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genotipik analiz yönteminin kurulması sağlanmıştır. 
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1. GİRİŞ 

İlaç ya da ksenobiyotik metabolizmasi, lipofilik kimyasal bileşiklerin hidrofil 

yan ürünlere dönüştürülmesi, böylelikle böbrek yoluyla vücudun dışına atılabilmesi 

için gerekli olan enzimatik bir süreçtir. Metabolizma hızı, ilaçların farmakolojik 

etkisinin süresini ve yoğunluğunu belirler. Bu reaksiyonlar toksik bileşiklerin 

detoksifikasyonu için de gereklidir. İlaç metabolizması başlıca üç fazda incelenir. 

Faz I reaksiyonlarında, çeşitli enzimler, ksenobiyotiklere bir reaktif veya polar grup 

ilave etmek üzere hareket eder. Sitokrom p450 (CYP450) enzimleri, Faz I 

metabolizmasından sorumlu olan başlıca proteinlerdir. Faz II reaksiyonlarında, bu 

dönüştürülmüş bileşikler ayrıca çeşitli bileşiklerle konjuge edilir. Son olarak Faz 

III'te konjüge ksenobiyotikler taşıyıcılar tarafından atılmaktadır. CYP450 ile katalize 

edilen Faz I oksidatif reaksiyonlar arasında hidroksilasyon, epoksidasyon, 

dealkilasyon, deaminasyon ve dehalojenasyon bulunmaktadır (Şekil 1.1) (Mittal ve 

ark., 2015). 

 

 
 

Şekil 1.1. Faz I İlaç Metabolizmasının Üç Kategorisi: Oksidasyon, Redüksiyon ve Hidroliz. 

İlaç metabolizması veya biyotransformasyon çalışması, vücuttaki ilaçların ne 

kadar sürede kaldıklarını, dozaj rejimlerinin yapılandırılmasını, ilaç metabolitlerinin 

farmakolojisi ve toksikolojisini ve çeşitli ilaç kombinasyonlarının etkileşimlerini 

anlamak için hayati önem taşır. Hidrofobisite çoğu ilaç molekülünün önemli bir 

kimyasal özelliğidir, çünkü hidrofobiklik arttıkça iyi oral emilim ve moleküler 
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hedeflerle etkileşim olasılıkları artmaktadır. Hidrofobik ilaç moleküllerinin daha 

hidrofilik moleküllere metabolizması veya biyotransformasyonu, ilaçların vücuttan 

atılmasında çok önemli bir faktördür (Bachmann, 2009). Metabolizmanın yetersiz 

olması ilaçların vücuttan zamanında atılamamasına sebep olur, böylece birikim ve 

toksisiteye meydana gelir ve ciddi yan etkiler ve ölüm oluşabilir. Bu durum sadece 

klinik vakalarda değil aynı zamanda bazı adli vakalarda da büyük önem taşımaktadır. 

1.1. Sitokrom P450’in Kısaca Tanımı 

İlaçları ve diğer ksenobiyotikleri metabolize etme ve detoksifikasyon 

kapasitesinde bireylerarası büyük farklılıklar vardır. Bunlar genetik, epigenetik, 

çevresel ve patofizyolojik kaynaklıdır. İlaçların metabolize edilememesinden 

kaynaklı advers ilaç reaksiyonları (ADR'ler) hafif ve geri dönüşümlü yan etkilerden 

ciddi yan ekilere kadar değişen skalada ilaç kullanıcılara zarar verebilir. Hatta, 

ADR’ler dünya genelinde meydana gelen ölümlerin başlıca nedenlerinden biri 

olmaktadır ve ABD'de ADR'ye bağlı ölümler beşinci sırada olup yılda 100.000 

ölüme kadar ulaşabilmektedir. Buna ek olarak, ADR'ler ayrıca hastaneye yatışların% 

7’sinden sorumludur (Eichelbaum ve ark., 2006); yaşlı nüfusta% 30'a kadar 

yükselmektedir (> 70 yaş) (Paul ve ark., 2008). Bu ADR'lerin büyük bir kısmı, ana 

ilacın metabolik aktivasyonuna bağlıoluşan reaktif ürünlere ile veya doğuştan gelen 

bağışıklık sistemini içeren immün aracılı toksisite sonucunda oluşmaktadır. 

(Alfirevic ve Pirmohamed, 2010). ADR'ler başlıca kalp fonksiyonlarını etkiler veya 

karaciğer toksisitesine neden olur.  Ayrıca, ADR'lerden dolayı piyasadan çekilen 

ilaçların büyük bir kısmı kardiyotoksisite veya hepatotoksisite ile ilişkilidir. (Need ve 

ark., 2005).   

İlaçların metabolize edilmesi, diyet bileşenlerinin normal metabolizması için 

kullanılan aynı enzimatik yolları ve taşıma sistemlerini içeren doğal bir işlemdir. 

Bunlara ksenobiyotik metabolize edici enzimler denir. Lipofilik olan ilaçlar, vücuttan 

atılmak için suda çözünür bileşiklere dönüştürülmelidir, yoksa birikime ve 

toksisiteye yol açabilirler. Bu süreç, üç Faz içeren kimyasal reaksiyonlar yoluyla 

gerçekleşir; Faz 1, Faz 2 ve Faz 3. Bu reaksiyonlar için enzimler, vücudun birçok 

dokusunda bulunur ve gastrointestinal sistemde (karaciğer, küçük ve kalın 
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bağırsaklarda) en yüksek seviyededir. Diğer organlar ise böbrek, göğüs, beyin ve 

akciğerlerdir. Hücre içi membranlar ve hücrelerin sitozolü de bu enzimleri içerir. Bu 

enzimler pigmentlerdir (sitokromlar) çünkü bunlar heme içerirler ve hayvanlar, 

bitkiler, mantarlar, protistler, bakteriler ve arkeadan virüse kadar prokaryotik ve 

ökaryotik dünyadaki tüm organizmalarda bulunurlar. Sitokrom P450'nin ilaç 

metabolize etme işlevinde benzersiz olan farklı sitokrom türleri mevcuttur (Preissner 

ve ark., 2013).     

Sitokrom P450 (CYP, EC1.14.14.1) süper ailesi, birçokendojen madde 

(örneğin eikosanoidler ve steroidler) ve ksenobiyotikleri (örneğin terapötik ilaçlar ve 

çevresel bileşikler) daha hidrofilik bileşiklere oksitleyen en önemli Faz I ilaç 

metabolize eden (edici) enzimleri temsil etmektedir (Nebert ve Russell, 2002). Faz I 

ilaç-metabolize edici enzimler Şekil 1.2’de gösterilmiştir. 

 

Şekil 1.2. Faz I ilaç-metabolize edici enzimler. CYP: sitokrom P450, NQ01: NADPH: kuinon1; 

oksidoredüktaz (DT diyaforaz); DPD: dihidropirimidin dehidrojenaz; ADH: alkol dehidrojenaz; 

ALDH: aldehid dehidrojenaz (Evans ve Relling, 1999).  
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İnsan organizmasında bilinen sekiz P450 aileden dördü, yani, 1, 2, 3 ve 4 

aileleri ilaç metabolizmasına katılmaktadır. Detoksifikasyon için en önemli 

enzimlerden biri olan birçok P450 enzimi başlıca karaciğerde eksprese edilir (Nebert 

ve Gonzalez, 1987; Matsunaga ve ark., 1988). Sitokrom P45Oler oldukça farklı 

regülasyon düzenlerine sahiptir. P450 genlerinden bazıları düşük seviyelerde 

karaciğer ekspresyonuyla karakterizedir, ancak, spesifik ilaçlar ve kimyasal 

kanserojenler tarafından birkaç kat arttırılabilirler (Nebert ve Jones, 1989). Çoğu 

CYP'ler inhibisyona ve indüksiyona tabidir ve genetik mutasyonlar birçok CYP'nin 

enzim aktivite farklılığında önemli bir rol oynamaktadır, özellikle CYP2A6, 2C9, 

2C19 ve 2D6 başlıca izoenzimlerdir (Ingelman-Sundberg ve ark., 2007).  CYP'ler 

içindeki genetik polimorfizmler öncelikle bu belirli enzimler için substrat olarak 

işlev gören ilaçların metabolizmasını etkiler ve advers ilaç etkilerinin riskini 

değiştirmenin yanı sıra ilaç yanıtında farklılıklara yol açabilirler.  CYP ailelerinin 

çoğunun üyeleri polimorfiktir ve protein ekspresyonunun veya aktivitesinin değişimi 

ile sonuçlanan allelik varyantlar, ilaçların metabolizmasında önemli etkilere sahiptir 

(Ingelman-Sundberg ve ark., 2007; Kirchheiner ve Seeringer, 2007; Tomalik-Scharte 

ve ark., 2008; Zhou ve ark., 2009). Farklı hasta gruplarındaki enzimatik aktivite ve 

P450 regülasyonu, birçok ilacın farmakolojik aktivitesindeki farklılıkları meydana 

getirir ve genellikle oldukça yararlı bir ilacın yan etkilerine neden olabilir. 

Debrizokin, bufuralol ve spartein de dahil olmak üzere çeşitli ilaçların 

metabolizmasından sorumlu olan P450 2D6, ilaç metabolize eden sitokrom P450 

polimorfizm için iyi bir örnek olarak bilinmektedir (Gough ve ark., 1990).  

1.2. İnsan CYP2D6 

1.2.1. CYP2D6'nın Genel Özellikleri 

CYP2D6 geni, 22q13.1 kromozomunda yer almaktadır ve 497 amino asidi 

kodlayan 1.491 bp açık okuma çerçevesine sahip dokuz ekzondan oluşmaktadır. 

(Eichelbaum ve ark., 1987; Heim ve Meyer, 1990; Kimura ve ark., 1989). CYP2D6, 

oldukça homolog inaktif psödojen CYP2D7P ve CYP2D8P'nin bir gen kümesine 
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aittir (Şekil 1.3) (Heim ve Meyer, 1992; Kimura ve ark., 1989; Steen ve ark., 1995). 

CYP2D8P ekzonlarında birden fazla silme ve eklemeyi kapsarken, CYP2D7P, ekzon 

1'de bir T-ekleme içerir ve okuma çerçevesinin bozulmasına neden olur. CYP2D7P, 

CYP2D6'ya CYP2D8P'den daha çok benzemektedir. Kodlama dizisi, sadece bir 

inaktivasyon mutasyonunu, birinci ekzonda T226'nın eklenmesi, göstermektedir 

(Kimura ve ark., 1989). İnsan CYP2D lokusunun gelişimi, üç genin, iki 

inaktivasyonun (CYP2D7P ve CYP2D8P) ve bir kısmen inaktivasyonunun 

(CYP2D6) ortadan kaldırılması ile ilişkilidir (Ingelman-Sundberg, 2005; Heim ve 

Meyer, 1992). Fonksiyonel olmayan bir CYP2D7P geninin ve bir CYP2D8P 

psödojeninin tanımlanması ve karakterize edilmesine dayanarak, Kimura ve ark., gen 

duplikasyon olaylarının CYP2D6 ve CYP2D7P'yi oluşturduğunu ve 

CYP2D8P'yioluşturmak için gen dönüşüm olaylarının daha sonra meydana geldiğini 

önerdiler (Kimura ve ark., 1989). 

 

Şekil 1.3. İnsan CYP2D gen kümesi ve CYP2D6'nın genel TNPleri. (A) CYP2D6 duplikasyonu 

(kopyalama)veya maltıpılıkasyonu (çoğaltma) (tandem kopya N = 2-12); (B) CYP2D loküsü; ve (C) 

CYP2D6 geninde saptanan genel TNP'ler. Tüm CYP2D6 geni silinebilir. 
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CYP2D6, enzimlerin süper ailesi sitokrom P450’in bir üyesidir. CYP2D6, 

ağırlıklı olarak opioid analjezikleri, çeşitli psikotrop ilaçlar gibi merkezi sinir 

sisteminde (MSS) rol alan birçok ilacın, endojen bileşiklerin ve reaktif ara 

maddelerin (Masimirembwa ve Hasler, 1997; Cupp ve Tracy, 1998; Ingelman-

Sundberg ve ark., 1999a; Gardiner ve Begg, 2006; Kosarac ve ark., 2009; Stamer ve 

ark., 2010) biyotransformasyonunda önemli bir rol oynamaktadır (Crisafulli ve ark., 

2011; Zanger ve Schwab, 2013; Zanger ve ark., 2008). Bugüne kadar, CYP2D6, 

polimorfizm ile ilişkili olarak en yoğun şekilde araştırılan CYP'lerden biridir ve tüm 

hepatik CYP'lerin yalnızca küçük bir kısmını (~% 2-4) kapsamaktadır. Ancak, insan 

karaciğerinde şu anda kullanılan ilaçların% 25'ini metabolize etmektedir (Ingelman-

Sundberg ve ark., 2007; Cascorbi, 2003; Gardiner, 2006; Zhou ve ark., 2008). 

CYP2D6 için tipik substratlar büyük oranda lipofilik bazlardır ve bazı 

antidepresanlar, antipsikotikler, antiaritmikler, antiemetikler, b-adrenoseptör 

antagonistleri (b-blokerleri) ve opioidler de bu grupta yer almaktadır (Marechal ve 

ark., 2008).  

CYP2D6, hem de sitokrom P450'nin diğer izoformları, esasen hepatosit 

endoplazmik retikulumda lokalizedir. Muratori ve ark., CYP2D6’nın hepatosit 

plazma membranı üzerinde de bulunduğuna inandırıcı kanıtlar sağlamıştır. CYP2D6, 

bağırsak, böbrek, akciğer, deri ve beyin dahil ekstrahepatik dokularda da eksprese 

edilir (Muratorive ark., 2000). Siegle ve ark., insan beyninin bazı bölgelerinde 

CYP2D6 ekspresyonu hakkında açık kanıt sağlamıştır (Siegle ve ark., 2001). Zhu ve 

ark., CYP2D6’nın bağışıklık hücrelerinde (insan beyaz kan hücreleri) de 

bulunduğunu göstermiştir (Zhu ve ark., 2005). CYP2D6 aktivitesi, bir popülasyonda 

ve etnik olarak farklı popülasyonlar arasında geniş ölçüde değişir. Hızlı enzim 

aktivitesine sahip olanlar, ultra hızlı metabolizörler (UM’ler) olarak sınıflandırılır. 

Bu grup metabolize ediciler normal ilaçları son derece çabuk metabolize ettiği için 

ilacın hızlı atılımından dolayı tedavide başarısızlık riski taşırlar. Tersine, zayıf 

metabolizörler (ZM’ler), kayda değer CYP2D6 aktivitesine sahip olmadıklarından 

doz bağımlı advers ilaç olayları riski altındalardır. Özellikle opioidlerde, farklı 

opioidler arasında klinisyenler tarafından sıkça kullanılan standart eşdeğerlik dozları 

ve ilgili dönüştürme faktörlerinin uygulanması, ZM ve UM hastalar için uygun 

olmayabilir ve ciddi klinik sonuçlar doğurabilir (Ingelman-Sundberg, 2005; 
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Ingelman- Sundberg ve Rodriguez-Antona, 2005; Ingelman- Sundberg ve Sim, 2010; 

Ingelman-Sundberg ve ark., 2007; Llerena ve ark., 2009; Zanger ve Schwab, 2013).  

CYP2D6, substratları için yüksek afinite ve düşük kapasiteye sahip gibi 

görünür ve nispeten düşük konsantrasyonlarda doymuş hale gelir. Bu enzimin 

birincil hepatik ekspresyonu, oral ilaç uygulamasından sonra ilk geçiş 

metabolizmasını yönetirken, bağırsak ekspresyonunun düşük seviyesi önemli 

görünmemektedir. Diğer CYP'lerin aksine, CYP2D6 birçok bilinen çevresel etken 

tarafından genellikle etkilenmez ve steroidler gibi yaygın olarak bilinen enzim 

indükleyiciler tarafından indüklenebilir değildir (Bock ve ark., 1994).  CYP2D6 

enzimi tarafından metabolize edilen ilaçlara, bu enzimin substratları denir. Artan 

CYP2D6 enzim aktivitesi, daha hızlı metabolizma ve beklenenden daha kısa 

yarılanma ömrü ile sonuçlanıp zamanla potansiyel farmakolojik etki kaybına neden 

olabilir. Buna karşılık, CYP2D6 enzim inhibisyonu meydana gelebilir, bu da enzim 

tarafından metabolize edilen bir ilacın plazma konsantrasyonunda önemli bir artışa 

neden olur. Sonuç olarak, standart doz rejimlerinde artmış yan etki veya toksisite 

olasılığı ortaya çıkabilir (Gardiner ve Begg, 2006). Substratların CYP2D6 

polimorfizmlerinden etkilenmesi beklenir ve inhibitörlerin birlikte reçete edilmesi 

durumunda CYP2D6'nın diğer substratlarını etkilemesi beklenir. CYP2D6 da 

endojen morfin sentez yolağına katılır. Bu nedenle, CYP2D6 aktivitesindeki 

değişiklikler bir hastanın ağrı düzeyini etkileyebilir ve bireysel opioid yanıtında 

değişikliğe katkıda bulunabilir (Jannetto ve Bratanow, 2010; Kasai ve ark., 2008; 

Kosarac ve ark., 2009; Lotsch ve Geisslinger, 2006; Lotsch ve ark., 2004; Rollason 

ve ark., 2008). Şiddetli toksisite riski taşıyan veya belirli bir tedaviden fayda 

sağlayabilecek hastalar prospektif olarak tanımlanabilirse, tedavi maliyeti düşebilir 

ve tedavi başarısı daha hızlı ve daha kesin bir şekilde artabilir. Bu nedenle, CYP2D6 

genindeki varyasyonu aydınlatmak için genotipik bir yöntem oluşturmak, ZM'lerde 

sahip oldukları genetik farklılıklardan dolayı ortaya çıkabilecek zararlı etkileri 

önlemeye yardımcı olabilir. Ek olarak, bu gen birçok antipsikotik ve antidepresan 

ilacın metabolizmasında yer aldığından ve bu tedaviyi alan bazı kişilerde intihar riski 

bulunduğundan genetik farklılığın ortaya çıkarılması adli toksikoloji açısından önem 

taşımaktadır. Bazı adli vakalarda ilacın metabolitine oranının belirlenmesi, vakanın 

aydınlatılmasında önemli bir yer tutmaktadır. Beklenmedik bir oranın oluşmasında 
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genetik farklılığında katkısı olmaktadır. Aşağıdaki vaka adli toksikoloji açısından iyi 

bir örnek olabilir. 

 En az 0.2 mg / L amitriptilin konsantrasyonunun tespit edildiği 202 ölüm 

sonrası bir serisinde, Koski ve ark., hidroksillenmiş inaktif metabolitler oranı ile 

CYP2D6'nın işlevsel kopyaları sayısı arasında pozitif korelasyonlar bulmuşlar, ancak 

normal amitriptilin tedavisinin (dolayısıyla intihar girişimleri hariç tutuluyor) ve 

CYP2D6 ZM durumunun bir kombinasyonundan dolayı meydana gelen herhangi bir 

ölümcül zehirlenme bulunamamıştır.  İlginç bir şekilde, 60 mg / L'lik son derece 

yüksek bir amitriptilin konsantrasyonu, 56 yaşındaki CYP2D6*4 / *4 genotipine 

(ZM) sahip olan bir kadında tespit edilmiştir, kadın kocasının ilacını büyük miktarda 

yuttuktan sonra mutfakta ölü olarak bulunmuştur (Koski ve ark., 2006). 

1.2.2. CYP2D6 Substratları 

CYP, sitokrom P450 süper ailesinin kısaltmasıdır, 2 aileyi, D alt aileyi ve 6 üye 

sayısını temsil etmektedir. CYP başka şekillerde de temsil edilir, örneğin, -CYD6, 

CYP2D, CYP2D7AP, CYP2D7BP, CYP2D7P2, CYP2DLl, CYP11D6, P450C2D, 

P450DB1, CYP2D8P2 ve P450-DB1. Bu enzim için diğer isimler mikrozomal 

monooksijenaz, ksenobiyotik monooksijenaz, debrizokin 4-hidroksilaz olarak 

geçmektedir. P450, çok sayıda yapısal olarak çeşitlilik gösteren endojen ve ekzojen 

bileşiklerin geniş bir substrat özgüllüğü ve genellikle bölgesel ve stereoselektiflik 

açısından metabolize olmasını sağlar. CYP2D6'nın substratları genellikle düzlemsel 

bir hidrofobik aromatik halka ve fizyolojik pH'da protonlanabilen ve molekülün 

düzlemsel kısmının üzerinde negatif bir moleküler elektrostatik potansiyele sahip 

olabilen bir azot atomuna sahip lipofilik bazlardır. Azot atomu, CYP2D6'nın aktif 

sahasındaki amino asitlerin karboksilat grubu ile elektrostatik etkileşimler için 

gerekli olduğu düşünülmektedir (Ito ve ark., 2008). Hidroksilasyon reaksiyonu azot 

atomundan 5 veya 7Å uzaklıkta gerçekleşir. Bölgeye yönelik mutajenite deneyleri, 

Asp301'in, substrat azotuna bağlanmaya neden olan negatif yüklü amino asit 

olduğunu ortaya koymaktadır (Zanger ve ark., 2004). P450'de, substrat bağlayıcı 

kalıntılarında belirgin farklılıklar gösteren altı Substrat Tanıma Siteleri (STS) 

mevcuttur (Ito ve ark., 2008). 
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CYP2D6, kardiyovasküler ve merkezi sinir sistemini hedef alan bazı ilaçları 

metabolize edebilir ve bunların arasında terapötik endeksi darp birçok ilaç 

bulunmaktadır. CYP2D6 tarafından yaygın olarak metabolize edilen ilaçlar arasında, 

trisiklik antidepresanlar (örn., klomipramin, imipramin, doksepin, desipramin ve 

nortriptilin), selektif serotonin geri alım inhibitörleri (SSRI'lar) (örn., fluoksetin, 

fluvoksamin ve paroksetin), diğer nontrisiklik antidepresanlar (örneğin atomoksetin, 

maprotilin, mianserin ve venlafaksin), nöroleptikler (örneğin kloropromazin, 

perfenazin, tioridazin, zotepin, zuklopentiksol, mianserin, olanzapin, risperidon, 

sertindol ve haloperidol) ve beta-blokerler (örneğin atenolol, bufuralol, karvedilol, 

metoprolol, bisoprolol, propranolol, bunitrolol, bupranolol, timolol ve alprenol) 

bulunmaktadır (Gardiner ve Begg, 2006; Ingelman-Sundberg, 2005). 

CYP2D6 aynı zamanda opioidlerin (örn., kodein, dihidrokodein ve tramadol), 

antiemetik maddelerin (örn., tropisetron, ondansetron, dolasetron ve metoklopramid), 

antihistaminlerin (örn., terfenadin (Jones ve ark., 1998), oksatomid (Goto ve ark., 

2004), astemizol (Matsumoto ve Yamazoe, 2001), epinastin (Kishimoto ve ark., 

1997), prometazin (Nakamura ve ark., 1996), loratadin (Yumibe ve ark., 1995) 

mequitazine (Nakamura ve ark., 1998), azelastin, diphenhidramin ve klorfeniramin 

ve antiaritmiklerin (örneğin, spartein, propafenon, encainid, flekainid, sibenzolin, 

aprindin, lidokain, prokainamid ve meksiletin) metabolizmasında da görev yapar 

(Imai ve ark., 1999; Nakajima ve ark., 1999). 

Spartein ve debrizokin, CYP2D6'nın iki prototipik substratıdır, CYP2D6 aracılı 

metabolizmanın fenotipini belirlemek için yaygın olarak kullanılmaktadır (Zanger ve 

ark., 2004). Yapılan ilk çalışmalarda, Sparteinin öncelikle CYP2D6 tarafından N1 

oksidasyonu yoluyla bir N-okside metabolize edildiği bulunmuştur (Eichelbaum ve 

ark., 1975). N-oksit, 2-dehidrospartin (yani, 2,3-didehidrospartin) ve 5-

dehidrospartenin (yani, 5,6-didehidrospartin) su kaybıyla yeniden düzenlenir. 

Normal Metabolizörler (NM’ler) [metabolik oran = üriner spartein atılımı ÷ (üriner 

2-dehidrospartein + üriner 5-dehidrospartein atılımı <2] ve ZM’lerden (metabolik 

oran> 20) insan karaciğer mikrozomlarındaki 2-dehidrospartin oluşumu, NM'ler ve 

ZM'ler arasındaki Michaelis-Menten sabitinde (Km) 32 kattan fazla fark (58.3'e karşı 

1880mmol / L) göstermiştir (Osikowska-Evers ve ark., 1987). Debrizokin, 

antihipertansif bir ajan olarak kullanılmıştır ve 4-hidroksilasyona öncelikle CYP2D6 
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aracılık etmektedir (bu nedenle CYP2D6 debrizokin 4-hidroksilaz olarak da bilinir) 

(Woolhouse ve ark., 1979; Eiermann ve ark., 1998; Gonzalez ve ark., 1988). 

Debrizokin, esas olarak CYP2D6 tarafından üç metabolite metabolize olur: 4-

hidroksideizosikin, 3-hidroksi-brizokin ve 1-hidroksi-brizokin (Eiermann ve ark., 

1998). 

Dekstrometorfan, narkotik analjeziklerin sentetik bir analoğudur, ve antitussif 

bir etken olarak kullanılır. İnsanlarda, öncelikle değişmemiş ana ilaç ve farmakolojik 

olarak aktif olan dekstorfan olarak atılır. Dekstrometorfan'dan dekstorfanın 

oluşumuna esas olarak O-demetilasyon yoluyla CYP2D6 aracılık eder (Dayer ve 

ark., 1989; Jacqz-Aigrain ve ark., 1993) ve debrizokin-spartein tipi oksidatif 

polimorfizmi ile birlikte gruplar oluşturur (Schmid ve ark., 1985). Dolayısıyla 

dextrometorfan şu anda CYP2D6 aktivitesinin hem in vivo hem de in vitro 

belirlenmesinde yaygın olarak kullanılmaktadır.  

Bufuralol, bir beta-blokerdir, CYP2D6'nın in vitro çalışması için bir prob 

substratı olarak kapsamlı bir şekilde kullanılmaktadır (Zanger ve ark., 2004). 

Bufuralol üç metabolit, yani 1´-hidroksibufürol, 1´-oksobüurolol ve 1´ 2´ -

etenilbüurolol'e metabolize edilir (Hiroi ve ark., 2002). Bufuralolun önemli bir 

metaboliti olan 1´-hidroksibufürol seviyesi genellikle CYP2D6 aktivitesi ve / veya 

seviyelerinin bir indeksi olarak ölçülür ve CYP2D6 ZM’lerinde bufuralolden oluşan 

1´ -hidroksifurfurol miktarının küçük olduğu bilinmektedir (Carcillo ve ark., 2003). 

Tramadol, iki kiral merkeze sahip olan aminosiklo-heksanol türevi sentetik bir 

opioid analjeziktir, ve CYP2D6 için bir prob substrat olarak da kullanılır. (-) - 

Tramadol, (+) - tramadol gibi ağırlıkla CYP2D6 tarafından metabolit O-

desmetiltramadol'a (M1) metabolize olur, fakat daha az oranda metabolize olur. 

İnsanlarda tramadol'un birincil metabolitleri M1 ve N-desmetil-tramadol'dur (M2). 

(Paar ve ark., 1997; Subrahmanyam ve ark., 2001).  

 

Tamoksifen, CYP2D6 tarafından, N-demetilasyon ve 4-hidroksilasyon yoluyla 

farmakolojik olarak aktif metabolit olan endoksifene dönüşür (Dehal and Kupfer, 

1997; Crewe ve ark., 2002; Beverage ve ark., 2007). Sinnarizin ve onun flor türevi 

flunarizin (her ikisi de seçici kalsiyum giriş antagonistleri) CYP2D6 büyük oranda 

tarafından metabolize edilir (Narimatsu ve ark., 1993). CYP2D6, birkaç 
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antihistaminin oksidasyonuna büyük katkıda bulunur. Tolterodin, yeni bir 

muskarinik reseptör antagonisti olup, esas olarak CYP2D6 tarafından metabolize 

edilir (Postlind ve ark., 1998). CYP2D6, pranidipinin de esterifikasyonu için temel 

enzimdir (Kudo ve ark., 1999). 

CYP2D6, birçok anti-HIV ilaçlarının metabolizmasına yer almaktadır, örneğin 

ritonavir (Kumar ve ark., 1996), nevirapin (Erickson ve ark., 1999) ve delavirdin, 

ancak bu anti-HIV ilaçları esas olarak CYP3A4 tarafından metabolize edilmektedir. 

Taqrine (Spaldin ve ark., 1994), donepezil (Barner and Gray, 1998) ve galantamin 

(Bachus ve ark., 1999) gibi çeşitli kolinesteraz inhibitörleri, kısmen CYP2D6 

tarafından metabolize edilir ve CYP3A4 ve 1A2'den önemli katkılar sağlar. 

Antialerjik ilaç oksatomid esas olarak CYP2D6 tarafından metabolize edilir ve 

CYP3A4'ünde katkısı olur (Goto ve ark., 2004). Antimalaryal ilaç halofantrin, 

CYP2D6'nın bir substratıdır (Halliday ve ark., 1995). Buna ek olarak, CYP2D6 

zolpidem'den alkol oluşumuna katılır (Pichard ve ark., 1995). Çizelge 1.1, CYP2D6 

tarafından metabolize edilen birçok farklı terapötik sınıfın substratlarının 

güncellenmiş bir listesini içermektedir. 
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Çizelge 1.1. CYP2D6 tarafından metabolize edilen birçok farklı terapötik sınıfın substratları. DEHB 

(dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğu), MAO (monoamin oksidaz), MDMA (3,4-Metilendioksi-N-

Metilamfetamin), MDME (mikrozomal ilaç metabolize edici enzim) (Zanger ve ark., 2004). 

 

Terapötik sınıf İlaç 
CYP2D6 Tarafından Katalize  

Edilme Yolu 

Analjezik / antitusifler 

Kodein 

Dekstrometorfan 

Dihidrokodein 

Etilmorfin 

Hydrocodone 

Norkodein 

Oksikodon 

O-demetilasyon 

O-demetilasyon 

O-demetilasyon 

O-deetilasyon 

N-demetilasyon 

O-demetilasyon 

O-demetilasyon 

Anti-DEHB ilacı Atomoksetin  Aromatik hidroksilasyon 

Antiaritmikler 

Aprindin 

Enkainid 

Flekainid 

Meksiletin 

N-propilajmalin 

Prokainamid 

Propafenon 

Spartein 

Aromatik hidroksilasyon 

O-demetilasyon 

O-dealkilasyon (?) 

Aromatik hidroksilasyon 

Benzilik hidroksilasyon 

Arilamin N-oksidasyonu 

Aromatik hidroksilasyon 

Alifatik hidroksilasyon 

Antidemans ilaçları 
Galantamin 

Nisergolin 

O-demetilasyon 

N-demetilasyon 

Trisiklik antidepresanlar 

Amitriptilin 

Klomipramin 

Desipramin 

İmipramin 

Nortriptyline 

Benzilik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Benzilik hidroksilasyon 

Diğer antidepresanlar 

Sitalopram 

Desmetilsitalopram 

Fluoksetin 

Fluvoksamin 

Maprotilin 

Mianserinin 

Minaprin 

Mirtazapin 

Paroksetin 

Venlafaksin 

N-metilasyonu 

N-metilasyonu 

N-metilasyonu 

Belirsiz 

Belirsiz 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Demetilentiyum 

O-demetilasyon 

Antidiyabetik Fenformin  Aromatik hidroksilasyon 

Anti-östrojen Tamoksifen Aromatik hidroksilasyon 

Antihipertansifler 

Debrizokin 

Guanoksan 

İndoramin 

Benzilik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Antiemetikler 

Dolasetron 

Ondansetron 

Tropisetron 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 
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Çizelge 1.1. (Devam) 

Antihistaminikler 
Mekuitazin 

Prometazin 

Aromatik hidroksilasyon  

Aromatik hidroksilasyon 

Antipsikotikler 

Haloperidol 

Perfenazin 

Risperidon 

Tiyoridazin 

Zuklopentiksol 

N-dealkilasyon 

N-dealkilasyon 

Alifatik hidroksilasyon 

Sülfoksidasyon 

N-dealkilasyon 

Iştah kesici Deksfenfluramin  N-dealkilasyon 

Beta adrenerjik bloke edici 

maddeler 

Alprenolol 

Bufuralol 

Bunitrolol 

Bupranolol 

Karvedilol 

Metoprolol 

Propranolol 

Timolol 

Aromatik hidroksilasyon 

Benzilik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

Alifatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

O-dealkilasyon 

Kalsiyum antagonisti Perheksilin Alifatik hidroksilasyon 

MAO inhibitörleri 
Amiflamin 

Brofaromın 

N-metil giderme 

O-demetilasyon 

Rekreasyonel ilaçlar 
Metoksimetamin  

MDMA, MDME 

O-demetilasyon  

Demetilenasyonu 

Vazodilatuarlar 
Sinnarizin 

Flunarizin 

Aromatik hidroksilasyon 

Aromatik hidroksilasyon 

 

1.2.3. CYP2D6 İnhibitörleri 

CYP2D6, çoğunlukla indüklebebilir değildir, ilaç-ilaç etkileşimine yol açan 

birçok ilaç ve bileşik tarafından inhibisyona tabi tutulmaktadır. Strobl ve ark. 

1993'te, inhibitör grubunun yapısal aktivite ilişkisini bulmak için CYP2D6'nın güçlü 

bir inhibitörü olan bir ajmalicine bileşiğini kullanmıştır ve inhibitörlerde fizyolojik 

pH'da daha yüksek protonasyon derecesine sahip üçüncül bir protonu ve düz bir 

hidrofobik bölgeyi bulmuştur ve burada azot atomundan maksimum 7.5A° mesafeye 

kadar uzanan N-H eksenine dikey bir düzlembulunmuştur (Strob ve ark., 1993). 

Alkil zincirinin uzatılması, bileşiklerin CYP2D6'ya olan afinitesini önemli ölçüde 

arttırır. İlaç etkileşimleri hafif, normal veya ölümcül olabilir. Örneğin, CYP2D6 

aracılı venlafaksin-propafenon etkileşimi, halüsinasyonlara ve psikomotor ajitasyona 

neden olabilir. Kuinidin, dekstrometorfanın CYP2D6 aracılı metabolik dönüşümünü 
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inhibe eder, bu nedenle psödobulbar etki için kullanıldığında sistemik biyoyararlılığı 

ve daha az ADR'yi artırır (Gurleyve ark., 2008). 

CYP2D6, substrat olması gerekmeyen ancak yüksek afiniteli enzimebağlanan 

birçok bileşikler tarafından inhibe edilmeye yatkındır, örn. kinidin veya metadon 

(Gelston ve ark., 2012). Bu inhibitörlerden bazıları, hastanın fenotipini değiştirecek 

kadar güçlüdür ve bu fenomen fenokopi olarak bilinmektedir (Lewis ve ark., 2004). 

Kinidin, CYP2D6'nın en güçlü inhibitörüdür (ki = 0.03) (Smith ve Jones, 1992). 

Kinidin'in diastereoizomeri olan kininin, kinidin'den yüzlerce kez daha az potent 

inhibitördür. Bununla birlikte, kinidin CYP2D6'nın bir substratı değildir (Lennard, 

1990). 200 mg kuinidin sülfatın tek bir oral dozu, çoğu NM'leri ZM'lere 

dönüştürmek için yeterlidir (Muralidharan ve ark., 1991). Fluoksetin (Brosen ve 

Skjelbo, 1991; Brynne ve ark., 1999), paroksetin (Jeppesen ve ark., 1996) ve 

propofenon (Kroemer ve ark., 1989), düşük nanomolar aralıkta inhibisyon sabitiyle 

CYP2D6'nın güçlü inhibitörleridir. Fluoksetin, fluvoksamin ve paroksetin gibi bazı 

seçici serotonin geri alım inhibitörleri, CYP2D6 aktivitesinin güçlü inhibitörleridir. 

Bu nedenle, çoklu dozaj CYP2D6'nın otomatik olarak inhibisyonuna ve NM 

fenotipinin ZM fenotipine dönüşmesine ve UM fenotipinin NM fenotipine 

dönüşmesine neden olmuştur (Lam ve ark., 2002; Laine ve ark., 2001). Fluvoksamin 

durumunda, CYP2D6 genotipleri arasındaki konsantrasyon-zaman eğriliklerindeki 

(AUCs) farklar tekli dozlardan sonra açıklanırken (Spigset ve ark., 1997; Carrillo ve 

ark., 1996), çoklu dozlar ZM’lerde ve NM'lerde benzer AUC'ler ile sonuçlanmıştır, 

NM'lerde CYP2D6 üzerinde güçlü bir inhibitör etkisi olduğunu göstermiştir (Spigset 

ve ark., 1998). Fluoksetin, S-enantiyomerine enantioselektif metabolizma geçirdiği 

için CYP2D6 ZM'lerinde S-fluoksetinin bozulmuş demetilasyonu gözlemlenmiştir 

(Eap ve ark.,2001). Ancak, metabolit desmetilfluoksetin de aktif bir antidepresan 

olduğundan, ana ilaç olarak fluoksetin'in değişken metabolizması ile ilgili herhangi 

bir klinik etki beklenemez (Fuller ve ark., 1992). Paroksetin için, aynı zamanda bir 

CYP2D6 inhibitörü olmasına rağmen, CYP2D6 ZM'lerde çoklu dozdan sonra 

NM'lerden iki kat yüksek AUC'ler gözlenirken (Sindrup ve ark., 1992), bir başka 

çalışmada, en az üç fonksiyonel CYP2D6 gen kopyası taşıyan bir UM, saptanamayan 

ilaç konsantrasyonlarına sahip olduğu belirlenmiştir (Lam ve ark., 2002). 
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İnhibitörler geri dönüşümsüz inhibitörler veya geri dönüşümlü inhibitörler 

olabilir. Geri dönüşümsüz inhibitörlere örnek olarak simetidin, paroksetin, pimozid, 

metamfetamin, metoklopramid ve desetilamiodaron verilebilir. Bazı substratların ve 

diğer bileşiklerin, CYP2D6'yı geri dönüşümlü olarak inhibe ettiği bulunmuştur. 

Olanzapin, klorpromazin, flufenazin, haloperidol, tioridazin, risperidon, klozapin, 

trifluperidol gibi antipsikotikler CYP2D6 tarafından metabolize edilir ve bu 

enzimleri önemli ölçüde inhibe eder. Amitriptilin, imipramin ve fluoksetin gibi 

antidepresanlarla birlikte uygulandığında, bunların plazma konsantrasyonu artar. 

Terfenadin gibi H1 reseptör antagonistleri, terbinafin gibi antifungal ajanlar CYP2D6 

inhibitörleridir. Nortriptilinin terbinafin ile kullanımı, hastalarda supraterapötik ilaç 

düzeylerine neden olur. Ritonavir gibi pek çok proteaz inhibitörü güçlü 

inhibitörlerdir ve ritonavirin birlikte uygulanması desipraminin atılımını % 59 azaltır. 

Progesteron, testosteron gibi steroidler inhibitörlerdir ve temel azot atomlarından 

yoksun oldukları için atipik substratlar olarak adlandırılırlar. Güçlü bir inhibitör olan 

Lansoprazole, dekstrometorfanın dekstrofa dönüşmesini azaltmaktadır. CYP2D6, 

amfetamin analoglarını metabolize eder ve ilaçların birikmesine ve toksisiteye neden 

olabilecek etkisini inhibe eder. Panax ginsengi, Ginkgo biloba gibi birçok doğal 

ürünler, CYP2D6 aracılı debrizokin metabolizmasınıinhibe etmektedir (John ve ark., 

2008). CYP2D6 inhibitörlerinin listesi Çizelge 1.2’de yer almaktadir (Abraham ve 

Adithan, 2001). 

 

Çizelge 1.2. CYP2D6 Inhibitörlerinin Listesi 

 

CYP2D6 İnhibitörleri 

Ajmalicine 

Aprindin 

Klorpromazin 

Klomipramin 

Flekainid 

Halofantrin 

Meklobemid 

Perazin 

Kinidin 

Resperidon 

Tiyoridazin 

Ajmalin 

Budipin 

Simetidin 

Klozapin 

Fluvoksamin 

Haloperidol 

Olanzapin 

Perfenazin 

Kinin 

Sertralin 

Tiklopidin 

Amitriptilin 

Bufuralol 

Cis Tiotiksen 

Desmetilimipramin 

Fluoksetin 

Levomepromazin 

Oxprenolol 

Propofenon 

Ranitidin 

Terbinafin 

Venlafaksin 

Amesergid 

Klorokuin 

Sitalopram 

Difenhidramin Flfenazin 

Metadon 

Paroksetin 

Propranolol 

Reboksetin 

Terfenadin 

Yohimbin 
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1.2.4. CYP2D6 İndükleyicileri 

CYP enzim ailesinin birçok üyesinin aksine, CYP2D6 enzimi, fenobarbitol 

gibi klasik enzim indükleyicilerinden etkilenmez. Rifampisin tedavisi, sparteinin 

atılımında yalnızca % 30'luk bir artış sağlamıştır ancak metabolik oran önemli ölçüde 

değişmemiştir (Eichelbaum ve ark., 1986). Kontraseptif kullanan ve NM olan 

kadınlarda debrizokuin metabolizma oranında yaklaşık % 33'lük azalma gözlenmiştir 

(Kallio ve ark., 1988). Adet döngüsü sırasında, luteal fazda preovulatuar faza kıyasla 

debrizokin metabolik oranında önemli bir azalma olmamıştır (Wandelius ve ark., 

1997; Kashuba ve ark., 1998). Ağır sigara ve ovariektomi, bu enzim aktivitesini 

indüklemiştir, ancak yalnızca az bir oran sağlamıştır. Buna karşın, gebeliğin 

CYP2D6 etkinliği üzerinde derin etkisi olduğunu gösteren kanıtlar vardır. Gebelikte 

metoprolol (Hogstedt ve ark., 1985) ve dekstrometorfan (Wandelius ve ark., 1997) 

metabolizmasında belirgin artış bildirilmiştir.  

1.2.5. CYP2D6 Fenotipleme 

Bir kişinin fenotipi veya CYP2D6 in vivo metabolik kapasitesi, en çok 

CYP2D6 tarafından metabolize edilen bir prob ilacı verilerek belirlenir. İdrar belli 

bir süre boyunca toplandıktan sonra prob ilacın ve onun metabolitlerinin 

konsantrasyonları belirlenir ve bunların bir oranı olan metabolit oranı (MO) 

hesaplanır (Frank ve ark., 2007; Gonzalez ve Mayer, 1991; Schmid ve ark., 1985). 

Non-invaziv üriner metabolik oranlarda sınırlamalar vardır, ama klinik olarak daha 

yararlı olan ilaç klerensi gibi farmakokinetik verilerin yokluğunda metabolik 

kapasite için yedek ölçümler olarak görülmelidir (Abduljalil ve ark., 2010; Funck-

Brentano ve ark., 2005). Fenotip durumunu belirlemek için metabolitin serum (Jurica 

ve ark., 2012), plazma (Chladek ve ark., 2000) ve tükürük (Hu ve ark., 1998) oranları 

ve solunum testleri (Leeder ve ark., 2008) de kullanılmıştır, ancak fenotip dağılımı 

için belirli değerleri daha az tanımlanmıştır. CYP2D6 fenotiplemesi için farklı prob 

ilaçları kullanılır. Debrizokin ve spartein ile ilk fenotipleme çalışmaları 

gerçekleştirilmiştir. Daha sonra dekstrometorfan (Schmid ve ark., 1985), metoprolol 

(Lennard ve ark., 1982) ve kodein (Yue ve ark., 1989), CYP2D6 aktivitesinin 
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fenotiplenmesi için kullanılmıştır. Bir polimorfizm, iki popülasyon arasındaki anti 

mod ve bimodal frekans dağılım eğrisi ile gösterilmektedir. NM’leri ZM’lerden 

ayıran anti mod, iki grubun birbirinden ayırt edilmesinde temel oluşturmaktadır 

(Gonzalez ve Mayer, 1991). 

Fenotip uygulamasının çeşitli sakıncaları da vardır. Kompleks test 

protokolleri, advers ilaç reaksiyonlarının riskleri, ilaçların birlikte uygulanması 

nedeniyle yanlış fenotipleme problemi ve hastalığın karıştırıcı etkilerinden zarar 

görmektedir (Linder ve ark., 1997). Bu yaklaşım, CYP2D6 ile metabolizma edilen ve 

/ veya bu enzimi inhibe eden ilaçları aynı anda alan hastalarda doğru olmayan 

sonuçlarla karşılaşma olasılığını arttırır. (Kroemer ve Eichelbaum, 1995; Eichelbaum 

ve Gross, 1990). Birçok ilaç CYP2D6 inhibitörüdür (statinler gibi) ve bir CYP2D6 

substratı ile birlikte bir inhibitör ilacı almak hastanın görünür fenotipini 

değiştirebilir. Bu fenomene fenokopi denir. Bu durum ortaya çıktığında, mevcut 

enzimlerin çoğunun aktivitesi çeşitli ilaçlarla engellendiği için, bir NM, kolaylıkla 

orta metabolizör (OM) veya ZM gibi görünebilir. CYP2D6 ile metabolize olan 

ilaçların kronik kullanımı ile ilgili fenotipe ise otofenokopi denir. Bu durumda, 

CYP2D6 substratı, ilaç konsantrasyonu sabit duruma yakın olduğunda zamanla kendi 

metabolizmasını inhibe edebilir (Gardiner ve Begg, 2006). Ancak, fenotipleme, 

enzim fonksiyonunu değerlendirmenin tek yaklaşımıdır. Eğer posttranslasyonel 

varyasyon bir bireyde CYP2D6 aktivitesine katkıda bulunursa, o zaman fenotip bu 

fenomeni tanımanın tek yolu olacaktır (Kroemer ve Eichelbaum, 1995). Fenotipleme, 

ilaç-ilaç etkileşimlerinin ortaya çıkarılmasında veya ilaç metabolizmasının genel 

sürecindeki sorunların ortaya konmasında yararlıdır (Linder ve ark., 1997).  

Popülasyondaki farklı CYP2D6 enzim aktiviteleri nedeniyle hastalar dört 

metabolik gruba ayrılabilir. Fenotipik olarak, substrat ilaçların metabolik enzim 

oranlarının karşılaştırılmasına göre UM, NM, OM ve ZM olarak sınıflandırılırlar, Bu 

sınıflandırmaya göre Beyaz ırkda oranlar sırayla yaklaşık %3–5, %70–80, %10–17 

and %5–10 olarak bulunmaktadir (Alván ve ark., 1990). Nihai fenotipik aktivite, en 

yüksek fonksiyonel allele bağlıdır (Theophilus ve ark., 2006).  

ZM’ler, işlevsel bir protein ürününü kodlamayan iki işlevsiz alel taşırlar. 

Dolayısıyla, saptanabilir enzim aktivitesi göstermezler. Birçok çalışmada, CYP2D6 

substratı ilaçlarla tedavi edilen ZM hastalarında klinik risk oluştuğu belirlenmiştir 
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(Zanger ve ark., 2004; Brockmoller ve ark., 2002; Wuttke ve ark., 2002). Debrizokin, 

dekstrometorfan, metoprolol ve spartein, in vivo fenotiplendirme için kullanışlı prob 

ilaçlarıdır. MO'nın bimodal veya üç köşeli dağılımı genel olarak Avrupa 

popülasyonlarındaki ZM fenotipinde bulunur ve ZM fenotipi her zaman bir 

antimodal tarafından açıkça tanımlanabilen tek bir alt grubu temsil eder. Örneğin, 

debrizokin MO 12.6 ve spartein MO 20 (Şekil 1.4). Türk bireylerde yapılan 

çalışmada, metabolizörler yukarıda açıklanan dört problu ilaçla doğru olarak 

tanımlanmıştır (Bozkurt ve ark., 1996), Ancak bazen prob ilaçları arasındaki 

tutarsızlıklar bildirilmiştir. Bir bireyin MO'ının uzun yıllar boyunca kararlı olduğu ve 

çevresel faktörlerin (Steiner ve ark., 1985; Bock ve ark., 1994) veya rifampin veya 

oral kontraseptifler ve benzodiazepinler gibi diğer metabolik yolları 

tetikleyenilaçlardan önemli ölçüde etkilenmediği gösterilmiştir (Syvalahti ve ark., 

1986).  

Şekil 1.4. Rastgele bir Avrupa nüfusunda fenotip tanımı ve dağılımı (N = 316). Dört fenotipin spartein MO 

aralıkları dikey çizgiler ile gösterilir: UM'ler: MO<0.15; NM’ler: 0.15≤MO≤1.2; OM’ler: 1.2 <MO<20; ve 

ZM’ler: MO≥20. 0, 1, 2 veya 3 fonksiyonel geni olan genotiplere karşılık gelen spartein MO'nin medyan ve 

aralığı, azalmış bir fonksiyona sahip bir fonksiyonel alellin varlığını gösteren bir 1/2 gen dozu olan oklarla 

gösterilir (örn., 2D6 * 41, * 9 veya * 10) (Zangerve ark., 2004). 

 

OM'ler terimi, azalmış CYP2D6 aktivitesini gösteren belirgin olarak artmış 

metabolik oranlar sergileyen bireyleri tanımlamak için ilk olarak 1979'da 

tanımlanmıştır (Eichelbaum ve ark., 1979). OM olarak sunulan deneklerin çoğunda 



19 

 

bir değişikliğe uğramış ve bir boş allel içeren genotipler bulunur (Gaedigk ve ark., 

2008; Zanger ve ark., 2004; Zanger ve Schwab, 2013). OM'ler terimi, Spartein 

(Eichelbaum ve ark., 1979) ve debrizokin (Steiner ve ark., 1988) için MO frekans 

dağılımları, ana NM modu ve ZM modu arasında açıkça daha fazla veya daha az ayrı 

bir alt grup gösterdiğinden dolayı ortaya çıkmıştır (Şekil 4). OM fenotipik aralığı, 

matematiksel modelleme ile tanımlanmıştır ve OM fenotipinin frekansı, normal 

Avrupa nüfusunun yaklaşık% 10-15'ini oluşturduğu tahmin edilmiştir (Bock ve ark., 

1994). Hardy-Weinberg dengesinin, gözlemlenen ZM frekansına göre yaklaşık % 35 

ila 40 arasında bir heterozigot frekansını doğru bir şekilde öngördüğü için OM 

fenotipinin sadece bir fonksiyonel ve bir fonksiyonel olmayan alleli taşıyan 

heterozigotları yansıtamadığı vurgulanmalıdır. Çeşitli farmakokinetik çalışmalar OM 

fenotipinin ilaç oksidasyon kapasitesinin ciddi şekilde azaldığını ve özellikle uzun 

süreli tedavinin koşulları altında ZM'lerinkiyle karşılaştırılabilir olabileceğini 

düşündürmektedir (Dalén ve ark., 1998). Uzun süreli metoprolol tedavisi üzerine 

yapılan bir çalışmada Rau ve ark. (2002) OM fenotipi olan hastaların plazma 

konsantrasyonlarının, ZM'lerden anlamlı olarak farklı olmadığını bulmuşlardır. 

NM'ler, yaklaşık iki düzende metabolik oranları kapsar ve iki azaltılmış, bir 

fonksiyonel ve bir boş, bir azalmış ve bir fonksiyonel veya iki fonksiyonel allel 

içeren bireyleri kapsar. Her ne kadar NM alt grubu belirgin olmasa da, iki işlevsel 

allel değişikliği olan bireyleri, ortalama olarak iki tam işlevli alleli olan bireylere 

kıyasla daha az aktiviteye sahiptir (Dalén ve ark., 1998; Johansson ve ark., 1993; 

Kirchheiner ve ark., 2004a; Kirchheiner ve ark., 2004b; Kirchheiner ve ark., 2005; 

Kirchheiner ve ark., 2007).  

UM'ler, üç (veya daha fazla) fonksiyonel gen kopyasına sahip olan kişilerde 

farmakokinetik çalışmalarla gösterildiği gibi, substratı metabolize etme veya 

temizleme uzaklaştırma kabiliyeti son derece yüksek bireyleri tanımlamaktadır 

(Dalén ve ark., 1998; Johansson ve ark., 1993; Kirchheiner ve ark., 2004a; 

Kirchheiner ve ark., 2004b; Kirchheiner ve ark., 2005; Kirchheiner ve ark.,2007). 

Bertilsson ve ark. (1985), son derece yüksek ilaç oksidasyon kapasitesini (UM 

fenotipi) ilk kez, debrizokin MO değeri 0.07 olan ve terapötik plazma seviyelerine 

ulaşmak için anormal derecede yüksek miktarda nortriptyline ihtiyaç duyun bir 

depresif kadında tanımlamıştır. OM fenotipinden farklı olarak, UM fenotipine 
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karşılık gelen belirgin bir alt grup oluşturulamamasına rağmen, MO dağılımı 

normallikten bazı sapmalar göstermektedir. Bununla birlikte, klinik önemi nedeniyle 

ve UM fenotipine neden olan en az bir genetik mekanizma var olduğundan 

(Johansson ve ark 1993; Ingelman-Sundberg 1999b), NM ve UM arasında bir MO 

eşiği tanımlamak yararlı görünmektedir. Bu eşik, çeşitli çalışmalarda kullanılan prob 

ilacına bağlı olarak MO = 0.15 ila 0.2 arasındaki değerlere ayarlanmıştır (Dahl ve ark 

1995a; Johansson ve ark., 1996; Sachse ve ark., 1997; Griese ve ark., 1998).  

1.2.6. CYP2D6 Genotipik Analizi 

Genotipleme, spesifik ilaç metabolizmasına neden olan tanımlanmış genetik 

mutasyonların belirlenmesini içermektedir. Bu mutasyonlar aşırı ekspresyona (gen 

çoğalması), aktif bir protein ürününün olmamasına (boş allele) veya azalmış katalitik 

kapasiteye sahip mutant bir proteinin üretilmesine (inaktif allele) neden olan genetik 

değişikliklerdir (De Leon ve ark., 2009).  

Genotipleme için periferal lenfositlerden izole edilen DNA kullanılabilir. 

Genotiplemede yaygın olarak kullanılan iki yöntem polimeraz zincir reaksiyonu-

restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi (PZR-RPUP) yöntemi ve allele-spesifik 

PZR’dir (Linder ve ark., 1997). Önceki teknikte, ilgilenilen genin spesifik bölgesi, 

PZR ile çoğaltılır ve ardından çoğaltılan DNA ürününün restriksiyon 

endonükleazlarla kesimi yapılır. Kesim ürünlerinin boyutu etidyum bromür (Et2Br) 

boyama ve UV (Ultraviyole) transillüminasyonuyla agaroz jel elektroforezi ile 

kolayca saptanır (Linder ve ark., 1997; Sachse ve ark., 1997). Allel spesifik PZR 

amplifikasyonunda, paralel amplifikasyon reaksiyonları için ortak veya değişken 

allellere hibridizasyona özgü oligonükleotidler kullanılmaktadır. Uygun bir 

amplifikasyon ürününün bulunup bulunmadığı agaroz jel elektroforezi ile analiz 

edilir (Daly ve ark., 1999; Heim ve ark., 1990).  

Bu genotipleme yöntemleri, az miktarda kan veya doku gerektirir, 

hastalıklardan veya hastanın ilacından etkilenmez ve 48-72 saat içinde sonuç verir ve 

hızlı müdahale sağlar (Linder ve ark., 1997). Bilinen farklı alellerin sayısı artmakta 

ve toplamda 30'dan fazla farklı kusurlu CYP2D6 ve 55 CYP2D6 varyasyonu tespit 

edilmiştir. Bununla birlikte, etnik gruba bağlı olarak, sadece 5-6 en yaygın farklı 
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allelin genotiplemesi CYP2D6 fenotipini yaklaşık % 95-99 kesinlikle tahmin 

edecektir (Ingelman-Sundberg ve ark., 1999a; Aynacioglu ve ark., 1999). Örneğin, 

Beyaz Irk (Wolf ve Smith, 1999), Çin / Japon (Tateishi ve ark., 1999) ve Siyah 

Afrikalı / Afro-Amerikalı (Ingelman-Sundberg ve ark., 1999a) nüfustaki en yaygın 

CYP2D6 varyant alleli, sırasıyla CYP2D6 * 4, * 10 ve * 17 dir. 

1.2.7. CYP2D6 Genetik Polimorfizmi 

Genetik polimorfizm, insan vücudunun ilaç yanıtındaki farklılıkların önemli bir 

sebebidir (Petsalo ve ark., 2008). İnsan ilaç metabolizmasının polimorfizmi fenotip 

ve genotip ile ayırt edilebilmektedir. Fenotip (ifade edilen tip), bir enzimin aktivitesi 

veya içeriği ile ayırt edilmektedir. Diğer taraftan ise, genotip, kan veya saç kökü gibi 

biyolojik materyallerin DNA analizi ile saptanan mutasyondan ayırt edilmesidir 

(Meyer, 1990). CYP2D6, indüklenemeyen tek ilaç metabolizma edici CYP dir, ve bu 

nedenle genetik varyasyonlar, bireyler arasında enzim aktivitesindeki değişikliklere 

büyük ölçüde katkıda bulunur (Bozina ve ark., 2009). Yabanıl-tip (Wild-type) 

CYP2D6 aleline göre, CYP2D6 geninin varyant versiyonları, enzim aktivitesinin 

tamamen yok olmasına, düşük aktivitesine, normal aktivitesine ve hatta artmış 

aktivitesine neden olabilir (Gaedigk ve ark., 2006; Gaedigk ve ark., 2002). 

Dolaysıyla, CYP2D6 gen varyantları, null (ZM), azalmış (OM), normal (NM) ve 

ultrarapid (UM) aktivitesine neden olan alellere ayrılır (Mittal ve ark., 2015). Çizelge 

1.3 burada kullanılan terimlerin tanımlarını sağlar (TheFreeDictionary, 2018; 

Cartwright ve ark., 2013). 
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Çizelge 1.3. Tanımlar 

Genotip Bir bireyin veya grubun genetik yapısının tamamı veya bir kısmıdır. 

Fenotip 
Genotipin ve çevrenin etkileşimi ile üretilen bir organizmanın gözlenebilir  

özellikleri. 

Yabanıl tip alel    

(Wild-type) 

Doğal veya laboratuvar mutant formlarının aksine doğal organizma 

popülasyonunda baskın olan bir fenotip, genotip veya gen. 

TNP 
Tek nükleotid polimorfizmi; Tek bir nükleotitin pürin veya pirimidin bazının 

başka bir bazla değiştirildiği bir varyant DNA dizisi. 

Alel 
Belirli bir lokusta meydana gelebilecek bir genin alternatif formlarından 

herhangi biri. 

Boş alel Tespit edilebilir bir etki üretmeyen bir alel. 

 

İnsan CYP2D lokusunun evrimi, üç genin eliminasyonunu, ikisinin (CYP2D7P 

ve 2D8P) inaktivasyonunu ve birinin (CYP2D6) kısmi inaktivasyonunu içermektedir 

(Gaedigk ve ark., 2006; Gaedigk ve ark., 2002).  Çoğu CYP2D6 allelik varyantları, 

tek nükleotid polimorfizmleri (TNP'ler) ve bir veya birkaç nükleotidlerin eklenmesi 

veya çıkarılmasını içeren bir veya daha fazla tek nükleotid polimorfizmleri (TNP'ler) 

varlığı ile karakterize edilir. Diğer alleller, çok sayıda silme, gen duplikasyonları ve 

CYP2D6 ve CYP2D7'den oluşan çoğullama (multiplikasyon) veya hibrid genlere 

neden olan gen yeniden düzenlemeleri ile karakterize edilir. Ek olarak, bazı CYP2D6 

allelleri, sırasıyla CYP2D7 intron 1 ve ekzon 9 dönüşümleri olarak adlandırılan 

küçük CYP2D7 türevli segmentler içerir veya bu pozisyonda CYP2D7 dizisine 

karşılık gelen bir veya birden fazla TNP içerir. Sekans varyasyonları işlevi tamamen 

yok edebilir, enzimin farmakokinetik özelliklerini değiştirebilir veya ek fonksiyonel 

gen kopyaları taşıyan kişilerde artmış işleve yol açabilir veya hiç fonksiyonel bir 

sonuca sahip olmayan duruma neden olur (Oscarson ve ark., 1997; Wennerholm ve 

ark., 2002).  

CYP2D6'yı kodlayan gen, oldukça polimorfiktir (Şekil 1.5) (Batty ve ark., 

2014; Cai ve ark., 2000). Şimdiye kadar, CYP2D6'nın 50'den fazla mutasyon ve 

100'den fazla alleli keşfedilmiştir, bunların birçoğu ZM fenotipe neden olmaktadırlar 

(Ingelman-Sundberg ve ark., 2000). Diğer daha iyi korunmuş CYP izoformlarının 

(örn., CYP3A4 gibi) aksine, birçok CYP2D6 alleli, yabanıl (Wild-type) enzimle 

kıyaslandığında azalmış veya hiç fonksiyona sahip olmayan enzimleri 

kodlamaktadır. Bireyler aynı zamanda bir kromozomda CYP2D6 geninin ikiden 
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fazla kopyasıyla (gen duplikasyonu) veya bir veya iki kromozomda CYP2D6 geninin 

tam yokluğunda (gen silme) gen yeniden düzenlemelerine sahip olabilirler. Bu 

nedenle, belirli bir bireyde CYP2D6 allellerinin kombinasyonuna bağlı olarak, 

CYP2D6 enzimiyle ilişkili ilaç metabolik aktiviteler geniş ölçüde değişebilir 

(Haufroid ve Hantson, 2015). 

 

 

Şekil 1.5. Sitokrom P450 (CYP) 2D6 lokusunun polimorfizmi. (a) CYP2D6 geninin genotiplemesi 

zordur, bu lokus (b, c) iki veya daha fazla yüksek homolog polimorfik psödogen içerir. Bütün gen 

delesyon ve duplikasyonlarına ek olarak, CYP2D6 lokusunun kodlayıcı / promoter bölgesinde 80'den 

fazla polimorfizm bilinmektedir. (d) Genel polimorfizmler (1846G> A CYP2D6 * 4 polimorfizmi, 

kalın olarak gösterilmiştir) ve bunların fenotipik etkileri gösterilmiştir (Battyve ark., 2014). 

1.2.7.1. CYP2D6 Alelleri ve Enzim Aktivitesine Etkileri 

Allelik varyantlar arasında, tam işlevsel alleller, azalmış fonksiyonu olan 

allellerve boş (fonksiyonel olmayan) aleller bulunmaktadır. Fonksiyonel alellerin 

duplikasyonu artmış gen ekspresyonu ve enzim aktivitesine yol açmaktadır. CYP2D6 

genetik ekspresyonu ksenobiyotiklerle indüklenemediğinden, genetik faktörlerin 

CYP2D6'nın fenotipik görüntüsünde önemli bir rol oynadığı düşünülmektedir (Dahl 

ve ark., 1995; Dalén ve ark., 1995). 

CYP2D6'nın boş allelleri, fonksiyonel bir proteini kodlamaz ve saptanabilir 

kalıntı enzim aktivitesi yoktur. Aleller *3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *13, *14, 

*15, *16, *18, *19, *20, *21, *38, *40, *42, *44, *56 ve *62 enzim aktivitesine 

sahip değildir. Homozigot veya bileşik heterozigot grubunda bulunduğunda ZM 
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fenotipinden sorumludurlar. Bu alleller, sıklıkla ilaç klerensi ve ilaç yanıtında 

değişikliklere neden oldukları için klinik öneme sahiptir. Bu boş allellerden *3, *4, 

*5 ve *6, Beyaz ırklarda ZM fenotipine neden olan tüm allellerin ~% 97'sini 

oluşturmaktadır (Sachse ve ark., 1997). CYP2D6'nın null alellerinden 

kaynaklanantoplam enzim fonksiyon kaybı için mekanizmalar aşağıdakileri içerir: 

(a) okuma çerçevesini kesen veya doğru ekleme işlemini engelleyen, tekli baz 

mutasyonlar veya küçük eklenmeler/çıkmalar (insertions/deletions), erken sonlanan 

protein / durdurma kodonlarına yol açar (örneğin CYP2D6 *3, *4, *6, *7, *8, *11, 

*15, *19, *20, *38, *40, *42, *44, *56 ve *62) (Kagimoto ve ark., 1990); (b) işlevsel 

olmayan tam uzunlukta kodlanmış alleller (örn., CYP2D6*12 ,*14 ve *18) ( Evert ve 

ark., 1997), (c) büyük bir sekansın silinmesi (örneğin, CYP2D6 * 5) nedeniyle tüm 

CYP2D6 geninin silinmesi ve (d) Heterozigot genin oluşumu (örn. *13 ve *16; *13 

ve *16'daki büyük sekanslar silinir ve bu nedenle hepsi CYP2D7-2D6 hibrid genini 

içerir) (Gaedigk ve ark., 1991). 

Kısmi veya rezidüel fonksiyona sahip alleller, CYP2D6*10, *14, *17, *18, 

*36, *41, *47, *49, *50, *51, *54, *55 ve *57'dir. Azalmış enzim aktivitesi 

genellikle düşük protein stabilitesi, bozulan substrat tanıma ve düşük substrat enzim 

afinitesine bağlıdır. *17 gibi bazı aleller için enzim aktivitesindeki değişim substrat 

bağımlı olabilir. Bu alellerden birini barındıran bireyler ZM'ler veya OM’lerdir 

(Zhou ve ark., 2009). 

Fonksiyonel çalışmalar, *2A, *17 × 2, *35, *41 × 2 ve *48 dahil olmak üzere, 

CYP2D6'nın birkaç alellerinde değişmiş enzim aktivitesi olmadığını göstermiştir. 

CYP2D6 *27, *39 ve *48 allelleri, yabanı tip proteine kıyasla, büyük oranda normal 

aktiviteye sahip enzimleri kodlamaktadır (Sakuyama ve ark., 2008). COS-7 

hücrelerinde ifade edilen CYP2D6.27 (E410K), CYP2D6.39 (S486T) ve CYP2D6.48 

(A90V), yabani tip enzimden biraz daha yüksek bir içsel klerens göstermiştir 

(Rowland ve ark., 2006). Ayrıca CYP2D6 *2B, *2C, *2D, *2E, *2F *2G, *2H ve 

*2K'ler de tanımlanmıştır (Marez ve ark., 1997).  Gaedigk ve arkadaşları, * 2 

serisinde iki alel daha tanımlamıştır: *2L ve *2M, ve bunlar çoklu mutasyonlar 

(örneğin, 310G> T, 746C> G ve 843T> G) içermektedir. -1584C> G, -1235A> G, -

740C> T ve -678G> polimorfizmleri CYP2D6 *2 alelinin çoğu altvaryantında (*2A 

→ *2H ve *2J → *2N; *2J = *59) bulunabilmektedir (Gaedigk ve ark., 2005a ve 
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2005b). Intron l'deki CYP2D7 gen dönüşümü büyük olasılıkla *2 allelinin çoğu 

altvaryantında da bulunabilir. Fonksiyonel etkileri henüz bilinmemektedir, ancak 

enzim aktivitesi üzerinde çok az etkisinin olması beklenmektedir (Raimundo ve ark., 

2000; Johansson ve ark., 1993). Fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan CYP2D6 

allellerinin yapısı Şekil 1.6'de gösterilmektedirm (Zanger ve ark., 2004). 

 

 

Şekil 1.6. Fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan CYP2D6 allellerinin yapısı. Sadece mevcut fenotipik 

bilgileri olan alleller gösterilmektedir. 9 ekzon, üstte belirtilen DNA polimorfizmleri ile 

numaralandırılmış kutular ile gösterilmiştir (del: delesyon/silme, ins: insertion/ ekleme). Tahmin 

edilen amino asit değişiklikleri ve translasyon sonlandırma kodları aşağıda belirtilmiştir. Açık okuma 

çerçeveleri gölgeli kutular ile belirtilmiştir. Sessiz mutasyonlar ve bazı promoter ve intronik 

polimorfizmlerin yanı sıra belirsiz fonksiyona sahip alleller gösterilmemektedir. 
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Son derece yüksek CYP2D6 aktivitesi, eşitsiz geçme/çaprazlama olayları 

(unequal crossover events) ve diğer mekanizmaların bir sonucu olarak, 

kafadankuyruğa yönelimde kaynaşmış fonksiyonel alellerin (örneğin, * 1 ve * 2) gen 

duplikasyonu /çoklu-duplikasyonundan kaynaklanmaktadır, aşırı hızlımetabolizmaları 

olan hastalarda CYP2D6 lokusunun moleküler karakterizasyonu ile dikkat çekilmiştir 

(Bertilsson ve ark., 1993). Gen gen duplikasyonu / çoklu-duplikasyonu, eşitsiz 

geçme/çaprazlama olaylardan (unequal crossover events) ve diğer mekanizmalardan 

kaynaklanmaktadır. Gen duplikasyonu ve CYP2D6'nın çoklu-duplikasyonu 

fonksiyonel, kısmen fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan enzimlere yol açabilir. Bir 

araştırma aşağıdaki gen duplikasyonlarını ortaya çıkarmıştır: * 1 N, * 2 N, * 4 N, * 6 

N, * 10 N, * 17 N, * 29 N, * 35 N, * 43 N ve * 45 N. Aktif CYP2D6 geninin 

duplikasyonu/çoklu-duplikasyonu, ultra-hızlı enzim aktivitesi ile sonuçlanmaktadır 

(Gaedigk ve ark., 2007).ve ark., 1993). 

1.2.7.2. CYP2D6 Polimorfizmlerinin Popülasyon Frekansları 

Alellerin dağılımı, farklı etnik gruplar arasında büyük ölçüde farklılık gösterir, 

bu da farklı oranlarda metabolizörlere neden olmaktadır. ZM'ler çoğunlukla 

Avrupa'da bulunmaktadır, UM'ler Kuzey Afrika ve Okyanusya'da, OM’ler ise esas 

olarak Asya'da bulunmaktadır. Doğu Asya popülasyonları, ZM'ın düşük oranına (% 

0–2), beyaz Avrupalılar en yüksek oranına (% 3-10) sahiptir; Siyah Afrikalılar ve 

Afrikalı Amerikalılar ise % 2-7 arasında değişmektedir (Ingelman-Sundberg ve ark., 

2007; Llerena ve ark., 2009; Teh ve Bertilsson, 2012). Benzer şekilde, OM, NM ve 

UM frekansları da popülasyonlar arasında büyük ölçüde değişebilir. Çizelge 1.4 ırk 

veya etnik kökene göre gruplandırılmış en yaygın varyantların alel frekanslarını 

özetlemektedir. Tablo 1'de gösterilen ortalama alel frekansları, yazar tarafından 

periyodik olarak güncellenen ve PharmGKB aracılığıyla erişilebilen alel frekansları 

hakkında rapor veren 120 yayının bir derlemesinden hesaplanmıştır. 

CYP2D6*2, İsveçli Beyaz ırklarda % 1-2 (Griese ve ark., 1998), Almanya'da 

% 3,6 (Sachse ve ark. 1997), Beyaz İspanyollarda % 7–10 (Agundez ve ark., 1995; 

Bernal ve ark., 1999) ve İtalya’daki Sicilya'da % 10 (Scordo ve ark.,1999) oranındaki 

alel frekansı ile ortaya çıkmaktadır. Bununla birlikte, daha yüksek frekanslar Suudi 



27 

 

Arabistan'da (% 20) (McLellan ve ark. 1997) ve siyah Etiyopyalılarda (% 29'a kadar) 

görülmüştür (Aklillu ve ark. 1996). Bu alel Asyalılarda neredeyse hiç mevcut 

değildir. Fonksiyonel olmayan CYP2D6*4 allellerinin sıklığı, bazı Doğu Asya ve 

Okyanusya popülasyonlarında son derece düşük veya hatta olmayabilir (Lee ve ark., 

2009; Myrand ve ark., 2008; Qin ve ark., 2008; Sistonen ve ark., 2007; Von Ahsen 

ve ark., 2010), Avrupalıların sıklığı% 15-20 arasındayken, Faroe Adaları tarafından 

bildirilen% 30'u geçebilmektedir (Halling ve ark., 2005). Aksine, Asyalılar, 

CYP2D6*10 azalmış fonksiyon allelinin% 64'üne kadar (ortalama% 42) yüksek 

frekanslarda açıklanabilen üriner metabolik oranları karşılaştırarak popülasyon 

bazında genel olarak daha yavaş CYP2D6 aktivitesine doğru belirgin bir değişim 

göstermektedir. Diğer popülasyonlarda CYP2D6*10'un frekansı % 3-7 arasında 

değişmektedir. Beyaz Avrupalılar dağılımın en alt noktasındadır. CYP2D6*17, siyah 

Afrika ve Afrika kökenli Amerikalılarda % 14–26 arasında görülmektedir. 

Fonksiyonel CYP2D6 gen duplikasyonlarının frekansları da önemli ölçüde 

değişebilir (Ingelman-Sundberg ve ark., 2007). Kuzey Avrupalıların yaklaşık % 

2'sinde CYP2D6*1xN veya *2xN bulunur, Akdeniz, kuzey Afrikalılar ve Orta 

Doğulular için frekanslar daha yüksektir (% 5–10); Etiyopyalarda (Aklillu ve ark., 

1996) ve Papua Yeni Gine'de (von Ahsen ve ark., 2010) sırasıyla % 16 ve% 13 gibi 

yüksek oranlar görülmüştür. 
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Çizelge 1.4. Popülasyonlardaki CYP2D6 alel frekansları (Hicks ve ark. 2013'ten hafif 

modifikasyonlarla). 

Alel 
Afrika-

lılar 

Afrika 

Kökenli 

Amerika-

lılar 

Beyaz Irklar 

(Avrupalılar 

+Kuzey 

Amerikalılar) 

 

Orta 

Doğu

-lular 

Doğu  

Asya-

lılar 

 

Güney 

/ Orta 

Asya-

lılar 

Amerik

-alılar 

 

Oky-

anusya-

lılar 

 

*1a 0.39 0.41 0.52 0.59 0.34 0.53 0.62 0.70 

*2b 0.20 0.12 0.27 0.24 0.12 0.31 0.24 0.012 

*3 0.0003 0.0034 0.013 0.0013 0.00 0.00 0.0052 0.00 

*4 0.033 0.06 0.18 0.076 0.0045 0.065 0.11 0.011 

*5 0.06 0.058 0.028 0.023 0.058 0.025 0.016 0.049 

*6 0.00 0.0027 0.0091 0.0096 0.0002 0.00 0.005 0.00 

*7 0.00 0.00 0.0012 0.00 0.00 ND 0.00 0.00 

*8 0.00 0.00 0.0003 0.00 0.00 ND 0.0015 0.00 

*9 0.0010 0.0054 0.02 0.00 0.0008 0.014 0.013 0.00 

*10c 0.067 0.043 0.028 0.035 0.42 0.19 0.034 0.016 

*14 0.0013 0.00 0.00 0.00 0.0092 0.00 0.0047 0.00 

*17d 0.19 0.18 0.0027 0.014 0.0002 0.0038 0.023 0.0005 

*41e 0.10 0.10 0.092 0.22 0.22 0.10 0.057 0.00 

xNf 0.075 0.043 0.028 0.067 0.015 0.013 0.033 0.088 

*1xNg 0.014 0.0044 0.0077 0.038 0.0031 0.0050 0.0078 0.11 

*2xNg 0.015 0.016 0.013 0.036 0.0042 0.0050 0.023 0.00 

*4xNg 0.014 0.020 0.0028 0.00 0.00 0.00 0.0036 0.00 

ND, belirlenmemiş 

Bu tablo, çeşitli çalışmalarda her alel için rapor edilen ortalama frekansları göstermektedir. 

Irk / etnisite, İnsan Genom Çeşitlilik Projesi-Merkezi d'Etude du Polymorphisme Humain'e (HGDP-

CEPH) göre ayırılmıştır (Rosenberg ve ark., 2005). 

a CYP2D6*1 doğrudan genotiplemediğinden, bir dizi varyasyonu için negatif olan allellerin bir 

CYP2D6*1 ataması varsayılan olarak belirlenmektedir. Benzer şekilde test edilmeyen allellerin 

sekans varyasyonları da bir CYP2D6*1 ataması için varsayılandır ve dolayısıyla bu alel için rapor 

edilen frekanslara katkıda bulunur. CYP2D6*1 için çıkarılan frekans aşağıdaki gibi hesaplanmaktadır: 

1- (varyant alel frekanslarının toplamı). 

b CYP2D6*2 bir ‘varsayılan’ atamadır ve CYP2D6*8, *11, *17, *35, *41 için test edilmedikçe ve 

ayrım yapılmadıkça, CYP2D6*2 ataması varsayılan olacaktır. Bu nedenle burada gösterilen frekanslar 

aşırı tahmin edilmiş olabilir. 
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c,d CYP2D6*10 ve CYP2D6*17 ayrıca ‘varsayılan’ atamalardır ve CYP2D6*14 ve CYP2D6*40 ve 

*58 gibi alellerin test edilmesi ve ayrım yapılmaması durumunda sırasıyla CYP2D6*10 ve*17 

atamaları varsayılan olacaktır. Bu nedenle burada gösterilen frekanslar aşırı tahmin edilmiş olabilir. 

e CYP2D6 *41, çalışmalar boyunca tanımlayıcı TNP (2988G A) tarafından sürekli olarak 

belirlenmemiştir; Bazı platformlar hala CYP2D6*2 ve *41 arasında ayrım yapmak için 1584C G TNP 

kullanmaktadir. Bu, özellikle Afrikalılarda ve onların torunlarında CYP2D6 ∗ 41 frekansının aşırı 

tahmin edilmesine yol açabilmektedir. 

f xN, doğasına bakılmaksızın tüm gen kopyalarını gösterir. Alellerin CYP2D6*2xN olarak rapor 

edildiğini, ancak CYP2D6*1xN veya *4xN gibi diğer kopyalardan özel olarak ayrılmamış olmaları 

xN olarak gösterilmiştir. 

g Frekanslar sadece gen duplikasyonları arasında ayırt edilen çalışmalardan, yani CYP2D6*1xN, 

*2xN veya*4xN olarak belirtilen duplikasyonlardan hesaplanmıştır. Diğer duplikasyonlar mevcut 

olabilir ve daha az çalışma farklılaştırılmış gen duplikasyonları için veriye sahip olduğundan, 

CYP2D6*1xN, *2xN ve *4xN toplamı xN için gösterilen toplamdan daha azdır. xN, aynı zamanda, 

bir duplikasyon analizinde pozitif olan, fakat özdeş gen ünitelerinin kopyalarını taşımayan gen 

yeniden düzenlemeleri olan başka alelleri de içerebilir. 

1.2.7.3. CYP2D6 Polimorfizmlerinin Klinik Önemi 

Birçok klinik çalışma, bu enzim tarafından aktive veya inaktive edilen ilaçlara 

yanıt olarak   CYP2D6 polimorfizminin klinik önemini belirlemektedir. Birçok 

antiaritmik ilaç, örneğin, metoprolol, timolol, propafenon ve diğer ilaçlar CYP2D6 

tarafından metabolik olarak inaktive edilmekte olup, ZM'ler / OM'ler için artmış bir 

maruziyet ve advers etki riskine yol açmaktadır, ve klinik etkileri hala 

tartışılmaktadır. (Fux ve ark., 2005; Darbar ve Roden, 2006; Klotz, 2007; Mörike ve 

ark., 2008; Bijl ve ark., 2009; Rau ve ark., 2009). Birçok antidepresan ve antipsikotik 

CYP2D6 substratlarıdır ve oksidatif metabolizma genellikle inaktivasyona neden 

olur, bu da ZM / OM'lerde aşırı maruziyete ve UM'lerde düşük maruziyete yol 

açmaktadır. Yalnız bu ilaçların doğal olarak sorunlu dozlanması nedeniyle, klinik 

etkilerle ilgili çalışmalar tam bir uyum içinde değildir.  (Kirchheiner ve ark., 2004; 

Bertilsson, 2007; Crisafulli ve ark., 2011; Stingl ve ark., 2012). Ağrı tedavisinde 

kullanılan kodein, dihidrokodin, oksikodon ve tramadol gibi çeşitli opioid ilaçlar 

CYP2D6 tarafından metabolik olarak aktive edilir ve genotipin etkililiğini ve 

güvenilirliğini etkilediği gösterilmiştir (Stamer ve ark., 2010; Leppert, 2011; Madadi 

ve ark., 2012). Kodein, CYP2D6 tarafından farmakolojik olarak aktif analjezik 

morfine O-demetile edilir. CYP2D6 ZM'lerde son derece düşük morfin plazma 

konsantrasyonları nedeniyle analjezik bir etki yoktur (Eckhardt ve ark., 1998). 

Aksine, kodeinin etkinliğinin artması ve bazen hayatı tehdit eden opioid toksisitesi, 

çok sayıda CYP2D6 gen kopyası olan hastalarda, ve aynı zamanda emziren anneleri 
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CYP2D6 UM'leri olan yenidoğanlarda da gözlenmiştir ve bu UM fenotipi olan 

hastalarda morfine daha yüksek oranda dönüşümü ile uyumludur (Gasche ve ark., 

2004; Koren ve ark., 2006; Madadi ve ark., 2009). 

Selektif östrojen reseptör modülatörü (SERM) tamoksifen, en az 22 metabolite 

metabolize edilir, bunlardan ikisi, 4-hidroksitamoxifen ve ikincil metabolit 

endoksifenin, östrojen reseptörüne olan yüksek afiniteleri nedeniyle esas olarak 

antiöstrojenik etkiden sorumlu olduğu düşünülmektedir (Johnson ve ark., 2004; 

Mürdter ve ark., 2011b). CYP2D6, 4-hidroksilasyon için ana enzim olduğundan, 

CYP2D6 genotipinin, bu aktif metabolitlerin plazma konsantrasyonlarını ve bu 

nedenle tedavi sonucunu etkilemesi beklenmelidir (Dehal ve Kupfer, 1997; Coller ve 

ark., 2002; Johnson ve ark., 2004). Aktif enzim olan hastalarla karşılaştırıldığında, 

işlevsel olarak bozulmuş CYP2D6 hastalarında daha düşük aktif metabolit seviyeleri 

ortaya çıkmaktadır ve bu nedenle tedaviden daha az kazanç sağlamaktadır (Brauch 

ve ark., 2009). Bu hipotez son on yılda incelenmiştir ve ilk retrospektif çalışmalarda 

CYP2D6 ZM'lerin postmenopozal meme kanserinin tamoksifen monoterapisi ile 

adjuvan tedavisinden daha az yarar sağladığı bulunmuştur (Goetz ve ark., 2007; 

Schroth ve ark., 2007). 

Ek olarak, CYP2D6 polimorfizmlerinin, ağrı duyarlılığı (Candiotti ve ark., 

2009; Sindrup ve ark., 1993), şizofreni hastalarının semptomları (Plesničar ve ark; 

Zahari ve ark., 2009), antipsikotik ilaçların yan etkileri (Tamminga ve ark., 2003; 

Topić ve tak, 2000) ve tamoksifen ile tedavi edilen meme kanseri hastalarında 

rekürrens riski gibi spesifik fenotipler ile ilişkili olduğu bildirilmiştir (Teh ve ark., 

2002). 

1.3. CYP2D6*4 Alleli / 1846G> A (rs3892097) 

CYP2D6 genindeki tek nükleotid polimorfizmi rs3892097 (c.1846G> A, 

literatürde 1934G> olarak bilinir), enzimin fonksiyonel olarak eksik bir varyantı ile 

sonuçlanır (CYP2D6*4 izomeri). Şu anda bunun enzim aktivitesinde bir eksikliğe 

yol açan sık bir CYP2D6 varyantı olduğu ve ZM durumuyla sonuçlandığı 

bilinmektedir (Christensen ve ark., 1998; Lu ve ark., 2013). CYP2D6'daki majör 

mutasyon, intron3 / ekzon 4'ün (CYP2D6*4) birleşimindeki 1,934 pozisyonunda 
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G'den A’ya olan değişimdir (Armstrong ve ark., 1992). CYP2D6 1846G> A, işlevsel 

olmayan bir proteinle sonuçlanan bir değişim kusuruna neden olmaktadır (Kagimoto 

ve ark., 1990). CYP2D6 genindeki bu yaygın varyasyon Glu'nun Gly'ya değişimi ile 

sonuçlanır ve azalmış CYP2D6 aktivitesi ile ilişkilidir (Daly ve ark., 1994).  Bu 

genin polimorfizmi, mRNA'da bir çerçeve kaymasına neden olur ve bir erken 

durdurma kodonu oluşturur, bu da debriskuin 4-hidroksilazın daha zayıf bir 

metabolizmasına yol açmaktadır (Hanioka ve ark., 1990). 

Sitokrom P450 2D6*4 (CYP2D6*4) terimi şu şekilde açıklanmaktadır: Sito 

mikrozomal veziküller, krom renklenmiş, P pigmentli, 450 spektrofotometrik 

absorpsiyon zirvesi 450 nanometre, 2 aile, D alt aile, 6 iso enzim (polipeptid), 4 allel 

olarak temsil edilmektedir (Ortiz de Montellano,1995).  Sitokrom P450 proteinleri, 

yüzdelik amino asit dizisi özdeşliği temelinde, ailelere ve alt ailelere uygun şekilde 

düzenlenir; Aynı ailede olmak için amino asit seviyesinde ≥ % 40'lık bir özdeşlik 

gereklidir (Nelson ve ark., 1993; Nelson, 1998; Nebert ve ak, 1991), alt aile içinse ≥ 

% 55 amino asit sekans özdeşliği gereklidir. Şekil 1.7, sitokrom P450 enzim 

nomenklatürünün bir örneği olarak CYP2D6-4'ün isimlendirilmesini göstermektedir 

(Bertz ve Granneman, 1997; Evans ve Relling, 1999; Rendic ve Di Carlo, 1997). 

 

Şekil 1.7. Sitokrom P450 enzim nomenklatürünün bir örneği olarak CYP2D6*4'ün isimlendirilmesi. 

 

CYP2D6 * 4 alleli, beyaz ırk oldukça yaygın olan ve fonksiyonel olmayan bir 

aleldir. CYP 2D6 geninin beyaz Avrupa popülasyonunda, en yaygın değişimi intron 

3 ve ekzon 4 arasındaki G1934A dir (alel*4), ve bunun varlığı yanlış mRNA 

yapışmasına neden olur, bu da okuma çerçevesinin değişmesine, translasyonun 

sonlandırılmasına ve enzimatik aktivitesi bulunmayan kusurlu protein ürününün 

oluşmasına neden olmaktadır (Şekil 1.8) (Sachse ve ark.,1997). G → A 

sübstitüsyonu, CYP 2D6 lokusunda birincil bir defekt olarak tanımlanır ve ZM’lerin 

mutant alellerinin % 80-90'ında mevcut olduğu tahmin edilmektedir (Gough ve ark., 
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1990). Allel*4'ün azalmış CYP 2D6 aktivitesi ile ilişkili olduğu gösterilmiştir. Beyaz 

Avrupa nüfusunun yaklaşık% 5-10’unda, CYP 2D6 geninin her iki alelinde 

mutasyon tespit edilmiştir — genotip*4/*4 ZМ ile ilgilidir. Sadece bir allel * 4'ün 

(heterozigot durum) taşıyıcıları, CYP 2D6 substratlarının OM'üdür — genotip *1/*4 

(Levkovich ve ark., 2011; Sachse ve ark., 1997). Gaedigk ve arkadaşları, 100C> T ve 

4180G> C TNP'leri olmayan bir CYP2D6 * 4 alelini tanımlamışlardır. 4180G> C 

polimorfizmi, CYP2D6 * 4J hariç tüm tanımlanmış CYP2D6 * 4 allellerinde mevcut 

olduğu belirlenmiştir. Denek, heterozigot 100C> T genotipi göstermiş olan bir 

CYP2D6*4/*4 ZM'dir. Ayrıca, beş yeniden düzenlenmiş CYP2D6 * 4 alleli üzerinde 

bulunan diğer dört TNP de bulunmamaktadır. Bu allel, insan sitokrom P450 allel 

adlandırma komitesi tarafından CYP2D6 * 4M olarak adlandırılmıştır 

(CommitteeGaedigk ve ark., 2006). 

 

 
 

Şekil 1.8. CYP2D6 geninin intron 3'teki G1934A polimorfizmi. 
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CYP2D6 * 4, beyaz ırkta gözlenen ZM'lerin çoğuna katkıda bulunan 

fonksiyonel olmayan bir aleldir (Ingelman-Sundberg, 2004). Çinliler (Liou ve ark., 

2006; Cai ve ark., 2006; Garcia Barcelo ve ark., 2000), Koreliler (Lee ve ark., 2006), 

Malezyalılar (Teh ve ark., 2001) ve Japonlarda (Kubota ve ark., 2000; Nishida ve 

ark., 2000), CYP2D6*4 neredeyse her zaman çok düşük frekanslardadır, yaklaşık % 

0-2.8 oranında bulunmaktadır. Afrika kökenli Amerikalılarda CYP2D6*4 frekansı % 

7.6(Cai ve ark., 2006), 264 Meksikalı Amerikalılarda % 10.0(Luo ve ark., 2005), 243 

Meksikalı Mestizo popülasyonunda % 11.1 (Lopez ve ark.,2005) ve 103 Afro-

Trinidadian'lılarda% 1.9 görünmektedir (Montane Jaime ve ark., 2103). Ruslar, 

Almanya, İtalya, İsveç ve Polonya gibi diğer Beyaz ırklılara benzer şekilde % 

18.1'lik bir frekansa sahiptir (Sachse ve ark., 1997; Niewinski ve ark., 2002; Scordo 

ve ark., 2004). Faroe Adaları popülasyonunun frekansı diğer Beyaz ırklılara göre 

biraz daha yüksektir, yani % 33.3 oranındadır (Halling ve ark., 2005). Güney 

Hintliler ve Malezyalı Hintlilerde, frekanslar sırasıyla% 7,3 ve% 8.0, diğer 

Asyalılardan daha yüksektir, ancak Beyaz ırklılarda gözlemlenenden daha düşüktür 

ve bu da Hint popülasyonlarının ayrı bir genetik bileşimini göstermektedir (Ismail ve 

Teh, 2001; Naveen ve ark., 2006). 

CYP2D6 * 4 aleli (yani rs3892097) araştırmacılar tarafından yıllar boyunca 

hem olumlu hem de olumsuz olmak üzere birçok potansiyel sonuca sahip olduğu 

varsayılmıştır. Pozitif tarafta: Bu alel, mesane ve akciğer kanseri gibi belirli kanser 

riskini azaltabilir (Gough ve ark., 1990) ve Alzheimer hastalığında 

nörodejenerasyonun daha hafif olmasıyla ilişkili olabilir (Chen ve ark., 1995). Öte 

yandan, en az iki çalışma, Parkinson hastalığının pestisitlere maruz kalması üzerine 

gelişme riskinin CYP2D6 * 4 allellerinin taşıyıcıları arasında 3 ila 8 kat arttığı 

sonucuna varmıştır.  CYP2D6 * 4 taşıyıcılarının riski pestisitlere maruz kalma 

derecesi ile orantılı görünmektedir ve pestisit maruziyetinin olmadığı CYP2D6 * 4 

taşıyıcıları için Parkinson hastalığına yakalanma ek risk görünmemektedir ve 

pestisitlere sık sık maruz kalan CYP2D6 * 4 taşıyıcıları en yüksek Parkinson 

hastalığı riskine sahip olmaktadırlar (Elbaz ve ark., 2004; Deng ve ark., 2004). 

Trisiklik antidepresanlarla (TSA) reçete edilen ve CYP2D6 * 4 aleli için 

homozigot olan hastalar bu ilaçları daha yavaş metabolize ederler, bu da onları yan 

etkilere karşı daha fazla riske sokar.1100 Hollanda hastası üzerinde yapılan bir 
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çalışmada, (1) CYP2D6 * 4 homozigotları için antidepresanların değiştirilmesinde 6 

kat daha fazla yan etki olduğu  (2) CYP2D6 * 4 homozigotlarının antidepresanların 

etkili ve idame dozlarının, bir veya daha fazla yüksek metabolize edici CYP2D6 

allelinden daha düşük olduğu bildirilmiştir (Bijl ve ark., 2008).  rs3892097 (A; A), 

metoprolol gibi bir beta bloker ilacı alan hastalar, Rotterdam Çalışmasında 1.533 

hastanın bir araştırmasına dayanarak, bradikardi için artmış risk altındadır. Bu 

CYP2D6 * 4 / * 4 homozigotlar ZM fenotiplerine sahiptir ve * 1 / * 1 NM’ler kıyasla 

8.5 atım / dk düşük olan kalp hızlarında ayarlamışlardır (p <0.001), ZM'lerde 

bradikardi riskinin artmasına yol açmaktadırlar (olasılık oranı 3.86, CI: 1.68-8.86, p 

= 0.0014) (Bijl ve ark., 2008). 

CYP2D6 genetik polimorfizmleri, substratlarının toksisitesini etkileme 

potansiyeline sahiptir. Zayıf da olsun veya normal / ultra hızlı CYP2D6 

metabolizörler de olsun, amfetaminlerin, opioid analjeziklerin ve antidepresanların 

toksik etkilerine maruz kalabilirler. CYP2D6 ZM’leri genellikle ters etkilere daha 

yatkındır. Bunlar arasında en yüksek kanıt düzeyine sahip dört ilaç, amitriptilin, 

nortriptilin, venlafaksin ve fluoksetin’dir (Haufroid and Hantson, 2015). Klinik 

Farmakogenetik Uygulama Konsorsiyumu tarafından yapılan son bir 

değerlendirmede, trisiklik antidepresanlar amitriptilin ve nortriptilin için dozlama 

kılavuzları önerilmiştir. Bu kılavuzların yazarlarına göre, CYP2D6'da artmış trisiklik 

plazma konsantrasyonları nedeniyle ZM’lerde yan etkiler daha olası olduğundan 

alternatif ilaçlar tercih edilmelidir. Bir trisiklik garanti edilirse, yazarlar terapötik ilaç 

izleme ile kombine olağan dozun% 50 azaltılmasını önermişlerdir (Hicks ve ark., 

2013). 

Diğer trisiklik antidepresanlar arasında, defektif bir CYP2D6 genotipi ile 

ilişkili ölümcül doksepin zehirlenmesi yayınlanmıştır. CYP2D6 substratlarıyla ilişkili 

ölümcül ilaç zehirlenmelerinin postmortem toksikoloji vakalarını araştırırken, Koski 

ve ark. CYP2D6 * 3 / * 4 genotipli (ZM) bir hastada ölümcül ve görünüşte kazara 

doksepin zehirlenmesi olgusunu bulmuşlardır. Bu durumda doksepin ve nordoksepin 

(CYP2C19 aracılı N-demetilasyon ile üretilen aktif metabolit) konsantrasyonları 

sırasıyla 2.4 ve 2.9 mg / L (doksepin noroksepin için önerilen tedavi aralığı: 50-150 

µg / L) ve doksepin / nordoksepin oranı 0.83'tür. Bu, aynı yılda analiz edilen 

nordoksepin-pozitif postmortemlerinin 35 vakası arasında en düşük bulunmuştur. 
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Doksepin ve nordosedin normal olarak CYP2D6 ile daha az aktif metabolitlere daha 

fazla metabolize olduğundan ve bu durumda yüksek nordoksepin konsantrasyonunun 

bu vakada akut zehirlenme ile tutarlı olmadığı düşünülürse (hasta CYP2C19 

kapsamlı metabolizörü), CYP2D6 defektif genotipin ölüme önemli ölçüde katkıda 

bulunduğu ve tekrarlanan yüksek dozda doksepin içerebileceği sonucuna varılmıştır 

(Koski ve ark., 2007). 

14 yaşında bir kız, kafein ve parasetamol (asetaminofen) ile birlikte 60 mg 

kodein aldıktan sonra nalokson tedavisi ile nörolojik semptomları düzeltilmiştir. Bu 

durumda, hastanın bir CYP2D6 ZM olmasını sağlayan bir * 4 / * 5 genotipi vardır, 

ancak maalesef morfin serum konsantrasyonu belirlenmemiştir. Aslında, bu hasta 

Angelman sendromu (gamma-aminobütirik asit [GABA] sistemi bozukluğunu 

içeren) hastasıdir ve yazarlara göre, gözlemlenen terapötik etki, naloksonun GABA 

reseptörlerine karşı zayıf antagonist etkisi ile ilişkili bulunmuştur (Shaw ve ark., 

2012). 

Ancak, Smithve ark., amitriptilin doz aşımı olan 55 yaşındaki Beyaz ırklı bir 

kadında klinik seyri ve toplam trisiklik antidepresan konsantrasyonlarını 

(Amitriptilin Nortriptilin, immünoassay ile ölçülen) bildirmişlerdir. Yazarlar, 

amitriptilin nortriptilin konsantrasyonundaki (7. güne kadar yükselen 

konsantrasyonlar) sürekli artışın ve uzun süreli komanın (12. güne kadar) bozulmuş 

metabolizmayı gösterdiğini gözlemlemişlerdir.  Hasta, CYP2D6 * 4 / * 4 genotipi 

olan bir CYP2D6 ZM olarak tanımlanmıştır (Smith ve Curry, 2011). 

Prospektif klinik çalışmalar mümkün olmadığından, potansiyel toksik 

nortriptilin konsantrasyonları ile ilişkili olan CYP2D6 aktivitesinin (ve CYP3A4, 

CYP1A2, CYP2C19) önemi popülasyona dayalı bir farmakokinetik yaklaşım 

(Simcyp simülatörü) kullanılarak araştırılmıştır. Nortriptilin 100 mg'lık bir günlük 

dozu alan bir sanal popülasyonda, kaza sonucu zehirlenme, yavaş metabolizma 

nedeniyle, potansiyel olarak toksik konsantrasyonlara yol açabilen normal bir günlük 

dozun alımı olarak tanımlanmıştır. İncelenen faktörler arasında, simülasyonlar 

CYP2D6 ZM statüye sahip olmanın yüksek konsantrasyonlara ulaşmadaki önemli bir 

risk faktörü olduğunu ve bu nedenle muhtemelen nortriptilin tarafından 

zehirlenebileceğini göstermiştir. Yazarların tahminlerine göre, CYP2D6 zayıf 

metabolize edici deneklerin% 16'sı, toksik sınırı aşan plazma konsantrasyonlarına 
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ulaşabilirler. Bununla birlikte, CYP2D6 ZM statüsü ve ortalama karaciğer CYP3A4 

ekspresyonunun% 10'unun kombinasyonuna sahip bireyler %90 oranında zehirlenme 

riskine sahiptir. Bu nedenle, sonuçlar düşük CYP3A4 aktivitesi ve CYP2D6 ZM 

statüsünün kombinasyonunun toksik nortriptilin konsantrasyonlarının elde edilmesi 

için çok önemli olduğunu göstermektedir (Jornil ve ark., 2011).  

CYP2D6 ZM’lerinin venlafaksin yan etkilerine karşı daha duyarlı olabileceği 

önerilmiştir. CYP2D6 aktivitesi için fenotiplendirilmiş 14 sağlıklı gönüllüde 

venlafaksinin oral atılım oranları, (8 NM ve 6 ZM olarak sınıflandırılır), ZM’lerde 

NM’lere karşılaştırıldığında 4 kattan daha az olmuştur ve bu venlafaksin kaynaklı 

kardiyotoksisiteyi açıklamak için bir farmakogenetik mekanizmayı vurgulamaktadır 

(Lessard ve ark., 1999). Langford ve ark., 33 yaşında, 3g venlafaksin alan ve uzun 

süreli bir eliminasyon yarı ömrüne sahip olan bir beyaz ırklı kadın olgusunu 

bildirmişlerdir, bu da muhtemelen CYP2D6 ZM durumundan dolayı 15.3 saat (5 saat 

yerine) olarak tahmin edilmiştir (Langford ve ark., 2002). 

Shams ve arkadaşları, CYP2D6 ZM’lerinde venlafaksinin, özellikle mide 

bulantısı, kusma ve ishal gibi gastrointestinal yan etkilerin daha sık olduğunu 

göstermiştir. Venlafaksin ile tedavi edilen 100 hastada, bu araştırmacılar CYP2D6 

aktivitesi indeksi olarak, plazma venlafaksin, O-desmetilvenlafaksin ve N-

desmetilvenlafaksin konsantrasyonlarını ve O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin 

oranını ölçmüştür. Ortalama O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin oranını, sırayla 10. 

ve 90. Yüzdelerin 0.3 ve 5.2 olmasıyla 1.8 olarak belirlemişlerdir. O-

desmetilvenlafaksin / venlafaksin oranı 0.3'ün altında olan bireylerin hepsi, * 6 / * 4 

(n 1), * 5 / * 4 (n 2) veya * 6 / * 6 (n 1) genotipleri ile ZM’ler, 5.2'in üzerindeki 

oranlarda olan bireylerin hepsi UM’lerdir (n 6, gen kopyaları) olarak tanımlanmıştır. 

Klinik sonuç ölçümleri O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin oranının 0.3'ün altında 

olan hastaların diğer hastalarla karşılaştırıldığında daha çok gastrointestinal yan 

etkilere (p = 0,005) sahip olduğunu ortaya koymuştur (Shamsve ark., 2006). Bu 

araştırmacılarun sonuçlarına göre, noradrenalin ve dopaminin geri alım 

inhibisyonundaki hafif farklılıklar, ana bileşik için metabolitlerden daha belirgin 

olup, yan etkilerin yüksek sıklığını açıklayabilmektedir. Tabii ki, genetik faktörlerin 

yanı sıra, venlafaksin toksisitesi hakkında çalışırken ilaç etkileşimi de dikkate 

alınmalıdır. 
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Ölümcül bir ilaç zehirlenmesinde, ölen kişi ilacını düzenli olarak (günde iki 

kez 150 mg venlafaksin dahil) almıştır (Jornil ve ark., 2013), ve vaka ya da otopsi 

bulgularında hiçbir şey intihara işaret etmemiştir, toksikolojik değerlendirme ölüm 

sebebinin venlafaksin, oksikodon ve etanolün bir kombinasyonu nedeniyle medyana 

gelen kaza sonucu zehirlenme olduğunu belirlemiştir. Venlafaksinin kan 

konsantrasyonunun yüksek olduğu, fakat O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin 

oranının, istisnai derecede düşük (0.006) olup daha önce bildirilenlerden 10 kat daha 

düşük olduğu saptanmıştır (Kingback ve ark., 2012). Bunları daha fazla araştırmak 

için, Jornil ve ark., düşük metabolit oranının, CYP2D6 ve CYP2C19'un ZM 

durumunun bir kombinasyonunun sonucu olduğunu gösteren bir mekanik 

farmakokinetik simülasyon gerçekleştirmiştir. Onların hipotezi, hasta CYP2D6*4 / 

*5 (ZM) ve CYP2C19*2 / *2 (CYP2C19 * 2 fonksiyon kaybı alleli olduğundan, aynı 

zamanda ZM olarak bulunduğu için, genetik analizle doğrulanmıştır (Jornil ve ark., 

2013). Olgu sunumu, simülasyon sonuçları ve daha önce yayınlanmış sonuçlara 

dayanarak yazarlar (McAlpine ve ark 2011; Lessard ve ark., 1999; Shams ve ark., 

2006), potansiyel olarak toksik konsantrasyonların terapötik dozlarda bile 

ulaşılmadığından emin olmak için eksik veya düşük kombine CYP2D6 ve CYP2C19 

aktivitesi olan bireyler üzerinde terapötik ilaç izlemenin yapılmasının tavsiye 

edilebileceği sonucuna varmışlardır (Jornil ve ark., 2013). 

Selektif serotonin geri alım inhibitörleri veya SSRI'lar günümüzde en yaygın 

olarak reçete edilen antidepresanlar sınıfını temsil etmektedir. Fluoksetin, esas olarak 

CYP2C19, CYP2D6 ve CYP3A4 / 5 tarafından aktif bir demetillenmiş metabolit, 

norfluoksetin'e metabolize edilir. Hem fluoksetin hem de norfluoksetin, çok güçlü 

CYP2D6 inhibitörleri olarak bilinir ve muhtemelen CYP2D6 tarafından daha az aktif 

metabolitlere biyotransforme edilir. 9 yaşındaki bir çocuğa ait ölümcül bir 

zehirlenme vakasında, tamamen defektif bir CYP2D6 genotipi (ZM) ile birlikte 

olağan dışı bir şekilde düşük fluoksetin ile norfluoksetin oranı bulunmuştur. Bu 

çocuk dikkat eksikliği hiperaktivite bozukluğu, obsesif kompulsif bozukluk ve 

Tourette sendromundan muzdariptir ve fluoksetin, metilfenidat ve klonidin 

kombinasyonu ile tedavi edilmiştir. Tedavisi sırasında, çocuk status epileptikusa 

girdikten sonra kardiyak arrest ve ölümle sonuçlanmıştır. Otopside, fluoksetin ve 

norfluoksetin kan, beyin ve diğer doku konsantrasyonları beklenenden birkaç kat 
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daha fazla olmuştur.  Adli Tıp Uzmanı raporu, ölüm vakası olarak fluoksetin 

toksisitesini sunmuştur ve çocuğun evlat edinen ebeveynleri ilaç erişimini kontrol 

ettikleri için, cinayete teşebbüs şüphesiyle sosyal yardım kurumları tarafından 

araştırılmıştır. Otopsi dokusunun daha fazla genetik testi, CYP2D6 için ZM 

fenotipine neden olan iki mutant allelin (ayrıntılı değil) varlığını ortaya koymuştur ve 

bu ve diğer kanıtların bir sonucu olarak, evlat edinen ebeveynlerin araştırması 

sonlandırılmıştır (Sallee ve ark., 2000). Yazarlara göre, bu, ilaç 

metabolizmasınınbozukluğu ile sonuçlanan CYP2D6 genetik polimorfizmine sahip 

bir çocukta fluoksetin ile ilişkili ölümün ilk raporu olmuştur. 

1.4. Tek Nükleotid Polimorfizm Analizleri İçin Genotipik Analiz Yöntemleri 

Yukarıda verilen örneklerden anlaşılacağı gibi ilaçla tedavide zehirlenme veya 

ölüm vakalarında olayın aydınlatılmasında genetik farklılıkların oldukça önemi 

bulunmaktadır. Bu bölümde bireyler arasındaki genetik farklılıkların analizleri 

hakkında bilgi verilmektedir. 

Tek nükleotid polimorfizmleri (TNP'ler), bir popülasyonda doğal varyasyonu 

gösteren genomda bireysel baz pozisyonlarıdır. İnsanlarda en çok bulunan genetik 

çeşitliliği temsil ederler ve ilişkisiz bireyler arasındaki tüm farklılıkların % 90'ından 

fazlasını oluştururlar. TNP modeli, birçok insan fenotipini etkileyebilir. Bu nedenle, 

TNP genotiplemesine dayanan büyük ölçekli ilişki çalışmalarının, karmaşık 

hastalıklara ve ilaçlara veya çevresel kimyasallara verilen tepkileri etkileyen genleri 

belirlemesine yardımcı olması beklenmektedir. TNP'ler, hedef tanımlamadan klinik 

çalışmalara kadar, ilaç geliştirme sürecinin tüm aşamalarında önemli bir rol 

oynamaktadır. TNP'lerin analizi ayrıca ilaç ve ilaç rejimlerinin farmakogenomiklerin 

temel prensibi olan belirli genotiplere uyarlanmasına yardımcı olabilmektedir 

(Twyman RM, 2005). 

İdeal genotipleme metodu aşağıdaki özelliklere sahip olmalıdır: (a) analiz, 

sekans bilgisinden kolay ve hızlı bir şekilde geliştirilmelidir, (b) analiz geliştirmenin 

maliyeti, biyogöstergeye özgü reaktifler ve uzman personel tarafından optimizasyona 

harcanan zaman açısından düşük olmalıdır, c) reaksiyon doğru olmalıdır, böylece 

optimal olmayan DNA numuneleri bile güvenilir sonuçlar üretebilir; (d) analiz 
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kolayca otomatikleştirilmeli ve minimum düzeyde el yordamı gerektirmelidir; (e) 

veri analizi, otomatik, doğru genotip çağrısı ile basit olmalıdır; (f) reaksiyon formatı 

esnek ve ölçeklenebilir olmalı, günde birkaç yüzden milyona kadar analiz 

gerçekleştirebilmelidir; ve (g) optimize edildikten sonra, genotip başına toplam test 

maliyeti (ekipman, reaktifler ve personel dahil) düşük olmalıdır (Kwok, 2001).  

Maalesef bugüne kadar böyle bir ideal genotipleme yöntemi mevcut değildir. 

Daha gerçekçi bir TNP genotipleme yönteminin geliştirilmesinden önce, 

biyokimyasal, mühendislik ve analitik yazılımlarda daha fazla gelişme sağlanmalıdır. 

Son 20 yılda, PZR ile genomik bölgenin çoğaltılmasından sonra PZR ile TNP 

genotiplendirmesi için, melezleme (Iwasaki ve ark., 2002), alel-spesifik PZR (Papp 

ve ark., 2003), primer uzatma (O’Meara ve ark.,2002), oligonükleotid ligasyonu 

(Pickering ve ark., 2002), doğrudan DNA dizilimi (Chatterjee ve ark., 1999) ve 

endonükleaz bölünmesi gibi bir çok farklı yöntem geliştirilmiştir (Deng, 1988; Ota 

ve ark., 1991). TNP genotiplendirmesi için meydana gelen yeni teknolojilerden 

Taqman yöntemi (Livak ve ark.,1995; Livak, 1999), Invader yöntemi (Kwiatkowski 

ve ark., 1999; Fors ve ark., 2000), MALDI-TOF yöntemi (Haff ve ark., 1997), 

GeneChips (Gunderson ve ark., 2005) gibiler olup, bunlar yüksek üretim 

potansiyeline sahiptir, ancak pahalı ekipmanların satın alınmasını gerektirir. 

TNP genotipleme teknolojileri, belirli bir TNP lokusunda mevcut olan baz 

tipini belirleme yöntemi (alel tanımlamasi) ve alel (ler) in varlığını bildirme yöntemi 

(sinyal tespiti) olarak iki yöntem içermektedir.  Melezleme, primer uzatma, 

oligonükleotid ligasyonu ve enzim kesim genel olan alel tanımlama yöntemleridir. 

Birçok sinyal tespit platformu vardır ve bunların çoğu gerçek zamanla ya da analiz 

son noktasında etiketi takip etmektedir. Benzersiz bir şekilde, kütle spektrometrisi, 

alternatif bir baz içeren DNA moleküllerinin kütlelerini ayırt ederek, bir etikete 

ihtiyaç duymadan bir tanımlama deneyinin alel-spesifik ürününü tespit etmek için 

kullanılabilir (Kwok, 2001; Syvanen, 2001; Twyman, 2005; Twyman ve Primrose, 

2003;) 

TNP'ler diziye özgü / sekans-spesifik veya diziye özgü olmayan / sekans-

spesifik olmayan bir şekilde tespit edilebilir. Diziye özgü olmayan saptama, 

elektroforez sırasında yakalanma, bölünme veya hareketlilik değişikliğine veya 

denatüre olmayan koşullar altında biraz farklı konformasyonlar üstlenen allelik DNA 
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molekülleri veya tek iplikli DNA molekülleri arasında oluşan eşleşmeyen 

heteroduplekslerin sıvı kromatografisine dayanmaktadır. Polimorfizmlerin Diziye 

özgü olmayan saptanması polimorfizm/mutasyon keşfinin temelini oluştursa da, 

genotipleme için kabul edilebilir bir yaklaşım değildir, çünkü intersgenotiplemenin 

gerçek genotip olup olmadığı kesin değildir (Kwok and Chen, 1998). Diziye özgü 

saptama, alel tanımlamasına yönelik dört yaygın mekanizmaya dayanır: alele özgü 

melezleme, alele özgü tek-bazlı primer uzatma, ve alele özgü oligonükleotid 

ligasyonu ve alele özgü invaziv bölünme (Kwok, 2000). Dört mekanizmanın tümü 

güvenilirdir, ancak her birinin avantajları ve dezavantajları vardır. 

1.4.1. Alele Özgü Hibridizasyon 

Bir TNP lokusundaki aleller arasında tanımlama yapmak için kullanılan en 

basit yöntem, alel spesifik oligonükleotid (ASO) probu kullanılarak melezlemedir. 

İki prob gereklidir - her bir alel için spesifik olanı ve eşleşmeyen probların 

melezleşmesini önlemek için tek baz yanlış eşleşme [single-base mismatch] yeterli 

olacak şekilde sıkı koşullar kullanılmaktadır (Şekil 1.9). ASO probları, etiketli ya da 

etiketlenmemiş çiftler olarak kullanılabilir, bu durumda, her bir TNP'nin 

genotiplenmesi için, prob 1'in etiketlendiği ve prob 2'nin etiketlenmediği ve bu 

rollerin tersine çevrildiği iki ayrı deney gerekmektedir. Alternatif olarak ve tercihen 

yüksek verimli analizler için, her bir prob için farklı etiketler kullanılabilir, böylece 

her TNP tek bir reaksiyonda genotiplenebilir. TaqMan gibi daha sofistike deneyler, 

birincil tanımlama reaksiyonu olarak alel spesifik melezlemeyi kullanır, fakat sinyal 

tespiti için ek enzimatik adımlar gerektirmektedir. Alel-spesifik PZR, alel spesifik 

melezlemenin bir modifikasyonu olup, burada tanımlama bir insanın doğrudan tespiti 

yerine allele özgü primer yapıştırma [annealing] (ardından PZR amplifikasyonu) ile 

yapılmaktadır (Şekil 9b). Değişken baz konumunun primerlerden birinin ortasında 

yer aldığı bir strateji kullanılabilmesine rağmen, ASO tekniğine doğrudan benzerdir, 

ancak sıkı koşullar optimize edilmediğinde, [mismatched primer] yanlış eşleşmiş 

primerin uzamasına izin verilir. Daha hassas bir yaklaşım, primerlerden birinin 

3'ünün ucunu değişken taban pozisyonuna yerleştirmektir çünkü uzatma, primerin 3 

'ucundamükemmel tamamlayıcılığa bağlıdır (Newton ve ark., 1980; Twyman, 2005). 
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Şekil 1.9. Alel tanımlama yöntemlerinin prensipleri. (a) Alele özgü melezleme. (b) Alele özgü PZR. 

(c) Alele özgü tek baz primer uzatma. (d) Alele özgü invaziv bölünme. Her durumda, TNP pozisyonu 

ve probdaki değişken baz pozisyonu gösterilmektedir (Twyman, 2005). 

1.4.2. Alel-Spesifik Ligasyonu 

DNA ligazları, DNA moleküllerinde boşlukları tamir etmede oldukça 

spesifiktir. İki bitişik oligonükleotid bir DNA şablonuna yapıştığında, bunlar sadece 

oligonükleotidler birleşme noktasındaki şablona mükemmel şekilde uyuyorsa birlikte 

bağlanırlar (Barany,1991). Oligonükleotidlerden biri, iki allele özgü varyantlara 

sahiptir ve tanımlayıcı baz 3’ konumunda bulunur. Allele özgü oligonükleotid (ASO) 

ve şablon arasında mükemmel tamamlayıcılık varsa, ortak oligonükleotide başarıyla 

bağlanır. Eğer değilse, ligasyon başarısız olur ve iki oligonükleotid ayrı kalır. 

Ligasyon en yüksek spesifite seviyesine sahip olmakla birlikte, allelik tanımlama 

mekanizmaları arasında en iyi duruma getirilmesi en kolay olanıdır, ancak en yavaş 

reaksiyon budur ve en fazla sayıda modifiye prob gerektirmektedir. Analizin kendi 

içinde çok hassas değildir, ancak ligaz zincir reaksiyonu veya yuvarlanma çember 

büyütme teknolojisi (RCAT, Yaklaşık 80 nükleotid uzunluğundaki iki ASOs, 

şablonda bir daire oluşturmak için, bağlandığında kapalı bir döngü veya asma kilit 
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probu üretecek şekilde tasarlanmıştır) gibi ek adımlar kullanılarak duyarlılık 

arttırılabilir.Bu daireye bağlanan primerler bir iplikçik değiştirici DNA polimerazı ile 

genişletilebilir, böylece yeni iplikçik daireyi tamamladığında ve kendisiyle 

karşılaştığı zaman, sürekli olarak yer değiştirir, floresan yöntemlerini kullanarak 

tespit edilmesi kolay olan uzun bir conkatemer  üretilir (Lizardi ve ark., 1998).  

1.4.3. Alel Spesifik Tek-Bazlı Primer Uzatma 

Alel-spesifik tek-bazlı uzatmada (aynı zamanda mini sekans olarak da 

adlandırılır), polimorfik bölgenin yukarısındaki bir nükleotidi bağlayan primerler 

tasarlanır ve alel tanımlama, mükemmel bir şekilde yapışmış primerin uzama 

kabiliyetine bağlıdır (Şekil 9c) (Syvanen, 1999). Bu, allel-spesifik PZR'den farklıdır, 

burada tanıma pozisyonu, primerlerden bir tanesi içindedir ve uzantı, primerin 

şablonuna yapışma yeteneğine bağlıdır. Alel-spesifik primer uzatma yöntemleri 

hibridizasyon / yapıştırma denemelerine göre daha uyarlanabilirdir, çünkü çok daha 

fazla çeşitlilikte etiketleme stratejileri kullanılabilir. Örneğin, çözelti içindeki serbest 

nükleotitler, dört farklı floresan etiketi, kütle etiketi veya hapten ile etiketlenebilir ve 

aynı karışımın çoklu TNP'lerin paralel olarak (örn., Bir mikrodizi üzerinde) 

saptanmasında kullanılmasına izin verilir. Genotipleme için primer uzatma 

yöntemleri Genetik Bit Analiz™ (GBA) teknolojisi olarak geniş ölçüde 

patentlenmiştir ve birçok popüler ticari genotipleme sisteminin (örn., SnaPshot) 

temelini oluşturmuştur (Twyman, 2005). 

1.4.4. Alel-Spesifik Enzimatik Kesim 

Yapıya özgü enzimler, üst üste binen oligonükleotid probların melezleşmesiyle 

oluşan kompleksleri ayırırlar. Polimorfik alanın üst üste geldiği noktada olacak 

şekilde tasarlandığında, doğru üst üste binen yapı, tek-baz uyumsuzluğu/yanlış 

eşleşme olan probla değil, sadece alel spesifik problar tarafından oluşturulur. Yüksek 

sıcaklık ve alel spesifik probun fazlalığı, izotermal bir reaksiyonda bulunan her bir 

hedef dizi için çoklu probları bölebilir. Bu yöntemin yenilikçi bir uygulamasında, 
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bölünmüş alel-spesifik problar, etiketli bir ikincil probun ayrıldığı ikinci bir 

reaksiyonda kullanılır. Bu sinyal amplifikasyon aşaması, PZR gibi bir hedef 

amplifikasyon işlemine gerek kalmaksızın tespit için, üretilen etiketlenmiş bölünme 

ürün miktarının saatte hedef dizi başına 106–107 ye kadar artırılmasına yardımcı 

olmaktadır (Hall ve ark., 2000). 

Bu yöntemin ana avantajları, reaksiyonun izotermal özelliği ve PZR 

amplifikasyonu olmaksızın genotipleme potansiyelidir. Daha iyileştirmeye ihtiyaç 

duyan bazı teknik sorunlar mevcuttur. İlk olarak, reaksiyon için gerekli olan genomik 

DNA miktarı yüksektir. İkincisi, marker-spesifik probun saflığı çok yüksek 

olmalıdır. Üçüncü olarak, prob tasarımı biraz zor, çünkü sürekli reaksiyonlar aynı 

koşullar altında çalışmalıdır, ancak TNP'lerin dizi içeriği sabittir. Prob tasarım 

algoritmasının daha da geliştirilmesiyle bu teknik problemlerin üstesinden gelinebilir 

(Kwok, 2001). 

1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizm 

(PZR-RPUP) Analizi 

PZR-restriksiyon fragman uzunluğu polimorfizm (RPUP) analizi genotipleme 

için popüler bir tekniktir. PZR-RPUP, PZR ile çoğaltılmış DNA'nın endonükleaz ile 

muamelesini temel almaktadır. Spesifik restriksiyon enzimleri, PZR ürününün nokta 

mutasyon bölgesinde DNA'yı tanır ve burdan keserler. TNP tipleri, endonükleaz 

kesiminden kaynaklanan daha küçük DNA parçalarının boyutunu doğrulamak ve 

ayırmak için jel elektroforezi kullanılarak kolayca tanımlanabilir. PZR-RPUP basit, 

hassas ve güvenilir bir yöntemdir ve enstrümantasyona minimum yatırım gerektirir. 

Bu protokolün sınırlamaları, hedef TNP dizilerinin ticari restriksiyon enzimleri için 

uygun olmadığı ve tersine, dizilerin tek bir restriksiyon enzimi için çok fazla tanıma 

noktalarına sahip olduğu durumlardadır (Abbud ve ark.,1998; Simsek ve ark., 2002; 

Bu ve ark., 2007). Bu yöntem sadece bir TNP'nin genotiplenmesi için değil, aynı 

zamanda ekleme / çıkma polimorfizmleri ve çoklu TNP gruplarından oluşan insan 

lökosit antijeni alelleri (HLA) gibi çoklu mutasyonlar için kullanılabilir (Ota ve ark., 

1992). ABO kan grubu polimorfizmi, insanlarda gözlenen ve analiz edilen ilk 

moleküler polimorfizmdir. Bu kırmızı kan hücresinin antijenik varyasyonu, PZR-
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RPUP yöntemiyle ABO genotipleri olarak tanımlanabilen A, B ve O allellerini 

üreten birkaç DNA tek-bazlı ikamesinden kaynaklanmaktadır (Lee ve Chang, 1992). 

PZR-RPUP teknolojisinin temel avantajları ucuzluk ve gelişmiş enstrümanlara 

gerek duymamasıdır. Ek olarak, PZR-RPUP analizinin tasarımı genellikle kolaydır 

ve kamuya açık programlar kullanılarak gerçekleştirilebilir. Dezavantajlar arasında 

belirli endonükleazlara olan gereksinim ve birçok TNP'nin aynı restriksiyon enzim 

tanıma bölgesini etkilediği durumda kesin varyasyonları belirleme zorluğu yer alır. 

Ayrıca, PZR-RPUP bir elektroforetik ayırma basamağını içeren birkaç adımdan 

oluştuğundan, nispeten zaman alıcıdır. Son olarak, her bir TNP için spesifik primer 

çiftleri ve restriksiyon enzimleri ihtiyacından dolayı, bu teknik çok sayıda farklı 

TNP'nin eş zamanlı analizi için uygun değildir. Bu, yüksek verimli analizinin 

kullanılabilirliğini sınırlamaktadır (Rasmussen, 2012). 

PZR-RPUP, türe özgü varyasyonların genotiplenmesi için son derece değerli 

bir tekniktir. Faktör V Leiden ve protrombin G20210A'nın genotiplendirilmesi için 

en yaygın kullanılan referans standarttır (Emadi ve ark., 2010). Aynı zamanda, bir 

Kidd-null fenotipi ile ilişkili JK alelinin saptanması (Horn ve ark., 2012) ve 

apolipoprotein E (APOE) allellerinin belirlenmesi dahil olmak üzere çeşitli başka 

amaçlar için kullanılmıştır (Jiang ve ark., 2011). Tür içi varyasyonların belirlenmesi 

için değerli olmanın yanı sıra, PZR-RPUP tekniği tür tanımlama ve farklılaşma için 

çok popülerdir. Yakın zamana kadar, mikobakteriyel türlerin tanımlanması ve 

farklılaştırılması için tercih edilmiştir (Sankar ve ark., 2011). 12S rRNA geninde 

korunmuş bir bölgeyi hedefleyen primerlerin kullanılması, ardından restriksiyon 

enzim tedavisi ve elektroforetik ayırma ile yakından ilişkili kümes hayvanları türleri 

ayırt edilebilir (Saini ve ark., 2007). Benzer bir yaklaşım, karacalar, kara geyik ve 

kunduz gibi av hayvanlarını evcilleştirilen geviş getiren hayvanlardan ayırmak için 

kullanılmıştır. Tek bir restriksiyon enziminin kullanılması, PZR-RPUP ile tür 

farklılaşmasında yeterli olabilir (Fajardo ve ark., 2009). Ancak, çoğu zaman, 

yakından ilişkili türler arasında ayırt etme kabiliyeti, birden fazla restriksiyon 

enziminin uygulanmasını gerektirir (Rojas ve ark., 2009). 

PZR-RPUP, primerler tasarlanması, uygun bir restriksiyon enziminin 

belirlenmesi, amplifikasyon, amplifiye ürünlerin restriksiyon enzim muamelesi ve 

restriksiyon fragmanlarını görmek için elektroforez dahil olmak üzere birkaç ayrı 
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adımdan oluşur (Rasmussen, 2012). Burada dikkat, primer tasarımı, uygun kesim 

enzimlerinin bulunması ve elektroforetik teknikler üzerine odaklanacaktır. 

1.5.1. Primer Tasarımı ve RPUP Enzimlerinin Tanımlanması 

PZR-RPUP daima bir optimum primer çiftinin tasarlanması ve PZR-amplifiye 

edilmiş üründeki TNP'leri tanımlayacak olan restriksiyon enzimlerinin bulunması ile 

başlar. Yüksek kaliteli sonuçlar elde etmek için, spesifik amplifikasyon primerleri 

tasarlamak ve restriksiyon enzimi veritabanından (REBASE) (http://rebase.neb.com) 

uygun bir restriksiyon enzimi seçmek önemlidir. TNP bölgesinde tanımlama 

restriksiyon siteleri (discriminative restriction sites) bulunursa doğal PZR-RPUP 

kullanılabilir; Aksi halde, yapay restriksiyon siteleri (yanlış eşleşmiş PZR-RPUP 

olarak bilinir) sağlamak için bitişik bölgelerde yanlış eşleşmiş bazlar uygulanır. 

Hedef TNP'nin mevcut restriksiyon enzimleri için herhangi bir bölünme bölgesi 

bulunmasa bile, yanlış eşleşmiş PZR-RPUP yönteminin kullanılması mümkündür 

(Love-Gregory ve ark., 2001). Bu yöntemde, TNP sitesine bitişik yapay restriksiyon 

siteleri (yanlış eşleşmiş) içeren primerler kullanır. PZR primer setleri, ortolog 

olmayan spesifik olmayan bir bölge veya paralog (duplike) bir bölgeyi çoğaltmak 

için değil, belirli bir DNA bölgesini çoğaltmak için tasarlanmalıdır (Zhang, ve ark., 

2005). Primerler ve restriksiyon enzimleri seçiminin entegre edildiği PZR-RPUP 'nin 

tasarımı için birkaç program bulunmaktadır (Çizelge 1.5). Bu tür programları 

kullanarak PZR-RPUP 'nin tasarımı önemli miktarda zaman tasarrufu sağlayabilir. 

Ayrıca, bu programlar, uygun restriksiyon enzimlerinin tanımlanmasında çok 

etkilidir ve çoğu, hem doğal PZR-RPUP hem de yanlış eşleşmiş PZR-RPUP, ayrıca 

primer giriş restriksiyon analizi (PIRA) veya zorlamalı PZR restriksiyon fragman 

uzunluğu polimorfizmi (F-PZR-RPUP) olarak da adlandırılmakta olup, için primer 

restriksiyon fragmanlarının tasarımına izin verir (Rasmussen, 2012). 
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Çizelge 1.5. PZR-RPUP'nın tasarımı için programlar. 

Adı Fonksiyonu Referans 

PIRA-PZR Yanlış eşleşmiş PZR-RPUP  için primerler tasarımı 
Ke ve ark., 

2001 

TNPicker Doğal ve yanlış eşleşmiş PZR-RPUP  için primerler tasarımı 
Niu ve Hu, 

2004 

TNP Cutter Doğal ve yanlış eşleşmiş PZR-RPUP  için primerler tasarımı 
Zhang ve 

ark., 2005 

TNP-RPUP ing 
Doğal ve yanlış eşleşmiş PZR-RPUP için primerler tasarımı. 

Birden fazla TNP'li dizilere ek olarak bi-allelik, tri-alelik ve 

tetra-allelik TNP’leri kabul eder. 

Chang ve 

ark., 2010 

Prim-TNP ing  
Doğal PZR-RPUP, yanlış eşleşmiş PZR-RPUP için  

primer tasarımı ve normal PZR dahil diğer amaçlar 
Chang ve 

ark., 2009 

1.5.2. Amplikonların Kesilmesi 

Bir PZR-RPUP analizinin güvenilirliği, kullanılan restriksiyon enziminin 

tanıma dizisini içeren fragmanların tam kesilmesine bağlıdır. Kesim karışımının 

doğru hazırlandığını ve reaksiyon koşullarının uygun olup olmadığını 

değerlendirmek için, iç kesim kontrolünün kullanılması önerilir. Amplifiye edilmiş 

fragmanın bir RPUP göstergesinin genotiplemesi için kullanılan restriksiyon 

enziminin polimorfik olmayan bir tanıma bölgesini içermesi durumunda, bu site bir 

iç kesim kontrolü olarak hizmet edebilir (Griffioen ve ark., 2005; Szantai ve ark., 

2006). Amplifiye edilmiş fragmanda bu tür polimorfik olmayan bir alan mevcut 

değilse, yanlış eşleşmiş bir primerin tasarımı ile kullanılmış RPUP enzimi için bir 

tanıma bölgesi yapay olarak yaratma olasılığı göz önünde bulundurulmalıdır. 

Örneğin, bu yaklaşım K-ras gen mutasyonlarının tanımlanması için bir PZR-RPUP 

analizinde kullanılmıştır (Mora ve ark., 1998). Alternatif olarak, sindirim reaksiyonu, 

ilgili restriksiyon enzim tanıma bölgesini içeren bir DNA fragmanı ile çoğaltılabilir 

ve amplikonunkilerden başka boyutlarda parçalar üretir (Lima-Neto ve ark., 2009). 

Plazmidler, bu tür iç sindirim kontrolü olarak kullanılmıştır ve yaygın olarak 

kullanılan restriksiyon enzimlerininbirçoğunun tanıma yerlerini içerdiklerinden 

bunlar için uygundurlar. Floresan etiketli primerler ile gerçekleştirilen PZR-RPUP 

için, başka bir flüoresan boya ile etiketlenmiş ve ilgili restriksiyon enzim tanıma 
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bölgesini içeren fragmanlar, iç sindirim kontrol fragmanı olarak kullanılabilir 

(Nielsen ve ark., 2007). Bazen, amplifiye edilmiş fragmanlar birkaç RPUP markeri 

içerir. Bu durumda aynı reaksiyon karışımında birden fazla restriksiyon enzimi ile 

aynı anda sindirim mümkündür (Szantai ve ark., 2006).  

1.5.3. Elektroforetik Ayırma Ve Parçaların Görselleştirilmesi 

Seçilen restriksiyon enzim (ler) ile amplikonların tamamlanmasından sonra, 

elde edilen parçalar elektroforez ile ayrılır. Sıklıkla, bu, poliakrilamid ya da 

moleküler eleme matrisi olarak agaroz ile slab jel elektroforezi kullanılarak yapılır. 

Son zamanlarda, kapiller elektroforez ve mikrokanal elektroforezi giderek daha 

popüler hale gelmiştir. Geleneksel slab jellerine göre daha yüksek çözme gücü ve 

verim sunmaktadır (Stellwagen ve ark., 2009; Sinville ve Soper, 2007). 

Restriksiyon enzim ile işlenmiş amplikonların görselleştirilmesi, floresan 

etiketli amplifikasyon primerleri kullanılarak yapılabilir. Ancak, en yaygın PZR-

RPUP analizleri etiketlenmemiş primerler ile gerçekleştirilir. Bu durumda, 

restriksiyon fragmanlarının görselleştirilmesi, elektroforez sırasında ("migratio") 

DNA parçalarımın etidyum bromür veya başka bir floresan boya ile 

kompleksleştirilmesi ile gerçekleştirilir. Kovalent olarak etiketlenmiş primerler ile 

PZR-RPUP analizi için, restriksiyon-enzim ile işlenmiş parçalar genellikle ısıtılır ve 

mikrosatellitlerin genotiplenmesi için prosedürü benimseyen parça boyutlarını 

belirlemek için tek iplikçik halinde denatüre elektroforez ile analiz edilir. Bunun 

avantajı, boyut belirlemenin öncelikli olarak parça uzunluklarına bağlı olmasıdır. 

Tersine, denatüre edici olmayan koşullar altında elektroforez kullanan DNA 

fragmanlarının boyut tayini, DNA fragmanlarının konfigürasyonundan etkilenebilir 

(Nielsen ve ark., 2007; Rasmussen, 2012). 
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1.5.4. Tezin Amacı 

Çeşitli ilaçlar ve kimyasal maddelerin neden olabileceği zararlı etkiler söz 

konusu etkenlerin vücuttan uzaklaştırılmasında rol oynayan enzimlerin aktiviteleri ile 

ilişkilidir. Bu enzimlerden önemli bir üyesi Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) 

proteinidir. Bu enzimi kodlayan gendeki değişiklik enzim aktivitesini de 

değiştirmektedir. Belirtilen genin birçok antipsikotik ve antidepresan ilacın 

metabolizmasında rol alması yanında söz konusu bu tedaviyi alan kişilerde intihar 

riskinin daha fazla olması genin adli toksikoloji açısından önemini ortaya 

koymaktadır.  İlave olarak CYP2D6 ile metabolize edilen ilaçlarla oluşabilecek 

muhtemel zehirlenmeler yanında yüksek doz ilaç kullanımına bağlı toksikasyon ve 

intihar vakaların değerlendirilmesinde genetik farklılığın belirlenesi önemli veriler 

sunacaktır. Bazı adli vakalarda genetik farklılıkla ilişkili olan ve bir ilacın metabolite 

oranının belirlenmesinin, vakanın aydınlatılmasındaki yeri ve önemine vurgu 

yapmaktadır. Bu bilgiler temelinde burdaki tez çalışmamızda amaç CYP2D6 

genindeki rs3892097 guaninden adenine olan farklılığın aydınlatılmasını sağlayacak 

bir genotipik analiz yönteminin laboratuvarımızda kurulması ve gerek adli 

toksikoloji vakalarında gerekse klinikte süreçlerde rutin analiz haline getirilmesidir. 
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2. GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. Kullanılan Maddeler  

100-1000 bç DNA ladder GeneRuler marker (Fermentas)  

dNTP karışımı (Fermentas) 

PZR Tampon (Fermentas) 

Magnezyum (Fermentas) 

Sentetik olgonükleotid (Fermentas) 

Taq DNA Polimeraz (Qiagen) 

İnsan genomik DNA (Promega, G3041) 

Etilendiamin-tetraasetik asit (EDTA), (Merck) 

Restriksiyon enzimi- Mva II 

Trizma Base (Merck) 

Etidyum Bromür (Applichem) 

Agaroz (Prona) 

Borik asit (Merck) 

Asetonitril (Sigma, HPLC grade) 

Metanol (Sigma, HPLC grade) 

Potasyumdihidrojenfosfat 

Ultra saf su 

Sodyum hidroksit (Merck) 

Hidroklorik asit (Merck) 

2.2. Kullanılan Cihazlar 

pH metre (Mettler Toledo) 

Terazi (Metler, Almanya) 

Hassas terazi (Mettler Toledo 4 Digit) 

Vorteks (Biosan) 



50 

 

Mikropipet seti (Ependorf, Thermo),  

Jel Görüntüleme Sistemi (Syngene) 

Termal Cycler (Techne Tc512) 

Mini elektroforez tankı (Scie-Plas) 

Midi elektroforez tankı (Thermo Scientific Easycast, EC)  

Elektroforez Güç Kaynağı (Bio-Rad) 

Mikrodalga Fırın (Arçelik) 

Otoklav (Nüve) 

- 80 0C Derin dondurucu (Thermo Scientific forma 88000 series) 

- 20 0C Derin dondurucu (Beko) 

Mini santrifüj (Heraeus) 

Mikro santrifüj (Combi – spin, Boeco, Almanya) 

Spektrofotometre (WPA Biowave, S2100 Diode Array)  

2.3. DNA Saflık ve Miktar Tayini 

DNA Miktarının Tayini  

İnsan genom DNA (Promega) çözeltisinden tam 5 μl alındı ve onun üstüne 95 

μl distile su eklenerek 1/20 oranında dilüe edildi. Spektrofotometrede DNA 

çözeltilerin 260 nm dalga boyundaki verdikleri absorbans saptanarak alttaki formül 

ile içerdikleri DNA miktarı tespit edildi.  

 

DNA (μg/ml) = A260 x d x l x 50 

 

Formülde gösterilen: 

A260 : Spektrofotometrede 260 nm’ de gösterilen değer.  

d: Seyreltme faktörü. 

l: Spektrofotometre küvetinin uzunluğu.  

50: Çift iplik DNA miktar tayininde kullanılan sabit değer. A260 μg/ml verisine 

dönüştürme katsayısı.  
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İzole Edilen DNA Saflığının Saptanması  

Spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda okunan absorbans değeri, 280 nm 

dalga boyunda okunan absorbans değerine bölünerek A260 /A280 oranı belirlendi. 

Oranı 1,7 -2,0 olan DNA örneklerinin iyi bir saflıkta olduğu belirlendi.   

2.4. Deney Kurgusu 

CYP2D6 geni (1846G > A (rs3892097) polimorfizminin PZR-RPUP ile 

analizinin kurulması için optimizasyon deneylerinin gerçekleştirilmesi.  

2.5. PZR ve RPUP Optimizasyon Çalışmaları 

Uygun PZR koşullarını belirlemek amacıyla http://www.justbio.com/ 

oligocalc/index.php internet sayfasından hedeflenen ürünün erime sıcaklığı değerleri 

ve % GC oranları hesaplanarak teorik olarak uygun olan yapışma ve denatürasyon 

sıcaklıkları hesaplanmıştır. Aynı zamanda daha önce yayınlanmış çalışmalardan da 

yararlanılmıştır.  Buna göre, CYP2D6 geni *4 alelini içeren bölgenin PZR yöntemi 

ile çoğaltılmasında aşağıda verilen dizilimler seçilmiştir: 

2D6*4 Forward: 5’- GCC TTC GCC AAC CAC TCC G-3’ 

2D6*4 Reverse: 5’- AAA TCC TGC TCT TCC GAG GC-3’ 

A. PZR Reaksiyonu Komponentleri ile İlgili Optimizasyon Çalışmaları 

1. Magnezyum iyon (Mg) konsantrasyonu: Amplifikasyon üzerinde meydana 

gelen etkilerini görmek için Mg iyon konsantrasyonu 1- 3 mM arasındaki 

değerlerde denenmiştir. 

2. Deoksinükleotid trifosfat (dNTP; dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP) 

konsantrasyonu: Başarılı ve istenen bölgenin en doğru şekilde 

çoğaltılabilmesi için 50, 100, 150, 200 ve 300 µM konsantrasyonlarda 

denenerek en uygun konsantrasyon saptanmıştır. 
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3. Primer konsantrasyonları: öncelikle her iki primer 100 pmol/μl 

konsantrasyonda olacak bir şekilde stokları ayarlandı. Sonradan reaksiyon 

üzerinde meydana gelen etkilerini görmek için her iki primerin 5, 10, 15, 20 

pmol/μl konsantrasyonları ayarlanmıştır. 

4. DNA konsantrasyonu: Genomik DNA konsantrasyonları sırasıyla 50,100, 

200 ve 300 ng arasındaki farklı konsantrasyonlarda denendi. 

5. Taq Başarılı ve istenen bölgenin en doğru şekilde çoğaltılabilmesi için 0.6, 

0.8 ve 1U konsantrasyonlarda denenerek en uygun konsantrasyon 

saptanmıştır.  

B. PZR Programı Sıcaklıkları ve Süreleri ile İlgili Optimizasyon Çalışmaları 

1. Denatürasyon sıcaklığı 

Denatürasyon sıcaklığı sırasıyla 92, 94, 95, 96 ve 97 °C sıcaklıklarında 

denendi 5 dakika olarak denendi. 

2. Denatürasyon Sıcaklık süreleri 

Denatürasyon sıcaklığı ilk aşamada 3-8 dakika arasında ardından 30 saniye, 

45 saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye ve 2 dakika olarak 5 farklı 

parametrelerde denendi. 

3. Primer bağlanma sıcaklığı  

PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan yapışma sıcaklığı 50, 52, 54, 

56 ve 58 °C değerlerde denendi.  

4. Primer bağlanma süresi 

Yeterince ürün elde edilebilmesi ve tek bir bandın görüldüğü bağlanma süresi 

için 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelerde primer bağlanma optimizasyonu 

gerçekleştirildi. 

5. Sentez süresi 

Genotiplemede bir sonraki aşamada kullanılabilecek kadar ürün elde 

edilmesinde sentez süresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2 

dakikalarda sentez süresi optimizasyonu gerçekleştirildi. 

6. Döngü sayısı 

En uygun döngü sayısını tespiti etmek için 20, 25, 30, 35, 40 döngüleri denendi. 
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C. PZR Ürünlerinin Jel Elektroforezinde Belirlenmesine Yönelik Çalışmalar 

1. Agaroz tipinin seçimi ve konsantrasyonun belirlenmesi: CYP2D6*4 allelin 

PZR ürünlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden şunlar denenmiştir; 

basic, gamma ve nu. Bu agaroz tiplerinin her birinin % 0.5, % 0.75, % 1, % 

1.5 ve % 2’lik konsantrasyonları hazırlandı. 

2. PZR ürün miktarı: PZR ürün miktarı 5, 7.5, 10, 12.5, 15 μl değerlerinde 

denenmiştir. 

3. Volt, amper ve sürenin belirlenmesi: PZR ürünlerinin jel elektroforezinde 

tayin edilmesi sırasında denenen volt, amper ve süre değerleri aşağıdaki 

gibidir;  

Volt: 75, 100, 125, 175, 200 

Amper: 0.5, 1, 2 mA 

Süre: 30, 40 50, 60 dakika 

D. PZR Ürünün RPUP Optimizasyonu Deneyleri 

RPUP optimizasyonu çalışmasında restriksiyon enzim konsantrasyonu, 

reaksiyon hacim optimizasyonu ve inkübasyon süresi çalışmaları gerçekleştirildi. 

 

1. Restriksiyon enzim konsantrasyonu 

Enzim konsantrasyonları 0.5, 1, 1.5 U olarak denenmiştir. 

2. Reaksiyon hacmi 

Reaksiyon hacimleri 10, 20, 30 μl olarak denenmiştir. 

3. İnkübasyon süresi 

Yukarıdaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 6 saat, 8 saat ve tüm 

bir gece boyunca inkübasyon süreleriyle karşılaştırıldı. 

İnkübasyon sıcaklığı 37°C olarak ayarlandı ve tüm bir gece boyunca ısı 

bloğunda bekletildi, ardından %2 değerindeki gamma agaroz ile hazırlanan jelde 

yürütüldü. Sonunda kesim ürünlerin en iyi olarak gözlendiği en uygun koşullar tespit 

edildi.  
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E. RPUP Ürünlerinin Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi 

1. RPUP ürün miktarı 

RPUP ürün miktarı 11, 15, 16 μl değerlerinde denenmiştir. 

2. Agaroz tipinin seçimi ve konsantrasyonun belirlenmesi: CYP2D6*4 allelin 

RPUP ürünlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden şunlar denenmiştir; 

basic, gamma nu. Her bir agaroz tipinin %1, %2, %2,5 ve %3’lük 

konsantrasyonları hazırlandı. 

3. Volt, amper ve sürenin belirlenmesi: RPUP ürünlerinin jel elektroforezinde 

tayin edilmesi sırasında denenen volt, amper ve süre değerleri aşağıdaki 

gibidir;  

Volt: 75, 100, 125, 175, 200 

Amper: 0.5, 1, 2 mA 

Süre: 30, 40, 50, 60 dakika 

 

 

 

 

  



55 

 

3. BULGULAR 

3.1. CYP2D6 Geni *4 Aleli İçin Genotipik Analiz Metodunun Kurulması 

CYP2D6 geni *4 aleli genotipik analizi PZR-RPUP yöntemi ile 

aydınlatılmıştır. Genetik farklılığın aydınlatılabilmesi için kullanılan PZR-RPUP 

tekniği aşağıdaki üç aşamadan oluşmaktadır. 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizi 

Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizm (RPUP) Analizi 

Genotipin Belirlenmesi 

Reaksiyonların optimizasyonunda çeşitli faktörler önemlidir. Başarılı bir 

amplifikasyon, deoksinükleotit trifosfat konsantrasyonları, oligonükleotitler ve 

konsantrasyonları, DNA polimeraz ve konsantrasyonu, bağlanma sıcaklığı, döngü 

sayısı, DNA şablonunun konsantrasyonu, denatürasyon, bağlanma ve uzatma süreleri 

dahil olmak üzere birçok değişken arasındaki dengenin sonucudur. 

3.2. CYP2D6 Geni *4 Alelini İçeren Genom Diziliminin PZR ile Çoğaltılması 

Optimizasyon Deneylerinin Sonuçları 

3.2.1. Primerler Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

belirlenmiş olan oligonükleotidlerin konsantrasyonları, hedeflenen bölgenin 

çoğaltılmasında en önemli parametrelerden biridir. Bu amaçla sadece analizi 

yapılacak insan genomik DNA kısmının çoğaltılıp, primerlerin genomun diğer 

bölgelerine bağlanmadan sadece tek bandın elde edildiği konsantrasyon 

optimizasyon deneyi Gereç ve Yöntem bölümünün A.3 kısmında belirtildiği gibi 

gerçekleştirilmiştir. Doğru bölgenin çoğaltılmasında en iyi ürün elde edilmesinde 5 

pmol, 10 pmol, 15 pmol ve 20 pmol konsantrasyonlardaki primer çiftleri 

denenmiştir. Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve doğru bir şekilde 

elde edildiği primer konsantrasyonu 20 pmol olarak belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 
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alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında primer 

konsantrasyonalarının hedeflenen ürün üzerine olan etkisi Şekil 3.1'de yer 

almaktadır. 

 

Şekil 3.1. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında, 

primer konsantrasyonlarının PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç DNA marker, 2-

5. kolonlar: sırasıyla 20, 15. 10, ve 5 pmol konsantrasyondaki primerler. PZR hedef ürünü: 355 bç.     

3.2.2. Magnezyum Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu  

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

kullanılan magnezyum iyonları Taq polimerazın aktivitesi için çok önemlidir. Bir jel 

üzerinde ayrı ürün elde etmek için magnezyum klorür konsantrasyonları her PZR 

reaksiyonu için ayarlanmalıdır. Bu nedenle sadece analizi yapılacak insan genomik 

DNA kısmının çoğaltılmasında magnezyum iyonunun ekstra bandların gözlenmediği 

konsantrasyon optimizasyon deneyi Gereç ve Yöntem bölümünün A.1 kısmında 

belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Doğru bölgenin çoğaltılmasında en iyi ürün elde 

edilmesinde 3.0 mM, 2.50 mM, 2.25 mM, 2.0 mM, 1.50 mM ve 1.0 mM 

konsantrasyonlardaki magnezyum iyon değerleri denenmiştir. Sonraki analizlerde 

hedeflenen dizilimin en verimli ve doğru bir şekilde elde edildiği magnezyum iyon 

konsantrasyonu 1.50 mM olarak belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 alelini içeren 

genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında magnezyum iyon konsantrasyonlarının 

hedeflenen ürün üzerine olan etkisi Şekil 3.2'de yer almaktadır.    

1             2        3             4             5           
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Şekil 3.2. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında, 

magnezyum konsantrasyonlarının PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç DNA 

marker, 2-7. kolonlar: sırasıyla 3.0, 2.50, 2.25, 2.0, 1.50 ve 1.0 mM konsantrasyondaki magnezyum 

içeren PZR ürünleri. PZR hedef ürünü: 355 bç.     

3.2.3. Deoksinükleotid Trifosfat (dNTP; dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP) 

Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

belirlenmiş olan deoksinükleotit konsantrasyonları, genomik DNA'nın sentezi için 

hem enerji hem de nükleositleri sağlamaktadır. Bu amaçla analizi yapılması istenen 

insan genomik DNA bölgesinin en doğru şekilde çoğaltılabilmesi için dNTP 

konsantrasyonunun hiç ekstra band oluşmadan sadece tek bandın elde edildiği 

konsantrasyon optimizasyon deneyi Gereç ve Yöntem bölümünün A.2 kısmında 

belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Doğru bölgenin çoğaltılmasında en iyi ürün elde 

edilmesinde 300 µM, 200 µM, 150 µM, 100 µM ve 50 µM dNTP 

konsantrasyonlardaki değerler denenmiştir. Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin 

en verimli ve doğru bir şekilde elde edildiği dNTP konsantrasyonu 200µM olarak 
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belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile 

çoğaltılmasında dNTP konsantrasyonalarının hedeflenen ürün üzerine olan etkisi 

Şekil 3.3'te yer almaktadır.    

 

 

Şekil 3.3. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında, 

dNTP konsantrasyonunun, PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç DNA marker, 2-6. 

kolonlar: sırasıyla 300, 200, 150, 100 ve 50 µM dNTP içeren PZR ürünleri. PZR hedef ürünü: 355 bç.     

3.2.4. İnsan Genomik DNA Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

kullanılan genomik DNA konsantrasyonlarının PZR ürünü üzerinde hedeflenen 

bölgenin çoğaltılmasında en başarılı ve istenen bölgenin en doğru şekilde 

çoğaltılabilmesini elde edildiği genomik DNA konsantrasyon optimizasyon deneyi 

Gereç ve Yöntem bölümünün A.4 kısmında belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. 

Doğru bölgenin çoğaltılmasında en iyi ürün elde edilmesinde 50 ng, 100 ng, 200 ng 

ve 300 ng konsantrasyonlardaki genomik DNA değerleri denenmiştir. Sonraki 

analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve doğru bir şekilde elde edildiği 

genomik DNA konsantrasyonu 200ng olarak belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 alelini 

1          2        3         4         5         6    
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içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında genomik DNA bölgesinin 

hedeflenen ürün üzerine olan etkisi Şekil 3.4'te yer almaktadır.    

 

 

Şekil 3.4. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında, 

genomik DNA konsantrasyonlarının PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç DNA 

marker, 2-5. kolonlar: sırasıyla 50, 100, 200 ve 300 ng konsantrasyondaki genomikDNA örnekleri. 

PZR hedef ürünü: 355 bç.     

3.2.5. Taq DNA Polimeraz Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

belirlenmiş olan Taq polimeraz konsantrasyonları, hedeflenen bölgenin 

çoğaltılmasında ısı stabilite sıcaklığındaki optimum avantajları ile PZR reaksiyonu 

için en çok kullanılan DNA polimeridir. Analizi yapılacak insan genomik DNA 

kısmının çoğaltılıp, primerlerin genomun diğer bölgelerine bağlanmadan sadece tek 

bandın elde edildiği konsantrasyon optimizasyon deneyi Gereç ve Yöntem 

bölümünün A.5 kısmında belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Doğru bölgenin 

çoğaltılmasında en iyi ürün elde edilmesinde 1.0 U, 0.80 U, ve 0.60 U 

konsantrasyonlardaki Taq DNA polimeraz değerleri denenmiştir. Sonraki analizlerde 

hedeflenen dizilimin en verimli ve doğru bir şekilde elde edildiği Taq DNA 

polimeraz konsantrasyonu 1.0 U olarak belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 alelini içeren 

genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında Taq DNA polimeraz 

konsantrasyonalarının hedeflenen ürün üzerine olan etkisi Şekil 3.5'te yer almaktadır.    
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Şekil 3.5. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında, 

Taq DNA polimeraz konsantrasyonunun PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç 

DNA marker, 2-4. kolonlar: sırasıyla 1.0, 0.80, ve 0.60 U Taq DNA polimeraz içeren PZR ürünleri. 

PZR hedef ürünü: 355 bç.  

3.2.6. PZR Döngü Sayısı Optimizasyon Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında 

belirlenen reaksiyon döngü sayıları, hedeflenen bölgenin çoğaltılmasındaki önemli 

faktörlerden biridir. Hedeflenen insan genomik DNA kısmının çoğaltılmasında, en 

iyi şekilde elde edildiği primerlerin genomun diğer bölgelerine bağlanmadan sadece 

tek bandın elde edildiği reaksiyon döngü sayısı optimizasyon deneyi Gereç ve 

Yöntem bölümünün B.6 kısmında belirtildiği gibi gerçekleştirilmiştir. Doğru 

bölgenin çoğaltılmasında en iyi ürün elde edilmesinde 40, 35, 30, 25 ve 20 döngü 

sayıları denenmiştir.  Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve doğru 

bir şekilde elde edildiği döngü sayısı 35 olarak belirlenmiştir. CYP2D6 geni *4 

alelini içeren genom diziliminin PZR ile çoğaltılmasında döngü sayısının hedeflenen 

ürün üzerine olan etkisi Şekil 3.6'da yer almaktadır.    

 

1            2             3            4    
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Şekil 3.6. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında 

reaksiyon döngü sayısının PZR ürünü üzerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bç DNA marker, 2-6. 

kolonlar: sırasıyla 40, 35, 30, 25 ve 20 döngü sayılı PZR ürünleri. PZR hedef ürünü: 355 bç.     

3.2.7. Restriksiyon Parça Uzunluk Polimorfizm (RPUP) Analiz Optimizasyon 

Sonucu 

CYP2D6 geni *4 alelini içeren genom diziliminin PZR ürünlerinin RPUP 

analizine ait optimizasyon deneyinde 355 bç içeren PZR ürünü, GA genotipinde 

(355-250-105 bç) PZR ve kesim ürünleri, GG genotipinde (250-105 bç) kesim 

ürünleri ve AA genotipinde ise (355 bç) olan PZR ürünü elde edilmiştir. Bu analize 

ait tüm genotiplerin gözlendiği agaroz jel elektroforez görüntüsü Şekil 3.7'de yer 

almaktadır.   

 

Şekil 3.7. CYP2D6 geni *4 alelini içeren genomik DNA bölgesinin PZR-RPUP yöntemi ile genotipik 

analizin agaroz jel elektroforezdeki görüntüsü. Birinci (1) kolon: 355 bç içeren PZR ürünü, ikinci (2) 

kolon100 bç DNA marker, 3-5. kolonlar sırasıyla GA genotipinde (355-250-105 bç) olan PZR ürünü, 

GG genotipinde (250-105 bç) olan PZR ürünü ve AA genotipinde (355 bç) olan PZR ürünü.     

1           2           3         4          5         6    
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3.3. CYP2D6 Geni *4 Alelini İçeren Genom Diziliminin PZR ile 

Çoğaltılmasında PZR Programı ile İlgili Sıcaklık ve Süre Optimizasyon 

Deneylerinin Sonuçları 

3.3.1. Denatürasyon Sıcaklığı 

Denatürasyon sıcaklığı sırasıyla 92, 94, 95, 96 ve 97 °C sıcaklıklarında 5 

dakika olarak denendi. En uygun denatürasyon sıcaklığının 94 °C olduğu 

gözlemlendi.  

3.3.2. Denatürasyon Sıcaklık Süreleri 

Denatürasyon sıcaklığı ilk aşamada 3-8 dakika arasında ardından 30 saniye, 45 

saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye ve 2 dakika olarak 5 farklı parametrelerde 

denendi. En iyi olan sonuçlar ilk denatürasyon için 5 dakika, sonraki denatürasyon 

için 1 dakika olarak tespit edildi. 

3.3.3. Primer Bağlanma Sıcaklığı 

PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan yapışma sıcaklığı 50, 52, 54, 56 

ve 58 °C arasındaki farklı değerlerde denendi ve en uygun yapışma sıcaklığı 52 °C 

olarak tespit edildi.  

3.3.4. Primer Bağlanma Süresi 

Yeterince ürün elde edilebilmesi ve tek bir bandın görüldüğü bağlanma süresi 

için 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelerde primer bağlanma optimizasyonu gerçekleştirildi. 

En iyi sonuç 60 saniyede elde edildi.  
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3.3.5. Sentez Süresi 

Genotiplemede bir sonraki aşamada kullanılabilecek kadar ürün elde 

edilmesinde sentez süresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2 dakikalarda 

sentez süresi optimizasyonu gerçekleştirildi. En iyi sonuç 2 dakika sentez süresi ile 

elde edildi.  

3.4. CYP2D6 Geni *4 Alelini İçeren Genom Diziliminin PZR ile PZR 

Ürünlerinin Jel Elektroforezinde Belirlenmesine Yönelik Optimizasyon 

Deneylerinin Sonuçları 

3.4.1. Agaroz Tipinin Seçimi ve Konsantrasyonun Belirlenmesi 

CYP2D6*4 allelin PZR ürünlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden 

şunlar denenmiştir; basic, gamma ve nu. Bu agaroz tiplerinin her birinin %1, %2, 

%2,5 ve %3’lük konsantrasyonları hazırlandı. En iyi sonuç ise % 2 değerinde 

hazırlanan basic agaroz tipi ile alındı. 

3.4.2. PZR Ürün Miktarı 

PZR ürün miktarı 5, 7.5, 10, 12.5, 15 μl değerlerinde denendi ve en uygun 

miktarın 12.5 μl olduğu tespit edildimiştir. 

3.4.3. Volt, Amper ve Sürenin Belirlenmesi 

PZR ürünlerinin jel elektroforezinde tayin edilmesi sırasında denenen volt, 

amper ve süre değerleri aşağıdaki gibidir;  

Volt: 75, 100, 125, 175, 200 

Amper: 0.5, 1, 2 mA 

Süre: 30, 40 50, 60 dakika 
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Bu değerler arasında farklı kombinasyonlar yapıldı ve sonunda en iyi olan 

sonuç 125 V, 0.5 mA ve 30 dakika olarak tespit edildi.  

3.5. CYP2D6 Geni *4 Alelini İçeren Genom Diziliminin PZR ile PZR 

Ürünlerinin RPUP Analizine Ait Optimizasyon Deneylerinin Sonuçları 

RPUP optimizasyonu çalışmasında restriksiyon enzim konsantrasyonu, 

reaksiyon hacim optimizasyonu ve inkübasyon süresi çalışmaları gerçekleştirildi. 

3.5.1. Restriksiyon Enzim Konsantrasyonu 

Enzim konsantrasyonları 0.5, 1, 1.5 U olarak denenmiştir. Ürünün tam olarak 

kesilmesini sağlayan enzim konsantrasyonu 1 U olarak saptanmıştır.  

3.5.2. Reaksiyon Hacmi 

Reaksiyon hacimleri 10, 20, 30 μl olarak denenmiştir. En uygun olan reaksiyon 

hacmin 20 μl olduğu belirlendi. 

3.5.3. İnkübasyon Süresi 

Yukarıdaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 6 saat, 8 saat ve tüm 

bir gece boyunca inkübasyon süreleriyle karşılaştırıldı. En iyi inkübasyon süresinin 

gece boyunca olduğu tespit edildi.  

İnkübasyon sıcaklığı 37°C olarak ayarlandı ve tüm bir gece boyunca ısı 

bloğunda bekletildi, ardından %2 değerindeki gamma agaroz ile hazırlanan jelde 

yürütüldü. Sonunda kesim ürünlerin en iyi olan şekilde görüldüğü en uygun koşullar 

tespit edildi.  
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3.6. CYP2D6 Geni *4 Alelini İçeren Genom Diziliminin PZR ile RPUP 

Ürünlerinin Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi Analizine Ait Optimizasyon 

Deneylerinin Sonuçları 

3.6.1. RPUP Ürün Miktarı 

RPUP ürün miktarı 11, 15, 16 μl değerlerinde denendi ve en uygun olan 

miktarın 11 μl olduğu saptandı. 

3.6.2. Agaroz Tipinin Seçimi ve Konsantrasyonun Belirlenmesi 

CYP2D6*4 allelin RPUP ürünlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden 

şunlar denenmiştir; basic, gamma nu. Her bir agaroz tipinin %1, %2, %2,5 ve %3’ 

lük konsantrasyonları hazırlandı. En iyi olan sonuç ise %2 değerinde hazırlanan 

gamma agaroz tipi ile alındı. 

3.6.3. Volt, Amper ve Sürenin Belirlenmesi 

RPUP ürünlerinin jel elektroforezinde tayin edilmesi sırasında denenen volt, 

amper ve süre değerleri aşağıdaki gibidir;  

Volt: 75, 100, 125, 175, 200 

Amper: 0.5, 1, 2 mA 

Süre: 30, 40, 50, 60 dakika 

Bu değerler arasında farklı kombinasyonlar yapıldı ve sonunda en iyi olan 

sonuç 125V, 0.5 mA ve 30 dakikada tespit edildi.  

Yaptığımız tüm bu optimizasyon çalışmalarımızın sonucu olarak CYP2D6*4 

alleli için araştırmamızda kullanılacak olan PZR reaksiyonu, PZR programı ve RPUP 

tekniğiyle ilgili parametreler aşağıdaki çizelgede belirtilmiştir. 
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Çizelge 2.1. CYP2D6*4 geni için PZR reaksiyon konsantrasyonları (A), PZR programı (B), RPUP 

koşulları (C)  

A) PZR Reaksiyon Konsantrasyonları 

BİLEŞEN 
MİKROLİTRE 

µl 
ANA KONS. 

Tampon 2.5 10 X 

Magnezyum 1.5 1.50 mM 

dNTP 2.5 200  µM 

Primer 1-1 20 pmol 

Taq 0.125 1 U / μl 

Su … - 

DNA 3 200 ng/µl 

Toplam hacım 25  

 

B) PZR Programı  

Sıcaklık Süre Döngü 

94 °C 5 dak 1 

94 °C 1 dak 

35 52 °C 1 dak 

72 °C 2 dak 

72 °C 5 dak 1 
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C) RPUP Koşulları  

BİLEŞEN 
MİKROLİTRE 

µl 
ANA KONS. 

PZR ürünü 12.5 - 

RE tamponu 2 10X 

RE (Mva I) 1 10 U / μl 

Su 4.5 - 

Toplam hacım 20 - 

 

İnkübasyon sıcaklığı 37°C olarak ayarlanıp tüm gece ısı bloğunda bekletildi, 

ardından %2’lik gamma agaroz ile hazırlanan jelde yürütüldü. Böylece kesim 

ürünlerin en iyi şekilde görüldüğü koşullar belirlendi. 
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4. TARTIŞMA 

4.1. CYP2D6 Geni *4 Aleli İçin Genotipik Analiz Metodunun Değerlendirilmesi 

Çalışmamızda CYP2D6 geni *4 aleli için genotipik analiz metodunun 

geliştirilmesi için PZR-RPUP yöntemi kullanılmıştır. Bu yöntemle gerçekleştirilen 

genotipik analiz metodunun en başarılı şekilde sonuçlanması için PZR reaksiyonu 

koşulları komponentleri ile ilgili optimizasyonlar, PZR programı ile ilgili sıcaklık ve 

süre optimizasyonları, PZR ürünlerinin jel elektroforezinde belirlenmesine yönelik 

çalışmalar, PZR ürünün RPUP optimizasyonu, RPUP ürünlerinin jel elektroforezi ile 

belirlenmesi gibi çalışmalardan elde ettiğimiz sonuçlar tezin BULGULAR kısmında 

ayrı ayrı belirtilmektedir. Elde ettiğimiz sonuçlar kurmak istediğimiz genotipik 

analiz metodu için en uygun verileri göstermiştir, dolaysıyla CYP2D6 geni *4 alelini 

içeren genomik DNA bölgesi PZR-RPUP yöntemi ile agaroz jel elektroforezde 

başarılı şekilde tespit edildiğini belirtmiştir. 

4.1.1. Primerler 

Herhangi bir PZR uygulamasının başarılı olmasının en önemli basamağı uygun 

primerler kullanılmasıdır. Oligonükleotid primerleri genellikle 18-30 baz 

uzunluğunda sentezlenir. Primer dizisi, amplifiye edilecek istenen hedefin tam bir 

eşleşmesi olmalı ve gerçekten de, şablon karışımındaki herhangi bir başka diziye 

benzer bir homolojiye sahip olmamalıdır (McPherson, 1995). Tipik bir PZR 

reaksiyonu için, oligonükleotit primerlerinin G ve C bileşimleri% 50-60'tır. Ek 

olarak, primer dizileri, özellikle 3 'reaksiyonunda, minimal ikincil yapıya (yani, 

kendi kendini tamamlayıcılık) sahip benzer G+C bileşimi olmalı ve birbirlerini 

tamamlayıcı olmalıdır (McPherson, 1991).  

Optimal primer-şablon oranı, PZR'deki önemli kavramlardan biridir. Oran çok 

yüksek ise, fazla primer koşulları altında meydana geldiği gibi primer dimerler 

oluşur. Oran çok düşükse, ürün katlanarak birikmez, yeni sentezlenen zincir 

denatürasyondan sonra yeniden biçimlenir (Brown, 1993). 
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Çoğu PZR uygulaması için, her iki primerin de aynı konsantrasyona sahip 

olması gerekir. Primer konsantrasyonu, şablon konsantrasyonundan bağımsız olarak 

0.5 μM'den yüksek olmamalıdır (Kidd ve Ruano, 1995). Primer fazlalığı olarak 

yüksek dezavantajlı primer konsantrasyonları, primer dimerlerin oluşmasına ve aşırı 

baskı yapılmasına neden olabilir. Bu nedenle, çok seyreltik şablonlar için, daha 

düşük primer konsantrasyonları en iyi sonuçları verir. 50 ul'lik bir reaksiyon için, 

primer konsantrasyonu genellikle primer başına 25-100 pmol’dur (McPherson, 

1991). 

Yaptığımız çalışmada en başarılı sonuç veren primer konsantrasyonu 20 pmol 

olarak tespit edildiştir.  

4.1.2. Magnezyum 

Taq polimeraz aktivitesi için serbest magnezyum iyonları gereklidir. Bir jel 

üzerinde yeterli ve doğru ürün elde etmek için magnezyum klorür konsantrasyonları 

PZR reaksiyonu için ayarlanmalıdır. Bu nedenle, CYP2D6 geni *4 alelini içeren 

genomik DNA bölgesinin PZR yöntemi ile çoğaltılmasında optimal magnezyum 

klorür konsantrasyonunu belirlemek üzere deneyler gerçekleştirilmiştir. Deneylerde, 

magnezyum klorür konsantrasyonları 0 mM ve 2 mM arasında ayarlanmıştır. 

Magnezyum klorür rutin PZR reaksiyonunun konsantrasyonu, standart PZR 

tamponunda 1.5 mM’dur.   

Yaptığımız çalışmada en iyi sonuç veren Magnezyum iyon konsantrasyonu 1.5 

mM olarak belirlenmiştir.  

4.1.3. Deoksinükleotid Trifosfat (dNTP; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP) 

Deoksinükleotitler, DNA'nın sentezi için hem enerji nükleositleri sağlar. 

Reaksiyon karışımları 800 μM'den fazla toplam dNTP içeremez, çünkü 50 μ1'lik bir 

reaksiyonda kabaca 13 μg DNA üretmek için yeterlidir (Brown, 1990 ） . 

Nükleotitler, ısıya oldukça dayanıklıdır ve bir PZR amplifikasyonunda 40'tan fazla 

termal döngü raf ömrüne sahiptir. (McPherson, 1991) 200 μM'lik bir başlangıç 
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konsantrasyonu verildiğinde, son dNTP konsantrasyonu, termal döngü sırasında% 

50'lik bir bozulma bile olsa 104 oranını aşmıştır. (Kidd ve Ruano, 1995）. 

Yaptığımız çalışmada hedeflenen dizilimin en verimli bir şekilde elde edildiği 

dNTP konsantrasyonu 200µM olarak belirlenmiştir. 

4.1.4. DNA and Taq Polimeraz 

Taq polimeraz, PZR reaksiyonu için en yaygın kullanılan DNA polimerazıdır. 

Isı stabilitesi sıcaklık optimum avantajları onu ideal bir seçim haline getirmektedir. 

Taq'ın izin verdiği yüksek polimerizasyon sıcaklıkları, primerin şablona daha fazla 

bağlanmasını hızlandırmaktadır. Taq polimeraz aktivitesi nispeten geniş bir pH 

aralığında, 8,2 ila 9,0 arasında 10 mM'de (25 ° C'de ölçülmüş) optimaldir. Tipik bir 

reaksiyonda, enzim 92 ° C'de 2 saatten fazla bir ömre sahiptir, ancak 95 ° C'de 

sadece 40 dakika 97.5 ° C'de 6 dakikadan azdır.1 nM'de başlayan hedefin 106 misli 

amplifikasyonundan sonra, enzim molekülleri ile yaklaşık olarak aynı sayıda hedef 

molekül meydana gelmektedir. Amplifikasyon reaksiyonunun özgüllüğünü kontrol 

etmek için sınırlayıcı konsantrasyon gereklidir. 2.5 nM'den fazla enzimin (25 µl 

reaksiyon başına 1.25 U) konsantrasyonundan kaçınılmalıdır (Kidd Ruano, 1995), 

çünkü fazla miktarda DNA polimeraz, sahte primer-şablon etkileşimlerinden DNA 

sentezleyebilir (Saiki ve ark., 1988). 

Yaptığımız çalışmada en uygun bir şekilde sonuç sağlayan genomik DNA 

konsantrasyonu 200 ng, Taq polimeraz konsantrasyonu 1.0 U olarak belirlenmiştir. 
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5.SONUÇ VE ÖNERİLER 

Bu tezin amacı CYP2D6 genindeki CYP2D6*4 izoformu olarak adlandırılan 

tek nükleotid polimorfizmi rs3892097 üzerindeki farklılığın aydınlatılmasını 

sağlayacak güvenilir ve uygun bir yöntem geliştirmektir. Gerek adli toksikoloji 

vakalarında gerekse klinikte rutin analiz haline getirilmesi amaçlanmış olup, 

analizler insan genomik DNA’sında gerçekleştirilmiştir. Genetik farklılığın 

aydınlatılabilmesi için ucuz, basit ve kullanışlı olan bir genotipik analiz yöntemi 

olarak polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi (PZR-

RPUP) tekniği kullanılmıştır. Çalışmamızda CYP2D6 geninde yer alan tek nükleotit 

değişiminin saptanması için en uygun parametreler belirlenmiştir. 

Çeşitli ilaçlar ve kimyasal maddelerin neden olabileceği zararlı etkiler onların 

vücuttan uzaklaştırılmasında rol oynayan enzimlerin aktiviteleri ile ilişkilidir. Bu 

enzimlerin önemli bir üyesi de Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) proteinidir. Bir ilaç 

metabolize eden enzimi kodlayan gendeki mutasyonlar, yüksek, düşük veya hiç 

aktivite göstermeyen enzim varyantlarına neden olur. ZM'lerde, normal dozdan sonra 

bile aşırı veya uzun süreli terapötik etki veya ilaca bağlı toksisite ortaya çıkabilir. 

CYP2D6 ile metabolize olan ilaçlar ve diğer kimyasallar çok fazla miktardadır. 

CYP2D6'nın enzimatik aktivitesi, bireyin genetik yapısına bağlı olarak büyük ölçüde 

değişebilir. Fonksiyonel olmayan CYP2D6*4 haplotipleri temsil eden tek nükleotid 

polimorfizm (TNP) CYP2D6 rs3892097, enzimin fonksiyonel açıdan yetersiz bir 

enzim varyantına neden olur. Böylece bu sık görülen CYP2D6 varyant enzim 

aktivitesinde azalmaya yol açarak metabolizmanın yavaşlamasına neden olur. 

CYP450 enzimlerinin genetik polimorfizmleri ve diğer ilaçlar ile etkileşimleri, 

akut toksisite, serum ksenobiyotik düzeyleri ve tedavi süresindeki semptomları 

önemli ölçüde etkileyebilir. 44 yaşında bir kadın intihar girişiminde 4.5g amitriptilin 

alındıktan sonra acil servise başvurmuştur. Sunum sırasında hasta uyanık ve normal 

yaşamsal bulgularla yönlendirilmiştir. İlaç alındıktan 96 saat sonra serum trisiklik 

antidepresan (TSA) seviyeleri 224 mikrogram (µg) / mililitre (ml) amitriptilin 

seviyesi ve 584 mg / ml nortriptilin seviyesi, toplamda 808 mg / ml'lik bir TSA 

seviyesinin birikmesi gösterilmiştir (referans 80–200µg / ml). 14. günde, hasta 

başarılı bir şekilde ekstübe edilmiştir ve herhangi bir karışıklık veya ajitasyon 



72 

 

göstermemiştir. PZR analizi ile genotip testi hastayı CYP2D6 4/4 ile (ZM), 

homozigot olarak tanımlamıştır. Amitriptilin, çeşitli diğer izoenzimler, özellikle 

CYP2C19 tarafından nortriptiline dönüştürülür. (Olesen ve Linnet,1997; Hicks ve 

ark., 2013).  

Günlük hayatımızda, yukarıdaki gibi CYP450 enzimlerinin genetik 

polimorfizmleri ile ilgili adli vakalar az değildir, örnek olarak tezimizin 1.3 

bölümünde bahsettiğimiz CYP2D6 substratlarıyla ilişkili ölümcül ilaç 

zehirlenmelerinin postmortem toksikoloji vakalarını araştırırken, CYP2D6 * 3/*4 

genotipli (ZM) bir hastada ölümcül ve görünüşte kazara doksepin zehirlenmesi 

olgusunun olması; CYP2D6 *4/*5 genotipli (ZM) 14 yaşındaki bir hastanın kafein 

ve parasetamol (asetaminofen) ile birlikte 60 mg kodein aldıktan sonra nalokson 

tedavisi ile nörolojik semptomlarının düzeltilmesi; CYP2D6 *4/*4 genotipi olan bir 

CYP2D6 ZM olarak tanımlanan 55 yaşındaki Beyaz ırktan bir kadında klinik seyri 

ve toplam trisiklik antidepresan konsantrasyonlarının (Amitriptilin Nortriptilin, 

immünoassay ile ölçülen) bildirilmesi; 33 yaşında, 3g venlafaksin alan ve uzun süreli 

bir eliminasyon yarı ömrüne sahip olan beyaz ırktan bir kadın olgusunun, CYP2D6 

ZM durumundan dolayı 15.3 saat (5 saat yerine) olarak tahmin edilmesi; tamamen 

defektif bir CYP2D6 genotipine (ZM) sahip 9 yaşındaki bir çocuğa ait ölümcül bir 

zehirlenme vakasında, ölüm vakası olarak fluoksetin toksisitesininin sunulması gibi 

örnek vakalarda, CYP2D6 ZM'leri olan veya potansiyel olarak etkileşimli ilaçlar alan 

hastalar, terapötik doz alırken aşırı ilaç birikimi sorunu ile karşılaşılabilmektedir. 

Böylece bu vakalar bize sitokrom P450 2D6 genindeki rs3892097 polimorfizmi için 

genotipik analiz yöntemi kurulmasının hem klinik hem adli toksikoloj açısından ne 

kadar yüksek önem taşıdığını ve bu yöntemin hastalara uygulanmasında olası 

vakaların önlenmesinde hakikaten fayda olduğunu göstermektedir. 

Adli toksikoloji, son yıllarda bir adli bilim olarak gelişmiştir ve günümüzde 

yaygın olarak ölüm araştırmalarına, uyuşturucu kullanımını içeren sivil ve cezai 

konularda, düzeltme tesislerinde uyuşturucu bağımlılığının tespit edilmesinde, yol ve 

işyeri güvenliği ve çevre kirliliği ile ilgili konularda ve spor dopinginde 

kullanılmaktadır. En yaygın şekilde hedeflenen ilaçlar arasında amfetaminler, 

benzodiazepinler, esrar, kokain ve opiatlar bulunur, ancak herhangi bir başka 

yasadışı madde veya hemen hemen her reçetesiz veya reçeteli ilaç ve ayrıca topluma 
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açık zehirler de olabilir. Disiplin, sağlam bir farmakoloji ve farmakokinetik bilgisine 

sahip analitik tekniklerde ileri düzeyde beceriler gerektirmektedir (Drummer, 2010). 

Postmortem toksikolojik sonuçların yorumlanması, bir takım eksiklikler nedeniyle 

her zaman kolay bir iş değildir. Birçok madde için toksik ve öldürücü ilaç 

konsantrasyonları arasında keskin bir ayrım çizgisi yoktur. Postmortem 

genotiplendirme ve metabolit/ana ilaç oranlarının analizinin, adli toksikolojik 

sonuçların yorumlanmasına yönelik öngörüleri sağladığı öne sürülmüştür. 

İnsanlarda hızlı ve stresli yaşam tarzından dolayı depresyon ve türlü psikolojik 

hastalıklar gelişebilmektedir. Bunların tedavisi için antidepresan ve antipsikotik 

ilaçları kullanmaktadır. CYP2D6 geni ise bu ilaçların metabolizmasında yer 

almaktadır. Bu ilaçları kullanan bazı hastalarda toksisite ve intihar riski 

bulunduğundan, CYP2D6 genindeki farklılığın aydınlatılmasını sağlayacak bu analiz 

yönteminin kurulması, klinik açısından sahip oldukları genetik farklılıktan dolayı 

zayıf metabolize edicilerde ortaya çıkabilecek olan zararlı etkilerin önlenmesine, adli 

toksikoloji açısından intihar gibi beklenmedik adli vakaların aydınlatılmasında 

yüksek önem taşımaktadır. 
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ÖZET 

Sitokrom P450 2D6 Geni rs3892097 Polimorfizmi İçin Genotipik Analiz 

Yöntemi Geliştirilmesi 

Sitokrom P450 (CYP, EC1.14.14.1) süper ailesi, en önemli Faz I ilaç 

metabolize eden enzimleri temsil etmektedir. Enzimlerin bu büyük süper ailesi, 

antipsikotikler, analjezikler, antidepresanlar, antiaritmikler, ve β-blokerler gibi 

ilaçların ve diğer ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ve aynı zamanda steroid 

hormonları gibi endojen bileşiklerin metabolizmasında yer almaktadır. Çoğu CYP'ler 

inhibisyona ve indüksiyona tabidir ve genetik mutasyonlar birçok CYP'nin enzim 

aktivite farklılığında önemli bir rol oynamaktadır. Hasta gruplarındaki farklı 

enzimatik aktivite ve P450 regülasyonu, birçok ilacın farmakolojik 

aktivitesindedeğişiklikler meydana getirir ve oldukça yararlı bir ilacın yan etkilerinin 

de ortaya çıkmasına neden olabilir. Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6), sitokrom P450 

süper ailesinin bir üyesidir. Çeşitli ilaçların metabolizmasından sorumlu olan 

CYP2D6, ilaç metabolize eden sitokrom P450’ler içinde, sahip olduğu 

polimorfizmler ve bunların biyolojik fonksiyonu açısından genetik farklılıkların 

rolünün anlaşılabilmesi için iyi bir örnek olarak bilinmektedir.  CYP2D6, mevcut 

terapötik ilaçların en az % 25'inin metabolizmasında önemli bir rol oynamaktadır. 

Bir ilaç metabolize eden enzimi kodlayan gendeki mutasyonlar, yüksek, düşük veya 

hiç aktivite göstermeyen enzim varyantlarına neden olur. Zayıf metabolize 

edicilerde, normal dozdan sonra bile aşırı veya uzun süreli terapötik etki veya ilaca 

bağlı toksisite ortaya çıkabilir.  CYP2D6 ile metabolize olan ilaçlar ve diğer 

kimyasallar çok fazla miktardadır. Bu tezin amacı CYP2D6 genindeki farklılığın 

aydınlatılmasını sağlayacak bir analiz yönteminin kurulmasıdır. Bu doğrultuda, 

hedeflenen gen bölgesinin spesifik olarak ve yeterli miktarda çoğaltıldığı PZR 

şartları, G1934A baz değişikliğinin saptandığı RPUP şartları ve amplifikasyon ile 

kesim ürünlerinin aydınlatıldığı elektroforez şartları belirlenmiştir. Böylece kurulan 

genotipik analiz yöntemi, CYP2D6 ile metabolize edilen ilaçlarla meydana gelen 

zehirlenme ve ölüm vakalarının aydınlatılmasında genetik farklılığın rolünün ortaya 

konmasında, ayrıca sahip oldukları genetik farklılıktan dolayı zayıf metabolize 

edicilerde ortaya çıkabilecek olan zararlı etkilerin önlenebilmesinde potansiyeli 

bulunmaktadır. Geliştirilen metod, gerek adli toksikoloji vakalarında gerekse klinikte 

rutin analizlerde kullanılabilir. 

Anahtar Sözcükler: Sitokrom P450, CYP2D6, İlaç metabolizması, Genetik analiz 

yöntemi, Restriksiyon parça uzunluk polimorfizmi, Adli toksikoloji. 
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SUMMARY 

Development of Genotypic Analysis Method for rs3892097 Polymorphism in 

Cytochrome P450 2D6 Gene 

The cytochrome P450 (CYP, EC1.14.14.1) superfamily represents the most 

significant phase I drug metabolizing enzymes. This large superfamily of enzymes is 

associated with the biotransformation of drugs, such as antipsychotics, analgesics, 

antidepressants, antiarrhythmics and β-blockers and other xenobiotics, further in the 

metabolism of endogenous compounds including steroid hormones. Most of the 

CYPs are subject to inhibition and induction, and genetic mutations play a vital role 

in the enzyme activity variation of many CYPs. Variations in enzymatic activity and 

pattern of P450 regulation in various groups of patients might responsible for 

variations in the pharmacological activity of many drugs and lead to adverse side 

effects of a commonly highly beneficial medication. Cytochrome P450 2D6 

(CYP2D6) is identified as a member of the cytochrome P450 superfamily. In the 

drug-metabolizing cytochrome P450s, CYP2D6, is responsible for the metabolism of 

various drugs, has been known as a good example in terms of its polymorphisms and 

their biological functions for understanding the role of genetic differences.  CYP2D6 

plays a significant role during the metabolism of at least 25% of current therapeutic 

drugs. Enzyme variants with high, low or no activity are caused by the mutations in a 

gene coding for a drug metabolizing enzyme. Poor metabolizers may cause an 

extreme or prolonged therapeutic effect or drug-related toxicity after a normal dose. 

CYP2D6 metabolic drugs and other chemical substances are abundant. The purpose 

of this thesis is to establish a genotypic method to elucidate the variation in the 

CYP2D6 gene. Accordingly, PCR conditions in which the targeted gene region was 

specifically and adequately amplified, RFLP conditions in which G1934A base 

change was detected, and electrophoresis conditions in which amplification of the cut 

products were determined.  Thus, the established genotypic analysis method has the 

potential in elucidation of the role of genetic difference in intoxication and death 

cases caused by drugs metabolized by CYP2D6, and also in preventing harmful 

effects that may occur in poor metabolizers due to their genetic differences. The 

developed method can be used for routine analysis in both forensic toxicology and in 

clinical cases. 

Keywords: Cytochrome P450, CYP2D6, Drug metabolism, Genetic analysis 

method, Restriction fragment length polymorphism, Forensic toxicology. 
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