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POLIMORFIZMLERININ ARASTIRILMASI
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OZET

Amag: Sitokrom p450 sistemi, farkli izoenzimlerden olusan ilag metabolizmasindan
sorumlu hepatik enzim sistemidir. Tiim sitokrom enzimlerinin yaklasik %2-4’iinii
olusturan CYP2D6 enzimi klinikte kullanilan ilaglarin %25’inin metabolizmasindan
sorumludur. Bu enzim geninin genetik polimorfizmleri kullanilan ilaglarin etkinligini
ve ilag toksisitesini degistirebilmektedir. Bu calismada Noropsikriyatrik hastalarda
CYP2D6 gen polimorfizmlerinin retrospektif olarak degerlendirilmesi amaglanmaistir.
Gerec ve Yontem: Manisa Celal Bayar Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri
kliniginden laboratuvarimiza yonlendirilen 192 hastadan multiplex Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PCR) ve multiplex Allel Spesifik Primer Ekstensiyon (ASPE)
yontemiyle CYP2D6 enzim geni polimorfizmleri belirlenmistir.

Bulgular: Olgularin %82,29°u normal metabolizér, %12,5’1 orta metabolizér,
%2,08’1 yavas metabolizor ve %3,13’i hizli metabolizér olarak saptanmustir.
Calismamizda en sik rastlanan alleler sirasiyla *1 (37,63%), *2 (24,75%), *41
(15,15%), *4 (9,85%) ve *10 (4,29%),0ldugu tespit edilmistir.

Sonug: Incelenen popiilasyonda Normal metabolizér (EM) oranlarmin Tiirk
toplumunda yapilan caligmalara gore daha yliksek oldugu, Yavas-Diisiik metabolizor
(PM) ile Hizli metabolizér (UM) sikliginin daha diisiik oranda oldugu tespit
edilmistir. Enzim fonksiyonun da azalma ile seyreden *41 alleli bu ¢alismada en sik
mutant allel olarak belirlenmistir. Calismamizda enzim aktivitesinde degisim tespit
edilen olgularmm 9%17,71 oraninda olmasi, tedavi dncesi olgularda CYP2D6 gen
degisimlerinin belirlenmesi bakimindan yararl olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Farmakogenetik, CYP2D6, Polimorfizm, Sitokrom p450,



INVESTIGATION OF THE CYP2D6 GENE POLYMORPHISMS IN THE
PATIIENTS WITH NEUROPSYCHIATRIC DISEASES

Student’s Name: Safa Can POLAT

Adpvisor: Prof. Dr. Fethi Sirr1 CAM

Department: Medical Biology

ABSTRACT

Aim: The system cytochrome p450 is a hepatic enzyme system that comprises of
different isoenzymes and is responsible for drug metabolism. The enzym CYP2D6
that generates about 2-4% of all cytochrome enzymes is responsible for the
metabolism of 25% of drugs that are used in clinic. Genetic polymorphisms of this
enzyme gene can modify the effectiveness of the drugs that are used and drug
toxicity. In this study it is retrospectively aimed that the consideration of CYP2D6
gene polymorphemes that affects the enzyme activity in Turkish society.

Material and Methods: Polymorphemes of enzyme gene CYP2D6 has been
detected on 192 patients that have been directed to our laboratory from psychiatry
clinic in the ways of the multiplexPolymerase chain reaction (PCR) and
multiplexAllel Specific Primary Extension (ASPE).

Reasulst: 82,29% of the cases have been detected as normal metabolizer and 12,5%
of them as medium metabolizer and %2,08 of them as slow metabolizer and %3,13
of them as fast metabolizer. In the study the most common alees in an descending
order are these; *1 (37,63%), *2 (24,75%), *41 (15,15%), *4 (9,85%) ve *10
(4,29%).

Conclusions: It has been detected that the rates of normal metabolizer (EM) are
higher according to studies in Turkish society and the rates of Slow-Low matabolizer
(PM) and Fast metabolizer are less in the population that has been investigated. The
most common mutant has been detected as aleel in this study with 41 alees that
follows with a decrease in enzym fonction. In the study that the cases in which have
been detected changes in their enzym activity are in the rate of 17,71% 1is
advantageous with regard to determining of the changes of CYP2D6 gene in
phenomenons that are before treatment.

Keywords: Pharmacogenetic, CYP2D6, Polymorfphism, Cytocrome p450
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1. GIRIS

[lag metabolizmasindaki ve ilag¢ yanitindaki kisiler arasi ¢esitlilik, kapsamli bir
konudur (Ingelman-Sundberg, M. 2005). iki kisinin plazmalarindaki ila¢ seviyeleri
1000 kattan fazla gesitlilik gosterebilir. Bu ¢esitliligin nedeni, fizyoloik, genetik,
patofizyolojik ve ¢evresel kokenli olabilmektedir. Son yillarda genetik faktorlerin, bu
cesitlilikteki onemi ¢ok daha etkin bir sekilde caligilmaktadir. Sitokrom P450, pek
cok ksenobiyotigin ve ilacin metabolize edilmesinden sorumludur (Ingelman-

Sundberg, M., 2004).

Organizma ksenobiyotik maddelerin zararli etkilerinden korunmak i¢in cesitli
koruyucu sistemler gelistirmistir. Bu koruyucu sistemlerden bazilar1 o6zellesmis
enzimlerden olusmaktadir. Sitokrom P450 enzim aileside bu 0Ozellesmis enzim

sistemlerinden biridir (Hasler ve ark.1999).

Glinliimiizde, ilaca kars1 verilen yanitta goriilen degisikliklerin %20-40’1ndan ve
ila¢ yan etkilerinin de %50 kadarindan genetik farkliliklar sorumlu tutulmaktadir.
Farmakogenetik farkliliklar poligenik kalitim gostermektedirler. Poligenik kalitim
modelinde en az iki major gen, ve yiizlerce modifiye edici gen s6z konusudur. Insan
genomunda da binlerce metabolize edici gen oldugu diisiiniilmektedir. Fazl ve Faz2
enzimlerine ek olarak transport sistemine ve reseptorlere ait genlerde bulunan
polimorfizmlerin de ilag metabolizmasina etkisi olacagi bidirilmistir (Kayaalp, S.

0.2008; Peppercorn J., ve ark. 2013).

CYP2D6 genine ait polimorfizmler ozellikle antidepresan, ndroleptik,
antiaritmik, antihipertansif, beta bloker ve morfin derivelerinin terapdtik
kullaniminda klinik etkide degiskenlik olusturur. Zayif metabolize edici bireylerin bu
ilaglar1  standart dozda kullanimlari sonrast plazmalarinda bu ilaglarin
konsantrasyonlarinda artis ve buna bagli olarak yan etkiler ortaya c¢iktig1

bildirilmistir (Abraham BK, Adithan 2001).



CYP2D6 geni 22ql13.1 kromozom bolgesine lokalizedir. Bu genin iirlinii olan
enzimin 2 izoformu vardir: Birinci izoformu 9 ekzon ve 497 aminoasitten olusurken,
ikinci izoformu ise 8 ekzon ve 446 aminoasitten olusmaktadir (Teh LK, Bertilsson L.

2012).

Tirk toplumunda CYP2D6 ile yapilan calismalara gore; allel sikliklari
CYP2D6*1 i¢in %37; *2 i¢in %35; *4 i¢in %11; *10 i¢in %6; *5 i¢in %1 ve *17 igin
%1 olarak bildirilmistir. Ulkemizdeki zayif metabolize edicilerin oran1 %1.49 olarak

bildirilmistir (Aynacioglu ve ark.1999).

Bu calismada CYP2D6 geninn polimorfizmleri psikritayri poliklinik hastalari
olan 192 bireyde arastirilmistir. Tiirk toplumunda CYP2D6 fenotip ve allel
frekanslar1 belirlenmistir. Bu sonuglar farkli metabolize ediciler hakkinda bilgi

edinmemizi saglamistir.



2. GENEL BILGI

2.1. FARMAKOGENETIK

Farmakogenetik terimi farmakoloji ve genetik kelimelerin kombinasyonundan
olusur. Farmakoloji ilaglarin, ilag olabilecek her tiirlii maddenin insan viicudunda
calisimini ve biyolojik sistemler ile olan etkilesimini inceleyen bir bilim dalidir.
Genetik ise tek bir genin veya birkag genin ayni anda etkileri sonucu ozelliklerin
nasil kalitsallandigini ve viicut hiicrelerinde nasil galistigini inceleyen bir bilim
dalidir. Bundan dolayi, Farmako Genetik (FG) bir ilacin ¢aligmasini etkileyen her
tirlii genetik faktoriinii inceleyen bir bilim dali olmaktadir. Farmakogenetigin
kapsaminin genislemesi farmakogenomik dalinin ortaya ¢ikmasina neden olmusgtur.
Farmakogenomik, tiim insan genleri, onlarin {iriinleri ve islevleri, ekpresyonlarindaki
bireyler arasi ve birey i¢i farklilifin sistematik olarak belirlenmesini inceleyen bir
bilim dalidir. FG amaci hastaliga yatkinlikta, ila¢ metabolizmasinda ve ilag yanitini
degistirebilen genetik faktorlerdeki varyasyonlar1 (6zellikle tek niikleotid
polimorfizm, ve kopya sayis1 farkliliklart) tanimlamaktir (Uckun 2011).

A

{lag toksik, yaran da

il:f;;ksih ancak | yoktur
AYNITANL
AYNIRECETE !
llag toksik degil, yaran da ( lag toksik degil ancak
yoktur yatarh

Sekil 2.1. Alinan ayni ilacin bireyler arasinda gosterebilecegi farkli etkileri (http://www2. eur.nl/

fgg/chl/cellbiology/images/patrinos2.jpg )



Bu zamana kadar Farmakogenetik calismalarin ¢ogu ila¢ metabolize eden
enzimlerdeki genetik polimorfizm iizerine yogunlagsmistir. Sitokrom P450 CYP3A,
2D6, 2C19 ve 2C9 izoenzimlerin antidepresantlarin metabolizmasinda énemli oldugu
bulunmustur. Farkli ilaglar farkli enzimlerle metabolize olur. Farmakogenetigin
yararlarin1 su sekilde siralamak miimkiindiir; ilaglarin terapétik etkileri artirilabilir,
yan etkileri azaltilarak saglikli hiicrelere zarar verilmesi kismen Onlenebilir.
Doktorlarda deneme ve yanilmaya karsin hastalarin genetik profili baz alinarak ilacin
kullanilmas1 diisiincesi gelisebilir ve doz aliminda hastanin viicut agirlig1 ve yasi ile
birlikte genetik profili de géz oniine alinabilir. Bunun sonucunda olusabilecek advers
ila¢g reaksiyon olasilig1 azaltilabilir, ilacin etkililigi artirilabilir, istenen tedavi

sonuclarina kisa siirede ulasilabilir.

2.2. SITOKROM P450 (CYP450)

Sitokrom P450 (CYP450), ilk defa, sican karacigerinden mikrozom fraksiyonlari
ile spektrofotometrik calismalarda bulunan Martin Klingenberg tarafindan
tanimlanmistir. CYP450 Sistemi katalitik fonksiyonlar1 kesfedilmeden once spektral
ozellikleri ile bilinmekteydi. Bu gruptaki proteinlerin, kendine 6zgii bir absorbans
spektrumu vardir. Endoplazmik retikulum vesikiillerinden hazirlanan mikrozom
stispansiyonundan CO2 gazi gegirildikten sonra indirgeyici bir ajan eklendiginde
spesifik bir absorbans spektrumu gozlenir. Bu islem esnasinda indirgenmis “hem”
proteinine CO2 baglanir ve 450 nm.’de en yliksek absorbans elde edilir (Hasler ve

ark. 1999).

Isimlerinde yer alan “450” sayisinin sebebi bu proteinlerin karbonmonokside
baglandiktan sonra absorbe ettigi 15181n dalga boyunun 450nm’de pik gostermesidir.
CYP450 enzim sistemi; disardan alinan ilaglar, pestisidler, endiistriyel kimyasallar,
alkaloidler gibi maddeleri yani zenobiyotikleri metabolize eder. Sitokromlar tiim
doku ve ince barsak sistemi, beyin, bobrek, akcigerler, lenfositler ve plasenta gibi
organlarda, en fazla da karaciger hiicrelerinin Endoplazmik retikulum membranlar
tizerindedirler. ~ Steroidler, yag asitleri, prostaglandinler, lokotrienler ve

biyogenaminleri bu enzimlerin fizyolojik substratlaridir. Ilaglar, bitki toksinleri ve

2



toksik kimyasallar gibi zenobiyotikler de bu enzimler tarafindan metabolize edilir.

(Graw-Hill, 2001)

Mikrozomal Sitokrom P450 enzim sisteminin monooksijenaz aktivitesi,
NADPH’ten gelen elektronlarin sistem igerisindeki akist ve molekiiler oksijenin
indirgenmesi ile olusur. Reaksiyon sirasinda molekiiler oksijenin bir tanesi substratin
molekiiler yapisina eklenirken, digeri de suya indirgenir (Estabrook ve ark., 1968).
Bu sebeple, genellikle CYPP450 tarafindan katalizlenen reaksiyonlar

monooksijenasyon reaksiyonu olarak olarak ifade edilir.

Sitokrom P450 bagimli monooksijenaz sisteminin komponentlerinden NADPH
bagimli sitokrom P450 rediiktaz, yapisinda FAD-FMN flavoproteinlerini igeren ve
elektronlarin NADPH’ten CYPP450 enzimlerine transferini yapan tek cins bir
enzimdir (Iyanagi ve Mason, 1973, Iyanagi ve ark., 1974).

Sitokrom P450 enzimleri ise, farkli ve ¢ok ¢esitli substrat 6zgiilliiklerine sahip
olan enzim ailesidir. Bu enzimler; gevresel Kkirleticiler, ilaglar, antioksidanlar,
kimyasallar, organik c¢doziiciiler, anestezik ajanlar, gibi ekzojen bilesiklerin
metabolizmasinda rol almalarinin yani sira, steroid hormonlar, kolestrol, safra asidi,
yag asitleri, biyojenik aminler, prostoglandinler, retinoidler gibi endojen kdkenli
bilesiklerin de oksidatif, rediiktatif ve peroksidatif metabolizmasinda da gorevlidir

(Gonzalez, 1989; Guengerich, 1992; Waterman, 1996).

Sitokrom P450’ye bagimli monooksijenazlarin katalizledigi genel reaksiyondur.
Organizmada ekzojen ve endojen kaynakli bilesiklerin metabolizmasinda ve cesitli
fizyolojik islevlerinde ¢ok onemli goreve sahip sitokrom P450 enzimleri mayalara,
funguslara, arklere, bitkilerden hayvanlara kadar yasamin tiim formlarinda mevcuttur
(Cardini ve Jurtshuk, 1967; Ferris ve ark., 1973; Klingenberg, 1958; Lindenmayer ve
Smith, 1964; Murphy ve West, 1969; Wright ve ark., 1996).

Memelilerde en fazla karacigerde ekpres edilen bu enzimler bdbrek, akciger,

ince bagirsak, deri, beyin, pankreas, kemik iligi, ovaryum, testis gibi ekstrahepatik



dokularda da bulunmakta ve ekspresyon diizeyleri dokudan dokuya degikislik
gosterebilmektedir (Krishna ve Klotz, 1994; WrightonveStevens, 1992).

CYP enzimleri ile gerceklestirilen baslica reaksiyonlar: N-oksidasyon,
deaminasyon, dehalojenasyon, aromatik hidroksilasyon reaksiyonlaridir. CYP
grubunun sadece 3 tlyesi (P450 1/CYP1, P450 2/CYP2, P450 3/CYP3) ilag

metabolizmasindan sorumludur.

2.2.1. Sitokrom P450 Enzimlerinin Stmiflandirilmasi ve Adlandirilmasi

Bahsedildigi tizere farkli birgcok dokuda bulunan sitokrom P450 enzimleri, hiicre
icinde endoplazmik retikulumda lokalize olur. Endoplazmik retikulum
membranlarindan fraksiyonel santrifiijlemeyle yapay olarak elde edilen mikrozomlar,
karbonmonoksit gazi ile siispanse edilirse sodyum di thionit gibi indirgeyici bir ajan
varliginda indirgenerek 450 nm’despesifik bir absorbans spektrumu verirler. Bu
nedenle bu proteinlere CYP450 adi verilmistir (Klingenberg, 1958; Omura ve Sato,
1964).

Sitokrom P450 enzimleri farkli substrat ozgiilliiklerine sahip olan bir siiper
enzim toplulugudur. Bu siiper aile altindaki CYP450 izozimleri, aminoasit
dizilimlerindeki benzerliklere gore, ailelere ve alt ailelere ayrilmistir. Aminoasit
diziliminde, %40’dan fazla benzerlik gosteren proteinler ayni aile altinda
toplanirken, %55°den fazla benzerlik gosterenler ise aymi alt aile altinda

siniflandirilmistir (Nebert ve McKinnon, 1994; Nelson ve ark., 1996).

Sitokrom P450 siiper ailesi altinda ¢ok fazla izozimin mevcut olmasi sistematik

bir isimlendirme gelistirilmesi ihtiyacini ortaya ¢ikarmistir (Nebert ve ark., 1987).

Bu sistemde tek bir CYP450 izoziminin adlandirilmasi sirasinda ilk olarak,
Ingilizce Cytochrome P450 kelimesinin kisaltmasi olan CYP kullamlir. CYP
kisaltmasindan sonra gelen rakam ise, belirli bir aileyi belirtmektedir (CYP1 ve
CYP2 ailesi gibi). Aileyi tanimlayan rakamdan sonra gelen biiylik harf ise, alt aileyi
gostermektedir (CYP1 ailesi altinda CYP1A ve CYP1B alt aileleri gibi).
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P450 Enzimi Kisaltmasi

Familya
I f Alt Familya

CYP 2 D 6*3

Allel

Enzim - Gen

Sekil 2.2. CYP2D6 genlerinin adlandirilmast

Aile ve alt aileyi takip eden rakam ise, spesifik CYP izozimlerini gosterir.
(CYPI1A alt ailesi altinda CYP1A1 ve CYP1A2 izozimleri gibi) (Evans ve Relling,
1999; Trafalis ve ark., 2010).

Insanda 18 tane sitokrom P450 ailesi ve bunlarm altinda toplamda 59 CYP
izozimi bulunmaktadir. Bunlardan CYP5-51 ailelerinde bulunan izozimler endojen
metabolizmasinda 6zellikle steroid hormonlarin biyosentezinde rol oynarken, CYP1-

3 aileleri ila¢ molekiillerinin ve diger ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol alir

(Evans ve Relling, 1999; Trafalis ve ark., 2010).

CYPI1-3 giliniimiizde kullanilan klinik ilaglarin ve giinliik hayatta maruz
kaldigimiz binlerce farkli kimyasalin Faz I metabolizmasinin % 80’inden sorumlu

oldugu icin toksikolojik ve farmakolojik agidan 6nemlidir.

2.2.2. Sitokrom P450 ve Genetik

Insan genomu iizerinde yapilan CYP calismalarinda ise 57 fonksiyonel gen
oldugu, ayrica 58 psddogenin bulundugu belirlenmistir. 1A2, 1B1, 2A6, 2C8, 2C9,
2C19, 2D6, 2E1, 3A4, 3AS5 enzimleri ksenobiyotik metabolizmasinda Onemli
gorevleri bulunmaktadir.. CYP enzimi, karaciger ve tiim gastrointestinal kanalda ve

daha diistik yogunlukta olmak {tizere akciger, bobrek ve santral sinir sisteminde



eksprese edilmekle birlikte gastrointestinal sistemden emilen gida ve ilaglarin ilk
temas yeri olmast ve ¢ok yogun CYP enzimi icermesi nedeniyle karaciger, CYP

enzimlerinin primer etkinlik gdsterdigi yerdir.

Farklt CYP enzimlerinin farkli ekspresyon gostermesinin sebebi beslenme ve dis
etkenlerle indiiklenebilir olmasindan ve bireyler arasindaki polimorfizm farkliliginin

olmasindandir.

W CYP3A4/5

CYP2E1
CYP2A6 || 7%

4%

Hilag
metabolizmas
na
katilmayan
CYPenzimleri

B CYP1A1

CYP2D6 W CYP2D6
3%
CYP1Al -

13% llag

metabolizmasina B CYP2B6
katiimayan
CYPenzimleri
19%

CYP enzimlerini karacigerde ekspirasyon oranlari

Sekil 2.3. CYP enzimlerini karacigerde ekspresyon oranlari (Uckun 2011)

Karacigerde CYP1A1;%13, CYPD6; %3, CYPIB6; %1, CYP2C; %19,
CYP2A6; % 4, CYP2E1; %7 oraninda eksprese edilmektedir.

Ilaglarin metabolizmasinda CYP2C, CYP2D, CYP3A alt aileleri, en aktif CYP
enzim gruplaridir. CYP enzimleri igerisinde CYP3A4 enzimi ila¢ metabolizmasinda
en aktif olan enzimdir. CYP enzimlerinden baslicalar1 olan CYP3A4/5; %36,
CYP2D6; %21, CYP2C8/9; %17, CYP2C18/19; %8, CYP1A2; %8, CYP2EL; %4,
CYP1Al; %3, CYP2B6; %3, oraninda ilag metabolizmasina katilmaktadir
(Sekil2.4). CYP2D6 enzimi karacigerde %3 gibi kiiclik bir oranda ekspresse
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edilmekle birlikte ilag metabolizmasinda %21 oraninda gorev almaktadir. CYPIA,
CYPIB, CYP2A, CYP2B ve CYP2E enzimleri bir¢cok protoksin ve prokarsinojenin
en son reaktif metabolitine doniisiimiinde gorev almakla birlikte terapdtik ilag

metabolizmasinda ¢ok belirgin bir etkinlik gostermemektedir (Taskin 2014).

Klinik farmakolojik caligmalar ve insan karaciger doku ornegi ekspresyon
analizleri ile CYP enzim aktivitesinin bireyler arasinda belirgin farklilik gosterdigi
ortaya konulmustur. Bireyler arasinda bdyle bir farklilik polimorfizme ve diger
bireysel Ozelliklerin farkli olmasma bagli oldugu diisiiniilmektedir (Relling MV,
GLaurence L. Brunton, John S.Lazo, Keith L. Parker, 2005).

CYP2E1
4%

CYP3A4/5
36% M

ECYP1AL

CYP3A4/5

W CYP1A2
W CYP2B6
W CYP2C8/9

CYP2C18/19
8% W CYP2C18/19

W CYP2D6

W CYP2EL

CYP1A1

3%

CYP2C8/9

% CYP1A2
17% CYP286 8%

3%

Sekil 2.4: Karaciger CYP enzimlerinin ilag metabolizmasina katilim oranlari: (U¢kun 2011)

CYP23A4/5 %36; CYP1A1 %3; CYP1A2 % 8; CYP2B6 %3; CYP2C8/9 %17,
CYP2C18/19 %8; CYP2D6 %21; CYP2E1l %4 oraninda ilag metabolizmasina
katilmaktadir. CYP2D6 enzimi karacigerde %3 gibi kiigiik bir oranda ekspresse
edilmekle birlikte ilag metabolizmasinda %21 oraninda gérev almaktadir. insanda
CYP2A6, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP2D6 genleri basta olmak iizere bazi CYP
genleri yiiksek oranda polimorfizm gostermektedir. CYP1B1 ve CYP3A4 genlerinde
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ise allelik varyant daha az oranda goriilmektedir (Relling MV, GLaurence L.

Brunton, John S. Lazo, Keith L. Parker, 2005).

2.2.3. Noropsikriyatrik Hastalarda CYP450 Molekiil Mekanizmasi

Sitokrom P450-2D6 (CYP2D6), birgok tipik ve atipik antipsikotigin ve
antidepresanlarin metabolizmasinda rol oynamaktadir. Sertindol CYP2D6 {izerinden,
risperidon temel olarak CYP2D6 cok az olarak CYP3A4, olanzapin CYP1A2 ve
CYP2D6 ve klozapin birincil olarak CYP1A2 ve CYP3A4 ikincil olarak CYP2C9 ve
CYP2D6 iizerinden metabolize edilmektedir (Prior ve ark. 1999).

CYP2D6 enzimi trisiklik antidepresanlarin ¢ogu, bazi selektif serotonin geri
alim inhibitorleri, baz1 diger antidepresanlar( venlafaksin ve nefazodonun metaboliti
m-klorofenilpiperazin ve trazodon), [-blokorler, antiaritmikler ve opiatlarin

metabolizmasindan sorumludur (Bertz ve Granneman 1997; Aynacioglu 1999).

Bu enzimin aktivitesi toplumdan topluma degisiklik gdsterebildigi gibi
psikiyatrik hasta grubunda bu farkliliklarin normal populasyondan farkli olabilecegi

belirtilmektedir.

ABD. ve Avrupa’da yavas metabolizor oran1 yaklasik % 7 iken (Chen ve ark.
1996, Sachse ve ark. 1997). ABD’de bir psikiyatri hastanesinde yatarak tedavi goren
100 hasta {iizerinde yapilan calismada hastalarin %14 iinlin yavas metabolizor

olduklar1 bulunmustur (De Leon ve ark. 1998).

CYP2D6 enzimini inhibe eden fluoksetin ve kinidin gibi ilaglar P450-2D6 ile
metabolize edilen ilaglarla birlikte kullanildiginda, beraber kullanildiklar: ilaglarin
etki siirelerinin uzamasma veya toksik konsantrasyonlara ¢>kmasina neden

olabilmektedir.

CYP2D6 enzimini inhibe eden ilaglarin kullanilmasi sirasinda hizh
metabolizorler yavas metabolizor gibi davranmaktadir. Paroksetin, norfluoksetin,
fluoksetin, sertralin, klomipramin, desipramin, amitriptilin, sitalopram, fluvoksamin
gibi antidepresanlar ve flufenazin, haloperidol, levopromazin, perfenazin, ve
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tiyoridazin gibi antipsikotikler CYP2D6 enzimini inhibe etmektedirler (Yiiksel
2000).

2.3. CYP450 ENZIMLERI

Alinan ilacin aktif veya inaktif formalarina doniisim orami ile ilag ve
metabolitlerinin  viicutta erisecekleri konsantrasyon miktarini, ilaglarin ve

metabolitlerinin eliminasyon oranini belirlemektedir.

CYP2D6’nin enzimatik reaksiyon esnasinda gosterdigi aktivite kullanilan
substrata gore degisiklik gostermektedir. Ornegin CYP2D6*17'nin  azalmis
fonksiyone aktiviteden sorumlu oldugu gozlenmistir. Buna bazi ilaglar1 6rnek
verilecek olursa CYP2D6 ile metabolize olan dekstrometorfan, risperidon, kodein ve
haloperidol’iin CYP2D6 ile metabolizmasi sirasinda bireyler arasinda biiyiik
degisiklikler goriilebildigi bildirilmistir. Klinik sonuglar CYP2D6 polimorfizminin
hem ila¢ yan etkilerine hem de degismis ila¢ yanitina sebep oldugu belirlenmistir.
CYP2D6 polimorfizminden etkilenen ilaglar CYP2D6 ile ya aktif forma doniisiirler
veya atilimlar1 i¢in CYP2D6’ya ihtiya¢ duyarlar ( Zhou SF.2009).

Cok sayida aktif allele sahip kisiler ilaglar1 daha az sayida allele sahip kisilere
gore daha hizli metabolize ettikleri i¢in bu kisilerde kullanilan standart ilag dozu ile
istenilen etkiye ulasilamaya bilmektedir. Aktif CYP2D6 allelleri eksik olan
bireylerde ise ilgili substratlarin daha yavas metabolize edilmeleri sonucunda basta
entoksikasyon gibi bir¢cok advers ila¢ reaksiyonu ile karsilasilabilmektedir. Bu
ilaglarin  kullanimimi daha gilivenli hale getirebilmek igin, ilacglarin klirensini
belirlemede metabolizmalarindan sorumlu CYP2D6 enzimi genotiplendirmesinin

faydali oldugu goriilmiistiir ( Ingelman-Sundberg M. 2001).

Genotip-fenotip iligkisine dayali bir¢ok c¢alisma ve ilag metabolizasyonunun
polimorfizmi ile ilgili, kisiler arasi cesitliligi gosteren caligmalar yapilmistir

(Ingelman-Sundberg, M. ve ark. 1999; Daly, A.K. 2003; Zanger, U.M. ve ark. 2004).



2.4. CYP2D6 ENZiMi VE POLIMORFiZMi

CYP2D6 enzimi; isve¢’te Folke Sjoqvists Laboratuvari, Londra’da Bob Smith
ve ark. ile Bonn’da Michel Eichelbaum tarafindan yapilan ayni zamanh ¢aligmalarla
ortaya c¢ikarilmigtir. Klinikte kullanilan ilaglarin  %20-25’1 CYP2D6 enzimi
tarafindan metabolize edilmektedir. Yine klinikte kullanilan ilaglarin %50’sinin
farmakokinetigi lizerine belirgin etkisi vardir. CYP2D6 substrati olan ilaclarla tedavi
edilenlerin yaklasik %30-40 kadarinda CYP2D6 genotiplemesinin yararli oldugu
kabul gormektedir. Bu oran klinikte kullanilan ilaglarin %7-10’una karsilik

gelmektedir (Ingelman-Sundberg M. 2005).

CYP2D6 enzimi karaciger CYP enzimlerinin yaklasik %2-4 gibi ¢ok kiiclik bir
boliimiinii olusturmakla birlikte, polimorfizm agisindan {izerine en ¢ok c¢alisma
yapilan CYP enzimidir. Kisiler arasinda enzim aktivitesi yoniinden genis bir ¢esitlilik
gosterir. Farkli etnik gruplar arasinda CYP2D6 allelleri olduk¢a genis bir yelpazede
bulunmaktadirlar. Bu nedenle zayif metabolize ediciler (poor metaboliser; PM), orta
diizeyde metabolize ediciler (intermediate metabolizer; IM); hizli metabolize ediciler
(extensive metabolizer; EM) ve asir1 hizli metabolize ediciler (ultra rapid
metabolizer; UM) olarak bireyler gruplandirildiginda farkli toplumlarda farkl
oranlarda dagilim gozlenebilmektedir (Zhou SF. 2009).

CYP2D6, metabolize ettigi 70’ in lizerinde ila¢ olmasi nedeniyle 6nemli bir
enzimdir, bu 6zelligi sebebiyle, en fazla ¢alisma yapilan enzimdir. CYP2D6 bilinen

tiim ilaclarin %25’inin metabolizmasindan sorumludur (Nelson, D. 2003).

Sitokrom P450 enzimleri piyasadaki ilaglarin %40-45’inin metabolizmasindan
ve yine bu ilaclarin faz 1 ile metabolize olanlarinin %70-80 inin metabolizmasinda

etkilidir (Ingelman-Sundberg M. 2005)
2.4.1. CYP2D Lokusunun Yapisi
Insan CYP2 ailesi, 13 alt aileye; 16 normal, 16 psddogene sahiptir (Nelson, D.

2003). Bu 13 alt aileden biri olan CYP2D’ nin bulundugu CYP2D lokusu 1989°da
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Kimura ve ark. tarafindan izole edilen ve baz dizini belirlenen bu lokus, 22.
kromozomun uzun kolu iizerinde, olduk¢a homolog ii¢ gen igerir ( Kimura, S. ve ark.

1989; Geadigk, A. ve ark.1991) .

CYP2D8P, CYP2D7P ve CYP2D6 diye adlandirilan bu genler 45 kb.lik bir
bolgede bulunmaktadir (Kimura, S. ve ark. 1989). CYP2 gen ailesinin diger iiyeleri
gibi 2D genleri de 9 ekson, 8 intron igerirler. CYP2D8P, bir¢ok delesyon ve
insersiyonlar iceren gercek bir psddogendir ve okuma g¢ergevesi kapalidir. CYP2D7P
geni ise, CYP2D8P’ ye gore CYP2D6’ ya daha benzerdir. Ik eksonunda sadece bir
tane T138 insersiyonu icerir ve bu insersiyon okuma c¢ercevesini degistirerek
translasyonu erken sonlandirir. Bundan dolayi, CYP2D7P de bir psddogen olarak
bilinir. CYP2D8P ve CYP2D7P genleri psodogendir, CYP2D6 geni ise fonksiyonel
bir gendir.

CYP2D8P CYP2D7P CYP2D6

2 NX— I

Sekil 2.5. CYP2D lokusunda bulunan genler (Endrizzi, K. ve ark. 2002).

2.4.2. CYP2D6 Allelleri

CYP2D6 geni 22. kromozomun q13.1 bolgesinde lokalizeve iki adet (CYP2D7
ve CYP2DS) psddogen ile beraber bu lokusta bulunurlar (Bertilsson ve ark. 2012).

Birbirine ¢ok benzer ve yakin psddogenler sayesinde mutasyonlar ¢ok daha
kolay gerceklesmektedir. Esit olmayan crossing over olusmasiyla ¢ok sayida varyant
CYP2D6 alleli olusabilir. Boylece defektif gen kodlayan yeni bir kodon
iretilebilmektedir. CYP2C odagi ile karsilagtirildiginda CYP2D  lokusunun
aktivitesinin ¢ok yliksek olmasi, ¢cok sayida varyant alleli ¢cok kisa bir siire i¢inde

olusturmaktadir (Clark AG. 1994).
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Glinlimiizde 74 allelik varyant ve subvaryant serileri belirtilmistir ve bu sayi
artmaktadir. En 6nemli allel varyantlart; *2, *3, *4, *5, *10, *17 ve *41 olarak kabul

edilmektedir (Sobrinove ark. 2005)

CYP2D6 allel dagilimi etnik 6zelliklere gore farkliliklar gostermekte ve beraberinde
kullanilan baz1 ilaglar (CYP2D6 inhibitorleri gibi) enzimin aktivitesini
etkileyebilmektedir (Meyer 2000).

Genlerdeki varyasyonlar olas1 dort fenotipe yol agar. Yavas-Zayif (PM, Poor
Metabolizer), hizli (EM, Extensive Metabolizer), orta hizli (IM, Intermediate
Metabolizer) ve ultra hizli (UM, Ultra-rapid Metabolizer) metabolize ediciler

bulunmaktadir.

Metabolizér durumu Genotip Beklenen ilag etkileri

UM (ultra hizly, ultra-rapid) | Aktif allelin dublikasyonu ya | Bireylerde ilag terapdtik
da multidublikasyonu plazma konsantrasyonlarina
ulasmayabilir. Dolayisiyla

% i o i Bt kst altey | Yo olmmayabilir

EM (hizli, extensive) 2 aktif allel Standart dozlar terapétik
1 aktif allel ve I kismi aktif | Pl2Zma konsantrasyonlarina
ulasir. Yanit vardir.

allel

IM (orta hizli, intermediate) | Aktif allel — inaktif allel; EM ve PM arasindaki ilag
kismi aktif allel — kismi aktif etkileri gorillir.
allel

PM (Zayf, poor) Inaktif allel-inaktif allel EM fenotipli bireyler i¢in

tespit edilen terapotik plazma
konsantrasyonlarina ulasil-
mayabilir. Bu bireylerde
toksik reaksiyon riski
artabilir.

Kismi aktif allel-inaktif allel

Sekil 2.6. CYP 450 enzimlerini kodlayan genlerdeki varyasyonlarin ilag metabolizmasi tizerindeki

olasi etkileri (The Duke Evidence-basedPractice Center (EPC), 2006).

2.4.2.1. Yavas-Zayif Metabolizorler

PM.'ler Beyaz 1rk popiilasyonun %5-10" u yavas metabolize eden enzim lireten

alellere sahiptir. Bu grubun %93-97,5’ inin ise, CYP2D6 *3, *4, *5 ve *6 alellerine
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sahip oldugu bilinmektedir (Marez, D. ve ark. 1997; Daly, A.K. ve ark. 1996a;
Sachse. C., ve ark. 1997; Roberts, L.R. ve Kennedy, M.A. 2006).

Beyaz 1tk toplulugunun zayif metabolizorlerinin %23’ iinde CYP2D6*4 aleli
bulunmaktadir , %4’ i ise *5 aleline sahiptir (Heim, M. ve Meyer, U.A. 1990). 208
kisi ile yapilan bir beyaz 1tk popiilasyonu arastirmasinda, CYP2D6*5 allelinin siklig1
0.038 bulunmustur (Geadigk A. 1999).

Avrupa toplulugunun yaklasik %5’ inde ve Oryantal irkin %1’ inde CYP2D6
enzimi inaktiftir (Daly, A.K., 2003). Yavas metabolizorlerin normal metabolizorlere
gore, ilag plazma seviyeleri daha yiiksek goriilii ve bu kisiler ters ila¢ etkisi

gostermeye daha yatkindir (Sachse, C. ve ark., 1997; Herken, H. ve ark. 2001).

2.4.2.2. Normal Metabolize Edici Alleller (EM)

Iki aktif alleli bulunan ya da biri kism aktif diger alleli aktif allel olan bireyler
normal metabolize edici olarak (EM) tanimlanir (3, 14, 22). fenotipine sahip
olabilmeleri i¢in en az bir adet bulundurmalar1 gereken normal aktivite gosterdigi
kabul edilen alleller yabanil tip ya da fonksiyonel alleller olarak adlandirilmaktadir.
CYP2D6*1, *2, *33 *35 allelleri yabanil tip olarak bildirilmis allellerdir (Sobrino ve
ark. 2005).

2.4.2.3. Orta Seviyede Metabolize Ediciler (IM)

Bir aktif ve digeri inaktif alleli olan ya da iki kismi allele sahip olan bireyler orta
diizeyde metabolize ediciler olarak tanimlanir. Yeterli tedavi cevabi i¢in bu grup
hastalarda ila¢ dozu standart dozdan daha az kullanilabilecegi tavsiye edilmektedir.
Yine bu grupta yer alan hastalar1 i¢in 6n ilaglarin dozunun yeniden diizenlenmesi
yada alternatif bir tedavi secenegi lizerinde durulmasi geregi bazi aragtirmalarda
bildirilmistir. Bu alleller azalmis aktivite gosteren veya substrat bagimli allellerdir.
Baslica aktif alleller: CYP2D6 *9, *10, *17, *36 *41 dir (Sobrino ve ark. 2005;
Ingelman-Sundberg 2005)
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Sar1 insan 1rkinda goriilen *10 alleli yabanil tip allelle kiyaslanabilecek kadar sik
olarak goriilmektedir. Bu durum sar1 irkin ilag metabolize etme hizinin beyaz irka

gore diislik oldugunu gostermektedir (Yagihashi T, ve ark. 2009)

2.4.2.4. Hizh Metabolizorler (UM)

Bu fenotipe sahip kisilerde CYP2D6 geninin birden fazla kopyasi
bulunmaktadir. Gen duplikasyonu sayisinin 12° ye kadar c¢iktigi goriilmiistiir. Bir
ailenin {i¢ iiyesi olan baba ve iki ¢ocugunda bu genin 12 kopyasi tespit edilmistir

(Johansson, I. ve ark. 1993; Ingelman-Sundberg 1999).

Bu kisilerde, artmis ila¢ eliminasyon hizlarindan dolay1 tedavide basarisizlik
riski 20 kat daha fazla olabilirmektedir, ve aktif ila¢ metabolitlerinin hizla
artmasindan dolay1 yan etki riskinde artar. Standart ilag dozlarinda tedaviye cevap
alimamayabilir. Tedavide yiiksek doz ilaca ihtiyag duyularbilir. Yan etkilerin

azaltilmasi i¢in ise daha diisiik doz kullanilmalidir (Zanger ve ark. 2004).

Beyaz insan 1rkinda %7 siklikta goriilen bu enzimler, yiiksek derecede aktivite
gosterirler ve plazmadaki metabolit seviyeleri etkin dozun ¢ok altinda oldugundan,
ilgili ila¢ ya da madde beklenen etkiyi gosteremez (Linda ve ark 1998; Zanger ve
ark. 2004; Lovlie ve ark. 1996).

UM bireylerin siklig1 beyaz wrk’ta %1-5, sar1 wrkta %0-2, siyah wrkta %2,
Etyopyalilar ve Suudi Arabistanlilarda %10-16 oraninda bildirilmistir. Bu oran bati
toplumlarinda %5,45°tir (Ingelman-Sundberg M. 2005.) Tiirk Toplumunda ise %4
olarak bildirilmistir (Aynacioglu ve ark. 1999).
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Amphetamines Fluoxetine Chlorpheniramine | Codeine Phenacetin
Amitriptyline Fluvoxamine Diphenhydramine | Hydrocodone Proprafenone
Aripiprazole Haloperidol Hydroxyzine Oxycodone Rythmol
Atomoxetine Imipramine Tramadol Ranitidine
Benztropine Mirtazapine Beta Blokerler Digerlen Tamoxifen
Chlorpromazine | Nortripyline Carveodilol Dolesetron(p) Tolterodine
Citalopram Paroxetine Metoprolol Doxorubicin Tropisetron
Clomipramine Perphenazine Propranolol Encainide
Desipramine Risperidone Timolol Ecstasy{MDMA)
Doxepin Sertraline Metoclopramide
Duloxetine Thioridazine Reglan

Venlafaxine Mexiletine

* : CYP2D6 yavas metabolizir veya orta metabolizirlerin normal metabolizér gibi davranmasina
neden olabilir
Rifampin

** : CYP2D6 hizh metabolizor veya normal metabolizorlerin yavas metabolizor gibi davranmasina
neden olabilir.

Amiodarone Cmacalcet Duloxetine Imipramine Quinidine/quinine
Amitriptyline Citalopram Fluvoxamine Methadone Ritonavir

Bupropion Chlorpheniramine | Fluoxetine Metoclopramide Sertraline

Celecoxib Clomipramine Goldenseal Moclobemide Terbinafine
Chlorpheniramine Desipramine Halofantrine Paroxetine Thioridazine
Chlorpromazine Diphenhydramine | Haloperidol Pimozide Ticlopidine
Cimetidine Doxepin Hydroxyzine Propafenone S

ekil 2.7. CYP2D6 enzimi ile metabolize olan ilaglar (Sardas.2007)

2.5. POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU (PZR)

PZR, in vitro kosullarinda klonlamaya gerek olmadan DNA’nin belirli bir
bolgesinin ¢ogaltilmasi islemidir. 1985 yilinda Cetus adli biyoteknoloji enstitiistinde
calisan KaryMullis ve arkadaslar1 tarafindan kesfedilmistir. Escherichiacoli DNA
polimeraz I Klenow fragmani kullanilarak in vitro tek kopya memeli geni

cogaltilmistir. PZR temelde {i¢ asamadan olusmaktadir (Stephenson 2003).

Bu asamalar sunlardir; Denatiirasyon (DNA zincirinin agilmasi) Kalip DNA’nin
(template DNA) yiiksek sicaklikta tutularak (92-98 °C) tek zincir haline getirilme
islemidir. Bazi durumlarda 6n 1sitma yapmak gerekebilir. Primerlerin yapismasi
(Annealing) Reaksiyon sicakliginin 65-72 °C° ye getirilerek oligoniikleotid
primerlerin baz dizilerinin DNA {izerindeki hedef bolgelerle eslesmesi, yapigmasi
islemidir. Sicakligin  diisiiriilmesindeki amag¢ 6zgilil hibridizasyona olanak
saglamaktir. Uzama (Sentez) DNA zinciri ilizerinde yapisan primerlere Mg+2
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iyonlarin varliginda katalizor olan DNA polimeraz enzimin (Taq DNA polimeraz) ile
primerlere niikleotidlerin eklenmesi ile zincirin uzamasi islemidir. DNA polimeraz
enzimi yiiksek aktivitesini 72 °C’de gosterdiginden dolay1 genellikle bu asama 72
°C’de olur (Erlich ve ark. 1991).

Uc asamadan olusan (denatiirasyon, primer yapismasi ve uzama) islem bir
dongiiyl temsil eder. Bu islem 25 ile 40 kez tekrarlanarak milyonlarca DNA hedef
gen bolgesi ¢ogaltilir. Yukarida anlatilan PZR agsamalarin ger¢eklesmesi i¢cin DNA,
DNA polimeraz, oligoniikleotid primerler, deoksiniikleotid trifosfatlar (ANTP; dATP,
dGTP, dTTP ve dCTP), iki degerlikli katyonlar (genellikle Mg+2 kullanilir), PZR
tamponu (genellikle Tris-HCI kullanilir) gereklidir. (Uckun Z. 2011)
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Sekil 2.8. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun sematik goriintiisii (http://www.gazete.itu.edu.tr/

mart/4genetik).2008

PZR kullanim alanlarini su sekilde siralamak miimkiindiir;
e DNA dizi analizinde
e Prenatal tanida

¢ Onkojenezin arastirilmasinda
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e Bilinmeyen dizilerin tayininde

e Adli tipta

e Restriksiyon parca uzunluk polimorfizim analizinde

e DNA-protein etkilesiminin arastirilmasinda

e Klonlamada ve gen ekspresyon arastirmalarinda

e Kalitsal hastaliklarda tasiyicinin ve hastanin tanisi

e Kilinik 6rneklerde patojen organizmalarin saptanmasinda

e Gegmise ait DNA’larin incelenmesi ve evrimin aydinlatilmasinda
In vitro fertilizasyon yapilan tek hiicrede, implantasyon dncesi genetik testlerin

yapilmasi ve implantasyonun gergeklestirilmesi ile bebegin normal dogmasinin

saglanmasi
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Bu ¢alismaya noroloji ve psikiyatri polikliniklerinden yonlendirilen 192 hasta
(96 kadin, 96 erkek) dahil edildi. Hastalarin yazili onamlar1 ve Manisa Cealal Bayar
Univeristesi Saglik Bilimleri Etik Kurulundan onay alind1 (Ek.3)

3.2. YONTEM
3.2.1. Periferik Kandan DNA izolasyonu

Hastalara ait EDTA’l1 tiipe alinan periferik vendz kan orneklerinden Qiagen
Mini DNA izolasyon kiti (Hilden, Almanya) ile uygun saflik ve kalitede DNA elde
edildi. Bunun icin; 1 6rnek igin 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipiine 200 ul kan almir
vortex ya da pipetaj ile 200 pl AL Buffer ve 20 pl Proteinaz K karistirilir. Kan 6rnegi
56 °C’de 15 dk. 1sitict blokta bekletilir ardindan 210 ul %96’lik etanol (etil alkol)
eklenir ve sonra pipetaj/vortex yapilarak drnek spin kolona aktarilir. Ornek 7000 —
8000 rpm (rotor per minute) 1 dakika santrifiij yapilir. Filtreli kism1 alinir ve temiz
bir spin kolon tiipline koyulur ve filtre tizerine 500 ul AW1 wash buffer eklenir.
Ornek 7000 — 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir. Filtreli kismi almir ve temiz bir
spin kolon tiipiine koyulur ve filtre iizerine 500 ul AW2 wash buffer eklenir. Ornek
7000 — 8000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilir. Filtreli kism1 alinir ve temiz bir spin
kolon tiipline koyulur ve bu sefer filtre lizerine higbir sey koymadan 14.000 rpm’de 2
dk. santrifiij yapilir. Filtreli kisim alinir ve yeni bir 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipline
koyulur ve lizerlerine 1sitict blokta bekleyen elution buffer dan 100 pl koyulur ve

ardindan 14.000 rpm’de 1 dk. santrifiij yapilarak DNA elde edilir.
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3.2.2. MULTIPLEX (COKLU) PCR

xTAG 2D6 v3 PCR Primer Miks A ve xXTAG 2D6 v3 PCR Primer Miks B
tiiplerinin buzu c¢ozdirildii ve oda sicakligina getirildi. 10 ila 15 dakika arasi
bekleyerek 37°C’de xXTAG 10x Taq tamponunun buzu ¢oziildii. Hazirlanan reaktifleri
karistirmak igin tiipler 5 saniye vortekslendi. Reaktifleri tliplerin dibine indirmek i¢in
5 saniye santriftijlenir. PCR A i¢in uygun sayida PCR tiipii etiketlendi (6rnegin; 1A,
2A). PCR B i¢in ikinci bir PCR tiipii dizisi etiketlendi (6rnegin; 1B, 2B). 1,5 mL’lik
bir mikrosantrifiij tiipii “Master Miks-MM” olarak etiketlendi ve tablo 3.2.1°de

oldugu gibi bir master miks hazirlandi.

Tablo 3.1. Master miks reaksiyon bilesenleri

Master Miks Reaktifi 1 Reaksiyon
DNaz ve RNaz igermeyen distile su 16,2 uL
xTAG 10x Taq Tamponu 3,3 uL
xTAG Hot Start Taq 0,5 uL
Toplam Hacim 20,0 L

Hazirlanan master miks vortekslenir ve reaktifler tiiplin dibinde toplanmasi igin
kisa siire santriftijlenir. 1,5 mL’lik bir mikro santrifiij tiipii “Master Miks A-MMA”
olarak diger tiip ise “Master Miks B-MMB” olarak etiketlendi. Tablo 3.2.2°deki gibi,
master miksten ve XTAG 2D6 v3 Primer Miks A’dan ve daha sonra xTAG 2D6 v3

Primer Mix B’den 6rnek alinda.

Tablo 3.2. Master miks reaksiyon bilesenleri

Master Miks A (MMA) 1 Reaksiyon
xTAG 2D6 v3 Primer Miks A 3,0 uL
Master Miks 9,0 uL
Toplam Hacim 12,0 uL

Master Miks B (MMB) 1 Reaksiyon
xTAG 2D6 v3 Primer Miks B 3,0 uL
Master Miks 9,0 uL
Toplam Hacim 12,0 uL
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Master Miks A (MMA) ve B (MMB) vortekslenir ve reaktiflerin tiiplin dibinde
toplanmast icin kisa siire santrifiijlendi. 1A etiketli her bir PCR tiipline her bir
MMA’dan 12 uL’alindi. 1B etiketli her bir PCR tiipiine her bir MMB’dan 12
uL’alindi. Her bir numune i¢in, PCR A tiiplerine 3 pLL DNA kalibi ve PCR B
tiiplerine 3 pL. DNA kalib1 eklendi. Negatif icin ise 3 puL su eklendi. Reaktiflerin
hazirlandig: tiipler vortekslendi ve reaktiflerin tiiplin dibinde toplanmasi i¢in kisa
siire santrifiijlendi. Tiipler 1s1l dongiileyici Applied Biosystems 9700 PCR
(Kaliforniya, Amerika) cihazina aktarilir ve sekil 3.2.1°deki kosullar yerine

getirilerek dongii gerceklestirildi.

35 Dongii

1 Déngii A 95°C-60sn )\ 1Déngi A Sox
98°C-3dk T 66°C-30sn NN  72°C-5dk T 4°C-BEKLE
' 72°C-210sn '

Sekil 3.1. Multiplex PCR 1s1l dongii kosullart.

3.2.3. PCR Amplikonlarinin Ekzo-Fosfataz islemi

Her bir &rnek icin, eslesen PCR A ve PCR B reaksiyonlar1 birlestirildi. Ornegin,
toplamda yaklasik 30 pL’lik toplam bilesik hacmi elde etmek igin, tiip 1B’nin tim
hacmi (~15 pL) tiip 1A’ nin (~15 pL) toplam hacmiyle birlestirildi. 1,5 mL mikro

santrifiij tliplinde tablo 3.3.1°deki gibi enzim karigimi1 hazirlanir.

Tablo 3.3. Ekzo-Fosfataz reaksiyon bilesenleri

Reaktifler 1 Reaksiyon
xTAG Karides Alkalin Fosfataz 2,8 uL
xTAG Ekzoniikleaz I 1,0 uL
Toplam Hacim 3,8 uL

Negatif kontrol tiipleri dahil olmak iizere, yaklasik olarak 30 pL toplanan PCR
reaksiyonu iceren PCR tiiplerinin her birisine 3,8 pL’lik enzim miksi pipet yardimi
ile ilave edilir ve pipetaj yapilir. Ornek reaksiyonlarmin bulundugu tiipler, sekil
3.3.1’deki gibi programlanmis olan Applied Biosystems 9700 PCR (Kaliforniya,

Amerika) cihazina aktarildi.
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37°C - 30 dk H 99°C -5 dk H 4°C = BEKLE

Sekil 3.2. Ekzo-Fosfataz PCR 1s1l dongii kosullar

3.2.4. PCR Amplikonlarina ASPU (Allel Spesifik Primer Uzantis1) Ekleme

xTAG 2D6 v3 ASPU Primer Miks ve 5X Platinum Tfi Reaksiyon Tamponu ve
Tfi 50 mM MgCI2’nin buzunu ¢dzdiiriildii ve oda sicakligina getirildi. Ornek PCR
tiiplerine karsilik gelen sayida 0,2 mL ince duvarl tiipler numaralanarak isaretlendi.
1,5 m’lik bir mikrosantrifiij tiipii ASPU master miks (AMM) olarak isaretlendi ve
tablo 3.4.1°deki gibi hazirlandi.

Tablo 3.4. ASPU reaksiyon bilesenleri

Reaktifler 1 Reaksiyon
DNaz ve RNaz icermeyen distile su 10,5 uL
Platinum Tfi Reaksiyon Tampon Cozeltisi, 5x 4,0 uL

Tfi 50 mM MgCI2 0,6 pL
xTAG® 2D6 v3 ASPU Primer Miks 1,5 uL
Platinum Tfi Exo(-) DNA Polimeraz 0,4 uL
Toplam Hacim 17,0 uL

Isaretlenen 0,2 mL PCR ASPU tiiplerinin her birine 17 pL ASPU master miksi
dagitildi. Ekzo-Fosfataz islemi yapilmis 6rnek PCR iiriinlerinin 3 pL’si, 17 pL ASPU
master miksi igceren uygun isaretlenmis tliplere eklendi. Tiipler 1s11 dongiileyiciye
yerlestirildi ve sekil 3.4.1°deki gibi programlanmis olan Applied Biosystems 9700
PCR (Kaliforniya, Amerika) cihazina aktarildi.

40 Déngii |
1 Déngli 94°C — 30 sn 1 Déngli Son
96°C — 2 dk 56°C — 30 sn 1 98°C — 15 dk 4°C — Bekle

74°C - 30 sn

Sekil 3.3. ASPU 1s1l dongii kosullari
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3.2.5. Boncuk Hibridizasyonu

Ornek amplikonlarina eklenen ASPU’lara Luminex (Amerika) cihazinda analiz
yapilabilmesi amaciyla ilgili uzantilara spesifik boncukar hibridize edilir. Bunun ig¢in,
xTAG 2D6 v3 Boncuk Miksi ve xXTAG Raportér Tamponunun buzu ¢ozdiiriildi ve
odasicakligina getirildi. Bir 96-kuyucuklu Costar plagindan hibridizasyon reaksiyonu
icin Ornek sayisina uygun sayida kuyucuk kesildi ve kuyucuklara karsilik gelen
ASPE reaksiyonlari isaretlendi. XTAG 2D6 v3 Boncuk karigimi tiipleri 10 saniye
vortekslendi. Isaretlenen kuyucuklarmn her birine 22,5 pL boncuk miksi dagitildi.
Tamamlanan ASPU reaksiyonlarinin 2,5 pL’sini karsilik gelen isaretli kuyucuklara
pipet yardimi ile aktarildi. Kullanilan kuyucuklar mikroseal ile kapatildi. Tiipler,
sekil 3.5.1°deki gibi programlanmis olan Applied Biosystems 9700 PCR

(Kaliforniya, Amerika) cihazina aktarildi.

96°C — 2 dk 37°C - 30 dk 37°C — BEKLE

Sekil 3.4. Boncuk hibridizasyonu 1s1l dongii kosullar

Bir sonraki adima ge¢meden once (inkiibasyonun tamamlanmasindan yaklasik
10 dakika once) TAG 2D6 v3 Streptavidin,R-Phycoerythrin konjugati (SA-PE)
¢ozeltisi hazirlandi. SA-PE bir 1,5 m’lik bir mikrosantrifiij tiipii icinde Raportor
Tampon ¢o6zeltisi ile 100 kez seyreltildi. Ardindan hazirlanan ¢ozeltiden her bir
ornege ait boncuk hibridizasyon reaksiyonu tizerine 100 pL ilave edildi ve 6rneklere
ait reaksiyonlar Luminex XTAG® (Amerika) cihazinda CYP2D6 polimorfizmlerinin

belirlenmesi amaciyla okutulur

3.2.6. Luminex xTAG® Cihaz Analiz Ciktisinin TDAS Programm

Aracihigiyla Degerlendirilmesi

Luminex c¢ikti dosyasinin, TDAS CYP2D6’nin kurulmus oldugu bilgisayar

tarafindan erisilebilir oldugunu kontrol edildi. Bilgisayarda Start (Baslat) > All
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Programs (Biitiin Programlar) meniisii araciligiyla veya masaiistiindeki simgeyi ¢ift
tiklarak TDAS CYP2D6 analiz programi baglatildi ve Luminex calisma dosyasi
acildi. TDAS program analiz sonucuna gore herbir Ornege ait CYP2D6 allel
sonuclar elde edildi.

3.2.6. Istatiksel Analiz

Calismada elde edilen bulgular degerlendirilirken, istatistiksel analizler igin
"Statistical Package for Social Sciences (SPSS) for Windows 15" programi
kullanildi. Calisma verileri degerlendirilirken tamamlayici istatistiksel metodlar
(ortalama, standart sapma) kullanilmistir. Genotip dagilim ve sikliginin gruplar arasi
farkliliklan ki-kare testi ile allelik dagilim ve sikliginin gruplar arasi farkliliklar1 da
tek yonlii varyans analizi ile degerlendirildi, yiizdeleri ve p degerleri hesaplandi.

p<0,05 degerleri istatistiksel agidan anlamli kabul edildi.

23



4. BULGULAR

Tablo 4.1°de tespit edilebilen duplikasyon, delesyon, polimorfizmler ve/veya

mutasyonlar ve bu degisimlere gore belirlenen alleller gosterilmistir. Elde edilen

verilere gore alleller belirlenmis ve fenotip tablosu ile hastanin fenotipi tespit

edilmistir.

Tablo 4.1. xTAG CYP2D6 kiti ile tespit edilebilen degisimler

Genotip

*]
*2
*3
4

*5

*6

*7

*8

*9
*10
*11
*14A

*15
*17
41

DUP

Mutasyonlar ve Polimorfizmler

Enzim Aktivitesi

PCR A
None
-1584 C>G, 1661 G>C

100 C>T,
1846 G>A

1661 G>C,

1707 T>del
1661 G>C, 1758 G>T

100 C>T

883 G>C, 1661 G>C
100 C>T, 1661 G>C,
1758 G>A

138 insT

1023 C>T, 1661 G>C
1661 G>C

Duplication

PCR B

None

2850 C>T, 4180 G>C
2549 A>del

2850 C>T, 4180 G>C

Deletion

4180 G>C

2935 A>C

2850 C>T, 4180 G>C
2613-2615 delAGA
1661 G>C, 4180 G>C
2850 C>T, 4180 G>C
2850 C>T, 4180 G>C

2850 C>T, 4180 G>C

2850 C>T, 2988 G>A,

4180 G>C

Normal
Normal
None
None
None

None
None
None
None
Reduced
Reduced
None
None

None
Reduced
Reduced

Enhanced

Hastalarin fenotipleri; %2,08 yavas metabolizor, %282,29 normal metabolizér,

%12,5 orta metabolizor, %3,13 hizli metabolizor olarak bulunmustur (tablo 4.2).

Tablo 4.2. Olgularin fenotip dagilimlari

Fenotip OlguSayisi Siklik (%)
Yavasmetabolizor (PM) 4 2.08
Ortametabolizor (IM) 24 12.5
Normal metabolizér (EM) 158 82.29
Hizlimetabolizér (UM) 6 3.13
Toplam 192 100

CYP2D6 geninde en sik alleller sirasiyla; *1, *2, *41, *4, *10 olarak tespit

edilmistir. Normal fonksiyonlu allel orant %62,37 tespit edilmistir (tablo 4.3).
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Nonfonksiyonel allel orant %13,64 oraninda tespit edilmis, 8 ve 14A alleli ise higbir
olguda tespit edilmemistir. Fonksiyonu azalmis allel oranmin %20,96 oldugu
bulunmustur. Duplikatif allel oran1 ise olgularin %3,03 {inde tespit edilmistir (tablo

4.3).

Tablo 4.3. Olgularin allel sikliklar

Allel SIKIIK(%)
CYP2D6 *1 37.63
CYP2D6 *2 24.75
CYP2D6 *41 15.15
CYP2D6 *4 9.85
CYP2D6 *10 429
CYP2D6 *5 2.02
CYP2D6 *6 1.01
CYP2D6 *9 0.76
CYP2D6 *7 0.25
CYP2D6 *17 0.76
CYP2D6 *3 0.25
CYP2D6 *1XN 2.02
CYP2D6 *2XN 1.01

Normal metabolizor tespit edilen olgularda 16 farkli genotip tespit edilmis olup

*1/*2 genotipinin en fazla oranda oldugu goriilmiistiir (tablo 4.4).

Tablo 4.4. Normal metabolizor olgularinda genotip dagilimlar

Genotip Olgusayisi Sikhik (%)
*1/*2 39 20,31
*1/*1 27 14,06
*1/*41 22 11,46
*2/*41 13 6,77
*2/%2 11 5,73
*1/*4 11 5,73
*2/*4 11 5,73
*1/*10 7 3,65
*2/*10 4 2,08
*1/%5 4 2,08
*2/*5 3 1,57
*1/%9 2 1,04




*2/*%17 1 0,52
*1/*17 1 0,52
*1/*6 1 0,52
*1/*3 1 0,52
Toplam 158 82,29

Enzim aktivasyonunda azalmaya neden olan *41 alleli 4 orta metabolizor hasta
hari¢ tiim orta metabolizor olgularda tespit edilmistir. Olgularda en sik saptanan

*4/*41 genotipi olmustur (tablo 4.5).

Tablo 4.5. Orta metabolizor olgularin genotip dagilimlar

Genotip Olgusayisi Siklik (%)
*4[*41 8 4,16
*41/*41 6 3,13
*4/%10 3 1,57
*10/*41 2 1,04
*7/*41 1 0,52
*4/[%9 1 0,52
*5/%41 1 0,52
*17/%41 1 0,52
*10/*11 1 0,52
Toplam 24 12,5

Enzim inaktivasyonuna neden olan *4 alleli hastalarin %9,85’inde saptanmis
olup, yavas metabolizor olan bes hastanin genotipleri; *4/*4, *4/*6, *6/*6 ve

*10/*11 seklinde belirlenmistir.

Tablo 4.6.Y avas metabolizor olgularinin genotip dagilimlari

Genotip Olgusayisi Sikhik (%)
*4[*4 2 1,04
*4[*6 1 0,52
*6/*6 1 0,52
Toplam 4 2,08

Hizli metabolizor olan tiim hastalarda *1 ve *2 allellerinin duplikasyonu tespit

edilmistir

Tablo 4.7. Hizli metabolizor olgularinin genotip dagilimlari

Genotip Olgusayisi Siklik (%)
*1/%1DUP 3 1,57
*1/*2DUP 2 1,04
*2/*2DUP 1 0,52
Toplam 6 3,13




Tablo 4.8. Cinsiyete gore genotiplerin dagilimi

Genotip Erkek Kadin P (<0,05)

%] 51
%2 28
*3

*4

#5

*6

%7

*8

%9
%10
*11
*14A
*15
%17
*41
DUP

— QN
A~

0.065

NP, =, OO, NN = r—=O W —
ANV ODOCOO=R R OO0 = =O
ok

Calismaya alinan goniilliilerin  cinsiyetine gore genotiplerin  dagilimi

incelendiginde  istatiksel olarak anlamli  (p=0,065) olmadig1  saptandi.



5. TARTISMA

CYP2D6 enzim gen polimorfizmlerinin ve fenotiplerinin degerlendirildigi bu
calismada, Tiirk toplumunda Onceki yapilan calismalardan farkli olarak normal
metabolizor fenotipinin daha yliksek oldugu, i¢inden daha az yavas metabolizor ve
hizli metabolizor bulundugu gorilmiistiir. Etnik ve bireysel farklilik gosteren
CYP2D6 gen polimorfizmlerine bagli enzim fenotipleri farkli toplumlarda farkl
sikliklarda saptanabilmektedir.

CYP2D6 enzimi ozellikle psikiyatrik ilaclar olmak iizere klinikte kullanilan
ilaglarin %25’ inin metabolizmasinda 6nemli rolii olan sitokrom izoenzimidir. Bu
enzim geninin allelik farkliliklar1 enzim aktivitesini etkileyebilmekte ve olusan
enzim fenotipine gore kullanilan ilaglarin serum diizeyini degistirebilmektedir. Bu
baglamda, ¢alismamizda Tiirk toplumu iizerinde CYP2D6 geni i¢in 16 farkl allel,

fenotip ve genotip frekansi Luminex ve XMap analiz sistemi ile belirlenmistir.

Diistik metabolizor fenotip goriilme siklig1 Asyalilarda %0-2, Beyazlar'da %5-10
Araplarda %0-2, Afrikalilarda %0-19 arasindadir. Bu calismada ise, PM fenotip
frekansinin  ~%2,1 oldugu goriilmiistiir. Bu olgular ila¢ intoksikasyonlar1 ve
olusabilecek yan etkiler agisindan riskli grubu olusturmaktadir. Elde edilen bu oranin
Avrupa’da bildirilen oranlara (% 5-10) gore ¢cok daha diisiik oldugu tespit edilmistir.
Bu c¢alisma ve Tirk toplumu izerinde yapilan diger calismalarla birlikte Tirk

populasyonunda PM fenotip frekansinin % 1-4 arasinda oldugu goriilmektedir.

Tirk populasyonu i¢in CYP2D6*4 alleli iizerinde daha once yapilmis
caligmalarda frekans degeri %10,0-13,9 arasinda bulunmustur. Bu calismada ise *4
alleli, Tiirk toplumu {izerinde yapilmis olan diger ¢alismalara yakin derecede, non-
fonksiyonel alleller igerisinde en yliksek oranda (%9,85) tespit edilmistir. Beyaz
irktaki non-fonksiyonel alleller icersinde CYP2D6*4 alleli yaklasik %75°lik ve
CYP2D6 *3, *4, *5, *6 allelleri ise yaklasik %98’ lik bir frekans dagilimiyla

bulunur. Bu calismada da yine benzer sekilde Tiirk toplumunda non-fonksiyonel
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alleller icersinde CYP2D6*4 alleli yaklasik %72’lik ve CYP2D6*3, *4, *5, *6
allelleri ise yaklasik %96 lik bir frekans dagilimiyla bulunmustur. flging bir sekilde
bu c¢alismada, Tirk popililasyonunda PM fenotipine neden olan CYP2D6 non-
fonksiyonel allel frekansinin Beyaz irkin sahip oldugu allel frekansina yakin
derecede benzedigi goriilmekle birlikte, Tirk PM fenotip frekansi (~%2) Beyaz
irktan (%5-10) disiik ¢ikmustir.

Enzim aktivitesinde azalma ile seyreden orta metabolizor olgular ¢alismamizda
(%12,5) Serin ve ark. yapmis oldugu calisgmaya (%12) benzer oranda tespit
edilmistir. Bununla birlikte, Aynacioglu ve ark. yapmis oldugu c¢alismada orta
metabolizor olgular %23,8 oraninda bildirilmistir. Fenotipi etkileyen bu diger
faktorlerin varligi orta metabolizér olgular acgisindan olduk¢a Onemlidir. Enzim
aktivitesinde azalma ile seyreden orta metabolizor olgularda enzimi etkileyen diger
faktorlerle biraraya geldiginde ilag toksikasyonlarina neden olabilir. Bu agidan IM
olgularin ilacin yan etkileri agisindan sorgulanmasi ve hastalarin bu konuda

bilgilendirilmesi gerekmektedir.

Allel sikliklart agisindan degerlendirildiginde bu ¢alismada dikkat ¢eken bulgu
*41 allelinin popiilasyonumuzda en sik mutant allel olarak tespit edilmesidir. Enzim
aktivitesinde azalma ile seyreden bu allel Tiirk toplumunda ilk kez degerlendirilmis
olup allel sikliginin ytiksek bir oranda (%15,15) oldugu goriilmiistiir. IM’lerin %
82’sinde en az bir allelde saptanan *41 alleli, normal metabolizér olgularda %18,3
oraninda en az bir allelde tespit edilmistir. Raimundo ve ark. 2000, Beyaz irktaki
allerler icerisinde *41 allel frekansin1 ~%69 ve *41 allelinin genel popiilasyon
frekansini ise ~%20 olarak hesaplamistir. Bizim c¢alismamizda ise, *41 allelinin
genel popiilasyon frekansi %15,15 ve diisiik allellerigersindeki frekansi ise %72

olarak bulunmustur.

Cografi yapisina bagl olarak Tiirkiye Bat1 ile Dogu ve Orta Dogu arasinda tarih
boyunca bir koprii vazifesi gérmiistiir. Bu duruma bagli olarak, CYP2D6 mutasyon
sptekturumu etnik kokene gore degisiklikleri yansitmaktadir. Calismamizda,
fonksiyonu azalmis *17 allelinin frekans degeri %0,76 Aynacioglunun ¢alismasinda
ise %1,11 olarak bulunmustur. Tarihsel atalarimizin Kuzey go¢ giizergahi tizerindeki

6



Afrika, Suudi Arabistan, Tiirkiye ve Avrupa cografyasina sirasiyla baktigimizda
baktigimizda, *17 allelinin frekans dagilim degerinin, %?20-35, %3-9, %0-1 ve %0
oldugunu goriiriiz. Tiirk toplumunda ki fonksiyonu azalmis allel *10 frekansinin ise,
bu calisma ve Tiirk toplumu iizerinde yapilan diger calismalarla birlikte, %4-6
arasinda oldugu goriilmektedir. fonksiyonu azalmig *10 allelinin Afrika, Suudi
Arabistan, Avrupa ve Asya’da ki frekans degerleri ise sirastyla, %6, %3-9, %1-2 ve

%S5,1 olarak bulunmustur.

Fonksiyonel olmayan CYP2D6 * 3 ve azaltilmis * 9 allellerin sikligi, polimorfik
frekanslara ulagmalarina ragmen, Avrupa ile smirlandirilmigtir. (>1%). Benzer
sekilde, hem bu calismada hem de Aynacioglu ve ark. ¢calismalarinda CYP2D6*3 ve
*9 allellerinin frekans degeri %1° 1 gegmemektedir. Yine, calismamizda CYP2D6 *7

ve *11 allellerinin frekans degeri %0,25° i gegmemistir.

Fonksiyonel enzim kodlanmasi ile iliskili olan CYP2D6 *1 ve *2 allellerinden
en az birinin bulundugu extensive metabolizér (EM) bireylerin frekans degeri, beyaz
ik (%84), arap (%76), afrika (%77) ve asya (%80) ’larin yasadigi bolgelerde
farklilik gostermektedir. Fakat, beyaz irkin yasadigi bolgelerdeki EM bireylerin
frekans degeri diger irklara gore daha fazladir. Avrasya bolgesinde bulnan Tiirk
toplumu tizerinde, Serin ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada EM bireylerin frekans
degeri %63, Aynacioglu ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada ise %66,1 olarak
bildirilmistir. Bu ¢alismada ise EM bireylerin frekans degerinin %82,29 oldugu
goriilmiistiir. Ortaya ¢ikan bu farklilik ise caligmalarda kullanilan yontemlerden ve
tespiti yapilan allellerden kaynaklanmaktadir. Bu calismada, Serin ve ark.’nin
calismasinda tespit edilen allellere ek olarak CYP2D6 *1, *2, *7, *8, *11, *14A,
*15, *17, *41 allelleri ve Aynaciogluve ark.’nin ¢alismasinda tespit edilen allellere
ek olarak ise CYP2D6 *41 alleli ¢alisilmistir. Ayrica, bu ¢alismada genis kapsamli
olarak Tiirkiye'nin farkli bolgelerinden (Anadolu, Ege, Marmara) gelen hastalar
calisildigindan, diger ¢aligmalarla ortaya ¢ikan bu farkliligin bolgesel farkliliga bagh

olabilecegi dngdriilmektedir.

Beyaz irkta fonksiyonel CYP2D6 *1 (%34.,4) ve *2 (%?28,7) allellerinin toplam
frekans degeri %63,1° dir. Bu ¢alismada ise, Tiirk toplumunda CYP2D6 *1 (37,6) ve
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*2 (24,8) allellerinin toplam frekans degeri %62,4’diir. Suudi Arabistanlilar,
Afrikalilar ve Asyalilarda ise CYP2D6 *1 ve *2 allellerinin toplam frekans degeri
sirastyla, (%60,1), (%57,1), (%59,8)’ dir. Her ne kadar Asya ve Orta Dogu ile
etkilesim halinde olsa bile Tiirk toplumunun CYP2D6 *1 ve *2 allel frekans

degerlerinin Beyaz irk frekans degerlerine yakin oldugu goériilmektedir.

Bu calismada, frekans dagilimi SPSS veri analiz yontemleriyle belirlenmistir.
Hizli metabolizor (UM) fenotiplerin frekans dagiliminin (%3,13) oldugu ve
Avrupadaki ¢ogu iilkede tespit edilen frekans dagilimina (%2-3) benzer oldugu
goriilmistiir. Tiirk toplumunda Serin ve ark. tarafindan bildirilen UM fenotip
bireylerin frekans dagilimi %4, Aynacioglu ve ark tarafindan bildirilen frekans
dagilimi ise %8,66 olarak bildirilmistir. Yukarida da bahsedildigi gibi, bu ¢alismayla
diger calismalarla ortaya cikan farkliligin bolgesel ve teshis yonteminin farkliligina

bagli olabilecegi ongoriilmektedir.

Sonug olarak, bu g¢alismada Tiirk toplumunda ki CYP2D6 fenotip ve allel
frekanslar1 belirlenmistir. Buna gore, Tiirk toplumunda gozlemlenen fonksiyonu
azalmis ve non-fonksiyonel CYP2D6 allelleri iginde *3, *4, *5, *6, *9, *41 allel
varyantlariin frekans dagilimi Beyaz irkinda gozlemlenen frekans dagilimi ile
benzer bulunmustur. Beyaz irkinda oldugu gibi Tiitk toplumunda da fonksiyonu
azalmig CYP2D6 allelleri icinde *41 ve fonksiyonel olmayan alleller i¢inde de *4
alleli en yiiksek frekans dagiliminda bulunmustur. Bununla beraber, Tiirk
popiilasyonunda ki PM (%2,08) ve IM (%12,5) fenotiplerinin frekans dagilimlar
Beyaz wkinda gozlemlenen PM (%7,5) ve IM (%6) fenotiplerinin frekans
dagilimlarindan belirgin bir bi¢imde farklilik gdstermistir.

Tiirk toplumu acisindan CYP2D6 fenotip frekans dagilimlarmin ve allel
frekanslarinin tespiti bolgesel farkliliklarin ortaya konmasinda ve tedavi izleminde
yol gosterici olacaktir. Ayrica, yakin gelecek bizlere Sitokrom p450 gen ailesi
tizerinde yapilan ¢alismalarin ve ortaya konan c¢abalarin hem klinik hem de pratikte

ne kadar kullanilabilecegini gosterecektir.
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15



EK 2
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MANISA CELAL BAYAR UNIVERSITESI
Saglik Bilimleri Enstitiisii
Yiiksek Lisans/Doktora Tez Galismasi Orijinallik Raporu

Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dali Baskanligrna
Tez Ad1: Noropsikiyatrik hastalarda CYP2D6 gen polimorfizmlerinin aragtirilmasi

Tezime iliskin 01/02/2019 tarihinde yapilan Turnitin adli intihal tespit
programindan asagida belirtilen filtrelemeler uygulanarak alinmis olan orijinallik
raporuna gore, tezimin benzerlik orani % 6‘dir.

Belirtilen azami benzerlik oranlarina gére tez calismamin herhangi bir intihal
icermedigini; aksinin tespit edilecegi muhtemel durumda dogabilecek her tiirlii hukuki
sorumlulugu kabul ettigimi ve yukarida vermis oldugum bilgilerin dogru oldugunu
beyan ederim.

05/02/2019

Adi Soyadi : Safa Can POLAngv\ PM
Ogrenci No 1151353001
Anabilim Dali : Tibbi Biyoloji
Programi : Tibbi Biyoloji

DANISMAN O

UYGPNDUR.
Prof. Dr. . Sirri
A

Agiklamalar
1-Tez Calismas Orjinallik Raporu (TGOR), TURNITIN intihal Tespit Programi kullanimi icin kisisel hesap alma hakki bulunan tez danismanlari,
Enstitilerde gorevlendirilen personeller, Kiitiiphane ve Doki Daire Baskanlig'nda gorevlendirilen kiitiphaneciler tarafindan
alinir,
2-Sayfa sayisi 400'den az olan tezler igin tez savunmasindan once ve basarili olmasi durumunda diizeltmelerden sonra olmak iizere 2 kez
TCOR alinir.(400 sayfadan fazla olan tezler 400 ve katlan seklinde béliinerek Turnitin veri tab ikl i gerekmektedir. Bu gibi

durumlarda benzerlik oraninin hesaplanmasina iliskin detayh forma, kiitiiphane web sayfasinda bulunan Turnitin kullanim kilavuzlarinin
altindan erisilebilir.)

3-TCOR, tezin yalnizca Kapak Sayfasi, Giris, Ana Bslimler ve Sonug bélimlerinden olusan kisminin tek bir dosya olarak intihal tespit
programina yiiklenmesi ile alinir.

Programa yiikleme yapilirken Dosya Baslig (document title) olarak tez bashiginin tamam, Yazar Adi (author’s first name) olarak ogrencinin
ady, Yazar Soyadi (author’s last name) olarak 6grencinin soyadi bilgisi yazilir.

4- TURNITIN Intihal tespit programina yiikl dosy stiregl inde, ilgili progi Jaki filtreleme secenekleri asagidaki sekilde
ayarlanir: - Kaynakga harig, - Alintilar harig, - 5 kelimeden daha az értigsme igeren metin kisimlari harig (Limit match sizeto 5 words)
S-Istege bagl ayarlar kismindan; “Odevleri suraya génder?” i mutlaka DEPO YOK seklinde isar gerek ir; aksi
durumda ayni tezin ikinci kez yiiklenmesi durumunda benzerlik %100 ¢ikacaktir ve depodan tezi silmek gok uzun siireg gerektirecektir.

6- Raporl islemi dik sonra, kaydedilmis olan ekranin gériintiisiini sag st késesinde yizdelik sayi olarak belirtilen
“benzerlik orani,” raporlamaya tabi tutulmus olan dosyanin “toplam sayfa sayisi” ve raporlama isleminin yapildigi “tarih” bilgisi, “Yiiksek
Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu” formuna islenir.

7- Benzerlik oraninda tim sorumluluk égrenciye aittir.

8-Tez savunma sinavi sonrasinda basanli bulunan 6grenci, tez sinawi tarihi da tezde yapilmis muhtemel degisiklikleri
igeren dosya kullanilarak alinmis ikinci bir intihal raporundaki bilgiler kullanifarak hazirlanmig ve tez d find. ylanarak
imzalanmis ikinci bir “Yiiksek Lisans/Doktora Tez Calismasi Orjinallik Raporu’nu Enstitilye teslim etmekle yikimlidir.

9-Turnitin Hakkinda Bilgiler: http://kutuphane.cbu.edu.tr/turnitin.9370.tr.html
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Gocuk S38b ve Hastakklan AD d o Saihk Ailimlert Fakilltest Ebalk BHamE \}é‘b“ O 0
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e "
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