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1. GIRIS VE AMAC

Genetik arastirmalarin 6nemi anlasildiktan sonra sayisiz bilimsel ¢alisma yapilmis ve
bireye 6zgl tedavi giindeme gelmistir. Tiim bu c¢abanin tek sebebi insan sagligini
korumak ve yasamsal degerlerin kalitesini daimi tutmaktir. Ilag veya yabanci bir
madde viicuda alindiginda organizmada etkilesime ugramaktadir. Bu nedenle viicuda
alman herhangi bir maddenin etkilesti§i yerde biyoloji, kimya, toksikoloji,
farmakoloji, tip bilimleri; kisacas1 insana ve maddeye 6zgii tiim bilim dallar1 devreye
girmektedir ve maddenin insana etki ettigi siirecte meydana gelebilecek her tiirli
neticenin bilinmesi hedeflenmektedir. Giiniimiiz bilim diinyasinda nanobilim hizla
ilerlemekte ve tim yasamsal faaliyetler, davranislar dahi atalarimizla
iliskilendirilmeye ¢alisilmakta iken, madde-insan etkilesimi igin de, genetikten soz
etmemek miimkiin olmamaktadir. Viicuda giren maddenin genetik farkliliklardan
nasil etkilendigi sorusuna yillardir ¢6ziim aranmaya ¢alisilmakta ve gen cesitliliginin
siirsizliginda yapilan bu calismalar, giiniimiizde de tiim hiz1 ile ilerlemeye devam
etmektedir. Ilag etken maddeleri ile yapilan galismalar, insana dair yapilan
incelemelerin 6nde gelenlerindendir. Gerek tedavi amach kullanilan maddeler,
gerekse istismar amagl kullanilan maddeler, organizmada pek c¢ok farkli netice
gosterebilmektedir (Leon, J. ve ark. 2006; Meyer U.A., 2000). Bu farklilik, basta
genetik cesitlilik olmak {izere, alinan doz, yas, cinsiyet, patolojik ve c¢evresel
kosullardan etkilenmektedir (Labbé, L.,ve ark. 2000). Kisiler aras1 farkliligi ortadan
kaldirmak miimkiin olamayacagindan, maddenin insanda meydana getirdigi bireysel
etkinin diizenlenmesi i¢in, kisiye 0Ozgii tedavi yontemleri gelistirilmeye

calisilmaktadir. Ancak, bireysel tedavi yontemlerinin biit¢esinin ve siiresinin simdilik



sinirlandirilmasi gerektiginden, ¢alismalar genellikle popiilasyonlara yonelik olacak
sekilde bi¢imlendirilmeye c¢alisilmaktadir. Boylelikle hem etkin tedavi hem de

ekonomik kosullar saglanmis olacaktir (Seeringer, A. ve ark. 2008).

Viicuda alinan bir maddenin biyotransformasyon siirecinde karsilagtigi enzimlerin
basinda CYP450 enzim ailesi gelmektedir. Bu ailenin en énemli enzimlerinden biri
ise CYP2D6 enzimidir ve 100’{in {izerinde alt gruptan olusmaktadir (Hasler, J.A. ve
ark, 1999). Bu da Kkisilerin, ayn1 dozda maddeden, farkli sekilde etkilenebilecegi
anlamina gelmektedir. Etkinin anlagilmasinin yollarindan birini genetik arastirmalar
olusturmaktadir; onu tamamlayan ve fenotipte meydana gelen etkiyi gozlemlemeyi
saglayan diger disiplinlerden biri ise toksikolojidir.

Bu caligmada yukarida s6zii edilen madde-insan etkilesimi, farmakogenetik boyutu

ile irdelenecek ve genetik ile toksikoloji biliminin kesistigi bir arastirma sunulacaktir.

Calismanin amaci, CYP2D6 enzimi ile metabolize edilen risperidon, olanzapin ve
sertralin ila¢ etken maddelerini kullanan psikiyatrik hastalar1 gen kopya sayilari,
CYP2D6*3 ve *4 tek niikleotid polimorfizmi, idrar ve kandaki madde ve metabolit
konsantrasyonlari yoniinden inceleyerek farmakogenetigin adli bilimlerle olan

iliskisini ortaya koymaktir.



2. GENEL BILGI

2.1. Sitokrom P450 (CYP450) Enzim Sistemi

CYP450, ilk kez, si¢an karacigerinden mikrozom fraksiyonlar ile spektrofotometrik
caligmalar yapan Martin Klingenberg tarafindan tanimlanmistir. Sistem, katalitik
fonksiyonlar1 bilinmeden 6nce spektral 6zellikleri ile bilinmekteydi. Bu gruptaki
proteinlerin, kendine has bir absorbans spektrumu vardir. Endoplazmik retikulum
vesikiillerinden hazirlanan mikrozom siispansiyonundan CO, gaz1 gegirildikten sonra
indirgeyici bir ajan eklendiginde spesifik bir absorbans spektrumu gozlenir. Bu
islem esnasinda indirgenmis “hem” proteinine CO; baglanir ve 450 nm.” de en
yiiksek absorbans elde edilir (Sekil 2.1). Okaryotik hiicrelerde P450’ lerin herbiri,
demir-protoporfirin IX ile yaklasik 500 amino asit icermektedir (Hasler, J.A. ve ark,
1999). Sitokrom P450 (CYP450) monooksijenaz enzim sistemi; steroidler, yag
asitleri, prostaglandinler ve diger bircok dogal bilesiklerin oldugu kadar
karsinojenlerin, ksenobiyotiklerin metabolize edilmesinden de sorumlu olan “heme-
thiolate” yapisinda enzimlerden olugmaktadir ve genellikle elektron transport

zincirinde terminal oksidaz olarak etki ederler (Nelson, D., 2003).

CYP450 enzimlerinin katalizledigi genel reaksiyon asagidaki gibidir;

NADPH + H" + O, + RH —> NADP" + H,0 +R-OH



Bu reaksiyondaki substrat (R), bir steroid, yag asidi, ilag veya karsinojen olabilir. Iki
oksijen atomundan yalnizca biri substrata katildigi igin, bu reaksiyona
monooksijenaz reaksiyonu ve bu enzimlere de CYP450 monooksijenaz enzimleri adi

verilir (Hasler, J.A. ve ark 1999; Ozerol, E., 1996; Nelson, D., 2003).

Ahsorbans

420 440 460 480 nm

Sekil 2.1. Karbon monoksit bagli CYP450° nin absorbans egrisi, (Ozerol, E. 1996).

CYP450 monooksijenaz enzimleri, 6karyotik P450 sistemlerinde iki bilesen halinde
bulunmaktadir. Bunlar; FAD (Flavin Adenin Diniikleotid) ve FMN (Flavin Mono
Niikleotid) igeren bir NADPH-P450 rediiktaz ve CYP450 enzimleridir. CYP450
enzimine elektron akisi, NADPH-P450 rediiktaz sistemi ile saglanmaktadir.
NADPH-CYP450 rediiktaz enzimi membrana hidrofobik ucuyla baglidir. CYP450

enzimi ise endoplazmik retikulum membranina daha derin baglanmistir.



Monooksijenasyon reaksiyonunda toplam 2 elektron (e7) gereklidir. Elektronlar
CYP450 molekiiliine tek tek transfer edilir. Hidroksilasyon (monooksijenasyon)
reaksiyonunun gerceklesmesi sirasinda, oksijenin “hem” demirine baglanabilmesi
icin hem’ deki demir, ferri (Fe*®) formundan ferro (Fe*?) formuna indirgenmelidir.

Molekiiler oksijen atomlarindan biri substrata baglanirken, digeri de suyu meydana

getirir (Sekil 2.2).
Uriin (SOH)
HOH F-iﬂl]»{-‘\?J'
P450.Fe3+ §-02-
(oksidize) .
Ikincie-
Substrat (S) R
T P450-F&+
P450-Fet* 1
'| S1 0,
S
ke P450-Fe2+
P450.Fel+ 5
| 02
S /
0,

Sekil 2.2. CYP450 sisteminin reaksiyon basamaklari (Ozerol, E. 1996).



2.2. CYP2D6 Enzimi

1970’ lerde Ingiltere’de ve Almanya’da iki ayri arastirma grubu, sempatolitik
antihipertansif bir ilag olan debrisokuini ve antiaritmik bir ila¢ olan sparteini
kullanan bir grup hastanin ciddi yan etkiler gosterdiklerini gdzlemlemislerdir. Her
iki iilkedeki arastirmalarda, kisilerdeki, ilaci okside etme kusurlari ve metabolik
kusurlarin, otozomal resesif olarak kalitilan bir genin kontrolii altinda oldugu
goriilmiistiir. Kisa bir siire sonra her iki ilacin da metabolik kusurunun ayni genin
mutasyonu sonucu olusan enzime ait oldugu anlagilmistir. Daha sonra bufuralol ve
metaprolol gibi diger ilaglarin da ayni kusurlu enzime sahip kisilerde metabolize
edilemedigi belirlenmistir. Insan karaciger mikrozomlariyla yapilan ¢aligmalar, zayif
metabolizor fenotipine sebep olan hasarli CYP450 enzimlerinin varligin
gostermistir. Spesifik olarak 50 kDa’ lik proteinin zayif kisilerin karaciger
orneklerinde bulunmayisi ile ispatlanmstir. Bu biyokimyasal karekterizasyonlar
takiben Gonzales, 1988’ de CYP2D ailesinin anlatim yapan tiyesi olan ve CYP2D6
olarak adlandirilan lokusunu izole etmistir. Biyokimyasal kanitlara dayanarak 22q
13.1 kromozomunda lokalize olan 2D6 geni ile spartein oksidasyonunu kusurlu
yapan enzimin geninin ayni gen oldugu dogrulanmis ve bunun 2D6 geninin
polimorfizminden kaynaklandigi kanitlaninca, s6zkonusu mutasyonlar debrisokuin/
spartein ~ polimorfizmi  olarak  adlandirilmistir, CYP2D6  enzimine de
debrisokuin/spartein hidroksilaz enzimi denmistir. 1989’ da Kimura ve arkadaslari
tarafindan CYP2D lokusu izole edilerek dizini belirlenmis ve mutasyonlu aleller,
RFLP teknigi ile tespit edilmistir (Kimura, S. ve ark. 1989; Daly, A.K., 2003;

Zanger, U.M. ve ark. 2004). O donemlerin modern biyomedikal laboratuvarlarinin,



aranilan yeni teknigi haline gelmis olan PCR teknolojisi ile birlikte, alele 6zgii ilk
CYP2D6 PCR testleri Heim ve Meyer tarafindan 1990’ da gergeklestirilmistir (Heim,
M. ve Meyer, U.A., 1990). Fonksiyonel olmayan protein {iriinlinlerini veya
artan/azalan fonksiyona sebep olan protein iiriinlerini sentezleyen aleller, sonradan
bulunmustur.  Genotip-fenotip iliskisine dayali ¢ok sayida ¢alisma ve ilag
metabolizasyonunun kisiler aras1 gesitliligini gosteren ¢alismalar yapilmistir

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

2.2.1. 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 Kimura
ve ark. tarafindan izole edilmis ve baz dizini belirlenmistir. Bu lokus, 22.
kromozomun uzun kolu tizerinde, olduk¢a homolog {i¢ gen igerir (Kimura, S. ve ark.
1989; Gaedigk, A. ve ark. 1991) (Sekil 2.3). 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. CYP2DS8P, pekcok delesyon ve insersiyonlar i¢eren gercek bir psddogendir
ve okuma ¢ergevesi kapalidir. CYP2D7P geni ise, CYP2DS8P’ ye gore CYP2D6’ ya
daha benzerdir. 1Ilk eksonunda sadece bir tane T138 insersiyonu icerir ve bu
insersiyon okuma cercevesini degistirerek translasyonun erken sonlanmasina sebep
olur. Dolayst ile CYP2D7P de bir psddogen olarak kabul edilir. Sekil 2.3’de
belirtildigi gibi, CYP2D8P ve CYP2D7P genleri psddogendir, CYP2D6 geni ise
fonksiyonel bir gendir. Genin iiriinii olan CYP2D6 enziminin protein dizini Ek 1’de

gosterildigi gibidir.



CYP2DSP CYP2D7P CYP2D6
2% X\\— -

Sekil 2.3. CYP2D lokusunda bulunan genler (Endrizzi, K. ve ark. 2002).

2.2.2. CYP2D6 Enzim Aktivitesi ve Polimorfizmi

CYP2D6, metabolize ettigi 70’ in iizerinde ilag olmas1 sebebiyle 6nemli bir enzimdir
ve belki de bu 6zelligi nedeniyle, en ¢ok c¢alisilan enzimdir (Nelson, D. 2003).
Opiatlar, noroleptikler, antidepresanlar, p-blokerler v.b. maddeler, CYP2D6
enziminin baslica substratlaridir (Zackrisson, A.L. ve ark. 2004; McKinnon, R.A. ve
Evans, A.M. 2000). CYP2D6 enziminin metabolize ettigi ilaglardan bazilar1 Tablo

2.1’de goriilmektedir (Agikkol M. ve Mercan S., 2011; Bertilsson L., 2002).

Enzimi kodlayan genin 100’ den fazla farkli allele sahip oldugu saptanmistir ve konu
ile gelismeler, yeni alleller, aragtirmalar “www.imm.ki.se/CYPalleles/cyp2d6.htm”
adresinde bildirilmektedir. Bu aleller, bir veya daha fazla sayida nokta mutasyonlart,
delesyon, insersiyon, duplikasyon ve multiduplikasyonlar igerebilir (Daly, A.K. ve
ark. 1996a). S0z konusu mutasyonlarin, enzim aktivitesini engellemedigi durumlar
oldugu gibi, inaktif diisik veya yliksek aktiviteli enzim {retimi goriilmesi de
miimkiindiir. CYP2D6*3 aleli, 5. eksonda 2549 A delesyonu sebebiyle inaktif bir
enzim Uretimi yapar ve enzim fonksiyonunu yitirir. CYP2D6*4 aleli, genin, 4.
eksonda 1846 G>A degisimine ugramasi sonucu olusan bir inaktif enzim iretir.
CYP2D6*5 aleli, tiim genin delesyona ugradigi ve hi¢c enzimin lretilmedigi bir

aleldir. CYP2D6*6 ise, 3. eksonda 1707 T delesyonu sonucu inaktif enzim {iretir ve



o da zayif metabolizorlerin yer aldigi gruptadir. Ya da aktif allellerin birden fazla

kopyas1t meydana gelebilir.

Tablo2.1.  CYP2D6 enzimi ile metabolize olan ilag etken maddelerinden bazilari

(Acikkol M. ve Mercan S., 2011; Bertilsson L., 2002)

Tlac grubu Substrat

Antidepresanlar Paroksetin, Fluoksetin, Sitalopram, Sertralin,

Venlafaksin, Amitriptilin, Mianserin,

Klomipramin, Desipramin, imipramin,

Nortriptiline

Antipsikotikler Klorpromazine, Haloperidol, Thioridazine,
Zuclopenthiksol, Perphenazine, Risperidone,

Olanzapin, Klozapin

p-Blokerler Metoprolol, Propranolol, Timolol

Anti-aritmikler Enkainid, Flekainid, Perfeksilen, Propafenon,
Spartein

Diger Ecstasy, Opioids, Codeine, Hydrocodone,

Dihydrocodeine, Bupropion, Deksfenfluramine,

Tramadol
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Mutasyonlarin etkisine gore dort fenotip belirlenmistir. Bunlar; zayif metabolizorler
(PM), orta hizli metabolizérler (IM), normal metabolizérler (EM) ve hizli
metabolizorler (UM) olmak iizere dort gruptan olusmaktadir (Zanger, U.M. ve ark.

2004; Meyer, U.A., 1994; Rogers, J.F. ve ark. 2002).

Zayif Metabolizorler (PM): Beyaz popiilasyonun ortalama %5-10" u yavas
metabolize eden enzim iireten alellere sahiptir. Bu grubun % 93-97.5° inin ise,
CYP2D6 *3, *4, *5 ve *6 alellerine sahip oldugu ifade edilmektedir (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 popiilasyonun zayif metabolizorlerinin %23’ i
CYP2D6*4 aleline sahiptir, % 4’ i ise *5 aleline sahiptir (Heim, M. ve Meyer, U.A.
1990). 208 kisi ile yapilan bir beyaz itk popiilasyonu ¢alismasinda, CYP2D6*5
alelinin sikligr 0.038 bulunmustur (Gaedigk A. 1999). Avrupa popiilasyonunun
yaklasik % 5’ inde ve Oryantal irkin % 1’ inde CYP2D6 enzimi inaktiftir (Daly,
A K., 2003). Zayif metabolizorlerin, normal metabolizérlere gore, ilag plazma
seviyeleri daha yliksek goriliir ve boyle kisiler ters ilag etkisi gostermeye daha

meyillidirler (Sachse, C. ve ark., 1997; Herken, H. ve ark. 2001).

Orta Hizlt Metabolizorler (IM): CYP2D6*9, *10, *17, *36, *41 alelleri icerdikleri
mutasyonlara bagli olarak diisiik aktiviteli enzim iretirler. Ya da iki allelinden biri
inaftif allel, diger fonksiyonel allel ise; boyle fenotipler de IM olarak degerlendirilir

(Zanger, U.M. ve ark 2004).

Normal Metabolizorler (EM): CYP2D6*1, enzimin hi¢gbir mutasyon igermeyen ve
normal fonksiyonunu siirdiiren alelidir. *2, *33, *35 alelleri ise bazi nokta

mutasyonlar igerseler de enzim fonksiyonunda herhangi bir degisiklige neden
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olmazlar ve bu alellere sahip kisiler normal metabolizorler (EM) olarak

adlandirilirlar.

Huizlt Metabolizorler (UM): Bu fenotipe sahip kisilerde CYP2D6 geninin birden
fazla kopyasi bulunmaktadir (Sekil 2.4). Gen duplikasyonu sayisinin 12’ ye kadar
ciktig1 goriilmiistiir Bir ailenin {i¢ iiyesi olan baba ve iki ¢ocugunda bu genin 12
kopyasi tespit edilmistir (Johansson, I. ve ark. 1993; Ingelman-Sundberg, M. 1999).
Beyaz popiilasyonda % 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 gostermez (Linda S.W. ve ark 1998; Zanger,

U.M. ve ark 2004; Lovlie, R. ve ark. 1996).

— CYP2Dg"2

- CYP2D6'2x2
I B S CYP2D6"2x3
- B CYP2D6"2x4

I I S N R o500

Sekil 2.4. CYP2D6*2 alelinin gen duplikasyonu ve UM olusumu (Ingelman

Sundberg M., 2005).
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CYP2D6 enzimi bazi ila¢ etken maddeleri tarafindan inhibe edilmektedir. Bu

inhibitor maddelerden bazilar1 Tablo 2.2’de goriilmektedir. CYP2D6 enzimini
indiikleyen herhangi bir madde bulunmamaktadir. Klinik c¢alismalar depresyon
hastalarina trisiklik antidepresan ile fluoksetinin ayn1 anda verilmesi durumunda, EM
olan bir kisinin PM gibi davrandigim1 gostermistir (Coutts, R.T. ve Urichuk, L.J.,

1999).

Tablo 2.2. CYP2D6 enzimini inhibe eden bazi ilag etken maddeleri (Coutts, R.T.

ve Urichuk, L.J., 1999).

Enzimin adx Enzim inhibitorleri

Amitriptilin, Sitalopram, Klomipramin, Desipramin,
Demetil-sitalopram, O-Demetilkuinidin,
Dihidrokuinidin, Fluoksetin, Flovoksamin, 3-
CYP2D6
Hidroksikuinidin, Norfluoksetin, Paroksetin, Kuinidin,

Sertralin

2.2.3. CYP2D6 Polimorfizmi ile Ilgili Calismalar

Diinyanin pek ¢ok iilkesinde CYP2D6 geninin polimorfizm ¢aligmalar1 yapilmis ve
yapilmaktadir. ilag metabolize eden enzimlerden, bugiine kadar en fazla galisilan

CYP2D6 enzimidir (Meyer, U.A., 1994).
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Hollanda’ da, 241 psikiyatri hastasi ile yapilan ¢aligsmada, hastalarin % 2,5” 1 UM, %
8,3’ 1i ise PM olarak belirlenmistir ve ayn1 ¢alisma, PM’ lerin tedavisinde kullanilan
psikotrop maddeler i¢in doz ayarlamasi yapilirken dikkat edilmesi gerektigini, zira
bu kisilerde ilaglarin etki siiresinin uzadigini vurgulamaktadir (Tamminga, W. ve ark.
2003). Bir diger calismada ise, Italyan popiilasyonunun % 53,3’ {i homozigot EM,
%35°¢ 1 heterozigot EM (alellerinden biri mutant), %3,4° i PM ve % 8,3’ i ise UM
bulunmustur (Scordo, G.M. ve ark. 2004). Zackrisson ve ark.’ nin Isve¢’ de
zehirlenerek dlen 236 kisi ve 281 kontrol grubu ile yaptig1 bir ¢alismanin sonucuna
gore, zehirlenme vakalarinda belirlenen zayif metabolizor yiizdesi (% 4,7), kontrol
grubuna gore (% 8,5) daha azdir. Ayrica CYP2D6*4 aleline postmortem ¢alismada
anlamli bir sekilde az rastlanmustir (Zackrisson, A.L. ve ark. 2004).

Avrupa popiilasyonundan 672 kisinin katildigir bir c¢alisma neticesinde, 48 nokta
mutasyonu belirlenmis ve popiilasyonun % 87’ sinin CYP2D6*1 (EM), CYP2D6*2
(EM), CYP2D6*4 (PM) ve CYP2D6*5 (PM) alellerine sahip oldugu tespit edilmistir

(Marez, D. ve ark. 1997).

Otani K ve ark (2008) 202 Japon metamfetamin bagimlist ve 337 Japon kontrol
gurubu ile bir calisma gerceklestirmis ve CYP2D6*1, *4, *5, *10 ve *14 allellerini
genotiplendirmislerdir, her iki ¢aligma grubunda da *4’e rastlamamislardir ve sonug
olarak metamfetamin bagimliligi ile CYP2D6 geni arasinda anlamli bir iliski
bulmuslardir. Kontrol grubu ile karsilastirildiginda bagimlilarin daha az *10 ve *14
allelerine sahip olduklarini tespit etmislerdir. Bagimlilar arasinda hi¢ zayif
metabolizoér olmadigin1 ve orta hizli metabolizorlerin sayisinin da kontrol grubuna

nazaran daha az oldugunu bulmuslardir (Otani K. ve ark., 2008).
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Ulkemizde, psikiyatri hastalar1 ile yapilan bir calisma neticesinde, psikiyatrik
tedavide kullanilan ve CYP2D6 ile metabolize edilen maddeler i¢in hastalarin %
1,45’ i zayif metabolizor olarak, % 10,29’ u ise hizli metabolizor olarak saptanmistir
(Herken, H. ve ark. 2001). Benzer bir ¢alismada, Agikkol, M. ve Mercan, S. (2011)
49 opiyat bagimlist ve 34 kontrol grubu ile yaptiklar1 calismada opiyat
bagimlilarinda CYP2D6*4 ve *6 allerinin frekanslarim1 sirasiyla %8,2 ve %3,2;

kontrol grubunda ise %10,5 ve %1,5 bulmuslar (A¢ikkol, M. ve Mercan, S., 2011).

Bunun yani sira, {ilkemizde 404 Ornekle yapilan calismanin sonucunda, en sik
rastlanan allelin CYP2D6*1 (EM) oldugu bulunmustur. 0,37 olarak tespit edilen bu
allel frekansinin disinda, CYP2D6*2 (EM) allelinin sikligi, 0,35 olarak tespit
edilirken, CYP2D6*4 (PM), 0,11 siklikta gdzlenmis, CYP2D6*5 (PM) alleli ise % 1
siklikta gorlilmiistiir. UM’ lerin orani ise, % 8,66 olarak belirlenmistir (Aynacioglu,
S.A. ve ark., 1999). Koseler A. ve ark. (2007) Tiirk popiilasyonunda CYP2D6*4
allelinin en sik rastlanan mutant allel oldugunu bildirmistir (Koseler A. ve ark.,
2007). Aydin M. ve ark (2005) ise yaptiklart ¢alismada Tirkiye’de CYP2D6%*4

frekansini %15; *3 frekansini %2,5 olarak bildirmislerdir (Aydin M ve ark., 2005).

2.3. Biyotransformasyon

Cesitli yollarla organizmaya giren her tiirlii yabanct maddeye ksenobiyotik denir.
Ksenobiyotiklerin basinda, ilaglar, besinlerle alinan boya maddeleleri, antioksidanlar,
sigara dumani, cevresel atiklar gelir. Ilaclarin ve herhangi bir yolla viicuda alinan
yabanci maddelerin, enzimlerin etkisiyle kimyasal degisikliklere ugrayarak, yeni

bilesiklere donlismesine biyotransformasyon (metabolizasyon) denir.
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Biyotransformasyonun amaci, maddeleri, daha polar bilesikler haline getirerek,
viicuttan atihmini  kolaylastirmaktir. Biyotransformasyon sonucu maddeler,
genellikle daha az etkili veya etkisiz bilesikler haline getirildiginden, reaksiyonlarin
coguna genellikle biyoinaktivasyon veya detoksikasyon (zehirsizlenme) da denir.
Ancak bazen ilaglar biyotransformasyon sonucu daha etkili (kodein’in morfine
donlismesi  gibi), bilesikler haline doniisebilecegi i¢in, bu reaksiyonlara
detoksifikasyon  reaksiyonlart demek her zaman dogru  olmayabilir.
Biyotransformasyon ile maddelerin lipid/su partisyon katsayilari azalir ve sudaki
¢Oziiniirliikleri artarak viicuttan daha kolay atilirlar. Biyotransformasyon yapan
enzimlerin bazilari, az veya ¢ok, tiim hiicrelerde bulunur. Biiyiik kismi ise spesifik
olarak belirli organlarda (karaciger, GIS mukoza ve liimeni, bobrek, akciger ve diger
yapilarda) bulunurlar. Metabolizmada basrol oynayan organ karacigerdir. Burada en
onemli fraksiyon ise mikrozomal enzimlerdir (Murray, R.K. ve ark., 1993;

Parkinson, A., 2001).

2.3.1. Biyotransformasyonda bilinmesi gereken temel kavramlar

Farmakokinetik:  Ilacin absorbsiyonu, dagilimi, metabolizasyonu ve atilim
stirecinin kantitatif olarak arastirilmasi ve karakterizasyonudur. Bu, biyokimyasal
proseslerin yogunlugu ile terapotik ve advers etki siireleri arasindaki iliski ile
ilgilidir.

Biyoyararlanim: Sistemik dolasima ulasan ila¢ dozudur.

Dagihm: Bir ilacin merkezi kompartimandan periferal kompartimana, dokuya

tasinma oranidir.
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Eliminasyon: Bir ilacin metabolizasyon oranidir, genellikle yarilanma 6mrii olarak
belirtilir. Akciger ve bobreklerde de ekstrahepatik metabolizasyon meydana
gelmesine ragmen antipsikotikler i¢in genellikle hepatiktir.

Kararh durum (steady state): Giinliik alinan ila¢ miktarinin elimine edilen giinliik

ila¢ miktarina esit olmasi1 durumudur (Sharif, Z.A., 2003).

2.3.2. Ksenobiyotiklerin Biyotransformasyon Mekanizmasi

Ksenobiyotiklerin metabolizasyon reaksiyonlari, Faz I ve Faz II reaksiyonlar1 olmak
tizere iki genel grupta toplanirlar.

Faz I Reaksiyonlari

Bu reaksiyonlarin amaci, molekiile hidroksil, karboksil, amino ve tiyol gibi polar bir
fonksiyonel grup kazandirmaktir. Boylece maddeler daha polar bilesikler halini alir.
Bu, hidroksilasyon reaksiyonlarinda oldugu gibi, molekiile yeni bir fonksiyonel grup
katmak veya var olan bir fonksiyonel grubu degistirmek seklinde olur. Bu sekilde,
molekiil daha polar ve daha kolay atilabilir hale gelir. Faz I reaksiyon metabolitleri,
cogunlukla Faz II reaksiyonlar1 i¢in substrat olarak kullanilirlar (Rollas, S., 1992;
Vural, N.,1996 ; Murray, R.K. ve ark., 1993; Ozyazgan, S., 2002; Parkinson, A.,
2001).

Faz I Reaksiyonlari;

. Oksidasyon

. Rediiksiyon

. Hidroliz, olmak iizere {i¢ ana gruba ayrilir.

Oksidasyon: Metabolizasyon reaksiyonlarinin en Onemlisi  oksidasyondur.

Oksidasyonu  katalizleyen  enzimler,  oksidazlar, = monooksijenazlar  ve
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dioksijenazlardir. Oksidasyonun gerceklesmesi i¢in, molekiiler oksijen ve
rediiklenmis nikotinamid adenosin dintikleotidfosfat (NADPH) gereklidir. Oksijenin
bir atomu substrata baglanirken digeri ise, su olusturmak tizere kullanilir.
Rediiksiyon: Fonksiyonel grup olarak karbonil, azo, disiilfiir, siilfoksit, alken ve nitro
grubu iceren ksenobiyotiklerin biyorediiksiyonu ile alkol ve amin tiirevi metabolitler
meydana gelir. Indirgenme reaksiyonlari, bir ksenobiyotigin detoksifikasyon yolu
olabildigi gibi, cogu kez daha toksik ve ara aktif metabolitler olusmasina sebep
olabilir.

Hidroliz: Ester veya amid, epoksit grubu tasiyan ilaglarin, en Onemli
biyotransformasyon yolaklaridir. Sonugta, molekiilde Faz II reaksiyonlarinin
yiirliyebilecegi alkol, fenol, karboksilli asit ve amin gibi fonksiyonel gruplar olusur.
Hidroliz, diger detoksikasyon reaksiyonlari ile yarisir. Hidroliz enzimleri hem
mikrozomlarda hem de mitokondrilerde bulunurlar.  Hidrolazlar; amidazlar,
esterazlar, epoksit hidrolazlar ve DDT-klorinazlar olmak {izere siniflandirilabilirler.
Ayrica karsilikli olarak, amidazlar, esterleri; esterazlar da amidleri hidroliz edebilir
(Rollas, S., 1992; Vural, N.,1996 ; Murray, R.K. ve ark., 1993; Ozyazgan, S., 2002;

Parkinson, A., 2001).

Faz II (konjugasyon) Reaksiyonlar:

Molekiile kiiciik, polar, iyonize olabilen gruplarin, enzimatik olarak katildigi, bir
anlamda sentez reaksiyonlaridir. Bu reaksiyonlar1 katalize eden enzimler,
transferazlar olarak bilinirler. Reaksiyonlar sonucu olusan konjugatlar (Faz II
metaboliti), cogunlukla idrarla atilirlar. Konjugasyonlar, genellikle Faz I

reaksiyonlar1 sonucu, molekiile kazandirilmis fonksiyonel gruplar iizerinden yiiriir ve
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sonugta suda c¢oziinen, aktivite ve toksisitesini kaybetmis {iriinler olusur.
Konjugasyon reaksiyonlari, kimyasal maddelelerin organizmadaki glukuronik asit,
amino asitler, metil grubu, siilfat ve asetil grubu tasiyan endojen maddelerle
birlesmesi neticesinde olusur. Hidroksil, amino, karboksil, epoksit veya halojen
grubu igeren ksenobiyotikler, Faz I reaksiyonlar1 sonucu olusan metabolitler veya
bircok dogal maddeler, konjugasyon reaksiyonlari sonucu, daha polar ozellik
kazanarak atilima ugrarlar. Ancak, her zaman bu mekanizma diizenli olarak islemez.
Bazi maddeleler direkt Faz I sonucu atilima ugrarken, bazilar1 her iki basamaktan da
gecerek metabolize olur veya hi¢ Faz I’ e ugramaksizin dogrudan konjugasyonla

polar hale gelir ve atilir (Sekil 2.5).

Metabolizma
Absorpsiyon Reaksiyonlari _ Atilim
Faz | Faz Il
i » i (Degismemis ilag)
llag » i » i’ » i ' (Faz I reaksiyon tiriinii: Metabolit)
> " » i " (Faz I ve Faz II reaksiyon iiriinii:
. Metabolit konjugati)
1 s
L 1" (Faz Il reaksiyon Uriini:
Ilacin konjugati)
Lipofilik » Hidrofilik

Sekil 2.5. ilag etken maddelerinin Faz I ve Faz II reaksiyonlari sonucu olas1 atilim
sekilleri
Konjugasyon reaksiyonlar1 ve bu reaksiyonlar1 gerceklestiren enzimlerin genel

siiflandirmasi asagidaki gibidir:
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Glukuronik asidle birlesme: UDP- glukuronil transferaz (UGT) enzimi araciligiyla
yapilir.

N- metilasyon: N- metil transferaz enzimleri tarafindan yapilir.

O- metilasyon: O- metil transferaz enzimi ile yapilir.

N- asetilasyon: N- asetil transferaz (NAT) enzimleri tarafindan yapilir.

Siilfat ile konjugasyon (siilfatasyon): Siilfotransferaz enzimi ile katalizlenir.
Glutation ile konjugasyon: Bu olay “glutation- S- transferaz *“ enzimi ile
katalizlenir.

Amino asitle konjugasyon: Ilaclar burada glisin veya glutamin ile konjuge edilirler.
Diger konjugasyonlar: Purin ve pirimidin analogu ilaglar, riboz ve riboz fosfatlarla
ribonukleozid ve ribonukleotid konjugatlarina doniistiiriiliirler.

(Rollas, S., 1992; Vural, N.,1996 ; Murray, R.K. ve ark., 1993; Ozyazgan, S., 2002;

Parkinson, A., 2001).

2.4. Polimorfizm ve Tek Niikleotid Polimorfizmi (SNP)

Insan genom projesi, insan genlerindeki polimorfizmin varlig: ile ilgili, daha gok
bilgi edinilmesini saglamustir. Insamin genetik polimorfizmine bakilarak, ilag
dozlarinin kisiye gore belirlenmesi, gelecekte uygulanabilecek yontemlerdendir.
Diger genlerle kiyaslandiginda, ila¢ ve ksenobiyotikleri metabolize eden enzimleri
treten genlerin polimorfizmi ve bunun fonksiyonel anlami en yaygin, en iyi
anlagilanlardir. Insan genom projesinin sonuglanmasiyla, 30.000 dolayinda gen

ortaya konmustur ve genom iizerinde ortalama bir hesapla her 2000-2500 niikleotitte
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bir, bireyler arasinda degisiklige neden olan tek niikleotid polimorfizmi (SNP)
bulundugu 6ngorilmektedir (Ingelman-Sundberg, M., 2001).

Farmakogenetik alaninda yaygin kabul goren sekliyle, normal popiilasyonda bir
karakter icin iki veya daha fazla fenotip bulunuyorsa ve bu fenotiplerden her biri,
%1’den daha biiytik siklikta goriiliiyorsa, bu duruma genetik polimorfizm adi verilir
(Ingelman-Sundberg M., 2001). Polimorfizmin biiyiikk ¢ogunlugunu tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP’ ler) olusturmaktadir. 5- 15 milyon civarinda oldugu
diistiniilen SNP* lerin yalmizca % 1° 1 fonksiyonel degisiklige yol agar ve
insanlararasi ¢esitlilgi saglar. Bu da 100.000 civarinda polimorfik bolgeye karsilik

gelmektedir (Sadée, W., 1999).

2.5. Farmakogenetigin tarihcesi

Klinisyenlerin kendi ilaglarin1 kendilerinin hazirladigi dénemlerde, Voltaire (1694-
1778) “hastalig1 hakkinda higbir sey bilmeyen hastalara”, kesin olarak “bilinmeyen
hastaliklar1” ile ilgili, “bilinmeyen ilaglarin™ verildigini belirtmisti. Giiniimiizde 21.
yiizyilla girmemizle birlikte bu durum, insan biyosisteminin verilen ilaca yiiksek
cesitlilikteki yanitin1 agiklamak iizere heniiz mevcut biyomedikal bilgi olmadig:
seklinde agiklanmaktadir. Tim hastalarin ortalama %30 unun ilag tedavisinden
basarili sonug aldig1, %30’unun etki gérmedigi, %10’unun advers etki gosterdigi ve
%30’unun ise ilaca uyumsuz oldugu bildirilmektedir (Mulder, H., 2007; Aricioglu, F.
ve Cetin, M., 2010). Ayrica, Amerika’da her yil, regete edilen ilaglarin neden oldugu
advers etkiler yiiziinden 106.000 kisinin 61diigii, 2,2 milyon kisinin ise zarar gordigi
bildirilmektedir. Hollanda’da hastaneye basvuran hastalarin basvuru nedeninin

%5,6’s1n1n ilaglarla ilgili oldugu bilinmektedir. Bu rakamlar hastalarin gosterdikleri
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advers etkileri veya tedavi hatalarim1 agiklamayr amaglayan arastirmalarin énemini
vurgulamaktadir (Mulder, H., 2007). Yas, cinsiyet, sigara igme aliskanligi, bobrek ve
karaciger fonksiyonlar1 vb. hastalarin iyilesme siirecini etkileyen etkenlerden
bazilaridir (Sekil 2.6). Ek olarak, genetik diizen de bu konunun en 6nemli
alanlarindan biridir. 1900’lii yillarin baglarinda Archibal Garrod enzim aktivitelerinin
0zel genler tarafindan yonetildigini bildirdi. II. Diinya Savasi boyunca Afrikali
Amerikal1 askerlerinin sitma ilact nedeniyle hemoliz sorunu yasadiklar1 bildirilmistir.
Daha sonra bu advers etkilerin glikoz-6-fosfat dehidrogenaz enziminin genetik
cesitliliginden kaynaklandigi ortaya c¢ikmustir. 1950°lerde tiiberkiiloz ilaci olan

izoniyazidin bazi hastalarda periferal noropati gelistirmistir.

HASTA ILE ILGILI ILAC ILE ILGILI

FAKTORLER FAKTORLER

~ -
¢ Genetik e Doz
e Hastalhklar o Siire
e Beslenme .
e Dozaj zamam

eCevre

i > < o Etki
e Sigara
¢ Alkol e Yolak
*Yas e Dozaj formu
¢ Cinsiyet _J -

CESITLILIK!!!

Sekil 2.6. Hasta ile ilag arasindaki iliskiyi etkileyen faktorler (Mulder, H., 2007).
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Tim bu advers etkilere genetik ¢esitliligin neden oldugu ile ilgili diisiinceler ortaya
¢ikmis ve bu alana yonelen arastirmacilarin sayisi artmistir. Farmakogenetik terimini
ilk kez 1959 yilinda Frederich Vogel tiiretmistir (Mulder, H., 2007). 1970 lerde bir
antihipertansif ajan olan debrisokuin kullanan hastalarin % 10’ unda yan etkiler
meydana gelmistir. Werner Kalow ve diger arastiricilar bu yan etkilerin serum
kolinesteraz, sitokrom P450, N-asetiltransferaz gibi enzimlerin  genetik
polimorfizminden kaynaklandigin1  gostermislerdir. Bu bulgularin  1s181nda,

farmakogenetik ¢alismalar gelismeye devam etmistir (Kalow, W., 2001).
2.6. Advers Ila¢ Reaksiyonu (ADR) ve farmakogenetik

Advers ilag etkisi (ADR), ciddi hastaliklara sebep olabilen veya 6liime yol acabilen,
maddi yiikii de oldukca fazla olan, en temel klinik problemlerden biridir (Ingelman-
Sundberg, M. 2001; Edwards, L.R. ve ark. 2000). ADR, Tip A ve Tip B olmak iizere
genellikle iki ana gruba ayrilir; A tipi (tahmin edilebilir) reaksiyonlar, ilag veya
maddenin farmakolojik bilgilerine dayanarak onceden tahmin edilebilir ve ilacin
veya maddenin, farmakolojik etkisine benzer, ancak, daha abartili etkiler seklinde
goriiliir. B tipi ADR’ de ise, pek¢ok farkli bigimlerde, doz-yanit iligkisine bagh
olmayan, ilacin farmakolojik 6zelliklerinden yola ¢ikildiginda, tahmin edilemeyen
reaksiyonlar goriiliir (Pirmohamed, M. ve Park, K. 2003). Her iki tip ADR’ nin
olusmasinda da genetik yatkinlik olduguna dair kanitlar bulunmaktadir
(Pirmohamed, M. ve Park, K. 2001). ADR’ ye sebep olan ilaglarin biiyiik
cogunlugu, CYP450 enzimleri ile metabolize edildiginden, yan etki olusumu ile ilgili
caligmalar, genellikle CYP450 genleri ve bunlarin polimorfizmi iizerine

yogunlagmustir (Pirmohamed, M. ve Park, K. 2003). ingiltere’ deki bir ¢alismaya
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gore her 25 hastane vakasindan biri advers ila¢ etkisine baghdir ve son yillardaki
caligmalar gostermistir ki; advers ilag etkisinden yilda 106.000 insan &lmekte, 2,2
milyon insan ise zarar gormektedir (Wolf, C.R., 2000). Amerika Birlesik
Devletleri’nde hastaneye yatirilan hastalarda, advers ilag¢ etkisi (ADR) oram1 % 6,7;
Oliimciil ADR oran1 % 0,32 olarak bulunmustur. Bu oran ADR’ yi, ABD’de 6liim
nedenleri igerisinde 4. siraya yerlestirmektedir (Ingelman-Sundberg, M., 2001).

Farmakogenetik ¢alismalar bireyler arasinda, ilaglarin eliminasyonunun ve
etkilerinin genetik farkliliklar nedeniyle degismesini inceleyen ¢alismalardir.
Polimorfik Faz 1 enzimleri ile metabolize edilen ilaglarin %56’ sinda ADR
gozlenmektedir. Bu beklenmeyen reaksiyonlarin % 86’ sindan CYP450 enzimleri
sorumludur (Ingelman-Sundberg, M., 2004; Ingelman-Sundberg, M., 2001). Ilag
yanitindaki bu genetik ¢esitliligin arastirma alaninda yer alan farmakogenetik
arastirmalar, iki ana grupta ele alinmaktadir: birincisi, spesifik geni belirlemek ve
ilacin sebep oldugu yan etkinin gen iiriinii ile iliskisini kurabilmek; ikincisi ise,
genlerin alelik c¢esitliliginin varolan ilaglarin yaniti ile ilgisini belirlemektir (Wolf,
C.R., 2000). Beklenmeyen ilag yan etkileri, zaman zaman hastane kayzitlar1 ile ifade
edilse de, bu konunun kalitim kokenli sistematik ¢alismalar1 1950 lerde baslamustir.
Bazi hastalarda siiksinil kolin alimindan sonra siiregelen bir respiratdr muskiiler

paraliz gelismistir (Sadée, W., 1999).

2.7. Farmakogenetige Adli ve Klinik Yaklasim

CYP2D6 enziminin polimorfizminin insan {izerindeki etkisi pek ¢ok klinik arastirma

ile incelenmesinin yani sira adli olgular ile de degerlendirilmektedir.



24

Kalca agris1 nedeni ile agr1 kesici (300 mg asetaminofen, 15 mg kafein, 30 mg
kodein) tableti aldiktan sonra meydana gelen yan etkiler nedeni ile acil departmanina
getirilen14 yasindaki Angelman sendromlu bir kiz hastanin, bir gece 6nce aldig1 agri
kesici tabletten sonra sikayetlerinin gittikge arttiginin, agrilar1 devam edince ertesi
sabah bir tablet daha agr1 kesici aldiginin ve sabah dozundan sonraki 30 dakika
icinde hastanin kontrolsiiz el-kol hareketleri yapmaya ve soluk almada giigliik
¢ekmeye basladiginin gozlendigi, acil servise getirilen hastaya 0,4 mg nalokson
yapildig1 ve hasta rahatlayinca evine gonderildigi bildirilmektedir. Acil tip klinisyenti,
hastanin CYP2D6 gen duplikasyonu oldugunu diisiinmiis, ancak, hastanin
genotipinin  CYP2D6 *4/*5 oldugu saptanmistir. Bilindigi tlizere CYP2D6*4
fonksiyonel olmayan enzim iretirken, CYP2D6*5 ise gen delesyonu olarak
tanimlanmaktadir ve bu hasta zayif metabolizérdiir. Bu durumda alman kodein
morfine doniisemediginden hastanin agris1 kesilmemistir ve kodeinden kaynakli yan
etkiler ortaya c¢ikmistir. Yani sanilanin aksine hastada narkotik zehirlenme
olmamustir. Ayrica hastanede uygulanan naloksona hastanin pozitif yanit vermesi ise
diisiik dozda verilen naloksanin hastada opiyat analzejisini saglayabilecegi seklinde

aciklanmaktadir (Shaw, K.D. ve ark, 2012).

Kodein zehirlenmesi ile ilgili bir diger olguda ise; 62 yasinda kronik 16semili olan
hastada, oksiiriik sikayeti ile aldig1 tek doz kodeinden sonra solunum depresyonu ve
koma meydana gelmistir. Kodein seviyesi 114 ug/L, kodein-glukuronid seviyesi 361
png/L, morfin seviyesi 80 pg/L, morfin-3-glukuronid seviyesi 580 pg/L, morfin-6-
glukuronid seviyesi ise 136 pg/L bulunmus. Bu bulgulara goére morfin ve

metabolitlerinin normal metabolizdérlerde olmasi gereken seviyelerden ¢ok daha
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yiiksek oldugu bildirilmistir. CYP2D6 genotiplendirmesi sonucu hastanin UM
oldugu tespit edilmistir ve yilksek morfin seviyesinin nedeninin CYP2D6

polimorfizminden kaynaklandig: ispatlanmistir (Gasche Y. ve ark. 2004).

Uzun donem noéroleptik kullanimi tardif diskinezi (TD), akatizi, parkinsonizm gibi
hastaliklar1 tetiklemektedir. Bazi raporlar TD’ye genetik egilim oldugunu
bildirmektedir. Andreassen ve ark. TD gosteren hastalarin TD gostermeyen hastalara
oranla 3 kat daha fazla PM oldugunu bildirmistir. Genetik olarak bozulmus CYP2D6
metabolizmasinin, uzun donem noroleptik ila¢ kullanan hastalarda TD gelismesine
neden olabilecek etkenlerden oldugu disiiniilmektedir (Andreassen, O.A. ve ark.

1997).

Metadon ile tedavi edilen 10 madde bagimlis1i hastaya ortalama 12 giinliik bir
periyotta giinliik 20 mg paroksetin verilmeden dnce ve verildikten sonra metadonun
R ve S formlarinin kararli hal kan konsantrasyonlar1 dl¢lilmiistiir. Bu hastalarin 8’1
CYP2D6 EM iken diger 2’si PM’dir. EM hastalarin hepsinde paroksetinin, her iki
formdaki metadon konsantrasyonunu anlamli bir sekilde arttirdigi goriilmiistiir. Ote
yandan PM’lerde sadece S formunun arttifi goriilmiistiir. Paroksetin giiclii bir
CYP2D6 inhibitoriidiir ve metadon metabolizmasinda CYP2D6 aktif form olan R
enansiyomeri icin stero-selektif olarak metabolizasyonda yer almaktadir (Begré, S.

ve ark. 2002)

Ispanya’daki bagimlilik genetigi calisma grubu, eroin bagimliigi tedavisi gdren
hastalardan CYP2D6 UM genotipine sahip bagimlilarin metadon tedavisinden yeterli

fayda saglayamadiklarini bildirmislerdir (Pérez de los Cobos, J. ve ark., 2007).
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Arastirmalardan birinde, Roberts R.L. ve ark. (2004) CYP2D6 genotipinin yaradilis
ve karakter olusumunda etkili oldugunu, PM genotipine sahip kisilerin
genotiplerinden dolay1 zarardan kaginan kisiler olduklarini tespit etmislerdir. Bu

kisilerin daha az yorulan, daha az belirsizlik korkusu ¢eken, daha az utanga¢ ve daha

yenilik¢i olduklarini bildirmiglerdir (Roberts R.L. ve ark., 2004).

Zackrisson ve ark. (2004) oOliimle sonuglanan, morfin, sertralin, amitriptilin,
nortriptilin, zolpidem, flunitrazepam, mirtazapin gibi maddelerin de yer aldig1 242
zehirlenme olgusunu 281 goniillii ile yaptigi bir ¢alisma ile karsilastirmiglar ve
CYP2D6 PM genotipini post mortem olgularda %4,7; kontrol grubunda ise %8,5

bulmuslar (Zackrisson A.L., 2004).

Bir diger post-mortem ¢alismada ise Koski A ve ark. (2006) 202 postmortem
zehirlenme olgusunun CYP2D6 ve CYP2C19 genotipini belirlemis ve bu olgularin
kanlarindaki amitriptilin ve metabolitlerinin konsantrasyonunu tayin etmislerdir.
Amitriptilinin hidroksilli metabolitlerinin miktar1 ile CYP2D6 gen kopya sayisi
arasinda pozitif korelasyon tespit etmislerdir. Femoral kaninda 60 mg/L amitriptilin
olan bir olgunun fonksiyonel CYP2D6 geninin olmadigini; 202 olgunun %6,7’sinin
her iki CYP2D6 geninin de kusurlu oldugunu, CYP2D6*3 allel frekansinin 0,033;
CYP2D6*4 allel frekansinin ise 0,138 oldugunu bulmuslardir (Koski, A. ve ark.

2006).

Frost J. ve ark (2012) 2003-2011 yillar1 arasinda meydana gelen 1444 post mortem
zehirlenme olgusunun 111°inin femoral kaninda kodein tespit etmis, bunlardan

34’linlin diinya genelinde kabul edilen toksik smirinin {izerinde kodein
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konsantrasyonuna sahip oldugunu bildirmislerdir. Bu olgularin  CYP2D6
genotiplerine bakildiginda; ya UM genotipine rastlanmis ya da EM olan olgularda

kodein ile birlikte baska ilaglar aldiklar1 tespit edilmistir (Frost, J. ve ark., 2012).
2.8. Bireye Ozgii Tedavi Yaklasinm

Giliniimiizde ilag tedavisi hastaliklarin giderilmesinde ka¢inilmaz bir yontemdir.
Secilen yontem kisinin sagligina zarar vermeksizin kisa silirede etkinlik saglamali,
ayni zamanda da maliyeti diisiik olmalidir (Karamustafalioglu, N. ve ark., 1997;
Ingelman-Sundberg, M., 2005; Jenkins, A.J. ve ark., 2009; Uney, K. ve Tras, B.,
2006). Bir hastaligin tedavisinde kullanilan ilaca organizmanin verdigi yanit bireyler
aras1 degisiklik gostermekte ve bu degisiklige yol acan etkenlerin basinda da genetik
faktorler gelmektedir. Ilaglar1 ve ksenobiyotikleri metabolize eden enzimlerin gogu
polimorfiktir ve bu polimorfizme bagli olarak enzim aktivitesinin bireyler ve
toplumlar aras1 farkliliga yol agmasi ¢esitli sorunlarla karsilagiimasini kag¢inilmaz
kilmaktadir (Karamustafalioglu, N. ve ark., 1997; Uney, K. ve Tras, B., 2006; Aring,
E., 2010; Shimada, T. ve ark., 1994). Bu sorunlar arasinda; yetersiz ilag tedavisi,
advers ila¢ etkisi ya da toksik reaksiyonlar, farmakolojik etkinin uzamasi ya da
kisalmasi, ©on ila¢ (prodrug) aktivasyonunun olmamasi, ila¢ etkilesimleri,
metabolizasyonun alternatif yolaklara kaymasi, bazi kronik hastaliklarin ortaya
¢ikmasi, malpraktis gibi degerlendirilen olgularin meydana gelmesi gibi konular

sayilabilmektedir.

Insanda enzim polimorfizminin saptanmasi; genotip belirlenmesi ile ve enzimin

substratlarinin metabolize edilme hizlarinin belirlenerek fenotip tayin edilmesi
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suretiyle karsilastirmali c¢alismalar seklinde gercgeklestirilebilmektedir. Fenotip
caligmalar1, polimorfizmi arastirilan enzimin metabolize ettigi maddelerden birinin
secilerek ilag/metabolit oraninin belirlenmesi seklinde olabilmektedir. Bu ¢alismalar
sayesinde elde edilen bilgiler, klinik gelisime ve adli bilimlere katkida
bulunmaktadir. Son yillarda yayginlasmakta olan, etkin tedavi yollar1 arayisinda
onem arz eden farmakovijilans caligmalari, farmakogenetik arastirmalar ile
desteklenmekte ve gelisimini siirdiirmektedir. Ayrica advers ilag etkilerinin, ilag
etkilesimlerinin, toksik reaksiyonlarin olusmasi, ¢aligmanin adli bilimler yoniinii de
giiclendirmektedir. Advers ilag etkisi goriilen durumlarda genetik farkliligin etkisinin
ortaya cikmasi; beklenmeyen reaksiyonlar1 ve oOliimleri, yanlis doz ayarlanmasi
sonucu meydana gelen kazara zehirlenmeleri, negatif otopsileri, hekim hatas1 oldugu
varsayllan malpraktis vakalarmi, uzun siiren etkisiz ilag¢ tedavilerinin nedenini
aydinlatabilecek bir arag olacaktir (Ingelman-Sundberg, M., 2005; Jenkins, A.J. ve

ark., 2009; Marsh, S., 2008; Bondy, B. ve Spellman, 1., 2007).

[lag yamit1 ve toksisite ile ilgili bireyler arasi gesitliligi en ¢ok en hasta popiilasyonlar
gosterir. Standart dozlarda verilse bile hastalarin azimsanmayacak kismi tiim major
ilag gruplar1 (opiyatlar, trisiklik antidepresanlar, serotonin geri alim inhibitorleri,
ACE inhibitorleri, P-adrenoreseptdr agonistleri, statinler vb.) ig¢in ilaca tepki
gostermez, kismen tepki gosterebilir veya advers drug reaksiyon gosterebilir. Ayni
kiloda olan ve aynm1 dozda ilag alan iki kisinin plazmasindaki ila¢ konsantrasyonu
onemli derecede farklilik gosterebilir. 4301 Hollandali goniillii ile yapilan ¢alismada
kadinlarda CYP2D6 aktivitesinin erkeklere oranla daha yiiksek; CYP2C19

aktivitesinin ise daha diisiik oldugu tespit edilmistir (Tamminga, W. J. ve ark. 1999).
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Genelde ADR’lere ait potansiyel risk faktorleri hastanin yasini, cinsiyetini, eszamanli
hastaligini, eszamanli ila¢ kullanimini, organ hasarim1 (6zellikle karaciger ve
bobrekler) beslenme, sigara ve alkol gibi aligkanliklarin1 kapsamaktadir. Ancak, bir
ilacin absorbsiyonu, dagilimi, metabolizmasi ve hedef organla etkilesimi genellikle
genetik  farkliliklarla  belirlenmektedir. Farmakokinetik ve farmakodinamik
degisiklikler; ilag metabolize eden enzimler, ilag tasiyicilari, ilag hedefleri ve diger
biyomarkir genler diizeyinde goriilebilmektedir.

Farmakokinetik degisikliklerin nedenlerinden biri olan ila¢g metabolizmasinda en ¢ok
gorev yapan enzim ailelerinden CYP450 enzimlerinin genlerinden en az 60 tanesinin
tanimlanmis olmasina ragmen yalnizca bir alt grup regete edilen ve recetesi temin

edilen ilaglarin biiyiikk bir kisminin metabolizasyonundan sorumludur (CYP1A2,

2A6, 2B6, 2C19, 2D6, 2E1 ve 3A4) (Musshoff, F. ve ark. 2010).

Zayif metabolizorlerde (PM) asir1 doz ilaca bagli advers ilag reaksiyonu gosterme
veya bir 6n ilacin aktif metabolitine doniismesinde tedavi hatasi riski artmaktadir.
Bunun aksine UM Kkisilerde enzim aktivitesi anlamli sekilde arttigindan substrat,
tedavi edici kan-ilag seviyesinin altinda kalabilir. On ilag metabolizasyonunda ise
aktif metabolit konsantrasyonu artmaktadir. Tiim bu etkilerin sonucu olarak ilagla
ilgili advers olaylar ve dliimler meydana gelebilir. Ilag biyotransformasyonunda rol
alan ve farmakogenetigin alanina dahil olan diger bir grup ise ilag tasiyici
proteinlerdir. Bu tasiyicilar ilag etkilesimlerinin meydana gelmesine ve toksisiteye
neden olabilir. Bu tip etkilesimler; inhibe edici, indiikleyici veya her ikisi birlikte
olabilir ve giris ve ¢ikis tasityicilarimi kapsayabilir. Eger soz konusu ilacin

eliminasyonu veya hedef dokuya dagilmasi, oOzellikle bir tasiyict tarafindan
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yapiliyorsa ve ilgili ilacin konsantrasyonundaki etkilesim bulgular etki bolgesinde
ise 0 zaman tastyicinin dnemi ¢ok biiyiiktiir. Ornegin MDR1 geninin kodladigi ATP
baglanma bolgesine ait ¢ikis pompasi olan p-glikoprotein (p-gk) ilag-ilag

etkilesimlerine sebep olabilmektedir (Musshoff, F. ve ark. 2010).

Tramadol ile karsilastirildiginda, 6n ila¢ olan kodeinin O-demetilasyon ile aktif
metaboliti olan morfine doniismesi opioid aktivite agisindan oldukca onemlidir. Bu
yiizden CYP2D6 genotipi kodeinin etkinligini ve meydana gelebilecek yan etkileri
ciddi Olgiide etkilemektedir. 72 yasindaki erkek hastada 3 giinlik kodein
tedavisinden sonra hayati tehlike arz eden bir solunum depresyonu gelismistir.
Hastanin CYP2D6 i¢in UM genotipe sahip olmasi; bobrek fonksiyonlarinda azalma
meydana gelmesi; es zamanl olarak aldigi diger ilaglarin (clarithromycin ve
voriconazole) alternatif metabolizasyon yolagi olan CYP3A4’{lin aktivitesini bloke
etmesi bu duruma neden olarak bildirilmistir. Bir diger olguda ise; anne siitii ile
beslenen 13 aylik bebegin, annesinin kullanmakta oldugu kodein nedeni ile morfin
zehirlenmesinden 6ldiigi bildirilmistir. Bu olguda annenin UM oldugu ve kodeinin
metaboliti olan morfinin siit yolu ile bebege gectigi tespit edilmistir (Musshoff, F. ve

ark. 2010).

Her ne kadar giiniimiizde psikiyatri alaninda ila¢ seceneklerinin artmasi ile birlikte
hastanin durumuna 6zel ilaglar secilmeye ¢alisilsa da hastalarin pek ¢ogunda istenen
tedavi basarist saglanamamaktadir. Tedaviye cevap orant %30-50 arasindadir. Dogru
ilag, uygun doz ve siirede dogru sekilde kullanilmasina ragmen bazen antipsikotik
ilaclara yanit alimnamamakta ya da tedaviye verilen cevap yetersiz kalmakta; hatta

istenmeyen etkiler olugabilmektedir. Bu tiir durumlarin olugsmasinda hastalik ile ilgili
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faktorler ve hasta ile ilgili faktorler olmak {izere iki ana sebep vardir (Aricioglu, F. ve

Cetin, M., 2010).

[laglarm alinmasindan atilmasina kadar gegen siirecte viicutta gecirdigi her asamanin
(enzimler, tasiyici proteinler, reseptorler; emilim, dagilim, metabolizma, atilim gibi)
ilacin etki etmesinde rolii vardir. Psikiyatrik hastaliklarin etiyolojilerinin ¢ogu
poligeniktir. Bu yiizden bir hastaligin kdkeninin arastirilmasinda aday gen se¢gmek
olduke¢a zordur. CYP sisteminin polimorfizminin bilinmesi, s6z konusu ilacin o hasta
icin uygun dozunun se¢ilmesini saglamakla kalmaz; advers ila¢ reaksiyonlarinin ve
yan etkilerin azalmasini saglar ki bu da rasyonel farmakoterapi adina 6nemli bir
durumdur. Son 16 yilda, ADR nedeni ile 38 ila¢ piyasadan cekilmistir. PM’ler ile
UM’lerin tedavisinde segilmesi gereken dozlar arasinda 15 kat fark olabilecegi
gosterilmistir. Antipsikotik tedavisinde hastalarin %30-40’inda etki goriilmezken
%70’inde ciddi yan etkiye rastlanmaktadir. Bunun sebeplerinden biri metabolik
enzimlerin polimorfizmi veya ilacin hedefi olan reseptorlere baglanma kapasitesinin
degismesi olabilir. Modern tipta hasta olduktan sonraki tedaviden ¢ok hastalig
onleme ve ongdrme konusu vurgulanmaktadir. Bu amagcla genetik bilgiler hastaligin
ongoriilmesi asamasinda kullanilmaktadir. Bireye 0zgili tedavi aslinda Ongoriisel
tedaviyi ve kanita dayali tibb1 da beraberinde getirmektedir. Bu sayede artik kisilerde
olusabilecek advers ilag reaksiyonunda Ongoriilebilir hale gelecektir. Etkin tedavi
stirecinde yan etkinin yok edilmesini saglayacak ve advers ilag reaksiyonunun
olusmasmi engelleyecek olan sey; herkese ayni yazilan recete degil, kisiye ozel
yazilan regete olacaktir. Tiim bu uygulamalar beraberinde etik, yasal, bilimsel

diizenlemeleri de getirecektir. Bu siirecten sadece hastalar, hekimler degil ilag
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firmalar1, saglik sigortas1 kuruluglar1 da etkilenecektir (Aricioglu, F. ve Cetin, M.,

2010).

2.9. Farmakovijilans

Adpvers etkilerin ve beseri tibbi iiriinlere bagli diger muhtemel sorunlarin saptanmasi,

degerlendirilmesi, tanimlanmasi ve 6nlenmesi ile ilgili bilimsel ¢alismalardir.
Tiirkiye'de Farmakovijilans Calismalary:

Tiirk Ilag Advers Etkilerini Izleme ve Degerlendirme Merkezi (TADMER) 1985
yilinda kurulmus olup, 1987 yilinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO) Uluslararas Ilag

Izleme Isbirligi Merkezi’ne 27. iiye olarak kabul edilmistir.

“Beseri Tibbi Uriinlerin Giivenliginin Izlenmesi ve Degerlendirilmesi Hakkinda
Yonetmelik” 22.03.2005 tarihinde yayimlanmis ve 30.06.2005 tarihinde “Beseri
Tibbi Uriin Ruhsati Sahipleri i¢in Farmakovijilans Kilavuzu” ile birlikte yiiriirliige

girmistir.

Yonetmeligin yiiriirliige girmesi ile birlikte daha énce Tiirk Ilag Advers Etkilerini
Izleme ve Degerlendirme Merkezi (TADMER) olan merkezin adi Tiirkiye
Farmakovijilans Merkezi (TUFAM) olarak degismistir.

(http://www.iegm.gov.tr/Default.aspx?sayfa=tufama&lang=tr-TR)

T.C. Saglik Bakanhig, ila¢ ve Eczacilik Genel Miidiirliigii'niin saghk ¢alisanlarina
doldurmalar1 iizere bildirdigi, “Advers Etki Bildirim Formu” (Ek 2) ile ilgili tebligde
yapilan agiklamada; advers etki “ilacin kabul edilen normal dozlarda kullaniminda

ortaya ¢ikan zararli ve amaglanmamis etki” seklinde ifade edilmekte ve bu etkilerin
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yonetmelik geregi tiim saglik meslegi mensuplarinca (hekim, eczaci, dis hekimi,

hemsire) doldurulmasi gerekliliginden bahsedilmektedir.

2.10. Psikiyatrik Bozukluklar

2.10.1. Sizofreni ve psikotik bozukluk

Sizofreni, haliisinasyon, hezeyan gibi psikotik semptomlarin gorildigi ve
fonksiyonel bozulmalara da yol acan genis semptomlu bir akil hastaligidir. Disiince,
duygu ve davranig bozulmalarina sebep oldugundan kisinin giinliik hayatini ve insan

iligkilerini dogrudan etkilemektedir.

Sizofreni, hastalik tarihi boyunca psikiyatri ve norolojide en dikkat ¢eken hastalik
tipidir. Amerika’da sizofrenini yasam boyu tekrarlama sikligi ile ilgili ¢esitli raporlar
bulunmaktadir. Ulusal Akil Hastaliklar1 Enstitiisii’nlin bir raporuna goére bu siklik
yiizde 1-1,5’tir. Bir baska arastirma sonucuna gore ise 0,6-1,9’dur. Yasaminin
herhangi bir yilinda sizofreni nedeni ile tedavi goren kisilerin siklig1 toplam
poplilasyonda yiizde 0,025 ila 0,05’tir. Bu tedavi goren hastalarin tigte ikisi
hastaneye yatirilarak tedavi edilmeyi gerektirmektedir. Sizofreni kadin ve erkeklerde
esit oranda yaygindir. Ancak hastaligin ilk ortaya c¢ikisi ve gidisati acisindan
farklhidirlar. Hastaligin ortaya c¢ikist erkeklerde kadinlara gore daha erkendir.
Hastaligin ilk ortaya c¢ikis yas1 erkeklerde 15-25 yas iken; kadinlarda 25-35 yastir.
Sizofreni hastalarinin %90’1 15-55 yas arasindadir. Ayrica kadin hastalar erkeklere
gore sosyal etkinlik agisindan daha aktiftir ve kadin hastalarin tedavi neticeleri
erkeklere gore daha iyidir. Sizofreni etiyolojisi ile ilgili ¢esitli bilgi ve bulgular

mevcuttur. Stres, genetik faktorler, cevre etkisi, patolojik nedenler gibi pek c¢ok
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neden oldugu ileri siirtilmektedir. Hastalik hasta yakinlarinin anlayamayacagi sekilde
sinsi ve yavas baslayabildigi gibi akut bir sekilde de baglayabilir. Baz1 hastalarda,
depresyon, obsesif davraniglar, haliisinasyonlar, asir1 mistik ve metafizik konulara
egilimlerle baglayabildiginden tani i¢in belli bir siire hastay izlemek gerekmektedir.
Teshis klinik goriiniime yani hikdyeye ve psikiyatrik muayeneye dayanmaktadir.
Tim diinyada halen yaygin ve gegerli olarak kullanilan teshis kriterleri Uluslar arasi
Hastalik Smiflandirmast Versiyon 10 (ICD-10) ve Mental Bozukluklarin Tanisal ve
Sayimsal El Kitab1 (DSM-1V) 6l¢ekleridir. DSM-IV sizofreniyi; Paranoid, diizensiz
(dezorganize), katatonik, ayrismamis ve rezidiiel sizofreni olmak tizere alt gruplara

ayirmistir: (Kaplan, H.I. ve Sadock, B.J., 1998).

Tiirkiye ¢apinda yapilan bir derlemede, sizofreninin yasam boyu yayginligi 1000
kiside 8,9 olarak saptanmistir. Klinik yakinmalara yol agan psikotik belirti yasam
boyu yayginhigi 1000 kiside 36,3’tiir. Universite Ogrencilerinden olusan bir
orneklemde psikotik bozukluklarin bir yillik yayginliginin 1000 kiside 17,2 oldugu
tespit edilmistir. Erkek mahktGmlardan olusan havuzlanmis 6rneklemde psikotik
bozukluklarin yayginligi 1000 kiside 14,9 olarak saptanmus. Istanbul’daki evsizler
arasinda bu yaygilik 100 kiside 39,5’tir (Binbay T ve ark. 2010). Tiimkaya, S. ve
ark. (2005) 2002 yili boyunca Pamukkale Universitesi Tip Fakiiltesi Psikiyatri
Poliklinigi’ne basvuran hastalarin %5.1’inin; Oyek¢in, D.Y. (2008) ise 2006-2007
yillar1 arasinda Erzincan Devlet Hastanesi Psikiyatri polikliniklerine bagvuran
hastalarin %11.2°sinin psikotik bozuklugunun oldugunu bildirmistir (Tiimkaya, S.,

2005; Oyekcin, D.Y., 2008).



35

2.10.2. Duygudurum bozukluklari

Duygu durum bozukluklar1 eski ¢aglardan beri tanimlanmakta olan durumlardir.
Giiniimiizde bu konu ile ilgili hala kullanmakta oldugumuz tanimlamalar eski ¢caglara
dayanmaktadir. Hipokrat ruhsal bozukluklar1 tarif etmek i¢in “mani”, “melankoli”
gibi terimleri kullanmistir. Duygu durum; normal, yiikseltilmis ya da ¢okmiis
olabilmektedir. Normalde insanlar bu durumlarin hepsini esit diizeylerde

yasayabilmektedir. Ancak duygu durum bozukluklarinda, kontrol duygusu ortadan

kalkar. DSM-IV duygu durum bozukluklarini iki ana grupta toplar:
1. Depresif bozukluklar: Major depresif bozukluk, distimik bozukluk gibi.
2. iki uclu (bipolar) bozukluklar: Tip |, Tip Il, siklotimik bozukluk gibi.

Major depresif bozukluk kadinlarda yiizde 25°e kadar ulasabilen, tiim yasam
boyunca yaklasik yiizde 15 goriilme sikligi olan genel bir bozukluktur. Bipolar Tip |
(depresif) bozukluk major depresyondan daha az rastlanan bir bozukluktur. Bu kisiler
¢cokkiinlik halindedir, derin iiziintii duyarlar, diisiince konusma ve devinimde
yavaglama, durgunlagsma, sugluluk hissi, gli¢siizliik, isteksizlik yasarlar. Yiikseltilmis
duygu durumu olanlar Bipolar Tip II (manik) kisiler konuskan olur, fikir ucugmasi
yasarlar, daha az uyku ihtiyaclar1 olur, 6zgilivenleri artar, asir1 6fkeli, neseli, coskulu
olurlar. Bazi arastiricilar bu tip bozuklugu smirda kisilik bozuklugu olarak
siniflandirmaktadir. Ancak bazi arastirmalar ise Tip II bozuklugun kendi basina bir

hastalik oldugunu genetik bulgularla kanitlamiglardir.

Tiim diinyada major depresyon kiiltiir ve iilkelerden bagimsiz bir sekilde kadinlarda

erkeklere oranla iki kat daha fazladir. Bu farkin hormonlara, ¢ocuk dogurmaya,
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psikosoyal durumlara bagli oldugu diisiiniilmekle birlikte kesin bulgular
bulunmamaktadir. Bipolar Tip I bozukluk ise erkeklerde ve kadinlarda neredeyse esit
oranda gozlenmektedir (Kaplan, H.I. ve Sadock, B.J., 1998).

Duygudurum bozukluklari, 6zellikle major depresyon, diinya {izerindeki insanlarin

ekonomik ve sosyal fonksiyonlarini etkileyen kronik veya tekrarlayan bir hastaliktir

(Patel, B.N. ve ark. 2009).

2.11. Antipsikotik ilacglar

Antipsikotik ilaglar 1950 yillarinin baslarinda tedaviye katilmis ve sizofreni
tedavisini biiyiik Ol¢iide degistirmistir. Atipik antipsikotikler ise 1990°l1 yillarin
basindan beri kullanilmakta olup tipik antipsikotiklere gore daha az ekstrapiramidal

sistem etkisi riski tasimaktadir (Yagcioglu, E.A., 2007).

Klozapin, piyasadaki ilk antipsikotiktir. Sizofreni ve intihar egilimi tedavisinde
kullanilir. Yarilanma omrii yaklasik 12 saattir. Pek cok ilag gibi plazmada kararli
duruma ulasmasi, 5 yarilanma Omrii kadar zaman alir. Klozapinin hastalar arasi
biiyiikk ¢esitlilik gostermesi yaninda ¢esitli ilag-ilag etkilesimleri de gosterdigi
bilinmektedir. CYP 1A2, 2D6, 3A4 enzimleri ile metabolize edilir. 1A2 ve 2D6
inhibitorlerinden olan fluvoksamin ile birlikte kullanilmasi, klozapinin plazma
seviyesini yiikselir. Bu durumda klozapin dozunun yan etkilere gore azaltilmasi
gerekebilmektedir. Inhibe eden ilaglar oldugu kadar sigara gibi enzim aktivitesini
indiikleyen etkenler de vardir. Sigara igen hastalarda enzim aktivitesi daha da fazla
oldugundan klozapinin plazmadaki seviyesi diisiik olacaktir. Sizofreni hastalarinin

%78’inin sigara kullanicist oldugu diisiiniildiiglinde, kullanilan klozapin dozunun
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arttirtlmas1 s6z konusu olacaktir. Ancak, bu durum, zayif metabolizorlerde ciddi

advers etkilere neden olabilir (Sharif Z.A., 2003).

Atipik antipsikotiklerin uygun dozlarinin belirlenmesi CYP450 yolu ile olan ilag-ilag
etkilesimlerini de kapsayan bazi faktorlerin bir araya gelmesini gerektirir. Ayrica
klinisyen, hastanin kalitsal hastaliklarini, yasini, cinsiyetini de dikkate almalidir.
Ornegin genc insanlar, yashilara gore; erkekler kadimlara gore ilaglar1 daha hizli
metabolize etmeye yatkindir. Sigara i¢enler igmeyenlere gore olanzapin ve klozapini
daha hizli metabolize ederler. Ayrica ilaglarin farmakokinetigini etkileyen CYP450
enzimleri de toplumlar arasi farkliliklar gostermektedir. Ornegin Kafkas toplumunun
%5-10’u CYP2D6 i¢in zayif metabolizorken, Japon ve Cin toplumunun %20’si
CYP2CI19’u i¢in zayif metabolizordiir. Zayif metabolizorlerde bazi ilaglarin
biyoyararlanimi artarken yan etkilere yatkinliklar1 da artmaktadir. ilacin yarilanma
Omriinli uzatan kosullar (yas, cinsiyet, ilag etkilesimleri) doz esdegerlemesini de

yavaglatarak kararli durum siirecini uzatacaktir (Sharif, Z.A., 2003).

En ¢ok recete edilen antipsikotik ilaglardan biri de yeni bir antipsikotik olan
risperidondur ve letal etkileri hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. Bazi antipsikotik

ajanlarin ortalama agir1 dozlart ile ilgili ciddi komplikasyonlu fetal bulgular

bildirilmistir (Kopala, L.C., ve ark. 1998).
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2.11.1. Cahismaya dahil edilen psikiyatrik ilaglar

a. Sertralin

Maddenin molekiil yapisi:

Cl
Cl

Kapal Formiilii: C;7H;7NCl,

Acgik  Formiilii:  (1S-cis)-4-(3,4-dichlorophenyl)-1,2,3,4-tetrahydro-N-methyl-1-
naphthalenamine

Molekiil Agirhigi: 306.23 g/mol

Erime Noktasi: 243-245°C

Disosiyasyon katsayisi (pKa): 9,48

Goriiniim: Beyaz veya beyaza yakin kristal toz.

Coziiniirliik: Suda ve sulu c¢ozeltilerde, izopropil alkolde, aseton ve etil asetatta

kismen ¢oziiniir; metanol, kloroform, dimetil siilfoksit ve etil alkolde ¢Oziiniir.

Sertralin, secici serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI) sinifina ait ikinci kusak bir
antidepresandir. US FDA tarafindan depresyon, obsesif-kompulsif bozukluk, travma

sonrasi stres bozuklugu, sosyal anksiyete bozuklugu, post menapozal duygu durum
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bozuklugu ve panik bozukluk tedavisi i¢in kullanilmasi kabul edilmistir. Yaklasik bir
haftadan sonra ulasilan kararli hal plazma konsantrasyonu ile, sertralin segici olarak
merkezi sinir sistemi néronlarindaki serotoninin geri alinmasini inhibe eder. Proteine
baglanma orani oldukca yiiksektir (%98). Dokulara dagilimi oldukca fazladir.
Gastrointestinal kanaldan yavagca ve tamamen absorbe edilir. Pik plazma
konsantrasyonu, 100 miligramlik tek dozun agizdan alinmasindan sonra 4.5 ila 8.5
saat arasinda meydana gelir. Sertralinin plazmada yarilanmasi yaklasik 26 saattir ve
biiyiik bir kism1 keton ve alkol konjugatlar1 olarak renal yoldan atilir. Farmakolojik
olarak aktif metaboliti olan N-demetil sertraline doniismesi i¢in CYP 3A4 enzimi ile
ilk gecis metabolizasyonuna girer. Metabolitin, ana ilaca gore yarilanma omrii daha
uzundur (60-100 saat), plazma konsantrasyonu daha yiiksektir. CYP2D6 enzimi,

metabolizasyon ig¢in ikinci yolaktir (Patel, B.N. ve ark. 2009).

b. Risperidon
R | PR
_ Ty ”“‘uf’"ﬂ f”xﬂf]
Maddenin molekiil yapisi: Fey’ A I T
II'. j___ - '\-\._\_\_\_.__.-"" 0
o |I|T
'
u—'H

Kapal Formiilii: Cy3H,7FN,O,

Acik Formiilii: 3-[2-[4-(6-Floro-1,2-benzisokzazol-3-il)piperidin-1-il]etil]-2-
metil-6,7,8,9-tetrahidro-4H-pirido[1,2-a]pirimidin-4-on

Molekiil Agirhgr: 410.5 g/mol

Erime Noktasi: 170.0°C
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Disosiyasyon katsayis1 (pKa): 3.11; 8.24

Goriiniimii: Beyaz-beyaza yakin toz.

Coziiniirliigii: Suda hemen hemen hi¢ ¢6ziinmez, metanol, metilen kloriirde
kolayca ¢Oziiniir, etanolde kismen ¢oziiniir. Seyreltik asit ¢ozeltilerinde

¢Oziiniir.

Risperidon, segici bir monoaminerjik antagonisttir. Serotonerjik 5-HT2 ve
dopaminerjik D2 reseptorlerine yiiksek oranda baglanir. Serotonin (5-HT2) ve
dopamin (D2) reseptorlerindeki bu antagonistik etkilerin Risperidonun antipsikotik
etkilerine aracilik ettigi disiiniilmektedir. Risperidon ayrica alfal-adrenerjik
reseptorlere ve daha az oranda serotonin reseptorlerine, dopamin D1 reseptorlerine,

H1-histaminerjik ve alfa2-adrenerjik reseptorlere de baglanir (Demiray, G., 2008).

Risperidon sizofrenide pozitif semptomlar: diizelten giiclii bir D2 antagonisti olmakla
birlikte, klasik noroleptiklerle karsilastirildiginda motor aktivede depresyona ve
katalepsi olusumuna daha az neden olur. Dengeli merkezi serotonin ve dopamin
antagonizmasi, ekstrapiramidal yan etkilere neden olma egilimini azaltabilir ve
terapotik etkinligi, sizofreninin negatif ve afektif semptomlarin1 kapsayacak sekilde
genisletebilir. Oral alimdan sonra tamamen emilir ve en Yyiiksek plazma
konsantrasyonlaria 1 ila 2 saat i¢inde ulagilir. Risperidonun emilimi gidalardan
etkilenmez. Viicutta hizla dagilir. Goriiniir dagilim hacmi, viicut agirligi basina 1-2
litredir. Risperidon, albiimin ve alfal-asit glikoproteinine baglanmaktadir.
Risperidonun plazma proteinlerine baglanma oram1 %88, 9-hidroksi risperidonun
(Paliperidon) baglanma oranit %77’dir. Risperidon baslica CYP2D6 araciligiyla

hidroksilasyon sonucu, farmakolojik aktivitesi risperidona benzeyen aktif metaboliti
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9-hidroksi-risperidona (Paliperidon) metabolize olur (Sekil 2.7). Risperidon ve 9-
hidroksi-risperidon, birlikte aktif antipsikotik fraksiyonu olusturur (Ciloglu, E.,
2008). Daha az 6nemli olan metabolizma yollarindan biri de N-dealkilasyondurve
CYP3A4 ve 3AS5 enzimlerinin gorev aldig1 metabloizasyon yolaklaridir (Leon, J. ve
ark. 2010; Dorado, P. ve ark., 2006). Psikotik hastalarda oral yoldan uygulanmasinin
ardindan risperidonun eliminasyon yar1 omrii yaklasik 3 saattir. Aktif antipsikotik
fraksiyonun eliminasyon yar1 omri 24 saattir. Bu siireler risperidon ve 9-
Hidroksirisperidon i¢in; UM’lerde sirasiyla 3 (CV=%30) ve 21 saat (CV=%20),
PM’lerde ise sirastyla 20 (CV=%40) ve 30 saattir (CV=%25). Kararli durum plazma
konsantrasyonuna, ilacin 4-5 giin diizenli kullanimi ile ulasilir. Yaslilarda ve bobrek
harabiyeti olan hastalarda yarilanma siiresi uzamaktadir. Bébrek yetmezligi ve azalan
kreatin Klirensi olan durumlar 9-hidroksirisperidonun diisiik renal klirensi ile
karakterizedir, yarilanma dmrii uzar ve plazma konsantrasyonu-zaman egrisi altinda
kalan alan (AUC) artar. Risperidon plazma konsantrasyonu, terapotik doz araliginda
doza bagimlidir. Uygulamadan bir hafta sonra, dozun %70’1 idrar ve %14’ diskida
atilir. Idrarda, risperidon ve 9-hidroksi-risperidon, uygulanan dozun %35-45’ini
olusturur. Kalan fraksiyonu inaktif metabolitlerdir. Sanal dagilim hacmi 1,2 L/kg’dir

(Moffat, A.C. ve ark. 2004; Ciloglu, E., 2008).
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Sekil 2.7. Risperidonun CYP2D6 enzimi ile metabolizasyonu sonucu olusan

metabolitler (Demiray, G., 2008)

Psikotik ilaglarin plazma konsantrasyonlari rutin terapdtik ilag izlemede bireyler
aras1 bliylik degisiklik gosterir. Standart doz uygulamalar diisiik olasilikla bireysel
kararli durum plazma konsantrasyonu gosterir. Ancak yine de, etki ve yan etki aktif
ilag maddesinin terapdtik plazma konsantrasyonuna baglidir. Kararli durum plazma
konsantrasyonunu etkileyebilen iki ana etken yas ve cinsiyettir.

Risperidon psikotik hastalarda iyi bilinen klinik yararlarindan &tiirii yaygin sekilde
kullanilan bir antipsikotik ajandir. Risperidonun karakteristik 6zellikleri haloperidol

gibi tipik antipsikotiklerden daha az ekstrapiramidal yan etkiden sorumludur.
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Risperidonun  insan  plazmasindaki ana metaboliti 9  pozisyonundaki
tetrahidropiridopirimidon halkasinin  hidroksilasyonu ile meydana gelen 9-
hidroksirisperidondur. 7-hidroksilasyon ve N-dealkilasyon ise minér metabolik
yolaklardir. Insanda risperidonun hidroksilasyonunda CYP2D6 ve CYP3A4
enzimleri anahtar rol oynarlar. Risperidon ve 9-hidroksirisperidonun farmakolojik
etkisinin (=total plazma konsantrasyonu) benzer olmasi beklenir ve bu durum “aktif
moiety (pay)” olarak adlandirilir (Moffat, A.C. ve ark. 2004).

Risperidon demansl yasli hastalarda psikotik ve davranigsal semptomlar i¢in sik¢a
kullanilir. Klinik uygulamada yash hastalar i¢in dikkatli doz belirlenmesi genel bir
yaklagimdir. Bunun nedeni bu yas grubunda advers etkilerin goriilme sikliginin daha
fazla olmasidir. CYP2D6 ve CYP3A4 enzimlerindeki cinsiyete bagli potansiyel
farklar1 tanimlayan c¢ok kisith veri vardir. Bazi veriler 3A4 aktivitesinin kadinlarda
daha yiiksek oldugunu, bazilar1 da hamile ve menopoz 6ncesi donemdeki kadinlarda
2D6 aktivitesinin  arttigin1  gostermektedir. Kadinlarda risperidon ve 9-
hisroksirisperidonun kandaki konsantrasyonunda tipki olanzapindeki gibi fark tespit

edilmistir (Aichhorn, W. ve ark. 2005; Demiray, G., 2008 ).

c. Olanzapin

CHy

Maddenin molekiil yapisi:

Iz

CHg
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Kapalh Formiilii: C17H20N4S

Acik formiilii: 10H-Thieno[2,3-b][1,5]benzodiazepine, 2-methyl-4-(4-methyl-1-
piperazinyl)

Molekiil Agirhgi: 312.45 g/mol

Erime Noktasi: 195°C

Disosiyasyon katsayisi (pKa): 5.0; 7.4

Goriiniim: Beyazimsi toz.

Coziiniirliik: Suda ¢6ziinmez; asetonitrilde ve etil asetatta biraz ¢ozliniir,
kloroformda ¢oziiniir.

LD50 (rat): 177 mg/kg

Olanzapin, gastro-intestinal yolda en iyi sekilde emilir; konjugasyon ve oksidasyon
yolaklar ile ilk gecis metabolizmasinda fazlaca elimine edilir. Sistemik dongiiye
erismeden once yaklasik dozun %40°1 metabolize olur. Yiyecekler, emilimin hizim
veya yayillimini etkilemez. Yaygin sekilde viicutta dagilir ve metabolize edilir.
Oldukga fazla metabolize edildiginin belirtisi olarak dozun %7’si degismeden idrar
atilir. Yaklasik dozun %57’si idrar ile ve %30’u feges ile metaboliti olarak atilir.

(Moffat, A.C. ve ark. 2004)

Olanzapin, CYP1A2, CYP2D6 ve glukuronidasyon ile metabolize edilir, en az 10
metaboliti bulunur, bunlar arasinda en genel yolaklar; N-glukuronidasyon, alilik
hidroksilasyon, N-oksidasyon, N-demetilasyondur (Dorado P. ve ark., 2006).
Fluvoksamin, fluoksetin, paroksetin, yiiksek doz sertralin, fazla miktarda greyfurt
suyu, sigara kullanimi olanzapinin plazmadaki seviyesini degistirebilmektedir.

Ancak, olanzapin seviyesindeki bu CYP sisteminin inhibisyonu veya indiiksiyonu
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yolu ile meydana gelen bu tiir degisiklikler klinik 6nemi agisindan istenmeyen bir
durumdur. Sadece bazi faktorler olanzapin ile bir arada bulundugunda bir doz
ayarlamasi yapilmas: gerekmektedir. Ornegin; genc, erkek ve sigara icen bir hastaya
terapotik  etkiyi saglamasi i¢in 20mg/giin veya daha fazla olanzapin
gerekebilmekteyken; daha yash, sigara igmeyen bir kadina 5 mg/giin olanzapin

yeterli olabilmektedir (Sharif, Z.A., 2003).

Olanzapin yaygin olarak kullanilmakta olan atipik antipsikotik ilaglardan biridir.
Sizofreninin hem pozitif hem de negatif semptomlarina karsi etkilidir ve klasik
noroleptiklere yanit vermeyen hastalarda siklikla kullanilir. Klasik noroleptikler
kadar ekstrapiramidal yan etkiye yol agmazlar, nispeten iyi tolere edilebilir. Son
yillarda Amerika Gida ve Ilag Dairesi (US FDA) olanzapinin akut-mani tedavisinde
kullanilmasii onaylamistir. Atipik antipsikotik ilaclar oldukca aktif oldugundan
diisiik gilinliikk dozlarda verilir ve bu nedenle hasta plazmasindaki seviyeleri de
diisiiktiir (ng/mL diizeyinde). Olanzapin genellikle diisiik dozlarda verilir (2-20
mg/giin) ve plazmadaki seviyesi doza bagli olarak 8-47 ng/mL gibi diisiik
seviyelerde tespit edilir. Bu nedenle diisiik miktarlarda bile dogru sonug verebilen
analitik yontemlerin gelistirilmesi bir ihtiya¢ haline gelmistir (Nirogi, R.V. ve ark.

2006).

Olanzapinin saglikli bireylerde ortalama yarilanma Omrii 21 ila 54 saat aralifinda
degismekle birlikte 33 saattir (Callaghan, J.T. ve ark. 1999). Bu nedenle giinde bir
doz almmmasi yeterli olabilmektedir, ancak kararli duruma ulasmasi bir hafta

siirmektedir (Sharif, Z.A., 2003).
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2.12. Gen Anlatim (Ekspresyonu)

Genetik materyal, ait oldugu organizmanin biitiin karakterlerinin meydana
gelmesinden sorumlu olan molekiildiir. Bir bireyin tiim karakterlerine ait bilgi onun
genetik materyalindeki gen adi verilen birimlerde sifreli bigimde yazilidir. Bir gen
bir polipeptidin yapisin1 (aminoasit dizisini) tayin eden niikleotid dizisidir. Bir
gendeki niikleotid dizisinin genel kural olarak, tek bir {iriinii sifrelemesi 6zelligi ¢ift
sarmal DNA’da bir genin bulundugu bolgedeki sadece bir zincirin bu genetik bilgiyi
tagimas1 gerekliligini ortaya c¢ikarir. Buna gore, genin lriiniine ait genetik bilgiyi
tasiyan zincire anlamli (sifreleyici) zincir ad1 verilir. O zincirin tamamlayici zincirine
ise kars1 anlamli (karsi sifreleyici) zincir denir.

Okaryotik organizmalarda bazi genlerin iiriinlerine ait sifrelemeyi yapan dizilerin
arasinda sifreleme yapmayan diziler tasidiklar1 bilinmektedir. Boyle genlere pargali
gen denir ve pargali genlerin sifreleme yapan dizilerine ekson; sifreleme yapmayan
bolgelerine ise intron denir.

Gen anlatimi (ekspresyonu), genlerde sifrelenmis olan genetik bilginin bireyin
fenotipinde ortaya ¢ikmasidir. Gen anlatimi DNA’da sifrelenmis bilginin 6nce RNA
ve daha sonra da protein irilinleri halinde okunmasiyla ilgili siireci ifade eder.
Genlerdeki bilginin fenotipte belirmesi protein sentezi denen olay dizisi sonucu
meydana gelir. Yapisal gendeki bilgi dogrudan dogruya, polipeptid molekiilii haline
gelmez; Once haberci (messenger) RNA (mRNA) halinde kopyast c¢ikarilir
(transkripsiyon); daha sonra bir protein sentezi olayi ile polipeptid bigimine gevrilir
(translasyon). Sentezlenen polipeptid zincirleri ikincil, Ugilinciil ve bazen de

dordiinciil yapilarinit kazanarak aktif protein molekiillerini olusturur. Sentez edilen
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proteinler ya yapi, ya salgi proteinleridir ya da enzimlerdir. Ortaya ¢ikan gen iiriinii
ne tiir bir protein olursa olsun neticede hiicrenin yap1 ve fonksiyonlarini tayin eder.
Protein sentezi mekanizmasina mRNA’nin yani sira transfer RNA (tRNA) ve

ribozomal RNA (rRNA) da katilir (Temizkan G, 1999).

2.12.1. Transkripsiyon

Transkripsiyon mekanizmasi 3 asamadan olusur (Sekil 2.8):

1. Baglama: RNA sentezinin baglama 6ncelikle RNA polimerazin kalip DNA’ya
baglanmasini gerektirir. DNA molekiilii iizerinde, RNA polimerazin transkripsiyonu
baslatmak iizere tanmidig1r ve baglandig1 promotdr denen 6zel isaretler vardir. RNA
polimeraz promotdre baglanir.

2. Uzama: RNA polimerazin DNA boyunca hareket ettigi ve sentezlendigi RNA
zincirinin boyunun uzadigi evreyi belirler. Bu asamada RNA polimeraz, DNA’daki
niikleotid dizisinin dogru bi¢imde kopyasini ¢ikarir. RNA zinciri sentez edilirken bir
yandan da kalip zincirin kullanilmast i¢in devamli olarak DNA’da bolgesel
¢oziilmeler meydana gelir.

3. Tamamlanma: RNA polimeraz kalip DNA {izerinde hareket ederek,
aktivitesini durdurucu bir isaretle (terminator) karsilagincaya kadar RNA sentezi
yapar. Transkripsiyonun tamamlanmasi, uzama olaymim DNA kalib: iizerindeki bir
noktada durmasi ve sentez edilen RNA ile enzimin birbirinden ve DNA’dan

ayrilmasiyla meydana gelir. DNA ¢ift zincirli yapisini yeniden kazanir.
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Factor sigma DNA helix

Tamamlanma fe}

Sekil 2.8. Transkripsiyonun {i¢ agamasinin sekilsel goriintiisii

(http://en.wikibooks.org/wiki/Structural_Biochemistry/Transcription)

Transkripsiyon iirlinii olan RNA tiirleri mRNA, tRNA ve rRNA’dir ve bu iiriinler
translasyonda gorev yapmadan Once islenirler.

DNA molekiiliiniin yap1 taglar1 olan niikleotidlerde degisken olan kisimlar bazlar
olduguna gore, bu sifreleme farkli bazlara sahip niikleotidlerin degisik say1 ve
bicimlerde dizilenmesine baghdir. Proteinlerin primer yapilarmin  DNA
molekiiliindeki genlerin niikleotid dizileri tarafindan tayin edilmesi ile ilgili sifreye
genetik sifre (kod) denir. Kod, DNA’nin niikleotid dizisi ile amino asit dizisi
arasindaki iligkidir. Genetik sifre tiglii niikleotid gruplar1 olarak okunur ve bu ticli

diziye kodon denir (Temizkan G, 1999).
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2.12.2. Translasyon (Protein sentezi)

Gen anlatiminda mRNA halinde kopyas1 ¢ikarilan genetik bilgiye gore polipeptid
molekiillerinin sentez edilmesine translasyon denir. Bu asamada RNA’da kopyalanan
bilgi, proteinlerin primer yapisini olusturan polipeptidleri olusturur. Esas bilgi
mRNA’da tasinmakla birlikte bu bilginin proteine doniismesinde tRNA ve rRNA da
gorev alir. Protein sentezi N uglu bir amino asitle baglar, C uglu bir amino asitle sona
erer. mRNA’daki kodonlarin tamamlayicisi olan antikodona sahip tRNA’lar
translasyonu gergeklestirir. tRNA’larin tasidigi 6zgiil amino asitler kodona uygun
bicimde siraya dizilir ve aralarinda peptid bag olusur (Sekil 2.9). Hiicre
cekirdegindeki genlerin tayin ettigi protein sentezi sitoplazmadaki ribozomlar
tizerinde gergeklesir. Organellerdeki genlerin belirledigi protein sentezi ise o
organeldeki ribozomlarda gergeklesir. Protein sentezi ribozomlarda meydana
geldiginden ribozomlarin yap1 tasi olan rRNA’lar da bu siirece katilirlar. rRNA’lar
herhangi bir genetik bilgi tasimazlar ancak sentez boyunca alt birimleri bir arada
tutarak sentezin sorunsuz ger¢eklesmesini saglarlar. Translasyon da tipki
transkripsiyon gibi baglama, uzama ve tamamlanma basamaklarindan olusur

Protein sentezinin tamamlanmasi sonucu meydana gelen polipeptid zincirleri amino

asitleri yani protein yap1 taglarint meydana getirmis olur (Temizkan G, 1999).
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Sekil 2.9. Protein sentezinin asamalarinin ve bilesenlerinin sekilsel goriintiisii

(www.mustafaaltinisik.org.uk/0809-1-4-07Genlfadesi.ppt)

2.13. Sivi-sivi bziitleme (SSO) yontemi

[laci/maddeyi biyolojik &rnekten (matriksten) izole etmekte kullanilan geleneksel
yontemdir. Birbirine karigmayan iki sivi arasinda meydana gelen faz farkindan
yararlanilir. Biyolojik 6rnek sulu faz olarak kabul edilirken, ¢6ziicii ise organik faz
olarak adlandirilir. Analitin yiiksiiz (non-iyonize) oldugu pH’da izolasyon
gergeklestirilir. Asidik ilaglar i¢in sulu faz asitlestirilmelidir, bazik ilaglar i¢in sulu

faz baziklestirilmelidir. Sivi-siv1 6ziitlemede organik faz olarak genellikle etil asetat,
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kloroform, toluen, diklorometan, butil asetat, dietil eter kullanilmaktadir. Bu

¢oziiciilerin 6ziitleme giicli 6ziitlenen maddeye gore degismektedir (Sturm, S., 2005).

2.14. S1vi Kromatografisi

Kromatografi, gaz veya sivi 0zellikteki hareketli bir fazla (mobil faz) siv1 ya da kati
olabilen sabit bir faz (duragan faz) arasinda maddelerin dagilmasi esasina dayanan

ayirma yontemidir. Kalitatif (nicel) ve kantitatif (nitel) analize olanak saglar.

Yiiksek performansli sivi kromatografisi (HPLC) biitiin analitik ayirma teknikleri
arasinda en yaygin kullanilan yontemdir. Yontemin bu kadar yaygin olmasinin
sebepleri, duyarliligi, kantitatif tayinlere kolaylikla uyarlanabilir olmasi, ugucu
olmayan ve/veya yiiksek sicaklikta kolaylikla bozunabilen bilesiklerin ayrilmasina
uygun olmasi ve pek ¢ok bilim dalinin ilgilendigi maddelere uygulanabilir olmasidir.
Bu maddelere 6rnek olarak; amino asitler, proteinler, niikleik asitler, hidrokarbonlar,
karbonhidratlar, ilaglar, terpenoidler, pestisitler, antibiyotikler, steroidler, metal-

organik tiirler, psikotrop maddeler sayilabilir.

Ayrilmasi istenen ve bir sivida ¢ozlinmiis halde bulunan bilesenler, genellikle 2-10
pum tanecik boyutlu bir kolon igerisinde bulunan genellikle kat1 bir destek {izerindeki
sabit faz ve hareketli siv1 faz ile farkli etkilesmelere girerek, kolon iginde degisik
hizlarda ilerleyerek, kolonu farkli zamanlarda terkederler ve boylece birbirlerinden
ayrilmis olurlar. Burada tasiyict faz olan sivi, pompalarla kolona iletildiginden
yiikksek akis hizindadir. Bu nedenle ayirma daha kisa siirede ve tam olarak
gerceklesmektedir. Ayrilan bilesik, kolon ¢ikisina baglanan uygun bir dedektorle

tespit edilip konsantrasyonla orantili bir sekilde ¢ikis zamanina gore kaydedilir. Sabit
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faz olarak kullanilan dolgu maddelerinin tanecik boyutunun ¢ok kiiciik olmasi nedeni
ile uygun akis hizina ulasabilmek ic¢in yiiksek pompa basinglarina ihtiyag
duyulmaktadir. Bu gereksinimin bir sonucu olarak yiiksek hizda gergeklestirilen
ayirmalarin  yapildigi sivi  kromatografi sistemlerine, Yiiksek Basing Sivi
Kromatografi (HPLC) denir. Dolgu maddelerinin tanecik boyutlarinin kiiglilmesi
sayesinde hareketli faz ile etkilesen sabit faz ylizey alani biiyiir ve boylelikle kolon
verimliligi de artmis olur. Bir HPLC sistemi, Sekil 2.10’da gorildigii gibi temel
olarak pompa, enjektor, kolon (sabit faz) ve dedektor olmak tizere 4 ana bilesenden

olusmaktadir (Skoog D.A. ve ark. 1998).

Kol
[—_ - e

IC1 (Bl A e Ayrilan maddeler
D kolondan ¢ikar

Mobil faz

' Dedektor

Pompa )
A e | —
Atik veya kollektor
Ly
eentnaton
iceren bir 6rnegin

A, B ve C maddelerini Kayit g
enjeksiyonu Tane —

2]

Kromatogram

Sekil 2.10.  Bir HPLC sisteminin ana bilesenlerinin sematik goriintiisii

(http://www.protein.iastate.edu/hplc.html)
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HPLC’de tampon ve ¢ozeltiler pH’y1 kontrol etmek ve saglam ayrigsmalar saglamak
icin kullanilir. Asetik asit, formik asit, amonyum asetat, amonyum hidroksit ve
Trifluoroasetik asit (TFA) gibi ugucu tamponlar LC-MS analizlerinde pH’y1 kontrol
etmek i¢in siklikla kullanilir. Bu tamponlarin konsantrasyonlar1 %0.1-1 araligindadir

(Cody, R.B., 2002).

2.15. Kiitle Spektrometresi

Kiitle spektrometresi elektriksel ya da manyetik alanda hareket eden yiikli
pargaciklar1 diger yiiklii parcaciklardan kiitle/yiik (m/z) oranlarina goére ayirarak
analiz eden sistemlerdir. Molekiiller normalde yiiklii partikiiller degillerdir ve kiitle
spektrometreleri iyonizasyon islemi ile molekiilleri uyararak yiikli iyonize
molekiller haline donistiriirler. Yiikli molekiiller stabil olmadiklarindan baska
molekiillerle veya bir ylizey ile carpistiklarinda fragmentlerine parcalanirlar. Olusan
her bir iyon kendine &zgii bir kiitle/yiik oranina sahiptir ve her bir bilesigin
spektrumu kendine 6zgiidiir. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri asagidaki

sekilde gosterilmektedir (Sekil 2.11).

Omnek sisteme girdikten sonra gerceklesen ilk islem iyonlastirma olayidr.
Kullanilacak iyon kaynagi incelenecek maddenin tiirline ve c¢alismaya gore
degismektedir. Iyon kaynaginin tiirii degisse de yiiksek verimli ve kiigiik enerji

dagilimi saglayacak 6zellikte olmasi istenen bir 6zelliktir (Grauwiler, S.B., 2008).
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Sekil 2.11. Bir kiitle spektrometresinin temel bilesenleri

Iyonlastirma kaynaklari prensipte iki ana gruba ayrilir (Ardrey, R.E., 2003):

Gaz faz iyon kaynaklari: Gaz faz iyon kaynaklarinda numune &nce
buharlastirilir daha sonra iyonize edilir. Gaz faz iyon kaynaklari genellikle
kaynama noktast 500 °C’nin altindaki 1siya dayanikli numunelere
uygulanmaktadir. Gaz faz iyon kaynaklarindan elektron iyonizasyonu (EI) ve

kimyasal iyonizasyon (CI) en sik kullanilan iyonlastirma teknikleridir.

Desorpsiyon iyon kaynaklari: Desorpsiyon kaynaklarinda ise numune sivi
veya kati halden direkt gaz fazinda iyonlara doniistiiriiliir. Istya dayaniksiz ve
ucucu olmayan bilesikler i¢in daha uygundur. Desorpsiyon tipi iyon
kaynaklarindan; hizli atom bombardiman1 (FAB) polar ve cok yiiksek
molekiiler agirlikli molekiillerin analizinde kullanilmaktadir. Elektrosprey
iyonizasyon (ESI) ise polipeptitlerin, proteinlerin, ilaglarin  ve

oligontikleotidlerin analizinde siklikla kullanilmaktadir. Matriks destekli lazer
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desorpsiyon iyonizasyonu (MALDI) ise Ozellikle peptitlerin analizinde

kullanilmaktadir (Ardrey, R.E., 2003).

Istya dayaniksiz ve yiiksek molekiil agirlikli molekiiller ESI ile analiz edilir. ESI
iyonlagabilen tiim polar bilesikleri analiz edebilir. Peptitler ve proteinler gibi
(>100'000 amu) biiyiik molekiillerin analizine olanak tanir. Coziiciiniin akis hizi 1-
1000 pL/dak.’dir. Eluent, sprey seklinde bir kapiler borudan gegerek ESI kaynagi
bolgesine gelir. Hava basinciyla desteklenmis gaz akisi ve yiiksek sicaklik ile drnek
sprey seklinde bir damlacik haline doniistir. Damlaciklara kapiler alaninda kapiler
voltaji uygulandiginda damlaciklar elektriksel olarak yiiklenir, ¢oziicii azot gazi
esliginde buharlasir. Ornek iyonlar elektriksel alan yoluyla kiitle spektrometresine
dogru hareket eder. Bu siire¢ damlacik ¢apindan, sivi yiizey gerginliginden,
¢oziiciiniin uguculugundan, yiizey yiikiinden ve iyon ¢dziinme giiciinden etkilenir. Tyi
bir ESI siirecinde damlaciklarin biiyiilk olmasi, ylizey geriliminin yliksek olmasi,
diisiik ¢ozlicii uguculugu olmasi, giiclii iyon ¢oziinme 6zelligi olmasi ve diisiik yiizey

yiikii ve yiiksek iletkenlik gerekmektedir (Ardrey, R.E., 2003).

Su, metanol ve asetonitril gibi genellikle ters faz HPLC i¢in kullanilan ¢oziiciiler,
ESI ile uyumludur. Diger uyumlu ¢oziiciiler, diklorometan ve diklorometan-metanol
karisimi, dimethyl sulfoxide (DMSO), isopropanol ve butanol gibi yiiksek alkoller,
tetrahydrofuran (THF), aseton, ve dimetil formamid (DMF)’dir. ESI i¢in uygun
olmayan c¢oziiciiler ise, hekzan gibi hidrokarbonlar, benzen gibi aromatikler ve

karbontetrakloriir gibi diger polar olmayan ¢oziiciilerdir (Cody, R.B., 2002).
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2.15.1. Ardisik Kiitle Spektrometresi (MS/MS)

Ardisik kiitle spektrometresinde numune karigimi birinci MS’nin iyon kaynagina
verilir. Burada karisimin iyonizasyonu bilesigin kendine ait iyonlarmin olugsmasini
saglar. Bunlara ana iyonlar (birincil iyon) denir ve 6rnekteki karekteristik ana iyon
secilmis ve tanimlanmis olur. Boylelikle incelenecek olan bilesigi karisimin i¢indeki
diger bilesenlerinden ayirir. Birinci MS’de ayrilmis olan ana iyon ikinci MS

analizdre gonderilir ve burada pargalanarak ikincil iyon fragmentlerine ayrilir.

Bunlara ikincil iyon (daughter iyon) denir. Bu sekilde ana iyon ile ikincil iyonun
birlikte taranmas1 bilesigin yliksek secicilikte tanimlanmasini ve karisimdaki diger
bilesenlerden tamamen ayrilmasim1 saglar. MS/MS tekniginde, kuadropoldeki
carpisma hiicresi ardisik kiitle spektrometrelerinde en sik kullanilan iyon aktivasyon
yontemidir. MS/MS sistemi ana iyonu ayiran birinci kuadropol, ¢arpigsma hiicresi ve
ikincil iyonu ayiran ikinci kuadropolden olusmaktadir (Sekil 2.12). Ikincil iyonun
olusmasi1 iyonizasyon basamagindan ayridir. Birincil ve ikincil iyonlar birbirinden
bagimsiz sekilde m/z oranlarina gore karakterize edilir. Ikincil iyonlar, birincil
iyonlarin carpigma hiicresi i¢inde gaz molekiilleri ile tekli veya ¢oklu ¢arpismasindan
meydana gelir. Azot veya argon gibi hedef bir gaz ile birincil iyonun g¢arpigmasini
iyonun kendi i¢ enerjisinin artmasi izler. Bu islemler sonucunda yapisal olarak

tanimlayici olan ikincil iyon olusmus olur (Grauwiler, S.B., 2008; Cody, R.B., 2002).

Dogrusal kuadropol kiitle analizorii bir kiitle filtresidir. Karsilikli paralel olarak
yerlesmis dort hiperbolik silindir ¢ubuktan olusur. Cubuklara radyo-frekansi veya
direkt voltaj uygulanir. istenen iyonlarin kuadropol ekseni boyunca ilerlemesi igin bir

elektriksel alan meydana gelir. Istenmeyen m/z oranina sahip iyonlar cubuklara
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carpar. Iyon ge¢isi boyunca pozitif iyonlar i¢in voltaj negatifken, negatif iyonlar i¢in

ise voltaj pozitiftir (Grauwiler, S.B., 2008).

Kuadropol 1 Carpisma hiicresi  Kuadropol 2

Ana (Birincil) Arveya N, fkincil iyon
iyon ile garpisma (Fragmanlar)

Sekil 2.12. Ardisik kiitle spektrometresinin sematik goriintiisii

Kiitle spektrometreleri iyon kaynagina giren biitiin bilesikleri ayristirir ve
iyonlastirir. Organik bilesiklerin igerisinde ¢ok fazla sayida molekiil mevcuttur
ve hepsinin kiitle fragmenti izlenir. Bu nedenle iyi bir spektrum elde etmek
amaciyla belirli bir siirede sadece saf bir bilesigin kiitle spektrumunu almak
gereklidir. Dolayist ile kiitle spektrometreleri gaz veya sivi kromatografi gibi

bir ayrigtirma islemi ile birlikte kullanilmas1 gerekir (Grauwiler, S.B., 2008).

2.16. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR, DNA igerisinde yer alan, dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgiin bir
bolgeyi in-vitro kosullarda ¢ogaltmak i¢in uygulanan tepkimelere verilen ortak bir
isimdir. Yontem, basit olarak, tiipte niikleik asitlerin uygun kosullarda ¢ogaltilmasi
esasina dayanir. PCR yontemi, 1985 yilinda Amerika Birlesik Devletleri'nde bulunan
Cetus sirketine bagl olarak ¢alisan Kary Mullis, Henry A. Erlich ve Randall K. Saiki

tarafindan gelistirilmistir. Arastirmalarda ve klinik laboratuar tanisindaki uygulama
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alanlarinda biliyilk ©6neme sahip olan PCR'nin gelistirilmesindeki caligmalari

nedeniyle, K.Mullis, 1993 yil1 Nobel Kimya Odiilii’ nii almaya hak kazanmistir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) bir ¢esit in vitro (canli organizma disindaki
yapay ortam) klonlamadir. Her PCR, istenilen sayida tekrarlanabilen dongiilerden
olusur. Bir PCR dongiisii, sirastyla, DNA iki zincirinin yiiksek sicaklikta birbirinden
ayrilmasi ("Denatiirasyon"); sentetik oligoniikleotidlerin (primerlerin) hedef DNA'ya
baglanmasi ("Primerin Baglanmas1") ve zincirin yeni ¢ift zincirli DNA'lar
olusturacak sekilde uzamasi ("Uzama") asamalarindan meydana gelir (Sekil 2.13)

(Dieffenbach, C.W. ve Dveksler G.S., 2003).
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Sekil 2.13. Polimeraz Zincir Reaksiyonunun sematik goriintiisti (Turhan H., 2008)
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Sozi edilen bu asamalarin her biri farkli sicakliklarda gergeklestirilir (Sekil 2.14);

1. Denatiirasyon (94°C-98°C)

2. Primerin baglanmas1 (37°C-65°C)

3. Uzama (72°C)

SIKLUS

D:DENATUURASYON

95°C | B:BAGLANMA
SICAKLIK U:UZAMA
72°C
55°C
—————— »

ZAMAN

Sekil 2.14. Bir PCR dongiisiiniin basamaklari ve sicakliklari.

PCR ile bir hedef DNA parcasindan milyonlarca ¢ogaltmak miimkiindiir. PCR
uygulamalari i¢in ilgili gen bolgesine ait baz dizisinin bilinmesi gereklidir. Yontemin
temeli, cogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 6zgl, bu bolgedeki baz dizilerine
tamamlayici olan, ortalama 18-30 baz uzunlugunda bir ¢ift sentetik oligoniikleotid
primer kullanilarak, bu iki primer ile siirlandirilan bdlgenin, enzimatik olarak
sentezlenmesine dayanir. PCR'In en Onemli 06zelligi ¢cok az miktarda DNA ile

calismaya olanak saglamasidir. Bir PCR dongiisii i¢in gerekli olan bes ana madde
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vardir: DNA 6rnegi, genelde genomik DNA; ¢ogaltilacak bolgeyi sagdan ve soldan
cevreleyen bir ¢ift sentetik primer; deoksi-niikleotit-trifosfatlar (ANTP); yiiksek 1s1ya
dayanikli DNA polimeraz enzimi; uygun pH ve iyon kosullarini (Mg+2) saglayan
tampon karigimidir. PCR yontemi kolay uygulanabilir olmasi ve hizli sonu¢ vermesi
gibi avantajlar1 nedeniyle, saglik, tarim, veterinerelik, biyoloji gibi bir¢ok farkli

alanda kullanilabilmektedir (Dieffenbach, C.W. ve Dveksler GS., 2003).

2.16.1. Gerg¢ek Zamanh - Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1s1ya dayanikl

Polimeraz enziminin (taq polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir
reaksiyonlar1 i¢in otomatik termal siklus cihazlar1 gelistirilmeye baglanmistir.
Floresan 1gima tekniklerinin de kullanima girmesiyle Gergek zamanli-PCR (RT-
PCR)’da bir devrim yasanmistir. Bu sayede bir¢ok farkli alanda gen anlatimini
sayisal bir deger olarak dlgmek miimkiin olmustur. Bu gelisim sayesinde artik gen
kopya {riinlerinin diizeylerini sayisal degerlere doniistiirerek 6lgmek, erime egrisi
analizi gergeklestirmek, multipleks analiz yapmak, devam eden PCR reaksiyonunu
ekranda izleyerek ‘Real Time’ (gercek zamanli) olarak reaksiyonun gidisine
miidahale etmek ve PCR dongiilerinin sayisiyla oynayabilmek de miimkiindiir. RT-
PCR, PCR amplifikasyonunu goriiniir hale getirir, monitérize eder. Ger¢ek zamanli
PCR’da ortaya ¢ikan iirlinlerin analizi reaksiyon devam etmekte iken yapilmaktadir.
Boylelikle PCR  iriinlerini  goriliniirlestirmek  i¢in  kullanilan  goriintiileme
yontemlerine harcanan zaman azalmis olur. Ayrica reaksiyonu kisa siirede
tanimlamak i¢in yeni bir hizli sicaklik dongiisii kullanmaktadir. PCR f{irlinlerini yeni

erime egrisi analiz programlart kullanarak tespit ederek PCR uygulamalarinda
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optimum performansa ulasabilmektedir. Fluoresan isaretli problar (Hibridizasyon
problari) veya dogrudan molekiile baglanan interkalatér boyalar (Syber Green)
kullanilir. Olusan DNA ile dogru orantili floresan 1s1ma meydana gelir. Real-time
PCR, Reaksiyon esnasinda her bir PCR sikliisiinde yeterli miktarda iiriiniin verdigi
floresans 1s18a gore calisip reaksiyonu asama asama sonuna kadar olusan iiriinii
kontrol eden bir sistemdir. PCR sonuglar1 kantite edilebilir. PCR sonrasi elektroforez
gibi ilave tekniklere ihtiya¢c yoktur. Multiplex PCR kullannomina uygundur.
Konvansiyonel olgiimlerden ¢ok daha az RNA veya DNA ile ¢alisabilir (Ginzinger,

D.G., 2002).

RT-PCR prensibi, bir fluoresan raportériin kantitasyonu ve tanisi iizerine kuruludur,
PCR firlinlerinin miktarindaki ilk onemli artis (CT - threshold cycle) hedef

molekiiliin (DNA, RNA vb.) baslangi¢ miktar1 ile orantilidir.

Yontemin 3 ana fazi vardir: Baslangi¢ fazi, Logaritmik faz, Plato fazi1 (Sekil 2.15).

Baslangi¢ fazinda, iiriin olugsmakta, ancak floresans taban (background) seviyesinin
altinda kalmaktadir. Logaritmik fazda, iirliniin eksponansiyel birikimiyle floresans
background seviyesinin iizerine ¢ikmaktadir. Fluoresans amplifiye olan (iiriin
miktariyla direkt orantili olarak yiikselmektedir. Plato fazinda, DNA veya fluoresans
miktarinda reaksiyon bilesenlerinin (primer, taq polimeraz vs.) tikenmesinden dolayi

anlaml artis yoktur (Ginzinger, D.G., 2002).



62

Logaritmik faz =~ _——— — —

Baslangic fazi
. f . \ / Plato fazi

@
2
&
]
£
-
3
iz

3 10 i5 20 25 a0 35 <0 45

yele
—

Sekil 2.15.  Real-time PCR yonteminin 3 ana fazinda ¢gogalmanin fluoresans

yanita gore izlenmesi

2.16.2. Real Time PCR Tekniginde TagMan Problar ve Ozellikleri

TagMan prob yontemi PCR sikluslari esnasinda olusan spesifik PCR iiriiniinii
belirlemek ve es zamanli monitdrize etmek amaciyla flurogenik bir prob kullanir.
Prob ve hedef bolge arasindaki hibridizasyon floresans bir sinyal olusturur. Tagman
Probu ile ozgiillik artar. TagMan sisteminde 5’ ve 3’ uclarindan florokrom
maddelerle isaretli prob kullanilmaktadir. Prob’un 5° ucunda raportor florokrom (6-
carboxyfluorescein =6-FAM), 3’ ucunda ise baskilayict florokrom (6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine =TAMRA) bulunmaktadir. Prob, tek sarmal hale getirilen
hedef molekiil {izerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda kalan yere
baglanir. Prob-hedef molekiil arasindaki hibridizasyon devam ettigi siirece raportor
florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ugtaki baskilayici florokrom tarafindan
engellenmektedir. Primerlerin hedef niikleik asite baglanmasini takiben baslatilan
primer uzamasi prob’un baglandigi noktaya kadar geldiginde, sentezin devam
edebilmesi i¢in Tag DNA polimeraz enzimi 5’—3’ niikleaz aktivitesini kullanarak

probu 5’ ugtan yikmaya baglar. Boylece raportor florokrom serbest hale geger ve
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sinyal olusturur (Sekil 2.16). Her siklusta iiretilen amplikon miktarina paralel olarak

sinyal siddeti de artmaktadir (Ginzinger, D.G., 2002).
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Sekil 2.16.  TagMan prob yonteminin sematize goriintiisii (R= Raportor, Q=

Baskilayici)
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3.1. CALISMADA KULLANILAN GERECLER
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Calisma boyunca kullanilan tim gerecler, bunlarin marka ve modelleri Tablo 3.1°de

verildigi gibidir.
Tablo 3.1.  Calismada kullanilan gereglerin adlari, marka-modelleri
Kullanilan gere¢ Marka-Model
Otomatik pipet 0.1-2.5uL Eppendorf
2.5-20 uL
10- 100 pL
100- 1000 puL
Otoklav Niive
Buzdolab (+4°C) Sharp
Derin dondurucu (-20°C) Arcelik
Derin Dondurucu (-86°C) Hettich
Vorteks Heidolph

Ultra saf su cihazi

Millipore Direct Q3

Etiiv Termal Laboratuar Malzemeleri
Santrifiij Hettich
pH metre Thermo Orion 3 Star

Elektronik hassas terazi

Precisa XB 220 A

Orbital Calkalayici

GFL

Manyetik Karistiric

IKA RH Basic KT/C

Ultrasonik su banyosu

Bandelin Sonorex




Tablo 3.1’in devami

Azot altinda 6rnek zenginlestirme diizenegi

Techne Dri-Block DB-3D

DNA izolasyon Kabini

Thermo Scientific Heraeus,

HERAsafe KS12

RT-PCR (PCR blogu, bilgisayar)

Roche LightCycler 1.5

LC-MS/MS (ikili pompa, degazer, kolon
firn1, termostatl otomatik 6rnekleyici,

ardigik kiitle spektrometresi, bilgisayar)

Zivak Tandem Gold

Kromatografik kolon

Phenomenex [Luna 3pu, C18(2),

100 A, 150x2.00 mm, Ters Faz]

Koruyucu 6n kolon

Security Guard Cartridge

(C18 4x3.0 mm ID)

65



66

3.2. CALISMADA KULLANILAN KiMYASAL MADDE VE

KIiTLER

Calismada kullanilan tiim kimyasal maddelerin ve kitlerin adlari, marka ve 6zellikleri

Tablo 3.2°deki gibidir.

Tablo 3.2.  Calismada kullanilan kimyasal madde ve kitlerin listesi

Malzemenin adi Markasi1-Ozelligi
Asetik asit Riedel-de Haen (glasiyel %100)
Metanol Merck (HPLC)
izopropanol Merck
Etil Alkol Merck (Mutlak)
Amonyak Merck (%32, extra pure)
Etil Asetat Merck (GR for analysis)
n-Heptan Merck (extra pure)
Sodyum Hidroksit Riedel de Haen
Sodyum Kloriir Merck (GR for analysis)
Borik asit Sigma




Tablo 3.2°nin devami

Agaroz Prizma
Etidyum Bromiir Sigma
Disodyum etilendiamin tetra Sigma
asetik asit (EDTA)

Tris hidroksil metil amino metan | Sigma
(Tris baz)

6X Yiikleme tamponu Fermentas
Olanzapin (%99.9) Abdi Ibrahim
Risperidon (%99.9) Sigma
Paliperidon (%99.9) Sigma
Sertralin HCI (%99.9) Sigma
Reboksetin Mesilat (%99.9) Sigma
DNA izolasyon kiti Roche

Gen ekspresyon Kiti

LightCycler® TagMan Master Kit

CYP2D6*3 ve*4 alel kitleri

LightCycler® FastStart DNA Master

HybProbe ve LightMix®
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3.3. KAN VE iDRAR ORNEKLERININ TOPLANMASI

Calismanin Helsinki Bildirgesi’ne uygunlugu, istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip
Fakiiltesi Etik Kurulu tarafindan 24 Haziran 2009 tarihli ve 19174 sayil yazi ile
onaylandi (EKk 3). Bu calisma, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Dahili Tip
Bilimleri Psikiyatri Anabilim Dali ve Temel Tip Bilimleri Boliimii, Mikrobiyoloji

Anabilim Dal1 ile yapilan igbirligi ¢ercevesinde yiiriitiildi.

Calismanin genetik analiz basamaklar1 Temel Tip Bilimleri Boliimii, Mikrobiyoloji
Anabilim Dali’nda; kromatografik ve spektrometrik analiz basamaklar1 ise Adli Tip

Enstitiisti, Toksikoloji Laboratuarlarinda gergeklestirildi.

Bu calismada Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi, Psikiyatri Anabilim
Dali’nda tedavi gormekte olan ve “Bilgilendirilmis Onay Formu”nu (EK 4) imzalayarak
calismaya katilmay1 kabul eden hastalar arasindan secilmis, psikoz ya da sizofreni 6n
tanis1 / tanis1 almig (Bkz. Ek 5. Hasta Bilgi Formu) 77 hastadan kan numuneleri
toplandi. Bu hastalar arasindan se¢ilmis ve CYP2D6 enzimi ile metabolize edilen
Olanzapin, Risperidon, Sertralin etken maddelerini igeren ilag/ilaclarin1 kullanmakta

olan 39 hastadan kanin yani sira idrar numuneleri topland.

Kontrol grubu olarak ise; aralarinda akrabalik iligskisi olmayan ve herhangi bir
psikiyatrik hastalik tanis1 almamig, herhangi bir ila¢ kullanmayan 38 saglikli bireyden
Bilgilendirilmis Onay Formu almarak kan oOrnekleri toplandi. Kan numuneleri
Antikoagulanli (Na,-EDTA) plastik tiiplere (2 mLx2) alind1. Idrar numuneleri ise steril,
plastik idrar kaplarina alindi ve koruyucu olarak NaF, (5mg/mL) ilave edildi. Kan ve

idrar 6rnekleri analiz edilinceye kadar uygun kosullarda muhafaza edildi.
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Calismaya katilan hasta ve kontrol grubuna ait gesitli 6zellikler Tablo 3.3 ve Tablo

3.4’deki gibidir.

Tablo 3.3.  Psikiyatri servisinde yatan ve galismaya katilan hastalara ait ¢esitli

bilgiler

Cinsiyet

Kadin: 34 (%42.5)

Erkek: 46 (%57.5)

(n=80)
Yas ortalamasi 37.6 (n=80)
Yas arah@ 14-73
Alkol kullanicilar 11 (%14.5) (n=76)

Sigara kullanicilar:

37 (%48.7) (n=76)

Psikotrop madde

kullanicilan

4 (%5.3) (n=76)




Tablo 3.4.

Calismaya katilan kontrol grubuna ait bilgiler (n=38)

Yas
Cinsiyet Kisi sayis1 (%) Yas Aralifi ortalamasi
Kadn 22 (%57.9) 20-59 327
Erkek

16 (%42,1)

Calismada yer almayi kabul etmis ve 6n tani/tan1 almig 80 hastanin 39’una psikoz veya
sizofreni On tanisi/tanisi, 14 hastaya bipolar bozukluk, 15 hastaya depresyon, bir kisiye
madde bagimlisi, iki kisiye epilepsi On tanisi/tanist koyulmus, dokuz kisiye heniiz
herhangi bir 6n tani/tam koyulmamistir. Genetik ¢alismalara, kan vermeyen 3 hasta
disinda, tiim hastalar dahil edildi, bu hastalar arasinda Olanzapin, Risperidon ve
Sertralin etken maddelerinden en az birini kullananlarin kullandiklar1 ilag etken

maddelerinin giinliikk dozlari, alinan biyolojik ornek tiirii Tablo 3.5’de liste halinde

verildi.




Tablo 3.5.

Calismaya dahil edilen hastalarin kullandiklar1 ila¢ etken
maddelerinin giinliik dozlar1 (mg/giin)

Hasta Kodu Olanzapin Risperidon | Sertralin
1 4
4 10
6 1
7 3
10 25
11 50

20 5

21 20

25 20

26 10

28 2
29 6
32 50
33 50
34 3
35 8
36 20

38 10 100
39 4
40 15

42 8
46 10

47 8
48 20

49 5

53 5

55 100
56 50
58 20

59 20

60 10

61 3
63 50
64 20

70 10

74 10

75 6
76 20

80 5

71



72

Calismada ii¢ ayr1 deneysel islem uygulandi. Birincisi; hasta ve kontrol kanlar ile
yapilan DNA izolasyonu sonrast1 CYP2D6*3 ve *4 alellerinin tek niikleotid
polimorfizmini (SNP) belirlemek iizere RT-PCR ile yapilan erime egrisi analizi;
ikincisi, CYP2D6 gen kopya sayisin1 belirlemek i¢in RT-PCR ile yapilan ekspresyon
caligmalari; icilinciisii ise uygun Oziitleme ve analiz yontemi kullanilarak hastalarin kan
ve idrarlarindaki etken madde ve/veya metabolit konsantrasyonlarin1 belirlemek iizere
yapilan LC-MS/MS ¢alismalaridir. Tiim bu ¢alismalarin detaylar1 asagidaki boliimlerde

acgiklandi.
3.5. CALISMANIN GENETIK BASAMAKLARI
i) DNA izolasyon Kitinin icerigi:

(1) Doku Lizis tamponu (Calismada doku olmadigindan bu tampon

kullanilmamustir)
(2) 20 mL Baglanma tamponu
(3)  Liyofilize Proteinaz K (rekombinant PCR saflikta)
(4a) 33 mL Inhibitér Uzaklastirict Tampon
(4) 20 mL Yikama Tamponu
(5) 40 mL Elisyon Tamponu
Ultra pure filtre tiipleri

2 mL hacimli toplama tiipleri
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i) DNA izolasyon Kitinin ve 6rneklerin izolasyona hazirlanmasi

(3) numarali Liyofilize Proteinaz K tiipiiniin i¢ine 4.5 mL otoklavlanmis ultra saf su
koyuldu ve vorteks yardimi ile iyice karistirildi. 1.5 mL hacimli ependorf tiiplere
porsiyonlar halinde dagitildi. -20°C’de muhafaza edildi. Calisma &ncesinde oda

sicakligina getirildi.

(4a) numarali 33 mL Inhibitér Uzaklastirict Tampon ¢dzeltisine 20 mL mutlak etil alkol

ilave edildi, vorteks yardimui ile iyice karistirildi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

(4) numarali 20 mL Yikama Tamponu iizerine 80 mL mutlak etil alkol ilave edildi,

vorteks yardimi ile iyice karistirildi ve oda sicakliginda muhafaza edildi.

(5) numarali 40 mL Eliisyon Tamponu ¢alisma boyunca 70°C’de hazir bulunduruldu.
Calisilincaya kadar -86°C°de muhafaza edilen kan 6rnekleri bir giin énceden -20°C’ye
alindi, calisma Oncesinde orbital karistiricida 60 devir/dak. hizda homojen olarak

coziiliinceye kadar karistirilarak oda sicakligina getirildi.

i) Tam kandan DNA izolasyon protokolii
(High Pure PCR Template Preparation Kit, Versiyon Aralik 2008)

e 1.5 mL hacimli ependorf tiipiiniin i¢ine:
200 pL baglanma tamponu
200 pL tam kan
40 pL Proteinaz K ilave edildi ve hizla karigtirilarak 70°C’de 10 dakika inkiibe

edilmek tzere bekletildi.
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Bu karisimin iizerine 100 pL izopropanol eklendi, iyice karistirildi.

Bu karisim, daha onceden toplama tiiplerinin iglerine yerlestirilen ve ornek
sirasina gore etiketlenen filtre tiiplerinin igerisine pipet yardimi ile bosaltildi.

1 dak. boyunca 8000 x g hizda santrifiij edildi ve filtre tiipleri yeni toplama
tiiplerine yerlestirildi.

Filtre tiiplerinin igerisine 500 pL Inhibitdér Uzaklastirict Tamponu ilave edildi.

1 dak. boyunca 8000 x g hizda santrifiij edildi ve filtre tiipleri yeni toplama
tiiplerine yerlestirildi.

Filtre tliplerinin icerisine 500 uL Yikama Tamponu ilave edildi.

1 dak. boyunca 8000 x g hizda santrifiij edildi ve filtre tiipleri yeni toplama
tiiplerine yerlestirildi.

Filtre tlipleri tamamen tampondan uzaklastirilmak {izere son defa 10 saniye
boyunca en yiiksek devirde santrifiij edildi.

Filtre tiipleri etiketlenmis ependorf tiiplerinin i¢ine yerlestirildi.

Filtre tiiplerinin igerisine 70°C’de 1sitilmis eliisyon tamponundan 200 pL ilave
edildi.

1 dak. boyunca 8000 x g hizda santrifiij edildi.

Filtre tlipleri atildi, DNA iceren ependorf tiipler ise parafinle sikica kapatilarak -

20°C’de muhafaza edildi.
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DNA izolatlarimin goriintiillenmesi

Izolasyonu yapilan DNA o6rneklerinin varligi %2 agaroz jel elektroforezinde

gorilntiilendi.

%2 agaroz jelin hazirlanmasi ve elektroforezin gerceklestirilmesi:

2 g agaroz, 20 mL 1X TBE* tamponu ve 80 mL deiyonize su ilave edilerek

hazirlandi.

Agaroz karisimi, benmaride iyice eriyene kadar cam c¢ubukla karistirilarak

kaynatildi.

Eriyen agarozun i¢ine 10 pL Etidyum Bromiir eklendi, tarak yerlestirilmis jel

kabina kabarcik olusturmayacak sekilde dokiildii.

Jellesmenin gergeklesmesinin ardindan jel kaptan alinip elektroforez tankina

yerlestirildi.

Jel tank1 1X TBE tamponu ile dolduruldu.

3 pL yiiriitme tamponu ve 3 pL izolat karigtirilarak kuyucuga yiiklendi.

Elektroforez 100 voltta, 20 dakika yiiriitiildii ve UV lamba altinda izolatlarin

veya PCR iirlinlerinin varligina bakildi.

*TBE (Tris-Borik Asit- EDTA) tamponunun hazirlanmasi (10X) (pH=8.3)

55 g Borik asit, 7.44 g EDTA, 107.8 g Tris baz bir miktar deiyonize suda manyetik

karistirict yardimu ile karistirildi. pH ayari yapildiktan sonra 1 L’ye tamamlandi.
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1X TBE tamponunun hazirlanmasi:
10X TBE tampondan 100 mL alinip, 1 L’ye tamamlanda.

Hazirlanan DNA o6rnekleri ile CYP2D6 gen ekspresyon calismast ve CYP2D6*3 ve *4
allelerinin belirlenmesi i¢in tek niikleotid polimorfizmi (SNP) belirleme ¢alismast RT-

PCR sistemi ile gerceklestirildi (Sekil 3.1).

CYP2D6 geninin iki bdlgesi (Intron 6 ve Ekson 9) ve i¢ referans gen olarak Albiimin
geninin (Intron 12) gen ekspresyonu calismasi; bu gen bolgeleri icin hazirlanmis olan

primer/problarla ve LightCycler® TagMan Master Kit kullanilarak yapildi.

CYP2D6*3 ve *4 alelerinin belirlenmesi i¢in yapilan erime egrisi analizinde ise

LightCycler® FastStart DNA Master HybProbe ve LightMix® kiti kullanildi.

Her iki ¢aligmaya ait protokoller ve RT-PCR (Gerg¢ek zamanli- Polimeraz Zincir

Reaksiyonu) parametreleri asagida tarif edildi.
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Sekil 3.1. Genetik caligmalarin gergeklestirildigi Roche LightCyler 1.2 RT-

PCR sisteminin goriintiisii.

3.5.1. GEN EKPRESYONU CALISMASI (CYP2D6 Intron 6, Ekson 9 ve

Albiimin 12)

i) Gen Ekspresyonu Cahsmasinda Kullanilan Primerlerin ve Problarin

Hazirlanmasi

Calismada kullanilan, liyofilize halde tiretilmis primer ve problar Tablo 3.6’da belirtilen
hacimlerde Ultra saf su (USS) ile ¢oziilerek 100 nmol stok konsantrasyonlar seklinde
hazirlandi. 100 nmol konsantrasyondaki stok primerler ¢alismada 20 nmol/uL, problar

ise 50 nmol/uL olacak sekilde seyreltildi.
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Tablo 3.6. Ekspresyon ¢aligmasinda kullanilan primer ve problarin dizinleri, hazirlama hacimleri (100 nmol igin), erime sicakliklari.

Primer /probun adi Hazirlama Erime Sicakhig1 T, (°C) | Dizin
hacmi
(100 nmol icin)
CYP2D6 Exon 9
CYP2D6 ex9 f 872 uL 58.3 5'-CTT CAC CTC CCT GCT GCA G-3'
CYP2D6 ex9r 891 uL 544 5'-TCA CCA GGA AAG CAA AGA CA-3’
CYP2D6 ex9 FAM (prob) | 458 uL 61.9 5'-/56-FAM/CCG GCC CAG CCA TGG/36-TAMSp/-3'
CYP2D6 Intron 6
CYP2D6 in6 f 949 uL 56.4 5'-TGA GCC CAT CTG GGA AAC A-3'
CYP2D6 in6 r 771 uL 56.6 5-GGT GTC CCA GCA AAG TTC ATG-3'
CYP2D6 in6 FAM (prob) 130 uL 62.1 5'-156-FAM/GAA GGG TAC AGG CGG GGG/36-
TAMSp/-3'
Albumin
Alb ex12 f 977 uL 55.7 5-TGT TGC ATG AGA AAA CGC CA-3’
Albex12r 678 uL 57.7 5'-GTC GCC TGT TCA ACC AAG GAT-3'
Alb ex12 FAM (prob) 314 puL 63.3 5"-156-FAM/AAG TGA CAG AGT CAC CAA ATG

CTG CAC AG/36-TAMSp/-3’
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i) LIGHTCYCLER® TAQMAN MASTER KIiTIN ICERIGI VE

HAZIRLANMASI (Roche, Versiyon Nisan 2006)
Kit’in icerigi
(1a) Tag DNA Polimeraz Enzimi
(1b)  Reaksiyon karigimi [Daha sonra (1) adi ile anilacak]
(2)  Su, PCR derece
Kit’ in hazirlanmasi

e (la) numarali Enzim tiiptinden 10 pL alindi, (1b) numarali reaksiyon

karisimina ilave edildi.

e Bu karnisim (FastStart Taqg DNA Polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve
dNTP karisimi igermektedir) (1) numarali tiip adimi alarak yeniden

etiketlendi.

e Hazirlanan karisim -15 ila -25°C’°de muhafaza edildi ve 1 hafta icerisinde

tilkketilmesine 6zen gosterildi.
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iii)  Gen ekspresyonu ¢calisma protokolii

CYP2D6 Intron 6, Exon 9 ve Albumin Exon 12’ye ait bir (1) reaksiyon i¢in

hazirlanan karisim

9.8 uL Su

0.5 pL f primer

0.5 pL r primer

0.2 uL prob

4 puL master reaksiyon karisimi (1)

5uL DNA 6rnegi (50-200 ng)

Toplam hacim: 20 pL (Bir reaksiyon igin)

Analiz edilecek DNA izolatlar1 6nceden oda sicakligina getirildi. Analiz edilecek
ornek sayisina gore karisimin toplam hacmi belirlendi. Hazirlanan karisim dnceden
sogutulmus kapiler adaptérii iizerinde bulunan 20 pL hacimli LightCycler® kapiler
tiiplerine (Sekil 3.2.) her bir kapiler tiipte 15 pL olacak sekilde aktarildi ve lizerine 5
uL hedef DNA izolat1 ilave edilerek tiipiin kapagi kapatildi. Kisa bir santrifijj
yapilarak kapilerler calismaya hazir hale getirildi. Her g¢aligmada oOrneklerle es
zamanli olarak kontaminasyon kontrolii icin DNA 0Ornegi icermeyen bir negatif
kontrol ¢alisildi. LightCycler 1.2 (Roche Diagnostics GmbH, Mannheim, Germany)
RT-PCR sisteminde Tablo 3.7’de belirtilen kosullarda analiz edildi. CYP2D6 Ekson
9, Intron 6 ve Albiimin Intron 12 bélgelerinin PCR iiriinlerinin uzunluklar1 Tablo
3.8’de belirtildi. Elde edilen miktar tayinleri Cp (Esik dongii) degeri seklinde

kaydedildi.
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Adaptor

,,'/ Kapiler tiip

.4-

Sekil 3.2. LightCycler® kapiler tiip adaptoriiniin ve icinde bulundugu
sogutma blogunun goriintiisii
Tablo3.7. CYP2D6 intron 6, Ekson 9 ve Albiimin intron 12 Gen ekspresyonu
RT-PCR Programi
Program: Denatiirasyon PCR Soguma
Parametre
Analiz Modu Yok Miktar Tayini Yok
Dongii sayisi 1 45 1
Segment 1 1 2 3 1
Hedef sicaklik (°C) 95 95 63 72 40
Ikinci hedef - - 55 - -
sicaklik (°C)
Bekleme siiresi 10:00 00:10 | 00:40 | 00:01 | 00:30
(dak:s)
Artis oram (°C/s) 20 20 20 20 20
Mod Yok Yok | Yok | Tek Yok
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Tablo3.8. CYP2D6 Ekson 9, Intron 6 ve Albiimin Intron 12 bélgelerinin PCR

urinlerinin uzunluklar

Cogaltilan bolgenin adi Cogaltilan bolgenin uzunlugu
CYP2D6 Ekson 9 89 bp
CYP2D6 intron 6 78 bp
Albiimin Intron 12 72 bp

3.5.2. CYP2D6*3 VE *4 ALELLERININ BELIRLENMESI

(1a)
(1b)
(@)
(3)

Lightcycler® Faststart DNA Master Hybprobe kit’inin icerigi (Roche,
Version Ocak 2006)

Taq DNA Polimeraz Enzimi

Reaksiyon karisimi [Daha sonra (1) adi1 ile anilacak]

25 mM MgCl; stok ¢ozeltisi

Su, PCR derece

Kit’in hazirlanmasi

(1b) numarali reaksiyon karigimindan 60 pL alindi, (la) numarali Enzim
tiiptine ilave edildi.

Bu karisim (FastStart Taq DNA Polimeraz, reaksiyon tamponu, MgCl, ve
dNTP karistimi igermektedir) (1) numarali tiip adimi alarak yeniden
etiketlendi.

Hazirlanan karisim -20°C’de muhafaza edildi.
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i) Lightmix® kit’inin (TIB Molbiol) icerigi ve hazirlanmasi
e Bu kit liyofilize edilmis primer ve problarin karisimindan olugsmaktadir.

e 16 reaksiyonluk tiipler halinde bulunan liyofilize haldeki Lightmix® kitinin
her bir tiipine 66 pL otoklavlanmis ultra saf su ilave edildi ve vorteks

yardimi ile karistirildi.
e Hazirlanan karisim -20°C’de muhafaza edildi.

iv) CYP2D6 *3 ve *4 allelerinin belirlenmesinde bir (1) reaksiyon icin

hazirlanan karisim

7,4 uL Su

1,6 uL MqgCl,

4 uL Prob ve primer karisimi (Lightmix)
2 uL Master reaksiyon karisimi (1)

5uL DNA 06rnegi

Toplam hacim: 20 pL (Bir reaksiyon igin)

Analiz edilecek 6rnek sayisina gore karisimin toplam hacmi belirlendi. Hazirlanan
karistm RT-PCR 6nceden sogutulmus kapiler adaptorii lizerinde bulunan 20 pL
hacimli LightCycler® kapiler tiiplerine her bir kapiler tiipte 15 pL olacak sekilde
aktarild1 ve iizerine 5 pL hedef DNA ilave edilerek tiipiin kapag: kapatildi. Kisa bir
santrifiij yapilarak kapilerler ¢alismaya hazir hale getirildi. Her ¢alismada 6rneklerle
es zamanl olarak kontaminasyon kontrolii icin DNA 0rnegi igcermeyen bir negatif
kontrol ve kitin igeriginde bulunan bir homozigot mutant, bir heterozigot, bir de

homozigot yabani tip 6rnek calisildi. LightCycler 1.2 (Roche Diagnostics GmbH,
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Mannheim, Germany) RT-PCR sistemi ile, Tablo 3.9’da ¢alisma kosullar1 belirtilen
yontemle, Roche LightCycler Software Version 3.5 yazilimi ile analiz edildi. Elde
edilen erime egrilerinde Tablo 3.10°deki erime sicakliklarina gore Ornegin ilgili
alelleri tasiyrp tagimadigi belirlendi. Yapilan RT-PCR analizinde Tablo 3.11°de

tiirleri ve kanallar1 verilen problar kullanildi.

Sekil 3.3’te RT-PCR sisteminin sicaklik programi ve erime egrileri (CYP2D6*3)

bilgisayar yaziliminda bir arada goriilmektedir.
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Tablo3.9.  CYP2D6*3 ve *4 alellerinin SNP analizinde kullanilan RT-PCR kosullari
Denatiirasyon PCR Erime Soguma
Parametre
Analiz Modu Yok Miktar Tayini Erime egrisi Yok
Dongii sayisi 1 40 1 1
Program: Segment 1 1 2 3 1 2 3 1
Hedef sicaklik (°C) 95 95 62 72 95 40 85 40
Bekleme siiresi (dak:s) 10:00 00:05 | 00:10 | 00:15 | 00:20 | 00:20 | 00:00 00:30
Artis oram (°C/s) 20 20 20 20 20 20 0,2 20
Mod Yok Yok | Tek | Yok | Yok | Yok | Sirekli Yok
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RT-PCR sisteminin sicaklik programinin ve erime egrilerinin (CYP2D6*3) yazilimda bir arada goriintiisii.
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Tablo 3.10.  Genotip belirlemede kullanilan erime sicakliklari

Erime Sicakhiklar: (Tm)
(’C)
Mutant Yabani tip
(Wildtype)
Lightmix® 51.0 58.1
CYP2D6*3
Lightmix® 64.3 56.0
CYP2D6*4

Tablo 3.11. CYP2D6*3 ve *4 alellerinin belirlenmesi i¢in kullanilan problarin

ozellikleri
Fragman Prob Kanal
Lightmix®
CYP2D6*3 378 bp Red 640 640
Lightmix®
CYP2D6*4 370 bp Red 640 640
Lightmix®
CYP2D6*5! 171 bp 530

'Hem CYP2D6*3 hem de *4 kitinin igeriginde, olasi gen delesyonunu belirlemek ve
analizde yanlis yorumlamay1 engellemek {izere, CYP2D6 tiim gen delesyonun alleli
olan *5’i belirlemek iizere 530 kanalinda fluoresans sinyal veren Red 530 probu
bulunmaktadir. Bu sayede tiim ornekler her iki allelin yam sira (*3 ve *4), CYP2D6*5

alleli agisindan da degerlendirilmis olur.
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3.6. CALISMANIN KROMATOGRAFIK VE SPEKTROMETRIK

BASAMAKLARI

3.6.1. Calismada Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

e 1mg/mL Stok ¢ozeltilerin Hazirlanmasi
RSP, PLP, SRT, RBK, OLZ standart maddelerin her biri elektronik hassas terazide 10
mg tartildi ve 10 mL hacimli sertifikali balon jojelere aktarilarak metanol ile hacme
tamamlandi. Her bir etken maddeye ait stok ¢ozeltiler ¢alisma boyunca -20°C’de
muhafaza edildi. ilag¢ etken maddeleri %99,9 saflikta oldugundan safsizliklar1 gz ardi

edildi.

e 10 pg/mL Karnisim Cozeltisinin Hazirlanmasi (RSP, PLP, SRT, OLZ, HLP)
1 mg/mL konsantrasyonlu stok ¢ozeltilerin her birinden (RSP, PLP, SRT, OLZ, HLP)
100 pL alindi, 10 mL hacimli sertifikali balon jojeye aktarilarak metanol ile hacme

tamamland. Karisim ¢dzeltisi calisma boyunca -20°C’de muhafaza edildi.

¢ 500 ng/mL Karisim Cozeltisinin Hazirlanmasi (RSP, PLP, SRT, OLZ, HLP)
10 pg/mL konsantrasyona sahip karisim ¢ozeltisinden 500 pL alindi, 10 mL hacimli
sertifikal1 balon jojeye aktarilarak metanol ile hacme tamamlandi. Karisim ¢ozeltisi

calisma boyunca -20°C’de muhafaza edildi.

e 1 pg/mL I¢ Standart (RBK) Cézeltisinin Hazirlanmas
1 mg/mL konsantrasyonlu RBK stok c¢ozeltisinden 10 uL alindi, 10 mL hacimli
sertifikali balon jojeye aktarilarak metanolde hacme tamamlandi. I¢ standart ¢ozeltisi

calisma boyunca -20°C’de muhafaza edildi.
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e Kalibrasyon Cozeltilerinin Hazirlanmasi
Kalibrasyon c¢ozeltileri asagidaki tabloda belirtildigi sekilde 8 konsantrasyonda
hazirlandi. Metanol ile 10 mL hacimde hazirlanan ¢ozeltilere (son konsantrasyonu 25
ng/mL olacak sekilde) 1 pg/mL RBK ¢ozeltisinden 250 pL ilave edildi (Tablo 3.12).
0.5, 1, 5, 10, ve 25 ng/mL olan konsantrasyonlar 500 ng/mL karisim ¢ozeltisinden,;

50,100 ve 250 ng/mL olan konsantrasyonlar 10 pg/mL karisim ¢ozeltisinden hazirlandi.

Tablo 3.12. Kalibrasyon ¢6zeltisi hazirlanmasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hacimleri.

Konsantrasyon | 500 ng/mL 10 pg/mL 1 pg/mL I¢ Toplam
Karisim Karisim Standart hacim
Cozeltisi Cozeltisi Cozeltisi

(ng/mL) (uL) (uL) (uL) (mL)

0,5 10 - 250 10

1 20 - 250 10

5 100 - 250 10

10 200 - 250 10

25 500 - 250 10

50 - 50 250 10

100 - 100 250 10

250 - 250 250 10

e Borat Tamponunun Hazirlanmasi (pH=9.4)

6.18 g (100 mmol) Borik asit bir miktar saf suda ¢6ziildii ve tizerine 2 g NaOH (50

mmol) ilave edilerek pH=9.4’e ayarlandi, ¢6zelti saf su ile 1 L’ye tamamlandi.



90

e 0,1 M NaOH Cozeltisinin Hazirlanmasi

2 g NaOH tartildi, 500 mL suda ¢oziiliinceye dek iyice karistirildi. Cozelti ¢alisma

boyunca oda sicakliginda muhafaza edildi.

e Mobil Faz A’nin Hazirlanmasi
5mM Asetik Asit (pH=4.5)

500 mL’lik erlen mayerde 200 mL ultra saf su i¢ine 450 pL Glasiyel Asetik asit eklendi.
Manyetik karistirict esliginde Amonyak ilave edilerek pH=4.5¢e ayarlandi. Cozelti 500
mL cam meziire aktarildi ve iizeri hacme tamamland1 ve mobil faz sisesine alinarak

ultrasonik su banyosunda 10 dakika boyunca degaze edildi.

e Mobil Faz B: Metanol

Kromatografik safliktaki metanol mobil faz sisesine koyularak caligmaya hazir hale

getirildi.

e ligne yikama cozeltisi

%1 Formik asit: Asetonitril:Metanol:izopropanol (25:25:25:25 w/w)
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3.6.2. idrar Orneklerini Hazirlama Prosediirii

I mL idrar 6rnegi 15 mL’lik plastik vida kapakli test tiipiine koyuldu.

50 uL 1M NaOH ¢ozeltisi ilave edildi (pH=10) ve vortekslendi.

Ornekler énceden 50°C’ye 1sit1lmis su banyosunda 30 dakika boyunca hidroliz edildi.

\
1.5 mL Etil asetat: n-Heptan (2:1, v/v) ilave edildi.

Bu basamaklar 2 kez
tekrarlandi, ikinci basamak

5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi. oncesinde pH kontrolii yapilds.

5 dakika boyunca vortekslendi.

Ust faz 5 mL’lik cam tiipe alind1.

J
Cam tiip i¢indeki organik faz 40°C’de azot altinda kuruluga kadar uguruldu.

Tiiplerin igine 25 ng/mL RBK i¢ standart ¢ozeltisinden 1 mL ilave edildi, vortekslendi.
3 dakika ultrasonik su banyosunda bekletildi.
Etiketlenmis 1.5 mL’lik vida kapakli cam siseye alinarak LC-MS/MS sisteminde analiz

edildi.
3.6.3. Kan Orneklerini Hazirlama Prosediirii

500 pL kan 6rnegi 15 mL’lik plastik vida kapakli test tiipiine koyuldu.
500 pL su ile seyreltildi.

0.15 g NaCl ilave edildi ve vortekslendi.

2 mL Borat tamponu (pH=9,4) ilave edildi ve vortekslendi.

2.5 mL Etil asetat: n-Heptan (2:1, v/v) ilave edildi. )
Bu basamaklar 2 kez
tekrarlandi, ikinci basamak
oncesinde pH kontrolii
yapildi.

5 dakika boyunca vortekslendi.
5000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

Ust faz 5 mL’lik cam tiipe alind.
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Cam tiip igindeki organik faz 40°C’de azot altinda kuruluga kadar ucuruldu.

Tiplerin i¢cine 25 ng/mL RBK i¢ standart ¢ozeltisinden 500 pL ilave edildi,
vortekslendi.

3 dakika ultrasonik su banyosunda bekletildi.

Etiketlenmis 1,5 mL’lik vida kapakli cam siseye alinarak LC-MS/MS sisteminde analiz

edildi.

Etken madde miktarlari, hastalara ait kan ve idrar Orneklerinin kalibrasyon egrileri
kullanilarak otomatik LC-MS/MS yaziliminda kantitatif analizi yapildi. Elde edilen
sonuclarin kalibrasyon araliginin {ist sinirim1 gegmesi durumunda Ornekler yeniden

oOziitlenip 10 kat seyreltilerek analiz edildi ve miktar1 belirlendi.

3.6.4. Kromatografik ve Spektrometrik Analiz Kosullari

Calismada kullanilan LC-MS/MS sisteminin boliimleri Sekil 3.4’de goriilmektedir.
Etken maddeler i¢in belirlenen MS/MS iyonlari ve enerjilerine ait bilgiler Tablo 3.13’de
verilmektedir. Kromatografik ve spektrometrik kosullar sirasiyla Tablo 3.14 ve Tablo

3.15deki gibidir.
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Sekil 3.4. Calismanin gergeklestirildigi Zivak Tandem Gold LC-MS/MS sisteminin

toplu goriintiisii

Tablo 3.13.  Etken maddeler i¢in belirlenen MS/MS iyonlari ve enerjileri

Madde adi + Iyon (m/2) Kapiler Carpisma Dwel time

(Q1-> Q3) voltaji (V) enerjisi (V) (sn)
306>159* 70 24 0,100

SRT
306>275 70 11 0,100
313->84 100 21 0,100

oLz
313->256* 100 21 0,100
314->91 80 29 0,100

RBK
314->176* 80 12 0,100
RSP 411->191 90 26 0,100
PLP 427->207 105 25 0,100

*Miktar tayini yaparken kullanilan iyonlar (ikincil iyon)




Tablo 3.14. Calismanin kromatografik (HPLC) kosullar1

Analiz Parametresi

Kosul

Yazilim Varian MS Workstation System Control
(Versiyon No: 6.9.1)

Mobil Faz A: 5mM Asetik Asit (pH=4.5)

Mobil Faz B: Metanol

Kolon Firin Sicakligi: 50°C

Otomatik Ornekleyici 4°C

sicakligi:

Kromatografik Kolon:

3u, C18(2), 100 A, 150x2.00 mm,
Analitik Ters Faz Kolon

Koruyucu 6n kolon: C18 4x3.0 mm
Enjeksiyon hacmi: 10 uL
Analiz Siiresi: 5 dak

Pompa programa:

Siire (dak) Mobil Faz A (%) Mobil Faz B (%) | Akis hiz1 (mL/dak)
0:00 8 92 0,23
1:30 8 92 0,23
1:31 8 92 0,3
2:29 8 92 0,3
2:30 8 92 0,23
5:00 8 92 0,23




Tablo 3.15.  Calismanin Spektrometrik (MS-MS) Analiz Kosullari

Analiz Parametresi

Kosul

Iyon Kaynagr: Elektro Spray Iyonlastirma (ESI)
Iyonlastirma Tiirii: Pozitif

Dedektor voltaji: 1305V

Argon gazi (CID) basinci: 24V

ESI igne voltaji: 5500 V

ESI shield (koruyucu kalkan) voltaji: 600 V

Kurutucu Gaz (Azot) Sicakligi: 400°C

Kurutucu Gaz (Azot) Basinci: 30 psi

Nebulizer Gaz (Sislestirici) basinct: 55 psi

API govde (housing) sicaklig:: 65°C

Entegrasyon parametreleri

Giirilta olgtimii:

Peak to peak

Kalibrasyon Tipi: I¢ Standart
Olgiim Tipi: Pik Alam
Entegrasyon araligi: +0,250 dak.
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3.6.5. Secicilik calismalari

Etken madde ¢ozeltilerinin hazirlanmasinda ve mobil faz B olarak kullanilan metanol
¢Oziiclisiinlin, Oziitlenmis bos idrar ve bos kan Orneklerinin LC-MS/MS
kromatogramlar1 ile etken maddeleri igeren metanol, kan ve idrar Orneklerinin
kromatogramlari karsilastirildi, maddelerin alikonma zamanlari ile ¢akisan herhangi bir

girisim olup olmadigina bakildi.
3.6.6. Dogrusallik Calismalari

Dogrusallik ¢alismasinda etken madde karisimindan hazirlanan ve Tablo 3.12°de
bildirilen kalibrasyon ¢ozeltileri dnce bulunduklari metanol matriksinde analiz edildi.
Otomatik yazilim programi ile her bir etken madde i¢in kalibrasyon egrileri olusturuldu.
Ayni kalibrasyon noktalar1 matriks etkisini gérmek icin bos kan ve idrar 6rneklerinin
Oziitlenmesinden elde edilen matrikse katilarak analiz edildi ve kalibrasyon egrileri elde
edildi. Burada bos kan ve bos idrar Ornekleri ¢alisilmakta olan etken maddelerden
herhangi birini igermediginden emin olunan, herhangi bir ila¢ kullanmayan kisilerden

alinan Orneklerdir.

Dogrusallik parametresinin kabul edilme degerleri; korelasyon katsayisi (rz) i¢cin >0,999
ve %RSD (Yanit faktoriinlin bagil standart sapmasi) icin ise <%15 olarak belirlendi. Bu

degerlerin disindaki sonuglar tekrar edildi.
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3.6.7. En Diisiik Belirleme Limiti (LOD) ve En Diisiik Hesaplama Limiti
(LOQ) Cahsmalar:

LOD ve LOQ hesaplamalar1 asagidaki formiil kullanilarak kan ve idrar igin ayr1 yapildi

(135" Guideline of FDA, 2005).

LOD=3xd/S

LOQ=10x4/S

Burada;

0= Dogrusal araligin en diisiik konsantrasyonun en az 6 tekrarindan elde edilen

standart sapma
S=  Kalibrasyon egrisinin egimi
3.6.8. Geri Kazamim Cahsmalari

Hem idrar hem de kan &rnekleri i¢in en az 3 ayri konsantrasyonda her biri 6 tekrar
olmak iizere geri kazanmim c¢aligmalar1 yapildi. Secilen konsantrasyonlar dogrusal
araligin diisiik, orta ve yiiksek konsantrasyonlarini temsil eden noktalar olarak secildi.
Bu calismalarda kalibrasyon i¢in hazirlanmis ¢ozeltiler bos (blank) idrar ve kan
orneklerine katilmak sureti ile yapildi; idrar ve kan ornekleri prosediire gore oziitlendi.
Kan ve idrarda hazirlanan kalibrasyon egrileri ile elde edilen geri kazanim bulgular
asagidaki formiil yardimi ile hesaplandi. Geri kazanim bulgular i¢in kabul degerleri

%380 ile %120 arasindadir. Bu araligin disindaki sonuglar tekrar edildi.

Bulunan konsantrasyon

% Geri Kazanim = X 100

Eklenen konsantrasyon
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3.6.9. Kesinlik-Tekrar Edilebilirlik Calismalari

Kesinlik c¢alismalarinda, ayni konsantrasyonlardaki idrar ve kan ornekleri farkl
giinlerde en az alt1 (6) kez tekrar edildi. Giin i¢i ve giinler arasi sonuglarin ortalamasi,
standart sapmasi1 (SD) ve bagil standart sapmasi (%RSD) hesaplandi. %15’in tizerindeki

%RSD degerleri tekrar edildi.

3.6.10. Dogruluk Calismalari (%Hata)

Dogruluk caligmalar1 kan ve idrar icin 10 ve 100 ng/mL konsantrasyonlarindan elde
edilen sonuclarin asagidaki formiil ile hesaplatilmasi seklinde yapildi. Dogruluk
parametresinin kabul degeri <%15°dir. Bu degerden daha biiyiik hatali sonuglar tekrar

edildi.

CBulunaln - CBeklenen
Dogruluk (%Hata) = x 100

CBekIenen

Burada;
Caulunan = Bulunan konsantrasyon

Caeklenen = Beklenen konsantrasyon
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3.6.11. Hastalara ait kan ve idrar orneklerinin LC-MS/MS ile analizi

CYP2D6*3 ve *4 allelerinin polimorfizmi ve gen ekspresyonu belirlenen ve OLZ, RSP
ve SRT ilaglarindan en az birini kullanmakta olan 39 hastanin kan ve idrar 6rnekleri
yukarida detaylar1 ile belirtilen ve gegerlilik ¢aligmalar1 yapilan yontemler ile

Oziitlenerek LC-MS/MS sisteminde belirtilen kosullarda analiz edildi.

3.7. Cahsmanin Bilgi ve Bulgularinin Degerlendirilmesi

Calismanin genetik basamaklarinin degerlendirilmesinde, gen kopya sayilarindan elde
edilen tiim verilerin normal dagilimli olup olmadigi Kolmogorov-Simirnov testi ile test
edildi. Anlamli olarak farkli bulunan sonuglar (p<0,05) normal dagilimli kabul
edilmediginden bu verilere parametrik olmayan testler uygulandi. Elde edilen gen kopya
sayilarinin bulgulari hasta ve kontrol gruplari arasindaki fark agisindan Mann-Whitney
U testi kullanilarak degerlendirildi. Tiim bu testler SPSS istatistik programinin 17.0
versiyonu ile yapildi. %95 giiven araliginda yapilan testlerde anlamlilik diizeyi p<0,05

olarak kabul edildi.

CYP2D6*3 ve *4 allel ve genotip frekanslari hesaplandi. CYP2D6*3 ve *4 allel ve
genotip frekanslari i¢in hasta ve kontrol grubu arasindaki farkin anlamli olup olmadigini
belirlemek iizere Ki-kare (X?) uygunluk testi uygulandi. Bu hesaplamalar Microsoft
Office Excel 2007 programinda gergeklestirildi. %90 ve %95 giiven araliginda yapilan

bu testlerde anlamlilik diizeyi sirastyla p<0,1 ve p<0,05 olarak kabul edildi (Ek 6).

Calismanin kromatografik ve spektrometrik basamaklarinin degerlendirilmesinde etken

maddelerin LC-MS/MS ile miktar tayinlerinde ve yontemin analitik parametrelerinin
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degerlendirilmesinde ortalama, standart sapma, bagil standart sapma, varyans gibi

degerler Microsoft Office Excel 2007 programinda yapilds, .

Hastalarin kullandiklar1 ila¢ dozlari birbirinden farkli oldugundan; bu farkliliginin
ortadan kalkmasi i¢in kan ve idrarlarindaki ila¢ konsantrasyonlar1 hastalarin aldiklari
giinliik ila¢ dozlarina boliindii. Boylelikle doz basina diisen ilag konsantrasyonu ile
CYP2D6 gen kopya sayist ve CYP2D6*3 ve *4 allellerinin genotipleri karsilastirildi.

Aralarindaki korelasyon Spearman’s korelasyon testi ile degerlendirildi (p<0,05).
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4. BULGULAR

4.1. Genetik calismalarin sonuglar

Caligmada yer almay1 kabul eden 77 hastadan ve 38 saglikli bireyden alinan kanlarin
izolasyonundan elde edilen ve analiz edilinceye kadar +4°C’de muhafaza edilen DNA
izolatlar1 %2 Agaroz jel -elektroforezinde yiiriitiilerek izolasyonun gergeklesip

gerceklesmedigi kontrol edildi (Sekil 4.1).

Sekil 4.1. izolasyon sonrasinda elde edilen DNA 6rneklerinin %2 Agaroz jel

elektroforezindeki goriintiisii

411 CYP2D6*3 ve *4 Allel frekanslar: ve genotipleri

77 hasta ve 38 kontrol grubuna ait CYP2D6*3 ve*4 alellerinin frekanslar1 Tablo
4.1°deki gibidir. Hasta ve kontrol grubunda CYP2D6%*3 allel frekanslari esit iken (0,01);
CYP2D6*4 i¢in hasta frekansi 0,15 ve kontrol grubu i¢in 0,04’tiir. Allel frekanslarinin

Ki-Kare (X?) uygunluk testi sonuglarina gore (Tablo 4.2) hasta ve kontrol grubu
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arasinda allel *4 i¢in anlamli fark oldugu (%95 giiven araliginda) bulundu (p<0,05).

Allel *3 i¢in bu fark tespit edilmedi (p=0,609).

Calismanin genotip bulgular1 ise Tablo 4.3’deki gibidir. Calismaya katilan 77 hastadan
21’inin CYP2D6*4 i¢in en az bir mutant allel tagidig1 saptandi. Bunlardan yalnizca 2
hastanin homozigot mutant iken (*4/*4), diger 19 hastanin heterozigot oldugu goriildii
(wt/*4). Kontrol grubunda ise CYP2D6*4 i¢in mutanat allel tasiyanlarin sayisinin 3
oldugu ve hepsinin heterozigot oldugu tespit edildi. CYP2D6*3 i¢in ne hasta grubunda
ne de kontrol gurubunda homozigot mutant (*3/*3) bireye rastlanmadi; her iki grupta da
heterozigot genotipler (*3/wt) oldugu saptandi. Her iki allel kitinin de i¢inde yer alan ve

530 kanalinda tayin edilen CYP2D6*5 alleline ise hi¢bir 6rnekte rastlanmadi.

Genotip frekanslarina yapilan Ki-Kare (XZ) testi sonuglar1 Tablo 4.4’de verildi. Bu
testin sonuglarina gore hastalar ile kontrol grubu arasinda allel *4’iin genotip
frekanslarinda %90 giiven araliginda anlaml fark tespit edildi; (p<0,1); allel *3’lin

genotip frekanslarinda anlaml fark tespit edilmedi (p=0,873).

Tablo 4.1. Hasta ve kontrol grubuna ait CYP2D6*3 ve *4 allel frekanslari

Alel adx Allel frekansi
Toplam HastaAlleli Toplam Kontrol Alleli
(n=154) (n=76)
(77x2) (38x2)
CYP2D6*3 0.01 0.01
CYP2D6*4 0.15 0.04




Tablo 4.2.

frekanslarinin Ki-Kare (X?) uygunluk testi sonuclart

Hasta ve kontrol grubu arasinda CYP2D6*3 ve *4 allel

%2 Test sonuclart Gozlenen Gozlenen Bulunan Bulunan p
¢ (Beklenen) | (Beklenen) | X? degeri® degeri
(0,05 i¢in)
CYP2D6 *3 *3 wt
(yabani tip)
Hasta (n=154) 1 153 (152,7)
(1,339) 0,262
0,609
Kontrol (n=76) 1 75 (75,339) (<3,84)*
(0,661)
CYP2D6*4 *4 wt
(yabani tip)
Hasta (n=154) 23 131 (136,6)
(17,408) 6,128
0,013
Kontrol (n=76) 3 73 (67,408) (>3,84)*
(8,591)

a

*

sd=serbestlik derecesi [(satir-1)*(siitun-1)] =1
X? Dagilim tablosuna gore sd=1 i¢in 3,84 kritik degerin {izerindeki sonuglar
anlamli olarak farkli; altindaki sonuglar ise anlamsiz bulunur (p<0,05 igin).
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Tablo 4.3. Hasta ve kontrol grubunun CYP2D6*3 ve *4 alellerinin genotip bulgulari

Genotip adi

Genotip frekansi

Hasta (n=77)

Genotip frekansi

Kontrol (n=38)

CYP2D6*3
*3/*3 0,0 (0/77) 0,0 (0/38)
*3/wt 0,013 (1/77) 0,026 (1/38)
wt/wt 0,987 (76/77) 0,974 (37/38)
CYP2D6*4
*4/*4 0,026 (2/77) 0,0 (0/38)
*4/wt 0,247 (19/77) 0,079 (3/38)
wt/wt 0,727 (56/77) 0,921 (35/38)
Tablo4.4. Hasta ve kontrol gurubu CYP2D6*3 ve *4 genotip frekanslarinin
Ki-Kare (X?) uygunluk testi sonuclari
Bulunan p
X2 Test Gozlenen Gozlenen Gozlenen | Bulunan degeri
sonuclari (Beklenen) | (Beklenen) | (Beklenen) | X?degeri® | (0,1 igin)
CYP2D6*3 *3/*3 *3/wt wt/wt
0,272
Hasta (n=77) 0 (0) 1(1.339) | 76 (75,66) 0,873
(<4,61)*
Kontrol (n=38) 0 (0) 1 (0,661) 37 (36,36)
CYP2D6*4 *4[*4 *4/wt wt/wt
5,940
- 0,051
Hasta (n=77 2 (1,339 19 (14,73 56 (60,93 ’
(0=T7) | 2(1389) | 18(1473) | 56(6099) | o
Kontrol (n=38) | 0 (0,661) 3(7,269) | 35(30,07)

sd=serbestlik derecesi [(satir-1)*(siitun-1)] = 2

*

X? Dagilim tablosuna gore sd=2 i¢in 4,61 kritik degerin iizerindeki sonuglar anlamli
olarak farkl; altindaki sonuglar ise anlamsiz bulunur (p<0, 1 i¢in)
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Genotip belirlerken her analiz setinin yaninda homozigot mutant (orn. *4/*4),
homozigot yabani tip (6rn. wt/wt) ve heterozigot (6rn. *4/wt) genotiplerden olusan
kontrol DNA o6rnekleri ve DNA igermeyen negatif kontrol (NK) 6rnegi de calisildi.
Boylelikle her analizde hem kontaminasyon takibi yapildi hem de pozitif kontroller
sayesinde calisma gruplarinin degerlendirmesi yapildi. Yapilan g¢alismalar boyunca
negatif kontrol O&rneklerinin higbirinde kontaminasyona rastlanmadi. Bu kontrol
orneklerinin ve negatif kontrol 6rneginin CYP2D6*4 i¢in erime egrileri ve erime pikleri

Sekil 4.2°de verildi.
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Sekil 4.2. CYP2D6*4 genotipini belirleme sistemine ait kontrol DNA 6rneklerinin
erime egrileri ve erime piklerinin bir arada goriintiisii (NK= Negatif

kontrol)
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Calismada yer alan, CYP2D6*4 aleli icin *4/wt genotipi, wt/wt genotipi ve *4/*4
genotipi tasiyan hastalardan birer ornek sirasiyla Sekil 4.3, Sekil 4.4, Sekil 4.5°de
gosterildi. CYP2D6*3 aleli icin *3/wt genotipi, wt/wt genotipi tastyan hastalardan birer

ornek Sekil 4.6 ve Sekil 4.7°de gosterildi

C* to Average i .
Bs o
185.— . | Erime
027+ < s -
0.
g egrisi
w
20,26
3
i
3
025
0.24-
) v 1 0 | 0 | 0 | v | v | v 1 0 1
40 45 a0 85 1] i3 0 i a0
Temperature [°C]
FZ
D,DDE—- 560C /\
= 7 -
Zomi- wit 64 30C\ Erime
& - ’
Pl -
So0me- *4 \ plkl
P \
i "
g J
e
0.002—
QM= 0 e
44 46 43 50 52 54 56 58 €0 62 B4 6 B8 70 72 74 7

a5t Temperature ['C)

Sekil 4.3. CYP2D6*4 aleli i¢in *4/wt genotipi tasiyan bir hastaya ait RT-PCR

erime egrisi ve erime piki goriintiisii
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Sekil 4.4.

F.. Na..
— 1 24

2 54
— 3 B4
— 4 ™4
— 5 &4
— & 104
— 7 1

g 124

9 134
— 10 144
— 11 154
— 12 154
— 13 17
— 14 154
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— 16 204
— 17 21
— 18 224
— 13 264

M0 27

— 22 304
23 31
— 4 324
— 25 33¢
— % 34
27 35
28wt
29 murd
— 30 het'4
— 3 bk

Sekil 4.5.

CYP2D6*4 aleli igin wt/wt genotipi tasiyan bir hastaya ait RT-PCR

erime egrisi ve erime piki goriintiisii.
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erime egrisi ve erime piki goriintiisii
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CYP2D6*4 aleli igin *4/*4 genotipi tasiyan bir hastaya ait RT-PCR
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Sekil 4.6. CYP2D6*3 aleli igin *3/wt genotipi tasiyan bir hastaya ait RT-PCR

erime egrisi ve erime piki goriintlisii

P.| Name C* to Awerage %ﬂm_
blark*3 Fi ]
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=
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1673 o 016+
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115 ) . | . ) . , . , . ,
40 45 50 55 &0 65 70
Temperature [‘C]
B oom—
0.0005—
- J
R
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&0, 0005— :
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g
2 4 Wit PIKI
50,0015 W
= 4 ., //
-0.002~ v
WOOZE— e T
44 45 48 B0 52 54 BB 58 B0 B2 B4  BE BB 7
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Sekil 4.7. CYP2D6*3 aleli i¢in wt/wt genotipi tastyan bir hastaya ait RT-PCR

erime egrisi ve erime piki goriintiisii.



109

4.1.2. Gen ekspresyonu calismasinin sonuclari

Gen ekspresyonu c¢alismasi 77 hasta ve 27 kontrol 6rnegi ile gerceklestirildi. Asagidaki
sekilde RT-PCR sistemi ile yapilan alblimin geni intron 12’nin ekspresyon
bulgularindan bir kism1 goriilmektedir (Sekil 4.8). CYP2D6 intron 6 bolgesinin gen
ekspresyon bulgusunun bir 6rnegi negatif kontrol ile birlikte Sekil 4.9°da gosterildi.

Gen ekspresyonu ¢alismalart siiresince negatif kontrolde herhangi bir kontaminasyona

rastlanmadi.
| P.] Name | | Caleulat... | Cro.. | Step 1: Baseline | Step 2 Analysis
—— 1 a2 0000E+00 2759
2 Apz2 0000E+00 3177 B
—— 3 A4hi23 NODE+00 2 B 1
—— 4 Ab124 0.000E+00 2574 2.2+
—— 5 4b12E 0000E+00 29.45 1
—— & AbIZE NONIE+0 27 B6 2]
—— 7 Ab127 0000E+00 2859 §
g Ab1zg 0000E+00 2567 a5
q ak123 NOE+00 26 52 ‘
—— 10 AB1210 00DOE+D0 2756 1
11 ab1211 0000E+00 2644 167
—— 12 Ab121Z OODE+I0 25T .
—— 13 4B1213  00DOE+D0 2576 14—
—— 14 Ab1214  000OE+00 276 =
16 AKIZ15  DDIOE+N 2353 S
—— 16 A4b1216  00DIE+00 273 2]
—— 17 4b1217  0000E+00 2712 g
—— 18 ABIZAE DODOE+I0 253% g 17
—— 19 4b1219 00DE+00 2523 =
—— 20 4b1220  00ME+00 2575 iT:
TSR] NONE+0 77 67 §
—— 22 41222 00DOE+D0 2596 s
23 AB1224  ODI0E+00 2660 :
24 ARIZEE NONEHIN PR47 il .
—— 25 Ab12:26 0.000E+00 2593 0.4+ Negatlf
—— 26 4b1227  0000E+00 2749 1 i
27 AKI228  DODIE+00 2555 024 kontrol
28 Ab1223  ODIOE+D0 2455 _ ;
23 A1z 0000E+00 24.86 o
—— a0 ARIZEZ DODOE+I0 2453
—— 3 41234 00DOE-D0 2489 l
—— 32 Abl2bkk  00DOE+00 3582 S T L T S [ S T S F S T |
il 5 1n 15 an 25 an a5 40 45
Cycle Number

Sekil 4.8. Alblimin intron 12 gen ekspresyon bulgularinin bir arada goriiniisti.
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P..| Name Calculat... | Crossing Point Step 1: Baseline | Gtep 2 Analysis
] 01.000E +00

Z 2 0.000E+D0 28,33 oz ]
— 3 3 0L00CE+D0 24,44 032
— 4 e 0.000E+D0 2412 q
—— 5 65 0.000E+D 25,69 035
— 8 nes 0.000E+D0 25,08 02— CYP2 D6
— 7 7 0000E+D0 25,33 ]

2 res 0.000E+D0 2307 0.26—

intron 6

9 ined 0.000E+00 25,22 7
int6-10 0000E+00 2618 024-
inte-11 0.000E+00 2455 1
int6-12 O000E+00 2412
int6-13 0.000E+00 2448 02— \
int6-14 O000E+00 2591 q

int6-15 0.000E+00 2556
intB-16 O000E+00 2565
int6-17 0.000E+00  23.86
int6-18 O000E+00 23 47
int6-20 O000E+00 2427
intB-21 O000E+00 2601 01 2_,
int6-22 O000E+00 2503 01—
int6-24 O000E+00 2523 4
int6-25 O000E+00 2434 0,08~
intB-26 O000E+00 2414

022-

Fluorescence (F1)
s &2 =
T

14—

Negatif

00E—

nE27  OO00E+00 2548 ] kO ntro I

MBI O000Es00 2176 0041

inE41 O000E+00 2460 -

nE42  0000E+00 2400 00z—

iE43 OO00E+00 2464 ]

W44 OODDESDD 2630 5

-4 0000E+00 24,93 -, . . . . , ‘ ‘ ‘ } . ‘

165 0 5 10 15 a0 3 40 45

20 £
Cycle Mumber

Sekil 4.9. Intron 6 i¢in &rnek bir hasta bulgusunun negatif kontrol ile birlikte

goruntiisu

RT-PCR sonucunda elde edilen Cp (Crossing Point) degerleri asagidaki logaritmik
formiil ile albiimin referans genine gore hesaplatildi ve gen orani (R) hesaplanarak gen
kopya sayisinin belirlenmesi igin bir gruplandirma yapildi (Nguyen, D.L. ve ark., 2009;

Livak, K.J. ve Schmittgen, T.D., 2001).

R= 2-AACp

Bu formiilde;
AACp = ACP (smek) — ACP (kalibrator)
ACp = Cp(cvp2p6) — CP(albiimin)

Soyle ki; caligma grubunun tiim Cp sonuglarinin i¢inde alblimin ekspresyonu en diisiik
olan 6rnek “kalibrator” segildi. Bu 6rnegin CYP2D6 ekspresyon bulgusu “Cpcyp2ps)”

olarak kabul edilirken, alblimin ekspresyon bulgusu ise “Cpiimin)” Olarak kabul edildi.
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Yukaridaki formiilde gen orami hesaplanacak her numune i¢in bu kalibratér 6rnegin
farki “Cpcyr2ps) — CPaibiiminy” kullanildi. Elde edilen sonug, asagidaki formiilde de
gortldiigli sekilde “2nin negatif kuvveti olarak alindi. Sekil 4.10°da hesaplama sekli
gorilmektedir. Burada 35 kodlu hasta en diisiik albiimin gen ekspresyonuna sahip

oldugundan kalibrator olarak secildi.

FTEST » (0 %  fo| =22((034-P34)-(037-P37))|
M N 0 P R T )
R=2 -AACp R=2 -AACp

: intron 6 ekson 9

i 'Hasta kodu inte ex9 albl2

] 32 22,56 [ 21,28 I 24,93 ] 1,52|=27-{(034-P34)-{037-P37))
5 33 24,05 25,59 25,26 0,68 0,29
B 34 23,61 21,34 24,89 0,71 4,23
7 35 21,76 [ 22,06 I 23,53 ] 1,00 1,00
B 36 23,94 25,06 25,97 1,20 0,68
3 37 22,55 23,46 25,01 1,61 1,06
D 38 23,57 24,12 25,03 0,81 0,68
1 39 22,64 22,98 24,97 1,47 1,43
2 40 23,46 21,42 24,72 0,70 3,56

Sekil 4.10.  Orneklerin gen kopya sayilarinin R= 2"**°P formiiliine gére Microsoft

Excel programinda hesaplanmasinin goriintiisii.

Kalibrator olan 6rnegin ekspresyon bulgular1 normal, yani iki gen kopyasi tasidigi kabul
edildiginde R degeri 1 (R=1) oldugundan buna yakin degerler (R=0,75-1,25 arasindaki
degerler) normal gen kopya sayis1 yani 2 kopya kabul edildi. Bu degerlerin altinda olan
ornekler (R<0,75) ya tek allel olma olasiligi ya da diisiik enzim aktivitesi olarak kabul
edildi, bu degerin tlizerindeki ornekler ise (1,25> R< 1,75) gen kopyasiin ii¢ (3) oldugu
ya da yiiksek enzim aktivitesi seklinde kabul edildi. R=2 ve iizeri ise 3’den fazla gen
kopyas1 seklinde kabul edildi. Bu hesaplama sekline gore ¢alisma ve kontrol grubu i¢in

yapilan gruplandirmayi, gen oranlarinin ortalamasin1 ve standart sapmasini gosteren
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grafikler asagida gosterildi (Sekil 4.11, 4.12, 4.13, 4.14). Her gruptaki kisi sayilarini

gosteren Tablo 4.5 ise asagidaki gibidir.

Ekson 9 (hasta)

2,150.,95

Sekil 4.11. TagMan RT-PCR yodnteminin sonuglarna gore hasta grubu i¢in ekson

9’un beklenen ve bulunan gen oranlarinin ortalamasi + standart sapmast

Intron 6 (hasta)

2,19:40,65 |

Sekil 4.12. TagMan RT-PCR yonteminin sonuglarina gore hasta grubu i¢in intron

6’nin beklenen ve bulunan gen oranlariin ortalamasi + standart sapmast
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Ekson 9 (kontrol)

2.69+0.45

+

Sekil 4.13. TagMan RT-PCR yonteminin sonuglarina gore kontrol grubu igin ekson

9’un beklenen ve bulunan gen oranlarinin ortalamasi + standart sapmast

Intron 6 (kontrol)

1,60
140 & 169+053
§ 1.20

S 1,00 100=0-12

5

Sekil 4.14. TagMan RT-PCR ydnteminin sonuglarina gére kontrol grubu i¢in intron

6’nin beklenen ve bulunan gen oranlarinin ortalamasi + standart sapmast
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Tablo4.5.  Gen kopya sayilarina gére bulunan hasta ve kontrol grubu kisi sayilar

Ekspresyon R=05 R=1.0 R=15 R=2.0ve >2.0
Grup 1 Grup 2 Grup 3 Grup 4

Hasta CYP2D6 Int 6 18 38 10 11

(N=77) | CYP2D6 Ekzon 9 36 25 8 8

Kontrol | CYP2D6 Int 6 - 23 4 -

(N=27) | CYP2D6 Ekzon 9 4 16 2 5

Grup 1: R=0,5 [Gen sayis1 bir (1) veya gen aktivitesi diigiik]

Grup 2: R=1 [Gen sayis1 iki (2)]

Grup 3: R=1,5 [Gen sayist ii¢ (3)]

Grup 4: R> 2,0 [Gen sayis1 dort (4) ve iizeri]

Ekson 9 ve intron 6 bolgelerinin ekspresyon c¢alismasindan elde edilen gen kopya

sayllarinin dagilim hesaplamasi i¢in yapilan Kolmogorov Simirnov testi sonuglari

anlamli olarak farkli ¢iktigindan (p<0,05) dagilimin normal olmadigina karar verildi.

Bu sonuca gore hasta ve kontrol grubunun ekson 9 ve intron 6 gen ekspresyonundan

elde edilen gen kopya sayilarin arasindaki farkin anlamlilig1 parametrik olmayan Mann

Whitney U testi kullanilarak 6l¢iildii. Mann-Whitney U testinin sonuglaria gore hasta

grubunun ekson 9 i¢in gen kopya sayilari kontrol grubu ile karsilastirildiginda, %95

giiven araligina goére anlamli (p<0,05) olarak diisiik bulundu (sd=102). intron 6 i¢in gen

kopya sayilari arasindaki farkin ise anlamli olmadigi (p=0,376) bulundu (sd=102).

Intron 6 ve ekson 9 bdlgelerinden elde edilen gen kopya sayilar1 arasindaki korelasyon,



115

parametrik olmayan Spearman’s korelasyon testi ile analiz edildi ve %95 giiven

araliginda anlamli korelasyon tespit edildi (p<0.05).

4.2. Kromatografik ve Spektrometrik Analiz Bulgular:

4.2.1. Metanolde, Kanda ve Idrarda Secicilik calismasi

Idrar ve kanda SRT, OLZ, RSP ve PLP maddelerinin LC-MS/MS ile miktar tayini
yonteminin baslangicinda yapilan segicilik ¢alismalarinda; bos metanol, idrar ve kan
ornekleri ile 25 ng/mL RBK i¢ standardi igeren metanol, idrar ve kan Orneklerinin
kromatogramlar1 karsilastirildi ve herhangi bir girisim olmadigr goriildii (Sekil 4.15).
Ayrica, metanol, bos idrar ve bos kan kromatogramlari ile standart madde katilmig
metanol, idrar ve kan Orneklerinin kromatogramlar1 karsilastirildi bu calismanin
bulgular1 sirasiyla Sekil 4.16, Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de gosterildi. Etken madde
piklerinin elde edildigi alikonma zamanlarinda metanolden, idrardan ve kandan gelen
herhangi bir girisim olmadigi gozlendi. SRT, OLZ, RSP, PLP ve RBK’nin MS/MS

spektrumlari da sirasiyla Sekil 4.19, 4.20, 4.21, 4.22 ve 4.23’de gosterildi.
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kCounts] 314.0=176.1 [-12.0V] Filtered ¥_STD_0.5002. 31401761 [[12.0V] Filtered |
J 314.0-176.1 [-12.0%] Filtered METOO!. 314.0-176.1 [-12.0¥] Filtered K_SPPE_K 314.0=176.1 [-12 O
kCounts 314.D>]75 1 [F12.0v] Filtered Iﬂs
Metanol Idrar
400+
7504
00+
500
1
El
200+
250+
100+
o
T T T T T T T T T T T
05 1.0 15 20 25 2 3 10 15 20 25

Sekil 4.15.  Bos metanol, idrar ve kan 6rnekleri ile 25 ng/mL RBK i¢ standard1 igeren

metanol, idrar ve kan orneklerinin LC-MS/MS kromatogramlarinin st

uste goruntusui.



kCount:
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(b)
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313.0x256.0 [-21 0V) Fillared ¥_STD_0 5002 xms QUAD [0
313.0>286,0 [-21.0v] Fillered METOO1, xms QUAD [O[X

kCounts]

5]
AEII}:
3Dn—§
200

100

minutes

kCount
411.013]1.1 [-26.0%] Filtered MET1.xms QUAD

RSP A 150

(©)

411.0=191 1 [-26.0v] Filtered ¥_STD_0.5002 xms QUAD
(ol

Sekil 4.16.

PLP

(d)

T T T T T i
minutes

427 07207 1 [-26.0%] Filtered ¥_STD_0.5002 xms QUAD [O[
427 02207 1 [-25.0] Fitered MET1 xms QUAD [

 EE

minutes

T T T T T T
minutes

Bos metanol ¢oziiciisii ile 0,5 ng/mL konsantrasyondaki SRT (a), OLZ

(b), RSP (c) ve PLP (d) etken maddelerini igeren metanoliin LC-MS/MS

kromatogramlarinin {ist iiste goriintiisii.
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Sekil 4.17.

minutes

T T T T T T 1
minutes

Bos idrar 6rnegi ile 5 ng/mL konsantrasyondaki SRT (a), OLZ (b), RSP

(c) ve PLP (d) etken maddelerini i¢eren idrar 6rneginin LC-MS/MS

kromatogramlarinin {ist iiste goriintiisii.
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0.0H

minute:

Bos kan 6rnegi ile 5 ng/mL konsantrasyondaki, SRT (a), OLZ (b) RSP

(c) ve PLP (d) etken maddelerini i¢eren kan 6rneginin LC-MS/MS

kromatogramlarinin iist iiste gorlintiisii.
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Spectrum T4
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Sekil 4.19.  Sertralin (SRT) etken maddesinin MS/MS spektrumlari.
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Sekil 4.20.  Olanzapin (OLZ) etken maddesinin MS/MS spektrumlari.
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Spectrurm 1A =I5
BP: 191.1 1.801 min, Scan: 1055, 411.0>191.1 [-26.0v], RIC: 1.526e+8, BC
100% EN E
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Sekil 4.21.  Risperidon (RSP) etken maddesinin MS/MS spektrumu.
Spectrum 14
BP: 207 .1 1.702 min, Scan: 996, 427.0>207.1 [-26.0], RIC: 3.976e+7, BC
100% 207 1 E
] 3 97Fe+7
76%] 3
(R 0% .
5% ;
0%
[ T
206 207 208
Acguired Range  miz
Sekil 4.22.  Paliperidon (PLP) etken maddesinin MS/MS spektrumu.
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Sekil 4.23.  Reboksetin (RBK) i¢ standardinin MS/MS spektrumu.

15 analizden elde edilerek hesaplanan SRT, OLZ, RSP ve PLP etken maddelerinin ve i¢

standardin (RBK) alikonma zamanlari, standart sapmalar1 asagidaki tabloda (Tablo 4.6)

verildi.
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Tablo 4.6. Calismada yer alan maddelerin alikonma zamanlari, standart sapmalart
(n=15).
Madde adi Alikonma zamani Standart Sapma
(dak.)

Sertralin 1,650 +0,006

Olanzapin 1,787 +0,008

Risperidon 1,841 +0,004

Paliperidon 1,767 +0,009

Reboksetin (IS) 1,702 +0,01

4.2.2. Dogrusallik

i.  Metanol Coziiciisiindeki Dogrusallik

SRT, OLZ, RSP ve PLP maddelerinin metanol ¢ozeltisinde hazirlanmis 0,5 ila 250

ng/mL arasindaki konsantrasyonlarindan, dogrusallik denklemi, korelasyon katsayisi,

%RSD ve tekrar sayist ise Tablo 4.7°de; kalibrasyon egrileri asagidaki sekillerde (Sekil

4.24); gosterildi. Etken maddelerin tamaminin 0,5-250 ng/mL konsantrasyon araliginda

dogrusal (r>0,999) oldugu bulundu.
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Tablo4.7.  Metanol ¢6ziictisiindeki dogrusallik denklemleri, dogrusal aralik,
korelasyon katsayisi, %RSD, tekrar sayisi
. Dogrusal
Dogrusallik Korelasyon
Madde adx ' Aralik , %RSD | n
denklemi katsayisi (r°)
(ng/mL)
Sertralin y=+0,3686x-0,0052 0,5-250 0,9994 11,33 3
Olanzapin y=+4,7070x+0,0930 0,5-250 0,9990 10,83 3
Risperidon y=+25,0208x-0,3927 0,5-250 0,9998 9,994 3
Paliperidon y=+9,5038x+0,7470 0,5-250 0,9998 7,50 3




SRT

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None
Resp. Fact. RSD: 11,33%, Coeff. Det.(r2): 0,999482 Resp. Fact. RSD: 10,83%,

y = +0,3686x -0,0052 y = +4,7070x +0,0930

oLz

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None
Coeff. Det.(r2): 0,999032
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RSP PLP

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None
Resp. Fact. RSD: 9,994%, Coeff. Det.(r2): 0,999863 Resp. Fact. RSD: 7,500%,
y = +25,0208x -0,3927

y = +9,5038x +0,7470

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: No~~
Coeff. Det.(r2)

0,999899
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Sekil 4.24. Metanol ¢oziiciisiindeki SRT (a), OLZ (b), RSP (c) ve PLP (d)
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maddelerinin RBK i¢ standardina gore kalibrasyon egrilerinin goriinimii.
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ii. Kanda Dogrusallik

SRT, OLZ, RSP VE PLP maddelerinden hazirlanmis 0,5-250 ng/mL arasinda artan
konsantrasyonlardaki kalibrasyon ¢ozeltilerinin kan ortamindaki dogrusallik verileri
asagidaki sekillerde sirasiyla gosterildi (Sekil 4.25, 4.26, 4.27). Her bir kalibrasyon
noktasindan elde edilen veriler degerlendirilerek hesaplamalar otomatik olarak LC-
MS/MS yaziliminda gergeklestirildi. Dogrusallik denklemi, korelasyon katsayisi, %RSD
ve tekrar sayist ise Tablo 4.8’de gosterildi. Etken maddelerin tamaminin Tablo 4.8’de

bildirilen konsantrasyon araliklarinda dogrusal (r>0,999) oldugu bulundu.

Tablo 4.8.  Kanda dogrusallik denklemleri, dogrusal aralik, korelasyon katsayzsi,
%RSD, tekrar sayist (n)

. Dogrusal
Dogrusallik Korelasyon
Madde ad: _ Aralik , %RSD | n
denklemi katsayisi (r°)
(ng/mL)
Sertralin y=+0,2613x-0,0068 5-250 0,9999 2,390 5
Olanzapin y=+0,9284x-0,0194 1-50 0,9995 10,27 3
Risperidon y=+22,0692x+0,2852 0,5-100 0,9998 9,923 5
Paliperidon y=+7,9860x-0,0728 0,5-100 0,9998 8,982 5
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SRT

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None

Resp. Fact. RSD: 2,390%, Coeff. Det.(r2): 0,999940
y = +0,2613x -0,0068

2.5q —

2.0+ —

1.6 —

PeskSze/ PSSd

25 '5.0
Amount / Amt. Std.

Sekil 4.25.  Kanda Sertralin etken maddesinin RBK i¢ standardina gore dogrusallik
egrisi (5-250 ng/mL)

oLz

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None

Resp. Fact. RSD: 10,27%, Coeff. Det.(r2): 0,999516
y = +0,9284x -0,0194

-

Peek Sze/ PSSd

0.5 1.0
Amount / Amt. Std.

Sekil 4.26.  Kanda Olanzapin etken maddesinin RBK i¢ standardina gore dogrusallik
egrisi (1-50 ng/mL)
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RSP PLP
Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: 1/n Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: 1/n
Resp. Fact. RSD: 9,923%, Coeff. Det.(r2): 0,999800 Resp. Fact. RSD: 8,982%, Coeff. Det.(r2): 0,999813
y = +22,0692x +0,2852 y = +7,9860x -0,0728
| | 2
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Sekil 4.27. Kanda Risperidon etken maddesinin (soldaki) ve Paliperidon
metabolitinin (sagdaki) RBK i¢ standardina gére dogrusallik egrileri (0,5-

100 ng/mL).

iii. Idrarda Dogrusallik

SRT, OLZ, RSP VE PLP maddelerinden hazirlanmis 0,5-250 ng/mL arasinda artan
konsantrasyonlardaki kalibrasyon c¢ozeltilerinin idrar ortamindaki dogrusallik verileri
asagidaki sekillerde verildi (Sekil 4.28, 4.29, 4.30). Her bir kalibrasyon noktasindan elde
edilen veriler degerlendirilerek hesaplamalar otomatik olarak LC-MS/MS yaziliminda
gerceklestirildi. Dogrusallik denklemi, korelasyon katsayisi, %RSD ve tekrar sayisi ise
Tablo 4.9’da gosterildi. Etken maddelerin tamaminin Tablo 4.9’da bildirilen

konsantrasyon araliklarinda dogrusal (r>0,999) oldugu bulundu.
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Tablo 4.9.  Idrarda dogrusallik denklemleri, dogrusal aralik, korelasyon katsayist,
%RSD, tekrar sayisi
. Dogrusal
Dogrusallik Korelasyon
Madde adx ' Aralik ) %RSD | n
denklemi katsayisi (r°)
(ng/mL)
Sertralin y=0,2867x-0,0316 1,0-250 0,9993 11,25 5
Olanzapin y=5,9935x-0,2051 0,5-250 0,9999 10,35 5
Risperidon y=27,1852x+2,2326 0,5-250 0,9992 12,73 5
Paliperidon y=11,9707x+0,5611 0,5-250 0,9997 11,94 5
SRT
Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None
Resp. Fact. RSD: 11,25%, Coeff. Det.(r2): 0,999398
y = +0,2867x -0,0316
%
2.59 —
2.0+ —
] :
@
E 1.04 =
B
0.5+ -
0.6
2.5 '5.0 75
Amount / Amt. Std.
Sekil 4.28.  Idrarda Sertralin etken maddesinin RBK i¢ standardina gore dogrusallik

egrisi (1-250 ng/mL)
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oLz

Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None

Resp. Fact. RSD: 10,35%, Coeff. Det.(r2): 0,999910
y = +5,9935x -0,2051

50 e

204 .
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25 's.0
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7.5

Sekil 4.29.  Idrarda Olanzapin etken maddesinin RBK i¢ standardina gore dogrusallik
egrisi (0,5-250 ng/mL)

RSP PLP
Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None Curve Fit: Linear, Origin: Ignore, Weight: None
Resp. Fact. RSD: 12,73%, Coeff. Det.(r2): 0,999214 Resp. Fact. RSD: 11,94%, Coeff. Det.(r2): 0,999736
y = +27,1852x +2,2326 y = +11,9707x +0,5611
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i 1001 —
2001 &
) 75 B
1501 e
5 Ik
50+ —
% 1001 g g
: 2
5ol 4] 251 —
¢ ] ¢
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Sekil 4.30.  Idrarda Risperidon etken maddesinin (soldaki) ve Paliperidon
metabolitinin (sagdaki) RBK i¢ standardina gore dogrusallik egrileri (0,5-
250 ng/mL)
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4.2.3. En Diisiik Belirleme Limiti (LOD) ve En Diisiik Hesaplama Limiti

(LOQ)
LOD ve LOQ hesaplamalarinda dogrusal araligin en diisiik konsantrasyonunun standart
sapmalar1 kullanildi, Tablo 4.10’da gosterilen bu standart sapmalar; Tablo 4.8 ve
4.9’daki dogrusallik denklemlerinin egimi kullanilarak LOD ve LOQ hesaplandi,

sonuglar1 Tablo 4.11°de gosterildi.

Tablo 4.10. LOD ve LOQ hesaplamalarinda kullanilan standart sapmalar ve bunlara

ait konsantrasyonlar.

SRT oLz RSP PLP

(5ng/mL) | (Ing/mL) | (0,5ng/mL) | (0,5 ng/mL)

Standart 0,313 0,084 0,041 0,051
Kan

sapma

Standart 0,338 0,123 0,056 0,048
idrar

sapma
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Tablo4.11. SRT, OLZ, RSP ve PLP’nin kanda ve idrardaki LOD ve LOQ degerleri

Madde adi Ornek tiirii LOD (ng/mL) LOQ (ng/mL)
Kan 3,99 11,85
SRT
Idrar 3,54 11,67
Kan 0,27 0,89
oLz
Idrar 0,06 0,20
Kan 0,006 0,018
RSP
Idrar 0,006 0,020
Kan 0,019 0,063
PLP
Idrar 0,012 0,039

4.2.4. Kanda ve idrarda Geri Kazammm

Geri kazanim calismalar1 dogrusal aralik i¢inde kalmak kayd: ile diisiik, orta ve yiiksek
konsantrasyonlar1 temsilen 3 noktada, en az 6 tekrar olacak sekilde ¢alisildi. Elde edilen
sonuclarin % geri kazanim bulgulari, %RSD degerleri ve tekrar sayilari, SRT, OLZ,
RSP ve PLP i¢in sirasiyla Tablo 4.12, 4.13, 4.14, 4.15°de gosterildi. Elde edilen
sonuclara gore SRT nin geri kazanimi %85,49-%109,6 arasinda, OLZ’nin geri kazanimi
%80,45-%107,99 arasinda, RSP’nin geri kazanimi1 %86,6-%105,51 arasinda, PLP’nin
geri kazanimi %84,41-%103,03 arasinda bulundu. Tiim geri kazanim bulgularinin kabul

edilebilir sinirlar icinde oldugu tespit edildi.
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Tablo 4.12. SRT etken maddesinin 5, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonda yapilan geri
kazanim ¢alismasinin bulgulari
SRT Kan Idrar
(ng/mL)
Katilan | Bulunan | GK | RSD | n |Bulunan | %GK | %RSD | n
Miktar miktar (%) (%) miktar
5 4,28 857 | 7,31 |11 5,48 109,6 6,17 5
25 21,37 8549 | 928 | 11| 24,69 98,76 3,53 5
100 96,63 96,63 | 4,24 | 12| 102,64 | 102,64 | 5,32 5
Tablo 4.13. OLZ etken maddesinin 1, 5, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonda yapilan
geri kazanim ¢aligmasinin bulgulari
oLz Kan Idrar
(ng/mL)
Katilan | Bulunan | GK RSD | n |Bulunan | %GK | %RSD | n
Miktar miktar (%) (%) miktar
1 0,82 82,12 | 10,19 | 5 1,03 103,12 | 12,00 |11
5 4,62 9231 | 579 | 7 4,46 89,22 | 12,19 | 5
25 26,99 107,99 | 3,22 | 5 23,97 95,88 495 | 5
100 _* 80,45 80,45 385 | 5

*100 ng/mL konsantrasyon kanda OLZ i¢in dogrusal araligin disinda oldugundan geri

kazanim ¢aligmasi yapilmamistir.



Tablo 4.14.

RSP etken maddesinin 0,5, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonda yapilan

geri kazanim ¢aligmasinin bulgulari

RSP Kan Idrar
(ng/mL)
Katilan | Bulunan | GK RSD Bulunan | %GK | %RSD
Miktar miktar (%) (%) miktar
0,5 0,51 102,5 7,95 0,43 86,6 12,97
25 26,21 104,84 | 2,59 26,25 | 105,03 | 3,45
100 105,51 | 105,51 | 1,46 102,54 | 102,54 | 5,28
Tablo 4.15.  PLP etken maddesinin 0,5, 25 ve 100 ng/mL konsantrasyonda yapilan
geri kazanim ¢aligmasinin bulgulari
PLP Kan Idrar
(ng/mL)
Katilan | Bulunan | GK RSD Bulunan | %GK | %RSD
Miktar miktar (%) (%) miktar
0,5 0,57 1141 9,01 0,45 89,53 | 10,81
25 25,75 103,03 | 3,21 24,88 99,53 3,65
100 100,78 | 100,78 | 4,17 84,41 84,41 3,60
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4.2.5. Kesinlik Calismasi

10 ve 100 ng/mL konsantrasyonlar1 farkli giinlerde idrarda ve kanda 3-6 kez tekrar
edildi. Elde edilen sonuglarin ortalamasi, standart sapmasi, bagil standart sapmasi
(%RSD) hesaplatildi. Giin ici ve giinler arasi kesinlik elde edilen %CV (Varyasyon
katsayis1) degerleri olarak asagidaki tablolarda verildi (Tablo 4.16, 4.17, 4.18 ve 4.19).
Giin i¢i ve glinler arasi kesinlik icin elde edilen %CV degerleri; SRT i¢in en yiiksek
13,49; OLZ igin 12,49; RSP icin 7,91; PLP i¢in 12,85 bulundu. Bu degerlerin %15°1

gecmedigi ve kabul edilebilir sinirlar dahilinde oldugu gozlendi.

Tablo 4.16. SRT etken maddesinin idrar ve kandaki kesinlik bulgulari

Kesinlik
(%CV)
SRT -
Idrar (n=6) Kan (n=3)
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
10 ng/mL 3,52 6,64 13,49 13,94
100 ng/mL 5,32 3,57 4,24 4,94
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Tablo 4.17. OLZ etken maddesinin idrar ve kandaki kesinlik bulgulart
Kesinlik
(%CV)
oLz .
Idrar (n=6) Kan (n=3)
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
10 ng/mL 10,15 12,49 2,82 6,96
100 ng/mL 3,85 1,89 3,22* 6,07*

*100 ng/mL konsantrasyonu kanda OLZ icin dogrusal aralifin disinda oldugundan
kesinlik ¢aligmasi 25 ng/mL ile yapilmstir.

Tablo 4.18. RSP etken maddesinin idrar ve kandaki kesinlik bulgulari
Kesinlik
(%CV)
RSP
Idrar (n=6) Kan (n=3)
Giin ici Giinler arasi Giin ici Giinler arasi
10 ng/mL 7,12 6,45 6,58 7,91
100 ng/mL 5,28 2,46 1,47 1,57
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Tablo 4.19. PLP etken maddesinin idrar ve kandaki kesinlik bulgulari
Kesinlik
(%CV)
PLP Idrar (n=6) Kan (n=3)
Giin ici Giinler arasi Gilin ici Giinler arasi
10 ng/mL 11,13 12,85 7,62 8,83
100 ng/mL 3,6 2,98 4,17 2,18

4.2.6. Dogruluk (% Hata) Calismasi

Idrarda ve kanda 6 tekrarli 10 ve 100 ng/mL konsantrasyonlar1 i¢in yapilan ve Tablo

4.20°de verilen dogruluk (% hata) ¢alismasinin sonuglarinin 0,78 ile 14.86 arasinda

degistigi goriildii ve %15’in altinda kaldigindan, bu bulgular kabul edilebilir sinirlarda

degerlendirildi.

Tablo 4.20. Idrarda ve kanda dogruluk galigmasimin bulgulari

Dogruluk

(O%Hata) Konsantrasyon SRT OoLZ RSP PLP

Idrar 10 ng/mL 7,63 14,86 4,90 8,98
(n=6) 100 ng/mL 2,64 4,85 2,54 5,66
Kan 10 ng/mL 4,21 9,62 10,71 2,75
(n=6) 100 ng/mL 3,38 7,99* 5,51 0,78

*100 ng/mL konsantrasyonu kanda OLZ i¢in dogrusal araligin disinda oldugundan
dogruluk calismasi 25 ng/mL ile yapilmistir.
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4.3. Hasta bulgularimin degerlendirilmesi

OLZ, RSP ve SRT etken maddelerinden en az birini kullanan ve kan ve/veya idrar
ornekleri toplanan 39 hastanin etken madde miktarlarinin tayini LC-MS/MS sisteminde
gerceklestirildi. Bu analizden elde edilen bulgular (ng/mL) Tablo 4.21°de gosterildigi
gibidir. Dogrusal araligin tizerinde bulunan 6rnekler on (10) kat seyreltilerek yeniden
analiz edildi. Hastalarin kan ve idrarlarindaki madde miktarlar1 degisken oldugundan,
kontaminasyonu engellemek i¢in, drnek analiz listesine her 6rnekten sonra bog metanol
¢Oziiciisii eklendi ve analiz edildi. Calisma sonunda her bir bos metanol ¢oziiciisiinden

alinan kromatogram incelendi ve herhangi bir kontaminasyon olmadig1 goriildii.

Kan ve idrardaki miktar tayinleri hastalarin aldiklar1 etken madde dozuna gore
degisiklik gosterdiginden elde edilen derisimler hastalarin aldiklar1 giinliik ilag
dozlarina boliinerek dozdan bagimsiz degerlendirildi (Murphy G.M. ve ark., 2001). Doz
basina diisen madde derisimleri (C/D) Tablo 4.22.’de belirtildigi gibidir. PLP, RSP’nin
metaboliti oldugundan; oOnce metabolit/etken madde (PLP/RSP) degerlendirilmesi
yapildi (Arneth, B. ve ark., 2009), ardindan doz basina madde konsantrasyonu
hesaplamasi yapildi. Tablo 4.22°de ayrica yan yana degerlendirilme yapilabilmesi i¢in;
bu 39 hastaya ait gen kopya sayilarinin sonuglart (R) ve CYP2D6*3 ve *4 allellerinin

genotip bulgulart da gosterildi.

PLP/RSP oraninin doza bdliimiinden elde edilen sonuglar ile gen kopya sayilari
arasindaki iligkiyi anlamak igin parametrik olmayan Spearman’s Korelasyon testi
uygulandi. Kandaki PLP/RSP oraninin doza boliimiinden elde edilen sonuglar ile intron

6 arasinda anlamli bir sonug elde edildi (p<0,05).



Tablo 4.21. Hastalarin kan ve idrarlarindaki madde miktarlari.
Idrar (ng/mL) Kan (ng/mL)
Hasta Kodu | Olanzapin | Risperidon | Paliperidon | Sertralin | Olanzapin | Risperidon | Paliperidon | Sertralin
1 1139 1888,0 3,1 22,9
4 4714 30,5
6 0,9 77,6 <LOQ <LOQ
7 297,5 194,0 11,0 10,2
10 195,1 22,5
11 9,9 57,6 2,1 11,3
20 350,0 20,6
21 320,0 42,6
25 976,9 120,5
26 387,0 1,2
28 187,6 40,1 4,9 2,1
29 114,6 752,2 91 28,0
32 2,4 109,7 <LOQ 14,6
33 <LOQ 3,8 <LOQ <LOQ
34 55,6 619,0 15 12,1
35 44,2 1074,0 <LOQ <LOQ
36 22,1 33,1
38 14,1 67,3 29,9 11,9
39 17,3 422,1 2,6 15,9
40 3214 13,3
42 63,0 838,3 7,7 37,4
46 * 2,9

140



Tablo 4.21. devam

Idrar konsantrasyonu (ng/mL) Kan konsantrasyonu (ng/mL)
Hasta Kodu | Olanzapin | Risperidon | Paliperidon | Sertralin | Olanzapin | Risperidon | Paliperidon | Sertralin

47 * * 9,8 31,8

48 84,0 68,7

49 21,5 27,5

53 17,8 20,6

55 47,3 12,0
56 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

58 * 147,3

59 585,7 71,3

60 <LOQ <LOQ

61 4,3 39,6 1,6 10,8

63 <LOQ <LOQ <LOQ <LOQ

64 367,7 40,3

70 5714 32,5

74 10,7 37,9

75 286,4 2084,0 <LOQ <LOQ

76 285,7 11,6

80 <LOQ 47,0

* 46, 47 ve 58 kodlu hastalar idrarlar1 alinamayan hastalardir.
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Tablo 4.22. Hastalarin kan ve idrarlarindaki birim doza karsilik madde miktarlari (C/D) ile genetik sonuglarinin bir arada goriintiisii.
Idrar (konsantrasyon/doz) Kan (konsantrasyon/doz) CYP2D6 Alel Ekspresyon
Hasta Kodu | OLZ/D | PLP/RSP' | (PLP/RSP)/D |SRT/D|OLZ/D | PLP/RSP' | (PLP/RSP)/D | SRT/D *3 *4 Intron 6 | Ekzon 9
1 16,6 4,1 7,4 1,9 wit/wt wit/wt 0,85 0,59
4 47,1 3,0 wit/wt wit/wt 0,90 1,21
6 86,2 86,2 - - wt/wt wt/wt 1,73 1,22
7 0,7 0,2 0,9 0,3 wt/wt *4/wit 2,81 2,16
10 7,8 0,9 wit/wt wit/wt 1,53 1,72
11 58 01 54 0,1 wt/wt wt/wit 1,09 1,45
20 70,0 41 wt/wt wt/wt 0,82 1,16
21 16,0 2,1 wit/wt *4/wit 0,93 0,67
25 48,8 6,0 wt/wt *4/wit 0,85 1,00
26 38,7 0,1 wit/wt wit/wt 0,75 0,32
28 0,2 0,1 0,4 0,2 wt/wt *4/*4 0,78 0,15
29 6,6 1,1 3,1 0,5 wit/wt wit/wt 1,07 1,21
32 44,8 0,9 - - wit/wt wit/wt 1,52 1,53
33 - - - wit/wt wit/wt 0,68 0,29
34 111 3,7 8,4 2,8 wit/wt wit/wt 0,71 1,23
35 24,3 3,0 - - wt/wt *4/wit 1,00 1,00
36 1,1 1,7 wit/wt wit/wt 1,20 0,98
38 14 0,7 3,0 0,1 wt/wt *4/wt 0,81 0,68
39 24,5 6,1 6,1 15 wit/wt wit/wt 1,47 1,43
40 21,4 0,9 wi/wit wi/wt 0,70 3,56
42 13,3 1,7 4,9 0,6 wt/wt wt/wt 0,99 0,23
46 * 0,3 wi/wt wi/wt 0,79 0,80
47 * * 3,2 04 wt/wt wt/wit 0,69 0,57
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Tablo 4.22. devam

idrar (konsantrasyon/doz) (ng/mL) Kan (konsantrasyon/doz) (ng/mL) CYP2D6 Alel Ekspresyon
Hasta Kodu | OLZ/D | PLP/RSP' | (PLP/RSP)/D |SRT/D|OLZ/D | PLP/RSP' | (PLP/RSP)/D | SRT/D *3 *4 | intron 6 | Ekzon 9
48 4,2 34 wt/wt | wt/wt 0,49 0,78
49 43 5,5 wt/wt | *4/wt 1,06 0,55
53 3,6 41 wt/wt | wt/wt 0,41 0,26
55 0,5 0,1 wt/wt | *4/wt 0,82 0,95
56 - - - - wt/wt | *4/wit 0,63 0,76
58 * 7,4 wt/wt | wt/wt 0,33 0,81
59 29,3 3,6 wt/wt | wt/wt 0,51 0,84
60 - - wt/wt | wt/wt 0,87 0,35
61 9,3 31 6,6 2,2 wt/wt | wt/wt 0,93 0,68
63 - - - - wt/wt | wt/wit 0,77 0,80
64 18,4 2,0 wt/wt | wt/wt 1,05 0,81
70 57,1 3,3 wt/wt | *4/wt 2,23 1,74
74 1,1 3,8 wt/wt | wt/wt 1,93 1,41
75 7.3 1,2 - - wt/wt | wt/wt 1,18 1,11
76 14,3 0,6 wt/wt | wi/wt 1,60 1,39
80 - 9,4 wt/wt | wt/wt 0,77 0,96
1,07- 0,5- | 0,29-
Arahk 70,0 | 0,2-86,2 0,1-86,2 0,7 9,4 0,4-8,4 0,1-2,8 0,1

" Hem kanda hem de idrarda konsantrasyon/doz orantisin1 kurmadan dnce PLP ve RSP i¢in metabolit/ilag orantis1 kuruldu.
* 46, 47 ve 58 kodlu hastalar1 idrarlar1 alinamayan hastalardir.
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CYP2D6*4 alleli tasiyan ve tagimayan hastalarin kan ve idrarlarindaki OLZ ve
RSP miktarlarinin (giinlilk doz miktarina boliinmiis) ortalamalar1 arasindaki fark
istatistiksel olarak degerlendirildi. Dagilimin parametrik olmadigr kandaki RSP
konsantrasyonu hari¢ diger tim gruplar bagimsiz t-testi ile karsilagtirildi. Bu
karsilastirma sonuglar1 ve bulunan p degerleri Tablo 4.23’de gosterildi. Elde
edilen sonuglar, mutant CYP2D6*4 alleli tasiyan ve tasimayan gruplar arasinda

madde konsantrasyonu agisindan anlamli bir fark olmadigint gésterdi (p>0,05).

Tablo 4.23. CYP2D6*4 alleli tasiyan ve tasimayan hastalarin kan ve
idrarlarindaki RSP ve OLZ konsantrasyonlarmin istatistiksel
bulgular1

Ortalama Ortalama

Konsantrasyon/doz | (cypape4 alleli | (CYP2D6*4 b | sd

tasimayanlar) alleli tasiyanlar)

OLZ/D (idrar) 19,77 25,52 0,635 | 16
OLZ/D (kan) 3,02 3,98 0458 | 16
(PLP/RSP)/D (idrar) 9,01 0,825 0,522 | 14
(PLP/RSP)/D (kan) 0,769 0,125 0,291 | 15

” Ortalamalar arasindaki fark Mann Whitney U testi ile degerlendirilmistir.
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5.  TARTISMA

Farmakogenetik, ilag yanitlarindaki degiskenlige sebep olan genetik
farkliliklarla ilgilenen bilim dalidur.

Gilinlimiizde terapotik hatalarin ve agir advers ilag etkilerinin genetik kaynakli
olabilecegi gergegi bilinmektedir. Zehirlenme olgularinda en sik Kkarsilasilan
ilaglar psikiyatrik ilaglardir. Bu ilaglarin biiyiikk gogunlugunun CYP2D6 enzimi ile
metabolize edildigi diisiiniildiigiinde, bu enzimin polimorfizminin hem klinik hem

de adli bilimler alaninda biiyiik 6nemi vardir.

Fonksiyonel CYP2D6 gen kopyalari pek ¢ok onemli ilacin uzaklastirilmasinda
onemli bir belirtectir. PM’ler kadar UM’ler de ciddi ters ila¢ reaksiyonlari ile
karsilagabilirler ve terapotik etkinlik kaybina ugrayabilirler. CYP2D6
genotiplendirmesinin yaninda gen kopya sayisinin da belirlenmesi dogru fenotipi

belirlemek i¢in zorunludur (Bodin, L. ve ark. 2005).

CYP2D6 gen kopya sayisi, SNP genotiplendirme ile birlikte kullanildiginda
CYP2D6 fenotipinin dogru sekilde tahmin edilmesini saglamaktadir. Gen kopya
sayllarin1 belirlemek i¢in yapilmakta olan bircok yontem vardir. Ancak bu
yontemler arasinda rutin uygulamaya giren en uygun ve etkin yontem TagMan

RT-PCR yontemidir (Nguyen, D.L. ve ark 2009).

Psodogenleri olan CYP2D7 ve CYP2D8’¢ gore, CYP2D6 geni daha homolog
oldugundan TagMan RT-PCR igin 06zel primer bolgeleri bulmak c¢ok da zor
degildir. Bu amag i¢in daha onceden iki bolge tanimlanmistir. Birisi ekson 9

bolgesi (4091C-4179A); digeri ise intron 6 (2951T-3027C) bolgesidir. Bu



146

bolgelerde bilinen herhangi bir mutasyon yoktur ve bu bolgeler 6zgiin bolgelerdir.
TagMan RT-PCR yo6ntemlerinde iyi belirlenmis albiimin geni, i¢ referans olarak
kullanilarak yeniden iiretilebilirlik, dogruluk ve sapma agisindan bulgulari
karsilastirmak iizere esas olusturmaktadir. Hedef DNA’ nin ve referans genin PCR
amplifikasyon verimliliginin hesaplamasi, istenildigi kadar stabil olmamasina
karsin, AACp gen orani hesaplamasiin kullanilmasi, bu farklilig1 olduke¢a kiigiik
diizeylere indirmistir. Kalibratér kullanilarak ¢ok c¢esitli kosullarda gilivenilir
sonugclar elde ederek bir diizeltme saglanmis olur.

TagMan yontemleri kolay, hizli ve nispeten ucuz yontemlerdir. Pipetleme siiresi
yaklasik 30 dakika, PCR siiresi ise yaklasik 60 dakikadir. Ortalama 90 dakikada
32 drnek aym anda analiz edilir. Primerler, problar, enzim ve DNA érnekleri +4°C

standart saklama kosullarinda stabildir.

CYP2D6 gen kopya sayisini belirlemek igin kullanilan Southern blot, RFLP ve
long-range PCR gibi geleneksel yontemler iyi tanimlanmistir ancak rutin kullanim
i¢cin zahmetli ve yetersiz yontemlerdir (Schaeffeler, E. ve ark. 2003; Bodin, L. ve

ark. 2005).

Insan albiimin geni DNA ve RNA miktar tayini igin iyi bir referans gendir. Gen
kopya sayisin1 belirlemek i¢in albiimin ve CYP2D6 Cp verilerinin kullanildig:
analizin dogrulugu 6nceden gosterilmistir (Schaeffeler, E. ve ark. 2003; Bodin, L.

ve ark. 2005).

Antipsikotik ilaglar sizofreni ve sizoefektif hastaliklarin ortaya ¢ikardigi pek gok
pozitif, negatif ve kognitif semptomlarinin azalmasinda yararli etkilere sahiptir.

Ancak yetersiz klinik etki ve ADR bu ila¢ grubunun 6nemli kisitlayicilarindandir.
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Iwahashi K (2004); olanzapin ile tedavi goren ii¢ sizofreni hastasinin aglik kan
sekerinin olanzapin ile tedavi edilmesi sirasinda yiikseldigini ve bu sirada her ii¢
hastada da Kkilo artis1 oldugunu bildirdigi calismasinda, hastalarin CYP1A2
ve/veya CYP2D6 enzimlerinin de yavas calistigini tespit etmistir. Calisma
kandaki yiliksek olanzapin seviyesinin enzim polimorfizmine bagli olabilecegini,
ancak her zaman hiperglisemiye neden olmayabilecegini bildirmektedir. Sadece
olanzapin seviyesinin degil ayni zamanda hastalarin orta hizli metabolizor
oluslarinin da pankreatik beta-hiicre fonksiyonlarinda hasara yol agabilecegini ve

kan-glukoz seviyesinin bu nedenlerle bozulabilecegini vurgulamistir (Iwahashi

K., 2004).

Kobylecki ve ark. (2009) calismalarinda, yatarak antipsikotik tedavisi gérmekte
olan ve verilen ilacin doza gore en yiiksek kararli durum plazma
konsantrasyonuna sahip olan, CYP2D6*3, *4, *5 ve *6 allellerinin genotipleme
sonucuna gore PM olan 18 hastay1 se¢mistir. Buna karsilik kontrol grubu olarak
ise 18 IM, 18 EM oldugu bilinen hastay1 segcmis ve 3 grubu da yas, cinsiyet, tani
ve yan etkilere gore karsilagtirmistir. Tardif diskineziyi (TD) de kapsayan
ekstrapiramidal yan etkilere PM grupta diger iki gruba kiyasla anlamli olarak daha
stk rastlanmistir. Bu da CYP2D6 enziminin aktivitesinin antipsikotik ajanlarla
tedavi goren PM kisilerde advers etki goriilme olasiliginin yiiksek oldugu

gercegini bir kez daha agiga ¢ikarmistir (Kobylecki C.J. ve ark., 2009).

Nguyen, D.L. ve ark. (2009) CYP2D6 genotipi bilinen 617 6rnekle yaptiklar
calismada TagMan RT-PCR kantitasyon yontemi kullanmislar ve standart

yontemler ile karsilastirildiginda ekson 9 yontemi i¢in %99,4; intron 6 ig¢in ise
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%95,6 korelasyon oldugunu tespit etmislerdir. Yani bu kantitasyon yontemleri ile
elde edilen sonuglarin dogrulugunu kanitlamiglardir. Ayrica her bir yontemin tek
basina da gen kopya sayisimi belirleyecek hassasiyete ve oOzgiilliige sahip

oldugunu bildirmislerdir. (Nguyen, D.L. ve ark 2009).

Biz de ¢alismamizda Nguyen ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismadan yola ¢ikarak,
(albiimin intron 12 gen bolgesinin ekspresyonunu referans gen kabul ederek)
ekson 9 ve intron 6 gen bolgelerindeki ekspresyonu TagMan RT-PCR yontemi ile

2-AACP

belirleyip yontemine gore gen kopya sayilarii hesapladik. Hastalar ile
kontrol grubu arasinda ekson 9’a gore yapilan gen kopya sayilarinda anlamli fark

oldugunu gordiik.

Erime egrisi analizi ile yaptigimiz CYP2D6*3 ve *4 allelerinin tespitinde hasta ve
kontrol grubu arasinda *4 alleli i¢in anlamli fark bulduk. Hasta grubunun *4
frekansinin, kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek olmasi, psikiyatrik
hastalarda PM allellerinin goriilme sikliginin daha yiiksek oldugunu ve bu
hastalarin kullandiklar1 bir veya birden ¢ok ilag etken maddesinin kullanilmasi
durumunda, advers ilag reaksiyonu meydana gelme riskinin yiiksek oldugunu

gostermektedir.

Erime egrisi analizi ile ve gen ekspresyonu analizi ile elde edilen sonuglara gore
CYP2D6*3 ve *4 genotipleri ile gen kopya sayilarima bakildiginda, bazi
hastalarda (6rn. 7, 70 no’lu hastalar) sapmalar oldugu goézlenmektedir. Bu
sapmanin oncelikli nedenlerinden biri genetik kosullardir. Calismamizda sadece
*3 ve *4 allelerinin polimorfizmini belirledik. Ancak CYP2D6 geninin 100’{in

tizerinde allelinin ve iki psddogeninin oldugu diisiiniildiigiinde (Daly, A.K. ve
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ark., 1996a), her bir hastanin genotip sonucu ile gen kopya sayilarinin tam olarak
eslesmemis olmasi beklenebilir bir sonuctur. Bunlarin disinda hibrit gen olma

olasilig1 da diistiniilmelidir (Nguyen, D.L. ve ark., 2009).

Bunun disinda sapmaya neden olan bir etken de enzim indiiksiyonu ve
inhibisyonudur. Hastaya es zamanli olarak birden fazla ila¢ tedavisi uygulandigi
durumlarda, diger etken maddelerden birinin enzim inhibisyonu veya
indiiksiyonuna neden olmasi sonucunda s6zkonusu ilag etken maddesinin kandaki
konsantrasyonu degisebilir (Theisen, F.M. ve ark., 2006; LLerena, A. ve ark.,

2003).

Gen ekspresyonu incelemelerinde onemli yer tutan RT-PCR analizinin bitis
noktas1 Cp veya esik dongii olarak adlandirilir. Cp, dongii sayilarina karsilik PCR
sinyallerinin siddeti seklinde belirlenen logaritmik bir egriden elde edilir. Cp
degeri dogrusal olmayan bir terim oldugundan, ham Cp degerini kullanarak
herhangi bir istatistik degerlendirme yapmaktan kaciilmalidir. Bir i¢ kontrol
ve/veya kalibrator 6rnek kullanarak hesaplanan bagil PCR verisi sunmak en ¢ok
kullanilan yontemdir. Kantitatif PCR deneylerinde; hem bagil hem de mutlak
miktar tayini kullanarak veri analizine ulagilabilir. Mutlak kopya sayis1 gerekliyse,
mutlak yontem kullanilmalidir. Aksi taktirde bagil gen kopya sayisi yetersiz
kalacaktir. Bagil gen kopya sayist hesaplamak, mutlak olana kiyasla daha
kolaydir, zira standart egri olusturmay1 gerektirmez (Livak, K.J. ve Schmittgen,
T.D., 2001). Bu bilgilerin 1s18inda, ¢alismamizda Alblimin geninin intron 12
bolgesinin ekspresyon sonuglarini kullanarak test 6rneklerinde bagil gen kopya

sayist (R) hesapladik ve logaritmik olan Cp degerlerini, 2**“? formiilii ile
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dogrusal forma doniistiirdiik ve albiimin genine gore normalize ettik. Boylelikle
ham Cp verilerinin dogrudan degerlendirilmesi neticesinde olusabilecek hatali

yorumlamalardan kag¢inmis olduk.

Chiurillo, M.A. ve ark. (2009), Venezuela’da 110 goniillii ile yaptiklar1 ¢alisma
neticesinde CYP2D6 enziminin zayif metabolize eden allellerinin toplam
frekansin1t  %19.5 olarak bulmus ve bu allelerin varliginin postmortem

farmakogenetik analiz agisindan 6nemini vurgulamistir (Chiurillo, M.A. ve ark.,

2009).

Andreassen, O.A. ve ark. (1997) sizofrenik hastalarin %18’inin *4, %0,5’inin *3
oldugunu ve 100 hastadan 5’inin CYP2D6*4/*4 oldugunu, bu hastalarin
digerlerine oranla daha fazla yan etki gosterdiklerini ve bu yan etkilerin uzun
donem antipsikotik kullanimlarinda kalici bir hal aldigini1 bildirmistir. Biz de
calismamizda hastalarin %15’inin CYP2D6*4, %1’inin CYP2D6*3 allelini
tagidigin1 ve 77 hasta arasinda CYP2D6*4/*4 olanlarin sayisinin 2 oldugunu tespit

ettik (Andreassen, O.A. ve ark., 1997).

Kawanishi, C. ve ark. (2004) yaptig1 ¢calismada, duygu durum bozuklugu olan ve
CYP2D6 genotipi belirlenen 108 hasta arasinda 81 hastanin antidepresan tedaviye
direng gosterdigini ve bunlarin %10’ununda gen duplikasyonu oldugunu tespit
etmistir. Tespit edilen bu sikligin, normal popiilasyonda goriilen %0,8-1,0 sikliga
oranla anlamli olarak farkli oldugu bulunmustur. Gen duplikasyonunun devaml
duygu durum bozuklugu gelisiminde olasi bir neden oldugu kanisina varilmistir
(Kawanishi, C. ve ark., 2004). Bizim caligmamizda, yaptigimiz gen kopya

sayisinin bagil hesaplamasima gore %20°nin iizerinde hastanin 2’den fazla gen
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kopya sayisina sahip oldugu ortaya ¢ikmistir. Ancak bu gen duplikasyonlarindan
hangilerinin aktif genler olduklar1 tespit edilememistir; bu tespitin yapilmasi i¢in
Long-PCR gibi yontemler ya da hastalarin diger allelerini belirleyecek ek

yontemler gerekmektedir.

Farmakogenetik ¢alismalar, sadece CYP450 enzimlerinin genleri ile sinirh
degildir. Bu alanda yapilan pek ¢ok calisma mevcuttur. Bunlar ila¢ metabolize
eden diger enzim gruplari, kan proteinleri, reseptorler, nérotransmiterler gibi pek
cok tastyict veya okside edici viicut bilesenlerinin genleri olabilir (Ozhan, G. ve

ark., 2012; Kocabas, N.A. 2012).

Farmakogenetik analizler; adli diizenlemeler ve 6zellikle post-mortem toksikoloji
alanlarinda, giinliik rutin analizlerin beraberinde yapilabilecek yeni bir analiz
parametresi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu yiizden adli toksikolojik analizlerin
beraberinde molekiiler analizlerin de gelistirilebilmesi yeni bir yaklasim olacaktir.
Ozellikle post-mortem olgularda, makroskopik ve mikroskopik incelemelerin
yaninda bu yaklasimlar, modern medikolegal incelemeler ile iliskili olabilir.
Dolayis1 ile “molekiiler otopsi’nin gelecekte adli tip ve adli bilimler alaninda

yerini alacagi diisiiniilmektedir (Musshoff, F. ve ark., 2010).

CYP2D6 genotiplemesi, genetik polimorfizmin yan etkiler iizerindeki
sorumlulugunu kanitlamas1 yaninda; kazara meydana gelen zehirlenmeleri de

kanitlar.

Calismamizin kromatografik sonuglarina bakildiginda; OLZ, RSP, PLP ve SRT
etken maddelerinin alikonma zamanlarinin birbirine ¢ok yakin oldugu goriildii. Bu

durum MS, Ultra Viyole, Fluoresans gibi dedektorler igin sorun teskil etse de
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MS/MS dedektoriinde bu durum bir sorun olmaktan ¢ikmaktadir. Zira
calismamizda, ardisik kiitle dedektorii ile analitin - molekiiler iyonunu
pargalayarak; biri kantitatif ikincisi kalitatif tanimlamay1 saglayacak sekilde, iKi
iyon sectik. MS/MS ile yapilan ve daha fazla sayida ila¢ etken maddesini ayni
anda belirleyen c¢alismalarda da alikonma zamanlarinin birbirilerine ¢ok yakin

oldugunu gordiik (Kirchherr, H ve Kiihn-Velten, W.N., 2006).

Vatassery, G.T. ve ark.’nin (1997) Sertralin i¢in yaptig1 ¢alismada, tam kan ile
yapilan ¢alismanin geri kazanimi, plazmada yapilan geri kazanim ¢aligmalarindan
daha yiiksek bulunmustur (Vatassery, G.T. ve ark., 1997). Bizim g¢alismamizda
da sertralinin tam kandan yapilan geri kazanim sonuglart %85.5 ile %96.6

arasinda bulunmustur.

Calismamizda Sertralin kullanan hasta sayist iki ile kisith kalmistir. 100 mg
giinliik doz ile tedavi edilen her iki hastanin da CYP2D6*4 alleli i¢in bir
mutasyon tasidig1 ve IM oldugu tespit edilmistir. Hastalarin gen ekspresyonlarina
bakildiginda ise; 38 kodlu hastanin ekson 9°daki gen ifadesinin 55 kodlu hastaya
oranla daha diisiik oldugu ve idrarda sertralin diizeyinin daha yiiksek oldugu tespit
edilmistir. Her iki hastanin da erkek olmasi ve yaslarinin da 26 ve 28 olmasi
genetik farklilik disindaki pek ¢ok etkiyi ortadan kaldirmaktadir. Boylece bu iki
hasta arasinda goriilen idrar-sertralin diizeyindeki fark; enzimin yavas ¢aligmasi
nedeni ile, metabolize edilmeden atilan madde miktarmin fazla oldugunu
gostermekte iken; kan-sertralin diizeylerinin ayni olmasi da hastalarin sertralin
tedavisinin devam etmesine bagli olarak kararli-hal kan konsantrasyonu ile

yorumlanabilir.
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Jain, D.S. ve ark. (2005) Kat1 faz 6ziitleme yontemi kullanarak LC-MS/MS’de
analiz ettikleri serumda 0,5-60 ng/mL dogrusal aralik iginde sertralin i¢in %81
geri kazanim elde etmislerdir (Jain, D.S. ve ark. 2005); ¢alismamizda ise tam
kanda sivi-sivi Oziitleme ile 5-250 ng/mL dogrusal aralikta %85,5-96,6 geri

kazanim elde edilmistir.

Idrar gibi biyolojik materyaller olduk¢a karmasik yapidadirlar. Genellikle ilgili
analit ile girisim yapabilen protein, tuz, asit, baz, gesitli organik bilesikler gibi
maddeler igerirler. Ornek hazirlama, genellikle kati faz ekstraksiyon veya sivi-sivi
ekstraksiyon, bazen de tiirevlendirme seklinde yapilmaktadir. Ayrica giderek ¢ok
diisiik tayin limitlerine sahip, basit, ucuz, hizli analitik yontemlere egilim
artmaktadir (Bosch, M.E., ve ark. 2008). Biz de c¢alismamizda giliniimiiz
teknolojisi ile uyumlu ve analitik cihazlarin en hassas, hizli ve tekrar edilebilir
olanlarindan biri olan LC-MS/MS sistemini kullanarak, diinya ¢apinda yapilan
arastirmalar ile esdeger hassasiyette ve diisiik 6l¢lim limitlerine ulasan bir analiz

yontemi gelistirdik.

Theisen, F.M. ve ark. (2006) ¢ocuk ve adolesanlarla yaptig1 bir ¢alismada kanda
Olanzapin konsantrasyon/doz (C/D) oran1 0,8-5,5 araliginda ortalama 2.6 ng/mL
(n=122) bulunmustur (Theisen, F.M. ve ark., 2006). Bizim ¢alismamizda ise bu
aralik 0,29-9,4 arasindadir ve ortalama 3,25 ng/mL (n=20) bulunmustur. Idrarda
ise bu aralik 1,07-70,0 arasindadir ve ortalama 19,23 ng/mL bulunmustur (n=20).
Theisen, F.A. ve ark.’nin (2006) c¢alismasi ile Kkarsilastirildiginda, bizim
¢alismamizin ortalamasi ve bulunan C/D aralig1 daha yiiksektir. Bu farkin, segilen

hasta grubunun genetik mutasyonlarindan ya da ekspresyon hizlarindan
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kaynaklanacagi gibi; psikiyatrik hastalik durumundan, yas grubundan veya
OLZ’ye eslik eden diger ilag terapilerinden de kaynaklanabilir oldugu
kanisindayiz. Zira OLZ tekli terapi ile karsilastirildiginda OLZ’ye eslik eden diger
ilaglarla tedavi edilen hastalarda C/D oraninin %38 daha yiiksek oldugu

bildirilmektedir (Theisen, F.M. ve ark., 2006).

Zhou, Z. ve ark. (2004) plazmada yaptiklar1 ¢alismada LC-MS/ESI ile; olanzapin
i¢cin 0,4 ng/mL, risperidon i¢in 1,0 ng/mL LOD tayin etmislerdir. Bu ¢alismada
olanzapinin geri kazaniminin ve hassasiyetin arttirtlmasi i¢in Oziitlemenin iki
basamakta yapilmasi gerekliliginden bahsedilmistir. Ayrica Olanzapinin saklama
kosullarmma karst stabilitesinin  degisken oldugunu bildirmislerdir. Oda

sicakliginda kalmasi olanzapinin stabilitesini bilyiik 6lglide etkilemektedir (Zhou,

Z. ve ark., 2004).

Saar, V. ve ark. (2009) LC-MS/MS ile yaptiklar1 ¢aligmada kanda 19
antipsikotigin belirlenmesi icin, sivi-sivi ve kati faz oziitleme ydntemlerinin
etkinligini karsilastirmislar ve {i¢ ayri set ¢alisma yapmuislardir. Birinci sette,
standart etken maddeleri; ikinci sette, etken madde icermeyen kani Oziitleyip,
Oziitli standart madde ile alarak (matriks etkisini gostermek i¢in); tigiincii sette ise
etken madde icermeyen kami standart madde ile kirletip sonra Oziitleyerek
(6ziitleme etkinligini gdstermek igin) calismuslardir. Ikinci setin sonuglarimi ilk
setin sonuglarina gore degerlendirerek matriks etkisini ortaya koymuslar, iiglincii
setin sonuclarint ise ikinci setin sonuglarma gore degerlendirerek Oziitleme
etkinligini gostermislerdir. Bu ¢aligsmada ayrica, etil asetatin kullanildig1 6ziitleme

prosediiriinde, olanzapinin matriks etkisinin olduk¢a yiiksek oldugunu
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bulmuglardir (Saar, V. ve ark, 2009). Bizim g¢alismamizda OLZ maddesinin
kandaki LOD degeri 0,27 iken idrardaki 0,06 ng/mL; RSP maddesinin kandaki ve
idrardaki LOD degerleri 0,006 ng/mL olarak bulundu. Elde ettigimiz bu
degerlerin hassasiyetinin, matriks etkisini ortadan kaldirmak iizere yaptigimiz

caligmalar nedeniyle saglandigi kanisindayiz.

Uluslar arasi rehberlere gére LC-MS yontem validasyonunun en 6nemli pargast,
Oziitleme etkinliginin ve matriks etkisinin belirlenmesidir. Tuz igerigi yiiksek
cozeltilerin oziitleme Oncesi kana katilmasi, yiiksek tuz icerigi etken maddenin
kanda ¢oziinmesini azalttigindan, 6ziitleme etkinligini arttirmaktadir. Bu durum,
kismen lipofilik ilaglarin, organik faza ge¢mesini kolaylastirir ve bdylece
Oziitleme etkinligi artmis olur. Antipsikotik ilaglar genellikle bazik 0Ozellik
gosterdiginden ve bazik pH, ilaglarin kandaki ¢oziiniirliigiinii azaltarak organik
faza geg¢mesini sagladigindan, bu maddelerin sivi-sivi Oziitlemesi icin kan,

genellikle hafif bazik pH’ya getirilir (Saar, V. ve ark., 2009).

Biz de ¢aligmamizin 6ziitleme asamasinda iki basamakli bir yontem uyguladik,
pH’y1 bazik hale getirerek ve ortamdaki tuz oranini arttirarak 6ziitleme etkinligini
arttirdik. Oziitleme calismalari sirasinda karsilastigimiz en biiyiik sorunlardan biri
ise OLZ pikinde kismi bozulma gézlenmesiydi. Bu sorunu ortadan kaldirmak i¢in
Oziitlemenin ikinci basamaginda yeniden pH kontrolii yaparak uygun pH

ayarlamasi gerceklestirdik ve bu sayede problemi ¢6zmiis olduk.

Clozapine, Olanzapine, Risperidone ve Quetiapinin plazmada birlikte tayin
edildigi bir LC-MS/ESI yontemi iki basamakli eter Oziitlemesi ile

gergeklestirilmis ve ortalama %80 geri kazanim elde edilmistir. LOD degerleri
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ise, Olanzapin 0,4 ng/mL, Risperidon i¢in 0,3 ng/mL bulunmustur (Zhou, Z., ve
ark., 2004). Bizim ¢alismamizda ise kanda geri kazanim Olanzapin ve Risperidon

igin sirastyla ortalama %94 ve %104 bulunmustur.

Ayrica ¢alismamizda i¢ standart teknigi kullanilarak; yiiksek kesinlik elde edilmis
ve numune enjeksiyonu, akis hizi ve kolon sartlarindaki degismelerle olusan

belirsizlikler en aza indirilmistir.

Avustralya’da 2002-2008 yillar1 arasinda yapilan bir calismaya gore, bu yillar
arasindaki 1123 oliimden 381’inin ilaca bagli 6lim; 28’inin ise dogrudan
serotonin toksisitesi ile iligkili 6liim oldugu tespit edilmistir. Bu ilaglar arasinda
tramadol, sertralin, fluoksetin, paroksetin, sitalopram, venlafaksin ve MDMA
bulunmaktadir (Pilgrim, J.L. ve ark., 2010). Serotonin toksisitesine neden olan bu
ilaglarm CYP2D6 ile metabolize ediliyor olmasi, bu olgularin PM olup

olmadiklar1 sorusunu akillara getirmektedir.

Nortriptilin tedavisi géren 36 geriatri hastasinda oligoniikleotid mikroarray
yontemi ile CYP2D6 aktivitesini etkileyen 16 allel belirlenmistir. Bozulmus
CYP2D6 aktivitesine sebep olan alleleri tasiyan hastalarin, kandaki nortriptilin
diizeylerinin anlaml olarak yiiksek oldugunu ve bu hastalarin digerlerine oranla
daha diisiik dozda ilag¢ aldiklarini bildirmisler. Birim doz basina diisen notriptilin
plazma konsantrasyonu ile kusurlu CYP2D6 alleleri arasinda da anlamhi

korelasyon bulunmustur (Murphy, G.M. ve ark., 2001).

Calismamizda CYP2D6*4 alleli tasiyan ve tasimayan hastalarin kan ve
idrarlarindaki doz basina diisen OLZ ve RSP etken maddelerinin

konsantrasyonlarinin ayr1 ayri ortalamalarinmi karsilagtirdik. Her iki madde i¢in de
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kanda ve idrarda anlamli fark bulmamis olsak da aralarindaki fark dikkate
degerdir. OLZ/D degerleri CYP2D6*4 alleli tasiyan hastalarda tasimayanlara
oranla daha yiiksektir. Bu da OLZ etken maddesinin daha yavas metabolize
edildigi anlamma gelmektedir. Metabolit/etken madde orant kurdugumuz
PLP/RSP i¢in ise durum tam tersidir. Yani CYP2D6*4 alleli tasiyan hastalarda
metabolit oranlarinin etken maddeye gore daha diisiik olmasi, RSP etken
maddesinin bu hastalarda daha yavas metabolize edildigi ve kanda veya idrarda
PLP maddesinin daha diisiik diizeyde olmast anlamina gelmektedir. Aralarindaki
farkin anlamli olmayisinin nedeni hasta sayisinin = sinirli  olmasindan

kaynaklanabilir.

Herken, H. ve ark. (2001) Tiirk hastalara CYP2D6 enzimiyle metabolize edilen
antipsikotik ve antidepresan veya bu enzimce metabolize edilen herhangi bir ilag
verildiginde hastalarin yaklagik %10’unda etkili kan diizeyi elde edilemeyecegini
ve %1-2 hastada kan diizeylerinin asir1 yiikselmesine baglh olarak siddetli yan etki
goriilebilecegini bildirmektedir. Antipsikotik ve antidepresanlarin
kullanilmasindan once bir bireyin CYP2D6 enzim aktivitesinin tayin edilmesinin
etki ve yan etkilerin 6ngoriilebilmesi bakiminidan yararli olacagini savunmaktadir
(Herken, H. ve ark., 2001). Calismamizin sonucuna gére CYP2D6 ile metabolize
edilen antipsikotik ve antidepresan ila¢ kullanan psikiyatrik hastalarin %15’ inin
en az bir PM allel tasidig1 disiiniildiigiinde hastalarin advers etki gosterme
thtimalinin daha da yiiksek oldugu goriilmektedir. Bu durum, 6zellikli bir grup
olan psikiyatrik hastalarin kisa veya uzun vadede kullandiklar1 bu ilaglardan
olumsuz etkilenebileceklerini, eszamanli aldiklar1 diger ilag etken maddeler

nedeni ile zarar gorebileceklerini gozler Oniine sermektedir. Ayrica gen kopya
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sayilarindan elde ettigimiz sonuglardan, hastalarin en az %20’sinin CYP2D6 gen
ekspresyonlarinin yiiksek oldugu diistintildiigiinde, bu hastalarda etkin doza
ulagilamayacagindan tedavi siirelerinin uzamasi ya da bir Onilag (pro-drug)
almalar1 durumunda aktif metabolitin yan etkilerine maruz kalmalar1 s6zkonusu

olacaktir.

Yaptigimiz literatiir arastirmasinda, lilkemizde ve diinyada psikiyatrik hastalarin
CYP2D6 gen kopya sayilarini, CYP2D6*3 ve *4 allelerini ve bu enzim tarafindan
metabolize edilen ilaclarin ve metabolitlerinin biyolojik  6rneklerdeki
konsantrasyonlarin1 bir arada degerlendiren bir ¢alismaya rastlanmamustir.
Calisamamiz bu anlamda oldukg¢a genis kapsamlidir ve benzer arastirmalar i¢in

Oncii olacaktir.

Calismamizin sekonder hedeflerinden biri de farmakovijilans ¢alismalar
hususunda bilgi edinilmesi idi. Ancak bu hedef acisindan, bu calismada yok
denecek kadar az sayida bilgi edinilmistir. Psikiyatri servislerinin kalabalik ve
yogun olusu, klinisyen ve hemsire basina diisen hasta sayisinin ¢oklugu ve en
onemlisi klinisyen ve hemsirelerin bu konu hakkinda yetersiz kayit almalari
nedeni ile hastalarin hig¢birinin ilaglara gosterdikleri yanitlar, yan etkiler, toksik
etkiler vb. hakkinda bilgi edinilememistir. Bu da iilkemizde yayginlastirilmaya
calisilan farmakovijilans hakkinda klinisyen, hemsire ve hasta diizeyinde daha

fazla farkindalik olusturulmasi gerektigi fikrini akillara getirmektedir.

Kisiler aras1 genetik farkliliklarin her tiirlii ksenobiyotik metabolizasyonunda
primer rol oynadigi gercegi diistiniildiigiinde, farmakogenetik ¢alismalarin, saglik

ile ilgili tetkiklerin arasinda yer almasi gerektigi kanisindayiz. Her bir bireyin,
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onemli ilag etken maddelerini metabolize eden enzimleri hakkinda genetik bilgi
ve belgeye sahip olmalari, kisileri yasamlar1 boyunca advers etkilerden uzak

tutacak, etkin tedaviye olanak taniyacak bir kanit olacaktir.

Riccardi, L.N. ve ark. (2009), CYP2D6 enziminin pek ¢ok ilag gibi pestisitleri de
metabolize ettigine ve zayif metabolizorlerde pestisit maruziyetine bagli olarak
Parkinson gibi norodejeneratif hastaliklarin goriilebilme riskinin varligina dikkat
cekerek CYP2D6 polimorfizminin sadece bireysel tedavide degil, meslek

hastaliklar1 alaninda da 6nemli oldugunu vurgulamistir (Riccardi, L.N. ve ark.,

2009).

Farmakogenetik analizler; adli diizenlemeler ve 6zellikle post-mortem toksikoloji
alanlarinda giinliikk rutin analizlerin beraberinde yapilabilecek yeni bir analiz
parametresi olarak ortaya ¢ikmaktadir. Bu yiizden adli toksikolojik analizlerin
beraberinde, molekiiler analizlerin de gelistirilebilmesi, yeni bir yaklagim
olacaktir.  Ozellikle post-mortem olgularda, makroskopik ve mikroskopik
incelemelerin  yaninda farmakogenetik arastirmalar modern medikolegal
incelemelerin bir pargasi haline gelebilir. Dolayisi ile “molekiiler otopsi’nin
gelecekte adli tip ve adli bilimler alaninda yerini alacagi diisiiniilmektedir
(Musshoff, F. ve ark. 2010). Bu konunun iilkemizde de yonetmelik ve uygulama

diizeyinde ele alinmas1 gerektigi kanaatindeyiz.

Bu sayede, hem klinikte rutin tedavi siirecinde kullanilan ila¢ dozlarmin sebep
olabilecegi adli olgularin sayisinin, hem de nedeni bilinmeyen post-mortem

olgularinin sayisinin 6nemli oOlgiide azalacagi distiniilmektedir. (Ingelman-
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Sundberg, M., 2005; Jenkins, A.J. ve ark., 2009; Marsh, S., 2008; Bondy, B. ve

Spellman, 1., 2007).

Ote yandan adli bilimler alaninda farmakogenetik biliminin daha yaygin sekilde
bilinir ve uygulanabilir olmasi i¢in bazi girisimlerde bulunulmasi gerektigini
diisiinmekteyiz. Calismamizda yer verdigimiz ve adli bilimleri yakindan
ilgilendiren yan etkiler, toksik reaksiyonlar, ilag etkilesimleri, zehirlenmeler,
enzim inhibisyonu-indiiksiyonu vb. konular diisiiniildiigiinde otopsi bulgularinin
ve toksikolojik bulgularin yaninda farmakogenetik analizlerin de yer almasi
gerektigi kanaatindeyiz. Boylelikle toksikolojik analizleri ve otopsi bulgulari
ortismeyen yahut anlamli bir neticeye varilamayan durumlarda, genetik
farklili@in varhigimmin gézden kagmamasi gereken olgular atlanmamis olacaktir.
Ote yandan kiginin genetik farkliligi nedeni ile, tedavi dozuna gosterdigi toksik
reaksiyon sonucu karsilastigi ve hekim hatasi olarak degerlendirilen, 6liime kadar
varabilen advers etkilerin aslinda bir malpraktis sonucu degil genetik mutasyon
kaynakli oldugu diisiiniildiigiinde, konunun mesleki adli olgulara da 151k tutmasi
olasidir. Bir diger konu ise uzun siireli ila¢ kullanimlarinda, enzim polimorfizmine
bagli olarak gelisen advers etkilerin kronik birtakim hastaliklara (Tardif diskinezi,
Parkinsonizm gibi) yol agmasidir ve bu durum ¢alismamizin adli bilimlerdeki

Oneminin yani sira, klinik 6nemini de bir kat daha arttirmaktadir.



161

6. SONUC

Yaptigimiz ¢calismada; Olanzapin, Sertralin ve Risperidon etken maddelerinden en
az birini kullanmakta olan psikiyatrik hastalarin CYP2D6 enzimlerinin gen kopya
sayilarini kontrol grubu ile birlikte TagMan RT-PCR yontemi ile belirledik; yine
bu hastalarin CYP2D6 genlerinin iilkemizde ve pek cok popiilasyonda en sik
rastlanan polimorfik allelerini (CYP2D6*3 ve *4) belirledik ve bu hastalarin kan
ve idrarlarindaki ila¢ etken maddelerinin miktarlarint LC-MS/MS sistemi ile tayin
ettik. Elde ettigimiz bulgulart hem ayr1 ayri1 hem de bir biitiin seklinde
degerlendirerek ¢cogunlugu psikoz ve sizofreni tanisi alan hastalarin CYP2D6 gen
polimorfizminin kontrol grubuna gore farklilik gosterdigini tespit ettik. Tim
hastalarin etken maddelerinin kanda kararli durum konsantrasyonlarda olmasina
ragmen; konsantrasyon/doz orantisindan elde edilen sonuglarin genis bir aralikta
oldugunu tespit ettik. Bu farkliligin nedenlerinden birinin genetik farklilik

oldugunu yaptigimiz ¢alismalarla dogrulamis olduk.

Ulkemizde CYP2D6 gen kopya sayilarmi, CYP2D6*3 ve *4 allelerini ve
psikiyatrik hastalarin kan ve idrarlarindaki ilag ve metabolit miktarlarini ayni anda
degerlendiren herhangi bir c¢alisma bulunmadigindan; bu calisma ile
farmakogenetik biliminin adli bilimler ve Klinik toksikoloji alanina girmesi

gerekliligini vurgulamis olduk.

Tiim alanlarda hizla gelismekte olan molekiiler c¢aligmalar giliniimiizde
vazgecilmez bir ara¢ olmustur. Tam kan ile yaptigimiz OLZ, RSP, PLP ve SRT
etken maddelerinin miktar tayini yonteminin bozulmamig post-mortem kan

orneklerine de uygulanabilecegi kanisindayiz. Ayrica LC-MS/MS sisteminin idrar
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ve kan gibi biyolojik 6rneklerdeki ilag etken maddelerini yan yana tayin etmede
olduk¢a hizli, hassas ve tekrar edilebilir bir sistem oldugunu; Kullandigimiz
Oziitleme ve analiz yontemlerinin ise olduk¢a hassas, dogru, hizli ve ucuz
yontemler oldugunu, gen kopya sayisinin belirlenmesi i¢in kullandigimiz TagMan
RT-PCR yonteminin de olduk¢a hizli ve giivenilir bir yontem oldugunu
diistinmekteyiz. Zira elde ettigimiz CYP2D6*3 ve *4 allellerinin polimorfizmleri
ve ila¢ etken maddelerinin miktarlar ile yaptigimiz karsilastirmali degerlendirme
sonucunda, birka¢ sapma hari¢, kullandigimiz yontemlerin birbirleri ile tutarls,

giivenilir ve yiiksek dogrulukta oldugunu gordiik.

Ulkemizde ortalama %35 polimorfik oldugu bilinen CYP2D6*4 allelinin
yaptigimiz ¢alisma ile belirlenen psikiyatrik hastalarda %15 gibi bir polimorfizme
sahip olmas1 6zel popiilasyonlarda (sizofrenik hastalar, kanser hastalari, yaslilar,
cocuklar vb.) ilag metabolize eden enzimlerin polimorfizmlerinin énemini bir kez
daha vurgulamaktadir. CYP2D6 gibi pek ¢ok ilacin metabolizasyonunda sorumlu
olan ve olduk¢ca polimorfik olan enzimlerin 6zel popiilasyonlardaki
polimorfizmlerinin belirlenmesi i¢in daha fazla calisma yapilmasi gerektigi
kanisindayiz. Bu ¢alismalarin  sonunda, iilkemizdeki &zel popiilasyonlarin
farmakovijilans calismalarina daha fazla zaman ayrilmasi gerektigi kanisina
vardik. Bu konuda saglik mensuplarinin bilinglendirilmesi gerekmektedir. Genetik
farkliliklardan kaynaklanan ciddi advers ilag etkileri sonucunda meydana gelen
Olimler g6z ardi edilemeyeceginden, bu c¢alismanin adli  bilimlere,
“farmakogenetik” a¢isindan yeni bir alan agmis oldugu kanisindayiz. Diinyada
yapilan caligmalar gelecekte otopsilerin de molekiiler diizeye inecegi yoniinde

oldugundan, farmakonetigin diger bir¢ok bilim dalinda oldugu gibi adli bilimlerin
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bir parcast olmasi gerektigi kanisindayiz. Nedeni belirlenemeyen o6liimlerin
aydinlanmasi; hekim hatas1 olarak algilanan, ilag dozunun yetersiz ya da fazla
olmast nedeniyle meydana gelen, ancak hastanin genetik farkliligindan
kaynaklanan olgularin aydinlatilmasi gibi durumlar farmakogenetigin adli

bilimlerdeki 6nemini vurgulamak i¢in sadece birkag ornektir.

CYP2D6 enziminin Tirk popiilasyonundaki polimorfizmini tespit etmek ve
uygulanan dozlarin yeniden gézden gecirilmesini saglamak, daha hizli, etkin ve
ucuz tedaviye katki saglayacak ve kisiler arasi farkliliklarin neden oldugu ve

Oliime kadar varabilen advers etkiler azalmis olacaktir.

Farmakogenetik profilin incelenmesinin, psikiyatrik hastalarin tedavi se¢iminde
ve siirecinde, advers etkinin en aza indirilmesinde faydali olacagi agiktir.
Yapilacak testler hastaya yasami boyunca uygulanacak ila¢ terapisinin yolunu
cizecek, deneme yanilma yontemi ile uygun ila¢ secimi yOntemine
bagvurulmayacak, tamamen somut verilerle hareket edilecektir. Boylelikle hem
zaman kayb1 hem de bu siirecin beraberinde gelen masraflar en aza indirilecektir.
Yapilacak olan farmakogenetik testlerin maliyeti ise; advers etkinin, basarisiz
tedavi siirecinin, pek ¢ok uygun ila¢ denemelerinin ve tetkiklerin, hatta 6liimle

sonuglanabilecek durumlarin yaninda 6nemini yitirecektir.
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7. OZET

Maclar ile tedavi yiizyillardir uygulanmakta olan bir ydntemdir. Ancak her insanin
ilaglara verdigi yanit birbiri ile ayn1 degildir ve yanitlarin degiskenligi advers ilag
etkisi seklinde ya da Oliime kadar varabilen daha ciddi toksik reaksiyonlar
seklinde sonuglanabilir. Bireyler ve toplumlar arasi farkliliklar kisilerin yas,
beslenme, cinsiyet, es zamanli ilag kullanimi1 ve fizyolojik durumuna bagli oldugu
kadar; ilag etken maddelerini metabolize eden enzimlerin gen diizeyindeki

farkliligina da baghdir.

Calismanin amaci, CYP2D6 enzimi ile metabolize edilen risperidon, olanzapin ve
sertralin ilag etken maddelerini kullanan psikiyatrik hastalari; CYP2D6 gen kopya
sayilarl, CYP2D6*3 ve *4 tek niikleotid polimorfizmi, idrar ve kandaki madde ve
metabolit konsantrasyonlar1 yoniinden inceleyerek farmakogenetigin adli

bilimlerle olan iligkisini ortaya koymaktir.

Bu calismada, 77 kisiden olusan psikiyatrik hasta grubu ve 38 goniillii kisiden
olusan kontrol grubu ile ¢alisildi. Calismanin genetik basamaklar1 olan gen kopya
sayisinin belirlenmesi ve allel polimorfizminin tayini Ger¢ek Zamanli-Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) yontemi ile; kanda ve idrardaki ilag ve metabolit
diizeyi tayini ise Sivi Kromatografi-Ardisik Kiitle Spektrometresi (LC-MS/MS)

sistemi ile gerceklestirildi.

Elde edilen bulgulara gore, hasta ve kontrol grubunda CYP2D6*3 allel frekanslar
esit iken (0,01); CYP2D6*4 i¢in hasta frekansi 0,15 ve kontrol grubu igin
0,04’tlir. Her iki grubun *4 i¢in gozlenen frekanslar1 Hardy Weinberg esitligine

gore farkli bulundu (Ki-Kare testi p<0,05). 77 hastadan 21’inin CYP2D6*4 i¢in
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en az bir mutant allel tasidig1 saptandi. Bunlardan yalnizca 2 hastanin homozigot
mutant (*4/*4) oldugu goriildii. Kontrol grubunda ise CYP2D6*4 i¢in mutanat
allel tasiyanlarin sayisinin 3 oldugu ve hepsinin heterozigot oldugu tespit edildi.
CYP2D6*3 i¢in ne hasta grubunda ne de kontrol gurubunda homozigot mutant
(*3/*3) bireye rastlanmadi; her iki grupta da heterozigot genotipler (*3/wt) oldugu
saptand1. Ki-Kare (X?) testinin sonuglarina gore hastalar ile kontrol grubu arasinda
allel *4’lin genotip frekanslarinda %90 giiven aralifinda anlaml fark tespit edildi;

(p<0,1); allel *3’1iin genotip frekanslarinda anlamli fark tespit edilmedi (p=0,873).

Gen ekspresyonu i¢in yapilan DNA miktar tayini bulgulart (Cp), R= 27AACP

formiiliinde, i¢ referans gen olan Albiimine gore hesaplanarak bagil gen oranlari
tayin edildi. Hasta ve kontrol grubunun ekson 9 i¢in gen kopya sayilari arasindaki
fark anlaml (p<0,05) bulundu (sd=102). Intron 6 icin gen kopya sayilari
arasindaki farkin ise anlamli olmadig1 (p=0,376) bulundu (sd=102). Intron 6 ve
ekson 9 bolgelerinden elde edilen gen kopya sayilart arasinda anlamli korelasyon

tespit edildi (p<0.05).

LC-MS/MS sistemi ile kanda ve idrarda Sertralin, Olanzapin, Risperidon ve
Paliperidon i¢in yapilan miktar tayini yonteminde Reboksetin i¢ standart olarak
kullanildi. Tim analitler i¢in yOntemin, idrarda ve kanda dogrusal oldugu
gozlendi (r>0,999). LOD degerleri; Sertralin icin, kanda 3,59 ng/mL, idrarda 3,54
ng/mL; Olanzapin i¢in kanda 0,27 ng/mL, idrarda 0,06 ng/mL; Risperidon i¢in
kanda ve idrarda 0,006 ng/mL, Paliperidon i¢in kanda 0,019 ng/mL, idrarda 0,012
mg/mL bulundu. Kan ve idrardaki geri kazanim yiizdeleri; Sertralin igin %385,5-
109,6 arasinda; Olanzapin i¢in %80,45-107,9 arasinda; Risperidon i¢in %86,6-

105,0 arasinda; Paliperidon i¢in %89,53-114,1 arasinda bulundu ve tiim
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maddelerin giin i¢i ve giinler arasi tekrar edilebilirlikleri <13,94 (%CV); dogruluk
(% hata) ¢alismasinin sonuglar1 0,78-14,86 arasinda bulundu. Hastalarin kan ve
idrarlarindaki etken maddeler hastalarin aldiklar1 giinliik dozdan bagimsiz olarak
(konsantrasyon/doz) hesaplanarak degerlendirildi. Risperidon’un metaboliti olan
Paliperidon’un  konsantrasyonu Risperidon konsantrasyonuna bdliinerek,

aralarindaki orant1 gen aktivitesi yoniinden incelendi.

Sonug olarak piskiyatrik hastalarin CYP2D6%*4 allel frekansi kontrol grubuna gore
anlamli sekilde yiiksek bulundu. Ayrica *4 alleli tasiyan hastalarin kan ve
idrarlarindaki olanzapin konsantrasyonunun *4 alleli tasimayanlara oranla daha
yiikksek oldugu; ayni sekilde Paliperidon/Risperidon oraninin, *3 veya *4
mutasyonu olan hastalarin kan ve idrarinda daha diisiik; normal metabolizorlerde

ise daha yiiksek oldugu goriildii.

Psikiyatrik hastalar olduk¢a uzun siiren tedavi siiregleri ve eszamanli olarak
aldiklart birgok antipsikotik ve antidepresan ila¢ nedeni ile gerek adli bilimler
gerekse farmakogenetik agidan 6zel bir gruptur. Bireyler ve toplumlar arasi
farklilik giintimiizde, bireye ve popiilasyonlara 6zgii tedavi anlayigin1 giindeme
getirmistir. Calismamizin sonuglart bu gergegi bir kez daha vurgulamistir.
Farmakogenetik arastirmalar sadece klinik yonden degil; adli bilimler yoniinden
de degerlendirilmesi gereken, bir alandir. Bireye ait farmakogenetik bilgi
postmortem bulgularin  yorumlanmasini kolaylastirabilir ve “Toksikolojik
bulmaca™nin ¢oziilmesine katkida bulunabilir. Farmakogenetik biliminin adli
bilimlerde uygulamaya girmesi gerektigi ve bunun igin {ilkemizde post-mortem

diizeyde pilot bir ¢alismaya ihtiyag oldugu kanisindayiz.
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8. SUMMARY

Drug therapy method has been practiced for centuries. However responses to drug
are variable for each individual and variation of responses may cause to adverse
drug reactions or severe toxic reactions even that can lead to death. Differences
inter- individuals and populations due to the polymorphism of drug metabolising
enzymes as well as age, gender, nutrition, co-medication and physiological

conditions.

The aim of the study was to determine CYP2D6 gene copy numbers and
CYP2D6*3 ve *4 single nucleotide polymorphisms of psychiatric patients
medicated by risperidone, olanzapine and sertraline active substances which
metabolize by CYP2D6 enzyme and also to quantitate the concentrations of these
drugs and their metabolites in urine and blood. By this way we aimed to
emphasize the importance of the relationship of pharmacogenetic with forensic

sciences.

This study consisted of 77 psychiatric patients and 38 control group. Genetic
analysis parts of the study, such as determination of gene copy number and allele
polymorphism were analyzed by Real-Time Polymerase Chain Reaction (RT-
PCR) method, also quantitation of drug and metabolite levels in blood and urine
were analyzed by Liquid Chromatography-Tandem Mass Spectrometry (LC-

MS/MS) system.

According to obtained results, while CYP2D6*3 allele frequencies were identical
for both patient and control group (0.01); CYP2D6*4 allele frequencies were 0.15

for patient and 0.04 for control group. According to Hardy Weinberg equilibrium,
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the observed frequencies for allele *4 between groups were found statistically
different (Chi-square test p<0,05). It was determined that 21 of 77 patients had at
least one mutant *4 allele. Only two of them were seen as homozygote mutant
(*4/*4). It is also determined in control group that only 3 volunteers had mutant
*4 allele and all were heterozygote. No homozygote mutant *3 allele were seen
neither for patient nor control group; but heterozygote genotypes (*3/wt) were
determined in both groups. According to the Chi-square test results; statistically
significant difference with 90% confidence interval found for *4 genotype
frequencies between groups (p<0,1); but not for *3 genotype frequencies

(p=0,873).

DNA quantitation results (Cp) that analyzed for gene expression calculated with
the formula of R= 2"*? according to Albumin internal reference gene and gene
ratios were determined. Gene copy numbers for Exon 9 between two groups were
found statistically different (p<0,05) (df=102), but not for Intron 6 (p=0,376)
(df=102). Difference between Exon 9 and Intron 6 for patients’ gene copy number

were statistically correlated (p<0.05).

Sertraline, Olanzapine, Risperidone and Paliperidone quantitation from blood and
urine by LC-MS/MS, Reboxetine were used as internal Standard. The method
were found linear in blood and urine for all analytes (r>0,999). LOD values were;
3,59 ng/mL in blood, 3,54 ng/mL in urine for Sertraline; 0,27 ng/mL in blood,
0,06 ng/mL in urine for Olanzapine; 0,006 ng/mL in blood and urine for
Risperidone, 0,019 ng/mL in blood, 0,012 mg/mL in urine for Paliperidone.
Recoveries in blood and urine were founded between 85,5-109,6% for Sertraline;

80,45-107,9% for Olanzapin; 86,6-105,0% for Risperidone; 89,53-114,1% for
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Paliperidone. Inter and intra day repeatability for all analytes were <13,94 (CV%);
accuracy (Bias%) were between 0,78-14,86. Drug levels in blood and urine were
interpreted by calculating independently from daily doses received by the patient
(concentration/dose). Paliperidone (Metabolite of Risperidone) concentrations
were divided to the concentration of Risperidone and evaluated in terms of gene

activity.

As a result, CYP2D6*4 allele frequency of the psychiatric patients was found
significantly higher than control group. In addition, concentration of olanzapine in
blood and urine of the patients which had * 4 allele were observed higher than the
patients which had not *4 allele. Likewise it was concluded that
Paliperidone/Risperidone ratio was lower in blood and urine samples of the

patients with *3 and *4 mutation, but higher in normal metabolizers.

Since the psychiatric patients have long-lasting treatment process and receive
many antipsychotic and antidepressant drugs simultaneously, they are special
population both in forensic science and pharmacogenetic aspects. Recently, the
differences between individuals and populations were brought into question
understanding of specific treatment for the individual and populations. Results of
our study was emphasized the fact that once. Pharmacogenetic research is field,
which should be assessed not only in the clinical aspects but also in terms of
forensic sciences. Additional information about an individual’s pharmacogenetics
may possibly facilitate the interpretation of the post-mortem result and contribute
to solve the “toxicological puzzle”. We believe that it is essential that the
pharmacogenetics is needed to practice into forensic science and a pilot study with

post-mortem levels to do so.
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11. EKLER

Ek 1. CYP2D6 enziminin protein dizini

10 20 30 40 50 60

MGLEALVPLA VIVAIFLLLV DLMHRRQRWA ARYPPGPLPL PGLGNLLHVD
FQNTPYCFDQ

70 80 90 100 110 120

LRRRFGDVFS LQLAWTPVVV LNGLAAVREA LVTHGEDTAD RPPVPITQIL
GFGPRSQGVF

130 140 150 160 170 180

LARYGPAWRE QRRFSVSTLR NLGLGKKSLE QWVTEEAACL CAAFANHSGR
PFRPNGLLDK

190 200 210 220 230 240

AVSNVIASLT CGRRFEYDDP RFLRLLDLAQ EGLKEESGFL REVLNAVPVL
LHIPALAGKV

250 260 270 280 290 300

LRFQKAFLTQ LDELLTEHRM TWDPAQPPRD LTEAFLAEME KAKGNPESSF
NDENLRIVVA

310 320 330 340 350 360

DLFSAGMVTT STTLAWGLLL MILHPDVQRR VQQEIDDVIG QVRRPEMGDQ
AHMPYTTAVI

370 380 390 400 410 420

190

HEVQRFGDIV PLGVTHMTSR DIEVQGFRIP KGTTLITNLS SVLKDEAVWE KPFRFHPEHF

430 440 450 460 470 480

LDAQGHFVKP EAFLPFSAGR RACLGEPLAR MELFLFFTSL LQHFSFSVPT
GQPRPSHHGV

490
FAFLVSPSPY ELCAVPR

http://www.uniprot.org/blast/?about=P10635[1-497]
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Ek 2. Advers Etki Bildirim Formu

SAGLIK BAKAN (s ADVERS ETKI
: BILDIRIM FORMU
Tiirkiye Farmakovijilans Merkezi

ilag ve Eczacihk Genel ¥

A. HASTAYA AIT BILGILER
1. Hastanin Adi ve Soyadinin Bag . Wag 3. Cinsiyst
Harfieri: [0 Kadin

2, Ciddiyet Kriteri

( un olar igaretieyiniz)
S Adrik: 0 Siam

kg

[ Erkek
B. ADVERS ETKi (LER)

L asla ihi itis Taril [ Hastaneye ‘Yatiga Sebep Olma velveya
1. Advers Etkiyi Tammlayiniz ?gﬁ#‘mg‘:T Irll:.hl [EétLInI._\:rl:] I Sonug Vatis Si H zatma | gan) ¥
O lyilegtiDazeld [0 Kaher veya Belirgin Sakathja veya
h isgdremezlige Neden Qlma
O lyilegiyorDiizeliyor Konjenital Anomali ve/veya Dogum Kusuru
: O Diger

[ Sekel Birakarak lyilegt
Diizeld

Hasta ldii ise &liim nedeni:

O Devam Ediyor

O Giiimle sonugland

O Bilinmiyor Otopsi yapild: m?
[ Diger O Evet O Hayir
(Evet ise ilgili dokimar ekleyin.)

3. Laboratuvar Bulgulan { Tarihleriyle birlikie - GOn /Ay /)

4. ligili Tibbi Oykii / E3 Zamanl Hastaliklar: { Ornegin: Allerji, hamilelik, sigara ve alkol kullarimi, hepatikirenal yetmezlik, divabet, hipertansiyon...v.b) Konjenital anomaliler igin
gebelikie annenin aldidi tim ilaglar ve maruz kald 41 hastaliklar ile birlikte son mensturasyon tarihini de belirtiniz. { GOn / Ay / il )

C. KULLANILAN TIBBI URUN(LER)

lacaBaglama
- o R {giin/ay yil) llag ce
]"”UD::FEdI en llacin J'GEI:'IQ_IL.'( llaca Devam Ediliyorsa DEVAM kestldi ui? doz azaltilinca Verilinee Advers Etki
: = ‘Yaziniz, Bilinmiyorsa Kullanim advers etki Tekrarlad om?
Siiresini Veriniz. azaldi mi?

OJEvet CIHay OEwet O Hayir | OEvettHayr | O Evet O Hayir
[ Bilinmiyor [ Bilinmiyor O Bilinmiyor | O Bilinmiyer
O Evet OHayir | OEwet O Hay | OEvetTHayr | O Evet O Hayir
[ Bilinmiyor [ Bilinmiyor [ Bilinmiyor | [ Bilinmiyor
O Evet O Hayir | OEwet O Hayir | OEvetTHayr | O Evet O Hayir
[ Bilinmiyor [ Bilinmiyor [ Bilinmiyor [ Bilinmiyor

11. Es Zamanh Kullanilan llag(lar): (Olugan Advers Etkinin Tedavisi icin Kullanilanlar Haric)

12.Diger Gézlemler ve Yorum:(Kullanilan Begeri Tibbi Urindn Kalitesi ile
ligili Bir Sorundan Siphe Ediliyor ise, Latfen S0phe Edilen Urindn
Seri Mumarasi ve Son Kullanma Tarihi ile Birlikte Bu Sorunu
Belirtiniz. )

13. Advers Etkinin Tedavisi:(tedavi icin kullanilan ilaglar ve kullanim tarih (gun/ayfyil) leriyie birlikte)

E. RUHSAT/IZIN SAHIBINE AIT BILGILER (Yalmzca ruhsatfizin sahibi tarafindan
yapilan bildirimlerde doldurulacakéir):
D. BILDIRIM YAPAN KISIYE AT BILGILER

iac Giivenliliji Sorumulusu adi, soyad, iletigim bilgileri

1. Ads, Soyad © 2. Mesiek - 1. Ruhsatfizin Sahibinin Adi :
3. Tel. No:
4. Adresi 5 Faks : 2. Tel. Ma: 3. Faks -
&. E-posta - 4. Ruhsat/lzin Sahibinin Adresi: 5. Rapor fipi:
7. Imza : &. Rapor firmaya da bildirildi mi? O 1k [ Takip
0O Evet O Hayr
9. Rapor Tarihi: 10. Rapor tipi: §. Ruhzat/lzin Sahikinin rapor numaras: 7. Rapor Kaynag :
) 0 ‘Yabaner [ Tiketici
Oik [ Takip [ zozlemse! Caligma
8 Ruhgatilzin Sahibinin ilk haberdar clma [ Literatir
tarihi:
O Sagik meslegi mensubu
11.Medikal Kayit No: a)Hekim b)Eczaci ¢)Dig Hekimi d)Hemgire
— — O Kurum [ Kurum dig
9.Bu Ragorun Tarihi; [ Ruheat sahibi  Diger

rr faks: O(312)300 7112 tel: 0(312) 300 33 97 Formm miimkin oldufunea tam deldunumz.  Forma sayfa ekleyebilirsiniz.
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Ek 3. Etik Kurul Onay Yazisi

T.C.
iSTANBULfWi\’lCRSiTIZSi ‘
CERRAHPASA TIP FAKULTESI
DEKANLIGH
) : Istanbul ....... {vieenn  —
Sayt MY)H T

Konu :

Adli Tp Enstitilsti Mildiirltigiine
ILGI: 09.06.2009 tarihli, 1155 sayili yazimiza:

Enstitiiniiz Fen Bilimleri Anabilim Dali Ogretim iyesi Dog. Dr, MUNEVVER
ACIKKOL'un danismanliginda Doktora Ogrencisi SELDA MERCAN’nm yiiriitiiciiligiinde “Adli
Farmakogenetikte CYP2D6 Polimorfizmanin Onemi” baglikl Doktora Tezi hakkinda ilgi yaziniz ve ekleri 16
Haziran 2009 tarihinde toplanan Fakilltemiz Etik Kurulunca miizakere edilmig olup, etik agidan uygun olduguna
karar verilmistir.
Bilgilerinizi durumun adi gegen anabilim dali baskanligina bildirilmesini saygilarimla

rica ederim.
EKI: Prof.Dr. Ozgiin ENVER
1 dosya I —— Vekil Dekan ve Etik
1STANBUL Ff\'f\'rﬂsrrr_ﬂ <
Adl Tin Encsitiisii
Gl N Eavn s‘g\'

T s S i 2, SA

2Ry
Tarik; /[ﬂ ?_ Lo

Not: Yamtlarda yanmuzin giin saysm helirtilmesi rica olunur. Tel(0212)4143000

L= I Ld- e YAy Sy |

tieAY e wArmor ) An LA i L wIr (=
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Ek 4. “Bilgilendirilmis Onay Formu” Ornegi

Arastirmanin Yiiriitildiigii Kurulus: 1.U. Adli Tip Enstitiisii, Fen Bilimleri
Anabilim Dali

Arastirmanin Adi: Adli Farmakogenetikte CYP2D6 Polimorfizminin Onemi
Amac:

Bu ¢aligmada psikiyatri kliniginde tedavi gormekte olan CYP2D6 enzimi
tarafindan metabolize edilen ilaglar1 kullanan hastalarin enzim polimorfizmini
tespit etmek ve enzim aktivitesini belirlemek i¢in kan ve idrar 6rnekleri
alinacaktir. Toplumlar ve kisiler aras1 farklilik gosterdigi bilinen CYP2D6 enzim
etkinliginin belirlenmesi sayesinde kisiye 6zgii tedavi uygulanmasi, ilag
tedavisinde ortaya c¢ikabilecek risklerin azaltilmasi, adli boyut kazanan durumlarin
coziimlenmesi, etkin ve hizli tedavi olanagi saglayabilecegi 6ngoriilmektedir.

Bu calisma i¢in hastadan idrar ve kan 6rneklerinin alinmasi esnasinda, hastaya
herhangi bir zarar vermesi ve tehlike olusturmasi s6z konusu degildir. Caligma
sirasinda arastirma amaciyla yapilacak analiz giderleri igin hastanin kendisinden
veya bagli oldugu sosyal giivenlik kurulusundan higbir iicret talep edilmeyecektir,
hasta yazili onay vermis olsa da arastirmanin her hangi bir déneminde
arastirmadan vazge¢mekte 6zglirdiir, hastanin kimlik bilgileri ve tiim kayitlari
sakl1 tutulacaktir.

Bu arastirmaya hi¢bir baski olmaksizin, kendi rizamla katildigimi beyan ederim.

Hastanin;
Adr:
Soyadi:
Imzast:
Cinsiyeti:
Yasi:
*Hasta resit degilse yasal temsilcisinin;
*Adr:
*Soyadi:
*Imzast:

Tez Yiiriitiiciisii: Aras. Gor. Selda Mercan Tanik Hastane Personeli
' Ad1 Soyad:
Imza: Imza:

Tel: 0212 414 30 00 / 22839
e-posta: mercans@istanbul.edu.tr
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Ek 5. “Hasta Bilgi Formu” Ornegi

“ADLI FARMAKOGENETIKTE CYP2D6 POLIMORFIZMININ ONEMI”
baslikl1 doktora tezi i¢in biyolojik 6rnek alinan hastaya ve kullandigr ilag(lar)a
Ozgii bilgiler:

Hastanin

Adi1 Soyadu:

Yasti:

Cinsiyeti:

Teshis: Teshis tarihi:

Tedavi sekli: Yatan: () Ayakta: ()

Kullanmakta oldugu ilaglar:

flacin adi: Kullanim siiresi: | Guinliikk dozu: | Hekimin Goriisii:

Psikiyatrik hastalik disinda sahip oldugu hastalik:
Var: Yok: Varsa adi:
Varsa kullandig1 ilaglar ve giinliik dozu:

Ila¢ disinda kullandig1 maddeler:
Sigara:

Alkol:

Uyutucu/Uyusturucu:

Diger:

flaca ozgii bilgiler:

flacin ad: Alindigr saat: Allnma miktarn:

Alinan biyolojik 6rnege 6zgii bilgiler:
Kan: () Miktari:

Idrar: ()  Miktar:
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Ek 6 — Ki-Kare (X?) dagilim degerleri

]
df |0.995 0.299 0.975 0.95 0.9 0.1 0.05 0.025 0.01 0.005
1 - - - - 002 2.71 3.84 3.02 6.64 7.88
2 001 002 005 010 0.21 4.61 2.99 7.38 9.21  10.e0
3 0.07 012 022 0.35 0.58 6.25 7.82 9.35 11.25 12.84
4 0.21 030 048 071 1.0 7.78 5.4% 1114 1328 1486
3 041 0.55 083 1.5 1.81 9.24 1i1.07 1283 15.09% 1675
o 0.8 0.87 1.24 1.64 220 1065 1259 1445 1681 1855
7 0.9% 124 169 2,17 283 12.02 14.07 16.01 1848 20.28
8 1.34 1685 218 2,73 3.49% 1336 1531 1754 2009 21.96
9 1.74 209 270 3.32 4.17 1468 1652 19.02 2167 23.59

10 2,16 256 325 394 487 1599 1831 2048 23.21 2315
i1 260 305 382 458 558 1728 1%68 2152 2473 2676
12 3.07 357 440 35.23 6.30 1855 21.03 23.34 2622 28.30
13 3.57 411 501 589 704 1981 2236 2474 2769 2582
14 408 466 3563 657 779 21.06 2369 2612 2914 31.32
15 460 522 626 V.26 853 22,31 25.00 2749 20.58 32.80
16 .14 581 691 796 9.21 2353 2630 28485 23200 3427
17 370 e&41 756 8.7 10.0% 2477 27.39 30,19 3341 3572
18 6.2y 7.0z 8.23 9.3% 10.87 2559 2887 31.33 3481 3716
19 6.84 7F.63 891 10,12 11.63 27.20 30.14 32.85 36,19 38.58
20 743 826 959 1085 12.44 2841 3141 3417 3757 40.00
21 8.02 8.50 10.28 11.539 13.24 2962 3267 3548 3893 41.40
22 8.64 95.54 10,58 12.34 14.04 30.81 23.52 36,78 4029 4280
23 9.26 10.20 11.89 13.09 14.85 32.01 3517 38.08 4164 44.18
24 9.89 10.80 12,40 13.85 15.6e 33.20 3642 3936 42598 435356
23 [ 10,52 11.52 13,12 14,61 16.47 3438 37.65 4065 4431 46,33
26 | 11,16 12.20 13.84 15.38 17.29 35.36 3889 41,92 4564 48.29
27 | 11.81 12.B8 14,57 16.15 18.11 36.74 40,11 43.19 4656 49.65
28 | 12.46 13.57 15.31 16,93 18.94 37.52 41.34 4445 4828 350.99
29 | 13,12 14.26 16,05 17.71 1%.77 39.09 42,56 4372 4959 5234
30 | 13,79 14.85 16.79 15.49 20.60 40.26 4377 46,38 50.89 53.67
40 | 20,71 22.1& 24,43 26.51 29.03 31.81 5576 3934 6369 BRIT
50 | 27499 29,71 32.36 34.76 3769 63.17 6751 7142 Te.A5 7545
60 [ 3553 37.49 4048 43,19 46.46 7440 79.08 8330 B838 9193
70 | £3.28 45.44 48,76 51.74 53.33 85.33 90.53 9502 10043 104.22
80 | 51,17 53.54 37.15 60.39 £4.28 95,38 101.88 108.63 112.33 118,32
90 | 59.20 61.75 653.63 69.13 73.29 107.57 113.15 118.14 124,12 128.30
100 | 57,33 70.07 74,22 77.93 B82.36 118.30 124.34 129.36 135.81 140.17

Not: Tablodaki degerler tek kuyrukludur.

Kaynak. Kmietowicz, Z. W., Yannoulis, ¥. [1988). Statistical tables for economic, business, and
social studies (2. basim). UK: Longman,



