabolizer; EM) ve asirt hizli
metabolize  ediciler  (ultrarapid  metabolizer; UM) olarak bireyler
gruplandirildiginda farkli toplumlarda farkli oranlarda dagilim gozlenebilmektedir
(25). Beyaz 1irkta, PM orant %5-10 civarindadir (19). Klinik olarak PM
durumunda olanlarin kan ila¢ seviyelerinin 3-11 kat daha yiiksek seviyede oldugu
bilinmektedir.(15).

CYP2D6’nin enzimatik reaksiyon sirasinda gosterdigi aktivite substrata
baglh olarak degisebilmektedir. Omegin CYP2D6*17°nin azalmis fonksiyone
aktiviteden sorumlu oldugu goriilmiistiir. Baz1 ilaglar1 6rnek vermek gerekirse
CYP2D6 ile metabolize olan dekstrometorfan, risperidon, kodein ve
haloperidol’iin CYP2D6 ile metabolizmasi sirasinda kisiler arasinda biiyiik
degisiklikler goriilebildigi bildirilmistir. Klinik sonuglar CYP2D6 polimorfizminin
hem ila¢ yan etkilerine hem de degismis ila¢ yanitina neden oldugunu
gostermistir. CYP2D6 polimorfizminden etkilenen ilaglar CYP2D6 ile ya aktif
forma doniisiirler ya da atilimlari igin CYP2D6’ya ihtiya¢ duyarlar. Ornegin;
enkainidin metabolitleri daha potenttir. Bu durum EM’lerde PM’lere gore kalp
kasinin gevseme probleminin elektrokardiyogram bulgusu olan QRS uzamasinin
daha sik goriilmesine neden olmaktadir. Propafonise metabolitlerine goére daha
potent bir beta blokerdir. PM’lerde bu ilacin birikimi gozlenebilir ve bu
Ozelliginden dolay1 propafonise, PM’lerde EM’lere gore daha diisiik dozlarda
etkinlik gosterebilmektedir. Flakainid ise, esas olarak bdbreklerden atilan bir
molekiildiir. Hem R- hem de S-flakainid esit giigte birer sodyum kanal
inhibitoriidiir. Bu nedenle CYP2D6 fenotipinin flakainid cevabinda etkisi
minimumdur.CYP2D6’nin metaprolole etkisi karvedilol, propranolol ve timolole
etkisinden ¢ok daha belirgin oldugu icin diger beta-blokerlere gore metaprolol

tizerinde CYP polimorfizminin etkisi daha belirgin olacag diisiiniilebilir (25).
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Tablo 5.CYP2D6 enzimi ile metabolize olan ilaglar

Psikotroplar

Amfetaminler

Klomipramin

Amitriptilin Klorpromazin
Aripiprazol Mirtazapin
Atomoksetin Nortriptilin
Benztropin Paroksetin
Desipramin Perfenazin
Doksepin Risperidon
Duloksetin Sertralin
Fluoksetin Sitolapram
Fluvoksamin Tioridazin
Haloperidol Venlafaksin
Imipramin

Opiatlar Delesetron Meksiletin
Doksorubisin Metoklopramid
Enkainid Oksikodon
Ektazi Reglan
Hidrokodon Tramadol
Kodein

Antihistaminikler

Difenhidramin

Klorfeniramin

Hidroksizin
Beta Blokerler Karvedilol Propranolol
Metoprolol Timolol
Digerleri Fenasetin Tamoksifen
Propafenon Tolterodin
Ritmol Tropisetron
Ranitidin
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CYP2D6 enzim sistemi 70’in {izerinde ilac1t metabolize ettigi i¢in klinik
olarak 6nemli bir enzimdir ve bu nedenle, belkide iizerinde en ¢ok ¢alisilandir (26,
15). Opiatlar, noroleptikler, beta blokerler CYP2D6 enziminin baslica
substratlaridir (26). CYP2D6 enzim sistemine substrat olan 48’den fazla ilag tespit
edilmistir (15). CYP2D6 ile metabolize olan ilaglarin baslicalar1 Tablo 4’te
gosterilmigtir (27, 26, 15). CYP2D6 bilinen tim ilaglarin  %25’inin
metabolizmasindan sorumludur (15).

Genotip-fenotip uyumu bize, genetik testlere dayanarak fenotipi tahmin
edebilme sanst verebilmektedir. Bu bilgiyle optimal farmakoterapiye ulasma
imkanini saglanabilecegi diisiiniilmektedir. Genotip-fenotip, gen konsantrasyon ve
gen-doz iligkisi tam olarak netlesmedigi icin CYP2D6 genotiplendirmesi rutin
klinik testler arasinda yer almamaktadir. CYP2D6 bagimh ilaglarla ilgili
prospektif ¢aligmalarinin artmasi, genis toplumlarda genotip-fenotip ¢alismalarin
yapilabilmesini miimkiin kilacaktir (25).

Cok sayida aktif allele sahip kisiler ilaclar1 daha az sayida allele sahip
kisilere gore daha hizli metabolize ettikleri i¢cin bu kisilerde kullanilan standart
ila¢ dozu ile istenilen etkiye ulagilamayabilmektedir. Aktif CYP2D6 allelleri eksik
olan bireylerde ise ilgili substratlarin daha yavas metabolize edilmeleri sonucunda
basta entoksikasyon gibi bir¢ok advers ilag reaksiyonu ile karsilagilabilmektedir.
Bu ilaglarin kullanimimi daha giivenli hale getirebilmek igin, ilaglarin klirensini
belirlemede metabolizmalarindan sorumlu CYP2D6enzimi genotiplendirmesinin
faydali oldugu gosterilmistir. Terapotik indeksi nisbeten dar olan ve kan
diizeylerinde oldukca belirgin kisisel farkliliklar goriilen antidepresanlar
(desigramin, fluvoksamin, meksiletin, mianserin, nortriptilin, piroksenin),
noroleptikler (perfenazin ve zuklopentiksol) ve kompetitif muskarinik reseptor
antagonisti tolterodine gibi ilaglar1 kullanmasi gereken olgularda CYP2D6 enzim
genotiplendirmesinin tedavide kullanilacak dozun belirlenmesinde biiyiik kolaylik
saglayabilecegi diisiiniilmektedir (28). Bazi yayinlarda da, hastalara standart bir
dozun verilmesi yerine metabolizma hizlarma gore ayarlanmis dozlarinin
verilmesi Onerilmistir. Bu yonde yapilan bir ¢alismada bildirilen yeni doz onerileri

sunulmustur. Yayinda CYP2D6 polimorfizmine goére yapilan PM, IM, EM, UM

22



fenotipleri i¢in standart ila¢ miktar1 yiiz kabul edilerek Onerilen antidepresanlar
i¢in doz oranlar1 antidepresanlar i¢in Tablo 5’te antipsikotikler i¢in ise Tablo 6’da
sunulmustur. Buna gére PM bireylerde her iki Tabloda bulunan tiim ilag¢lar igin

onemli 6l¢iide doz azaltilmasi 6nerilmistir (15).

Tablo 6. CYP2D6 fenotipe gore bazi antideprasanlar icin onerilen doz
oranlar1 tablosu. PM: zayif metabolizer, IM: azalmis metabolizer, EM:

normal metabolizer, UM: hizli metabolizer.

Antidepresanlar PM IM EM UM
Imipramin 30 75 130 180
Doksepin 35 77 120 170
Meprotilin 35 77 120 170
Trimipramin 37 83 125 175
Desipramin 40 76 117 165
Nortriptilin 48 90 115 155
Klomipramin 60 85 112 145
Paroksetin 65 90 108 143
Venlafaksin 68 85 105 130
Amitriptilin 70 90 105 135
Mianserin 70 87 110 135
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Tablo 7. CYP2D6 fenotipe gore bazi antipsikotiklerr icin Onerilen doz
oranlar1 tablosu. PM: zayif metabolizer, IM: azalmms metabolizer, EM:

normal metabolizer, UM: izl metabolizer.

Antipsikiotikler PM IM EM UM
Perfenazin 30 80 130 170
Tioridazin 37 82 127 165
Olanzapin 50 100 120 155
Zuklopentiksol 55 85 115 142
Aripiprazol 60 85 112 130
Flupentiksol 68 80 117 135
Haloperidol 67 90 108 126

PM’lerde CYP2D6 ile metabolize olan ilaglarin standart dozlarda
kullanimi durumunda plazma seviyesinin asir1 yiikselmesi nedeniyle yan etki
siklikla gortilebilmektedir. Kodein ve tramadol gibi 6n ilaglarin etkinligi ise,
CYP2D6 enzimi ile aktivasyon gerektirdigi icin enzim eksikligi durumunda
azalabilmektedir (15).

CYP enzimi ile metabolize olmalarina ragmen doz ayarlamasina ihtiyag
gostermeyen ilaglar piyasada daha fazla tercih edilmektedirler. Bu nedenle ilag
gelistirme calismalarinda doz ayarlamasina gerek birakmayan, farkli enzimlerle
metabolize olan ilaglarin gelistirilmesi hedeflenmektedir.

PM fenotip beyaz irkta %1-10 arasi bildirilmistir. Imipraminin %1-10
arasinda bireylerde istenilen serum ilag seviyesinin istenilenin {izerinde seyretmesi
beklebilir. Bu durum istenmeyen ilag etkisi (IIE) icin risk tasimaktadir. Beyaz
irkta UM birey siklig1 %1-5 arasinda bildirilmektedir, bu bireylerde etkisiz kalma
riski mevcuttur. Be nedenle sertralin ve sitalopram gibi metabolizma hizindan
etkilenmeyen ilaglar imipramin gibi kisiler arasinda farkli doz gerektiren ilaglara
kars1 tercih {istiinliigii elde etmektedirler. Onerilen ilag dozlarmin metabolizma

hizina gore gosterdigi degisiklikler gorsel olarak ta (sekil 5) gosterilmistir.
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Sekil 5. Secilen antipsikotik ilaglarin CYP2D6 farmakokinetigine gore yiizde
olarak ayarlanmis dozlar1 (15). Sag tarafta bulunan sertralin ve sitalopram i¢in doz
degisikligi Onerilmezken sola dogru gelindik¢e bireyler arasinda Onerilen doz
aralig1 agilmaktadir. En sagda bulunan Imipramin i¢in PM ile UM birey arasinda
onerin dozlar arasindaki fark alt1 kata ulasmaktadir.

Sitokrom P450 enzimleri piyasada satilan ilaglarin  %40-45’inin
metabolizmasindan ve yine bu ilaglarin faz 1 ile metabolize olanlarinin % 70-80’
inin metabolizmasindan sorumludur (4). CYP450 enzimleri: Alinan ilacin aktif
veya inaktif forma donlisim oranimi ile ilag ve metabolitlerinin viicutta
ulasacaklar1 konsantrasyon miktarini, ayrica ilaglarin ve metabolitlerinin

eliminasyon oranini belirlemektedir.
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2.3.3. CYP2D6 Geni ile Iliskili Hastaliklar

Son yillarda bazi1 hastaliklar ile CYP2D6 fenotipi veya allel sikliklari
birbirleriyle iliskili bulunmustur. Bu hastaliklardan bazilar1 Parkinson hastaligi,
Alzheimer hastaligi, ¢esitli kanser tiirleri, epilepsi, sistemik lupus eritamatozis, ve
Balkan nefropatisidir. Bunun nedeni olarak,CYP2D6 prokarsinojenlerin karsijone
dontisimiinde metabolik yolda rol oynayabilecegi ya da protoonkogenlerin
onkogenlere doniismesinde heniiz bilinmeyen bir mekanizma ile rol aliyor
olabilecegi diisiiniilmiistiir (29). PM fenotipin Parkinson hastaligina duyarlilik
olusturabilecegi bildirilmistir. Son zamanlarda bu durumu agiklamaya yoénelik bir
mekanizma ileri stirlilmistiir. Laboratuvar sonuglarina dayanarak 1-metil-4-fenil-
1, 2, 3, 6-tetrahidropiridin (MPTP) ile Parkinson hastalig1 benzeri sendroma yol
acabilecegi ileri stiriilmiistir. MPTP monoamin oksidaz B ile aktive edilerek
toksik metaboliti olan 1- fenil -4 fenil piridin (MPP") doniismektedir. CYP2D6
enziminin olusan bu toksik metaboliti N-demetilasyon yolu ile toksik olmayan ve
ortamdan kolaylikla uzaklastirilabilen bir ara iiriine gevirerek noroprotektif 6zellik
gosterdigi  diistiniilmiistir. PM fenotipli bireylerde CYP2D6 gerektigi gibi
fonksiyon gdsteremeyecegi i¢in Parkinson hastalifi acgisindan risk artigi
olabilecegi One siriilmiistiir. Aym1 zamanda, CYP2D6 enzimi igin PM
fenotipindeki bireylerin bazi kanser tiirleri agisindan da daha diistik risk tagidiklari
diisiiniilmektedir. Bir dizi ¢aligmada, kanser hastalarinda kontrol gruplarina gore
belirgin sekilde daha az PM fenotip oldugu gosterilmistir. Bu durumun, PM
bireylerin prokarsinojenleri karsinojene c¢evirme yeteneklerinin EM fenotipli
bireylere gore daha zayif olmasi sonucunda daha az karsinojen olusturabildikleri
ve sonucunda daha az karsinojene maruz kaldiklar1 i¢in gergeklesti§i One
stiriilmiistiir. Tablo 7°de CYP2D6 fenotipi ile iliskilendirilmis bazi hastaliklar
sunulmustur (29). Tabloda gosterildigi gibi bazi ¢alismalar bazi hastaliklar icin
risk olusturdugunu gdsteriyorken bazi ¢caligmalar risk artis1 tespit etmemistir. Ayni

hastaliga ait artmis ve etkisiz yazilar1 farkli ¢alisma sonuglarini gostermektedir.
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Tablo 8.CYP2D6 fenotipi ile iliskili hastalik ve risk durumu

Fenotip Durum Risk
CYP2D6 PM Sistemik Lupus Eritematozis Artmis
Epilepsi Artmis
Alzheimer hastalig1 Artmis
Etkisiz
Parkinson hastalig1 Artmis
Etkisiz
CYP2D6 EM Akciger kanseri Artmis
Mesane kanseri Artmis
Hepatoseliiler karsinoma Artmis
Etkisiz
Kolon kanseri Artmig
Balkan nefropati Artmig

CYP2D6 enziminin varligr ya da yoklugunun, kisilik yapisini ve besin

se¢imini ve hastalik duyarliligin1 degisebilecegine dair yaymlar da bulunmaktadir

(14).

2.3.4. CYP2D6 geni ve adlandirilmasi

CYP2D6 polimorfizmini gostermek i¢in genotip-fenotip iliskileri dikkate

alinarak uluslararasi terminoloji kilavuzu olusturulmustur. Bu terminolojiye gore,

allellerin CYP2D6’y1 takip eden bir yildiz (*) ile farkliliklar ifade edilir (30, 14).
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CYP 2 D 6* 3

Allel

Enzim / Gen

Alt Familya

Familya

P450 enzimleri icin kdk sembol

/

Sekil 6. CYP2D6 genlerinin adlandirilmasi (26)

Dizin degisikligine sahip allellerin her bir alt iiyesi, allel numarasinin
yanina getirilen bir harf ile birbirlerinden ayirt edilmektedir  (Ornek:
CYP2D6*4A) (31). Alt gruplar biiyiikk harf ile gosterilmektedir (14).bazi CYP
polimorfizmleri tablo 8’de gosterilmistir.

CYP2D6 enzimini kodlayan genin 100’den fazla farkli allele sahip oldugu
tespit edilmistir (32). Bu alleller, bir veya daha fazla sayida nokta mutasyonu,
delesyon, insersiyon, duplikasyon ve multi duplikasyonlar igerebilir (30). Bu
mutasyonlarin, enzim aktivitesini engellemedigi durumlar oldugu gibi, diisiik
aktiviteli veya yiiksek aktiviteli enzim tiretimi ile sonuglanmasi da miimkiindiir.
Ornegin;CYP2D6*3 alleli, 5. ekzonda 2549 A delesyonu sebebiyle inaktif bir
enzim iretimi yapmaktadir. CYP2D6*4 alleli, genin 4. ekzonunda 1846 G>A
transversiyonu sonucu inaktif bir enzim tretmektedir. CYP2D6*5 alleli, tim
genin delesyona ugradigi ve enzimin hig liretilmedigi bir alleldir. CYP2D6*6 ise3.
ekzonda 1707 T delesyonu sonucu inaktif enzim firetir ve o da zayif metabolize

edicilerin yer aldigi gruptadir (3).
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Tablo 9.CYP enziminin bazi1 polimorfizmlerin sematik gosterimi.

Allel | 584 | 100 |1661 | 1707 | 1846 | 2549 | 2850 | 2988 | 4180
C>G | C>T | G>C | delT | G>A | delA | C>T | G>A | G>C

*1 Yabanil tip

*2 X X + X

*3 +

*4 X X + X

*5 delesyon

*6 n

*10 + X X

Not: + isareti genotipleme i¢in kullanilan tek niikleotid polimorfizmlerini (SNP)
temsil etmektedir. X, CYP2D6allellerinde mevcut bazi SNP degisikliklerine ait
haplotip polimorfizmini temsil etmektedir. Bu degisimler adlandiriimada

kullanilmamaktadir (3).

2.3.5. CYP2D6 allelleri

CYP2D6 geni 22. kromozomun (13.1 bolgesinde lokalizeve iki tane
(CYP2D7 ve CYP2D8) psddo-gen ile birlikte bu lokusta bulunmaktadir(2). Cok
benzer ve yakin psddogenler sayesinde mutasyonlar daha kolay olusabilmektedir.
Esit olmayan crossing over olusmasi durumunda ¢ok sayida varyant CYP2D6
alleli olusabilmektedir. Boylece defektif gen kodlayan yeni bir kodon
tiretilebilmektedir. CYP2C odagi ile karsilastirildiginda CYP2D lokusunun
aktivitesinin ¢ok yiiksek olmasi, ¢ok sayida varyant allelin daha kisa bir siire
icinde olusmasina yol acabildigi goriilmektedir (24).
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CYP2D6 genine ait alleller belirlenmistir (3). Bu alleller, normal, azalmais,
artmis ve fonksiyonel aktivitesi olmayanlar olmak {izere siiflandirilmaktadir (4).
Beyaz irkta en sik goriillen CYP2D6 alleleri; *2,*3,*%4,*5,%6,*10 ve *41 olarak
bildirilmigstir. Afrikalilarda *2 ve *17 sik goriilirken Asyalilarda *10 ve *36
alleleri sik olarak goriilmiistiir (2).

CYP2D6 allel dagilimi etnik ozelliklere gore farkliliklar gostermekte ve
beraberinde kullanilan baz1 ilaglar (CYP2D6 inhibitorleri gibi) enzimin
aktivitesini etkileyebilmektedir (20). Tiim varyant alleller human CYP allele
nomenclature committee (http://www. imm.ki.se/cypalleles/cyp2d6.htm) ana

sayfasinda sunulmustur.

Tablo 10.Fonksiyon Durumuna Gore Allel Dagilim

Fonksiyon Alleller Metabolizma CYP2D6
durumu allel
durumu
skoru
Fonksiyonelyada *1, *2, *33, *35 EM 1

yabanil tip alleller

substrat bagimli ya *10, *17, *37, *9, IM 0,5

da azalmis aktivite

*29, *41, *45, *46

gosteren alleller

Saptanabilen bir *3-*8, *11-*16, PM 0
aktiviteye sahip *18-*20, *36, *38,
enzim Uretmeyen  *40, *42, *44, *56,

alleller *4AxN

Artmis aktivite *1xN, *2xN, *35xN UM 2
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Gliniimiizde 74 allelik varyant ve subvaryant serileri bildirilmistir ve bu
say1 giderek artmaktadir. En 6nemli allel varyantlart; *2, *3, *4, *5, *10, *17 ve
*41 olarak kabul edilmektedir (3, 22). Asagidaki tabloda fonksiyon durumuna

gore alleller gruplandirilmistir.

2.3.5.1. Normal Metabolize Edici Alleller

Iki aktif alleli olan ya da biri aktif diger alleli kismi aktif allele sahip olan
bireyler normal metabolize ediciler olarak adlandirilmaktadir (3, 14, 22). EM
fenotipine sahip olabilmeleri i¢in en az bir tane tasimalar1 gereken normal aktivite
gosterdigi kabul edilen alleller fonksiyonel ya da yabanil tip alleller olarak
adlandirilmaktadir. CYP2D6*1, *2, *33 *35 allelleri yabanil tip olarak bildirilmis
allellerdir (3, 22, 14).

Allellerin  adlandirilmasinda  kullanilan ~ mutasyonun  yaninda
adlandirilmada kullanilmayan varyant olarak degerlendirilmelerine neden olan
degisimler de bildirilmistir. Sekil 8’de *2 ve *35 alleline ait ¢ok sayida varyant
oldugu goriilmektedir (3, 22, 14).

Her ne kadar *2, *33, *35 allelleri EM kabul edilsede halen enzim
aktivitelerinin degerlendirildigi caligmalar devam etmektedir ve bazi caligmalar

farkli kabul edilebilmektedir (34, 35, 36).
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Sekil 7. Normal foksiyonlu alleller. Genel kabule gore *1, *2, *33, *35 allelleri
fonksiyonlart *1 ile esdeger kabul edilebilir. Baz1 yazarlar ise *2 allelini IM allel
olarak degerlendirmekle birlikte, genel kabul EM allel oldugu yoniindedir. *1
alleli yabanil tip kabul edilir. *2 alleli besinci ekzonda gosterilen 2850C>T
degisimi adlandirilmasinda kullanilan degisimdir. Gosterilen diger degisimler
varyant olarak kabul edilmekte ve adlandirilmada kullaniimamaktadir.*35 alleline
ait ¢ok sayida varyant bildirilmistir. Sekilde sessiz mutasyonlar, fonksiyon
gostermeyen promotor ve intronik bolge polimorfizmleri gosterilmemistir (37).

2850 }7

G31A
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2.3.5.2. Orta diizeyde metabolize ediciler

Bir aktif ve bir inaktif alleli olan ya da iki kismi allele sahip olan bireyler
orta diizeyde metabolize ediciler olarak adlandirilmaktadirlar. Yeterli tedavi
cevabi i¢in bu grup hastalarda ilag dozu standart dozdan daha az kullanilabilecegi
on goriilmektedir. Yine bu gruptaki hastalar i¢in 6n ilaglarin dozunun yeniden
diizenlenmesi ya da alternatif bir tedavi segenegi lizerinde durulmasi geregi bazi
yayinlarda vurgulanmistir. Bu alleller substrat bagimli ya da azalmig aktivite
gosteren allellerdir. Baglica kismen aktif alleller: CYP2D6 *9, *10, *17, *36 *41
dir (3, 14, 15,22). Sar1 wrkta goriilen *10 alleli yabanil tip allelle kiyaslanabilecek
kadar sik olarak goriilmektedir. Bu durum sar1 irkin ilag metabolize etme hizin

beyaz irka gore azaltmaktadir (35).

33



AGA 2613-5 del

|
|*9|—|1|2|3|4Iﬁ5|ﬁ|?|8|9%

| K281de1 |
*10 1 2 [ 3] a s |6 | 7

|
P34S | s486T |

| 2850c>T | | 4180G>C |

17 1 |2, 3[4 [5s [e]7[s8]e }—

| Konversivon

. 4

36 4‘_[ 1 | 2 [3 ] a4 | s e[ 7 |8 |0 Hf
P34s | | 12 Amino asit |

| 2088G=a |

_1584 Konversiyon 2830C=T 4180G>

1
| py I
T

41 1 N ERERERE IERE

R296C 5486T

Sekil 8. Azalmis Fonksiyonlu Alleller.Kismi aktif alleller de denilmektedir.
Baglicalar1 *9, *10, *17, *36 ve *41 dir. San wrkta en yaygin allel olmasi
nedeniyle *10 en ¢ok caligilan alleldir. 1. ekzonunda yer alan 100C>T degisimi
adlandirilmasinda  kullanilmaktadir. Varyantina ait degisim 9. ekzonda
gosterilmistir. Diger IM allellere ait pek ¢ok varyant gosterilmekle birlikte sessiz
mutasyonlar, fonksiyon gostermeyen promotor ve intronik bdlge polimorfizmleri
gosterilmemistir (37).



2.3.5.3. Zay1f Metabolize Ediciler

Bu guruptaki hastalarda aktif bir CYP2D6 alleli yoktur ve ilaglarin ve
viicuda alindiktan sonra aktif forma donlisen (6n ilag) ilaglarin (ilacin
metabolizmasinin yavaslamasi nedeniyle 6n ila¢ birikimine bagli) yan etkileri
artmigtir. Null alleller ya fonksiyonel bir enzim kodlamaz ya da kodladiklari
enzimin saptanabilen bir rezidiiel enzimatik aktivitesi bulunmadigi gorilmiistiir.
Bu alleller homozigot veya bilesik heterozigot olmalart durumunda PM
fenotipinden sorumlu olabilmektedirler. Bu alleller, ila¢ Kklirensinin ve ilag
cevabinin degismesine neden olduklari i¢in klinik olarak Onemlidirler. Bu
gruptaki hastalarda alternatif bir tedavi se¢enegi degerlendirilmelidir. Bildirilen
baglica inaktif alleller CYP2D6*3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, *15,
*16, *18, *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44, *56 ve*62allelleridir (3, 22, 14).

Baslica PM alleller sekil 10°da gosterilmistir. Bu allellerden *4 %20 orani
ile beyaz irkta en sik goriilen alleldir. PM fenotipin CYP2D6*3, *4, *5, *6
allellerine bakilarak %70-80 oraninda tespit edilebilecegi bildirilmistir. Kalan
%20-30’luk oran i¢in ise diger nadir goriilen fonksiyon gdstermeyen diger allerin
tespit edilmesi O6nerilmektedir (34).

Bu allellerden *3 (A2549 del) ve *6 (T1707) allelleri isimlendirme
bolgesinde delesyona ugramistir, *5 allelinde ise tiim genin yoklugu soz
konusudur. Beyaz irkta en sik goriilen allel olan *4 1846G>A degisimi ile
adlandirilmakla birlikte pekc¢ok varyanta sahiptir ve bu varyatlar sekil 10°da

gosterilmistir.
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Sekil 9. Zayif Metabolize Ediciler. Baslicalar1 *3, *4, *5 ve *6’dir. Bu allellere
PM alleller denilmekle birlikte herhangi bir enzimatik aktivite
gostermemektedirler. Bu nedenle bazi kaynaklar “poor” ifadesini kullanmakla
birlikte bazi kaynaklarda kullanilan “null” ifadesi daha dogru olabilir. En sik
goriilen *3, *4, *5 ve *6 alleli ile PM bireylerin %70-80 oraninda tespit
edilebilecegi bildirilmistir (34). *3 alleli (260 ter.) ve *6 alleli (153 ter) sekilde
gosterilen noktalardan itibaren delesyona ugramistir, *5 allelinde ise genin
tamami delesyona ugramistir. *4 allelinde ise 1846G>A  degisimi
adlandirilmasinda kullanilmaktadir. Sekilde cok sayida varyanti gosterilmis,
ancak sessiz mutasyonlar, fonksiyon gdstermeyen promotor ve intronik bdlge
polimorfizmleri gosterilmemistir (37).
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2.3.5.4. Hizl1 metabolize ediciler

Aktif allel sayisindaki artislar UM fenotipe neden olur. Bu kisilerde, artmis
ilag eliminasyon hizlar1 nedeniyle tedavide basarisizlik riski 20 kat artar ve aktif
ilag metabolitlerinin hizla artmasi nedeniyle yan etki riskinde artig goriiliir.
Standart ila¢ dozlarinda yanit alinamayabilir. Tedavide yiliksek doz ilaca gerek
duyulabilir. Yan etkilerin 6nlenmesi i¢in ise daha diisilk doz kullanilmalidir. Bir
aktif allelin duplikasyona ugramasi nedeniyle 3 ya da daha fazla aktif CYP2D6
allelini igerirler (37). UM bireylerin siklig1 beyaz irk’ta %1-5, sar1 irkta %0-2,
siyah 1rkta %2, Etyopyalilar ve Suudi Arabistanli’larda %10-16 oraninda
bildirilmistir. Bu oran bati toplumlarinda %5.45°tir (15). Tiirk Toplumunda ise
%4 olarak bildirilmistir (6) UM fenotipi (sekil 10) sematik gosterimi asagidadir.

Gen Duplikasyonu: CYP2D6 *1xN, *2xN, *35xN (3, 22,25).

e DN BN |
I

LY A

"
N-1

BDSP EDTP [ W

*2xXN . )
N-1

EDSP EDTP [ W

*3I5xN '\_ 4
N-1

Sekil 10. Hizli Metabolize Ediciler (EM). Yabanil tip allel ve es aktivite
gosterdigi diistintilen alllerin bir bireyde ikiden fazla sayida bulunmasi ile artan
ekspresyona bagl olarak bireyin metabolizma hiz1 artmaktadir. Etiyopyada ikiden
fazla allel tasiyan bireylerin diger toplumlardan daha sik goriildiigii ve bunun

gevresel baski sonucu olusmus bir sec¢ilmeye bagli olabilecegi bildirilmistir (23,
37).
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2.4. Polimeraz Zincir Reaksiyonu Ve Kesilmis Parcalarin Uzunluk

Polimorfizmi

2.4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

PZR, tiim genomik DNA dizilerinin heterojen bir sekilde bulundugu bir
DNA kaynagindan hedeflenen DNA dizilerinin secici olarak in vitro
cogaltilmasinda kullanilan hizli ve ¢ok yonlii bir metottur. Hedeflenen DNA
bolgeleri diziye 6zgii primerler araciligiyla ¢ogaltilir. Denatiire olmus DNA’ya
primerlerin baglanmasini takiben reaksiyonun olusmasi ve devamui igin gerekli
bilesenlerin (Taq DNA polimeraz, deoksi niikleosid trifosfat (ANTP), Mg™")
varliginda, hedef bolgenin sentezi baslar ve devam eder. Olusan yeni DNA’lar bir
sonraki reaksiyon i¢in kalip gorevi goriir. Yaklasik 25 dongii sonras1 hedef DNA
10°*2 kez ¢ogaltilmus olur (38).

2.4.2 Kesilmis Parcalarin Uzunluk Polimorfizmi

DNA’da restriksiyon enzimleri ic¢in spesifik tanima bolgeleri vardir.
Genomik DNA’daki dizi degisimleri belli tanima bolgelerinin olusmasina ya da
yok olmasma yol acacaktir. Bu sayede olusan bir ya da daha fazla DNA
parcasinin uzunlugu degisik olacaktir. Bu pargalarin agaroz jel elektroforezinde
goriintiilenmesi bireyin genotipinin belirlenmesini saglayacaktir. Bu metotbiiytik

oranda SNP’lerin belirlenmesinde kullanilmaktadir (39).
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Hastalarin Se¢imi

Bu tez calismasina, Ailesel Akdeniz Atesi (FMF) 6n tanisiyla mutasyon
analizi yapilmasi amaciyla poliklinigimize gonderilen ve analiz sonucunda
mutasyon tespit edilmemis 200 birey dahil edilmistir. Calismanin etik kurul
izni,13.06.2012 tarihli ve 220 karar no’su ile alinmistir. Hastalarin ¢alismaya dahil
edilme ve edilmeme kriterleri asagidaki tabloda verilmistir. Kisilerin se¢ciminde
calisma grubu icin DNA’nin baska bir calismada kullanilmasina izin veren
bireylerin DNA’s1 ¢aligmayya alindi. Bu bireyler FMF hastalig1 riski tasidiklar

i¢cin akraba olanlarin alinmamasina 6zen gosterildi.

Tablo 11.Calismamiza katilan bireylerin dahil edilme ve dislanma Kriterleri

Dahil edilme Kkriterleri Dislama Kriterleri

FMFmutasyon analizi normal olarak FMF mutasyon analizinde mutasyon

tespit edilen bireyler tespit edilen bireyler

3.2. Cahismada Kullamilan Kimyasal Malzemeler, Sarf Malzemeler ve Cihazlar

AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Cin)
Steril distile su (Biochrom, Almanya)

10XBuffer (Fermentas, ABD)

MgCl,(25 mM) (Fermentas, ABD)
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dNTP (10mM) (Fermentas, ABD)

Primer ¢ifti (10 pmol) (Alpha DNA, Kanada)

Taq DNA polimeraz (5U/ul) (HotStartTaq) (Dr. Zeydanli, Tiirkiye)
50 bp DNA Ladder (Fermentas, ABD)

100 bp DNA Ladder (Fermentas, ABD)

pBR322/Hae 111 Marker DNA (Bioron, Almanya)

Fspl (500 units, 5000 u/ml) (Bioron, Almanya)

Neb4 tamponu (10X)(Bioron, Almanya)

Bpul0l (1000 units, 5000 u/ml) (Bioron, Almanya)

Neb3 tamponu (Bioron, Almanya)

BstNI(4500 units, 12 u/ul) (Bioron, Almanya)

Tampon M (Bioron, Almanya)

Acc651(2000 units, 10000 u/ml)(Bioron, Almanya)

Neb3 tampnu (Bioron, Almanya)

10XTBE buffer (tris-borik asit-EDTA) (Gibco, ingiltere)
Agaroz (Prona, Ispanya)

Yiikleme boyasi (Orange Loading dye) (Dr. Zeydanl, Tiirkiye)
Ethidyum bromiir (EtBr) (AppliChem, Almanya)

10ul steril pipet ucu (Axygene Scientific, ABD)
100yl steril pipet ucu (Axygene Scientific, ABD)
1000 pl steril pipet ucu (Axygene Scientific, ABD)
1000 ml meziir (Borucam, Istanbul, Tiirkiye)

0,2 ml PCR tiipleri (Axygen Scientific, ABD)

0,5 ml PCR tiipleri (Axygen Scientific, ABD)

1,5 ml PCR tiipleri (Axygen Scientific, ABD)

Otomatik pipet seti (Gilson, Fransa)

Mikrodalga firin (MD 554,Arcelik)
Yatay elektroforez tanki (Apollo,75, 1214, ABD)
Gii¢ Kaynagi (Labnet, Power Station 3000, ABD)

40



Jel goriintiileme cihazi (Syngene, Ingenius, Ingiltere)

Vorteks (Combi-Spin Boeco, Almanya)

Termal dongii cihaz1 ( Applied Biosystems, GeneAmp PCR System 9700, ABD)
Etiiv (Sanyo Incubator, MIR 162, Japonya)

Pastor firin1 (Memmert, ABD)

3.3. DNA izolasyonu

3.3.1. Spin Kolon Y&ntemi ile Periferik Kandan DNA izolasyonu

AxyPrep Blood Genomic DNA Miniprep Kit (Axygen Biosciences, Cin)’i ile

1. 1,5 mI’lik mikrofiij tiipiine 500 pl buffer AP1 konuldu.

2. Uzerine 200-250 ul kan 6rnegi eklendi. Mikrofiij tiipiiniin kapagi kapatildi ve
maksimum hizda 10 sn vortekslendi.

3. Uzerine 100 ul buffer AP2 ilave edildi ve maksimum hizda 10 saniye daha
vortekslendi. Spin kolonlara (Axygen Scientific, ABD) aktarildi.

4. 12000 rpm’de 10 dakika ortam sicakliginda santrifiij edilerek hiicresel artiklarin
pellet olusturmasi saglandi.

5. 2 ml mikrofijj tiipii icerisine miniprep kolon yerlestirildi. 4. adimdaki islemden
sonra belirginlesen supernatant miniprep kolonlara aktarildi. 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edildi.

6. 2 ml mikrofiyj tlipiiniin altindaki siiziilmiis s1v1 bosaltildi. Miniprep kolon 2 ml
mikrofiij tiipiine tekrar yerlestirildi. Onceden etanol eklenmis 700 ul WIA
miniprep kolonlarin iizerine eklendi ve 2 dakika oda sicakliginda bekletildi. 12000
rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

7. Mikrofijj tiipiiniin altina siiziilen s1v1 bosaltildi. Miniprep kolon 2 ml mikrofiij
tiipline tekrar yerlestirildi. 800 pl buffer W2 miniprep kolonun iizerine eklendi ve
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi.

8. Mikrofiij tiipiliniin altina siiziilen s1v1 bosaltildi. Miniprep kolon 2 ml mikrofiij
tiipline tekrar yerlestirildi. 500 pl buffer W2 miniprep kolonun iizerine eklendi ve
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12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Boylece buffer W2 ile iki kez yikanarak
tuzlarin daha iyi uzaklastirilmasi saglandi ve enzimatik reaksiyonlar sirasinda bu
nedenle olusabilecek problemler elimine edildi.

9. Mikrofijj tiipiiniin altina siiziilen s1v1 bosaltildi. Miniprep kolon 2 ml mikrofiij
tiipline tekrar yerlestirildi ve 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. 10. Miniprep
kolon 1.5 ml‘lik mikrofiij tiipiine yerlestirildi. Onceden 65 °C ye 1sitilmis 80-200
pl buffer TE eklendi. Bir dakika oda sicakliginda bekletildi. 12000 rpm’de 1
dakika santrifiij edilerek genomik DNA elde edildi.

10. Miniprep kolon 1.5 ml‘lik mikrofiij tiipiine yerlestirildi. Onceden 65 °C ye
isitilmis 80-200 pl buffer TE eklendi. Bir dakika oda sicakliginda bekletildi.
12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek genomik DNA elde edildi.

3.3.2. DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

DNA izolasyonu yapilan Orneklere ait konsantrasyon, spektrofotometre
(Nanodrop ND-1000, ABD) cihaz ile 6lgiildii. Olgiilen DNA’larm iyi olma kriteri
260/280 degerine (1,6-1,9) ve optik dansitesine gore (30-70 ng/ul) degerlendirildi.

3.4. Incelenen Polimorfizmler icin Tasarlanan Primer Dizileri

Hedef bolgeleri ¢gogaltmak i¢in kullanilan primer dizileri asagida belirtilmistir.
CYP2D6*2 allelinde 2850C>T (R296C) (TGC-CGC) yanlis anlamli mutasyonu
belirlemek i¢in;

Ileri primer 5’-CTGACAGGTGCAGAATTGGAG-3’ ve

Geri primer 5’-CATCCCGGCAGAGAACAG-3’ primer ¢ifti

CYP2D6*3 allelinde 2549delA (c.622delA/rs35742686) delesyonunu belirlemek
i¢in;

Ileri primer 5’-GGATGAGCTGCTAACTGAGCLC -3’ ve

Geri primer 5°- GCCTCCCCTCATTCCTCCT -3’ primer ¢ifti
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CYP2D6*4 allelinde 1846G>A (c.353-1G>A/rs3892097) yanlis anlaml
mutasyonunu belirlemek i¢in;

Ileri primer 5’-GTGGGTGATGGGCAGAAG -3’ ve

Geri primer 5’- GAGGGAGGCGATCACGTT -3’ primer gifti

CYP2D6*10 allelinde 100C>T (P34S) CCA-TCA yanlis anlamli mutasyonunu
belirlemek igin;

fleri primer 5°’- CAACGCTGGGCTGCACGQT -3’ ve

Geri primer 5’- GGCCCTTGCCCTACTCTTCCTTGG -3° primer ¢ifti

kullanilmastir.

3.5. PZR Optimizasyonu

Hasta DNA’lar ile ¢aligmaya baglamadan 6nce, daha 6nceden ¢alistig1 bilinen bir
kontrol DNA’s1 ile primerlerin dogru baglanma sicakligi optimize edilmis ve
kullanilan kimyasal reaktiflerin calistigi belirlenmistir. Bu basamaktan sonra
calismaya dahil edilen 200 DNA 06rnegi ile reaksiyon gerceklestirilmistir. Asagida
reaksiyon ve termal dongii cihazi kosullar1 verilmistir. Tablo 31 ve 32 i¢in termal

dongii kosullart sekil 11, 12, 13 ve 14’te verilmistir.

Tablo 12.CYP2D6*2, *3, *4 PZR reaksiyonu i¢in kullanilan malzemeler

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Steril distile su 16,2
10XBuffer 2,5

MgCl, (25 mM) 1.5

dNTP miks (her biri i¢in 10 Mm) 0,5
Forward primer (10 pmol) 0,5
Reverse primer (10 pmol) 0,5

Taq DNA polimeraz (5u/ul) (HotStartTaq) 0,3

DNA (100 ng/pl) 3

Toplam hacim 25
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Tablo 13.CYP2D6*10 PZR reaksiyonu icin kullanilan malzemeler

Kullanilan reaktifler Miktar (ul)
Steril distile su 14,9
10XBuffer 2,5

MgCl, (25 mM) 2.5

dNTP miks (her biri i¢in 10 Mm) 0,8
Forward primer (10 pmol) 0,5
Reverse primer (10 pmol) 0,5

Tag DNA polimeraz (5u/ul) (HotStartTaq) 0,3

DNA (100 ng/ul) 3

Toplam hacim 25

3.5.1. PZR Orneginin Hazirlanmasi

Her bir 6rnek i¢in 0,2 ml’ lik PZR tiipleri i¢ine, steril distile su, 10 pmol
forward/reverse primer (0,5 ul) , 0,3 ul Tag DNA Polimeraz enzimi(0,1 pl) ve
10X tampon

soliisyonu, 10 mmol dNTP(1,5 ul), 75 mmol MgCl,, 10X tampon soliisyonu ve
lizerine

genomik DNA (150 ng) konuldu.

3.5.2. PZR Asamalari

Ekzon 2, 3, 4 ve 5 ve 6°ya ait PZR asamalar1 Sekil 9, 10, 11 ve 12°de

gosterilmigtir. Elde edilen tiim PZR amplifikasyon iiriinleri agaroz jelde kontrol

edilmistir. Termal dongii sartlar1 sekil 11, 12, 13 ve 14’te gosterilmistir.
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95 °C 10 dakika HotStartTaq aktivasyonu

95 °C 30 saniye Ayrilma (Denatiirasyon)

61 °C 30 saniye Primerlerin baglanmasi (Annealing) 35 dongii
72 °C 30 saniye Uzama (Extension)

72 °C 7 dakika Final

12°C w

Sekil 11. CYP2D6*2 alleli i¢in hazirlanan PZR dongii programi

*3 PCR:

95 °C 10 dakika HotStartTaq aktivasyonu

95 °C 30 saniye Ayrilma (Denatiirasyon)

60 °C 30 saniye  Primerlerin baglanmasi (Annealing) 35 dongii
72 °C 30 saniye Uzama (Extension)

72 °C 7 dakika Final

12°C

Sekil 12. CYP2D6*3alleli igin hazirlanan PZR dongii programi

95 °C 10 dakika HotStartTaq aktivasyonu

95 °C 30 saniye Ayrilma (Denatiirasyon)

60 °C 30 saniye Primerlerin baglanmasi (Annealing) 35 dongii
72 °C 30 saniye Uzama (Extension)

72 °C 7 dakika Final

12°C w

Sekil 13. CYP2D6*4 alleli i¢in hazirlanan PZR dongii programi



95 °C 10 dakika HotStartTaq aktivasyonu

95 °C 45 saniye Ayrilma (Denatiirasyon)

68 °C 45 saniye Primerlerin baglanmasi (Annealing) 35 dongi
72 °C 45 saniye Uzama (Extension)

72 °C 7 dakika Final

12°C w

Sekil 14. CYP2D6*10alleli i¢in hazirlanan PZR dongii programi

3.6. Amplifikasyon Sonras1 Cogaltilmis Uriinlerin Kontrolii

PCR reaksiyonunun sonucunda elde edilen iiriinlerin kontrolii, %2°lik agaroz jelde

elektroforeze yapilarak degerlendirilmistir

3.6.1. Agaroz Jelin Hazirlanisi

Agaroz jel igin, 2 gr agaroz tartilip iizerine 100 ml 1XTBE buffer eklenerek
mikrodalga firinda 360 Watt’ta 4 dakika 1sil islem uygulanmistir. Distile suda
eriyen agaroz sonucu olusan yogun kivamli sivi biraz sogutulduktan sonra tizerine
10 pul EtBr eklenerek iyice karistirilmistir. Daha 6nceden hazirlanmis olan jel
traye kabarcik olusturmayacak sekilde dokiilmiistiir. Polimerizasyon i¢in yaklasik
olarak 15-20 dakika beklendikten sonra olusan jel yatay jel elektroforez tankina
alinmis, lizerine jeli kapatacak kadar 1XTBE buffer ilave edilmistir. PCR sonucu
olusan iiriinlerden 5 ul alinip, 3 pl yiikleme boyasi ile karistirildiktan sonra jele
yiikklenmistir. Jele es zamanl olarak molekiiler agirlik belirteci (50 bp, 100bp ve
pBR322) de yiiklenmistir. Jel, 120 voltta 30 dakika yiiriitiildiikten sonra UV

(ultraviyole) altinda goriintiilenerek degerlendirilmistir.
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3.6.2. PZR Uriinlerinin Degerlendirilmesi

PZR islemi sonrasi, PZR iiriinlerinin istenilen bolgede olup olmadigini ve PZR
tirliniiniin enzim kesimi i¢in istenilen kalitede olup olmadigin1 kontrol etmek
amactyla her bir PZR {iriinii DNA molekiil agirhigi belirtegleri ile birlikte jelde
goriintiilenmistir. PZR tirlinlerine ait 6rnek jel gorintiileri asagida (resim 1, 2, 3,

4) verilmistir.

3.6.2.1. CYP2D6*2 PZR Uriiniiniin Degerlendirilmesi

—_

P ]
3 ‘i‘:!l':'ﬂ@ _ 10 11 .12 a5 16 17 1819

150 be

152 b
— g D e GOm0 Gun GNE G GNO OGN S e G W O bw + ¢

Resim 1. CYP2D6 *2 allel bolgesine ait PZR iiriiniiniin jeldeki goriintiisii. Soldaki
kuyuda 50 bg’lik DNA molekiil agirligi belirteci izlenmektedir (B). Bunu izleyen
kuyularda (1-18) hastalarin 152 bg¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. Son kuyuya (19)
ise negatif kontrol yiiklenmistir.
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3.6.2.2. CYP2D6*3 PZR iiriiniiniin degerlendirmesi

B 123 4 56 7 8 910 11 12 13 14 15 16 17 18 19

' b ti“th ’

DR R R R R —" S—

Resim 2. CYP2D6 *3 allel bolgesine ait PZR iriiniiniin jeldeki goriintiisii.
Soldaki kuyuda 50 b¢’lik DNA molekiil agirlig belirteci (B) izlenmektedir. Bunu
izleyen kuyularda (1-18) hastalarin 160 bg¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir. Son
kuyuda (19) negatif kontrol yiiklenmistir.
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3.6.2.3. CYP2D6*4 PZR iirlirniiniin degerlendirmesi:

B_ Lol ARt O 100 11 12 13 14

150 bg 150 be

Resim 3. CYP2D6 *4 allel bolgesine ait PZR {irliniiniin jeldeki goriintiist.
Soldaki kuyuda 50 b¢’lik DNA molekiil agirligi belirteci (B) izlenmektedir. Bunu
izleyen kuyularda (1-13) hastalarin 150 bg¢’lik PZR iirlinii izlenmektedir. Son
kuyuda (14) negatif kontrol yiikklenmistir.
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300 be

3.6.2.4. CYP2D6*10 PZR fiiriinii degerlendirmesi

B 2R SO 7 it ONetitiRc e et 16 17

307 bg

l.———————_—._-— C—
="
il

Resim 4. CYP2D6*10 allel bélgesine ait PZR friiniiniin jeldeki goriintiisii.
Soldaki kuyuda 100 bg¢’lik DNA molekiil agirligi belirteci (B) izlenmektedir.
Bunu izleyen kuyularda (1-16) hastalarin 307 bg¢’lik PZR iiriinii izlenmektedir.
Son kuyuda (17) negatif kontrol yliklenmistir.

3.7. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi
3.7.1. Fspl Enzimi ile Kesim

3.7.1.1.CYP2D6 geni*2 alleli

CYP2D6 geni *2 bolgesindeki 2850C>T (R296C) TGC-CGC yanlis anlamli
mutasyonunu tanimlamak i¢in, 6zgiil primerler kullanilarak ¢ogaltilan 152 bg’lik
hedef gen bolgesi Fspl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Fspl restriksiyon

enziminin tanima bolgesi su sekildedir(40).

5 .. TGCGCA... .3
3...ACGCGT...5

Sekil 15. Fspl restriksiyon enziminin tanima bolgesi
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3.7.1.2. Deneyin Yapilist

0.2 mI’lik ependorf tiipliniin i¢ine 15 pl PZR iiriind, 1.6 ul tampon, 10 iinite Fspl
restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 37°C’lik etlivde bir gece (16 saat) inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan 8 pl kesim iiriinii ile 3 pl Bromfenol
mavisi ile karigtirilarak %3’liik agaroz jele yiiklendi. %3’lik agaroz jelde pBR322
molekiiler agirlik belirteci ve enzim kesimi yapilmamis PZR {iriinii esliginde 120
dakika 120 V sabit akimda yiiriitiiliip ultraviyole 1s1k altinda incelenip fotografi
cekildi.

3.7.2. BpulOl Enzimi ile Kesim

3.7.2.1.CYP2D6 geni*3 alleli

CYP2D6 geni *3 bolgesindeki 2549delA (c.622delA) delesyonunu tanimlamak
icin, 6zgil primerler (rs35742686) kullanilarak ¢ogaltilan 160 bg’lik hedef gen
bolgesi BpulOl restriksiyon enzimi ile kesildi. BpulOl restriksiyon enziminin

tanima bolgesi su sekildedir (41).

5 . CCTNAGC...3
3...GGANT,CG...5

Sekil 16. Bpul0I restriksiyon enziminin tamima boélgesi

3.7.2. 2. Deneyin Yapilist

0.2 mI’lik ependorf tiipiiniin i¢ine 15 pl PZR iirlinii, 1.6 ul tampon, 10 iinite
BpulOl restriksiyon enzimi eklendi. Karigim 37°C’lik etiivde bir gece (16 saat)

51



inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan 8 pl kesim fiiriinii ile 3 pl
Bromfenol mavisi ile Karistirilarak %3’liikk agaroz jele yiiklendi. %3’lik agaroz
jelde PBR322 molekiiler agirlik belirteci ve enzim kesimi yapilmamis PZR {iriini
esliginde 120 dakika 120 V sabit akimda yiiriitiiliip ultraviyole lamba altinda
incelenip fotografi ¢ekildi.

3.7.3. CYP2D6 geni *4 alleli

CYP2D6 geni *4 bolgesindeki 1846G>A (€.353-1G>A) yanlis anlamli
mutasyonu tanimlamak igin, 6zgiil primerler (rs3892097) kullanilarak gogaltilan
150 bg’lik hedef gen bolgesi BstNI restriksiyon enzimi ile kesildi. BstNI

restriksiyon enziminin tanima bolgesi su sekildedir (42).

5 ..COWGG...3
3. .GGWCGC.. .5

Sekil 17. BstNI restriksiyon enziminin tanima bdolgesi

3.7.3.1Deneyin Yapilisi

0.2 mI’lik ependorf tiipiiniin i¢ine 15 ul PZR {irlini, 1.6 pl tampon, 10 iinite
BstNI restriksiyon enzimi eklendi. Karisim 60°C’lik etiivde bir gece (16 saat)
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan 8 pl kesim iiriinii ile 3 pl
Bromfenol mavisi ile karistirilarak %3’liik agaroz jele yiiklendi. %3’liik agaroz
jelde PBR322 molekiiler agirlik belirteci ve enzim kesimi yapilmamis PZR {iriinii
esliginde 120 dakika 120 V sabit akimda yiiriitiiliip ultraviyole 151k altinda
incelenip fotografi ¢ekildi.
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3.7.4. CYP2D6 geni *10 alleli

CYP2D6 geni *10 bolgesindeki 100C>T (P34S) CCA-TCA yanlis anlaml
mutasyonunu tanimlamak i¢in, 6zgil primerler kullanilarak ¢ogaltilan 307 bg’lik
hedef gen bolgesi Acc65l restriksiyon enzimi ile kesildi. Acc65l1 restriksiyon

enziminin tanima bolgesi su sekildedir (43)

5 . .GGTACC...3
3...CCATGG...5

Sekil 18. Acc65l restriksiyon enziminin tanima bolgesi

3.7.4.1.Deneyin Yapilisi

0.2 mI’lik ependorf tiipiiniin i¢ine 15 pl PZR iirlinii, 1.6 ul tampon, 10 iinite
Acc65l restriksiyon enzimi eklendi. Karigim 37°C’lik etiivde bir gece (16 saat)
inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasi tiiplerden alinan 8 pl kesim iiriinii ile 3 pl
Bromfenol mavisi ile karistirilarak %3’liik agaroz jele yiiklendi. %3’lik agaroz
jelde PBR322 molekiiler agirlik belirteci ve enzim kesimi yapilmamis PZR iiriinii
esliginde 120 dakika 120 V sabit akimda vyiiriitiiliip ultraviyole 1s1k altinda
incelenip fotografi ¢ekildi.

3.8 istatistiksel Yontem

CYP2D6*2,*3,*4 ve *10 allellerine ait genotiplerin istatistiksel
karsilastirilmasinda ki-kare testi kullanildi, p degerinin 0.05‘den kiigiik olmasi

istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1. CYP2D6 Gen Polimorfizmleri

411 CYP2D6 geni *2 alleli yanlis anlamli mutasyonunun

degerlendirilmesi

Belirtilen sartlara goére gergeklestirilen PZR sonrasinda 152 bg
uzunlugunda bir amplifikasyon {iriinii elde edildi. PZR {iriinii Fspl restriksiyon
enzimi ile kesildi. 117 ve 35 bg.'lik iki adet bant goriildiigiinde C alleli, kesim
olmadiginda ise (152 bg) T alleli olarak isimlendirilmistir. Agaroz jelde elde

edilen bantlara gore oOrneklere ait analiz sonuglarimizin bazilar1 resim 5°te

gosterilmistir.
B 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 516 17 18 19
® 4
=
150 be [
—>
100b¢ —>
50 bg >

Resim 5. *2 enzim kesimi. Ozgiil primerler kullanilarak gogaltilan 152 bg’lik
hedef gen bolgesi Fspl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Soldaki kuyuda 50
bg¢’lik DNA molekiil agirligi belirteci (B) izlenmektedir. Bunu izleyen kuyularda
bireylerin 152 bg¢’lik PZR {iriiniintinFspl restriksiyon enzimi ile kesilme islemine
tabi tutulmus hali izlenmektedir. 152 b¢’lik PZR {rtiniinii *2 allelini (T alleli), 117
ve 35 bg'lik iki adet bant ise C (yabanil tip / enzim kesim bolgesinin korundugu)
alleli (4, 9, 12, 16), her {i¢ bant bolgesinin goriilmesi ise heterozigot durumu

temsil etmektedir (1-3, 5-8, 10-11, 13,15, 17-18). Son kuyuda PZR kontrolii (19)
gorlilmektedir.
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Tablo 14.CYP2D6*2 allelinin kadin ve erkek kontrollerdeki sikhigi.

Kisi sayisi CcC CT TT p
Kadin (100) 42 48 10 0,905
Erkek (100) 39 50 11

Toplam (200) 81 98 21

Tablo 15.CYP2D6%*2 allelinin allel sikhig.

Allel siklig1 C T

Kadin 0,66 0,34
Erkek 0,64 0,36
Toplam 0,65 0,35

41.2. CYP2D6 geni *3 alleli i¢in 2549delA delesyonunun

degerlendirilmesi

Belirtilen sartlara gore gerceklestirilen PZR sonrasinda 160 bg
uzunlugunda bir amplifikasyon iiriinii elde edildi. PZR iiriinii BpulOl restriksiyon
enzimi ile kesildi. 140 ve 20 bg lik iki adet bant goriildiigiinde yabanil tip, kesim
olmadiginda ise (160 bg) delesyon olarak isimlendirilmistir. Agaroz jelde elde

edilen bantlara gore asagidaki genotipler belirlendi:
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Resim 6. *3 alleli i¢in enzim kesimi: Ozgiil primerler kullanilarak ¢ogaltilan 160
b¢’lik hedef gen bolgesi BpulOl restriksiyon enzimi ile kesilmistir. Soldaki
kuyuda 50 bg¢’lik DNA molekiil agirlig: belirteci (B) izlenmektedir. Bunu izleyen
kuyularda hastalarin 160 bg¢’lik PZR firlintiniin BpulOl restriksiyon enzimi ile
kesilme islemine tabi tutulmus hali izlenmektedir. 160 bg¢’lik PZR iirliniinii *3
allelini (delA alleli) (10), 140 ve 20 bg.'lik iki adet bant yabanil tip (enzim kesim
bolgesinin  korundugu) alleli (1-9,11-13,15-18),(20 bg¢’lik bant bolgesi
gosterilememistir) her ii¢ bant bolgesinin goriilmesi ise heterozigot durumu temsil
etmektedir (14). Son kuyuda PZR kontrolii (19) goriilmektedir.

Tablo 16. CYP2D6*3 (rs35742686) allelinin kadin ve erkek kontrollerdeki

sikhigr.
Kisi Sayisi Y delA’Y delA/delA p
Kadin (100) 94 6 0 0,035
Erkek (100) 84 15 21 0,0238*
Toplam (100) 178 21 1

p=0,0238 degeri homozigot yabanil alellere karsilik homozigot delA ve
heterozigot delA allelerine gore hesaplanmistir.
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Tablo 17. CYP2D6*3 allelinin allel sikhig.

Allel siklig1 Y delA
Kadin 0,97 0,03
Erkek 0,91 0,09
Toplam 0,94 0,06

4.1.3 CYP2D6 geni *4 alleli igin 1846G>A yanlis anlamli mutasyonunun

degerlendirilmesi

Belirtilen sartlara gore gergeklestirilen PZR sonrasinda 150 b¢ uzunlugunda bir
amplifikasyon {iriinii elde edildi. PZR {riinii BstNI restriksiyon enzimi ile kesildi.
86 ve 64 bg’lik iki adet bant goriildiigiinde G alleli, kesim olmadiginda ise (150
b¢) A alleli olarak isimlendirilmistir. Agaroz jelde elde edilen bantlara gore

asagidaki genotipler belirlendi:

57



2 345 6 7 8 9101112 131415161718 19

100 be =0 :9
“ 36
= f__WLM
50 bg

Resim 7. *4 alleli icin enzim kesimi:Ozgiil primerler kullanilarak ¢ogaltilan 150
be¢’lik hedef gen bolgesi BstNI restriksiyon enzimi ile kesilmistir Soldaki kuyuda
50 b¢’lik DNA molekiil agirligi belirteci izlenmektedir (B). Bunu izleyen
kuyularda bireylerin 150 bg’lik PZR iriiniiniin BStNI restriksiyon enzimi ile
kesilme iglemine tabi tutulmus hali izlenmektedir. 150 b¢’lik PZR iirliniinii *4
(AA) allelini 86 ve 64 bg lik iki adet bant goriildiigiinde yabanil tip (GG) alleli
(1-4, 6-7, 9, 11-15, 18), her ii¢ bant bolgesinin goriilmesi ise heterozigot durumu
(5, 8, 10, 16-17) temsil etmektedir. Son kuyuda PZR kontrolii (19)
goriilmektedir.
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Tablo 18. CYP2D6*4 (rs3892097) allelinin kadin ve erkek kontrollerdeki

sikhig1.
GG GA AA p
Kadmn 80 20 0 0,858
Erkek 81 19 0
Toplam 161 39 0

Tablo 19. CYP2D6*4 (rs3892097) allelinin allel siklhig.

Allel siklig1 G A

Kadin 0,9 0,1
Erkek 0,9 0,1
Toplam 0,9 0,1

4.1.4. CYP2D6 geni *10 alleli icin 100C>T (P34S) CCA-TCA yanlis

anlamli mutasyonunu degerlendirilmesi

Belirtilen sartlara gore gerceklestirilen PZR sonrasinda 307 bg¢ uzunlugunda bir
amplifikasyon iriinii elde edildi. PZR iiriini Acc65l restriksiyon enzimi ile
kesildi. 290 ve 17 bg lik iki adet bant goriildiigiinde C alleli, kesim olmadiginda
ise (307 bg) T alleli olarak isimlendirilmistir. Agaroz jelde elde edilen bantlara

gore asagidaki genotipler belirlendi:
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Resim 8. *10 alleli icin enzim kesimi: Ozgiil primerler kullanilarak ¢ogaltilan
307 bg’lik hedef gen bolgesi Acc65l restriksiyon enzimi ile kesilmistir. PZR
tiriiniintin (307 bg) Acc65I1 restriksiyon enzimi ile kesilme islemine tabi tutulmus
hali izlenmektedir. Soldaki kuyuda pBR322/Hae III Marker DNA molekiil agirlig
belirteci (B) izlenmektedir. Bunu izleyen kuyularda 307 b¢’lik bolgeler *10 (TT)
allelini, 290 ve 17 b¢’lik (gosterilememistir) bolgeler yabanil tip (CC) alleli (2, 4-
9, 11-13, 14,18), her iki bant bolgesinin goriilmesi ise heterozigot durumu (1, 3,
10, 14, 16,17), temsil etmektedir. Son kuyuda PZR kontrolii (19) goriilmektedir.

Tablo 20. CYP2D6*10 allelinin kadin ve erkek kontrollerdeki sikhigi.

Kisi Sayisi CcC CT TT p
Kadin (100) 46 53 1 0,07
Erkek (100) 55 40 5 0,203*
Toplam (200) 101 93 6

p=0,203 degeri CC allellerine karsilik CT+TT allelerine gore hesaplanmustir.

Tablo 21. CYP2D6*10 allelinin kadin ve erkek kontrollerdeki sikhigi.

Allel sikligt G A
Kadin 0,725 0,275
Erkek 0,75 0,25
Toplam 0,74 0,26
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Tablo 22. *2, *3,%4,%10 allelerinin kadin ve erkek kontrollerdeki sikhg1. Y;
yabanil tip alleli, H; heterozigot alleli, M; mutant alleli temsil etmektedir.

CYP2D6 Cinsiyet Y H M Toplam
*2 K 42 48 10 100
E 39 50 11 100
*3 K 94 6 0 100
E 84 15 1 100
*4 K 80 20 0 100
E 81 19 0 100
*10 K 46 53 1 100
E 55 40 5 100

4.2. Cahsmamzda Bireylerde Tespit ettigimiz Genotipler

Calismamizda tespit ettigimiz alleller *2-*3-*4-*10 siras1 ile karslarina
birey sayis1 gelecek sekilde: Y-Y-Y-Y; 29: Y-Y-Y-H; 26: H-Y-Y-Y; 30: H-Y-Y-
H; 31: Y-Y-Y-M; 1: Y-Y-H-Y; 8: Y-H-Y-Y; 4: H-Y-Y-M; 2: M-Y-Y-Y; 11: M-
Y-Y-H; 10: H-Y-H-H; 10: H-Y-H-Y; 9: H-H-Y-Y; 9: Y-Y-H-H: 8: H-H- Y-H; 4:
Y-H-Y-H; 3: M-Y-H-M; 1: Y-Y-H-M; 1: H-Y-H-M; 1: H-H-H-Y; 1: H-M-Y-H;

1 olarak tespit edilmistir. Burada ve asagidaki tablolarda Y: yabanil tip kabul

edildigini / ilgili mutasyonu tasimadigini, H: heterozigot olarak tespit edildigini,

M: Mutant / ilgili alleli homozigot olarak tasidigini temsil etmektedir.
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Caligmamizi kisi bazli degerlendirdigimizde ortaya ¢gikan karmasik yapiy1 anlagilir
kilmak igin *2 allelinin yabanil (Y), heterozigot (H), ve mutant (M) olusuna gore
3 siituna ayirdik her siitunu *3 allelinin Y-H-M durumuna gére 3 e boldiik. Elde
ettigimiz her bolimiide dnce *4 allelinin Y-H-M drumuna gore siraladik. Son allel
olan *10 alleli de Y-H-M durumuna gore siralayarak elde ettigimiz genotiplere
sahip kisi sayis1 sag taraflarindaki kisi basligi altinda belirttik. Calistigimiz tiim
allelleri gosteren asagidaki tabloya allel bazli bakacak olursak Tespit Ettigimiz
Allellerin *2/*3/*4/*10 sirasiyla Gosterilmistir (tablo22).

Tablo 23. Kisilerin Genetipi Uzerinden Allellerin *2, *3,*4 *10 Siras1 ile

Gosterimi

*2/*3/*4/*10 Kisi  *2/*3/*4/*10 *2/*3/*4/*10
Y-Y-Y-Y 29 H-Y-Y-Y 30 M-Y-Y-Y 11
Y-Y-Y-H 26 H-Y-Y-H 31 M-Y-Y-H 10
Y-Y-Y-M; 1 H-Y-Y-M 2 M-Y-H-M 1
Y-Y-H-Y; 8 H-Y-H-Y 9
Y-Y-H-H 8 H-Y-H-H 10
Y-Y-H-M 1 H-Y-H-M 1
Y-H-Y-Y 4 H-H-Y-Y 9
Y-H-Y-H 3 H-H- Y-H 4

H-H-H-Y 1

H-M-Y-H 1
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Iki yiiz Kisilik toplumda *2 alleli ile *3, *4 fonksiyon gdstermeyen
allelleri ve *10 IM allelini degerlendirdigimiz bu ¢alismamizda *3 igin
homozigot mutant 1 kisi, heterozigot ise 21 kisi tespit edildi. *4 alleli i¢in
homozigot mutant birey tespit etmedik ancak heterozigot 39 kisi tespit edilmistir.

Bir bagka sekilde goterecek olursak asagidaki tablolarda her bir allelin
Y/H/M durumlar igin diger allellerin siral1 birlikteliklei ve kisi sayis1

gosterilmektedir. Tespit edilmeyen siral1 birliktelikler gosterilmemistir.
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Tablo 24. *2 allel durumuna gore sirasiyla *3, *4, *10 allell durumlari ve
sayilari

*2 alleli tespit edilmediginde Kisi
sayisli

*3 *4 *10 Toplam
(80)

Y Y Y 29

Y H Y 8

Y Y M 1

Y H M 1

Y Y H 26

Y H H 8

H Y Y 4

H Y H 3
Kisi

*2 alleli homozigot iken sayisi

*3 *4 *10 Toplam
(22)

Y Y Y 11

Y H 1

Y Y H 10
Kisi

*2 alleli heterozigot iken sayisi

*3 *4 *10 (98)

Y Y Y 30

Y H Y 9

Y Y M 2

Y H M 1

Y Y H 31

Y H H 10

M Y H 1

H Y Y 9

H H Y 1

H Y H 4
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Tablo 25. *3 allel durumuna gore sirasiyla *2, *4, *10 allel durumlar: ve

sayilari

*3 alleli tespit edilmediginde Kisi
sayisl

*2 *4 *10 Toplam
(178)

Y Y Y 29

H Y Y 30

M Y Y 11

Y H Y 8

H H Y 9

Y Y M 1

H Y M 2

Y H M 1

H H M 1

M H M 1

Y Y H 26

H Y H 31

M Y H 10

Y H H 8

H H H 10

*3 alleli homozigot iken Kisi
sayisi

*2 *4 *10 Toplam
1

H Y H 1

*3 heterozigot iken Kisi
sayisl

*2 *4 *10 Toplam
(21)

Y Y Y 4

H Y Y 9

H H Y 1

Y Y H 3

H Y H 4

65



Tablo 26. *4 alellel durumuna gore *2, *3, *10 allel durumlari ve sayilari

*4 Alleli Tespit Edilmediginde | Kisi sayisi
Diger Alleller 161
*2 *3 *10

Y Y Y 29
Y Y H 26
Y Y M 1

H Y Y 30
H Y H 31
H Y M 2
M Y Y 11
M Y H 10
H M H 1

Y H Y 4

Y H H 3

H H Y 9

H H H 4
*4 alleli heterozigot iken Kisi sayisi
*2 *3 *10 39
Y Y Y 8

Y Y H 8

Y Y M 1

H Y Y 9

H Y H 10
H Y M 1
M Y M 1

H H Y 1




Tablo 27. *10 alellel durumuna gore *2, *3, *4 allel durumlari ve sayilari

*10 Alleli alleli tespit Kisi

edilmediginde sayis1

*2 *3 *4 Toplam
(101)

Y Y Y 29

H Y Y 30

M Y Y 11

Y H Y 4

H H Y 9

Y Y H 8

H Y H 9

H H H 1

*10 alleli homozigot iken Kisi
sayisi

*2 *3 *4 Toplam
(6)

Y Y Y 1

H Y Y 2

Y Y H 1

H Y H 1

M Y H 1

*10 alleli heterozigot iken Kisi
sayisl1

*2 *3 *4 Toplam
(93)

Y Y Y 26

H Y Y 31

M Y Y 10

H M Y 1

Y H Y 3

H H Y 4

Y Y H 8

H Y H 10
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5. TARTISMA

CYP2D6 genine ait polimorfizmlerin ozellikle antidepresan, noroleptik,
antiaritmik, antihipertansif, beta bloker ve morfin derivelerinin terapotik
kullaniminda klinik etkide degiskenlige yol agabildikleri bilinmektedir. PM bu
ilaglarin standart dozda kullanimlar1 sonrasi plazmalarinda bu ilaglarin
konsantrasyonlarinda artis ve buna bagli olarak yan etkiler ortaya c¢iktig
bildirilmistir (1, 2, 29).

[laglarin kullanimi sirasinda IIE ile sik karsilasildigi i¢in giiniimiizde pek
¢ok ila¢ birden fazla enzim tarafindan metabolize edilebilecek sekilde
tasarlanmaktadir. Fakat ilag-ilag etkilesimleri nedeniyle yan etkilerin de
olusabilecegi akilda tutulmasi gerektigi belirtilmektedir. Simdiye kadar CYP2D6
genotiplendirmesi tamoksifen, antipsikotik ve antidepresan kullanan ve ilag-doz
ayarlamasina ihtiya¢ gosteren kisilerde yapilmistir (2).

Istenmeyen ilag etkileri, ilaclar inaktif formlarina doniistiirme yetenekleri
zay1f oldugu i¢in PM fenotipe sahip hastalarda daha sik bildirilmistir (29). Anti-
aritmik olarak kullanilan propafenonun plazma seviyesi PM fenotipli hastalarda
normal degerin 8-10 kat {izerine ¢ikabilmektedir. Bu durum PM’lerin CYP2D6
araciligiyla propafenonu metabolize etmede yetersiz kalmalarina bagl olarak
gelisebilmekte ve kardiyojenik sok, akciger 6demi ve ritim bozukluklart gibi ciddi
bir toksisiteyle sonuglanabilmektedir (23). Bazi ilaglarin CYP2D6 PM hastalarda
toksik seviyelere ulasabiliyor iken, bazilarmin ise tedavi Konsantrasyonlarina
ulasamayabilecegi goriilebilmektedir. Bu durum o&zellikle CYP2D6 enzimi ile
aktif forma doniisen 6n ilaclarin kullaniminda goriilmiistiir. Ornegin; kodein
CYP2D6 enzimi aracilifiyla ¢ok daha aktif form olan morfine doniisiir. Bu
nedenle PM fenotipli bireylerde sadece ihmal edilecek diizeyde kodein ile
analjezik etki saglanabilmektedir (29).

Beyaz irkta, Asyalilara oranla PM fenotipin sik goriilmesi IiE’nin
goriilebilmesi agisindan daha biiyiik risk olusturdugu belirtilmistir (2).

Son yillarda baz1 hastaliklar ile CYP2D6 metabolik fenotipi veya allel

sikliklart iligkili bulunmustur. Bu hastaliklardan bazilar1 Parkinson hastaligi,
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Alzheimer, ¢esitli kanser tiirleri, epilepsi, sistemik lupus eritamatozis ve Balkan
nefropatisidir. PM fenotipin, Parkinson hastaligina duyarliliga yol agarkenbazi
kanser tiirleri agisindan daha diisiik risk i¢erdikleri 6ne siiriilmektedir(29).

CYP2D6*2 allelinin metabolik aktivitesininin *1 alleli ile benzer oldugunu
bildirmistir (19). *2 alleli yabanil tip allelden sonra beyaz irkta (34, 36) en sik
goriilen alleldir. Asya toplumlarinda ise *10 alleli yabanil tip allelle yarigsacak
diizeyde (%40-50) sik goriilmektedir (35).

Amerika’da yapilan bir ¢calismada, *2 alleli *1 allelinden sonra goriilen en
sik allel olarakbildirilmistir (44). Almanya’da yapilan bir ¢alismada *2 allelinin
%32.4 oraninda tespit edildigi bildirilmistir (34). Japonya’da yapilan baska bir
caligmada *2 allel siklig1 %14.6 oraninda tespit edilmistir (35). Kore’de sizofreni
hastalariiizerinde yapilan bir ¢alismada *2 allel siklig1 %10 olarak bildirilmistir.
Meksikalilarda yapilan bir ¢alismada CYP2D6*2 %5-28 oraninda tespit edilmis
ve *1 allelinden sonra en sik goriilen allel olarak degerlendirilmistir (45).

Japonya’da %14.6, Kore’de %10 olarak saptanan *2 allel siklig,
Almanya’da saptanmis olan *2 allel sikligindan belirgin sekilde diisiik olarak
bulunmustur (34,36). Boylece,*2 allel siklig1 beyaz irkta (% 32.4) sar1 irkin (%
10-15) iki katinin tizerinde bir siklikta bulunmustur.

Yaptigimiz bu tez caligmasinda, CYP2D6*2 allelini %35 (n=200)
oraninda saptadik. Bu deger daha onceki ¢alismada bildirilen Tiirk toplumundaki
*2 allel siklig1 ile uyumlu bulunmustur (6).

Tiirk toplumunda saptadigimiz *2 allel sikligi Alman toplumu ile benzer
orandadir. *2 allel sikligmma bakildiginda Tirk toplumu, Avrupa ile Asya
toplumlarinin gen havuzlarimin esit karisimi olma goriintlisiinden uzaktir. Bu
durum Tiirk toplumunun Asya ve Avrupa ortak gen havuzuna sahip oldugu
tezinden ¢ok kendine has bir allel siklig1 sergiledigini diisiindiirmektedir.

Cin’de Uygur Tiirkleri lizerinde yapilan bir ¢aligmada *2 allel siklig1 %30
olarak belirtilmistir. Bu sonucun, Cin Han toplumunda gériilen %15 oranindaki *2
sikligindan yiiksek oldugunu belirtmislerdir. Bu ¢alismanin sonuglar1 ile

karsilastirdigimizda Uygur Tiirkleri ile Tirkiye Tiirklerinin ve beyaz irkin

69



CP2D6*2 allel sikliklarinin birbirine benzer oldugunu, Han Cinlilerinden ve diger
sar1 1tk toplumlarindan ise farkli oldugunu gérmekteyiz (46, 47).

CYP2D6 polimorfizmi ile iligkili makalelerin cogunda Cin, Japon, Kore ve
benzeri toplumlardan bahsederken “Asyalilar” tabiri kullanilmistir. Bu iilke
insanlar1 ayni zamanda ‘“sart irk” olarak da anilmaktadir. Orta Asya Tiirkleri
Asya’nin merkezinde yasayan toplumlardan olusmaktadir. Bu nedenle Asyali
toplumlardir. Bizim elde ettigimiz CYP2D6*2 allel sikliklarina bakarak
calistigimiz popiilasyonun sart irkin degil beyaz irkin oOzellikleri tasidigin

gormekteyiz (Sekil 15).

35
30
25
20
15

10

CYP2D6%*2

H Tirk (calisma sonucumuz):35 ® Uygur'lar: 30 (47) M Alman'lar:32,4 (34)
HJapon'lar: 14,6 (35) M Meksikah'lar: 28 (45) M Kore'liler: 10 (25)

Sekil 19. CYP2D*2 allel sikliginin etnik dagilimi, Sirasiyla Tirkiye Tirkleri
(bizim ¢alisma sonucumuz) (% 35), Uygur Tirkleri (% 30), Almanlar (% 32.4),
Japonlar (%14.6), Meksikalilar (% 28) ve Koreliler (% 10) iizerinde yapilan
CYP2D6*2 allel sikligini bildiren ¢alismalarin sematik gosterimi.

Bazi arastirmacilar CYP2D6*2 allelini EM fenotip (35, 36) kabul ederken
bazilar1 IM (34) fenotip kabul etmektedir. Ancak literatiirde ¢alismalarin biri harig
(34) digerlerinde (23, 35, 36) *2 alleli EM fenotipli allel olarak kabul edilmistir.
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CYP2D6*3 alleli beyaz irkta %2 oraninda, Cin toplumunda % 0 oraninda,
Japonlarda % 0 oraninda, Afrikalilarda % 0 oraninda bulundugu bildirilmistir.
(23). Almanya’da yapilan bir ¢alismada *3 alleli %2 sikliginda tespit edildigi
bildirilmistir (34). Almanya’dayapilan bir bagka ¢alismada ise *3 allel sikligi
%1.50larak bildirilmistir (36). Meksikalilarda yapilan diger bir calismada da
CYP2D6*3 alleli tespit edilmemistir (45). Cesitli toplumlarda bildirilmis olan allel
sikliklar1 gosterilmistir (sekil 16)

6

5

4

3

2

1

0

CYP2D6*3

H Cinli'ler: %0 (47) M Japon'lar: %0 (35) M Afrikah'lar: %0 (23)
H Alman'larl: %2 (34) HAlman'lar2: % 1,5 (36) ETirklerl: %1(48)
H Turkler2: %2,5 (7) H Calisma sonucumuz:: %6 HBeyaz Irk: %2 ((53)

H Meksika'hlar: %0 (45)

Sekil 20. CYP2D6*3 allel sikliginin etnik dagilimi, Sirasiyla Cinliler % O,
Japonlar % 0, Afrikalilar % 0, Almanlar(1) % 2, Almanlar(2) %1.5, Tirkler (1)
%1, Tirkler(2) % 2.5, bizim calismamiz % 6, Beyaz irk % 2 (genel) ve
Meksikalilarda %0 yapilmis olan CYP2D6*3 allel siklik ¢alismalarinin sematik
gosterimi. Almanya’da ve Tiirkiye’de yapilan calismalar arasinda belirgin bir fark
oldugu i¢in ¢caligmalar ayr1 ayr1 gosterilmistir.

Tiirkiye’de 100 kisi tizerinde yapilan bir ¢alismada *3 allel siklig1 %1 (48)
oldugu bildirilmistir. Iki yiiz kisi ile yaptigimiz bu ¢aligmada CYP2D6*3 allelini
%6 sikliginda tespit edilmisitr. Bu deger daha dnceden 140 kisi ile yapilmis bir
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calismada (6) Tiirk toplumunda bildirilmis olan %2.5 (7) oranindan yaklasik iki
kat daha fazladir (Sekil 13). Calismamizin, 200 kisi ile yapildigi i¢in, daha degerli
oldunu diisiinmekteyiz.

Tiim toplumlarda *3 seyrek goriilen bir alleldir. Nadir goriilen allellerin
sikligin1 hesaplamak icin genis toplum {lizerinde calismaya ihtiya¢ vardir.
Almanya’da yapilan ¢alismalardaki popiilasyon sayilar1 589 ve 331 birey olmak
tizere bizim ¢alismamizdan daha biiylik gruplari igermektedir (34, 36).

CYP2D6*3 alleli PM fenotipin tespiti i¢in Oncelikli olarak calisilmasi
onerilen dort allelden biri oldugu i¢in 6nemli bir alleldir (34). Cok genis bir
toplumda yapilacak bir calisma ya da yapilacak c¢ok sayida calismanin
derlenmesiyle daha saglikli sonuca ulasilabilir.

Calismamizda belirttigimiz diger calismalardan, daha yiiksek bir allel
siklig1 tespit etmemiz iki yiiz kisiden olusan c¢alisma grubumuzun *3 alleli
hakkinda tek basina bilgi vermek icin yeterli biiyiikliikte olmadigini1 gosteriyor
olabilir.

CYP2D6*4 alleli beyaz irkta goriilen en yaygin PM allel olmasi nedeniyle
tizerinde en sik ¢alisma yapilan alleldir (2). Bu nedenle bu ¢alismaya da *4 alleli
dahil edilmis % 10 oraninda oldugu tespit edilmistir. Bu deger daha onceki
calismalarda belirlenen %10 ve %11 orani ile uyumludur (6, 48).

Almanya’da yapilan iki ayri ¢alismada *4 allelinin sikligi %17.5ve
%?20.70larak bildirilmistir (34, 36). Japonya’da yapilan bir calismada ise
CYP2D6*4 allel siklig1 % 0.6 oraninda tespit edilmistir (35).

Avrupal1 ve Avrupa dist toplumlar arasindaki allel sikliklarindaki belirgin
fark dikkat cekmektedir (Sekil 17). Fonksiyon gdstermeyen allel olan CYP2D6*4
allel siklig1 Ingelman-Sundberg ve ark.’na gore beyaz irkta (%12-21), Asyalilarla
(%1), siyah rk’ta (%2), Etiyopya ve Suudi Araplarinda (%1-4) oraninda
goriilmektedir (15). Baska caligmalarda ise *4 alleli beyaz irkta % 20-23
oraninda, Cin toplumunda % 0, Japon toplumunda % O, Afrika toplumunda ise
% 0 olarak bildirilmistir (5, 23, 49).
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25

20
15
10
5
0
CYP2D6*4
H Beyaz Irk:%21 (53) H Tirk (bizim galismamiz): % 10
M Asyali'lar:%1(15) H japon'lar: % 6(15)
M Ety. veArp: % 3 (15)  meksikala'llar: % 21 (45)

H Afrikal'lar: % 0 (23)

Sekil 21. CYP2D6*4 allel sikliginin etnik dagilimi; Sirasiyla Beyaz Irk (Beyaz irk
iginde yapilan calismalar arasinda belirgin bir fark olmadigi i¢in genel olarak
belirtilmistir) (%12-21). Tiirklerde (¢alisma sonucumuz %10), Asyali (%1), Japon
(% 0), Etiyopya ve Suudi Arabistan’li (%3), Meksika’l1 (%0.21) ve Afrikali’larin
(%0) tizerinde yapilan CYP2D6*4 allel polimorfizm ¢aligmalarin sonuglari
gosterilmistir (5,15, 23,35, 49).

CYP2D6*10 allelinin siklig1 beyaz irkta % 1.5-5 arasinda degisirken, Cin
toplumunda % 47-70, Japon toplumunda % 43, Afrika toplumunda ise % 6
oraninda oldugu bildirilmistir (23). Bir baska c¢alismada Ingelman-Sundberg ve
ark., beyaz rkta (% 1-2), Asyalilarla (% 51), siyah irk’ta (% 6) Etiyopya ve
Suudi Araplarinda (% 3-9) oraninda bulundugunu belirtmislerdir (15).
Almanya’da yapilan bir ¢caligmada *10 alleli % 1.5 Japonya’da yapilan baska bir
calismada ise *10 allel sikligi % 31.5 oraninda tespit edilmistir (34, 35).
Meksikali’larda yapilan bir ¢alismada ise CYP2D6*10 alleli tespit edilmemistir
(45).

Tiirk toplumunda yapilmis bir ¢alismada (6) %6 sikliginda bildirilmistir.
Tiirkiye’de 100 kisi tizerinde yapilan bir baska ¢alismada *10 allel siklig1 % 14.5,
homozigot *10 allelitasiyan birey sayist %4 olarak bildirilmistir  (48)
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Calismamizda CYP2D6*10 allelini (n=200) %26 siklikta tespit ettik. Bu sonug
onceki (6, 48) calismalardan oldukga yiiksektir.

Sekil 15°de gosterildigi gibi *10 allel sikligi; Asya toplumlarinda %50
civarda goriilirken bu oran Afrika toplumunda %6, Meksika toplumunda %0,
Avrupa toplumunda ise %1-5 arasindadir. Calisgmamizda Tiirk toplumu igin
buldugumuz % 26 degeri Asya toplumu ile Avrupa toplumunun *10 allel siklik
degerlerinin aritmetik ortalamasina denk gelmektedir.

Tirk toplumunda CYP2D6*2, *3, *4, *10 allel sikliklarini birlikte
degerlendirdigimizde *2 allelini beyaz irk ile ayn1 siklikta tagidigi ve bu 6zelligi
ile sar1 rktan ayrildigin1 gérmekteyiz. *4 ve *10 allel sikliklar1 ise hem beyaz
irktan hem de sar1 irktan farklilik gostermektedir. *4 allel siklig1 beyaz irk (%20-
23) (15) kadar yiiksek degildir. Ancak, sar1 irk kadar da diisiikk degildir. Her iki
toplumdan da farklidir. *¥10 allel siklig1 da diger iki rktan farklidir. Ne sar1 irkta
goriilen %50 (15) oranlarinda bir sikliga ulasmakta ne de beyaz irkta goriilen
<%?5 diisiik seviyeler gostermektedir. Sekil 18°de sematik olarak gosterilmistir.

Klinikte CYP2D6 genotiplendirmesinin rutin olarak kullanilamamasinin
nedeni ¢ok sayida mutant allel varliginin saptanmasi ve buna bagli olarak net bir
genotip-fenotip iliskisinin kurulamamis olmasidir. Sachse ve ark., PM fenotipe
sahip birey oraninin %7 oldugunu bildirmistir. Calismalarinda sadece dort allel
(*3,*4, *5 ve *6) kullanilarak PM fenotipi % 86-100 arasinda agiklayabilirken,
nadir goriilen *15 allelinin de galismaya dahil edilmesi durumunda %2100’lik
basartyla bir genotip-fenotip iliskisinin kurulabildiklerini belirtmislerdir (34).

Bazi galismalarda IM allellerin homozigot olmasi: durumunda PM fenotip
olusacagini bildirmislerdir. Bu arastirmalara gore azalmis fonksiyon gosteren
enzimlerin homozigot olmasi durumunda metabolik aktivitenin azalmis ama
mevcut oldugunu bu nedenle PM kabul edilmedikleri belirtilmistir (29). Diger
baz1 caligmalarda ise sadece fonksiyon gdstermeyen allerin homozigot oldugu

durumda PM fenotip olustugunu bildirmislerdir (34).
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CYP2D6*10
H Beyaz Irk (53) H Alman(34) M calismamizin sonucu M@ Turk 2 (48)
ETirk 3 (6) M Asyalilar(15) H cinli(49) H Japon (35)
H Afrikah(23) H Meksikali(45)

Sekil 22. CYP2D6*10 allel sikliginin etnik dagilimi, Sirasiyla Beyaz Irk (% 4),
Alman (%1.5), (Beyaz Irk verileri ile kiyaslandiginda alt sinirda goriildiigi igin
ayr olarak belirttik), ¢calismamizin sonucu (%26), Tirk2 (%14.5) (48), Tirk3 (%
6) (6) Asyalilar (%51), Cinliler (%47), Japonlar (%43), Afrikalilar (% 6),
Meksikalilar (% 0) iizerinde yapilan CYP2D6*10 allel polimorfizmine ait
calismalarda bildirilen sikliklarinin sematik gosterimi. Sar1 irka ait ¢aligmalarin
hemen hepsinde sonuglar %40’in tizerinde bildirilmistir. Beyaz irkta %1,5-5
arasinda degistigi i¢in Almanlar %]1.5 degeri ile alt sinirda kalmakla birlikte beyaz
irk araliginda yer almislardir.

Kirchheiner ve ark., UM, EM, IM, PM fenotipine dayanarak ila¢ doz
degisikligi onerirken (35) Sachse ve ark., (34) ise IM fenotipli bireyleri EM
fenotip gibi degerlendirmislerdir. Morita ve ark. ise PM ve UM arasinda kalan
fenotipleri; EM olarak siniflandirmigslardir (50).

Gilinlimiizde heniiz allellerin metabolizma hizlarinin gruplandirmas: dahi
ortak sekilde yapilamamaktadir. Baz1 yazarlar *2 allelinin enzim aktivitesinin *1
alleline yakin oldugunu ve sik goriildiigiinii belirterek yabanil tip allel gibi
degerlendirmislerdir(51). Bazi1 yazarlar ise *2 allelinin PM allelle birlikte

olusturdugu fenotipin *1/PM allel birlikteliginin  olusturdugu allel
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kombinasyonun enzim aktivitesinden ¢ok daha diisiik aktivite diizeyi gosterdigini
bildirerek *2 allelini IM aktiviteye yol agan allel olarak tanimlamislardir (34).

Onceden yapilan calismalarda oldugu gibi bizim calismamizda da *2
alleli yabanil tip allel olarak degerlendirilmistir. Ancak, ayni1 zamanda *2 allelini
IM olarak degerlendirerek de sonuglar hesaplanmistir.

PM fenotip i¢in PM/PM veya PM/IM allel birlikteliklerini PM fenotip
olarak; EM/PM veya IM/IM birliktelikleri IM fenotip olarak kabul eden goriise
(35) gore; *2 allelini yabanil tip olarak degerlendirdigimizde; *4/*10 genotipini
tastyan 1; *4/*10/*10 genotipini tasiyan 1 ve *3/*10 genotipini tasiyan 3 kisi ile
birlikte toplam 5 kisi olmak {izere PM sikligi % 2.5 olarak tespit edildi (Tablo
21).

Yine bu goriise gore (35) *2 alleli yabanil tip kabul edildiginde IM
fenotipini saglayacak alleller; *10/*10 genotipini tasiyan 4; EM/*4 genotipini
tasiyan 17; ve EM/*3 genotipini tagiyan 13 olmak {izere toplam 34 kisi ile IM
sikligint %17 olarak belirledik (tablo 21).

*2 alleli IM allel olarak degerlendirildiginde ise *3/*3 genotipini tagiyan
1; *3/*4 genotipini tasiyan 1; *3/*10 genotipini tagiyan 3; *2/*3/*10 genotipini
tastyan 7; *4/*10 genotipini tasiyan 1; *2/*4/*10 genotipini tasiyan 10;
*4/*10/*10 genotipini tasiyan 1; *2/*4/*10/*10 genotipini tasiyan 2; *2/*10/*10
genotipini tagiyan 10 ve *2/*2/*10/*10 genotiplerini tagiyan 1 kisi olmak iizere
toplam 37 kisiyi PM olarak saptanmis ve bu kisilerin orani ise %18.5 olarak
hesapland: (Tablo 21).

CYP2D6*2 alleli IM allel kabul edildiginde; EM/*3 genotipini tasiyan 4;
EM/*4 genotipini tastyan 8; *2/*10 genotipini tasiyan 31; *2/*10/*10 genotipini
tagtyan 2; *2/*2/*10/*10 genotipini tasiyan 10 ve *2/*2/*10/*10 genotipini
tasiyan 1 kisi olmak iizere toplam 56 kisi ile IM oranin1 % 28 olarak hesapladik
(Tablo 21).

Sadece PM genotipine sahip bireylerin PM fenotip kabul edildikleri
goriisiine gore hesapladigimizda ise 2 kisi ile %1 oranini elde edilmistir (Tablo
21).
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Bu oran daha 6nceki ¢aligmalarda Tiirk Toplumunda %3.4-3.8 arasinda
oldugu bildirilmistir (1,2). Ulkemizde yapilan bir diger calismada zayif
metabolize edicilerin oram1 %1.49 olarak bildirilmistir (6). Bu iki calisma ile
kiyaslandiginda bizim calismamizda *5 ve *6 allellerini diger PM allelleri
degerlendirmedigimizi goz Oniine alinarak sonuclarimizin Aynacioglu ve
ark’nin(6) buldugu sonug ile uyumlu oldgu sdylenebilir.

CYP2D6 proteini etnik oOzelliklere gore farkli yapt ve etkinlik
gostermektedir. Beyaz irkta en yaygin allel *4 iken Asyalilarda bu allel yok
denecek kadar az goriilebilmistir. Beyaz 1rkta % 20-23 oranda goriilen *4 alleli
PM sikliginin %7-10 olmasma yol agar. Bu durumun tersine *10 alleli
Asyalilarda (17, 52, 53) ¢ok sik goriilen bir allel iken beyaz irkta (%5) Asyalilara
oranla oldukca az goriilmektedir (29). CYP2D6 mutant allel sikliklarinda goriilen
bu cesitlilik CYP2D6 enzim aktivitesinin dagilim sikliginda 6nemli etnik
farkliliklara neden olur. Asya kokenli toplumlarda CYP2D6*4 allelinin yoklugu,
bu toplumlarda CYP2D6 PM fenotipinin beyaz irkla kiyaslandiginda diisiik
(<%]1) goriilmesinden sorumlu tutulmustur.

CYP2D6 *4 ve *10 alleleri beyaz irk ve Asyalilar arasinda biiyiik
farkliliklar gosteriyor olmakla birlikte CYP2D6 ve diger CYP allelleri de bu iki
grup ve diger etnik gruplar arasinda biiyiik farkliliklar gostermektedir (Tablo 22,
23).

Her ne kadar beyaz irk ve sar1 irk arasinda CYP2D6*4 ve *10 allelleri
arasinda siklik farkindan bahsediliyor olsa da diger CYP enzim sikliklart da iki
itk arasinda farklilik gostermektedir (tablo 22). CYP2D6*3 ve*4 allelleri beyaz
irkta diger irklara oranla yiliksek,CYP2C19*2 ve *3 allelleri ise daha nadir

goriilmektedir.
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Tablo 28.Beyaz irk ve Asyahlardaki CYP2D6 ve diger CYP allellerinin

literatiire gore dagilimi.

Enzim Mutant Beyaz Irk  Cinli Japon Afrikah
Allel

CYP2D6 CYP2D6*3 2 0 0 0
CYP2D6*4 20-23 0 2 2,5
CYP2D6*5 5 2 10 4
CYP2D6*9 1 0 0
CYP2D6*10 1,5-5 47-70 43 6
PM% 5-10 <1 2 3-6

CYP2C19 CYP2C19*2 13 25-32 23-29 16-25
CYP2C19*3 <1 5-6 10-13 0
PM% 1-6 14-17 14-18 2-5

CYP2A6 CYP2A6*2 2-17 0-11 20 0
CYP2A6*3 0-7 6-12 28 2,5
PM% <1-6 1-3 23 <1

PM frekansinda ve enzim aktivitesinde etnik gruplar arasinda belirgin bir
farklilik oldugu bildirilmistir (2). PM fenotipi % 7-10 ile beyaz irkta diger
toplumlardan daha yiiksek oranda bildirilmistir (5). Bunun nedeni beyaz irkta *3
ve *4 fonksiyon gdstermeyen alleller sik goriilirken Sar1 irkta ¢ok az sayida
goriilmesidir (50). CYP2D6 *2, *3,*4, *5, *6,*10 ve *41 allelleri beyaz irkta stk
goriilen alleller oldugu, *2 ve *17 Afrika toplumunda, *10 ve *35 Asya
toplumunda en sik goriilen alleller oldugu bildirilmistir (50). Cin, Japon, Malezya
ve Singapur halki PM oraninda beyaz irktan farklilik gdstermekle birlikte, benzer
lokalizasyonda yer alan Yeni Zelanda Maori (Polinezya) Halki’nin PM oraninda
ilging olarak beyaz irka benzedigi bildirilmistir (50).

Beyaz 1irk ve Afrika irkindaki zayif metabolizma ile ilgili alleler *3, *4,
*5, *6 ve *10 allelleridir (5). Beyaz irk’ta *3, *4, *5 ve *6 allellerinin CYP2D6
PM fenotipinin %98’inden daha fazlasinda gorildigii bildirilmistir (54).
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Diger fonksiyon gostermeyen alleller daha nadir goriilmektedir (34, 35,
36). Bu nedenle bu allellerle agiklanamayan PM durumlarinda ¢alisiimasinin
daha uygun olabilecegi bildirilmistir (34, 36).

Beyaz irkta zayif metabolize edicilerin orani1 ortalama %7-10 arasinda
oldugu bildirilmistir (2, 35, 8). Alman toplumunda yapilan ¢alismalarda ise PM
% 7-8 oraninda bildirilmistir (55, 34, 36). Ruslarda PM oran1 % 3.4 siklig1 ile
diger beyaz irk toplumlarina benzemektedir (55). Ancak, beyaz irk ortalamasinin
%6-10 aras1 degistigini bildiren yayinlar dikkate alindiginda beyaz irk oranin
altinda kaliyormus gibi goriilmektedir. Amerika’da PM genotipine sahip
bireylerin % 11.4 oraninda oldugu bildirilmistir (44).

PM fenotip siklig1 Asyalilarda % 0-2 arasinda degismektedir (8). Genel
olarak ise Asya toplumlarinda % 1 civarinda oldugu belirtilmistir (35).

Cesitli caligmalardaTiirk toplumunda ise PM sikliginin % 3.4-3.8 (1, 2)
bildirilmistir (1,2). Tirk Toplumunda PM bireylerin oranin % 0.95 (33) oldugu
ve bu oranin Avrupalilarda saptanan orandan (% 3,26) diisiik oldugu bildirilmistir
(33). Ulkemizde yapilan bir diger ¢alismada ise PM oran1 %1.49 (6) olarak
bildirilmistir.

Caligmamizda da farkli toplumlarda yapilmis aragtirmalara gore
yaptigimiz degerlendirmeler birbirlerinden oldukga farkli sonuglar1 beraberinde
getirmistir. Sadece fonksiyon gostermeyen *3 ve *4 allellerini birlikte
degerlendirdigimizde PM oranin1 %1 oldugu saptanmistir. Her ne kadar
calismamiz *5 ve *6 allellerini igermiyor olsa da *4 allelinin beyaz irkta PM
fenotipinin %70-80’inden sorumlu tutuldugu hatirlandiginda bu oranin gok fazla
artis gostermeyecegi diigiiniilebilir. Ayn1 ¢aligmayr azalmis fonksiyon gosteren
*10 allelini dahil ettigimizde PM fenotipini on ii¢ kat farkla %13 oraninda tespit
edilmistir.

IM alleller homozigot olmasi durumuna (6r. *2/*2) ve ya inaktif bir allelle
birlikte olmasi durumunda (6rn., *2/*4) PM fenotiple iliskili olmadigi
bildirilmistir (15, 34). Ancak IM/PM allel birlikteliginde EM/PM fenotipinden
¢ok daha belirgin sekilde metabolik hizda azalma tespit etmislerdir (27, 15, 34).
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Sekil 23. CYP2D6 PM bireylerin sematik gosterimi: Sirasiyla Beyaz Irk1 (%1),
Beyaz Irk 2 (%10), Alman (% 7.6), Rus (% 3.4), Amerikali (% 11.4), Asyalilar
(% 1), Cinliler (% 1), Japonlar (% 1), Tirk Toplumu iizerinde yapilan enzim
caligmasi (% 9.5), Tiirk*3, *4 (bizim ¢alismamiz) (% 2), Tirk*3, *4, *10 (bizim
calismamiz) (% 12.5)olarak bildirilmistir.

Biz bu g¢alismamizda IM metabolizer oranlarimi da *2, *3, *10 allel
varligina gore degerlendirdik. IM fenotip i¢in; *10 homozigot birey 6 kisiden 3’1
PM allel tasidigi i¢cin PM fenotip, diger 3 kisi IM metabolizer olarak kabul
edilmistir, *4, *10 alleli tasimayan *3 heterozigot 13 kisi, *3, *10 alleli tasimayan
*4 heterozigot 17 kisi, toplam 33 birey tespit edilmistir. Bu sonug ile % 16.5
sikliginda IM fenotip olabilecegini kaba bir sekilde hesaplanmistir. Ancak bazi
yazarlar UM ve PM arasinda kalan fenotipleri EM fenotip olarak kabul
etmislerdir.

Amerika’da yapilan bir calismada IM genotipine sahip bireylerin %5.4,
PM genotipine sahip bireylerin % 11.4 oraninda oldugu bildirilmistir (44).
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Bu ¢alismada beyaz 1rkta en sik goriilen *3 ve *4 fonksiyon gostermeyen
allelleri ile sar1 irkta en sik goriilen zayif metabolize edici allel olan *10 allellerine
dayanarak *2 allelini hem EM hem de IM allel olarak degerlendirerek fenotipik
bir yaklagik tahminde bulunulmustur.ayrica her dort allel i¢in saptanmadigi,
heterozigot ve homozigot oldugu durumlar igin ayri tablolar yapilmistir (tablo 23-
26). *3, *4 fonksiyon gostermeyen allelleri ile *10 IM alleli *2 allelinin belirsiz
durumuna dayanarak yaptigimiz tahminler ile elde ettigimiz sonu¢ gercek PM
fenotipi yansitmiyor olabilir. Beyaz irkta sik goriilen *5 ve *6 allelleri (5) basta
olmak {iizere diger nadir goriilen allel sikliklarma 6denek yetersizligi nedeniyle
bakilamamustir. *2, *3,*4, *10 olmak iizere sadece dort allele bakabildik.

Bu tez caligmasinda daha ¢ok CYP2D6 allelini daha genis bir toplum
tizerinde degerlendirebilmeyi isterdik. Belki de en onemli eksikligimiz serum
orneginde ilag-metabolit analizi ile metabolizma hizim1 degerlendirememis

olmamizdir.
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6. SONUC

Bozulan insan sagligini uygun yontemle tedavi etmek biz hekimlerin
onemli bir sorumlulugudur. Medikal tedavide 6nerdigimiz ilacin giivenilirliginden
ve etkinliginden emin olmak isteriz. Maalesef tedavi basarisizligi ve ilag yan
etkisiyle karsilasabilmekteyiz. Bu sorunun nedenini anlamak icin bu kisiler ile
toplumun geneli arasinda ne gibi bir fark oldugunu anlamak i¢in metabolizma hizi
ve metabolizma hizinin kisiler arasi degiskenlik gostermesini saglayan genetik
polimorfizmler aragtirllmaya baslanmistir.

CYP2D6 genine ait polimorfizmler 6zellikle antidepresan, ndroleptik,
antiaritmik, antihipertansif, beta bloker ve morfin tiirevi ilaglarin kullanimi
sirasinda istenmeyen ilag etkileleriyle karsilasmamiza neden olur. Bu nedenle bu
ilaglarin bilinmesi ve kullanimlarinda takibi 6nemlidir. Beyaz irkta bildirilen %5-
10 aras1 zayif metabolize ediciler toplumumuzda yapilan ¢aligmalarda% 3.4-10
arasinda Dbildirilmistir. Bu tez c¢alismasinda PM oram1 % 1-13 arasinda
degismektedir.

Genetik polimorfizm kisiler aras1 farklilik gosterdigi gibi toplumlar
arast farklilk da gostermektedir. Bu nedenle kendi toplumumuzun profilini
belirlememiz 6nemlidir. Bu tez calismasinda 200 saglikli kontrolde CYP2D6
genindeki *2,*3,*4 ve *10 allelleri genotiplendirilmistir. Calisma grubumuzdaki
CYP2D6 allel sikliklarinin ise *2 alleli i¢in %35; *3 alleli igin %6; *4 alleli i¢in
%10 ve *10 alleli i¢in ise %26 oraninda oldugunu belirledik. Daha genis bir
toplum iizerinde ¢alisildiginda sonuglarin daha anlamli olcaktir.

Bu sonuglarla toplumumuz allel sikliklari ile farkli tipteki metabolize

edicilerin oran1 hakkinda literatiie veri kazanmamizi saglamustir.
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7. OZET

Farmakogenetik, kiginin genetik yapisina bagli olarak ilaglara kars1 verdigi
degisken cevapla ilgilenen bilim dalidir. Kisilerde polimorfizm adi verilen genetik
cesitlilikle sahip olduklar1 protein tiplerinin ve dolayisiyla ila¢ eliminasyonunda
rol oynayan enzimlerin ya da reseptor yapisindaki farkliliklarin olusmasina yol
acmaktadir. Genotipik degisikliklere bagli olarak, ila¢ metabolizmasinda ortaya
cikacak fenotipik degisikliklerin arastirilmasi giiniimiiziin en 6nemli konular
arasinda yer almaktadir.

CYP2D6 genine ait polimorfizmler ozellikle antidepresan, noroleptik,
antiaritmik, antihipertansif, beta bloker ve morfin derivelerinin kullaniminda
klinik etki gosterir. Zayif metabolize edicilerde bu ilaglara karsi advers ilag
reaksiyonlariin ortaya ¢iktigr bildirilmistir. Zayif metabolize edicilerin standart
doz kullanimlar1 sonrasi plazmalarinda bu ilaglarin konsantrasyonlarinda artis ve
buna bagl olarak yan etkiler ortaya ¢ikmaktadir. Beyaz irkta zayif metabolize
edicilerin orani ortalama %5-10 arasinda oldugu, Turklerde ise %3.4-3.8 arasinda
oldugu bildirilmistir. Calismamizda PM oranm1 %]1-13 arasinda degistigi
saptanmigtir. Toplumuzdaki CYP2D6 allel sikliklarinin ise *2 alleli i¢in %35; *3
alleli i¢in %6; *4 alleli i¢in %10 ve *10 alleli igin ise %26 oraninda oldugunu
belirlenmistir.

Sonug olarak, Calismamizda CYP2D6 genindeki *2,*3,*4 ve *10 allelleri
200 saglikli kontrolde genotiplendirilmistir. Elde edilen sonuglarla birlikte
toplummuuzdaki allel sikliklart ile farkli tipteki metabolize edicilerin orani

hakkinda bilgi sahibi olunmustur.

Anahtar sozciikler: CYP2D6, Polimeraz zincir reaksiyonu, Restriksiyon fragman

uzunluk polimorfizmi
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8. SUMMARY

Investigation of CYP2D6 gene polymorphisms in Turkish Population

Pharmacogenetics is interested in the variable response to drugs depending
on the genetic constitution of an individual. Depending on the genetic variation in
individuals known as polymorphism; leads to differences in the types of proteins,
enzymes or receptors that play a role in the elimination of drugs. Investigation of
the corelation between the genotype with phentoypic changes in drug metabolism
is among the most important topics of today.

CYP2D6 gene polymorphisms shows clinical efficiency in the use of
especially antidepressants, neuroleptics, antiarrhythmic, antihypertensive, beta
blocker, and morphine derivatives. Poor metabolisers have been shown to
demonstrate adverse drug reactions to these drugs. The plasma concentrations
tends to increase inducing side effects after using standard dose in poor
metabolisers. The ratio of poor metabolizers in Caucasians is 5-10% whereas 3.4-
3.8% in the Turkish population. The CYP2D6 allele frequencies in the Turkish
population was found be 35%, 6%, 10% and 26% regarding *2,*3,*4, and *10
alelles respectively.

As a conculusion; in this thesis we genotyped the CYP2D6 * 2, * 3, * 4
and * 10 alleles in 200 healthy controls. In this respect these results informed us

about the ratio of poor metabolizers in our population.

Keywords: CYP2D6, Polymerase chain reaction, Restriction fragment length

polymorphism
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Katildigi Kongre, Sempozyum ve Seminerler:
1- Ayka Affymetrix microarray klinik uygulamalar semineri, Haziran,
2- Norometabolik Dismorfoloji Sempozyumu, Mart, 2013
3- 9. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 01-05 Aralik 2010, Istanbul

A- YAYINLAR

a) ULUSAL YAYINLAR

b) ULUSLARARASI YAYINLAR
B- BILDIRILER

a) ULUSAL BILDIRILER
1- 9. Ulusal Tibbi Genetik Kongresi, 01-05 Aralik 2010, istanbul

b) ULUSLARARASI BILDIRILER

C- KATILDIGI KONGRELER
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DEGERLENDIRME FORMU

| DEGERLENDIRME KURULUNUN ADI Gazi Universitesi Girigimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Gazi Universitesi Tip Fakiiltesi Dekanlik Binas1 06500 Besevler/Ankara

—

0312 202 69 58 —
03122024673 . *j
tipetihhurule vazi.edutr _J

[ARA$TIRMANIN ACIK ADI | CYP2D6 genine ait polimorfizmlerin Tiirk toplumunda arastmlmas?

SORUMLU ARASTIRMACI

13

‘ UNVANU/ADI/SOYADI Prof.Dr.Mehmet Ali Ergiin
l UZMANLIK U/MANLIK TEZID]  [AKADEMIK AMACLI[] B
1 B.t\$\'.URU ) TEZI/AKADEMIK AMACLI - -
| BiLGILERI DIGER O
: LAC DISI =4 CJILAC DISI GIRISIMSEL S
ARASTIRMA BJiLAC DISI GIRISIMSEL OLMAYAN
6.Tanimlamaya yonclik olarak genctik

materyalde yapilacak aragtirmalar(gen
tedavisi klinik aragirmalari diginda kalan)

| Belge Adi 1 Tarihi V"zjg"" Dili
o s s ARASTIRMA ‘
DEGERLE! . IN b PR .
FERBLERBIRIEER RERGELER: R i Tirkge [ ingilizce []  Diger (] |
BIL. GONULLU | — T ‘
- B OLUR FORMU ' Tirkge [ ingilizece (] Diger (]
| g e b e Belge Adi Ag¢iklama
DEGERLENDIRILENDIGER | srimna U icEs |0
- B SIGORTA -
KARAR Karar No: 220 Toplant: tarihi: 13.06.2012
I BILGILERI T

Universitemiz Tip Fakiiltesinde Prof.Dr.Mehmet Ali Ergiin’in sorumlulugunda yapilimas:
tasarlanan ve yukaridaki kiinyede kayith bagvuru bilgileri verilen, Uzmanlik Tezi olan klinik aragtirma
bagvuru dosyasi ve ilgili belgeler aragtirmanin gerckge, amag, yaklasim ve yéntemleri dikkate almarak

incelenmis ve arastirmanin gergeklestirilmesinde etik sakinca bulunmadigina ve “biltgesi disinda™

uygun olduguna G.U.T.F. Girisimsel Olmayan Klinik Aragtirmalar Etik Kurulu tyelerinin oybirlizi ile
\

karar verilmistir. }
Etik Kurulun karari, projenin biitgesi BAP tarafindan kabul edildigi takdirde yiriirliige girccek i

olup, BAP kararimin Kurulumuza bildirilmesi gerekmekiedir.

ETIK KURUL BILGILERI

| cCALISMA ESASI

Dinya Tip Birligi Helsinki Bildirgesinin son versiyonu, lyi Klinik Uygulamalari (Uluslararasi 1CH-GCP)
Kilavuzu ve bununla ilgili 2001/20/EC ve 2005/28/EC sayih Avrupa Birligi direktifieri, Biyoloji ve Tibbin
uygulanmasi bakimindan Insan Iaklan ve insan haysiyetinin korunmas) sézlesmesi ve Insan Haklart ve
Biyotip Sézlesmesinin onaylanmasinin uygun bulunduguna dair kanun (9.12.2003 tarihli 25311 sayili
Resmi Gazete), 2547 sayili Y oksekOgretim Kanunu (06.11.1981 tarihli 17506 sayilt Resmi Gazete), Klinik
Arastirmalar Hakkinda Yénetmelik | lyi Klinik Uygulamalar Kilavuzu

* ETIK KURUL BASKANI UNVANI/ADI/SOYADI: Prof.Dr.Canan ULUOGLU

Unvani/Adi/Soyadi

Uzmanlik Alani Kurumu Flnsiyet ] fligki * Katilim ** imza
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