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ONSOZ
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1. GIRIS

Ilag ya da ksenobiyotik metabolizmasi, lipofilik kimyasal bilesiklerin hidrofil
yan tiriinlere doniistiiriilmesi, boylelikle bobrek yoluyla viicudun digina atilabilmesi
icin gerekli olan enzimatik bir siirectir. Metabolizma hizi, ilaglarin farmakolojik
etkisinin siiresini ve yogunlugunu belirler. Bu reaksiyonlar toksik bilesiklerin
detoksifikasyonu icin de gereklidir. flag metabolizmas1 baslica ii¢ fazda incelenir.
Faz | reaksiyonlarinda, gesitli enzimler, ksenobiyotiklere bir reaktif veya polar grup
ilave etmek tizere hareket eder. Sitokrom p450 (CYP450) enzimleri, Faz |
metabolizmasindan sorumlu olan baslica proteinlerdir. Faz Il reaksiyonlarinda, bu
doniistiriilmiis bilesikler ayrica gesitli bilesiklerle konjuge edilir. Son olarak Faz
I1'te konjiige ksenobiyotikler tasiyicilar tarafindan atilmaktadir. CYP450 ile katalize
edilen Faz | oksidatif reaksiyonlar arasinda hidroksilasyon, epoksidasyon,
dealkilasyon, deaminasyon ve dehalojenasyon bulunmaktadir (Sekil 1.1) (Mittal ve
ark., 2015).

Sitokrom P450 Faz | ilag metabolizmasi

ind"qenmis Yuksel!genmi$ ilac
-
02
/ \ Rediktaz ‘

NADP™*

Fe
ilag-OH
DAL H,0
NADPH Yukseltgenmig indirgenmig
Rediiksiyon Oksidasyon ve Rediiksiyon Hidroliz

Sekil 1.1. Faz | ilag Metabolizmasmin Ug Kategorisi: Oksidasyon, Rediiksiyon ve Hidroliz.

[lag metabolizmas: veya biyotransformasyon ¢alismasi, viicuttaki ilaglarin ne
kadar stirede kaldiklarini, dozaj rejimlerinin yapilandirilmasini, ilag metabolitlerinin
farmakolojisi ve toksikolojisini ve ¢esitli ilag kombinasyonlarinin etkilesimlerini
anlamak igin hayati énem tasir. Hidrofobisite ¢ogu ila¢ molekiiliiniin énemli bir

kimyasal ozelligidir, ¢linkii hidrofobiklik arttik¢a iyi oral emilim ve molekiiler

1



hedeflerle etkilesim olasiliklar1 artmaktadir. Hidrofobik ilag molekiillerinin daha
hidrofilik molekiillere metabolizmasi veya biyotransformasyonu, ilaglarin viicuttan
atilmasinda ¢ok 6nemli bir faktérdiir (Bachmann, 2009). Metabolizmanin yetersiz
olmasi ilaglarin viicuttan zamaninda atilamamasina sebep olur, boylece birikim ve
toksisiteye meydana gelir ve ciddi yan etkiler ve 6lim olusabilir. Bu durum sadece

klinik vakalarda degil ayn1 zamanda bazi adli vakalarda da biiyiik 6nem tasimaktadir.

1.1. Sitokrom P450’in Kisaca Tanimi

llaglar1 ve diger ksenobiyotikleri metabolize etme ve detoksifikasyon
kapasitesinde bireylerarasi biiyiik farkliliklar vardir. Bunlar genetik, epigenetik,
cevresel ve patofizyolojik kaynaklidir. Ilaglarin metabolize edilememesinden
kaynakl1 advers ilag reaksiyonlar1 (ADR'ler) hafif ve geri doniisiimlii yan etkilerden
ciddi yan ekilere kadar degisen skalada ilag¢ kullanicilara zarar verebilir. Hatta,
ADR’ler diinya genelinde meydana gelen o6limlerin baslica nedenlerinden biri
olmaktadir ve ABD'de ADR'ye bagli dliimler besinci sirada olup yilda 100.000
oliime kadar ulagabilmektedir. Buna ek olarak, ADR'ler ayrica hastaneye yatiglarin%
7’sinden sorumludur (Eichelbaum ve ark., 2006); yash niifusta% 30'a kadar
yiikselmektedir (> 70 yas) (Paul ve ark., 2008). Bu ADR'lerin biiyiik bir kismi, ana
ilacin metabolik aktivasyonuna bagliolusan reaktif {irtinlere ile veya dogustan gelen
bagisiklik sistemini igeren immiin aracili toksisite sonucunda olusmaktadir.
(Alfirevic ve Pirmohamed, 2010). ADR'ler baslica kalp fonksiyonlarini etkiler veya
karaciger toksisitesine neden olur. Ayrica, ADR'lerden dolay1 piyasadan cekilen
ilaglarin biiytik bir kism1 kardiyotoksisite veya hepatotoksisite ile iliskilidir. (Need ve
ark., 2005).

Ilaglarm metabolize edilmesi, diyet bilesenlerinin normal metabolizmas1 igin
kullanilan ayni1 enzimatik yollar1 ve tasima sistemlerini iceren dogal bir islemdir.
Bunlara ksenobiyotik metabolize edici enzimler denir. Lipofilik olan ilaglar, viicuttan
atilmak i¢in suda ¢Oziinlir bilesiklere donistiirilmelidir, yoksa birikime ve
toksisiteye yol agabilirler. Bu siireg, ii¢ Faz igeren kimyasal reaksiyonlar yoluyla
gerceklesir; Faz 1, Faz 2 ve Faz 3. Bu reaksiyonlar i¢in enzimler, viicudun bir¢ok

dokusunda bulunur ve gastrointestinal sistemde (karaciger, kiiciik ve kalin



bagirsaklarda) en yiiksek seviyededir. Diger organlar ise bobrek, gogiis, beyin ve
akcigerlerdir. Hiicre i¢gi membranlar ve hiicrelerin sitozolii de bu enzimleri igerir. Bu
enzimler pigmentlerdir (sitokromlar) c¢iinkii bunlar heme igerirler ve hayvanlar,
bitkiler, mantarlar, protistler, bakteriler ve arkeadan viriise kadar prokaryotik ve
okaryotik diinyadaki tiim organizmalarda bulunurlar. Sitokrom P450'nin ilag
metabolize etme islevinde benzersiz olan farkli sitokrom tiirleri mevcuttur (Preissner
ve ark., 2013).

Sitokrom P450 (CYP, EC1.14.14.1) siiper ailesi, bir¢cokendojen madde
(6rnegin eikosanoidler ve steroidler) ve ksenobiyotikleri (6rnegin terapdtik ilaglar ve
cevresel bilesikler) daha hidrofilik bilesiklere oksitleyen en o6nemli Faz | ilag
metabolize eden (edici) enzimleri temsil etmektedir (Nebert ve Russell, 2002). Faz |

ilag-metabolize edici enzimler Sekil 1.2°de gosterilmistir.

Fazl —CYP1A1/2
~CYP1B1

epoksit
hidrolaziar /CYP2A6

esteraz | diger CYP2B6
/ CYP2CS8

CYP2C9

CYP2D6

CYP3A4/5/7

N\
CYP2E1

Sekil 1.2, Faz | ilag-metabolize edici enzimler. CYP: sitokrom P450, NQO1l: NADPH: kuinonl;
oksidorediiktaz (DT diyaforaz); DPD: dihidropirimidin dehidrojenaz; ADH: alkol dehidrojenaz;
ALDH: aldehid dehidrojenaz (Evans ve Relling, 1999).



Insan organizmasinda bilinen sekiz P450 aileden dordi, yani, 1, 2, 3 ve 4
aileleri ilag metabolizmasina katilmaktadir. Detoksifikasyon igin en Onemli
enzimlerden biri olan birgok P450 enzimi baslica karacigerde eksprese edilir (Nebert
ve Gonzalez, 1987; Matsunaga ve ark., 1988). Sitokrom P450ler oldukga farkli
regiilasyon diizenlerine sahiptir. P450 genlerinden bazilar1 disiik seviyelerde
karaciger ekspresyonuyla karakterizedir, ancak, spesifik ilaglar ve kimyasal
kanserojenler tarafindan birkag kat arttirilabilirler (Nebert ve Jones, 1989). Cogu
CYP'ler inhibisyona ve indiiksiyona tabidir ve genetik mutasyonlar bircok CYP'nin
enzim aktivite farkliliginda 6nemli bir rol oynamaktadir, 6zellikle CYP2A6, 2C9,
2C19 ve 2D6 baslica izoenzimlerdir (Ingelman-Sundberg ve ark., 2007). CYP'ler
icindeki genetik polimorfizmler oncelikle bu belirli enzimler igin substrat olarak
islev goren ilaglarin metabolizmasini etkiler ve advers ilag etkilerinin riskini
degistirmenin yani sira ilag yanitinda farkliliklara yol agabilirler. CYP ailelerinin
cogunun iyeleri polimorfiktir ve protein ekspresyonunun veya aktivitesinin degisimi
ile sonuglanan allelik varyantlar, ilaglarin metabolizmasinda 6nemli etkilere sahiptir
(Ingelman-Sundberg ve ark., 2007; Kirchheiner ve Seeringer, 2007; Tomalik-Scharte
ve ark., 2008; Zhou ve ark., 2009). Farkli hasta gruplarindaki enzimatik aktivite ve
P450 regiilasyonu, bir¢ok ilacin farmakolojik aktivitesindeki farkliliklart meydana
getirir ve genellikle olduk¢a yararli bir ilacin yan etkilerine neden olabilir.
Debrizokin, bufuralol ve spartein de dahil olmak fizere c¢esitli ilaglarin
metabolizmasindan sorumlu olan P450 2D6, ilag metabolize eden sitokrom P450

polimorfizm igin iyi bir 6rnek olarak bilinmektedir (Gough ve ark., 1990).

1.2. insan CYP2D6

1.2.1. CYP2D6'nin Genel Ozellikleri

CYP2D6 geni, 22q13.1 kromozomunda yer almaktadir ve 497 amino asidi
kodlayan 1.491 bp acik okuma gergevesine sahip dokuz ekzondan olusmaktadir.
(Eichelbaum ve ark., 1987; Heim ve Meyer, 1990; Kimura ve ark., 1989). CYP2D6,
olduk¢a homolog inaktif psédojen CYP2D7P ve CYP2D8P'nin bir gen kiimesine



aittir (Sekil 1.3) (Heim ve Meyer, 1992; Kimura ve ark., 1989; Steen ve ark., 1995).
CYP2D8P ekzonlarinda birden fazla silme ve eklemeyi kapsarken, CYP2D7P, ekzon
1'de bir T-ekleme icerir ve okuma ¢ergevesinin bozulmasina neden olur. CYP2D7P,
CYP2D6'ya CYP2D8P'den daha ¢ok benzemektedir. Kodlama dizisi, sadece bir
inaktivasyon mutasyonunu, birinci ekzonda T226'nin eklenmesi, gostermektedir
(Kimura ve ark., 1989). Insan CYP2D lokusunun gelisimi, iic genin, ikKi
inaktivasyonun (CYP2D7P ve CYP2D8P) ve bir kismen inaktivasyonunun
(CYP2D6) ortadan kaldirilmas: ile iliskilidir (Ingelman-Sundberg, 2005; Heim ve
Meyer, 1992). Fonksiyonel olmayan bir CYP2D7P geninin ve bir CYP2D8P
psodojeninin tanimlanmasi ve karakterize edilmesine dayanarak, Kimura ve ark., gen
duplikasyon olaylarmin  CYP2D6 ve CYP2D7P'yi olusturdugunu ve
CYP2D8P'yiolusturmak i¢in gen doniisiim olaylarim daha sonra meydana geldigini

onerdiler (Kimura ve ark., 1989).

A cYP2D7P CYP2D6 CYP2D6 ——

S CYP2DsP - cYpD7P CYP2D6 ——

’ N
L]
31G>A 271C>A 854A5G 986G>T 1405C>G
77G>A 281A5G 886T>C 1012G>A 1408A>G
100CsT  320C>T  S98T>A 899C>G 1094G>A 1432C5T
364G>T  692T>C  ggqgop 1117GSA 1435G>C
454delT  709G>T 930CsT 1441T>G
I UTR 501C>A  841delA
502T>G
505G>T

Sekil 1.3. Insan CYP2D gen kiimesi ve CYP2D6'nin genel TNPleri. (A) CYP2D6 duplikasyonu
(kopyalama)veya maltipilikasyonu (¢ogaltma) (tandem kopya N = 2-12); (B) CYP2D lokiisii; ve (C)

CYP2D6 geninde saptanan genel TNP'ler. Tiim CYP2D6 geni silinebilir.



CYP2D6, enzimlerin siiper ailesi sitokrom P450’in bir tyesidir. CYP2D6,
agirhikli olarak opioid analjezikleri, ¢esitli psikotrop ilaglar gibi merkezi sinir
sisteminde (MSS) rol alan bir¢ok ilacin, endojen bilesiklerin 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 énemli bir rol oynamaktadir (Crisafulli ve ark.,
2011; Zanger ve Schwab, 2013; Zanger ve ark., 2008). Bugiine kadar, CYP2D6,
polimorfizm ile iliskili olarak en yogun sekilde arastirilan CYP'lerden biridir ve tim
hepatik CYP'lerin yalnizca kiigiik bir kismini (~% 2-4) kapsamaktadir. Ancak, insan
karacigerinde su anda kullanilan ilaglarin% 25'ini metabolize etmektedir (Ingelman-
Sundberg ve ark., 2007; Cascorbi, 2003; Gardiner, 2006; Zhou ve ark., 2008).
CYP2D6 igin tipik substratlar biiyiik oranda lipofilik bazlardir ve bazi
antidepresanlar, antipsikotikler, antiaritmikler, antiemetikler, b-adrenoseptor
antagonistleri (b-blokerleri) ve opioidler de bu grupta yer almaktadir (Marechal ve
ark., 2008).

CYP2D6, hem de sitokrom P450'nin diger izoformlari, esasen hepatosit
endoplazmik retikulumda lokalizedir. Muratori ve ark., CYP2D6’nin hepatosit
plazma membrani iizerinde de bulunduguna inandirici kanitlar saglamigtir. CYP2D6,
bagirsak, bobrek, akciger, deri ve beyin dahil ekstrahepatik dokularda da eksprese
edilir (Muratorive ark., 2000). Siegle ve ark., insan beyninin bazi bdlgelerinde
CYP2D6 ekspresyonu hakkinda acik kanit saglamistir (Siegle ve ark., 2001). Zhu ve
ark., CYP2D6’nin bagisiklik hiicrelerinde (insan beyaz kan hiicreleri) de
bulundugunu gostermistir (Zhu ve ark., 2005). CYP2D6 aktivitesi, bir popiilasyonda
ve etnik olarak farkli popiilasyonlar arasinda genis Olgiide degisir. Hizli enzim
aktivitesine sahip olanlar, ultra hizli metabolizorler (UM’ler) olarak siniflandirilir.
Bu grup metabolize ediciler normal ilaglar1 son derece ¢abuk metabolize ettigi i¢in
ilacin hizli atilimindan dolay1 tedavide basarisizlik riski tasirlar. Tersine, zayif
metabolizorler (ZM’ler), kayda deger CYP2D6 aktivitesine sahip olmadiklarindan
doz bagimli advers ila¢ olaylar1 riski altindalardir. Ozellikle opioidlerde, farkli
opioidler arasinda klinisyenler tarafindan sik¢a kullanilan standart esdegerlik dozlar
ve ilgili doniistirme faktorlerinin uygulanmasi, ZM ve UM hastalar ig¢in uygun

olmayabilir ve ciddi klinik sonuglar dogurabilir (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, substratlar1 igin yiiksek afinite ve diisiik kapasiteye sahip gibi
goriiniir ve nispeten diisiik konsantrasyonlarda doymus hale gelir. Bu enzimin
birincil hepatik ekspresyonu, oral ilag uygulamasindan sonra ilk gegis
metabolizmasini  yonetirken, bagirsak ekspresyonunun diisiik seviyesi 6nemli
goriinmemektedir. Diger CYP'lerin aksine, CYP2D6 birgok bilinen ¢evresel etken
tarafindan genellikle etkilenmez ve steroidler gibi yaygin olarak bilinen enzim
indiikleyiciler tarafindan indiiklenebilir degildir (Bock ve ark., 1994). CYP2D6
enzimi tarafindan metabolize edilen ilaglara, bu enzimin substratlar1 denir. Artan
CYP2D6 enzim aktivitesi, daha hizli metabolizma ve beklenenden daha kisa
yarilanma omrii ile sonuglanip zamanla potansiyel farmakolojik etki kaybina neden
olabilir. Buna karsilik, CYP2D6 enzim inhibisyonu meydana gelebilir, bu da enzim
tarafindan metabolize edilen bir ilacin plazma konsantrasyonunda 6nemli bir artisa
neden olur. Sonug olarak, standart doz rejimlerinde artmis yan etki veya toksisite
olasiligi ortaya cikabilir (Gardiner ve Begg, 2006). Substratlarin CYP2D6
polimorfizmlerinden etkilenmesi beklenir ve inhibitorlerin birlikte recete edilmesi
durumunda CYP2D6'nin diger substratlarini etkilemesi beklenir. CYP2D6 da
endojen morfin sentez yolagma katilir. Bu nedenle, CYP2D6 aktivitesindeki
degisiklikler bir hastanin agr1 diizeyini etkileyebilir ve bireysel opioid yanitinda
degisiklige katkida 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). Siddetli toksisite riski tasiyan veya belirli bir tedaviden fayda
saglayabilecek hastalar prospektif olarak tanimlanabilirse, tedavi maliyeti diisebilir
ve tedavi basaris1 daha hizli ve daha kesin bir sekilde artabilir. Bu nedenle, CYP2D6
genindeki varyasyonu aydinlatmak igin genotipik bir yontem olusturmak, ZM'lerde
sahip olduklar1 genetik farkliliklardan dolay1 ortaya ¢ikabilecek zararli etkileri
onlemeye yardimci olabilir. Ek olarak, bu gen birgok antipsikotik ve antidepresan
ilacin metabolizmasinda yer aldigindan ve bu tedaviyi alan bazi kisilerde intihar riski
bulundugundan genetik farkliligin ortaya ¢ikarilmasi adli toksikoloji agisindan 6nem
tasimaktadir. Baz1 adli vakalarda ilacin metabolitine oranmin belirlenmesi, vakanin

aydinlatilmasinda 6nemli bir yer tutmaktadir. Beklenmedik bir oranin olusmasinda



genetik farkliliginda katkisi olmaktadir. Asagidaki vaka adli toksikoloji agisindan iyi
bir 6rnek olabilir.

En az 0.2 mg / L amitriptilin konsantrasyonunun tespit edildigi 202 &lim
sonrast bir serisinde, Koski ve ark., hidroksillenmis inaktif metabolitler orani ile
CYP2D6'nin islevsel kopyalar1 sayist arasinda pozitif korelasyonlar bulmuslar, ancak
normal amitriptilin tedavisinin (dolayisiyla intihar girisimleri hari¢ tutuluyor) ve
CYP2D6 ZM durumunun bir kombinasyonundan dolayr meydana gelen herhangi bir
oliimciil zehirlenme bulunamamustir. Ilging bir sekilde, 60 mg / L'lik son derece
yiiksek bir amitriptilin konsantrasyonu, 56 yasindaki CYP2D6*4 / *4 genotipine
(ZM) sahip olan bir kadinda tespit edilmistir, kadin kocasinin ilacin1 biiyiik miktarda

yuttuktan sonra mutfakta 6li olarak bulunmustur (Koski ve ark., 2006).

1.2.2. CYP2D6 Substratlar:

CYP, sitokrom P450 siiper ailesinin kisaltmasidir, 2 aileyi, D alt aileyi ve 6 iiye
sayisin1 temsil etmektedir. CYP baska sekillerde de temsil edilir, 6rnegin, -CYDS6,
CYP2D, CYP2D7AP, CYP2D7BP, CYP2D7P2, CYP2DLI, CYP11D6, P450C2D,
P450DB1, CYP2D8P2 ve P450-DB1. Bu enzim ig¢in diger isimler mikrozomal
monooksijenaz, ksenobiyotik monooksijenaz, debrizokin 4-hidroksilaz olarak
gecmektedir. P450, ¢ok sayida yapisal olarak cesitlilik gosteren endojen ve ekzojen
bilesiklerin genis bir substrat 6zgiilliigi ve genellikle bolgesel ve stereoselektiflik
acisindan metabolize olmasini saglar. CYP2D6'nin substratlari genellikle diizlemsel
bir hidrofobik aromatik halka ve fizyolojik pH'da protonlanabilen ve molekiiliin
diizlemsel kisminin iizerinde negatif bir molekiiler elektrostatik potansiyele sahip
olabilen bir azot atomuna sahip lipofilik bazlardir. Azot atomu, CYP2D6'nin aktif
sahasindaki amino asitlerin karboksilat grubu ile elektrostatik etkilesimler igin
gerekli oldugu disiiniilmektedir (Ito ve ark., 2008). Hidroksilasyon reaksiyonu azot
atomundan 5 veya 7A uzaklikta gergeklesir. Bolgeye yonelik mutajenite deneyleri,
Asp301'in, substrat azotuna baglanmaya neden olan negatif yiikli amino asit
oldugunu ortaya koymaktadir (Zanger ve ark., 2004). P450'de, substrat baglayici
kalintilarinda belirgin farkliliklar gosteren alti Substrat Tamima Siteleri (STS)

mevcuttur (Ito ve ark., 2008).



CYP2D6, kardiyovaskiiler ve merkezi sinir sistemini hedef alan bazi ilaglar
metabolize edebilir ve bunlarin arasinda terapdtik endeksi darp birgok ilag
bulunmaktadir. CYP2D6 tarafindan yaygin olarak metabolize edilen ilaglar arasinda,
trisiklik antidepresanlar (6rn., klomipramin, imipramin, doksepin, desipramin ve
nortriptilin), selektif serotonin geri alim inhibitorleri (SSRI'lar) (6rn., fluoksetin,
fluvoksamin ve paroksetin), diger nontrisiklik antidepresanlar (6rnegin atomoksetin,
maprotilin, mianserin ve venlafaksin), noroleptikler (6rnegin kloropromazin,
perfenazin, tioridazin, zotepin, zuklopentiksol, mianserin, olanzapin, risperidon,
sertindol ve haloperidol) ve beta-blokerler (6rnegin atenolol, bufuralol, karvedilol,
metoprolol, bisoprolol, propranolol, bunitrolol, bupranolol, timolol ve alprenol)
bulunmaktadir (Gardiner ve Begg, 2006; Ingelman-Sundberg, 2005).

CYP2D6 ayni zamanda opioidlerin (6rn., kodein, dihidrokodein ve tramadol),
antiemetik maddelerin (6rn., tropisetron, ondansetron, dolasetron ve metoklopramid),
antihistaminlerin (6rn., 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 (6rnegin, spartein, propafenon, encainid, flekainid, sibenzolin,
aprindin, lidokain, prokainamid ve meksiletin) metabolizmasinda da gorev yapar
(Imai ve ark., 1999; Nakajima ve ark., 1999).

Spartein ve debrizokin, CYP2D6'nin iki prototipik substratidir, CYP2D6 aracili
metabolizmanin fenotipini belirlemek i¢in yaygin olarak kullanilmaktadir (Zanger ve
ark., 2004). Yapilan ilk galismalarda, Sparteinin oncelikle CYP2D6 tarafindan N1
oksidasyonu yoluyla bir N-okside metabolize edildigi bulunmustur (Eichelbaum ve
ark., 1975). N-oksit, 2-dehidrospartin (yani, 2,3-didehidrospartin) ve 5-
dehidrospartenin (yani, 5,6-didehidrospartin) su kaybiyla yeniden diizenlenir.
Normal Metabolizorler (NM’ler) [metabolik oran = {iriner spartein atilimi + (iiriner
2-dehidrospartein + iriner 5-dehidrospartein atilimi <2] ve ZM’lerden (metabolik
oran> 20) insan karaciger mikrozomlarindaki 2-dehidrospartin olusumu, NM'ler ve
ZM'ler arasindaki Michaelis-Menten sabitinde (Km) 32 kattan fazla fark (58.3'e kars1
1880mmol / L) gostermistir (Osikowska-Evers ve ark., 1987). Debrizokin,
antihipertansif bir ajan olarak kullanilmistir ve 4-hidroksilasyona oncelikle CYP2D6



aracilik 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 tarafindan {i¢ metabolite metabolize olur: 4-
hidroksideizosikin, 3-hidroksi-brizokin ve 1-hidroksi-brizokin (Eiermann ve ark.,
1998).

Dekstrometorfan, narkotik analjeziklerin sentetik bir analogudur, ve antitussif
bir etken olarak kullanilir. insanlarda, dncelikle degismemis ana ilag ve farmakolojik
olarak aktif olan dekstorfan olarak atilir. Dekstrometorfan'dan dekstorfanin
olusumuna esas olarak O-demetilasyon yoluyla CYP2D6 aracilik eder (Dayer ve
ark., 1989; Jacqz-Aigrain ve ark., 1993) ve debrizokin-spartein tipi oksidatif
polimorfizmi ile birlikte gruplar olusturur (Schmid ve ark., 1985). Dolayisiyla
dextrometorfan su anda CYP2D6 aktivitesinin hem in vivo hem de in vitro
belirlenmesinde yaygin olarak kullanilmaktadir.

Bufuralol, bir beta-blokerdir, CYP2D6'n in vitro ¢alismasi ig¢in bir prob
substratt olarak kapsamli bir sekilde kullanilmaktadir (Zanger ve ark., 2004).
Bufuralol ii¢ metabolit, yani 1’-hidroksibufiirol, 1’-oksobiiurolol ve 1"~ 2" -
etenilbiiurolol'e metabolize edilir (Hiroi ve ark., 2002). Bufuralolun 6nemli bir
metaboliti olan 1’-hidroksibufiirol seviyesi genellikle CYP2D6 aktivitesi ve / veya
seviyelerinin bir indeksi olarak 6l¢iiliir ve CYP2D6 ZM’lerinde bufuralolden olusan
1" -hidroksifurfurol miktarinin kiigiik oldugu bilinmektedir (Carcillo ve ark., 2003).

Tramadol, iki kiral merkeze sahip olan aminosiklo-heksanol tiirevi sentetik bir
opioid analjeziktir, ve CYP2D6 igin bir prob substrat olarak da kullanilir. (-) -
Tramadol, (+) - tramadol gibi agirlikla CYP2DG6 tarafindan metabolit O-
desmetiltramadol'a (M1) metabolize olur, fakat daha az oranda metabolize olur.
Insanlarda tramadol'un birincil metabolitleri M1 ve N-desmetil-tramadol'dur (M2).
(Paar ve ark., 1997; Subrahmanyam ve ark., 2001).

Tamoksifen, CYP2D6 tarafindan, N-demetilasyon ve 4-hidroksilasyon yoluyla
farmakolojik olarak aktif metabolit olan endoksifene doniisiir (Dehal and Kupfer,
1997; Crewe ve ark., 2002; Beverage ve ark., 2007). Sinnarizin ve onun flor tiirevi
flunarizin (her ikisi de segici kalsiyum giris antagonistleri) CYP2D6 biiyiik oranda
tarafindan metabolize edilir (Narimatsu ve ark., 1993). CYP2D6, birkag
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antihistaminin  oksidasyonuna biiyiik katkida bulunur. Tolterodin, yeni bir
muskarinik reseptor antagonisti olup, esas olarak CYP2D6 tarafindan metabolize
edilir (Postlind ve ark., 1998). CYP2D6, pranidipinin de esterifikasyonu igin temel
enzimdir (Kudo ve ark., 1999).

CYP2D6, bircok anti-HIV ilaglariin metabolizmasina yer almaktadir, 6rnegin
ritonavir (Kumar ve ark., 1996), nevirapin (Erickson ve ark., 1999) ve delavirdin,
ancak bu anti-HIV ilaglar1 esas olarak CYP3A4 tarafindan metabolize edilmektedir.
Tagrine (Spaldin ve ark., 1994), donepezil (Barner and Gray, 1998) ve galantamin
(Bachus ve ark., 1999) gibi cesitli kolinesteraz inhibitorleri, kismen CYP2D6
tarafindan metabolize edilir ve CYP3A4 ve 1A2'den o6nemli katkilar saglar.
Antialerjik ilag oksatomid esas olarak CYP2D6 tarafindan metabolize edilir ve
CYP3A4'inde katkis1 olur (Goto ve ark., 2004). Antimalaryal ilag halofantrin,
CYP2D6'nin bir substratidir (Halliday ve ark., 1995). Buna ek olarak, CYP2D6
zolpidem'den alkol olusumuna katilir (Pichard ve ark., 1995). Cizelge 1.1, CYP2D6
tarafindan metabolize edilen birgok farkli terapotik smifin  substratlarinin

giincellenmis bir listesini igermektedir.
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Cizelge 1.1. CYP2D6 tarafindan metabolize edilen bir¢ok farkl: terapotik sinifin substratlari. DEHB
(dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu), MAO (monoamin oksidaz), MDMA (3,4-Metilendioksi-N-
Metilamfetamin), MDME (mikrozomal ilag metabolize edici enzim) (Zanger ve ark., 2004).

Terapotik sinif

ilac

CYP2D6 Tarafindan Katalize

Edilme Yolu
Kodein O-demetilasyon
Dekstrometorfan O-demetilasyon
Dihidrokodein O-demetilasyon
Analjezik / antitusifler Etilmorfin O-deetilasyon
Hydrocodone N-demetilasyon
Norkodein O-demetilasyon
Oksikodon O-demetilasyon

Anti-DEHB ilac1

Atomoksetin

Aromatik hidroksilasyon

Tropisetron

Aprindin Aromatik hidroksilasyon
Enkainid O-demetilasyon
Flekainid O-dealkilasyon (?)
Antiaritmikler Meksiletin Aromatik hidroksilasyon
N-propilajmalin Benzilik hidroksilasyon
Prokainamid Avrilamin N-oksidasyonu
Propafenon Aromatik hidroksilasyon
Spartein Alifatik hidroksilasyon
Antidemans ilaglar1 Galantami O-demetilasyon
Nisergolin N-demetilasyon
Amitriptilin Benzilik hidroksilasyon
Klomipramin Aromatik hidroksilasyon
Trisiklik antidepresanlar Desipramin Aromatik hidroksilasyon
Imipramin Aromatik hidroksilasyon
Nortriptyline Benzilik hidroksilasyon
Sitalopram N-metilasyonu
Desmetilsitalopram N-metilasyonu
Fluoksetin N-metilasyonu
Fluvoksamin Belirsiz
Diger antidepresanlar M:_aprotll_m_ BeI|r5|z_ . .
Mianserinin Aromatik hidroksilasyon
Minaprin Aromatik hidroksilasyon
Mirtazapin Aromatik hidroksilasyon
Paroksetin Demetilentiyum
Venlafaksin O-demetilasyon
Antidiyabetik Fenformin Aromatik hidroksilasyon
Anti-Gstrojen Tamoksifen Aromatik hidroksilasyon
Debrizokin Benzilik hidroksilasyon
Antihipertansifler Guanoksan Aromatik hidroksilasyon
Indoramin Aromatik hidroksilasyon
Dolasetron Aromatik hidroksilasyon
Antiemetikler Ondansetron Aromatik hidroksilasyon

Aromatik hidroksilasyon
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Cizelge 1.1. (Devam)

Zuklopentiksol

Antihistaminikler Mekuitazin Aromatik h!droks!lasyon
Prometazin Aromatik hidroksilasyon
Haloperidol N-dealkilasyon
Perfenazin N-dealkilasyon

Antipsikotikler Risperidon Alifatik hidroksilasyon
Tiyoridazin Siilfoksidasyon

N-dealkilasyon

Istah kesici Deksfenfluramin N-dealkilasyon
Alprenolol Aromatik hidroksilasyon
Bufuralol Benzilik hidroksilasyon
Bunitrolol Aromatik hidroksilasyon
Beta adrenerjik bloke edici Bupranolol Aromatik hidroksilasyon
maddeler Karvedilol Aromatik hidroksilasyon
Metoprolol Alifatik hidroksilasyon
Propranolol Aromatik hidroksilasyon
Timolol O-dealkilasyon
Kalsiyum antagonisti Perheksilin Alifatik hidroksilasyon
MAO inhibitsrleri Amiflamin N-metil glderme
Brofaromin O-demetilasyon

Rekreasyonel ilaglar

Metoksimetamin

O-demetilasyon

MDMA, MDME Demetilenasyonu
Vazodilatuarlar Sinnarizin Aromatik hidroksilasyon
Flunarizin Aromatik hidroksilasyon

1.2.3. CYP2D6 inhibitorleri

CYP2D6, ¢ogunlukla indiiklebebilir degildir, ilag-ila¢ etkilesimine yol agan
bir¢ok ilag ve bilesik tarafindan inhibisyona tabi tutulmaktadir. Strobl ve ark.
1993'te, inhibitdér grubunun yapisal aktivite iliskisini bulmak i¢in CYP2D6'nin giiglii
bir inhibitori olan bir ajmalicine bilesigini kullanmistir ve inhibitorlerde fizyolojik
pH'da daha yiiksek protonasyon derecesine sahip tigiinciil bir protonu ve diiz bir
hidrofobik bolgeyi bulmustur ve burada azot atomundan maksimum 7.5A° mesafeye
kadar uzanan N-H eksenine dikey bir diizlembulunmustur (Strob ve ark., 1993).
AlKkil zincirinin uzatilmasi, bilesiklerin CYP2D6'ya olan afinitesini énemli olgiide
arttirr. Ilag etkilesimleri hafif, normal veya &liimciil olabilir. Ornegin, CYP2D6
aracili venlafaksin-propafenon etkilesimi, haliisinasyonlara ve psikomotor ajitasyona

neden olabilir. Kuinidin, dekstrometorfanin CYP2D6 aracili metabolik doniistimiinii

13



inhibe eder, bu nedenle psédobulbar etki i¢in kullanildiginda sistemik biyoyararlilig
ve daha az ADR'yi artirir (Gurleyve ark., 2008).

CYP2D6, substrat olmas1 gerekmeyen ancak yiiksek afiniteli enzimebaglanan
birgok bilesikler tarafindan inhibe edilmeye yatkindir, 6rn. Kinidin veya metadon
(Gelston ve ark., 2012). Bu inhibitorlerden bazilari, hastanin fenotipini degistirecek
kadar giigliidiir ve bu fenomen fenokopi olarak bilinmektedir (Lewis ve ark., 2004).
Kinidin, CYP2D6'nin en gii¢lii inhibitoridir (ki = 0.03) (Smith ve Jones, 1992).
Kinidin'in diastereoizomeri olan kininin, Kinidin'den yiizlerce kez daha az potent
inhibitordiir. Bununla birlikte, kinidin CYP2D6'nin bir substrati degildir (Lennard,
1990). 200 mg kuinidin siilfatin tek bir oral dozu, cogu NM'leri ZM'lere
doniistiirmek i¢in 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), diisiik nanomolar aralikta inhibisyon sabitiyle
CYP2D6'nin gii¢lii inhibitorleridir. Fluoksetin, fluvoksamin ve paroksetin gibi bazi
secici serotonin geri alim inhibitorleri, CYP2D6 aktivitesinin gii¢lii inhibitorleridir.
Bu nedenle, ¢oklu dozaj CYP2D6'min otomatik olarak inhibisyonuna ve NM
fenotipinin  ZM fenotipine doniismesine ve UM fenotipinin  NM fenotipine
doniismesine neden olmustur (Lam ve ark., 2002; Laine ve ark., 2001). Fluvoksamin
durumunda, CYP2D6 genotipleri arasindaki konsantrasyon-zaman egriliklerindeki
(AUCs) farklar tekli dozlardan sonra agiklanirken (Spigset ve ark., 1997; Carrillo ve
ark., 1996), coklu dozlar ZM’lerde ve NM'lerde benzer AUC'ler ile sonuglanmistir,
NM'lerde CYP2D6 tizerinde giiglii bir inhibitor etkisi oldugunu gostermistir (Spigset
ve ark., 1998). Fluoksetin, S-enantiyomerine enantioselektif metabolizma gegirdigi
icin CYP2D6 ZM'lerinde S-fluoksetinin bozulmus demetilasyonu gozlemlenmistir
(Eap ve ark.,2001). Ancak, metabolit desmetilfluoksetin de aktif bir antidepresan
oldugundan, ana ilag olarak fluoksetin'in degisken metabolizmasi ile ilgili herhangi
bir klinik etki beklenemez (Fuller ve ark., 1992). Paroksetin i¢in, ayn1 zamanda bir
CYP2D6 inhibitori olmasina ragmen, CYP2D6 ZM'lerde c¢oklu dozdan sonra
NM'lerden iki kat yiiksek AUC'ler gozlenirken (Sindrup ve ark., 1992), bir baska
calismada, en az ii¢ fonksiyonel CYP2D6 gen kopyasi tasiyan bir UM, saptanamayan

ila¢ konsantrasyonlarina sahip oldugu belirlenmistir (Lam ve ark., 2002).
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Inhibitérler geri doniisiimsiiz inhibitdrler veya geri doniisiimlii inhibitorler
olabilir. Geri doniisiimsiiz inhibitorlere 6rnek olarak simetidin, paroksetin, pimozid,
metamfetamin, metoklopramid ve desetilamiodaron verilebilir. Baz1 substratlarin ve
diger bilesiklerin, CYP2D6'y1 geri doniistimlii olarak inhibe ettigi bulunmustur.
Olanzapin, klorpromazin, flufenazin, haloperidol, tioridazin, risperidon, klozapin,
trifluperidol gibi antipsikotikler CYP2D6 tarafindan metabolize edilir ve bu
enzimleri 6nemli O6l¢iide inhibe eder. Amitriptilin, imipramin ve fluoksetin gibi
antidepresanlarla birlikte uygulandiginda, bunlarin plazma konsantrasyonu artar.
Terfenadin gibi H1 reseptor antagonistleri, terbinafin gibi antifungal ajanlar CYP2D6
inhibitorleridir. Nortriptilinin terbinafin ile kullanimi, hastalarda supraterapétik ilag
diizeylerine neden olur. Ritonavir gibi pek c¢ok proteaz inhibitorii giglii
inhibitorlerdir ve ritonavirin birlikte uygulanmasi desipraminin atilimini % 59 azaltir.
Progesteron, testosteron gibi steroidler inhibitorlerdir ve temel azot atomlarindan
yoksun olduklar1 igin atipik substratlar olarak adlandirilirlar. Giiglii bir inhibitor olan
Lansoprazole, dekstrometorfanin dekstrofa doniismesini azaltmaktadir. CYP2D6,
amfetamin analoglarin1 metabolize eder ve ilaglarin birikmesine ve toksisiteye neden
olabilecek etkisini inhibe eder. Panax ginsengi, Ginkgo biloba gibi birgok dogal
tirtinler, CYP2D6 aracili debrizokin metabolizmasiniinhibe etmektedir (John ve ark.,
2008). CYP2D6 inhibitorlerinin listesi Cizelge 1.2°de yer almaktadir (Abraham ve
Adithan, 2001).

Cizelge 1.2. CYP2D6 Inhibitorlerinin Listesi

CYP2D6 Inhibitorleri
Ajmalicine Ajmalin Amitriptilin .
Aprindin Budipin Bufuralol Ameserg_|d
. R P Klorokuin
Klorpromazin Simetidin Cis Tiotiksen .
. . . I . Sitalopram
Klomipramin Klozapin Desmetilimipramin : . . .
L . . Difenhidramin Flfenazin
Flekainid Fluvoksamin Fluoksetin
. : . Metadon
Halofantrin Haloperidol Levomepromazin .
. . Paroksetin
Meklobemid Olanzapin Oxprenolol
- . Propranolol
Perazin Perfenazin Propofenon .
. - L Reboksetin
Kinidin Kinin Ranitidin .
. . o Terfenadin
Resperidon Sertralin Terbinafin Yohimbin
Tiyoridazin Tiklopidin Venlafaksin
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1.2.4. CYP2D6 Indiikleyicileri

CYP enzim ailesinin bir¢ok iiyesinin aksine, CYP2D6 enzimi, fenobarbitol
gibi klasik enzim indiikleyicilerinden etkilenmez. Rifampisin tedavisi, sparteinin
atiliminda yalnizca % 30'luk bir artis saglamigtir ancak metabolik oran énemli 6lgiide
degismemistir (Eichelbaum ve ark., 1986). Kontraseptif kullanan ve NM olan
kadinlarda debrizokuin metabolizma oraninda yaklasik % 33'liikk azalma gozlenmistir
(Kallio ve ark., 1988). Adet dongiisii sirasinda, luteal fazda preovulatuar faza kiyasla
debrizokin metabolik oraninda 6nemli bir azalma olmamistir (Wandelius ve ark.,
1997; Kashuba ve ark., 1998). Agir sigara ve ovariektomi, bu enzim aktivitesini
indiikklemistir, ancak yalnizca az bir oran saglamistir. Buna karsin, gebeligin
CYP2D6 etkinligi tizerinde derin etkisi oldugunu gosteren kanitlar vardir. Gebelikte
metoprolol (Hogstedt ve ark., 1985) ve dekstrometorfan (Wandelius ve ark., 1997)

metabolizmasinda belirgin artis bildirilmistir.

1.2.5. CYP2D6 Fenotipleme

Bir kisinin fenotipi veya CYP2D6 in vivo metabolik kapasitesi, en ¢ok
CYP2D6 tarafindan metabolize edilen bir prob ilaci verilerek belirlenir. Idrar belli
bir siire boyunca toplandiktan sonra prob ilacin ve onun metabolitlerinin
konsantrasyonlar1 belirlenir ve bunlarin bir orani olan metabolit orani1 (MO)
hesaplanir (Frank ve ark., 2007; Gonzalez ve Mayer, 1991; Schmid ve ark., 1985).
Non-invaziv triner metabolik oranlarda simirlamalar vardir, ama Kklinik olarak daha
yararli olan ilag klerensi gibi farmakokinetik verilerin yoklugunda metabolik
kapasite igin yedek olgiimler olarak goriilmelidir (Abduljalil ve ark., 2010; Funck-
Brentano ve ark., 2005). Fenotip durumunu belirlemek i¢in metabolitin serum (Jurica
ve ark., 2012), plazma (Chladek ve ark., 2000) ve tiikiirik (Hu ve ark., 1998) oranlari
ve solunum testleri (Leeder ve ark., 2008) de kullanilmistir, ancak fenotip dagilimi
igin belirli degerleri daha az tanimlanmistir. CYP2D6 fenotiplemesi igin farkli prob
ilaglart kullanmilir. Debrizokin ve spartein ile ilk fenotipleme c¢alismalari
gerceklestirilmistir. 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 igin kullanilmistir. Bir polimorfizm, iki popiilasyon arasindaki anti
mod ve bimodal frekans dagilim egrisi ile gosterilmektedir. NM’leri ZM’lerden
ayrran anti mod, iki grubun birbirinden ayirt edilmesinde temel olusturmaktadir
(Gonzalez ve Mayer, 1991).

Fenotip uygulamasinin g¢esitli sakincalart da vardir. Kompleks test
protokolleri, advers ilag reaksiyonlarinin riskleri, ilaglarin birlikte uygulanmasi
nedeniyle yanlis fenotipleme problemi ve hastaligin karistirici etkilerinden zarar
gormektedir (Linder ve ark., 1997). Bu yaklasim, CYP2D6 ile metabolizma edilen ve
/ veya bu enzimi inhibe eden ilaglar1 ayn1 anda alan hastalarda dogru olmayan
sonuglarla kargilagsma olasiligini arttirir. (Kroemer ve Eichelbaum, 1995; Eichelbaum
ve Gross, 1990). Birgok ilag CYP2D6 inhibitoridiir (Statinler gibi) ve bir CYP2D6
substratt ile birlikte bir inhibitér ilaci almak hastanin goriiniir fenotipini
degistirebilir. Bu fenomene fenokopi denir. Bu durum ortaya ¢iktiginda, mevcut
enzimlerin ¢ogunun aktivitesi gesitli ilaglarla engellendigi i¢in, bir NM, kolaylikla
orta metabolizér (OM) veya ZM gibi goriinebilir. CYP2D6 ile metabolize olan
ilaglarin kronik kullanimi ile ilgili fenotipe ise otofenokopi denir. Bu durumda,
CYP2D6 substrati, ilag konsantrasyonu sabit duruma yakin oldugunda zamanla kendi
metabolizmasini inhibe edebilir (Gardiner ve Begg, 2006). Ancak, fenotipleme,
enzim fonksiyonunu degerlendirmenin tek yaklasimidir. Eger posttranslasyonel
varyasyon bir bireyde CYP2D6 aktivitesine katkida bulunursa, o zaman fenotip bu
fenomeni tanimanin tek yolu olacaktir (Kroemer ve Eichelbaum, 1995). Fenotipleme,
ilag-ilag etkilesimlerinin ortaya ¢ikarilmasinda veya ila¢ metabolizmasinin genel
stirecindeki sorunlarin ortaya konmasinda yararlhidir (Linder ve ark., 1997).

Popiilasyondaki farkli CYP2D6 enzim aktiviteleri nedeniyle hastalar dort
metabolik gruba ayrilabilir. Fenotipik olarak, substrat ilaglarin metabolik enzim
oranlarinin karsilastiriimasina gére UM, NM, OM ve ZM olarak siniflandirilirlar, Bu
simiflandirmaya gore Beyaz irkda oranlar sirayla yaklasik %3-5, %70-80, %10-17
and %5-10 olarak bulunmaktadir (Alvan ve ark., 1990). Nihai fenotipik aktivite, en
yiiksek fonksiyonel allele baglidir (Theophilus ve ark., 2006).

ZM’ler, islevsel bir protein iriiniinii kodlamayan iki islevsiz alel tasirlar.
Dolayisiyla, saptanabilir enzim aktivitesi gostermezler. Birgok ¢alismada, CYP2D6

substrat1 ilaglarla tedavi edilen ZM hastalarinda Klinik risk olustugu belirlenmistir
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(Zanger ve ark., 2004; Brockmoller ve ark., 2002; Wuttke ve ark., 2002). Debrizokin,
dekstrometorfan, metoprolol ve spartein, in vivo fenotiplendirme igin kullanisli prob
ilaglaridir. MO'min  bimodal veya ii¢ koseli dagilimi genel olarak Avrupa
popiilasyonlarindaki ZM fenotipinde bulunur ve ZM fenotipi her zaman bir
antimodal tarafindan acik¢a tanimlanabilen tek bir alt grubu temsil eder. Ornegin,
debrizokin MO 12.6 ve spartein MO 20 (Sekil 1.4). Tiirk bireylerde yapilan
calismada, metabolizorler yukarida agiklanan dort problu ilagla dogru olarak
tammmlanmustir (Bozkurt ve ark., 1996), Ancak bazen prob ilaglar1 arasindaki
tutarsizliklar bildirilmistir. Bir bireyin MO"inin uzun yillar boyunca kararli oldugu ve
cevresel faktorlerin (Steiner ve ark., 1985; Bock ve ark., 1994) veya rifampin veya
oral kontraseptifler ve benzodiazepinler gibi diger metabolik yollar
tetikleyenilaglardan 6nemli Ol¢iide etkilenmedigi gosterilmistir (Syvalahti ve ark.,
1986).

UM NM OM f ZM

50 1 fonksiyonel gen sayisi
: : ile birlikte medyan
40 + (= log araligi (M O'lar)
) f
>
g 0 |
>
e
=
20 + ! ; <'\
: A4 N
1 J : < 0)
<% <b> : ~\/ i
/ :
10 +

o Lol h .. =l

-1.0 0 1.0 2.0
log (MO'lar)
Sekil 1.4. Rastgele bir Avrupa niifusunda fenotip tanimi ve dagilimi (N = 316). Dort fenotipin spartein MO
araliklar1 dikey cizgiler ile gosterilir: UM'ler: MO<0.15; NM’ler: 0.15<MO<1.2; OM’ler: 1.2 <M0<20; ve
ZM’ler: M0O>20. 0, 1, 2 veya 3 fonksiyonel geni olan genotiplere karsilik gelen spartein MO'nin medyan ve

araligi, azalmig bir fonksiyona sahip bir fonksiyonel alellin varligin1 gosteren bir 1/2 gen dozu olan oklarla
gosterilir (6rn., 2D6 * 41, * 9 veya * 10) (Zangerve ark., 2004).

OM'ler terimi, azalmis CYP2D6 aktivitesini gosteren belirgin olarak artmis
metabolik oranlar sergileyen bireyleri tanimlamak igin ilk olarak 1979'da
tanimlanmistir (Eichelbaum ve ark., 1979). OM olarak sunulan deneklerin ¢ogunda
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bir degisiklige ugramis ve bir bos allel i¢eren 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) i¢in MO frekans
dagilimlari, ana NM modu ve ZM modu arasinda ag¢ikca daha fazla veya daha az ayri
bir alt grup gosterdiginden dolay1 ortaya ¢ikmustir (Sekil 4). OM fenotipik araligi,
matematiksel modelleme ile tanimlanmistir ve OM fenotipinin frekansi, normal
Avrupa niifusunun yaklagik% 10-15'ini olusturdugu tahmin edilmistir (Bock ve ark.,
1994). Hardy-Weinberg dengesinin, gézlemlenen ZM frekansina gore yaklasik % 35
ila 40 arasinda bir heterozigot frekansin1 dogru bir sekilde ongordiigii i¢in OM
fenotipinin sadece bir fonksiyonel ve bir fonksiyonel olmayan alleli tasiyan
heterozigotlar1 yansitamadigi vurgulanmalidir. Cesitli farmakokinetik ¢alismalar OM
fenotipinin ilag oksidasyon kapasitesinin ciddi sekilde azaldigini ve ozellikle uzun
stireli tedavinin kosullar1 altinda ZM'lerinkiyle karsilagtirilabilir olabilecegini
diistindiirmektedir (Dalén ve ark., 1998). Uzun siireli metoprolol tedavisi iizerine
yapilan bir ¢alismada Rau ve ark. (2002) OM fenotipi olan hastalarin plazma
konsantrasyonlarinin, ZM'lerden anlamli olarak farkli olmadigini bulmuslardir.

NM'ler, yaklasik iki diizende metabolik oranlari kapsar ve iki azaltilmis, bir
fonksiyonel ve bir bos, bir azalmis ve bir fonksiyonel veya iki fonksiyonel allel
igeren bireyleri kapsar. Her ne kadar NM alt grubu belirgin olmasa da, iki islevsel
allel degisikligi olan bireyleri, ortalama olarak iki tam islevli alleli olan bireylere
kiyasla 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, ii¢ (veya daha fazla) fonksiyonel gen kopyasina sahip olan kisilerde
farmakokinetik caligmalarla gosterildigi gibi, substrati metabolize etme veya
temizleme uzaklastirma kabiliyeti son derece yiiksek bireyleri tanimlamaktadir
(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 yiiksek ilag oksidasyon kapasitesini (UM
fenotipi) ilk kez, debrizokin MO degeri 0.07 olan ve terapétik plazma seviyelerine
ulagsmak i¢in anormal derecede yiiksek miktarda nortriptyline ihtiya¢ duyun bir

depresif kadinda tanimlamistir. OM fenotipinden farkli olarak, UM fenotipine
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karsilik gelen belirgin bir alt grup olusturulamamasma ragmen, MO dagilimi
normallikten bazi sapmalar gostermektedir. Bununla birlikte, klinik 6nemi nedeniyle
ve UM fenotipine neden olan en az bir genetik mekanizma var oldugundan
(Johansson ve ark 1993; Ingelman-Sundberg 1999b), NM ve UM arasinda bir MO
esigi tanimlamak yararli goriinmektedir. Bu esik, ¢esitli ¢alismalarda kullanilan prob
ilacina bagli olarak MO = 0.15 ila 0.2 arasindaki degerlere ayarlanmistir (Dahl ve ark
1995a; Johansson ve ark., 1996; Sachse ve ark., 1997; Griese ve ark., 1998).

1.2.6. CYP2D6 Genotipik Analizi

Genotipleme, spesifik ilag metabolizmasina neden olan tanimlanmis genetik
mutasyonlarin belirlenmesini icermektedir. Bu mutasyonlar asir1 ekspresyona (gen
cogalmasti), aktif bir protein {iriintiniin olmamasina (bos allele) veya azalmig Katalitik
kapasiteye sahip mutant bir proteinin tiretilmesine (inaktif allele) neden olan genetik
degisikliklerdir (De Leon ve ark., 2009).

Genotipleme i¢in periferal lenfositlerden izole edilen DNA kullanilabilir.
Genotiplemede yaygin olarak kullanilan iki yontem polimeraz zincir reaksiyonu-
restriksiyon parga uzunluk polimorfizmi (PZR-RPUP) yontemi ve allele-spesifik
PZR’dir (Linder ve ark., 1997). Onceki teknikte, ilgilenilen genin spesifik bolgesi,
PZR ile c¢ogaltiir ve ardindan c¢ogaltilan DNA iriiniiniin  restriksiyon
endoniikleazlarla kesimi yapilir. Kesim triinlerinin boyutu etidyum bromiir (Et2Br)
boyama ve UV (Ultraviyole) transilliminasyonuyla agaroz jel elektroforezi ile
kolayca saptanir (Linder ve ark., 1997; Sachse ve ark., 1997). Allel spesifik PZR
amplifikasyonunda, paralel amplifikasyon reaksiyonlar1 igin ortak veya degisken
allellere hibridizasyona 06zgii oligoniikleotidler kullanilmaktadir. Uygun bir
amplifikasyon iirtiniiniin bulunup bulunmadigi agaroz jel elektroforezi ile analiz
edilir (Daly ve ark., 1999; Heim ve ark., 1990).

Bu genotipleme yontemleri, az miktarda kan veya doku gerektirir,
hastaliklardan veya hastanin ilacindan etkilenmez ve 48-72 saat i¢inde sonug Vverir ve
hizli miidahale saglar (Linder ve ark., 1997). Bilinen farkli alellerin sayis1 artmakta
ve toplamda 30'dan fazla farkli kusurlu CYP2D6 ve 55 CYP2D6 varyasyonu tespit

edilmistir. Bununla birlikte, etnik gruba bagli olarak, sadece 5-6 en yaygin farkli
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allelin genotiplemesi CYP2D6 fenotipini yaklasik % 95-99 Kesinlikle tahmin
edecektir (Ingelman-Sundberg ve ark., 1999a; Aynacioglu ve ark., 1999). Ornegin,
Beyaz Irk (Wolf ve Smith, 1999), Cin / Japon (Tateishi ve ark., 1999) ve Siyah
Afrikali / Afro-Amerikali (Ingelman-Sundberg ve ark., 1999a) niifustaki en yaygin
CYP2D6 varyant alleli, sirastyla CYP2D6 * 4, * 10 ve * 17 dir.

1.2.7. CYP2D6 Genetik Polimorfizmi

Genetik polimorfizm, insan viicudunun ilag yanitindaki farkliliklarin 6nemli bir
sebebidir (Petsalo ve ark., 2008). insan ilag metabolizmasinin polimorfizmi fenotip
ve genotip ile ayirt edilebilmektedir. Fenotip (ifade edilen tip), bir enzimin aktivitesi
veya igerigi ile ayirt edilmektedir. Diger taraftan ise, genotip, kan veya sag kokii gibi
biyolojik materyallerin DNA analizi ile saptanan mutasyondan ayirt edilmesidir
(Meyer, 1990). CYP2D6, indiiklenemeyen tek ilag metabolizma edici CYP dir, ve bu
nedenle genetik varyasyonlar, bireyler arasinda enzim aktivitesindeki degisikliklere
biiyiik 6l¢iide katkida bulunur (Bozina ve ark., 2009). Yabanil-tip (Wild-type)
CYP2D6 aleline gore, CYP2D6 geninin varyant versiyonlari, enzim aktivitesinin
tamamen yok olmasina, diigsiik aktivitesine, normal aktivitesine ve hatta artmis
aktivitesine neden olabilir (Gaedigk ve ark., 2006; Gaedigk ve ark., 2002).
Dolaysiyla, CYP2D6 gen varyantlari, null (ZM), azalmigs (OM), normal (NM) ve
ultrarapid (UM) aktivitesine neden olan alellere ayrilir (Mittal ve ark., 2015). Cizelge
1.3 burada kullanilan terimlerin tanimlarin1 saglar (TheFreeDictionary, 2018;
Cartwright ve ark., 2013).
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Cizelge 1.3. Tamimlar

Genotip Bir bireyin veya grubun genetik yapisinin tamami veya bir kismudir.

Fenoti Genotipin ve ¢evrenin etkilesimi ile iiretilen bir organizmanin gozlenebilir
P ozellikleri.

Yabanil tip alel | Dogal veya laboratuvar mutant formlarinin aksine dogal organizma
(Wild-type) popiilasyonunda baskin olan bir fenotip, genotip veya gen.

TNP Tek niikleotid polimorfizmi; Tek bir niikleotitin piirin veya pirimidin bazinin
baska bir bazla degistirildigi bir varyant DNA dizisi.

Belirli bir lokusta meydana gelebilecek bir genin alternatif formlarindan

Alel
herhangi biri.

Bos alel Tespit edilebilir bir etki liretmeyen bir alel.

Insan CYP2D lokusunun evrimi, ii¢ genin eliminasyonunu, ikisinin (CYP2D7P
ve 2D8P) inaktivasyonunu ve birinin (CYP2D6) kismi inaktivasyonunu igermektedir
(Gaedigk ve ark., 2006; Gaedigk ve ark., 2002). Cogu CYP2D6 allelik varyantlari,
tek niikleotid polimorfizmleri (TNP'ler) ve bir veya birkag¢ niikleotidlerin eklenmesi
veya cikarilmasini igeren bir veya daha fazla tek niikleotid polimorfizmleri (TNP'ler)
varligi ile karakterize edilir. Diger alleller, ¢ok sayida silme, gen duplikasyonlar1 ve
CYP2D6 ve CYP2DT7'den olusan ¢ogullama (multiplikasyon) veya hibrid genlere
neden olan gen yeniden diizenlemeleri ile karakterize edilir. Ek olarak, bazit CYP2D6
allelleri, sirasiyla CYP2D7 intron 1 ve ekzon 9 doniistimleri olarak adlandirilan
kiigik CYP2D7 tiirevli segmentler igerir veya bu pozisyonda CYP2D7 dizisine
karsilik gelen bir veya birden fazla TNP igerir. Sekans varyasyonlari iglevi tamamen
yok edebilir, enzimin farmakokinetik 6zelliklerini degistirebilir veya ek fonksiyonel
gen kopyalari tasiyan kisilerde artmis isleve yol agabilir veya hi¢ fonksiyonel bir
sonuca sahip olmayan duruma neden olur (Oscarson ve ark., 1997; Wennerholm ve
ark., 2002).

CYP2D6'y1 kodlayan gen, oldukca polimorfiktir (Sekil 1.5) (Batty ve ark.,
2014; Cai ve ark., 2000). Simdiye kadar, CYP2D6'nin 50'den fazla mutasyon ve
100'den fazla alleli kesfedilmistir, bunlarin bircogu ZM fenotipe neden olmaktadirlar
(Ingelman-Sundberg ve ark., 2000). Diger daha iyi korunmus CYP izoformlarinin
(6rn., CYP3A4 gibi) aksine, birgok CYP2D6 alleli, yabanil (Wild-type) enzimle
kiyaslandiginda azalmis veya hi¢ fonksiyona sahip olmayan enzimleri

kodlamaktadir. Bireyler ayn1 zamanda bir kromozomda CYP2D6 geninin ikiden
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fazla kopyasiyla (gen duplikasyonu) veya bir veya iki kromozomda CYP2D6 geninin
tam yoklugunda (gen silme) gen yeniden diizenlemelerine sahip olabilirler. Bu
nedenle, belirli bir bireyde CYP2D6 allellerinin kombinasyonuna bagli olarak,
CYP2D6 enzimiyle iliskili ilag¢ metabolik aktiviteler genis oOlglide degisebilir
(Haufroid ve Hantson, 2015).

g G — ey w— T i —
Y R R |

6 4 *3 41 x2 gen amphfllus\ onu

PM

PM L EM
’ ! ! ! !
Inaktif protein iiriini, Degismis enzim kinetigi veya ekpresyonu Fazla protein

30 dan fazla seyrek allel

Sekil 1.5. Sitokrom P450 (CYP) 2D6 lokusunun polimorfizmi. (a) CYP2D6 geninin genotiplemesi
zordur, bu lokus (b, c) iki veya daha fazla yiikksek homolog polimorfik psédogen igerir. Biitiin gen
delesyon ve duplikasyonlarina ek olarak, CYP2D6 lokusunun kodlayici / promoter bélgesinde 80'den
fazla polimorfizm bilinmektedir. (d) Genel polimorfizmler (1846G> A CYP2D6 * 4 polimorfizmi,
kalin olarak gosterilmistir) ve bunlarin fenotipik etkileri gosterilmistir (Battyve ark., 2014).

1.2.7.1. CYP2D6 Alelleri ve Enzim Aktivitesine Etkileri

Allelik varyantlar arasinda, tam islevsel alleller, azalmis fonksiyonu olan
allellerve bos (fonksiyonel olmayan) aleller bulunmaktadir. Fonksiyonel alellerin
duplikasyonu artmis gen ekspresyonu ve enzim aktivitesine yol agmaktadir. CYP2D6
genetik ekspresyonu ksenobiyotiklerle indiiklenemediginden, genetik faktorlerin
CYP2D6'nin fenotipik goriintiisiinde 6nemli bir rol oynadigi diisiiniilmektedir (Dahl
ve ark., 1995; Dalén ve ark., 1995).

CYP2D6'nin bos allelleri, fonksiyonel bir proteini kodlamaz ve saptanabilir
kalint1 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 degildir. Homozigot veya bilesik heterozigot grubunda bulundugunda ZM
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fenotipinden sorumludurlar. Bu alleller, siklikla ilag klerensi ve ilag yanitinda
degisikliklere neden olduklari i¢in klinik 6neme sahiptir. Bu bos allellerden *3, *4,
*5 ve *6, Beyaz irklarda ZM fenotipine neden olan tim allellerin ~% 97'sini
olusturmaktadir (Sachse ve ark.,, 1997). CYP2D6min null alellerinden
kaynaklanantoplam enzim fonksiyon kayb1 i¢in mekanizmalar asagidakileri igerir:
(@) okuma gercevesini kesen veya dogru ekleme islemini engelleyen, tekli baz
mutasyonlar veya kiigiik eklenmeler/¢ikmalar (insertions/deletions), erken sonlanan
protein / durdurma kodonlarina yol agar (6rnegin CYP2D6 *3, *4, *6, *7, *8, *11,
*15, *19, *20, *38, *40, *42, *44, *56 ve *62) (Kagimoto ve ark., 1990); (b) islevsel
olmayan tam uzunlukta kodlanmis alleller (6rn., CYP2D6*12 ,*14 ve *18) ( Evert ve
ark., 1997), (c) biyiik bir sekansin silinmesi (6rnegin, CYP2D6 * 5) nedeniyle tiim
CYP2D6 geninin silinmesi ve (d) Heterozigot genin olusumu (6rn. *13 ve *16; *13
ve *16'daki biiyiik sekanslar silinir ve bu nedenle hepsi CYP2D7-2D6 hibrid genini
icerir) (Gaedigk ve ark., 1991).

Kismi veya rezidiiel fonksiyona sahip alleller, CYP2D6*10, *14, *17, *18,
*36, *41, *47, *49, *50, *51, *54, *55 ve *57'dir. Azalmis enzim aktivitesi
genellikle diisiik protein stabilitesi, bozulan substrat tanima ve diisiik substrat enzim
afinitesine baglidir. *17 gibi baz1 aleller i¢in enzim aktivitesindeki degisim substrat
bagimli olabilir. Bu alellerden birini barindiran bireyler ZM'ler veya OM’lerdir
(Zhou ve ark., 2009).

Fonksiyonel ¢alismalar, *2A, *17 x 2, *35, *41 x 2 ve *48 dahil olmak {izere,
CYP2D6'nin birkag alellerinde degismis enzim aktivitesi olmadigin1 géstermistir.
CYP2D6 *27, *39 ve *48 allelleri, yabani tip proteine kiyasla, biiyiik oranda normal
aktiviteye sahip enzimleri kodlamaktadir (Sakuyama ve ark., 2008). COS-7
hiicrelerinde ifade edilen CYP2D6.27 (E410K), CYP2D6.39 (S486T) ve CYP2D6.48
(A90V), yabani tip enzimden biraz daha yiiksek bir igsel klerens gdstermistir
(Rowland ve ark., 2006). Ayrica CYP2D6 *2B, *2C, *2D, *2E, *2F *2G, *2H ve
*2K'ler de tanimlanmistir (Marez ve ark., 1997). Gaedigk ve arkadaslari, * 2
serisinde iki alel daha tanimlamistir: *2L ve *2M, ve bunlar ¢oklu mutasyonlar
(6rnegin, 310G> T, 746C> G ve 843T> G) igermektedir. -1584C> G, -1235A> G, -
740C> T ve -678G> polimorfizmleri CYP2D6 *2 alelinin ¢ogu altvaryantinda (*2A
— *2H ve *2) — *2N; *2J = *59) bulunabilmektedir (Gaedigk ve ark., 2005a ve
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2005b). Intron I'deki CYP2D7 gen doniisiimii biiyiik olasilikla *2 allelinin ¢ogu
altvaryantinda da bulunabilir. Fonksiyonel etkileri heniiz bilinmemektedir, ancak
enzim aktivitesi tizerinde ¢ok az etkisinin olmas1 beklenmektedir (Raimundo ve ark.,
2000; Johansson ve ark., 1993). Fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan CYP2D6
allellerinin yapis1 Sekil 1.6'de gosterilmektedirm (Zanger ve ark., 2004).

CYP2D6 Fonksiyonel Alleller CYP2D6 Fonksiyonel olmayan Alleller

Chr. 22q13.1 —W— —Em:ﬂzngzm—

00CT wocu\ B46G>A (splice =G
lNormal fonksivona sahip alleller} g ! A S Jheec
— GEETETSTITETE- P3s oy 103 e
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Conversion 206707 (weron 1) S 1707 det
1984c>C 4180G>C -
2 6 —{AT2T3
ra9eC aateT 153 tor 2905A>C
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33 —EIZI}]ZI}_EEIIIIDJ— ST ey PRttt
adire 8 —{AIZI3|41516171810}—
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35— JI12I34I6}SI7IBIG— -1y
viim RZV6C SaRsT 124G>A Y 4180G>C
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Sekil 1.6. Fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan CYP2D6 allellerinin yapisi. Sadece mevcut fenotipik
bilgileri olan alleller gosterilmektedir. 9 ekzon, tstte belirtilen DNA polimorfizmleri ile
numaralandirilmig kutular ile gosterilmistir (del: delesyon/silme, ins: insertion/ ekleme). Tahmin
edilen amino asit degisiklikleri ve translasyon sonlandirma kodlar1 agagida belirtilmistir. A¢ik okuma
cerceveleri golgeli kutular ile belirtilmistir. Sessiz mutasyonlar ve bazi promoter ve intronik
polimorfizmlerin yani sira belirsiz fonksiyona sahip alleller gosterilmemektedir.
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Son derece yiiksek CYP2D6 aktivitesi, esitsiz gegme/caprazlama olaylar
(unequal crossover events) ve diger mekanizmalarin bir sonucu olarak,
kafadankuyruga yonelimde kaynasmis fonksiyonel alellerin (6rnegin, * 1 ve * 2) gen
duplikasyonu /¢oklu-duplikasyonundan kaynaklanmaktadir, asir1 hizlimetabolizmalari
olan hastalarda CYP2D6 lokusunun molekiiler karakterizasyonu ile dikkat ¢ekilmistir
(Bertilsson ve ark., 1993). Gen gen duplikasyonu / coklu-duplikasyonu, esitsiz
gegme/¢aprazlama olaylardan (unequal crossover events) ve diger mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir. Gen duplikasyonu ve CYP2D6'nin ¢oklu-duplikasyonu
fonksiyonel, kismen fonksiyonel ve fonksiyonel olmayan enzimlere yol acgabilir. Bir
arastirma asagidaki gen duplikasyonlarini ortaya ¢ikarmistir: * 1 N, * 2 N, *4 N, * 6
N,*210 N, * 17 N, * 29 N, * 35 N, * 43 N ve * 45 N. Aktif CYP2D6 geninin
duplikasyonu/¢oklu-duplikasyonu, ultra-hizli enzim aktivitesi ile sonug¢lanmaktadir
(Gaedigk ve ark., 2007).ve ark., 1993).

1.2.7.2. CYP2D6 Polimorfizmlerinin Popiilasyon Frekanslar:

Alellerin dagilimi, farkli etnik gruplar arasinda biiyiik 6l¢iide farklilik gosterir,
bu da farkli oranlarda metabolizorlere neden olmaktadir. ZM'ler ¢ogunlukla
Avrupa'da bulunmaktadir, UM'ler Kuzey Afrika ve Okyanusya'da, OM’ler ise esas
olarak Asya'da bulunmaktadir. Dogu Asya popiilasyonlari, ZM'in diisiik oranina (%
0-2), beyaz Avrupalilar en yiiksek oranina (% 3-10) sahiptir; Siyah Afrikalilar ve
Afrikali Amerikalilar ise % 2-7 arasinda degismektedir (Ingelman-Sundberg ve ark.,
2007; Llerena ve ark., 2009; Teh ve Bertilsson, 2012). Benzer sekilde, OM, NM ve
UM frekanslart da popiilasyonlar arasinda biiyiik olciide degisebilir. Cizelge 1.4 ik
veya etnik kokene gore gruplandirilmis en yaygin varyantlarin alel frekanslarini
Ozetlemektedir. Tablo 1'de gosterilen ortalama alel frekanslari, yazar tarafindan
periyodik olarak giincellenen ve PharmGKB araciligiyla erisilebilen alel frekanslari
hakkinda rapor veren 120 yaymin bir derlemesinden hesaplanmistir.

CYP2D6*2, Isvecli Beyaz irklarda % 1-2 (Griese ve ark., 1998), Almanya'da
% 3,6 (Sachse ve ark. 1997), Beyaz ispanyollarda % 7-10 (Agundez ve ark., 1995;
Bernal ve ark., 1999) ve italya’daki Sicilya'da % 10 (Scordo ve ark.,1999) oranindaki

alel frekansi ile ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte, daha yiiksek frekanslar Suudi
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Arabistan‘da (% 20) (McLellan ve ark. 1997) ve siyah Etiyopyalilarda (% 29'a kadar)
goriilmiistiir (Aklillu ve ark. 1996). Bu alel Asyalilarda neredeyse hi¢ mevcut
degildir. Fonksiyonel olmayan CYP2D6*4 allellerinin sikligi, bazi Dogu Asya ve
Okyanusya popiilasyonlarinda son derece diisiik veya hatta olmayabilir (Lee ve ark.,
2009; Myrand ve ark., 2008; Qin ve ark., 2008; Sistonen ve ark., 2007; Von Ahsen
ve ark., 2010), Avrupalilarin siklig1% 15-20 arasindayken, Faroe Adalari tarafindan
bildirilen% 30'u gegebilmektedir (Halling ve ark., 2005). Aksine, Asyalilar,
CYP2D6*10 azalmig fonksiyon allelinin% 64'ine kadar (ortalama% 42) yiiksek
frekanslarda agiklanabilen iiriner metabolik oranlar1 karsilastirarak popiilasyon
bazinda genel olarak daha yavas CYP2D6 aktivitesine dogru belirgin bir degisim
gostermektedir. Diger popiilasyonlarda CYP2D6*10'un frekanst % 3-7 arasinda
degismektedir. Beyaz Avrupalilar dagilimin en alt noktasindadir. CYP2D6*17, siyah
Afrika ve Afrika kokenli Amerikalilarda % 14-26 arasinda goriilmektedir.
Fonksiyonel CYP2D6 gen duplikasyonlarinin frekanslar1 da 6nemli Slgiide
degisebilir (Ingelman-Sundberg ve ark., 2007). Kuzey Avrupalilarin yaklasik %
2'sinde CYP2D6*1xN veya *2xN bulunur, Akdeniz, kuzey Afrikalilar ve Orta
Dogulular i¢in frekanslar daha yiiksektir (% 5-10); Etiyopyalarda (Aklillu ve ark.,
1996) ve Papua Yeni Gine'de (von Ahsen ve ark., 2010) sirastyla % 16 ve% 13 gibi

yiiksek oranlar goriilmiistiir.
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Cizelge 1.4. Popiilasyonlardaki CYP2D6 alel frekanslari (Hicks ve ark. 2013'ten hafif
modifikasyonlarla).

_ Afrika . Beyaz Irklar Dogu | Giiney Amerik Oky-
Alel Afrika- Kéker_lh (Avrupalilar Ort? Asya- | / Orta “ahlar anusya-
lilar Amerika- | +Kuzey Dogu | llar Asya- lilar
lilar Amerikalilar) | -lular lilar

*la 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 | 0058 | 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 | 0015 | 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, belirlenmemis

Bu tablo, gesitli caligmalarda her alel i¢in rapor edilen ortalama frekanslar1 gostermektedir.

Irk / etnisite, Insan Genom Cesitlilik Projesi-Merkezi d'Etude du Polymorphisme Humain'e (HGDP-
CEPH) gore ayirilmistir (Rosenberg ve ark., 2005).

a CYP2D6*1 dogrudan genotiplemediginden, bir dizi varyasyonu i¢in negatif olan allellerin bir
CYP2D6*1 atamasi varsayilan olarak belirlenmektedir. Benzer sekilde test edilmeyen allellerin
sekans varyasyonlar1 da bir CYP2D6*1 atamasi igin varsayilandir ve dolayisiyla bu alel igin rapor
edilen frekanslara katkida bulunur. CYP2D6*1 i¢in cikarilan frekans asagidaki gibi hesaplanmaktadir:
1- (varyant alel frekanslarinin toplami).

b CYP2D6*2 bir ‘varsayilan’ atamadir ve CYP2D6*8, *11, *17, *35, *41 i¢in test edilmedik¢e ve
ayrim yapilmadik¢a, CYP2D6*2 atamasi varsayilan olacaktir. Bu nedenle burada gosterilen frekanslar
agir1 tahmin edilmis olabilir.
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c,d CYP2D6*10 ve CYP2D6*17 ayrica ‘varsayilan’ atamalardir ve CYP2D6*14 ve CYP2D6*40 ve
*58 gibi alellerin test edilmesi ve ayrim yapilmamasi durumunda sirasiyla CYP2D6*10 ve*17
atamalar1 varsayilan olacaktir. Bu nedenle burada gosterilen frekanslar agirt tahmin edilmis olabilir.

e CYP2D6 *41, caligmalar boyunca tamimlayict TNP (2988G A) tarafindan siirekli olarak
belirlenmemistir; Bazi platformlar hala CYP2D6*2 ve *41 arasinda ayrim yapmak i¢in 1584C G TNP
kullanmaktadir. Bu, 6zellikle Afrikalilarda ve onlarn torunlarinda CYP2D6 = 41 frekansinin asir
tahmin edilmesine yol agabilmektedir.

f XN, dogasma bakilmaksizin tiim gen kopyalarimi gosterir. Alellerin CYP2D6*2xN olarak rapor
edildigini, ancak CYP2D6*1xN veya *4xN gibi diger kopyalardan 6zel olarak ayrilmamig olmalari
XN olarak gosterilmistir.

g Frekanslar sadece gen duplikasyonlar1 arasinda ayirt edilen galigmalardan, yani CYP2D6*1xN,
*2xN veya*4xN olarak belirtilen duplikasyonlardan hesaplanmustir. Diger duplikasyonlar mevcut
olabilir ve daha az ¢alisma farklilagtirilmis gen duplikasyonlar igin veriye sahip oldugundan,
CYP2D6*1xN, *2xN ve *4xN toplami XN i¢in gosterilen toplamdan daha azdir. XN, ayn1 zamanda,
bir duplikasyon analizinde pozitif olan, fakat 6zdes gen initelerinin kopyalarin1 tagimayan gen
yeniden diizenlemeleri olan baska alelleri de igerebilir.

1.2.7.3. CYP2D6 Polimorfizmlerinin Klinik Onemi

Birgok klinik ¢alisma, bu enzim tarafindan aktive veya inaktive edilen ilaglara
yanit olarak  CYP2D6 polimorfizminin klinik 6nemini belirlemektedir. Birgcok
antiaritmik ilag, 6rnegin, metoprolol, timolol, propafenon ve diger ilaglar CYP2D6
tarafindan metabolik olarak inaktive edilmekte olup, ZM'ler / OM'ler igin artmis bir
maruziyet ve advers etki riskine yol ag¢maktadir, ve Kklinik etkileri hala
tartisitlmaktadir. (Fux ve ark., 2005; Darbar ve Roden, 2006; Klotz, 2007; Mérike ve
ark., 2008; Bijl ve ark., 2009; Rau ve ark., 2009). Birgok antidepresan ve antipsikotik
CYP2D6 substratlaridir ve oksidatif metabolizma genellikle inaktivasyona neden
olur, bu da ZM / OM'lerde asirt maruziyete ve UM'lerde diisiik maruziyete yol
agmaktadir. Yalniz bu ilaglarin dogal olarak sorunlu dozlanmasi nedeniyle, klinik
etkilerle ilgili calismalar tam bir uyum iginde degildir. (Kirchheiner ve ark., 2004;
Bertilsson, 2007; Crisafulli ve ark., 2011; Stingl ve ark., 2012). Agr tedavisinde
kullanilan kodein, dihidrokodin, oksikodon ve tramadol gibi gesitli opioid ilaglar
CYP2D6 tarafindan metabolik olarak aktive edilir ve genotipin etkililigini ve
giivenilirligini etkiledigi gosterilmistir (Stamer ve ark., 2010; Leppert, 2011; Madadi
ve ark., 2012). Kodein, CYP2D6 tarafindan farmakolojik olarak aktif analjezik
morfine O-demetile edilir. CYP2D6 ZM'lerde son derece diisiik morfin plazma
konsantrasyonlar1 nedeniyle analjezik bir etki yoktur (Eckhardt ve ark., 1998).
Aksine, kodeinin etkinliginin artmasi ve bazen hayati tehdit eden opioid toksisitesi,
cok sayida CYP2D6 gen kopyasi olan hastalarda, ve ayn1 zamanda emziren anneleri
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CYP2D6 UM'leri olan yenidoganlarda da goézlenmistir ve bu UM fenotipi olan
hastalarda morfine daha yiiksek oranda dontisiimii ile uyumludur (Gasche ve ark.,
2004; Koren ve ark., 2006; Madadi ve ark., 2009).

Selektif 6strojen reseptor modiilatorii (SERM) tamoksifen, en az 22 metabolite
metabolize edilir, bunlardan ikisi, 4-hidroksitamoxifen ve ikincil metabolit
endoksifenin, &strojen reseptoriine olan yiiksek afiniteleri nedeniyle esas olarak
antiostrojenik etkiden sorumlu oldugu diisiiniilmektedir (Johnson ve ark., 2004;
Miirdter ve ark., 2011b). CYP2D6, 4-hidroksilasyon igin ana enzim oldugundan,
CYP2D6 genotipinin, bu aktif metabolitlerin plazma konsantrasyonlarini ve bu
nedenle tedavi sonucunu etkilemesi beklenmelidir (Dehal ve Kupfer, 1997; Coller ve
ark., 2002; Johnson ve ark., 2004). Aktif enzim olan hastalarla karsilastirildiginda,
islevsel olarak bozulmus CYP2D6 hastalarinda daha diisiik aktif metabolit seviyeleri
ortaya ¢ikmaktadir ve bu nedenle tedaviden daha az kazang saglamaktadir (Brauch
ve ark., 2009). Bu hipotez son on yilda incelenmistir ve ilk retrospektif caligmalarda
CYP2D6 ZM'lerin postmenopozal meme kanserinin tamoksifen monoterapisi ile
adjuvan tedavisinden daha az yarar sagladigi bulunmustur (Goetz ve ark., 2007;
Schroth ve ark., 2007).

Ek olarak, CYP2D6 polimorfizmlerinin, agri duyarlihig: (Candiotti ve ark.,
2009; Sindrup ve ark., 1993), sizofreni hastalarinin semptomlar1 (Plesnicar ve ark;
Zahari ve ark., 2009), antipsikotik ilaglarin yan etkileri (Tamminga ve ark., 2003;
Topi¢ ve tak, 2000) ve tamoksifen ile tedavi edilen meme kanseri hastalarinda
rekiirrens riski gibi spesifik fenotipler ile iliskili oldugu bildirilmistir (Teh ve ark.,
2002).

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

CYP2D6 genindeki tek niikleotid polimorfizmi rs3892097 (c.1846G> A,
literatiirde 1934G> olarak bilinir), enzimin fonksiyonel olarak eksik bir varyant ile
sonuglanir (CYP2D6*4 izomeri). Su anda bunun enzim aktivitesinde bir eksiklige
yol acan sik bir CYP2D6 varyantt oldugu ve ZM durumuyla sonuglandigi
bilinmektedir (Christensen ve ark., 1998; Lu ve ark., 2013). CYP2D6'daki major
mutasyon, intron3 / ekzon 4'in (CYP2D6*4) birlesimindeki 1,934 pozisyonunda
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G'den A’ya olan degisimdir (Armstrong ve ark., 1992). CYP2D6 1846G> A, islevsel
olmayan bir proteinle sonuglanan bir degisim kusuruna neden olmaktadir (Kagimoto
ve ark., 1990). CYP2D6 genindeki bu yaygin varyasyon Glu'nun Gly'ya degisimi ile
sonuglanir ve azalmis CYP2D6 aktivitesi ile iliskilidir (Daly ve ark., 1994). Bu
genin polimorfizmi, mRNA'da bir ¢erceve kaymasina neden olur ve bir erken
durdurma kodonu olusturur, bu da debriskuin 4-hidroksilazin daha zayif bir
metabolizmasina yol agmaktadir (Hanioka ve ark., 1990).

Sitokrom P450 2D6*4 (CYP2D6*4) terimi su sekilde agiklanmaktadir: Sito
mikrozomal vezikiiller, krom renklenmis, 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,
yiizdelik amino asit dizisi 6zdesligi temelinde, ailelere ve alt ailelere uygun sekilde
diizenlenir; Ayni ailede olmak i¢in amino asit seviyesinde > % 40'lik bir 6zdeslik
gereklidir (Nelson ve ark., 1993; Nelson, 1998; Nebert ve ak, 1991), alt aile i¢inse >
% 55 amino asit sekans ozdesligi gereklidir. Sekil 1.7, sitokrom P450 enzim
nomenklatiiriiniin bir 6rnegi olarak CYP2D6-4'tin isimlendirilmesini gostermektedir
(Bertz ve Granneman, 1997; Evans ve Relling, 1999; Rendic ve Di Carlo, 1997).

CYP2D 6*4
T T 1 T

Aile izo-enzim
Alt Aile Allel

Sekil 1.7. Sitokrom P450 enzim nomenklatiiriiniin bir 6rnegi olarak CYP2D6*4'tin isimlendirilmesi.

CYP2D6 * 4 alleli, beyaz irk olduk¢a yaygin olan ve fonksiyonel olmayan bir
aleldir. CYP 2D6 geninin beyaz Avrupa popiilasyonunda, en yaygin degisimi intron
3 ve ekzon 4 arasindaki G1934A dir (alel*4), ve bunun varligi yanlis mRNA
yapismasina neden olur, bu da okuma gergevesinin degismesine, translasyonun
sonlandirilmasina ve enzimatik aktivitesi bulunmayan kusurlu protein iiriiniiniin
olusmasina neden olmaktadir (Sekil 1.8) (Sachse ve ark.1997). G — A
stibstitiisyonu, CYP 2D6 lokusunda birincil bir defekt olarak tanimlanir ve ZM’lerin
mutant alellerinin % 80-90'inda mevcut oldugu tahmin edilmektedir (Gough ve ark.,
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1990). Allel*4'iin azalmig CYP 2D6 aktivitesi ile iliskili oldugu gosterilmistir. Beyaz
Avrupa niifusunun yaklasik% 5-10"unda, CYP 2D6 geninin her iki alelinde
mutasyon tespit edilmistir — genotip*4/*4 ZM ile ilgilidir. Sadece bir allel * 4'tin
(heterozigot durum) tasiyicilari, CYP 2D6 substratlarinin OM'tidiir — genotip *1/*4
(Levkovich ve ark., 2011; Sachse ve ark., 1997). Gaedigk ve arkadaglari, 100C> T ve
4180G> C TNP'leri olmayan bir CYP2D6 * 4 alelini tanimlamislardir. 4180G> C
polimorfizmi, CYP2D6 * 4J harig tiim tanimlanmis CYP2D6 * 4 allellerinde mevcut
oldugu belirlenmistir. Denek, heterozigot 100C> T genotipi gostermis olan bir
CYP2D6*4/*4 ZM'dir. Ayrica, bes yeniden diizenlenmis CYP2D6 * 4 alleli tizerinde
bulunan diger dort TNP de bulunmamaktadir. Bu allel, insan sitokrom P450 allel
adlandirma komitesi tarafindan CYP2D6 * 4M olarak adlandirilmistir
(CommitteeGaedigk ve ark., 2006).

Yabani tip (*1) Ekson 3 intron 3 Ekson 4
DNA |..TCCG | GTGG............CCAG GACGCCCC.......
MRNA W NCC GiAGGA we e WEA L.,
Kodon ..168 169 170 ... ... 498 = Durdurma
Pratein ..5er Gly Arg ... 497 Amino asitleri
Mutasyon (*4) G1 ?'3(4,#.
DNA [.TCCG | GTGG.............. CCAAG |ACGCCCC......
mRNA LUCCGACGCC ... ... UGA ..
Kodon ..168 169 170 ... ... 182 = Durdurma

Protein ..Ser Asp Ala .. 181 Amino asitleri

Sekil 1.8. CYP2D6 geninin intron 3'teki G1934A polimorfizmi.
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CYP2D6 * 4, beyaz wkta gozlenen ZM'lerin ¢oguna katkida bulunan
fonksiyonel olmayan bir aleldir (Ingelman-Sundberg, 2004). Cinliler (Liou ve ark.,
2006; Cai ve ark., 2006; Garcia Barcelo ve ark., 2000), Koreliler (Lee ve ark., 2006),
Malezyalilar (Teh ve ark., 2001) ve Japonlarda (Kubota ve ark., 2000; Nishida ve
ark., 2000), CYP2D6*4 neredeyse her zaman ¢ok diisiik frekanslardadir, yaklasik %
0-2.8 oraninda bulunmaktadir. Afrika kokenli Amerikalilarda CYP2D6*4 frekans1 %
7.6(Cai ve ark., 2006), 264 Meksikali Amerikalilarda % 10.0(Luo ve ark., 2005), 243
Meksikali Mestizo popiilasyonunda % 11.1 (Lopez ve ark.,2005) ve 103 Afro-
Trinidadian'illarda% 1.9 goriinmektedir (Montane Jaime ve ark., 2103). Ruslar,
Almanya, Italya, Isve¢ ve Polonya gibi diger Beyaz wrklilara benzer sekilde %
18.1'lik bir frekansa sahiptir (Sachse ve ark., 1997; Niewinski ve ark., 2002; Scordo
ve ark., 2004). Faroe Adalar1 popiilasyonunun frekansi diger Beyaz irklilara gore
biraz daha yiiksektir, yani % 33.3 oranindadir (Halling ve ark., 2005). Giiney
Hintliler ve Malezyali Hintlilerde, frekanslar sirasiyla% 7,3 ve% 8.0, diger
Asyalilardan daha yiiksektir, ancak Beyaz irklilarda gozlemlenenden daha distiktiir
ve bu da Hint popiilasyonlariin ayr1 bir genetik bilesimini gostermektedir (Ismail ve
Teh, 2001; Naveen ve ark., 2006).

CYP2D6 * 4 aleli (yani rs3892097) arastirmacilar tarafindan yillar boyunca
hem olumlu hem de olumsuz olmak tizere birgok potansiyel sonuca sahip oldugu
varsayllmigtir. Pozitif tarafta: Bu alel, mesane ve akciger kanseri gibi belirli kanser
riskini  azaltabilir (Gough ve ark., 1990) ve Alzheimer hastaliginda
norodejenerasyonun daha hafif olmasiyla iliskili olabilir (Chen ve ark., 1995). Ote
yandan, en az iki ¢aligma, Parkinson hastaliginin pestisitlere maruz kalmasi iizerine
gelisme riskinin CYP2D6 * 4 allellerinin tasiyicilar1 arasinda 3 ila 8 kat arttigi
sonucuna varmigtir. CYP2D6 * 4 tasiyicilarinin riski pestisitlere maruz kalma
derecesi ile orantili goriinmektedir ve pestisit maruziyetinin olmadigi CYP2D6 * 4
tastyicilart igin Parkinson hastaligina yakalanma ek risk goriinmemektedir ve
pestisitlere sik stk maruz kalan CYP2D6 * 4 tasiyicilar1 en yiiksek Parkinson
hastalig: riskine sahip olmaktadirlar (Elbaz ve ark., 2004; Deng ve ark., 2004).

Trisiklik antidepresanlarla (TSA) recete edilen ve CYP2D6 * 4 aleli igin
homozigot olan hastalar bu ilaglar1 daha yavas metabolize ederler, bu da onlar1 yan

etkilere karsi daha fazla riske sokar.1100 Hollanda hastasi lizerinde yapilan bir
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calismada, (1) CYP2D6 * 4 homozigotlari igin antidepresanlarin degistirilmesinde 6
kat daha fazla yan etki oldugu (2) CYP2D6 * 4 homozigotlarinin antidepresanlarin
etkili ve idame dozlarmin, bir veya daha fazla yiiksek metabolize edici CYP2D6
allelinden daha diisiik oldugu bildirilmistir (Bijl ve ark., 2008). rs3892097 (A; A),
metoprolol gibi bir beta bloker ilaci alan hastalar, Rotterdam Calismasinda 1.533
hastanin bir arastirmasima dayanarak, bradikardi i¢in artmis risk altindadir. Bu
CYP2D6 * 4 / * 4 homozigotlar ZM fenotiplerine sahiptir ve * 1/ * 1 NM’ler kiyasla
8.5 atim / dk disiik olan kalp hizlarinda ayarlamiglardir (p <0.001), ZM'lerde
bradikardi riskinin artmasina yol agmaktadirlar (olasilik oran1 3.86, Cl: 1.68-8.86, p
= 0.0014) (Bijl ve ark., 2008).

CYP2D6 genetik polimorfizmleri, substratlarinin toksisitesini etkileme
potansiyeline sahiptir. Zayif da olsun veya normal / ultra hizlih CYP2D6
metabolizorler de olsun, amfetaminlerin, opioid analjeziklerin ve antidepresanlarin
toksik etkilerine maruz kalabilirler. CYP2D6 ZM’leri genellikle ters etkilere daha
yatkindir. Bunlar arasinda en yiiksek kanit diizeyine sahip dort ilag, amitriptilin,
nortriptilin, venlafaksin ve fluoksetin’dir (Haufroid and Hantson, 2015). Klinik
Farmakogenetik ~ Uygulama  Konsorsiyumu  tarafindan  yapilan son  bir
degerlendirmede, trisiklik antidepresanlar amitriptilin ve nortriptilin i¢in dozlama
kilavuzlart 6nerilmistir. Bu kilavuzlarin yazarlarina gére, CYP2D6'da artmuis trisiklik
plazma konsantrasyonlar1 nedeniyle ZM’lerde yan etkiler daha olasi oldugundan
alternatif ilaglar tercih edilmelidir. Bir trisiklik garanti edilirse, yazarlar terapotik ilag
izleme ile kombine olagan dozun% 50 azaltilmasini 6nermislerdir (Hicks ve ark.,
2013).

Diger trisiklik antidepresanlar arasinda, defektif bir CYP2D6 genotipi ile
iliskili 6limcil doksepin zehirlenmesi yaymlanmistir. CYP2DG6 substratlariyla iligkili
oliimciil ilag zehirlenmelerinin postmortem toksikoloji vakalarini arastirirken, Koski
ve ark. CYP2D6 * 3 / * 4 genotipli (ZM) bir hastada oliimciil ve goriiniiste kazara
doksepin zehirlenmesi olgusunu bulmuslardir. Bu durumda doksepin ve nordoksepin
(CYP2C19 aracili N-demetilasyon ile iiretilen aktif metabolit) konsantrasyonlari
sirasiyla 2.4 ve 2.9 mg / L (doksepin noroksepin igin onerilen tedavi araligi: 50-150
ug / L) ve doksepin / nordoksepin orani 0.83'tiir. Bu, ayn1 yilda analiz edilen

nordoksepin-pozitif postmortemlerinin 35 vakasi arasinda en diisiik bulunmustur.
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Doksepin ve nordosedin normal olarak CYP2D6 ile daha az aktif metabolitlere daha
fazla metabolize oldugundan ve bu durumda yiiksek nordoksepin konsantrasyonunun
bu vakada akut zehirlenme ile tutarli olmadigi disiinilirse (hasta CYP2C19
kapsamli metabolizorii), CYP2D6 defektif genotipin 6liime 6nemli 6l¢iide katkida
bulundugu ve tekrarlanan yiiksek dozda doksepin igerebilecegi sonucuna varilmistir
(Koski ve ark., 2007).

14 yasinda bir kiz, kafein ve parasetamol (asetaminofen) ile birlikte 60 mg
kodein aldiktan sonra nalokson tedavisi ile norolojik semptomlar1 diizeltilmistir. Bu
durumda, hastanin bir CYP2D6 ZM olmasini saglayan bir * 4 / * 5 genotipi vardir,
ancak maalesef morfin serum konsantrasyonu belirlenmemistir. Aslinda, bu hasta
Angelman sendromu (gamma-aminobiitirik asit [GABA] sistemi bozuklugunu
iceren) hastasidir ve yazarlara gore, gozlemlenen terapétik etki, naloksonun GABA
reseptorlerine karsi zayif antagonist etkisi ile iligkili bulunmustur (Shaw ve ark.,
2012).

Ancak, Smithve ark., amitriptilin doz asim1 olan 55 yasindaki Beyaz irkli bir
kadinda klinik seyri ve toplam trisiklik antidepresan konsantrasyonlarini
(Amitriptilin - Nortriptilin, immiinoassay ile olgiilen) bildirmislerdir. Yazarlar,
amitriptilin ~ nortriptilin  konsantrasyonundaki (7. giine kadar yiikselen
konsantrasyonlar) siirekli artisin ve uzun siireli komanin (12. giine kadar) bozulmus
metabolizmay1 gosterdigini gézlemlemislerdir. Hasta, CYP2D6 * 4 / * 4 genotipi
olan bir CYP2D6 ZM olarak tanimlanmistir (Smith ve Curry, 2011).

Prospektif klinik caligmalar miimkiin olmadigindan, potansiyel toksik
nortriptilin konsantrasyonlar ile iliskili olan CYP2D6 aktivitesinin (ve CYP3A4,
CYP1A2, CYP2C19) onemi popiilasyona dayali bir farmakokinetik yaklasim
(Simcyp simiilatorii) kullanilarak arastirilmigtir. Nortriptilin 100 mg'lik bir giinliik
dozu alan bir sanal popiilasyonda, kaza sonucu zehirlenme, yavas metabolizma
nedeniyle, potansiyel olarak toksik konsantrasyonlara yol agabilen normal bir giinliik
dozun alimi olarak tanimlanmustir. Incelenen faktdrler arasinda, simiilasyonlar
CYP2D6 ZM statiiye sahip olmanin yiiksek konsantrasyonlara ulasmadaki énemli bir
risk faktérii oldugunu ve bu nedenle muhtemelen nortriptilin tarafindan
zehirlenebilecegini  gostermistir. Yazarlarin tahminlerine gore, CYP2D6 zayif

metabolize edici deneklerin% 16's1, toksik sinir1 asan plazma konsantrasyonlarina
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ulasabilirler. Bununla birlikte, CYP2D6 ZM statiisii ve ortalama karaciger CYP3A4
ekspresyonunun% 10'unun kombinasyonuna sahip bireyler %90 oraninda zehirlenme
riskine sahiptir. Bu nedenle, sonuglar diisik CYP3A4 aktivitesi ve CYP2D6 ZM
statlistiniin kombinasyonunun toksik nortriptilin konsantrasyonlarinin elde edilmesi
i¢in ¢ok 6nemli oldugunu gostermektedir (Jornil ve ark., 2011).

CYP2D6 ZM’lerinin venlafaksin yan etkilerine kars1 daha duyarli olabilecegi
onerilmistir. CYP2D6 aktivitesi icin fenotiplendirilmis 14 saglikli goniillide
venlafaksinin oral atilim oranlari, (8 NM ve 6 ZM olarak siniflandirilir), ZM’lerde
NM’lere karsilagtirildiginda 4 Kkattan daha az olmustur ve bu venlafaksin kaynakl
kardiyotoksisiteyi aciklamak igin bir farmakogenetik mekanizmayi vurgulamaktadir
(Lessard ve ark., 1999). Langford ve ark., 33 yasinda, 3g venlafaksin alan ve uzun
stireli bir eliminasyon yari omriine sahip olan bir beyaz irkli kadin olgusunu
bildirmislerdir, bu da muhtemelen CYP2D6 ZM durumundan dolay:1 15.3 saat (5 saat
yerine) olarak tahmin edilmistir (Langford ve ark., 2002).

Shams ve arkadaslari, CYP2D6 ZM'’lerinde venlafaksinin, o6zellikle mide
bulantis;, kusma ve ishal gibi gastrointestinal yan etkilerin daha sik oldugunu
gostermistir. Venlafaksin ile tedavi edilen 100 hastada, bu arastirmacilar CYP2D6
aktivitesi indeksi olarak, plazma venlafaksin, O-desmetilvenlafaksin ve N-
desmetilvenlafaksin konsantrasyonlarin1 ve O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin
oranini 6lgmiistiir. Ortalama O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin oranini, sirayla 10.
ve 90. Yiizdelerin 0.3 ve 5.2 olmasiyla 1.8 olarak belirlemislerdir. O-
desmetilvenlafaksin / venlafaksin orani 0.3'lin altinda olan bireylerin hepsi, * 6 / * 4
(n1),*5/*4(n2)veya™>6/*6 (n1) genotipleri ile ZM’ler, 5.2'in iizerindeki
oranlarda olan bireylerin hepsi UM’lerdir (n 6, gen kopyalar1) olarak tanimlanmustir.
Klinik sonug olgtimleri O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin oraninin 0.3'in altinda
olan hastalarin diger hastalarla karsilastirildiginda daha ¢ok gastrointestinal yan
etkilere (p = 0,005) sahip oldugunu ortaya koymustur (Shamsve ark., 2006). Bu
aragtirmacilarun  sonuglarina gore, noradrenalin ve dopaminin geri alim
inhibisyonundaki hafif farkliliklar, ana bilesik i¢in metabolitlerden daha belirgin
olup, yan etkilerin yiiksek sikligini agiklayabilmektedir. Tabii ki, genetik faktorlerin
yani sira, venlafaksin toksisitesi hakkinda calisirken ilag etkilesimi de dikkate

alinmalidir.
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Oliimciil bir ilag zehirlenmesinde, 6len kisi ilacini diizenli olarak (giinde iki
kez 150 mg venlafaksin dahil) almistir (Jornil ve ark., 2013), ve vaka ya da otopsi
bulgularinda higbir sey intihara isaret etmemistir, toksikolojik degerlendirme 6lim
sebebinin venlafaksin, oksikodon ve etanoliin bir kombinasyonu nedeniyle medyana
gelen kaza sonucu zehirlenme oldugunu belirlemistir. Venlafaksinin  kan
konsantrasyonunun yiiksek oldugu, fakat O-desmetilvenlafaksin / venlafaksin
oraninin, istisnai derecede diisiik (0.006) olup daha 6nce bildirilenlerden 10 kat daha
diisiik oldugu saptanmustir (Kingback ve ark., 2012). Bunlar1 daha fazla aragtirmak
icin, Jornil ve ark., diisik metabolit oraninin, CYP2D6 ve CYP2C19'un ZM
durumunun bir kombinasyonunun sonucu oldugunu gosteren bir mekanik
farmakokinetik simiilasyon ger¢eklestirmistir. Onlarin hipotezi, hasta CYP2D6*4 /
*5 (ZM) ve CYP2C19*2 / *2 (CYP2C19 * 2 fonksiyon kaybi alleli oldugundan, ayni
zamanda ZM olarak bulundugu icin, genetik analizle dogrulanmistir (Jornil ve ark.,
2013). Olgu sunumu, simiilasyon sonuglari ve daha once yaymlanmis sonuglara
dayanarak yazarlar (McAlpine ve ark 2011; Lessard ve ark., 1999; Shams ve ark.,
2006), potansiyel olarak toksik konsantrasyonlarin terapotik dozlarda bile
ulagilmadigindan emin olmak igin eksik veya diisitk kombine CYP2D6 ve CYP2C19
aktivitesi olan bireyler iizerinde terapétik ilag izlemenin yapilmasimin tavsiye
edilebilecegi sonucuna varmislardir (Jornil ve ark., 2013).

Selektif serotonin geri alim inhibitorleri veya SSRI'lar giiniimiizde en yaygin
olarak recete edilen antidepresanlar sinifin1 temsil etmektedir. Fluoksetin, esas olarak
CYP2C19, CYP2D6 ve CYP3A4 / 5 tarafindan aktif bir demetillenmis metabolit,
norfluoksetin'e metabolize edilir. Hem fluoksetin hem de norfluoksetin, ¢ok giiclii
CYP2D6 inhibitorleri olarak bilinir ve muhtemelen CYP2D6 tarafindan daha az aktif
metabolitlere biyotransforme edilir. 9 yasindaki bir cocuga ait oliimcil bir
zehirlenme vakasinda, tamamen defektif bir CYP2D6 genotipi (ZM) ile birlikte
olagan dis1 bir sekilde diisiik fluoksetin ile norfluoksetin orani bulunmustur. Bu
cocuk dikkat eksikligi hiperaktivite bozuklugu, obsesif kompulsif bozukluk ve
Tourette sendromundan muzdariptir ve fluoksetin, metilfenidat ve klonidin
kombinasyonu ile tedavi edilmistir. Tedavisi sirasinda, gocuk status epileptikusa
girdikten sonra kardiyak arrest ve 6limle sonuglanmistir. Otopside, fluoksetin ve

norfluoksetin kan, beyin ve diger doku konsantrasyonlari beklenenden birkag kat
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daha fazla olmustur. Adli Tip Uzmam raporu, o6lim vakasi olarak fluoksetin
toksisitesini sunmustur ve cocugun evlat edinen ebeveynleri ilag erisimini kontrol
ettikleri igin, cinayete tesebbiis siiphesiyle sosyal yardim kurumlari tarafindan
arastirtlmistir.  Otopsi dokusunun daha fazla genetik testi, CYP2D6 i¢in ZM
fenotipine neden olan iki mutant allelin (ayrintili degil) varligini ortaya koymustur ve
bu ve diger kanitlarin bir sonucu olarak, evlat edinen ebeveynlerin arastirmasi
sonlandirilmistir  (Sallee ve ark.,, 2000). Yazarlara goére, bu, ilag
metabolizmasininbozuklugu ile sonuglanan CYP2D6 genetik polimorfizmine sahip

bir ¢ocukta fluoksetin ile iligkili 6liimiin ilk raporu olmustur.

1.4. Tek Niikleotid Polimorfizm Analizleri I¢in Genotipik Analiz Yontemleri

Yukarida verilen 6rneklerden anlasilacagi gibi ilagla tedavide zehirlenme veya
Olim vakalarinda olayin aydinlatilmasinda genetik farkliliklarin olduk¢a Gnemi
bulunmaktadir. Bu bolimde bireyler arasindaki genetik farkliliklarin analizleri
hakkinda bilgi verilmektedir.

Tek niikleotid polimorfizmleri (TNP'ler), bir popiilasyonda dogal varyasyonu
gosteren genomda bireysel baz pozisyonlaridir. Insanlarda en ¢ok bulunan genetik
cesitliligi temsil ederler ve iliskisiz bireyler arasindaki tiim farkliliklarin % 90'imdan
fazlasini olustururlar. TNP modeli, birgok insan fenotipini etkileyebilir. Bu nedenle,
TNP genotiplemesine dayanan biiyiik 06lgekli iliski ¢alismalarinin, karmasik
hastaliklara ve ilaglara veya c¢evresel kimyasallara verilen tepkileri etkileyen genleri
belirlemesine yardimc1 olmasi beklenmektedir. TNP'ler, hedef tanimlamadan klinik
caligmalara kadar, ila¢ gelistirme siirecinin tiim asamalarinda 6nemli bir rol
oynamaktadir. TNP'lerin analizi ayrica ilag ve ilag rejimlerinin farmakogenomiklerin
temel prensibi olan belirli genotiplere uyarlanmasina yardimci olabilmektedir
(Twyman RM, 2005).

Ideal genotipleme metodu asagidaki &zelliklere sahip olmalidir: (a) analiz,
sekans bilgisinden kolay ve hizli bir sekilde gelistirilmelidir, (b) analiz gelistirmenin
maliyeti, biyogostergeye 6zgii reaktifler ve uzman personel tarafindan optimizasyona
harcanan zaman agisindan diisiik olmalidir, ¢) reaksiyon dogru olmalidir, boylece

optimal olmayan DNA numuneleri bile giivenilir sonuglar iiretebilir; (d) analiz
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kolayca otomatiklestirilmeli ve minimum diizeyde el yordami gerektirmelidir; (e)
veri analizi, otomatik, dogru genotip cagris1 ile basit olmalidir; (f) reaksiyon formati
esnek ve OoOlgeklenebilir olmali, giinde birkag yiizden milyona kadar analiz
gerceklestirebilmelidir; ve (g) optimize edildikten sonra, genotip basmna toplam test
maliyeti (ekipman, reaktifler ve personel dahil) diisiikk olmalidir (Kwok, 2001).

Maalesef bugiine kadar boyle bir ideal genotipleme yontemi mevcut degildir.
Daha gergekgi bir TNP genotipleme yonteminin gelistirilmesinden 0Once,
biyokimyasal, miihendislik ve analitik yazilimlarda daha fazla gelisme saglanmalidir.
Son 20 yilda, PZR ile genomik bdolgenin ¢ogaltilmasindan sonra PZR ile TNP
genotiplendirmesi i¢in, melezleme (lwasaki ve ark., 2002), alel-spesifik PZR (Papp
ve ark., 2003), primer uzatma (O’Meara ve ark.,2002), oligoniikleotid ligasyonu
(Pickering ve ark., 2002), dogrudan DNA dizilimi (Chatterjee ve ark., 1999) ve
endoniikleaz boliinmesi gibi bir ¢ok farkli yontem gelistirilmistir (Deng, 1988; Ota
ve ark., 1991). TNP genotiplendirmesi i¢cin meydana gelen yeni teknolojilerden
Tagman yontemi (Livak ve ark.,1995; Livak, 1999), Invader yontemi (Kwiatkowski
ve ark., 1999; Fors ve ark., 2000), MALDI-TOF yontemi (Haff ve ark., 1997),
GeneChips (Gunderson ve ark., 2005) gibiler olup, bunlar yiiksek iiretim
potansiyeline sahiptir, ancak pahali ekipmanlarin satin alinmasini gerektirir.

TNP genotipleme teknolojileri, belirli bir TNP lokusunda mevcut olan baz
tipini belirleme yontemi (alel tanimlamasi) ve alel (ler) in varligini bildirme yontemi
(sinyal tespiti) olarak iki yontem igermektedir. Melezleme, primer uzatma,
oligoniikleotid ligasyonu ve enzim kesim genel olan alel tanimlama yontemleridir.
Birgok sinyal tespit platformu vardir ve bunlarin ¢ogu ger¢ek zamanla ya da analiz
son noktasinda etiketi takip etmektedir. Benzersiz bir sekilde, kiitle spektrometrisi,
alternatif bir baz iceren DNA molekiillerinin kiitlelerini ayirt ederek, bir etikete
ihtiya¢ duymadan bir tanimlama deneyinin alel-spesifik tiriniinii tespit etmek igin
kullanilabilir (Kwok, 2001; Syvanen, 2001; Twyman, 2005; Twyman ve Primrose,
2003;)

TNP'ler diziye 6zgii / sekans-spesifik veya diziye 6zgii olmayan / sekans-
spesifik olmayan bir sekilde tespit edilebilir. Diziye 6zgii olmayan saptama,
elektroforez sirasinda yakalanma, bolinme veya hareketlilik degisikligine veya

denatiire olmayan kosullar altinda biraz farkli konformasyonlar iistlenen allelik DNA
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molekiilleri veya tek iplikli DNA molekiilleri arasinda olusan eslesmeyen
heteroduplekslerin sivi kromatografisine dayanmaktadir. Polimorfizmlerin Diziye
Ozgli olmayan saptanmasi polimorfizm/mutasyon kesfinin temelini olustursa da,
genotipleme igin kabul edilebilir bir yaklasim degildir, ¢iinkii intersgenotiplemenin
gercek genotip olup olmadigr kesin degildir (Kwok and Chen, 1998). Diziye 6zgii
saptama, alel tanimlamasina yonelik dort yaygin mekanizmaya dayanir: alele 6zgii
melezleme, alele 6zgii tek-bazli primer uzatma, ve alele o6zgii oligoniikleotid
ligasyonu ve alele 6zgii invaziv bolinme (Kwok, 2000). D6rt mekanizmanin timii

giivenilirdir, ancak her birinin avantajlar1 ve dezavantajlari vardir.

1.4.1. Alele Ozgii Hibridizasyon

Bir TNP lokusundaki aleller arasinda tanimlama yapmak i¢in kullanilan en
basit yontem, alel spesifik oligoniikleotid (ASO) probu kullanilarak melezlemedir.
Iki prob gereklidir - her bir alel igin spesifik olan1 ve eslesmeyen problarin
melezlesmesini 6nlemek i¢in tek baz yanlis eslesme [single-base mismatch] yeterli
olacak sekilde siki1 kosullar kullanilmaktadir (Sekil 1.9). ASO problari, etiketli ya da
etiketlenmemis ciftler olarak kullanilabilir, bu durumda, her bir TNP'nin
genotiplenmesi icin, prob 1'in etiketlendigi ve prob 2'nin etiketlenmedigi ve bu
rollerin tersine gevrildigi iki ayr1 deney gerekmektedir. Alternatif olarak ve tercihen
yiiksek verimli analizler i¢in, her bir prob i¢in farkl etiketler kullanilabilir, boylece
her TNP tek bir reaksiyonda genotiplenebilir. TagMan gibi daha sofistike deneyler,
birincil tanimlama reaksiyonu olarak alel spesifik melezlemeyi kullanir, fakat sinyal
tespiti igin ek enzimatik adimlar gerektirmektedir. Alel-spesifik PZR, alel spesifik
melezlemenin bir modifikasyonu olup, burada tanimlama bir insanin dogrudan tespiti
yerine allele 6zgii primer yapistirma [annealing] (ardindan PZR amplifikasyonu) ile
yapilmaktadir (Sekil 9b). Degisken baz konumunun primerlerden birinin ortasinda
yer aldig: bir strateji kullanilabilmesine ragmen, ASO teknigine dogrudan benzerdir,
ancak siki kosullar optimize edilmediginde, [mismatched primer] yanlis eslesmis
primerin uzamasina izin verilir. Daha hassas bir yaklasim, primerlerden birinin
3'tinlin ucunu degisken taban pozisyonuna yerlestirmektir ¢iinkii uzatma, primerin 3

'ucundamiikemmel tamamlayiciliga baghdir (Newton ve ark., 1980; Twyman, 2005).
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Sekil 1.9. Alel tamimlama yontemlerinin prensipleri. (a) Alele 6zgii melezleme. (b) Alele 6zgii PZR.
(c) Alele 6zgii tek baz primer uzatma. (d) Alele 6zgii invaziv boliinme. Her durumda, TNP pozisyonu
ve probdaki degisken baz pozisyonu gosterilmektedir (Twyman, 2005).

1.4.2. Alel-Spesifik Ligasyonu

DNA ligazlari, DNA molekiillerinde bosluklar1 tamir etmede oldukga
spesifiktir. Iki bitisik oligoniikleotid bir DNA sablonuna yapistiginda, bunlar sadece
oligoniikleotidler birlesme noktasindaki sablona miikemmel sekilde uyuyorsa birlikte
baglanirlar (Barany,1991). Oligoniikleotidlerden biri, iki allele 6zgii varyantlara
sahiptir ve tanimlayici baz 3’ konumunda bulunur. Allele 6zgii oligoniikleotid (ASO)
ve sablon arasinda mitkemmel tamamlayicilik varsa, ortak oligoniikleotide basariyla
baglanir. Eger degilse, ligasyon basarisiz olur ve iki oligoniikleotid ayr1 kalir.
Ligasyon en yiiksek spesifite seviyesine sahip olmakla birlikte, allelik tanimlama
mekanizmalar1 arasinda en iyi duruma getirilmesi en kolay olanidir, ancak en yavas
reaksiyon budur ve en fazla sayida modifiye prob gerektirmektedir. Analizin kendi
icinde ¢ok hassas degildir, ancak ligaz zincir reaksiyonu veya yuvarlanma ¢ember
biiyiitme teknolojisi (RCAT, Yaklasik 80 niikleotid uzunlugundaki iki ASOs,

sablonda bir daire olusturmak i¢in, baglandiginda kapal1 bir dongii veya asma Kilit
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probu iiretecek sekilde tasarlanmistir) gibi ek adimlar kullanilarak duyarlilik
arttirilabilir.Bu daireye baglanan primerler bir iplik¢ik degistirici DNA polimeraz ile
genisletilebilir, boylece yeni iplik¢ik daireyi tamamladiginda ve kendisiyle
karsilastigi zaman, siirekli olarak yer degistirir, floresan yontemlerini kullanarak

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

1.4.3. Alel Spesifik Tek-Bazh Primer Uzatma

Alel-spesifik tek-bazli uzatmada (ayn1 zamanda mini sekans olarak da
adlandirtlir), polimorfik bolgenin yukarisindaki bir niikleotidi baglayan primerler
tasarlanir ve alel tanimlama, miikkemmel bir sekilde yapismis primerin uzama
kabiliyetine baglidir (Sekil 9¢) (Syvanen, 1999). Bu, allel-spesifik PZR'den farklidir,
burada tanmima pozisyonu, primerlerden bir tanesi igindedir ve uzanti, primerin
sablonuna yapisma Yetenegine baghidir. Alel-spesifik primer uzatma yontemleri
hibridizasyon / yapistirma denemelerine gére daha uyarlanabilirdir, ¢linkii cok daha
fazla cesitlilikte etiketleme stratejileri kullamlabilir. Ornegin, ¢dzelti i¢indeki serbest
niikleotitler, dort farkli floresan etiketi, kiitle etiketi veya hapten ile etiketlenebilir ve
aynt karisimi ¢oklu TNP'lerin paralel olarak (6rn., Bir mikrodizi iizerinde)
saptanmasinda kullanilmasma izin verilir. Genotipleme igin primer uzatma
yontemleri Genetik Bit Analiz?™ (GBA) teknolojisi olarak genis 6lgiide
patentlenmistir Ve birgok popiiler ticari genotipleme sisteminin (6rn., SnaPshot)

temelini olusturmustur (Twyman, 2005).

1.4.4. Alel-Spesifik Enzimatik Kesim

Yapiya 6zgii enzimler, st iiste binen oligoniikleotid problarin melezlesmesiyle
olusan kompleksleri ayirirlar. Polimorfik alanin st tiste geldigi noktada olacak
sekilde tasarlandiginda, dogru {iist liste binen yapi, tek-baz uyumsuzlugu/yanlis
eslesme olan probla degil, sadece alel spesifik problar tarafindan olusturulur. Yiiksek
sicaklik ve alel spesifik probun fazlaligi, izotermal bir reaksiyonda bulunan her bir

hedef dizi igin ¢oklu problart bélebilir. Bu yontemin yenilik¢i bir uygulamasinda,
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bolinmiis alel-spesifik problar, etiketli bir ikincil probun ayrildigi ikinci bir
reaksiyonda kullanilir. Bu sinyal amplifikasyon asamasi, PZR gibi bir hedef
amplifikasyon islemine gerek kalmaksizin tespit i¢in, tiretilen etiketlenmis boliinme
iriin miktarinin saatte hedef dizi basina 106-107 ye kadar artirilmasina yardimci
olmaktadir (Hall ve ark., 2000).

Bu yontemin ana avantajlari, reaksiyonun izotermal ozelligi ve PZR
amplifikasyonu olmaksizin genotipleme potansiyelidir. Daha iyilestirmeye ihtiyag
duyan baz1 teknik sorunlar mevcuttur. ilk olarak, reaksiyon igin gerekli olan genomik
DNA miktar1 yiiksektir. Ikincisi, marker-spesifik probun saflig1 ¢ok yiiksek
olmaldir. Ugiincii olarak, prob tasarimi biraz zor, ¢iinkii siirekli reaksiyonlar ayni
kosullar altinda calismalidir, ancak TNP'lerin dizi igerigi sabittir. Prob tasarim
algoritmasinin daha da gelistirilmesiyle bu teknik problemlerin tstesinden gelinebilir
(Kwok, 2001).

1.5. Polimeraz Zincir Reaksiyonu-Restriksiyon Parca Uzunluk Polimorfizm
(PZR-RPUP) Analizi

PZR-restriksiyon fragman uzunlugu polimorfizm (RPUP) analizi genotipleme
icin popiiler bir tekniktir. PZR-RPUP, PZR ile ¢ogaltilmis DNA'nin endoniikleaz ile
muamelesini temel almaktadir. Spesifik restriksiyon enzimleri, PZR iriiniiniin nokta
mutasyon bolgesinde DNA'y1 tanir ve burdan keserler. TNP tipleri, endoniikleaz
kesiminden kaynaklanan daha kiiciik DNA pargalarinin boyutunu dogrulamak ve
ayirmak icin jel elektroforezi kullanilarak kolayca tanimlanabilir. PZR-RPUP basit,
hassas ve giivenilir bir yontemdir ve enstriimantasyona minimum yatirim gerektirir.
Bu protokoliin sinirlamalari, hedef TNP dizilerinin ticari restriksiyon enzimleri i¢in
uygun olmadig: ve tersine, dizilerin tek bir restriksiyon enzimi i¢in ¢ok fazla tanima
noktalarina sahip oldugu durumlardadir (Abbud ve ark.,1998; Simsek ve ark., 2002;
Bu ve ark., 2007). Bu yontem sadece bir TNP'nin genotiplenmesi i¢in degil, ayn1
zamanda ekleme / ¢ikma polimorfizmleri ve ¢oklu TNP gruplarindan olusan insan
16kosit antijeni alelleri (HLA) gibi ¢oklu mutasyonlar igin kullanilabilir (Ota ve ark.,
1992). ABO kan grubu polimorfizmi, insanlarda gozlenen ve analiz edilen ilk

molekiiler polimorfizmdir. Bu kirmiz1 kan hiicresinin antijenik varyasyonu, PZR-
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RPUP yontemiyle ABO genotipleri olarak tanimlanabilen A, B ve O allellerini
tireten birkag DNA tek-bazli ikamesinden kaynaklanmaktadir (Lee ve Chang, 1992).

PZR-RPUP teknolojisinin temel avantajlar1 ucuzluk ve gelismis enstriimanlara
gerek duymamasidir. EK olarak, PZR-RPUP analizinin tasarimi genellikle kolaydir
ve kamuya agik programlar kullanilarak gergeklestirilebilir. Dezavantajlar arasinda
belirli endoniikleazlara olan gereksinim ve bir¢ok TNP'nin ayni restriksiyon enzim
tanima bolgesini etkiledigi durumda kesin varyasyonlar1 belirleme zorlugu yer alir.
Ayrica, PZR-RPUP bir elektroforetik ayirma basamagini igeren birkag adimdan
olustugundan, nispeten zaman alicidir. Son olarak, her bir TNP i¢in spesifik primer
ciftleri ve restriksiyon enzimleri ihtiyacindan dolayi, bu teknik ¢ok sayida farkli
TNP'nin es zamanli analizi igin uygun degildir. Bu, yiiksek verimli analizinin
kullanilabilirligini sinirlamaktadir (Rasmussen, 2012).

PZR-RPUP, tiire 6zgii varyasyonlarin genotiplenmesi igin son derece degerli
bir tekniktir. Faktor V Leiden ve protrombin G20210A'nin genotiplendirilmesi igin
en yaygin kullanilan referans standarttir (Emadi ve ark., 2010). Aym1 zamanda, bir
Kidd-null fenotipi ile iliskili JK alelinin saptanmasi (Horn ve ark., 2012) ve
apolipoprotein E (APOE) allellerinin belirlenmesi dahil olmak iizere ¢esitli baska
amaglar i¢in kullanilmistir (Jiang ve ark., 2011). Tiir i¢i varyasyonlarin belirlenmesi
icin degerli olmanin yani sira, PZR-RPUP teknigi tiir tanimlama ve farklilasma igin
¢ok popilerdir. Yakin zamana kadar, mikobakteriyel tiirlerin tanimlanmasi ve
farklilastirilmasi igin tercih edilmistir (Sankar ve ark., 2011). 12S rRNA geninde
korunmus bir bolgeyi hedefleyen primerlerin kullanilmasi, ardindan restriksiyon
enzim tedavisi ve elektroforetik ayirma ile yakindan iligkili kiimes hayvanlari tiirleri
ayirt edilebilir (Saini ve ark., 2007). Benzer bir yaklasim, karacalar, kara geyik ve
kunduz gibi av hayvanlarini evcillestirilen gevis getiren hayvanlardan ayirmak igin
kullanilmigtir. Tek bir restriksiyon enziminin kullanilmasi, PZR-RPUP ile tiir
farklilasmasinda yeterli olabilir (Fajardo ve ark., 2009). Ancak, ¢ogu zaman,
yakindan iliskili tiirler arasinda ayirt etme kabiliyeti, birden fazla restriksiyon
enziminin uygulanmasini gerektirir (Rojas ve ark., 2009).

PZR-RPUP, primerler tasarlanmasi, uygun bir restriksiyon enziminin
belirlenmesi, amplifikasyon, amplifiye tiriinlerin restriksiyon enzim muamelesi ve

restriksiyon fragmanlarini gérmek igin elektroforez dahil olmak iizere birkag ayri
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adimdan olusur (Rasmussen, 2012). Burada dikkat, primer tasarimi, uygun kesim

enzimlerinin bulunmasi ve elektroforetik teknikler iizerine odaklanacaktir.

1.5.1. Primer Tasarimi ve RPUP Enzimlerinin Tanimlanmasi

PZR-RPUP daima bir optimum primer ciftinin tasarlanmasi1 ve PZR-amplifiye
edilmis tirindeki TNP'leri tanimlayacak olan restriksiyon enzimlerinin bulunmasi ile
baslar. Yiiksek kaliteli sonuglar elde etmek i¢in, spesifik amplifikasyon primerleri
tasarlamak ve restriksiyon enzimi veritabanindan (REBASE) (http://rebase.neb.com)
uygun bir restriksiyon enzimi se¢gmek Onemlidir. TNP bolgesinde tanimlama
restriksiyon siteleri (discriminative restriction sites) bulunursa dogal PZR-RPUP
kullanilabilir; Aksi halde, yapay restriksiyon siteleri (yanlis eslesmis PZR-RPUP
olarak bilinir) saglamak i¢in bitisik bolgelerde yanlis eslesmis bazlar uygulanir.
Hedef TNP'nin mevcut restriksiyon enzimleri i¢in herhangi bir bolinme bolgesi
bulunmasa bile, yanlis eslesmis PZR-RPUP yo6nteminin kullanilmasi miimkiindiir
(Love-Gregory ve ark., 2001). Bu yontemde, TNP sitesine bitisik yapay restriksiyon
siteleri (yanlis eslesmis) iceren primerler kullanir. PZR primer setleri, ortolog
olmayan spesifik olmayan bir bolge veya paralog (duplike) bir bolgeyi ¢ogaltmak
icin degil, belirli bir DNA bdlgesini ¢ogaltmak igin tasarlanmalidir (Zhang, ve ark.,
2005). Primerler ve restriksiyon enzimleri segiminin entegre edildigi PZR-RPUP 'nin
tasarimi igin birkag program bulunmaktadir (Cizelge 1.5). Bu tiir programlari
kullanarak PZR-RPUP 'nin tasarimi 6nemli miktarda zaman tasarrufu saglayabilir.
Ayrica, bu programlar, uygun restriksiyon enzimlerinin tanimlanmasinda ¢ok
etkilidir ve ¢cogu, hem dogal PZR-RPUP hem de yanlis eslesmis PZR-RPUP, ayrica
primer girig restriksiyon analizi (PIRA) veya zorlamali PZR restriksiyon fragman
uzunlugu polimorfizmi (F-PZR-RPUP) olarak da adlandirilmakta olup, igin primer

restriksiyon fragmanlarinin tasarimina izin verir (Rasmussen, 2012).
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Cizelge 1.5. PZR-RPUP'min tasarimu igin programlar.

Adi Fonksiyonu Referans
. L Ke ve ark.,
PIRA-PZR Yanlis eslesmis PZR-RPUP i¢in primerler tasarimi 2001
. - . S Niu ve Hu,
TNPicker Dogal ve yanlis eslesmis PZR-RPUP igin primerler tasarimi 2004
TNP Cutter Dogal ve yanlis eslesmis PZR-RPUP igin primerler tasarimi zfrhkangO\EJeS

Dogal ve yanlis eslesmis PZR-RPUP igin primerler tasarimi.

TNP-RPUP ing | Birden fazla TNP'li dizilere ek olarak bi-allelik, tri-alelik ve gl‘(a”go"lz
tetra-allelik TNP’leri kabul eder. B

Prim-TNP in Dogal PZR-RPUP, yanlis eslesmis PZR-RPUP i¢in Chang ve

g primer tasarimi ve normal PZR dahil diger amaglar ark., 2009

1.5.2. Amplikonlarin Kesilmesi

Bir PZR-RPUP analizinin giivenilirligi, kullanilan restriksiyon enziminin
tamima dizisini iceren fragmanlarin tam kesilmesine baghidir. Kesim karisiminin
dogru hazirlandigini  ve reaksiyon kosullarinin  uygun olup olmadigini
degerlendirmek igin, i¢ kesim kontroliiniin kullanilmasi onerilir. Amplifiye edilmis
fragmanin bir RPUP gostergesinin genotiplemesi igin kullanilan restriksiyon
enziminin polimorfik olmayan bir tanima boélgesini igermesi durumunda, bu site bir
i¢ kesim kontrolii olarak hizmet edebilir (Griffioen ve ark., 2005; Szantai ve ark.,
2006). Amplifiye edilmis fragmanda bu tiir polimorfik olmayan bir alan mevcut
degilse, yanlis eslesmis bir primerin tasarimi ile kullanilmis RPUP enzimi igin bir
tanima bolgesi yapay olarak yaratma olasiligi gbéz oOniinde bulundurulmalidir.
Ornegin, bu yaklasim K-ras gen mutasyonlarinin tanimlanmasi igin bir PZR-RPUP
analizinde kullanilmistir (Mora ve ark., 1998). Alternatif olarak, sindirim reaksiyonu,
ilgili restriksiyon enzim tanima bolgesini iceren bir DNA fragmani ile ¢ogaltilabilir
ve amplikonunkilerden baska boyutlarda pargalar iiretir (Lima-Neto ve ark., 2009).
Plazmidler, bu tiir i¢ sindirim kontrolii olarak kullanilmistir ve yaygin olarak
kullanilan restriksiyon enzimlerininbirgogunun tanima Yerlerini igerdiklerinden
bunlar i¢in uygundurlar. Floresan etiketli primerler ile gergeklestirilen PZR-RPUP

igin, bagka bir fliioresan boya ile etiketlenmis ve ilgili restriksiyon enzim tanima
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bolgesini igeren fragmanlar, i¢ sindirim kontrol fragmani olarak kullanilabilir
(Nielsen ve ark., 2007). Bazen, amplifiye edilmis fragmanlar birkag¢ RPUP markeri
igerir. Bu durumda aymi reaksiyon karisiminda birden fazla restriksiyon enzimi ile

ayn1 anda sindirim miimkiindiir (Szantai ve ark., 2006).

1.5.3. Elektroforetik Ayirma Ve Parcalarin Gorsellestirilmesi

Segilen restriksiyon enzim (ler) ile amplikonlarin tamamlanmasindan sonra,
elde edilen pargalar elektroforez ile ayrilir. Siklikla, bu, poliakrilamid ya da
molekiiler eleme matrisi olarak agaroz ile slab jel elektroforezi kullanilarak yapilir.
Son zamanlarda, kapiller elektroforez ve mikrokanal elektroforezi giderek daha
popiiler hale gelmistir. Geleneksel slab jellerine gore daha yiiksek ¢6zme giicii ve
verim sunmaktadir (Stellwagen ve ark., 2009; Sinville ve Soper, 2007).

Restriksiyon enzim ile islenmis amplikonlarin gorsellestirilmesi, floresan
etiketli amplifikasyon primerleri kullanilarak yapilabilir. Ancak, en yaygin PZR-
RPUP analizleri etiketlenmemis primerler ile gerceklestirilir. Bu durumda,
restriksiyon fragmanlarinin gorsellestirilmesi, elektroforez sirasinda (“"migratio™)
DNA pargalarimin etidyum bromiir veya baska bir floresan boya ile
komplekslestirilmesi ile gergeklestirilir. Kovalent olarak etiketlenmis primerler ile
PZR-RPUP analizi igin, restriksiyon-enzim ile islenmis pargalar genellikle isitilir ve
mikrosatellitlerin genotiplenmesi i¢in prosediirii benimseyen par¢a boyutlarini
belirlemek igin tek iplik¢ik halinde denatiire elektroforez ile analiz edilir. Bunun
avantaji, boyut belirlemenin oncelikli olarak par¢a uzunluklarina bagli olmasidir.
Tersine, denatiire edici olmayan kosullar altinda elektroforez kullanan DNA
fragmanlarimin boyut tayini, DNA fragmanlarinin konfigiirasyonundan etkilenebilir
(Nielsen ve ark., 2007; Rasmussen, 2012).
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1.5.4. Tezin Amaci

Cesitli ilaglar ve kimyasal maddelerin neden olabilecegi zararli etkiler sz
konusu etkenlerin viicuttan uzaklastirilmasinda rol oynayan enzimlerin aktiviteleri ile
iligkilidir. Bu enzimlerden o6nemli bir tyesi Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6)
proteinidir. Bu enzimi kodlayan gendeki degisiklik enzim aktivitesini de
degistirmektedir. Belirtilen genin bir¢ok antipsikotik ve antidepresan ilacin
metabolizmasinda rol almasi yaninda s6z konusu bu tedaviyi alan kisilerde intihar
riskinin daha fazla olmasi genin adli toksikoloji agisindan Onemini ortaya
koymaktadir. Ilave olarak CYP2D6 ile metabolize edilen ilaglarla olusabilecek
muhtemel zehirlenmeler yaninda yiiksek doz ila¢ kullanimina bagl toksikasyon ve
intihar vakalarin degerlendirilmesinde genetik farkliligin belirlenesi 6nemli veriler
sunacaktir. Bazi adli vakalarda genetik farklilikla iligkili olan ve bir ilacin metabolite
oraninin belirlenmesinin, vakanin aydmlatilmasindaki yeri ve Onemine vurgu
yapmaktadir. Bu bilgiler temelinde burdaki tez c¢alismamizda ama¢ CYP2D6
genindeki rs3892097 guaninden adenine olan farkliligin aydinlatilmasini saglayacak
bir genotipik analiz yonteminin laboratuvarimizda kurulmasi ve gerek adli

toksikoloji vakalarinda gerekse klinikte siireglerde rutin analiz haline getirilmesidir.
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2. GEREC VE YONTEM

2.1. Kullanilan Maddeler

100-1000 b¢ DNA ladder GeneRuler marker (Fermentas)
dNTP karisimi (Fermentas)

PZR Tampon (Fermentas)

Magnezyum (Fermentas)

Sentetik olgoniikleotid (Fermentas)

Tag DNA Polimeraz (Qiagen)

Insan genomik DNA (Promega, G3041)
Etilendiamin-tetraasetik asit (EDTA), (Merck)
Restriksiyon enzimi- Mva Il

Trizma Base (Merck)

Etidyum Bromiir (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. Kullanilan Cihazlar

pH metre (Mettler Toledo)

Terazi (Metler, Almanya)

Hassas terazi (Mettler Toledo 4 Digit)
Vorteks (Biosan)



Mikropipet seti (Ependorf, Thermo),

Jel Goriintiileme Sistemi (Syngene)

Termal Cycler (Techne Tc512)

Mini elektroforez tanki (Scie-Plas)

Midi elektroforez tanki (Thermo Scientific Easycast, EC)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi (Bio-Rad)

Mikrodalga Firin (Argelik)

Otoklav (Niive)

- 80 0C Derin dondurucu (Thermo Scientific forma 88000 series)
- 20 0C Derin dondurucu (Beko)

Mini santrifiij (Heraeus)

Mikro santrifiij (Combi — spin, Boeco, Almanya)
Spektrofotometre (WPA Biowave, S2100 Diode Array)

2.3. DNA Saflik ve Miktar Tayini

DNA Miktarmin Tayini

Insan genom DNA (Promega) ¢ozeltisinden tam 5 pl alind1 ve onun iistiine 95
pl distile su eklenerek 1/20 oraninda diliie edildi. Spektrofotometrede DNA
¢ozeltilerin 260 nm dalga boyundaki verdikleri absorbans saptanarak alttaki formiil
ile icerdikleri DNA miktari tespit edildi.

DNA (png/ml) = A260 x d x | x 50

Formiilde gosterilen:

A260 : Spektrofotometrede 260 nm’ de gdsterilen deger.

d: Seyreltme faktorii.

I: Spektrofotometre kiivetinin uzunlugu.

50: Cift iplik DNA miktar tayininde kullanilan sabit deger. A260 pg/ml verisine

doniistiirme katsayisi.

50



izole Edilen DNA Safliginin Saptanmasi

Spektrofotometrede 260 nm dalga boyunda okunan absorbans degeri, 280 nm
dalga boyunda okunan absorbans degerine boliinerek A260 /A280 orani belirlendi.
Orani 1,7 -2,0 olan DNA 6rneklerinin iyi bir saflikta oldugu belirlendi.

2.4. Deney Kurgusu

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

analizinin kurulmasi i¢in optimizasyon deneylerinin gergeklestirilmesi.

2.5. PZR ve RPUP Optimizasyon Calismalari

Uygun PZR kosullarin1  belirlemek amaciyla http://www.justbio.com/
oligocalc/index.php internet sayfasindan hedeflenen iiriiniin erime sicaklig1 degerleri
ve % GC oranlar hesaplanarak teorik olarak uygun olan yapisma ve denatiirasyon
sicakliklart hesaplanmistir. Ayn1 zamanda daha 6nce yayinlanmis galismalardan da
yararlanilmigtir. Buna gore, CYP2D6 geni *4 alelini igeren bolgenin PZR yontemi

ile cogaltilmasinda asagida verilen dizilimler secilmistir:

2D6*4 Forward: 5°- GCC TTC GCC AAC CAC TCC G-3°
2D6*4 Reverse: 5’- AAATCC TGC TCT TCC GAG GC-3’

A. PZR Reaksiyonu Komponentleri ile Tlgili Optimizasyon Cahsmalari

1. Magnezyum iyon (Mg) konsantrasyonu: Amplifikasyon iizerinde meydana
gelen etkilerini gormek i¢in Mg iyon konsantrasyonu 1- 3 mM arasindaki
degerlerde denenmistir.

2. Deoksiniikleotid trifosfat (ANTP; dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP)
konsantrasyonu: Basarili ve istenen bolgenin en dogru sekilde
cogaltilabilmesi i¢in 50, 100, 150, 200 ve 300 puM konsantrasyonlarda

denenerek en uygun konsantrasyon saptanmistir.
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3. Primer konsantrasyonlari: oOncelikle her iki primer 100 pmol/ul
konsantrasyonda olacak bir sekilde stoklari ayarlandi. Sonradan reaksiyon
tizerinde meydana gelen etkilerini gérmek igin her iki primerin 5, 10, 15, 20
pmol/ul konsantrasyonlar1 ayarlanmistir.

4. DNA konsantrasyonu: Genomik DNA konsantrasyonlar1 sirasiyla 50,100,
200 ve 300 ng arasindaki farkli konsantrasyonlarda denendi.

5. Taq Basarili ve istenen bolgenin en dogru sekilde ¢ogaltilabilmesi igin 0.6,
0.8 ve 1U konsantrasyonlarda denenerek en uygun konsantrasyon

saptanmistir.

B. PZR Program Sicakliklar: ve Siireleri ile flgili Optimizasyon Cahsmalari

1. Denatiirasyon sicakligi
Denatiirasyon sicakligir sirasiyla 92, 94, 95, 96 ve 97 °C sicakliklarinda
denendi 5 dakika olarak denendi.

2. Denatiirasyon Sicaklik stireleri
Denatiirasyon sicakligi ilk asamada 3-8 dakika arasinda ardindan 30 saniye,
45 saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye ve 2 dakika olarak 5 farkli
parametrelerde denendi.

3. Primer baglanma sicaklig1
PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan yapisma sicakligr 50, 52, 54,
56 ve 58 °C degerlerde denendi.

4. Primer baglanma siiresi
Yeterince iiriin elde edilebilmesi ve tek bir bandin goriildiigii baglanma Siiresi
icin 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelerde primer baglanma optimizasyonu
gergeklestirildi.

5. Sentez siiresi
Genotiplemede bir sonraki asamada kullanilabilecek kadar {iriin elde
edilmesinde sentez siiresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2
dakikalarda sentez siiresi optimizasyonu gergeklestirildi.

6. Dongii sayist

En uygun dongii sayisini tespiti etmek icin 20, 25, 30, 35, 40 dongiileri denendi.
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C. PZR Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Belirlenmesine Yonelik Calismalar

1. Agaroz tipinin se¢imi ve konsantrasyonun belirlenmesi: CYP2D6*4 allelin
PZR iirlinlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden sunlar denenmistir;
basic, gamma ve nu. Bu agaroz tiplerinin her birinin % 0.5, % 0.75, % 1, %
1.5 ve % 2’lik konsantrasyonlar1 hazirlandi.

2. PZR iirtin miktari: PZR {iriin miktar1 5, 7.5, 10, 12.5, 15 pl degerlerinde
denenmistir.

3. Volt, amper ve siirenin belirlenmesi: PZR firiinlerinin jel elektroforezinde
tayin edilmesi sirasinda denenen volt, amper ve siire degerleri asagidaki
gibidir;

Volt: 75, 100, 125, 175, 200
Amper: 0.5,1, 2 mA
Siire: 30, 40 50, 60 dakika

D. PZR Uriiniin RPUP Optimizasyonu Deneyleri

RPUP optimizasyonu ¢aligmasinda restriksiyon enzim konsantrasyonu,

reaksiyon hacim optimizasyonu ve inkiibasyon siiresi ¢alismalar1 gergeklestirildi.

1. Restriksiyon enzim konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonlar1 0.5, 1, 1.5 U olarak denenmistir.
2. Reaksiyon hacmi

Reaksiyon hacimleri 10, 20, 30 ul olarak denenmistir.
3. Inkiibasyon siiresi

Yukaridaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 6 saat, 8 saat ve tim
bir gece boyunca inkiibasyon stireleriyle karsilastirildi.

Inkiibasyon sicakligi 37°C olarak ayarlandi ve tiim bir gece boyunca 1s1
blogunda bekletildi, ardindan %2 degerindeki gamma agaroz ile hazirlanan jelde
yiriitilldi. Sonunda kesim iiriinlerin en iyi olarak gozlendigi en uygun kosullar tespit
edildi.
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E. RPUP Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi

1.

2.

RPUP iiriin miktar1

RPUP iiriin miktar1 11, 15, 16 ul degerlerinde denenmistir.

Agaroz tipinin se¢imi ve konsantrasyonun belirlenmesi: CYP2D6*4 allelin
RPUP iiriinlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden sunlar denenmistir;
basic, gamma nu. Her bir agaroz tipinin %1, %2, %25 ve %3’lik
konsantrasyonlar1 hazirlandi.

Volt, amper ve siirenin belirlenmesi: RPUP iiriinlerinin jel elektroforezinde
tayin edilmesi sirasinda denenen volt, amper ve siire degerleri asagidaki
gibidir;

Volt: 75, 100, 125, 175, 200

Amper: 0.5, 1,2 mA

Siuire: 30, 40, 50, 60 dakika
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3. BULGULAR

3.1. CYP2D6 Geni *4 Aleli icin Genotipik Analiz Metodunun Kurulmasi

CYP2D6 geni *4 aleli genotipik analizi PZR-RPUP yontemi ile
aydinlatilmistir. Genetik farkliligin aydinlatilabilmesi i¢in kullanilan PZR-RPUP
teknigi asagidaki li¢ asamadan olusmaktadir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Analizi

Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizm (RPUP) Analizi

Genotipin Belirlenmesi

Reaksiyonlarin optimizasyonunda ¢esitli faktorler onemlidir. Basarili bir
amplifikasyon, deoksiniikleotit trifosfat konsantrasyonlari, oligoniikleotitler ve
konsantrasyonlar, DNA polimeraz ve konsantrasyonu, baglanma sicakligi, dongii
sayisi, DNA sablonunun konsantrasyonu, denatiirasyon, baglanma ve uzatma siireleri

dahil olmak tizere birgok degisken arasindaki dengenin sonucudur.

3.2. CYP2D6 Geni *4 Alelini iceren Genom Diziliminin PZR ile Cogaltilmasi

Optimizasyon Deneylerinin Sonuglari

3.2.1. Primerler Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile g¢ogaltilmasinda
belirlenmis olan oligoniikleotidlerin konsantrasyonlari, hedeflenen bdlgenin
cogaltilmasinda en onemli parametrelerden biridir. Bu amagla sadece analizi
yapilacak insan genomik DNA kismimin g¢ogaltilip, primerlerin genomun diger
bolgelerine baglanmadan sadece tek bandin elde edildigi konsantrasyon
optimizasyon deneyi Gere¢ ve Yontem boliimiiniin A.3 kisminda belirtildigi gibi
gerceklestirilmistir. Dogru bélgenin ¢ogaltilmasinda en iyi iiriin elde edilmesinde 5
pmol, 10 pmol, 15 pmol ve 20 pmol konsantrasyonlardaki primer ciftleri
denenmistir. Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve dogru bir sekilde

elde edildigi primer konsantrasyonu 20 pmol olarak belirlenmistir. CYP2D6 geni *4
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alelini igeren genom diziliminin PZR ile g¢ogaltilmasinda  primer
konsantrasyonalarmin hedeflenen iiriin {izerine olan etkisi Sekil 3.1'de yer

almaktadir.

Sekil 3.1. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genomik DNA bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda,
primer konsantrasyonlarinin PZR iiriinii iizerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 b¢ DNA marker, 2-
5. kolonlar: sirasiyla 20, 15. 10, ve 5 pmol konsantrasyondaki primerler. PZR hedef iiriinii: 355 bg.

3.2.2. Magnezyum Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile ¢ogaltilmasinda
kullanilan magnezyum iyonlar1 Taq polimerazin aktivitesi i¢in ¢ok 6nemlidir. Bir jel
tizerinde ayr iriin elde etmek i¢in magnezyum kloriir konsantrasyonlar1 her PZR
reaksiyonu igin ayarlanmalidir. Bu nedenle sadece analizi yapilacak insan genomik
DNA kisminin ¢ogaltilmasinda magnezyum iyonunun ekstra bandlarin gézlenmedigi
konsantrasyon optimizasyon deneyi Gere¢ ve Yontem bolimiiniin A.1 kisminda
belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Dogru bdlgenin ¢ogaltilmasinda en iyi iiriin elde
edilmesinde 3.0 mM, 250 mM, 2.25 mM, 20 mM, 1.50 mM ve 1.0 mM
konsantrasyonlardaki magnezyum iyon degerleri denenmistir. Sonraki analizlerde
hedeflenen dizilimin en verimli ve dogru bir sekilde elde edildigi magnezyum iyon
konsantrasyonu 1.50 mM olarak belirlenmistir. CYP2D6 geni *4 alelini igeren
genom diziliminin PZR ile ¢ogaltilmasinda magnezyum iyon konsantrasyonlarinin

hedeflenen iiriin tizerine olan etkisi Sekil 3.2'de yer almaktadir.
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Sekil 3.2. CYP2D6 geni *4 alelini iceren genomik DNA bélgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda,
magnezyum konsantrasyonlarinin PZR {riinii tizerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 b¢ DNA
marker, 2-7. kolonlar: sirasiyla 3.0, 2.50, 2.25, 2.0, 1.50 ve 1.0 mM konsantrasyondaki magnezyum
igeren PZR firtinleri. PZR hedef iirtinii: 355 bg.

3.2.3. Deoksiniikleotid Trifosfat (ANTP; dATP, dCTP, dGTP, ve dTTP)

Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile g¢ogaltilmasinda
belirlenmis olan deoksiniikleotit konsantrasyonlari, genomik DNA'nin sentezi igin
hem enerji hem de niikleositleri saglamaktadir. Bu amagla analizi yapilmasi istenen
insan genomik DNA bolgesinin en dogru sekilde cogaltilabilmesi igin dNTP
konsantrasyonunun hi¢ ekstra band olugsmadan sadece tek bandin elde edildigi
konsantrasyon optimizasyon deneyi Gere¢ ve Yontem bolimiinin A.2 kisminda
belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Dogru bdlgenin ¢ogaltilmasinda en iyi iiriin elde
edilmesinde 300 uM, 200 uM, 150 uM, 100 uM ve 50 uM dNTP
konsantrasyonlardaki degerler denenmistir. Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin

en verimli ve dogru bir sekilde elde edildigi ANTP konsantrasyonu 200uM olarak
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belirlenmigtir. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile
cogaltilmasinda dNTP konsantrasyonalarinin hedeflenen iiriin iizerine olan etkisi

Sekil 3.3'te yer almaktadir.

Sekil 3.3. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genomik DNA bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda,
dNTP konsantrasyonunun, PZR {iriinii tizerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 b¢ DNA marker, 2-6.
kolonlar: sirasiyla 300, 200, 150, 100 ve 50 uM dNTP igeren PZR iiriinleri. PZR hedef iriinii: 355 bg.

3.2.4. insan Genomik DNA Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile g¢ogaltilmasinda
kullanilan genomik DNA konsantrasyonlarmin PZR iiriinii {izerinde hedeflenen
bolgenin c¢ogaltilmasinda en basarili ve istenen bolgenin en dogru sekilde
cogaltilabilmesini elde edildigi genomik DNA konsantrasyon optimizasyon deneyi
Gere¢ ve Yontem bolimiiniin A.4 kisminda belirtildigi gibi gergeklestirilmistir.
Dogru bolgenin ¢ogaltilmasinda en iyi iiriin elde edilmesinde 50 ng, 100 ng, 200 ng
ve 300 ng konsantrasyonlardaki genomik DNA degerleri denenmistir. Sonraki
analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve dogru bir sekilde elde edildigi
genomik DNA konsantrasyonu 200ng olarak belirlenmistir. CYP2D6 geni *4 alelini
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iceren genom diziliminin PZR ile ¢ogaltilmasinda genomik DNA bdlgesinin

hedeflenen iiriin iizerine olan etkisi Sekil 3.4'te yer almaktadir.

Sekil 3.4. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genomik DNA bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda,
genomik DNA konsantrasyonlarinin PZR iriini iizerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 b¢ DNA
marker, 2-5. kolonlar: sirasiyla 50, 100, 200 ve 300 ng konsantrasyondaki genomikDNA o6rnekleri.
PZR hedef irtiinii: 355 bg.

3.2.5. Tag DNA Polimeraz Konsantrasyon Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile ¢ogaltilmasinda
belirlenmis olan Taq polimeraz konsantrasyonlari, hedeflenen bdlgenin
cogaltilmasinda 1s1 stabilite sicakligindaki optimum avantajlar ile PZR reaksiyonu
icin en ¢ok kullanilan DNA polimeridir. Analizi yapilacak insan genomik DNA
kismimin gogaltilip, primerlerin genomun diger bolgelerine baglanmadan sadece tek
bandin elde edildigi konsantrasyon optimizasyon deneyi Gere¢ ve Yontem
boliminiin A5 kisminda belirtildigi gibi gergeklestirilmistir. Dogru bdlgenin
cogaltilmasinda en iyi trin elde edilmesinde 1.0 U, 0.80 U, ve 0.60 U
konsantrasyonlardaki Taq DNA polimeraz degerleri denenmistir. Sonraki analizlerde
hedeflenen dizilimin en verimli ve dogru bir sekilde elde edildigi Tag DNA
polimeraz konsantrasyonu 1.0 U olarak belirlenmistir. CYP2D6 geni *4 alelini i¢eren
genom  diziliminin PZR ile g¢ogaltilmasinda Taq DNA polimeraz

konsantrasyonalarinin hedeflenen iiriin {izerine olan etkisi Sekil 3.5'te yer almaktadir.
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Sekil 3.5. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genomik DNA bdlgesinin PZR yontemi ile gogaltilmasinda,
Tag DNA polimeraz konsantrasyonunun PZR iiriinii {izerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 bg
DNA marker, 2-4. kolonlar: sirasiyla 1.0, 0.80, ve 0.60 U Taq DNA polimeraz igeren PZR firiinleri.
PZR hedef iiriinii: 355 bg.

3.2.6. PZR Dongii Sayis1 Optimizasyon Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR ile ¢ogaltilmasinda
belirlenen reaksiyon dongii sayilari, hedeflenen bolgenin ¢ogaltilmasindaki onemli
faktorlerden biridir. Hedeflenen insan genomik DNA kisminin ¢ogaltilmasinda, en
iyi sekilde elde edildigi primerlerin genomun diger bolgelerine baglanmadan sadece
tek bandin elde edildigi reaksiyon dongii sayisi optimizasyon deneyi Gereg ve
Yontem bolimiiniin B.6 kisminda belirtildigi  gibi gergeklestirilmistir. Dogru
bolgenin ¢ogaltilmasinda en iyi triin elde edilmesinde 40, 35, 30, 25 ve 20 dongii
sayilart denenmistir. Sonraki analizlerde hedeflenen dizilimin en verimli ve dogru
bir sekilde elde edildigi dongii sayis1 35 olarak belirlenmistir. CYP2D6 geni *4
alelini igeren genom diziliminin PZR ile gogaltiimasinda dongii sayisinin hedeflenen

iiriin tizerine olan etkisi Sekil 3.6'da yer almaktadir.
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Sekil 3.6. CYP2D6 geni *4 alelini iceren genomik DNA bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda
reaksiyon dongii sayisinin PZR tiriinii tizerine olan etkisi. Birinci (1) kolon: 100 b¢ DNA marker, 2-6.
kolonlar: sirasiyla 40, 35, 30, 25 ve 20 dongii sayili PZR iiriinleri. PZR hedef tiriinii: 355 bg.

3.2.7. Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizm (RPUP) Analiz Optimizasyon

Sonucu

CYP2D6 geni *4 alelini igeren genom diziliminin PZR iriinlerinin RPUP
analizine ait optimizasyon deneyinde 355 bg igeren PZR fiiriinii, GA genotipinde
(355-250-105 bg) PZR ve kesim iiriinleri, GG genotipinde (250-105 bg) kesim
iriinleri ve AA genotipinde ise (355 b¢) olan PZR iiriinii elde edilmistir. Bu analize
ait tim genotiplerin gozlendigi agaroz jel elektroforez goriintiisii Sekil 3.7'de yer

almaktadir.

Sekil 3.7. CYP2D6 geni *4 alelini igeren genomik DNA bélgesinin PZR-RPUP yontemi ile genotipik
analizin agaroz jel elektroforezdeki goriintiisii. Birinci (1) kolon: 355 bg igeren PZR {iriinii, ikinci (2)
kolon100 b¢ DNA marker, 3-5. kolonlar sirasiyla GA genotipinde (355-250-105 bg) olan PZR iiriini,
GG genotipinde (250-105 bg) olan PZR iiriinii ve AA genotipinde (355 bg) olan PZR {iriinii.

61



3.3.CYP2D6 Geni *4 Alelini liceren Genom Diziliminin PZR ile
Cogaltilmasinda PZR Programu ile Tlgili Sicaklik ve Siire Optimizasyon

Deneylerinin Sonuglar:

3.3.1. Denatiirasyon Sicakhig:

Denatiirasyon sicaklig1 sirastyla 92, 94, 95, 96 ve 97 °C sicakliklarinda 5
dakika olarak denendi. En wuygun denatiirasyon sicakliginin 94 °C oldugu

gbzlemlendi.

3.3.2. Denatiirasyon Sicaklik Siireleri

Denatiirasyon sicakligi ilk asamada 3-8 dakika arasinda ardindan 30 saniye, 45
saniye, 1 dakika, 1 dakika 30 saniye ve 2 dakika olarak 5 farkli parametrelerde
denendi. En iyi olan sonuglar ilk denatiirasyon i¢in 5 dakika, sonraki denatiirasyon

icin 1 dakika olarak tespit edildi.

3.3.3. Primer Baglanma Sicakhgi
PZR amplifikasyonunda kritik parametre olan yapigma sicakligi 50, 52, 54, 56

ve 58 °C arasindaki farkli degerlerde denendi ve en uygun yapisma sicakligi 52 °C
olarak tespit edildi.

3.3.4. Primer Baglanma Siiresi
Yeterince {irtin elde edilebilmesi ve tek bir bandin goriildiigii baglanma siiresi

i¢in 20, 30, 40, 50 ve 60 saniyelerde primer baglanma optimizasyonu gergeklestirildi.
En iyi sonug 60 saniyede elde edildi.
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3.3.5. Sentez Siiresi

Genotiplemede bir sonraki asamada kullanilabilecek kadar iiriin elde
edilmesinde sentez siiresi 30 saniye, 45 saniye, 1 dakika, 1.5 dakika ve 2 dakikalarda
sentez siiresi optimizasyonu gerceklestirildi. En iyi sonug 2 dakika sentez siiresi ile
elde edildi.

3.4.CYP2D6 Geni *4 Alelini iceren Genom Diziliminin PZR ile PZR
Uriinlerinin Jel Elektroforezinde Belirlenmesine Yonelik Optimizasyon

Deneylerinin Sonuglar:

3.4.1. Agaroz Tipinin Se¢imi ve Konsantrasyonun Belirlenmesi

CYP2D6*4 allelin PZR firlinlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden
sunlar denenmistir; basic, gamma ve nu. Bu agaroz tiplerinin her birinin %1, %2,
%2,5 ve %3’lik konsantrasyonlari hazirlandi. En iyi sonug ise % 2 degerinde

hazirlanan basic agaroz tipi ile alindu.

3.4.2. PZR Uriin Miktar1

PZR iiriin miktar1 5, 7.5, 10, 12.5, 15 pl degerlerinde denendi ve en uygun
miktarm 12.5 pl oldugu tespit edildimistir.

3.4.3. Volt, Amper ve Siirenin Belirlenmesi

PZR iiriinlerinin jel elektroforezinde tayin edilmesi sirasinda denenen volt,
amper ve siire degerleri agagidaki gibidir;

Volt: 75, 100, 125, 175, 200

Amper: 0.5, 1, 2 mA

Siire: 30, 40 50, 60 dakika
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Bu degerler arasinda farkli kombinasyonlar yapildi ve sonunda en iyi olan
sonug 125V, 0.5 mA ve 30 dakika olarak tespit edildi.

3.5. CYP2D6 Geni *4 Alelini iceren Genom Diziliminin PZR ile PZR

Uriinlerinin RPUP Analizine Ait Optimizasyon Deneylerinin Sonuclari

RPUP optimizasyonu c¢alismasinda restriksiyon enzim konsantrasyonu,

reaksiyon hacim optimizasyonu ve inkiibasyon siiresi ¢alismalar1 gergeklestirildi.

3.5.1. Restriksiyon Enzim Konsantrasyonu

Enzim konsantrasyonlar1 0.5, 1, 1.5 U olarak denenmistir. Uriiniin tam olarak

kesilmesini saglayan enzim konsantrasyonu 1 U olarak saptanmustir.

3.5.2. Reaksiyon Hacmi

Reaksiyon hacimleri 10, 20, 30 pl olarak denenmistir. En uygun olan reaksiyon

hacmin 20 pl oldugu belirlendi.

3.5.3. Inkiibasyon Siiresi

Yukaridaki belirtilen parametreler kombinasyonlu olarak 6 saat, 8 saat ve tim
bir gece boyunca inkiibasyon siireleriyle karsilastirildi. En iyi inkiibasyon siiresinin
gece boyunca oldugu tespit edildi.

Inkiibasyon sicakligi 37°C olarak ayarlandi ve tiim bir gece boyunca 1s1
blogunda bekletildi, ardindan %2 degerindeki gamma agaroz ile hazirlanan jelde
yiiriitiildii. Sonunda kesim firiinlerin en iyi olan sekilde goriildiigli en uygun kosullar

tespit edildi.
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3.6. CYP2D6 Geni *4 Alelini iceren Genom Diziliminin PZR ile RPUP
Uriinlerinin Jel Elektroforezi ile Belirlenmesi Analizine Ait Optimizasyon

Deneylerinin Sonuglar:

3.6.1. RPUP Uriin Miktar

RPUP iirlin miktar1 11, 15, 16 ul degerlerinde denendi ve en uygun olan
miktarm 11 pl oldugu saptandi.

3.6.2. Agaroz Tipinin Se¢imi ve Konsantrasyonun Belirlenmesi

CYP2D6*4 allelin RPUP firiinlerinin tespit edilmesinde agaroz tiplerinden
sunlar denenmistir; basic, gamma nu. Her bir agaroz tipinin %1, %2, %2,5 ve %3’
lik konsantrasyonlar1 hazirlandi. En iyi olan sonug ise %2 degerinde hazirlanan

gamma agaroz tipi ile alindu.

3.6.3. Volt, Amper ve Siirenin Belirlenmesi

RPUP iiriinlerinin jel elektroforezinde tayin edilmesi sirasinda denenen volt,

amper ve siire degerleri asagidaki gibidir;

Volt: 75, 100, 125, 175, 200
Amper: 0.5,1, 2 mA
Siire: 30, 40, 50, 60 dakika

Bu degerler arasinda farkli kombinasyonlar yapildi ve sonunda en iyi olan
sonug 125V, 0.5 mA ve 30 dakikada tespit edildi.

Yaptigimiz tim bu optimizasyon g¢alismalarimizin sonucu olarak CYP2D6*4
alleli i¢in arastirmamizda kullanilacak olan PZR reaksiyonu, PZR programi ve RPUP

teknigiyle ilgili parametreler asagidaki cizelgede belirtilmistir.
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Cizelge 2.1. CYP2D6*4 geni i¢in PZR reaksiyon konsantrasyonlari (A), PZR programi (B), RPUP

kosullar1 (C)

A) PZR Reaksiyon Konsantrasyonlari

MIKROLITRE

BILESEN ul ANA KONS.
Tampon 25 10X
Magnezyum 15 1.50 mM
dNTP 25 200 pM
Primer 1-1 20 pmol
Taq 0.125 1U/ul
Su -
DNA 3 200 ng/pl
Toplam hacim 25
B) PZR Programi
Sicaklik Siire Dongii
94 °C 5 dak 1
94 °C 1 dak
52°C 1 dak 35
72 °C 2 dak
72 °C 5 dak 1
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C) RPUP Kosullari

BILESEN MiKRglLiTRE ANA KONS,
PZR {iriinu 125
RE tamponu 2 10X
RE (Mva I) 1 10U/l
Su 4.5
Toplam hacim 20

Inkiibasyon sicaklig1 37°C olarak ayarlanip tiim gece 1s1 blogunda bekletildi,
ardindan %2’lik gamma agaroz ile hazirlanan jelde yiiriitiildi. Boylece kesim

tirtinlerin en iyi sekilde goriildiigii kosullar belirlendi.



4. TARTISMA

4.1. CYP2D6 Geni *4 Aleli icin Genotipik Analiz Metodunun Degerlendirilmesi

Calismamizda CYP2D6 geni *4 aleli i¢in genotipik analiz metodunun
gelistirilmesi i¢gin PZR-RPUP yontemi kullanilmistir. Bu yontemle gergeklestirilen
genotipik analiz metodunun en basarili sekilde sonuglanmasi igin PZR reaksiyonu
kosullar1 komponentleri ile ilgili optimizasyonlar, PZR programu ile ilgili sicaklik ve
slire optimizasyonlari, PZR firlinlerinin jel elektroforezinde belirlenmesine yonelik
caligmalar, PZR tirtiniin RPUP optimizasyonu, RPUP iiriinlerinin jel elektroforezi ile
belirlenmesi gibi ¢alismalardan elde ettigimiz sonuglar tezin BULGULAR kisminda
ayr1 ayr1 belirtilmektedir. Elde ettigimiz sonuglar kurmak istedigimiz genotipik
analiz metodu igin en uygun verileri géstermistir, dolaysiyla CYP2D6 geni *4 alelini
iceren genomik DNA bolgesi PZR-RPUP yontemi ile agaroz jel elektroforezde
basarili sekilde tespit edildigini belirtmistir.

4.1.1. Primerler

Herhangi bir PZR uygulamasinin basarili olmasinin en 6nemli basamagi uygun
primerler kullanilmasidir.  Oligoniikleotid primerleri  genellikle 18-30 baz
uzunlugunda sentezlenir. Primer dizisi, amplifiye edilecek istenen hedefin tam bir
eslesmesi olmali ve gergekten de, sablon karigimindaki herhangi bir baska diziye
benzer bir homolojiye sahip olmamalidir (McPherson, 1995). Tipik bir PZR
reaksiyonu ig¢in, oligoniikleotit primerlerinin G ve C bilesimleri% 50-60'tir. EK
olarak, primer dizileri, 6zellikle 3 'reaksiyonunda, minimal ikincil yapiya (yani,
kendi kendini tamamlayicilik) sahip benzer G+C bilesimi olmali ve birbirlerini
tamamlayict olmalidir (McPherson, 1991).

Optimal primer-sablon orani, PZR'deki 6nemli kavramlardan biridir. Oran ¢ok
yiiksek ise, fazla primer kosullar1 altinda meydana geldigi gibi primer dimerler
olusur. Oran c¢ok diisiikse, triin Kkatlanarak birikmez, yeni sentezlenen zincir

denatiirasyondan sonra yeniden bi¢imlenir (Brown, 1993).
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Cogu PZR uygulamasi igin, her iki primerin de ayni konsantrasyona sahip
olmasi gerekir. Primer konsantrasyonu, sablon konsantrasyonundan bagimsiz olarak
0.5 uM'den yiiksek olmamalidir (Kidd ve Ruano, 1995). Primer fazlalig1 olarak
yiiksek dezavantajli primer konsantrasyonlari, primer dimerlerin olusmasina ve asiri
baski yapilmasima neden olabilir. Bu nedenle, ¢ok seyreltik sablonlar igin, daha
diisiik primer konsantrasyonlart en iyi sonuclart verir. 50 ul'lik bir reaksiyon igin,
primer konsantrasyonu genellikle primer basina 25-100 pmol’dur (McPherson,
1991).

Yaptigimiz ¢alismada en basarili sonug veren primer konsantrasyonu 20 pmol
olarak tespit edildistir.

4.1.2. Magnezyum

Taqg polimeraz aktivitesi icin serbest magnezyum iyonlar1 gereklidir. Bir jel
tizerinde yeterli ve dogru iiriin elde etmek i¢in magnezyum kloriir konsantrasyonlari
PZR reaksiyonu igin ayarlanmalidir. Bu nedenle, CYP2D6 geni *4 alelini igeren
genomik DNA bolgesinin PZR yontemi ile ¢ogaltilmasinda optimal magnezyum
kloriir konsantrasyonunu belirlemek tizere deneyler gergeklestirilmistir. Deneylerde,
magnezyum kloriir konsantrasyonlar1t 0 mM ve 2 mM arasinda ayarlanmistir.
Magnezyum Kkloriir rutin PZR reaksiyonunun konsantrasyonu, standart PZR
tamponunda 1.5 mM’dur.

Yaptigimiz ¢alismada en iyi sonug veren Magnezyum iyon konsantrasyonu 1.5

mM olarak belirlenmistir.

4.1.3. Deoksiniikleotid Trifosfat (ANTP; dATP, dCTP, dGTP ve dTTP)

Deoksiniikleotitler, DNA'nin sentezi i¢in hem enerji niikleositleri saglar.

Reaksiyon karisimlart 800 uM'den fazla toplam dNTP igeremez, ¢iinkii 50 ul'lik bir

reaksiyonda kabaca 13 pug DNA iretmek igin yeterlidir (Brown, 1990 ) .

Niikleotitler, 1s1tya olduk¢a dayaniklidir ve bir PZR amplifikasyonunda 40'tan fazla
termal dongii raf omriine sahiptir. (McPherson, 1991) 200 uM'lik bir baslangi¢
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konsantrasyonu verildiginde, son dNTP konsantrasyonu, termal dongii sirasinda%

50'lik bir bozulma bile olsa 104 oranini asmistir. (Kidd ve Ruano, 1995 ) .

Yaptigimiz ¢alismada hedeflenen dizilimin en verimli bir sekilde elde edildigi
dNTP konsantrasyonu 200uM olarak belirlenmistir.

4.1.4. DNA and Taq Polimeraz

Tag polimeraz, PZR reaksiyonu igin en yaygin kullanilan DNA polimerazidir.
Is1 stabilitesi sicaklik optimum avantajlar1 onu ideal bir se¢im haline getirmektedir.
Tag'n izin verdigi yiikksek polimerizasyon sicakliklari, primerin sablona daha fazla
baglanmasini1 hizlandirmaktadir. Taq polimeraz aktivitesi nispeten genis bir pH
araliginda, 8,2 ila 9,0 arasinda 10 mM'de (25 ° C'de 6lgiilmiis) optimaldir. Tipik bir
reaksiyonda, enzim 92 ° C'de 2 saatten fazla bir émre sahiptir, ancak 95 ° C'de
sadece 40 dakika 97.5 ° C'de 6 dakikadan azdir.1 nM'de baglayan hedefin 106 misli
amplifikasyonundan sonra, enzim molekdilleri ile yaklagik olarak ayni sayida hedef
molekiil meydana gelmektedir. Amplifikasyon reaksiyonunun ozgiilligiinii kontrol
etmek i¢in sinirlayict konsantrasyon gereklidir. 2.5 nM'den fazla enzimin (25 pl
reaksiyon basma 1.25 U) konsantrasyonundan kagmnilmalidir (Kidd Ruano, 1995),
clinkii fazla miktarda DNA polimeraz, sahte primer-sablon etkilesimlerinden DNA
sentezleyebilir (Saiki ve ark., 1988).

Yaptigimiz ¢aligmada en uygun bir sekilde sonu¢ saglayan genomik DNA
konsantrasyonu 200 ng, Taq polimeraz konsantrasyonu 1.0 U olarak belirlenmistir.
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5.SONUC VE ONERILER

Bu tezin amac1 CYP2D6 genindeki CYP2D6*4 izoformu olarak adlandirilan
tek niikleotid polimorfizmi rs3892097 iizerindeki farkliligin aydinlatilmasini
saglayacak giivenilir ve uygun bir yontem gelistirmektir. Gerek adli toksikoloji
vakalarinda gerekse klinikte rutin analiz haline getirilmesi amaglanmis olup,
analizler insan genomik DNA’sinda gerceklestirilmistir. Genetik farkliligin
aydinlatilabilmesi i¢in ucuz, basit ve kullanigli olan bir genotipik analiz yontemi
olarak polimeraz zincir reaksiyonu- restriksiyon parca uzunluk polimorfizmi (PZR-
RPUP) teknigi kullanilmistir. Calismamizda CYP2D6 geninde yer alan tek niikleotit
degisiminin saptanmasi i¢in en uygun parametreler belirlenmistir.

Cesitli ilaglar ve kimyasal maddelerin neden olabilecegi zararh etkiler onlarin
viicuttan uzaklastirllmasinda rol oynayan enzimlerin aktiviteleri ile iliskilidir. Bu
enzimlerin 6nemli bir {iyesi de Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6) proteinidir. Bir ilag
metabolize eden enzimi kodlayan gendeki mutasyonlar, yiiksek, diisiik veya hig
aktivite gdstermeyen enzim varyantlaria neden olur. ZM'lerde, normal dozdan sonra
bile asir1 veya uzun siireli terapotik etki veya ilaca bagh toksisite ortaya cikabilir.
CYP2D6 ile metabolize olan ilaglar ve diger kimyasallar ¢ok fazla miktardadir.
CYP2D6'nin enzimatik aktivitesi, bireyin genetik yapisina bagl olarak biiyiik 6l¢iide
degisebilir. Fonksiyonel olmayan CYP2D6*4 haplotipleri temsil eden tek niikleotid
polimorfizm (TNP) CYP2D6 rs3892097, enzimin fonksiyonel acidan yetersiz bir
enzim varyantina neden olur. Boylece bu sik goriilen CYP2D6 varyant enzim
aktivitesinde azalmaya yol acarak metabolizmanin yavaslamasina neden olur.

CYP450 enzimlerinin genetik polimorfizmleri ve diger ilaglar ile etkilesimleri,
akut toksisite, serum ksenobiyotik diizeyleri ve tedavi siiresindeki semptomlari
onemli Olgiide etkileyebilir. 44 yasinda bir kadmn intihar girisiminde 4.5g amitriptilin
alindiktan sonra acil servise bagvurmustur. Sunum sirasinda hasta uyanik ve normal
yasamsal bulgularla yonlendirilmistir. Ila¢ alindiktan 96 saat sonra serum trisiklik
antidepresan (TSA) seviyeleri 224 mikrogram (pg) / mililitre (ml) amitriptilin
seviyesi ve 584 mg / ml nortriptilin seviyesi, toplamda 808 mg / ml'lik bir TSA
seviyesinin birikmesi gosterilmistir (referans 80-200ug / ml). 14. giinde, hasta

basarili bir sekilde ckstiibe edilmistir ve herhangi bir karisiklik veya ajitasyon
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gostermemistir. PZR analizi ile genotip testi hastayr CYP2D6 4/4 ile (ZM),
homozigot olarak tanimlamistir. Amitriptilin, gesitli diger izoenzimler, &zellikle
CYP2C19 tarafindan nortriptiline donistiiriiliir. (Olesen ve Linnet,1997; Hicks ve
ark., 2013).

Gilinlik hayatimizda, yukaridaki gibi CYP450 enzimlerinin genetik
polimorfizmleri ile ilgili adli vakalar az degildir, 6rnek olarak tezimizin 1.3
bolimiinde bahsettigimiz CYP2D6  substratlariyla iliskili  6liimciil  ilag
zehirlenmelerinin postmortem toksikoloji vakalarini arastirirken, CYP2D6 * 3/*4
genotipli (ZM) bir hastada oliimciil ve goriiniiste kazara doksepin zehirlenmesi
olgusunun olmasi; CYP2D6 *4/*5 genotipli (ZM) 14 yasindaki bir hastanin kafein
ve parasetamol (asetaminofen) ile birlikte 60 mg kodein aldiktan sonra nalokson
tedavisi ile norolojik semptomlarinin diizeltilmesi; CYP2D6 *4/*4 genotipi olan bir
CYP2D6 ZM olarak tanimlanan 55 yasindaki Beyaz irktan bir kadinda klinik seyri
ve toplam trisiklik antidepresan konsantrasyonlarinin (Amitriptilin  Nortriptilin,
immiinoassay ile dl¢iilen) bildirilmesi; 33 yasinda, 3g venlafaksin alan ve uzun siireli
bir eliminasyon yar1 6mriine sahip olan beyaz irktan bir kadin olgusunun, CYP2D6
ZM durumundan dolay1 15.3 saat (5 saat yerine) olarak tahmin edilmesi; tamamen
defektif bir CYP2D6 genotipine (ZM) sahip 9 yasindaki bir ¢ocuga ait 6liimciil bir
zehirlenme vakasinda, 6liim vakasi olarak fluoksetin toksisitesininin sunulmasi gibi
ornek vakalarda, CYP2D6 ZM'leri olan veya potansiyel olarak etkilesimli ilaglar alan
hastalar, terapotik doz alirken asiri ilag birikimi sorunu ile karsilagilabilmektedir.
Boylece bu vakalar bize sitokrom P450 2D6 genindeki rs3892097 polimorfizmi icin
genotipik analiz yontemi kurulmasinin hem klinik hem adli toksikoloj agisindan ne
kadar yiiksek Onem tasidigini ve bu yodntemin hastalara uygulanmasinda olasi
vakalarin 6nlenmesinde hakikaten fayda oldugunu gostermektedir.

Adli toksikoloji, son yillarda bir adli bilim olarak gelismistir ve giiniimiizde
yaygin olarak o6liim arastirmalarina, uyusturucu kullanimini igeren sivil ve cezai
konularda, diizeltme tesislerinde uyusturucu bagimliliginin tespit edilmesinde, yol ve
igyeri giivenligi ve c¢evre kirliligi ile ilgili konularda ve spor dopinginde
kullanilmaktadir. En yaygin sekilde hedeflenen ilaglar arasinda amfetaminler,
benzodiazepinler, esrar, kokain ve opiatlar bulunur, ancak herhangi bir baska

yasadigt madde veya hemen hemen her regetesiz veya regeteli ilag ve ayrica topluma
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acik zehirler de olabilir. Disiplin, saglam bir farmakoloji ve farmakokinetik bilgisine
sahip analitik tekniklerde ileri diizeyde beceriler gerektirmektedir (Drummer, 2010).
Postmortem toksikolojik sonuglarin yorumlanmasi, bir takim eksiklikler nedeniyle
her zaman kolay bir is degildir. Birgok madde igin toksik ve oldiiriicii ilag
konsantrasyonlart arasinda keskin bir ayrim ¢izgisi yoktur. Postmortem
genotiplendirme ve metabolit/ana ilag oranlarmin analizinin, adli toksikolojik
sonuglarin yorumlanmasina yonelik ongoriileri sagladigi 6ne siiriilmiistiir.

Insanlarda hizli ve stresli yasam tarzindan dolay: depresyon ve tiirlii psikolojik
hastaliklar gelisebilmektedir. Bunlarin tedavisi igin antidepresan ve antipsikotik
ilaglart kullanmaktadir. CYP2D6 geni ise bu ilaglarin metabolizmasinda yer
almaktadir. Bu ilaglar1 kullanan baz1 hastalarda toksisite ve intihar riski
bulundugundan, CYP2D6 genindeki farkliligin aydinlatilmasini saglayacak bu analiz
yonteminin kurulmasi, Klinik agisindan sahip olduklart genetik farkliliktan dolay1
zay1f metabolize edicilerde ortaya ¢ikabilecek olan zararl etkilerin 6nlenmesine, adli
toksikoloji agisindan intihar gibi beklenmedik adli vakalarin aydinlatilmasinda

yiiksek onem tagimaktadir.
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OZET

Sitokrom P450 2D6 Geni rs3892097 Polimorfizmi I¢in Genotipik Analiz

Yontemi Gelistirilmesi

Sitokrom P450 (CYP, EC1.14.14.1) siiper ailesi, en onemli Faz 1 ilag
metabolize eden enzimleri temsil etmektedir. Enzimlerin bu biiyiik siiper ailesi,
antipsikotikler, analjezikler, antidepresanlar, antiaritmikler, ve p-blokerler gibi
ilaglarin ve diger ksenobiyotiklerin biyotransformasyonunda ve ayni zamanda steroid
hormonlar1 gibi endojen bilesiklerin metabolizmasinda yer almaktadir. Cogu CYP'ler
inhibisyona ve indiiksiyona tabidir ve genetik mutasyonlar bircok CYP'nin enzim
aktivite farklihginda 6nemli bir rol oynamaktadir. Hasta gruplarindaki farkli
enzimatik  aktivite ve P450 regiilasyonu, Dbircok ilacin  farmakolojik
aktivitesindedegisiklikler meydana getirir ve oldukga yararl bir ilacin yan etkilerinin
de ortaya ¢ikmasina neden olabilir. Sitokrom P450 2D6 (CYP2D6), sitokrom P450
stiper ailesinin bir {tyesidir. Cesitli ilaglarin metabolizmasindan sorumlu olan
CYP2D6, ilag metabolize eden sitokrom P450’ler i¢inde, sahip oldugu
polimorfizmler ve bunlarin biyolojik fonksiyonu ag¢isindan genetik farkliliklarin
roliiniin anlasilabilmesi i¢in iyi bir 6rnek olarak bilinmektedir. CYP2D6, mevcut
terap6tik ilaglarn en az % 25'inin metabolizmasinda 6nemli bir rol oynamaktadir.
Bir ilag metabolize eden enzimi kodlayan gendeki mutasyonlar, yiiksek, diisiik veya
hi¢ aktivite gostermeyen enzim varyantlarina neden olur. Zayif metabolize
edicilerde, normal dozdan sonra bile asir1 veya uzun siireli terapotik etki veya ilaca
bagli toksisite ortaya ¢ikabilir. CYP2D6 ile metabolize olan ilaglar ve diger
kimyasallar ¢ok fazla miktardadir. Bu tezin amact CYP2D6 genindeki farkliligin
aydmlatilmasin1 saglayacak bir analiz yonteminin kurulmasidir. Bu dogrultuda,
hedeflenen gen bolgesinin spesifik olarak ve yeterli miktarda c¢ogaltildigi PZR
sartlari, G1934A baz degisikliginin saptandigi RPUP sartlar1 ve amplifikasyon ile
kesim tirinlerinin aydinlatildigi elektroforez sartlari belirlenmistir. Béylece kurulan
genotipik analiz yontemi, CYP2D6 ile metabolize edilen ilaglarla meydana gelen
zehirlenme ve 6liim vakalariin aydinlatilmasinda genetik farkliligin roliiniin ortaya
konmasinda, ayrica Sahip olduklar1 genetik farkliliktan dolayr zayif metabolize
edicilerde ortaya cikabilecek olan zararli etkilerin onlenebilmesinde potansiyeli
bulunmaktadir. Gelistirilen metod, gerek adli toksikoloji vakalarinda gerekse klinikte
rutin analizlerde kullanilabilir.

Anahtar Sézciikler: Sitokrom P450, CYP2D6, Ilag metabolizmasi, Genetik analiz
yontemi, Restriksiyon parga 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 | drug metabolizing enzymes. This large superfamily of enzymes is
associated with the biotransformation of drugs, such as antipsychotics, analgesics,
antidepressants, antiarrhythmics and B-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.

75



KAYNAKLAR

ABBUD ZA, WILSON AC, COSGROVE NM & KOSTIS JB (1998). Angiotensin-
converting enzyme gene polymorphism in systemic hypertension. Am. J. Cardiol. 81:
244-246.

ABDULJALIL K, FRANK D, GAEDIGK A, KLAASSEN T, TOMALIK-SCHARTE D,
JETTER A, FUHR U. (2010). Assessment of activity levels for CYP2D6 *1,
CYP2D6*2, and CYP2D6*41 genes by population pharmacokinetics of
dextromethorphan. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 88: 643-651.

ABRAHAM BK, ADITHAN C. Genetic polymorphism of CYP2D6 (2001). Indian Journal
of Pharmacology 33: 147-169.

AGUNDEZ JA, LEDESMA MC, LADERO J M, BENITEZ J (1995). Prevalence of
CYP2D6 gene duplication and its repercussion on the oxidative phenotype in a white
population. Ther Clin Pharmacol 57:265-269.

AKLILLU E, PERSSON I, BERTILSSON L, JOHANSSON I, RODRIGUES F.
INGELMAN-SUNDBERG M. (1996). Frequent distribution of ultra- rapid
metabolizers of debrisoquine in an Ethiopian population carrying duplicated and
multiduplicated functional CYP2D6 alleles. J Pharmacol Exp Ther 278:441-446.

ALFIREVIC A, AND PIRMOHAMED M. (2010). Drug-induced hypersensitivity reactions
and pharmacogenomics: past, present and future. Pharmacogenomics 11: 497-499.

ALVAN G, BECHTEL P, ISELIUS L, GUNDERT-REMY U (1990). Hydroxylation
polymorphisms of debrisoquine and mephenytoin in European populations. Eur J Clin
Pharmacol 39:533-7.

ARMSTRONG M, DALY AK, CHOLERTON S, BATEMAN DN, IDLE JR (1992) Mutant
debrisoquine hydroxylation genes in Parkinson's disease. Lancet 339: 1017-1018.

AYNACIOGLU AS, SACHSE C, BOZKURT A, KORTUNAY S, NACAK
M, SCHRODER T, KAYAALP SO, ROOTS I, BROCKMOLLER J (1999). Low
frequency of defective alleles of cytochrome P450 enzymes 2C19 and 2D6 in the
Turkish population. Clin Pharmacol Ther 66:185-92.

BACHMANN K (2009). Drug Metabolism, Pharmacology, Pages 131-173.

BACHUS R,BICKEL U, THOMSEN T,ROOTS I, KEWITZ H (1999). The O-
demethylation of the antidementia drug galanthamine is catalysed by cytochrome
P450 2D6. Pharmacogenetics; 9: 661-8.

76



BARANY F (1991). Genetic disease detection and DNA amplification using cloned
thermostable ligase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 88:189-93.

BARNER EL, GRAY SL (1998). Donepezilusein Alzheimer disease. Ann Pharmacother 32:
70-7.

BATTY JA, HALL AS, WHITE HL, WIKSTRAND J, DE BOER RA, VAN
VELDHUISEN DJ, VAN DER HARST P, WAAGSTEIN F, HHALMARSON A,
KJEKSHUS J, BALMFORTH AJ. MERIT-HF STUDY GROUP (2014). An
investigation of CYP2D6 genotype and response to metoprolol CR/XL during dose
titration in patients with heart failure: a MERIT-HF substudy. Clin Pharmacol
Ther.95:321-330.

BERNAL ML, SINUES B, JOHANSSON I, MCLELLAN RA, WENNERHOLM A, DAHL
ML, INGELMAN-SUNDBERG M, BERTILSSON L (1999). Ten percent of North
Spanish individuals carry duplicated or triplicated CYP2D6 genes associated with
ultrarapid metabolism of debrisoquine. Pharmacogenetics 9:657—660.

BERTILSSON L, ABERG-WISTEDT A, GUSTAFSSON LL, NORDIN C (1985).
Extremely rapid hydroxylation of debrisoquine: a case report with implication for
treatment with nortriptyline and other tricyclic antidepressants. Ther Drug Monit
7:478-480.

BERTZ RJ, GRANNEMAN GR (1997). Use of in vitro and in vivo data to estimate the
likelihood of metabolic pharmacokinetic interactions. Clin Pharmacokinet 32: 210-58.

BEVERAGE JN1, SISSUNG TM, SION AM, DANESI R, FIGG WD(2007). CYP2D6
polymorphisms and the impact on tamoxifen therapy. J Pharm Sci 96: 2224-31.

BIJL MJ1, VISSER LE, HOFMAN A, VULTO AG, VAN GELDER T, STRICKER BH,
VAN SCHAIK RH(2008). Influence of the CYP2D6*4 polymorphism on dose,
switching and discontinuation of antidepressants. Br J Clin Pharmacol.65: 558-64.

BUL MJ, VISSER LE, VAN SCHAIK RH, KORS JA WITTEMAN JC, HOFMAN
A, VULTO AG, VAN GELDER T, STRICKER BH(2009). Genetic variation in the
CYP2D6 gene is associated with a lower heart rate and blood pressure in beta-blocker
users. Clin Pharmacol Ther 85: 45-50.

BOCK KW, SCHRENK D, FORSTER A, GRIESE EU, MORIKE K, BROCKMEIER
D, EICHELBAUM M(1994). The influence of environmental and genetic factors on
CYP2D6, CYP1A2 and UDP-glucuronosyltransferases in man using sparteine,
caffeine, and paracetamol as probes. Pharmacogenetics 4: 209-18.

Bozina N, Bradamante V, Lovric M (2009). Genetic polymorphism of metabolic enzymes
P450 (CYP) as a susceptibility factor for drug response, toxicity, and cancer risk. Arh
Hig Rada Toksikol. 60: 217-242.

77


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Beverage%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17518364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sissung%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17518364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sion%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17518364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Danesi%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17518364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Figg%20WD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17518364
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visser%25252520LE%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofman%25252520A%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vulto%25252520AG%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%25252520Gelder%25252520T%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stricker%25252520BH%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%25252520Schaik%25252520RH%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=18070221
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bijl%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visser%20LE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Schaik%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kors%20JA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Witteman%20JC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hofman%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vulto%20AG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=van%20Gelder%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Stricker%20BH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18784654
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bock%20KW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schrenk%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Forster%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Griese%20EU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%B6rike%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brockmeier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brockmeier%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7987405

BOZKURT A, BASCI NE, ISIMER A, SAYAL A, KAYAALP SO (1996.) Metabolic ratios
of four probes of CYP2D6 in Turkish subjects: a cross-over study. Eur J Drug Metab
Pharmacokinet 21: 309-314.

BRAUCH H, MURDTER T E, EICHELBAUM M & SCHWAB M (2009).
Pharmacogenomics of tamoxifen therapy. Clin Chem 55: 1770-1782.

BROCKMOLLER J, KIRCHHEINER J, SCHMIDER J, WALTER S, SACHSE C,
MULLER- OERLINGHAUSEN B, ROOTS | (2002). The impact of the CYP2D6
polymorphism on haloperidol pharmacokinetics and on the outcome of haloperidol
treatment, Clin. Pharmacol. Ther. 72: 438-452.

BROSEN K, SKJELBO E (1991). Fluoxetine and norfluoxetine are potent inhibitors of
P45011D6-the source of the sparteine/ debrisoquine oxidation polymorphism. Br J Clin
Pharmac, 32: 136-7.

BROWN TA (1993). Essential Molecular Biology. A Practical Approach. Vol. 1l. Oxford
University Press Inc., New York.

BRYNNE N, SVANSTROM C, ALBERG-WISTEDT A, HALLEN B, BERTILSSON L
(1999). Fluoxetine inhibits the metabolism of tolterodine-pharmacokinetic
implications and proposed clinical relevance. Br J Clin Pharmac,48: 553-63.

BU H, ROSDAHL |, SUN ZF & ZHANG H (2007). Importance of polymorphisms in NF-
kBI and NF-kBla genes for melanoma risk, clinicopathological features and tumor
progression in Swedish melanoma patients. J. Cancer Res. Clin. Oncol. 183: 856-866.

CAlI WM, CHEN B AND ZHANG WX (2007). Frequency of CYP2D6*10 and *14 alleles
and their influence on the metabolic activity of CYP2D6 in a healthy Chinese
population. Clin. Pharmacol. Ther. 81: 95-98.

CAI WM, NIKOLOFF DM, PAN RM, DE LEON J, FANTI P, FAIRCHILD M, KOCH WH
AND WEDLUND PJ (2006). CYP2D6 genetic variation in healthy adults and
psychiatric African-American subjects: implications for clinical practice and genetic
testing. Pharmacogenomics J, 6: 343-350.

CANDIOTTI KAL YANG Z RODRIGUEZ Y,CRESCIMONE A, SANCHEZ
GC, TAKACS P, MEDINA C, ZHANG Y, LIU H, GITLIN MC(2009). The impact of
CYP2D6 genetic polymorphisms on postoperative morphine consumption. Pain Med.
10: 799-805.

CARCILLO JA, ADEDOYIN A, BURCKART GJ, FRYERF, VENKATARAMANANR,
KNOLL C, THUMMEL K, ROSKOS L, WILSON JW, SEREIKA S, ROMKES
M, BEBIA Z,BRANCH RA(2003). Coordinated intrahepatic and extrahepatic
regulation of cytochrome P4502D6 in healthy subjects and in patients after liver
transplantation. Clin Pharmacol Ther; 73: 456-67.

78


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Candiotti%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rodriguez%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crescimone%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanchez%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sanchez%20GC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Takacs%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Medina%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zhang%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Liu%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gitlin%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19523031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Carcillo%20JA%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Adedoyin%20A%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Burckart%20GJ%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Frye%20RF%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Venkataramanan%20R%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Knoll%20C%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Thummel%20K%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Roskos%20L%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Wilson%20JW%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Sereika%20S%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Romkes%20M%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Romkes%20M%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Bebia%20Z%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/m/pubmed/?term=Branch%20RA%5BAuthor%5D&sort=ac&from=/12732845/ac

CARRILLO JA, DAHL ML, SVENSSON JO, ALM C, RODRIGUEZ I, BERTILSSON L
(1996). Disposition of fluvoxamine in humans is determined by the polymorphic
CYP2D6 and also by the CYP1AZ2 activity. Clin Pharmacol Ther 60: 183-190.

CARTWRIGHT AL, WILBY KJ, CORRIGAN S, ENSOM MHH (2013). Pharmacogenetics
of risperidone: a systematic review of the clinical effects of CYP2D6 polymorphisms.
Ann Pharmacother; 47:350-60.

CASCORSBI 1 (2003). Pharmacogenetics of cytochrome P4502D6: genetic background and
clinical implication. Eur J Clin Invest, 33: 17-22.

CHANG HW, CHENG YH, CHUANG LY, YANG CH(2010). SNP-RFLP ing 2: an
updated and integrated PCR- RFLP tool for SNP genotyping. BMC Bioinformatics, 8:
173.

CHANG HW, CHUANG LY,CHENG YH,HUNG YC,WEN CH,GU DL, YANG
CH(2009). Prim-SNPing: a primer designer for cost-effective SNP genotyping.
Biotechniques, 46: 421-431.

CHATTERJEE PD (1999). Direct sequencing of bacterial and P1 artificial chromosome-
nested deletions for identifying position-specific single-nucleotide polymorphisms.
Proc. Natl. Acad. Sci. USA 96: 13276-13281.

CHEN X, XIA'Y, ALFORD M, DETERESA R, HANSEN L, KLAUBER MR, KATZMAN
R, THAL L, MASLIAH E, SAITOH T (1995). The CYP2D6B allele is associated
with a milder synaptic pathology in Alzheimer's disease. Ann Neurol, 38:653-8.

CHLADEK J, ZIMOVA G, BERANEK M & MARTINKOVA J (2000). In-vivo indices of
CYP2D6 activity: Comparison of dextromethorphan metabolic ratios in 4-h urine and
3-h plasma. European Journal of Clinical Pharmacology, 56: 651-657.

CHRISTENSEN PM, GOTZSCHE PC, BROSEN K (1998). The sparteine/debrisoquine
(CYP2D6) oxidation polymorphism and the risk of Parkinson’s disease: a meta-
analysis. Pharmacogenetics. 8:473-9.

COLLER JK, KREBSFAENGER N, KLEIN K, ENDRIZZI K, WOLBOLD R,LANG
T,NUSSLER A, NEUHAUS P,ZANGER UM,EICHELBAUM M, MURDTER
TE(2002). The influence of CYP2B6, CYP2C9 and CYP2D6 genotypes on the
formation of the potent antioestrogen Z-4-hydroxy-tamoxifen in human liver. Br J
Clin Pharmacol 54: 157-167.

CREWE HK1, NOTLEY LM, WUNSCH RM, LENNARD MS, GILLAM EM(2002).
Metabolism of tamoxifen by recombinant human cytochrome P450 enzymes:
formation of the 4-hydroxy, 40-hydroxy and N-desmethyl metabolites and
isomerization of trans-4- hydroxytamoxifen. Drug Metab Dispos 30: 869-74.

79


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chuang%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20377871
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang%20HW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chuang%20LY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cheng%20YH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hung%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wen%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gu%20DL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yang%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19480636
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alford%25252520M%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DeTeresa%25252520R%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hansen%25252520L%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klauber%25252520MR%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katzman%25252520R%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Katzman%25252520R%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Thal%25252520L%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Masliah%25252520E%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Saitoh%25252520T%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=7574463
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coller%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Krebsfaenger%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Klein%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Endrizzi%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolbold%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lang%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=N%C3%BCssler%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Neuhaus%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanger%20UM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCrdter%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=M%C3%BCrdter%20TE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12207635
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crewe%20HK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12124303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Notley%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12124303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wunsch%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12124303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lennard%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12124303
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gillam%20EM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12124303

CRISAFULLI C, FABBRI C, PORCELLI S, DRAGO A, SPINA E, DE RONCHI D &
SERRETTI A (2011). Pharmacogenetics of antidepressants. Frontiers in
Pharmacology, 2:60.

CUPP MJ AND TRACY TS (1998). Cytochrome P450: new nomenclature and clinical
implications. Am. Fam. Physician, 57: 107-116.

POUNDER DJ & JONES GR (1990). Post-mortem drug redistribution - a toxicological
nightmare, Forensic Sci. Int. 45: 253-263.

DAHL ML, JOHANSSON I, BERTILSSON L, INGELMAN-SUNDBERG M, SJOQVIST
F (1995). Ultrarapid hydroxylation of debrisoquine in a Swedish population. Analysis
of the molecular genetic basis. J Pharmacol Exp Ther 274:516-520.

DALEN P, DAHL ML, RUIZ ML, NORDIN J, BERTILSSON L (1998) 10- Hydroxylation
of nortriptyline in white persons with 0, 1, 2, 3, and 13 functional CYP2D6 genes.
Clin Pharmacol Ther 63: 444-452.

DALY AK, CHOLERTON S, ARMSTRONG M, IDLE JR (1994) Genotyping for
polymorphisms in Xxenobiotic metabolism as a predictor of disease susceptibility.
Environ Health Perspect 102 Suppl 9: 55-61.

DALY AK, STEEN VM, FAIRBROTHER KS, IDLE JR (1999). CYP2D6 multiallelism.
Methods Enzymol, 272:199-210.

DARBAR D & RODEN DM (2006). Pharmacogenetics of antiarrhythmic therapy. Expert
Opin Pharmacother 7: 1583-1590.

DAYER P, LEEMANN T, STRIBERNI R (1989). Dextromethorphan O-demethylation in
liver microsomes as a prototype reaction to monitor cytochrome P-450 dbl activity.
Clin Pharmacol Ther, 45: 34-40.

DE LEON J, SUSCE MT, JOHNSON M, HARDIN M, MAW L, SHAO A, ALLEN AC,
CHIAFARI FA, HILLMAN G, NIKOLOFF DM (2009). DNA Microarray
Technology in the Clinical Environment: The AmpliChip CYP450 Test for CYP2D6
and CYP2C19 Genotyping. CNS Spectr, 14:19-34.

DEHAL SS, KUPFER D (1997). CYP2D6 catalyzes tamoxifen 4-hydroxylation in human
liver. Cancer Res, 57: 3402-6.

DENG Y, NEWMAN B, DUNNE MP, SILBURN PA, MELLICK GD (2004). Further
evidence that interactions between CYP2D6 and pesticide exposure increase risk for
Parkinson's disease. Ann Neurol. 55:897.

DENG GR (1988). A sensitive non-radioactive PCR- RFLP analysis for detecting point
mutations at 12th codon of oncogene c-Ha-ras in DNAs of gastric cancer. Nucleic
Acids Res.16: 6231.

80


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Newman%25252520B%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=15174030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dunne%25252520MP%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=15174030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Silburn%25252520PA%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=15174030
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mellick%25252520GD%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=15174030

DRUMMER OH (2010), Forensic toxicology. EXS. 100:579-603.

LESSARD E, YESSINE MA, HAMELIN BA, OHARA G, LEBLANC J, TURGEON 1J
(1999). Influence of CYP2D6 activity on the disposition and cardiovascular toxicity of
the antidepressant agent venlafaxine in humans, Pharmacogenetics 9:435-443.

EAP CB, BONDOLFI G, ZULLINO D, SAVARY-COSENDAI L,POWELL-GOLAY
K, KOSEL M, BAUMANN P(2001). Concentrations of the enantiomers of fluoxetine
and norfluoxetine after multiple doses of fluoxetine in cytochrome P4502D6 poor and
extensive metabolizers. J Clin Psychopharmacol, 21: 330-334.

ECKHARDT K, LI S, AMMON S, SCHANZLE G, MIKUS G, EICHELBAUM M (1998).
Same incidence of adverse drug events after codeine administration irrespective of the
genetically determined differences in morphine formation. Pain 76: 27-33.

EICHELBAUM M, BAUR MP, DENGLER HJ, OSIKOWSKA-EVERS BO, TIEVES
G, ZEKORN C, RITTNER C(1987). Chromosomal assignment of human cytochrome
P-450 (debrisoquine/sparteine type) to chromosome 22. Br J Clin Pharmacol, 23: 455-
8.

EICHELBAUM M, GROSS AS (1990). The genetic polymorphism of
debrisoquine/sparteine metabolism-clinical aspects. Pharmac Ther; 46:377-94.

EICHELBAUM M, MINESHITA S, OHNHAUS EE, ZEKOR C (1986). The influence of
enzyme induction on polymorphic sparteine oxidation. Br J Clin Pharmac, 22: 49-53.

EICHELBAUM M, SPANNBRUCKER N, DENGLER HJ (1975). Proceedings: N-oxidation
of sparteine in man and its interindividual differences. Naunyn Schmiedebergs Arch
Pharmacol, 287 Suppl. R94.

EICHELBAUM M, INGELMAN-SUNDBERG M, EVANS WE. (2006). Pharmacogenomics
and individualized drug therapy. Annu. Rev. Med. 57: 119-137.

EICHELBAUM M, SPANNBRUCKER N, STEINCKE B & DENGLER HJ (1979).
Defective N-oxidation of sparteine in man: A new pharmacogenetic defect. European
Journal of Clinical Pharmacology, 16: 183-187.

EIERMANN B, EDLUND PO, TIERNBERG A, DALEN P, DAHL ML, BERTILSSON L
(1998). 1- and 3-hydroxylations, in addition to 4-hydroxylation, of debrisoquine are
catalyzed by cytochrome P450 2D6 in humans. Drug Metab Dispos; 26: 1096-101.

ELBAZ A, LEVECQUE C, CLAVEL J, VIDAL JS, RICHARD F, AMOUYEL P,
ALPEROVITCH A, CHARTIER-HARLIN MC, TZOURIO C(2004). CYP2D6
polymorphism, pesticide exposure, and Parkinson's disease. Ann Neurol.55: 430-4.

EMADI A, CRIM MT, BROTMAN DJ, NECOCHEA AJ, SAMAL L, WILSON LM, BASS
EB, SEGAL JB (2010). Analytic validity of genetic tests to identify factor V Leiden
and prothrombin G20210A. Am J Hematol,85: 264-270.

81


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lessard%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Yessine%20MA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hamelin%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=O%27Hara%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=LeBlanc%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Turgeon%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10780263
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eap%20CB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bondolfi%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zullino%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Savary-Cosendai%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Powell-Golay%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Powell-Golay%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kosel%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baumann%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11386497
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eckhardt%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Li%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ammon%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sch%C3%A4nzle%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mikus%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9696456
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Baur%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dengler%20HJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Osikowska-Evers%20BO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tieves%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tieves%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zekorn%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rittner%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3472585
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16409140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ingelman-Sundberg%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16409140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evans%20WE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16409140
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eiermann%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Edlund%20PO%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tjernberg%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dal%C3%A9n%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dahl%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bertilsson%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9806952
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Elbaz%25252520A%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levecque%25252520C%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Clavel%25252520J%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Vidal%25252520JS%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Richard%25252520F%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Amouyel%25252520P%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alp%252525C3%252525A9rovitch%25252520A%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chartier-Harlin%25252520MC%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Tzourio%25252520C%2525255BAuthor%2525255D&cauthor=true&cauthor_uid=14991823
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Emadi%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Crim%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Brotman%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Necochea%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Samal%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wilson%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bass%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bass%20EB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Segal%20JB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20162544

ERICKSON DA, MATHER G, TRAGER WF,LEVY RH,KEIRNS JJ(1999).
Characterization of the in vitro biotransformation of the HIV-1 reverse transcriptase
inhibitor nevirapine by human hepatic cytochromes P-450. Drug Metab Dispos, 27:
1488-95.

EVANS WE, RELLING MV (1999). Pharmacogenomics: translating functional genomics
into rational therapeutics. Science. 286:487-491.

EVERT B, EICHELBAUM M, HAUBRUCK H,ZANGER UM(1997). Functional
properties of CYP2D6.1 (wild-type) and CYP2D6.7 (His324Pro) expressed by
recombinant baculovirus in insect cells. Naunyn Schmiedebergs Arch Pharmacol, 355:
309-18.

FAJARDO V, GONZALEZ |, DOOLEY J, GARRET S, BROWN HM, GARCiA
T, MARTIN R (2009). Application of polymerase chain reaction- restriction fragment
length polymorphism analysis and lab-on-a-chip capillary electrophoresis for the
specific identification of game and domestic meats. J Sci Food Agric, 89:843-847.

FORS L, LIEDER KW, VAVRA SH & KWIATKOWSKI RW (2000). Large-scale SNP
scoring from unamplified genomic DNA. Pharmacogenomics 1: 219-229.

FRANK D, JAEHDE U & FUHR U (2007). Evaluation of probe drugs and pharmacokinetic
metrics for CYP2D6 phenotyping. European Journal of Clinical Pharmacology, 63:
321-333.

FULLER RW, SNODDY HD, KRUSHINSKI JH, ROBERTSON DW (1992). Comparison
of norfluoxetine enantiomers as serotonin uptake inhibitors in vivo.
Neuropharmacology, 31: 997-1000.

FUNCK-BRENTANO C, BOELLE PY, VERSTUYFT C, BORNERT C, BECQUEMONT
L & POIRIER JM (2005). Measurement of CYP2D6 and CYP3A4 activity in vivo
with dextromethorphan: sources of variability and predictors of adverse effects in 419
healthy subjects. European Journal of Clinical Pharmacology, 61: 821-829.

FUX R, MORIKE K, PROHMER AMT, DELABAR U, SCHWAB M, SCHAEFFELER
E, LORENZ G, GLEITER CH, EICHELBAUM M, KiVISTO KT (2005). Impact of
CYP2D6 genotype on adverse effects during treatment with metoprolol: a prospective
clinical study. Clin Pharmacol Ther 78: 378-387.

GAEDIGK A, BHATHENA A, NDJOUNTCHE L,PEARCE RE, ABDEL-RAHMAN
SM, ALANDER SW, BRADFORD LD,ROGAN PK,LEEDER JS(2005a).
Identification and characterization of novel sequence variations in the cytochrome
P4502D6 (CYP2D6) gene in African Americans. Pharmacogenomics J, 5: 173-82.

GAEDIGK A,BLUM M, GAEDIGK R,EICHELBAUM M, MEYER UA (1991).
DeletionoftheentirecytochromeP450 CYP2D6 gene as a cause of impaired drug
metabolism in poor metabolizers of the debrisoquine/sparteine polymorphism. Am J
Hum Genet, 48: 943-950.

82


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Erickson%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10570031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mather%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10570031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Trager%20WF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10570031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Levy%20RH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10570031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Keirns%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10570031
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Evert%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Haubruck%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089660
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanger%20UM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9089660
https://www.ingentaconnect.com/search;jsessionid=4b18t5392pguc.x-ic-live-03?option2=author&value2=Brown,+Helen+M
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaedigk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhathena%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ndjountch%C3%A9%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pearce%20RE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdel-Rahman%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Abdel-Rahman%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Alander%20SW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bradford%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rogan%20PK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leeder%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15768052
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaedigk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1673290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Blum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1673290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaedigk%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1673290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Eichelbaum%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1673290
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyer%20UA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1673290

GAEDIGK A, NDJOUNTCHE L,LEEDER JS,BRADFORD LD(2005b). Limited
association of the 2988G>A single nucleotide polymorphism with CYP2D6*41 in
Black subjects. Clin Pharmacol Ther, 77: 228-30.

GAEDIGK A, BRADFORD LD, ALANDER SW, LEEDER JS (2006). CYP2D6*36 gene
arrangements within the cyp2d6 locus: association of CYP2D6*36 with poor
metabolizer status. Drug Metab Dispos 34: 563-569.

GAEDIGK A, NDJOUNTCHE L, DIVAKARAN K, DIANNE BRADFORD L, ZINEH I,
OBERLANDER TF, BROUSSEAU DC, MCCARVER DG, JOHNSON JA,
ALANDER SW, WAYNE RIGGS K, STEVEN LEEDER J (2007). Cytochrome
P4502D6 (CYP2D6) gene locus heterogeneity: characterization of gene duplication
events. Clin Pharmacol er 81:242-251.

GAEDIGK A, SIMON SD, PEARCE RE, BRADFORD LD, KENNEDY MJ & LEEDER JS
(2008). The CYP2D6 activity score: Translating genotype information into a
qualitative measure of phenotype. Clinical Pharmacology and Therapeutics, 83: 234—
242,

GAEDIGK A, BRADFORD LD, MARCUCCI KA, LEEDER JS (2002). Unique CYP2D6
activity distribution and genotype-phenotype discordance in black Americans. Clin
Pharmacol er 72:76-89.

GARCIA-BARCELO M, CHOW LY, CHIU HF, WING YK, LEE DT, LAM KL AND
WAYE MM (2000). Genetic analysis of the CYP2D6 locus in a Hong Kong Chinese
population. Clin. Chem. 46: 18-23.

GARDINER SJ AND BEGG EJ (2006). Pharmacogenetics, drug-metabolizing enzymes,
and clinical practice. Pharmacol. Rev., 58: 521-590.

GASCHE Y, DAALI Y, FATHI M, CHIAPPE A, COTTINI S, DAYER P, DESMEULES J
(2004). Codeine intoxication associated with ultrarapid CYP2D6 metabolism. N Engl
J Med 351: 2827-2831.

GELSTON EA, COLLER JK,LOPATKO OV,JAMES HM, SCHMIDT H, WHITE
JM, SOMOGYI1 AA(2012). Methadone inhibits CYP2D6 and UGT2B7/2B4 in vivo: a
study using codeine in methadone- and buprenorphine-maintained subjects. Br J Clin
Pharmacol 73: 786-794.

GOETZ MP, KNOX SK, SUMAN VJ, RAE JM, SAFGREN SL, AMES MM, VISSCHER
DW, REYNOLDS C, COUCH FJ, LINGLE WL, WEINSHILBOUM
RM, FRITCHER EG, NIBBE AM,DESTA Z NGUYEN A, FLOCKHART
DA, PEREZ EA, INGLE JN(2007). The impact of cytochrome P450 2D6 metabolism
in women receiving adjuvant tamoxifen. Breast Cancer Res Treat 101: 113-121.

GONZALEZ FJ, MAYER UA (1991). Molecular genetics of the debrisoquine-sparteine
polymorphism. Clin Pharmacol Ther. 50: 233-8.

83


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gaedigk%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15735618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ndjountch%C3%A9%20L%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15735618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Leeder%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15735618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bradford%20LD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15735618
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gasche%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Daali%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fathi%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chiappe%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Cottini%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Dayer%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desmeules%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15625333
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gelston%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Coller%20JK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lopatko%20OV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=James%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schmidt%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=White%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Somogyi%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22092298
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Goetz%20MP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Knox%20SK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Suman%20VJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Rae%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Safgren%20SL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ames%20MM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visscher%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Visscher%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Reynolds%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Couch%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Lingle%20WL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinshilboum%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Weinshilboum%20RM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Fritcher%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nibbe%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Desta%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nguyen%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flockhart%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Flockhart%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Perez%20EA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Ingle%20JN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17115111

GONZALEZ FJ,SKODA RC,KIMURA S,UMENO M, ZANGER UM, NEBERT
DW, GELBOIN HV, HARDWICK JP, MEYER UA(1988). Characterization of the
common genetic defect in humans deficient in debrisoquine metabolism. Nature, 331:
442-6.

GOTO A, ADACHI Y, INABA A, NAKAJIMA H, KOBAYASHI H, SAKAI K. (2004).
Identification of human p450 isoforms involved in the metabolism of the antiallergic
drug, oxatomide, and its inhibitory effect on enzyme activity. Biol Pharm Bull
27:684-690.

GOUGH AC, MILES JS, SPURR NG, MOSS JE, GAEDIGK A, EICHELBAUM M, WOLF
CR (1990). Identification of the prime gene defect at the cytochrome P450 CYP2D
locus. Nature 347: 773-5.

GOUGH AC, SMITH CA, HOWELL SM, WOLF CR, BRYANT SP, SPURR NK(1993).
Localization of the CYP2D gene locus to human chromosome 22q13.1 by polymerase
chain reaction, in situ hybridization, and linkage analysis. Genomics 15: 430-2.

GRIESE EU, ZANGER UM, BRUDERMANNS U, GAEDIGK A, MIKUS G, MORIKE K,
STUVEN T, EICHELBAUM M (1998) Assessment of the predictive power of
genotypes for the in-vivo catalytic function of CYP2D6 in a German population.
Pharmacogenetics 8:15- 26.

GRIFFIOEN PH,DE JONGE R,VAN ZELST BD, MONTSERRATE BROUNS
R, LINDEMANS J (2005). Detection and allele-frequencies of the 833T>C, 844ins68
and a novel mutation in the cystathionine beta-synthase gene. Clin Chim
Acta,354:191-194.

GUNDERSON KL, STEEMERS FL, LEE G, MENDOZA LG & CHEE MA (2005).
genome-wide scalable SNP genotyping assay using microarray technology. Nat.
Genet. 37: 549-554.

GURLEY BJ, SWAIN A, HUBBARD MA, WILLIAMS DK, BARONE G, HARTSFIELD
F, TONG Y, CARRIER DJ, CHEBOYINA S, BATTU SK (2008). Clinical
assessment of CYP2D6-mediated herb-drug interactions in humans: effects of milk
thistle, black cohosh, goldenseal, kava kava, St. John’s wort, and Echinacea. Mol Nutr
Food Res 52: 755-763.

HAFF LA & SMIRNOV IP (1997). Single-nucleotide polymorphism identification assays
using a thermostable DNA polymerase and delayed extraction MALDI-TOF mass
spectrometry. Genome Res. 7: 378-388.

HALL JG, EIS PS, LAW SM, REYNALDO LP, PRUDENT JR, MARSHALL DJ,
ALLAWI HT, MAST AL, DAHLBERG JE, KWIATKOWSKI RW, DE ARRUDA
M, NERI BP, LYAMICHEV VI (2000). Sensitive detection of DNA polymorphisms
by the serial invasive signal amplification reaction. Proc. Natl. Acad. Sci. USA
97:8272-7117.

84


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gonzalez%20FJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Skoda%20RC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kimura%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Umeno%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanger%20UM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nebert%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Nebert%20DW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gelboin%20HV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Hardwick%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Meyer%20UA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3123997
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Gough%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Smith%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Howell%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolf%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bryant%20SP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Spurr%20NK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8449513

HALLIDAY RC, JONES BC, SMITH DA, KITTERINGHAM NR, PARK BK (1995). An
investigation of the interaction between halofantrine, CYP2D6 and CYP3A4: studies
with human liver microsomes and heterologous enzyme expression systems. Br J Clin
Pharmacol; 40: 369-78.

HALLING JN, PETERSEN MS, DAMKIER P, NIELSEN F, GRANDJEAN P, WEIHE PL,
BRA SEN K (2005). Polymorphism of CYP2D6, CYP2C19, CYP2C9 and CYP2C8
in the Faroese population. European Journal of Clinical Pharmacology, 61: 491-497.

HANIOKA N, KIMURA S, MEYER UA, GONZALEZ FJ (1990) The human CYP2D locus
associated with a common genetic defect in drug oxidation: A G1934----A base
change in intron 3 of a mutant CYP2D6 allele results in an aberrant 3' splice
recognition site. Am J Hum Genet 47: 994-1001.

HAUFROID V, HANTSON P (2015). CYP2D6 genetic polymorphisms and their relevance
for poisoning due to amfetamines, opioid analgesics and antidepressants. Clin Toxicol
(Phila) 53:501-10.

HEIM M, MEYER UA (1990). Genotyping of poor metabolisers of debrisoquine by allele-
specific PCR amplification. Lancet 336: 529-32.

HEIM MH, MEYER UA (1992). Evolution of a highly polymorphic human cytochrome
P450 gene cluster: CYP2D6. Genomics 14: 49-58.

HICKS JK, SWEN JJ, THORN CF, SANGKUHL K, KHARASCH ED, ELLINGROD VL,
STINGL JC (2013). Clinical Pharmacogenetics Implementation Consortium guideline
for CYP2D6 and CYP2C19 genotypes and dosing of tricyclic antidepressants. Clinical
Pharmacology and Therapeutics, 93: 402—-408.

HIROI T,CHOW T, IMAOKA S, FUNAE Y (2002). Catalytic specificity of CYP2D
isoformsin rat and human. Drug Metab Dispos.30: 970-6.

HOGSTEDT S, LINDBERG B, PENG DR, REGARDH CG, RANE A (1985). Pregnancy-
induced increase in metoprolol metabolism. Clin Pharmacol Ther 37:688-92.

HORN T, CASTILHO L, MOULDS JM,BILLINGSLEY K,VEGE S, JOHNSON
N, WESTHOFF CM. (2012). A novel JKA allele, nt561C>A, associated with
silencing of Kidd expression. Transfusion, 52:1092-6

HU OY, TANG HS, LANE HY, CHANG WH & HU TM (1998). Novel single-point plasma
or saliva dextromethorphan method for determining CYP2D6 activity. Journal of
Pharmacology and Experimental Therapeutics, 285: 955-960.

IMAI T, TAKETANI M, SUZU T, KUSUBE K, OTAGIRI M (1999). In vitro identi cation
of the human cytochrome P-450 enzymes involved in the N-demethylation of
azelastine. Drug Metab Dispos 27: 942-946.

85



INGELMAN-SUNDBERG M (1999b) Duplication, multiduplication, and amplification of
genes encoding drug-metabolizing enzymes: evolutionary, toxicological, and clinical
pharmacological aspects. Drug Metab Rev 31:449-459.

INGELMAN-SUNDBERG M, SIM SC, GOMEZ A, RODRIGUEZ-ANTONA C (2007.)
Influence of cytochrome P450 polymorphisms on drug therapies: pharmacogenetic,
pharmacoepigenetic and clinical aspects. Pharmacol Ther 116: 496-526.

INGELMAN-SUNDBERG M (2005). Genetic polymorphisms of cytochrome P450 2D6
(CYP2D6): clinical consequences, evolutionary aspects and functional diversity.
Pharmacogenomics J 5: 6-13.

INGELMAN-SUNDBERG M (2004). Pharmacogenetics of cytochrome p450 and its
applications in drug therapy: the past, present and future. Trends Pharmacol Sci
25:193-200.

INGELMAN-SUNDBERG M & RODRIGUEZ-ANTONA C (2005). Pharmacogenetics of
drug-metabolizing enzymes: Implications for a safer and more effective drug therapy.
Philosophical Transactions of the Royal Society B, 360: 1563-1570.

INGELMAN-SUNDBERG, M. & SIM, S.C. (2010). Pharmacogenetic biomarkers as tools
for improved drug therapy; emphasis on the cytochrome P450 system. Biochemical
and Biophysical Research Communications, 396: 90-94.

INGELMAN-SUNDBERG M, DALY AK, OSCARSON M AND NEBERT DW (2000).
Human cytochrome P450 (CYP) genes: recommendations for the nomenclature of
alleles. Pharmacogenetics, 10: 91-93.

INGELMAN-SUNDBERG M, OSCARSON M AND MCLELLAN RA (1999a).
Polymorphic human cytochrome P450 enzymes: an opportunity for individualized
drug treatment. Trends Pharmacol. Sci., 20: 342-349.

ISMAIL R AND TEH LK (2001). Genetic polymorphism of CYP2D6: Malaysian Indians
have the highest frequency for CYP2D6*4 in Asia. Eur. J. Clin. Pharmacol. 57: 617-
618.

ITO Y, KONDO H, GOLDFARB PS, LEWIS DFV (2008). Analysis of CYP2D6 substrate
interactions by computational methods. J Mol Graph Model 26: 947-56.

IWASAKI H, EZURA Y, ISHIDA R, KAJITA M, KODAIRA M, KNIGHT J, DANIEL
S,SHI M,EMI M (2002). Accuracy of genotyping for single nucleotide
polymorphisms by a microarray-based single nucleotide polymorphism typing method
involving hybridization of short allele-specific oligonucleotides. DNA Res. 9: 59-62.

JACQZ-AIGRAIN E, FUNCK-BRENTANO C, CRESTEIL T (1993). CYP2D6- and
CYP3A- dependent metabolism of dextromethorphan in humans. Pharmacogenetics;
3:197-204.

86


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Kodaira%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12056415

JANNETTO PJ AND BRATANOW NC (2010). Pharmacogenomic considerations in the
opioid management of pain. Genome Med., 2: 66.

JEPPESEN U, GRAM LF, VISTISEN K, LOFT S, POULSEN HE, BROSEN K (1996).
Dose dependent inhibition of CYP1A2, CYP2C19 and CYP2D6 by citalopram,
fluoxetine, fluoxamine and paroxetine. Eur J Clin Pharmacol 51:73-8.

JIANG L, YIN X, YIN C, ZHOU S, DAN W, SUN X (2011). Different quantitative EEG
alterations induced by TBI among patients with different APOE genotypes. Neurosci
Lett, 505:160-164.

JOHANSSON I, LUNDQVIST E, DAHL ML, INGELMAN-SUNDBERG M (1996). PCR-
based genotyping for duplicated and deleted CYP2D6 genes. Pharmacogenetics 6:
351-355.

JOHANSSON I, LUNDQVIST E, BERTILSSON L, DAHL ML, SJOQVIST F &
INGELMAN-SUNDBERG M (1993). Inherited amplification of an active gene in the
cytochrome P450 CYP2D6 locus as a cause of ultrarapid metabolism of debrisoquine.
Proceedings of the National Academy of Sciences, 90: 11825-11829.

JOHANSSON 1, OSCARSON M, YUE QY, BERTILSSON L, SJIOQVIST F &
INGELMAN-SUNDBERG, M (1994). Genetic analysis of the Chinese cytochrome
P4502D locus: Characterization of variant CYP2D6 genes in subjects with diminished
capacity for debrisoquine hydroxylation. Molecular Pharmacology, 46: 452-459.

JOHNSON MD, ZUO H, LEE KH, TREBLEY JP, RAE JM, WEATHERMAN RV, DESTA
Z, FLOCKHART DA, SKAAR TC (2004). Pharmacological characterization of 4-
hydroxy-N-desmethyl tamoxifen, a novel active metabolite of tamoxifen. Breast
Cancer Res Treat 85: 151-159.

JONES BC, HYLAND R, ACKLAND M, TYMAN CA, SMITH DA (1998). Interaction of
terfenadine and its primary metabolites with cytochrome P450 2D6. Drug Metab
Dispos 26: 875-882.

JORNIL J, JENSEN KG, LARSEN F, LINNET K (2011). Risk assessment of accidental
nortriptyline poisoning: The importance of cytochrome P450 for nortriptyline
elimination investigated using a population-based pharmacokinetic simulator. Eur J
Pharm Sci 44:265-272.

JORNIL J, NIELSEN TS, ROSENDAL I, AHLNER J, ZACKRISSON AL, BOEL LW,
BROCK B (2013). A poor metabolizer of both CYP2C19 and CYP2D6 identified by
mechanistic pharmacokinetic simulation in a fatal drug poisoning case involving
venlafaxine. Forensic Sci Int 226: e26-31.

JURICA J, BARTECEK R, ZOURKOVA A, PINDUROVA E, SULCOVA A, KASPAREK
T & ZENDULKA O (2012). Serum dextromethorphan/ dextrorphan metabolic ratio
for CYP2D6 phenotyping in clinical practice. Jourmal of Clinical Pharmacology and
Therapeutics, 37: 486-490.

87



KAGIMOTO M, HEIM M, KAGIMOTO K, ZEUGIN T, MEYER UA (1990). Multiple
mutations of the human cytochrome P45011D6 gene (CYP2D6) in poor metabolizers
of debrisoquine: study of the functional significance of individual mutations by
expression of chimeric genes. J Biol Chem 265: 17209-14.

KALLIO J, LINDBERG R, HUUPPONEN R, IISALO E (1988). Debrisoquine oxidation in
a Finnish population: the effect of oral contraceptives on the metabolic ratio. Br J Clin
Pharmac 26: 791-5.

KASAI S, HAYASHIDA M, SORA | AND IKEDA K (2008). Candidate gene
polymorphisms predicting individual sensitivity to opioids. Naunyn Schmiedebergs
Arch. Pharmacol. 377: 269-281.

KAHUBA AD, NAFZIGER AN, KEARNS GL, LEEDER JS, SHIREY CS, GOTSCHALL
R, GAEDIGK A, BERTINO JS JR (1998). Quantification of intraindividual vari-
ability and the influence of menstrual cycle phase on CYP2D6 activity as measured by
dextromethorphan phenotyping. Pharmacogenetics 8:403-10.

KE X, COLLINS A & YE S (2001). PIRA PCR designer for restriction analysis of single
nucleotide polymorphisms. Bioinformatics, 17:838- 839, ISSN 1367-4803.

KIDD KK, RUANO G, (1995). Optimising PCR. In: McPherson MJ, Hames BD, Taylor GR
(Eds.). PCR 2. A Practical Approach, Oxford University press, New York.

KIMURA S, UMENO M, SKODA RC, MEYER UA, GONZALEZ FJ (1989). The human
debrisoquine 4-hydroxylase (CYP2D) locus: sequence and identification of the
polymorphic CYP2D6 gene, a related gene, and a pseudogene. Am J Hum Genet 45:
889-904.

KINGBACK M, KARLSSON L, ZACKRISSON AL, CARLSSON B, JOSEFSSON
M, BENGTSSON F, AHLNER J, KUGELBERG FC (2012). In uence of CYP2D6
genotype on the disposition of the enantiomers of venlafaxine and its major
metabolites in post- mortem femoral blood. Forensic Sci Int 214:124-134.

KIRCHHEINER J, SEERINGER A (2007). Clinical implications of pharmacogenetics of
cytochrome P450 drug metabolizing enzymes. Biochim Biophys Acta 1770: 489-94.

KIRCHHEINER J, HEESCH C, BAUER S, MEISEL C, SERINGER A, GOLDAMMER M,
BROCKMOLLER J (2004a). Impact of the ultrarapid metabolizer genotype of
cytochrome P450 2D6 on metoprolol pharmacokinetics and pharmacodynamics.
Clinical Pharmacology and Therapeutics, 76: 302-312.

KIRCHHEINER J, HENCKEL HB, FRANKE L, MEINEKE |, TZVETKOV M,
UEBELHACK R, BROCKMOLLER J (2005). Impact of the CYP2D6 ultrarapid
metabolizer genotype on doxepin pharmacokinetics and serotonin in platelets.
Pharmacogenetics and Genomics, 15: 579-587.

88


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Heim%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=2211621

KIRCHHEINER J, HENCKEL HB, MEINEKE I, ROOTS | & BROCKMOLLER J (2004b).
Impact of the CYP2D6 ultrarapid metabolizer genotype on mirtazapine
pharmacokinetics and adverse events in healthy volunteers. Journal of Clinical
Psychopharmacology, 24: 647—652.

KIRCHHEINER J, SCHMIDT H, TZVETKOV M, KEULEN JT, LOTSCH J, ROOTS | &
BROCKMOLLER, J (2007). Pharmacokinetics of codeine and its metabolite
morphine in ultrarapid metabolizers due to CYP2D6 duplication. Pharmacogenomics
Journal, 4: 257-265.

KISHIMOTO W, HIROI T, SAKAI K, FUNAE Y. IGARASHI T (1997). Metabolism of
epinastine, a histamine H1 receptor antagonist, in human liver microsomes in
comparison with that of terfenadine. Res Commun Mol Pathol Pharmacol 98: 273—
292.

KITADA M. (2003). Genetic polymorphism of cytochrome P450 enzymes in Asian
populations: Focus on CYP2D6. International Journal of Clinical Pharmacology
Research, 23: 31-35.

KLOTZ U. (2007). Antiarrhythmics: elimination and dosage considerations in hepatic
impairment. Clin Pharmacokinet 46: 985-996.

KOREN G, CAIRNS J, CHITAYAT D, GAEDIGK A & LEEDER SJ (2006).
Pharmacogenetics of morphine poisoning in a breastfed neonate of a codeine-
prescribed mother. Lancet 368: 704.

KOSARAC B, FOX AA AND COLLARD CD (2009). Effect of genetic factors on opioid
action. Curr. Opin. Anaesthesiol. 22: 476-482.

KOSKI A, OJANPERA 1, SISTONEN J, VUORI E, SAJANTILA A (2007). A fatal doxepin
poisoning associated with a defective CYP2D6 genotype. Am J Forensic Med Pathol
28: 259-261.

KOSKI A, SISTONEN J, OJANPERA |, GERGOV M, VUORI E, SAJANTILA A (2006).
CYP2D6 and CYP2C19 genotypes and amitriptyline metabolite ratios in a series of
medicolegal autopsies. Forensic Sci Int 158:177-183.

KROEMER HK, EICHELBAUM M (1995). “It’s the genes, stupid” molecular basis and
clinical consequences of genetic cytochrome P450 2D6 polymorphism. Life Sc; 56:
2285-98.

KROEMER HK, MIKUS G, KRONBACH T, MAYER UA, EICHELBAUM M (1989). In
vitro characterisation of the human cytochrome P450 involved in the polymorphic
oxidation of propofenone. Clin Pharmacol Ther 45:28-33.

KUBOTA T, YAMAURA Y, OHKAWA N, HARA H AND CHIBA K ((2000). Frequencies
of CYP2D6 mutant alleles in a normal Japanese population and metabolic activity of

89



dextromethorphan O-demethylation in different CYP2D6 genotypes. Br. J. Clin.
Pharmacol. 50: 31-34.

KUDO S, OKUMURA H, MIYAMOTO G, ISHIZAKI T (1999). Cytochrome P-450
isoforms involved in carboxylic acid ester cleavage of Hantzsch pyridine ester of
pranidipine. Drug Metab Dispos 27: 303-8.

KUMAR GN, RODRIGUES AD, BUKO AM, DENISSEN JF (1996). Cytochrome P450-
mediated metabolism of the HIV-1 protease inhibitor ritonavir (ABT-538) in human
liver microsomes. J Pharmacol Exp Ther 277: 423-31.

KWIATKOWSKI RW, LYAMICHEV V, DE ARRUDA M & NERI B (1999). Clinical,
genetic, and pharmacogenetic applications of the invader assay. Mol. Diag. 4: 353-
364.

KWOK P-Y, CHEN X (1998). Detection of single nucleotide polymorphisms. In Genetic
Engineering, Principles and Methods, ed. JK Setlow. New York: Plenum. 20:125-34.

KWOK P-Y (2000). High-throughput genotyping assay approaches. Pharmacogenomics 1:
95-100.

KWOK PY (2001). Methods for genotyping single nucleotide polymorphisms. Annu Rev
Genomics Hum Genet. 2: 235-58.

LAINE K, TYBRING G,HARTTER S, ANDERSSON K, SVENSSON JO, WIDEN
J, BERTILSSON L (2001). Inhibition of cytochrome P4502D6 activity with
paroxetine normalizes the ultrarapid metabolizer phenotype as measured by
nortriptyline pharmacokinetics and the debrisoquin test. Clin Pharmacol Ther 70:
327-335.

LAM YW, GAEDIGK A, ERESHEFSKY L, ALFARO CL, SIMPSON J (2002). CYP2D6
inhibition by selective serotonin reuptake inhibitors: analysis of achievable steady-
state plasma concentrations and the effect of ultrarapid metabolism at CYP2D6.
Pharmacotherapy 22: 1001-1006.

LANGFORD NJ, MARTIN U, RUPRAH M, FERNER RE (2002). Alternative venlafaxine
kinetics in overdose. J Clin Pharm Ther 27:465-467.

LEE JCI & CHANG JG (1992). ABO genotyping by polymerase chain reaction. J. Forensic
Sci. 37: 1269-1275.

LEE SY, SOHN KM, RYU JY, YOON YR, SHIN JG AND KIM JW (2006). Sequence-
based CYP2D6 genotyping in the Korean population. Ther. Drug. Monit. 28: 382-387.

LEE SJ, LEE SS, JUNG HJ, KIM HS, PARK SJ, YEO CW & SHIN JG (2009). Discovery
of novel functional variants and extensive evaluation of CYP2D6 genetic
polymorphisms in Koreans. Drug Metabolism and Disposition, 37: 1464-1470.

90



LEEDER JS, PEARCE RE, GAEDIGK A, MODAK A & ROSEN DI (2008). Evaluation of
a [13C]-dextromethorphan breath test to assess CYP2D6 phenotype. Journal of
Clinical Pharmacology, 48: 1041-1051.

LENNARD MS, SILAS JH, TREVETHIK J (1982). Defective metabolism of metoprolol in
poor hydroxylators of debrisoquine. Br J Clin Pharmac 14: 301-3.

LENNARD MS (1990). Genetic polymorphism of sparteine/debrisoquine oxidation: A
reappraisal. Pharmacol Toxicol 67:273-83.

LEPPERT, W. (2011). CYP2D6 in the metabolism of opioids for mild to moderate pain.
Pharmacology, 87: 274-285.

LESSARD E, YESSINE MA, HAMELIN BA, O’HARA G, LEBLANC J, TURGEON J
(1999). In uence of CYP2D6 activity on the disposition and cardiovascular toxicity of
the antidepressant agent venlafaxine in humans. Pharmacogenetics 9:435-443.

LEVKOVICH NN, GOROVENKO NG, MYASOEDOV DV (2011). Association of
polymorphic G1934A variant (allele *4) of CYP2D6 gene with increased risk of
breast cancer development in Ukrainian women. Exp Oncol. 33:136-9.

LEWIS DFV, LAKE BG & DICKINS M (2004). Substrates of human cytochromes P450
from families CYP1 and CYP2: analysis of enzyme selectivity and metabolism. Drug
Metabol Drug Interact 20: 111-142.

LIMA-NETO LG, HIRATA RD, LUCHESSI AD,SILBIGER VN, PASTORELLI
CP, SAMPAIO MF, ARMAGANIJAN D, REZENDE AA, DOI SQ, HIRATA MH
(2009). Detection of the TLR4 1196C>T polymorphism by mismatched-polymerase
chain reaction using plasmid DNA as internal control in restriction fragment length
polymorphism assays. Genet Test Mol Biomarkers, 13: 343-347.

LINDER MW, PROUGH RA, VALDES R JR (1997). Pharmacogenetics: a laboratory tool
for optimizing therapeutic efficiency. Clin Chem, 43:254-66.

LIOU YH, LIN CT, WU YJ AND WU LS (2006). The high prevalence of the poor and
ultrarapid metabolite alleles of CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4, and
CYP3AS5 in Taiwanese population. J. Hum. Genet. 51: 857-863.

LIVAK KJ (1999). Allelic discrimination using fluorogenic probes and the 5¢ nuclease
assay. Genet. Anal. 14: 143-149.

LIVAK KJ, FLOOD SJ, MARMARO J, GIUSTI W & DEETZ K (1995). Oligonucleotides
with fluorescent dyes at opposite ends provide a quenched probe system useful for
detecting PCR product and nucleic acid hybridization. PCR Methods Appl. 4: 357—
362.

91



LIZARDI P, HUANG X, ZHU Z, BRAY-WARD P, THOMAS D WARD, D (1998).
Mutation detection and single-molecule counting using isothermal rolling-circle
amplification. Nat. Genet., 19: 225 — 232.

LLERENA A, DORADO P & PENAS-LLEDO EM (2009). Pharmacogenetics of
debrisoquine and its use as a marker for CYP2D6 hydroxylation capacity.
Pharmacogenomics, 10: 17-28.

LOPEZ M, GUERRERO J, JUNG-COOK H AND ALONSO ME (2005). CYP2D6
genotype and phenotype determination in a Mexican Mestizo population. Eur. J. Clin.
Pharmacol. 61: 749-754.

LOTSCH J AND GEISSLINGER G (2006). Current evidence for a genetic modulation of
the response to analgesics. Pain, 121: 1-5.

LOTSCH J, SKARKE C, LIEFHOLD J AND GEISSLINGER G (2004). Genetic predictors
of the clinical response to opioid analgesics: clinical utility and future perspectives.
Clin. Pharmacokinet. 43: 983-1013.

LOVE-GREGORY LD, DYER JA, GRASELA J, HILLMAN RE & PHILLIPS CL (2001).
Carrier detection and rapid newborn diagnostic test for the common Y393N maple
syrup urine disease allele by PCR- RFLP: culturally permissible testing in the
Mennonite community. J. Inherit. Metab. Dis. 24: 393-403.

LU Y, MO C,ZENG Z,CHEN S, XIE Y,PENG Q,HE Y,DENG Y, WANG J, XIE
L, ZENG J, LI S, QIN X (2013). CYP2D6*4 allele polymorphism increases the risk of
Parkinson’s disease: evidence from meta-analysis. PLoS One. 8: 2-10.

LUO HR, GAEDIGK A, ALOUMANIS V AND WAN YJ (2005). Identification of
CYP2D6 impaired functional alleles in Mexican Americans. Eur. J. Clin. Pharmacol.
61: 797-802.

MADADI P, AVARD D & KOREN G (2012). Pharmacogenetics of opioids for the
treatment of acute maternal pain during pregnancy and lactation. Curr Drug Metab 13:
721-7217.

MADADI P,ROSS CJ,HAYDEN MR, CARLETON BC,GAEDIGK A, LEEDER
JS, KOREN G (2009). Pharmacogenetics of neonatal opioid toxicity following
maternal use of codeine during breastfeeding: a case—control study. Clin Pharmacol
Ther 85: 31-35.

MARECHAL JD, KEMP CA, ROBERTS GC, PAINE MJ, WOLF CR, SUTCLIFFE MJ
(2008). Insights into drug metabolism by cytochromes P450 from modelling studies of
CYP2D6-drug interactions. Br J Pharmacol 153 Suppl. 1: S82-9.

MAREZ D, LEGRAND M, SABBAGH N,LO GUIDICE M, SPIRE C, LAFITTE
JJ, MEYER UA, BROLY F (1997). Polymorphism of the cytochrome P450 CYP2D6

92


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Paine%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18026129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wolf%20CR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18026129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Sutcliffe%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18026129

gene in a European population: characterization of 48 mutations and 53 alleles, their
frequencies and evolution. Pharmacogenetics 7: 193-202.

MASIMIREMBWA CM AND HASLER JA (1997). Genetic polymorphism of drug
metabolising enzymes in African populations: implications for the use of neuroleptics
and antidepressants. Brain Res. Bull., 44: 561-571.

MATSUMOTO S, YAMAZOE Y (2001). Involvement of multiple human cytochromes
P450 in the liver microsomal metabolism of astemizole and a comparison with
terfenadine. Br J Clin Pharmacol 51:133-142.

MATSUNAGA T, NAGATA K, HOLSZTYNSKA EJ, LAPENSON DP, SMITH A, KATO
R, GELBOIN HV, WAXMAN DJ, GONZALEZ FJ (1988). Gene conversion and
differential regulation in the rat P-450 11A gene subfamily. J Biol Chem 263: 17995-
8002.

MCALPINE  DE, BIERNACKA JM, MRAZEK DA, OKANE DJ, STEVENS
SR, LANGMAN LJ, COURSON VL, BHAGIA J, MOYER TP (2011). Effect of
cytochrome P450 enzyme polymorphisms on pharmacokinetics of venlafaxine. Ther
Drug Monit 33:14-20.

MCLELLAN RA, OSCARSON M, SEIDEGARD J, EVANS DA. INGELMAN-
SUNDBERG M (1997). Frequent occurrence of CYP2D6 gene duplication in Saudi
Arabians. Pharmacogenetics 7:187-191.

MCPHERSON MJ, HAMES BD, TAYLOR GR (Eds) (1995). PCR 2. A Practical
Approach, Oxford University press, New York.

MCPHERSON MJ, QUIRKE P, TAYLOR GR (Eds.) (1991). PCR. A Practical Approach,
Oxford University press, New York.

MEYER UA (1990). Genetic polymorphisms of drug metabolism. Fundam Clin. Pharmacol,
4: 595 615.

MITTAL B, TULSYAN S, KUMAR S, MITTAL RD, AGARWAL G (2015). Cytochrome
P450 in Cancer Susceptibility and Treatment. Adv Clin Chem.71:77-139.

MONTANE JAIME LK, LALLA A, STEIMER W AND GAEDIGK A. (2013).
Characterization of the CYP2D6 gene locus and metabolic activity in Indo- and Afro-
Trinidadians: discovery of novel allelic variants. Pharmacogenomics, 14: 261-276.

MORA J, PUIG P, BOADAS J, URGELL E, MONTSERRAT E, LERMA E, GONZALEZ-
SASTRE F, LLUIS F, FARRE A, CAPELLA G (1998). K-ras gene mutations in the
diagnosis of fine-needle aspirates of pancreatic masses: prospective study using two
techniques with different detection limits. Clin Chem, 44: 2243- 2248.

MORIKE K, KIVISTO KT, SCHAEFFELER E, JAGLE C, IGEL S, DRESCHER S, FUX
R, MARX C, HOFMANN U, ENGEL C, WAGNER F, DELABAR U, MEISNER

93


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bhagia%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21099743
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wagner%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18167502

C,BAIL D,BOHM JO,GLEITER CH,ZIEMER G,REIN JG, HELLBERG
KD, EICHELBAUM M, SCHWAB M(2008). Propafenone for the prevention of atrial
tachyarrhythmias after cardiac surgery: a randomized, double-blind placebo-controlled
trial. Clin Pharmacol Ther 84:104-110.

MURALIDHARAN G, HAWES EM, MCKAY G, KORCHINSKI ED, MIDHA KK (1991).
Quinidine but not quinine inhibits in man the oxidative metabolic routes of
methoxyphenamine which involve debrisoquine 4-hydroxylase. Eur J Clin
Pharmaco,41:471-4.

MURATORI L,PAROLA M, RIPALTI A, ROBINO G, MURATORI P, BELLOMO
G, CARINI R, LENZI M, LANDINI MP, ALBANO E, BIANCHI FB (2000) Liver /
kidney microsomal antibody type 1 targets CYP2D6 on hepatocyte plasma membrane.
Gut. 46: 553-561.

MURDTER TE, SCHROTH W, BACCHUS-GERYBADZE L, WINTER S, HEINKELE
G, SIMON W, FASCHING PA,FEHM T; GERMAN TAMOXIFEN AND Al
CLINICIANS GROUP, EICHELBAUM M, SCHWAB M, BRAUCH H(2011).
Activity levels of tamoxifen metabolites at the estrogen receptor and the impact of
genetic polymorphisms of phase | and Il enzymes on their concentration levels in
plasma. Clin Pharmacol Ther 89: 708-717.

MYRAND SP, SEKIGUCHI K, MAN MZ, LIN X, TZENG RY, TENG CH, WILNER KD
(2008). Pharmacokinetics/ genotype associations for major cytochrome P450 enzymes
in native and first- and third-generation Japanese populations: comparison with
Korean, Chinese, and Caucasian populations. Clinical Pharmacology & Therapeutics,
84: 347-361.

NAKAJIMA M, NAKAMURA S, TOKUDOME S, SHIMADA N, YAMAZAKI H,
YOKOI T (1999). Azelastine N-demethylation by cytochrome P-450 (CYP)3A4,
CYP2D6, and CYP1AZ2 in human liver microsomes: evaluation of approach to predict
the contribution of multiple CYPs. Drug Metab Dispos 27:1381-1391.

NAKAMURA K, YOKOI T, KODAMA T, INOUE K, NAGASHIMA K, SHIMADA N,
SHIMIZU T. KAMATAKI T (1998). Oxidation of histamine H1 antagonist
mequitazine is catalyzed by cytochrome P450 2D6 in human liver microsomes. J
Pharmacol Exp er 284:437—-442.

NARIMATSU S, KARIYA S, ISOZAKI S, OHMORI S, KITADA M, HOSOKAWA
S, MASUBUCHI Y, SUZUKI T (1993). Involvement of CYP2D6 in oxidative
metabolism of cinnarizine and flunarizine in human liver microsomes. Biochem
Biophys Res Commun 193: 1262-8.

NAVEEN AT, ADITHAN C, SOYA SS, GERARD N AND KRISHNAMOORTHY R
(2006). CYP2D6 genetic polymorphism in South Indian populations. Biol. Pharm.
Bull. 29: 1655-1658.

NEBERT DW, GONZALEZ FJ. P450 GENES, STRUCTURE, EVOLUTION AND
REGULATION (1987). Annu Rev Biochem 56: 93345.

94


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Winter%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21451508

NEBERT DW, JONES JE (1989). Regulation of the mamilian cytochrome P-450 (CYPIAI)
gene. Int J Biochem; 21: 243- 52.

NEBERT DW, NELSON DR, COON MJ, ESTABROOK RW, FEYEREISEN R, FUJII-
KURIYAMA Y, GONZALEZ FJ, GUENGERICHFP, GUNSALUS IC, JOHNSON
EF, LOPER JC, SATO R, WATERMAN MR, WAXMAN DJ (1991). The P450
superfamily: update on new sequences, gene mapping, and recommended
nomenclature. DNA Cell Biol 10: 1-14.

NEBERT DW, RUSSELL DW (2002). Clinical importance of the cytochromes P450. Lancet
360: 1155-62.

NEED AC, MOTULSKY AG, AND GOLDSTEIN DB (2005). Priorities and standards in
pharmacogenetic research. Nat. Genet. 37: 671-681.

NELSON DR, KAMATAKI T, WAXMAN DJ, GUENGERICH FP, ESTABROOK
RW, FEYEREISEN R, GONZALEZ FJ, COON MJ, GUNSALUS IC, GOTOH O,
OKUDA K, NEBERT DW (1993). The P450 superfamily: update on new sequences,
gene mapping, accession numbers, early trivial names of enzymes, and nomenclature.
DNA Cell Biol 12: 1-51.

NELSON DR (1998). Cytochrome P450 nomenclature. Methods Mol Biol 107: 15-24.

NEWTON CR, GRAHAM A, HEPTINSTALL LE, POWELL SJ, SUMMERS C,
KALSHEKER N, SMITH JC, MARKHAM AF (1980). Analysis of any point
mutation in DNA. The amplification refractory mutation system (ARMS). Nucleic
Acids Res, 17: 2503 — 2516.

NIELSEN C, BARINGTON T, HUSBY S, LILLEVANG ST (2007). Expression of human
PTPN22 alleles. Genes Immun, 8: 131-137, ISSN 1466-4879.

NIEWINSKI P, ORZECHOWSKA-JUZWENKO K, HURKACZ M, RZEMISLAWSKA Z,
JAZWINSKA- TARNAWSKA E, MILEJSKI P AND FORKASIEWICZ Z (2002).
CYP2D6 extensive, intermediate, and poor phenotypes and genotypes in a Polish
population. Eur. J. Clin. Pharmacol. 58: 533- 535.

NISHIDA Y, FUKUDA T, YAMAMOTO | AND AZUMA J (2000). CYP2D6 genotypes in
a Japanese population: low frequencies of CYP2D6 gene duplication but high
frequency of CYP2D6*10. Pharmacogenetics, 10: 567-570.

NIU T & HU Z (2004). SNPicker: a graphical tool for primer picking in designing
mutagenic endonuclease restriction assay. Bioformatics, 20:3263-3265.

DRUMMER OH (2007). Post-mortem toxicology, Forensic Sci. Int. 165: 199-203.

O’MEARA D, AHMADIAN A, ODEBERG J & LUNDEBERG J (2002). SNP typing by
apyrase- mediated allele-specific primer extension on DNA microarrays. Nucleic
Acids Res. 30: e75.

95



ORTIZ DE MONTELLANO PR (1995). The 1994 Bernard B. Brodie Award Lecture.
Structure, mechanism, and inhibition of cytochrome P450. Drug Metab Dispos 23:
1181-7.

OSCARSON M, HIDESTRAND M, JOHANSSON | & INGELMAN-SUNDBERG M
(1997). A combination of mutations in the CYP2D6 *17 (CYP2D6Z) allele causes
alterations in enzyme function. Molecular Pharmacology, 32: 1034-1040.

OSIKOWSKA-EVERS B, DAYER P, MEYER UA, ROBERTZ GM, EICHELBAUM M
(1987). Evidence for altered catalytic properties of the cytochrome P-450 involved in
sparteine oxidation in poor metabolizers. Clin Pharmacol Ther; 41: 320-5.

OTA M, SEKI T, NOMURA N, SUGIMURA K, MIZUKI N, FUKUSHIMA H, TSUJI
K, INOKO H (1991). Modified PCR- RFLP method for HLA-DPB1 and —-DQA1
genotyping. Tissue Antigens 38: 60-71.

OTA M, SEKI T, FUKUSHIMA H, TSUJI K & INOKO H (1992). HLA-DRB1 genotyping
by modified PCR- RFLP method combined with group-specific primers. Tissue
Antigens 39: 187-202.

PAAR WD, POCHE S, GERLOFF J, DENGLER HJ (1997). Polymorphic CYP2D6
mediates O-demethylation of the opioid analgesic tramadol. Eur J Clin Pharmacol 53:
235-9.

PAPP AC, PINSONNEAULT JK, COOKE G & SADEE W (2003). Single nucleotide
polymorphism genotyping using allele-specific PCR and fluorescence melting curves.
Biotechniques 34: 1068-1072.

PAUL E, END-RODRIGUES T, THYLEN P AND BERGMAN U (2008). Adverse drug
reactions a common cause of hospitalization of the elderly. A clinical retrospective
study. Lakartidningen 105: 2338-2342.

PETSALO A, TURPEINEN M, PELKONEN O, TOLONEN A (2008). Analysis of nine
drugs and their cytochrome P450-specific probe metabolites from urine by liquid
chromatography-tandem mass spectrometry utilizing sub 2um particle size column. J
Chromatogr A. 1215:107-15.

PICHARD L, GILLET G, BONFILS C, DOMERGUE J, THENOT JP, MAUREL P (1995).
Oxidative metabolism of zolpidem by human liver cytochrome P450s. Drug Metab
Dispos 23: 1253-62.

PICKERING, J (2002). Integration of DNA ligation and rolling circle amplification for the
homogeneous, end-point detection of single nucleotide polymorphisms. Nucleic Acids
Res. 30: e60.

PLESNICAR BK, ZALAR B, BRESKVAR K AND DOLZAN V (2006). The influence of
the CYP2D6 polymorphism on psychopathological and extrapyramidal symptoms in
the patients on long-term antipsychotic treatment. J. Psychopharmacol., 20: 829-833.

96



POSTLIND H, DANIELSONA, LINDGREN A, ANDERSSON SH (1998). Tolterodine, a
new muscarinic receptor antagonist, is metabolized by cytochromes P450 2D6 and 3A
in human liver microsomes. Drug Metab Dispos 26: 289-93.

PREISSNER SC, HOFFMANN MF, PREISSNER R, DUNKEL M, GEWIESS A,
PREISSNER S (2013). Polymorphic cytochrome P450 enzymes (CYPs) and their role
in personalized therapy. PLoS One. 8:1-12.

QIN S, SHEN L, ZHANG A, XIE J, SHEN W, CHEN L, XING Q (2008). Systematic
polymorphism analysis of the CYP2D6 gene in four different geographical Han
populations in mainland China. Genomics, 92: 152-158.

FERNER RE (2008). Post-mortem clinical pharmacology, Br. J. Clin. Pharmacol. 66: 430-
443.

RAIMUNDO S, FISCHER J, EICHELBAUM M, GRIESE EU, SCHWAB M, ZANGER
UM (2000). Elucidation of the genetic basis of the common ‘intermediate
metabolizer’ phenotype for drug oxidation by CYP2D6. Pharmacogenetics 10: 577-
81.

RASMUSSEN HB (2012). Restriction Fragment Length Polymorphism Analysis of PCR-
Amplified Fragments (PCR- RFLP) and Gel Electrophoresis - Valuable Tool for
Genotyping and Genetic Fingerprinting, Gel Electrophoresis: Principles and Basics.
Dr. Sameh Magdeldin (Ed.), ISBN: 978- 953-51-0458-2.

RAU T, HEIDE R, BERGMANN K, WUTTKE H, WERNER U, FEIFEL N,
ESCHENHAGEN T (2002). Effect of the CYP2D6 genotype on metoprolol
metabolism persists during long-term treatment. Pharmacogenetics 12:465-472.

RAU T, WUTTKE H, MICHELS LM, WERNER U, BERGMANN K, KREFT M, FROMM
MF, ESCHENHAGEN T (2009). Impact of the CYP2D6 genotype on the clinical
effects of metoprolol: a prospective longitudinal study. Clin Pharmacol Ther 85: 269—
272.

RENDIC S, DI CARLO FJ (1997). Human cytochrome P450 enzymes: a status report
summarizing their reactions, substrates, inducers, and inhibitors. Drug Metab Rev 29:
413-580.

ROJAS M, GONZALEZ |, FAJARDO V,MARTIN |, HERNANDEZ PE, GARCIA
T, MARTIN R (2009). Identification of raw and heat-processed meats from game bird
species by polymerase chain reaction-restriction fragment length polymorphism of the
mitochondrial D-loop region. Poult Sci, 88: 669-679.

ROLLASON V, SAMER C, PIGUET V, DAYER P AND DESMEULES J (2008).
Pharmacogenetics of analgesics: toward the individualization of prescription.
Pharmacogenomics, 9: 905-933.

97



ROSENBERG NA, MAHAJAN S, RAMACHANDRAN S, ZHAO C, PRITCHARD JK &
FELDMAN MW (2005). Clines, clusters, and the effect of study design on the
inference of human population structure. Public Library of Science Genetics, 1: e70.

ROWLAND P, BLANEY FE, SMYTH M G, JONES JJ, LEYDON VR, OXBROW AK,
LEWIS CJ, TENNANT MG, MODI S, EGGLESTON DS, CHENERY RJ, BRIDGES
AM (2006). Crystal structure of human cytochrome P450 2D6. J Biol Chem
281:7614-7622.

SACHSE C, BROCKMOLLER J, BAUER S, ROOTS | (1997) Cytochrome P450 2D6
variants in a Caucasian population: allele frequencies and phenotypic consequences.
Am J Hum Genet 60:284 — 295.

SAIKI R, GELFLAND D, STOFFEL S, SCHARF S, HIGUCHI R, HORN G, MULLIS K,
ERLICH H (1988). Primer- directed enzymatic amplication of DNA with a
thermostable DNA polymerase. Science, 239:4877-4891.

SAINI M, DAS DK,DHARA A, SWARUP D,YADAV MP,GUPTA PK (2007).
Characterisation of peacock (Pavocristatus) mitochondrial 12S rRNA sequence and its
use in differentiation from closely related poultry species. Br Poult Sci, 48: 162-166.

SAKUYAMA K, SASAKI T, UIJIIE S, OBATA K, MIZUGAKI M, ISHIKAWA M,
HIRATSUKA M (2008). Functional characterization of 17 CYP2D6 allelic variants
(CYP2D6.2, 10, 14A-B, 18, 27, 36, 39, 47-51, 53-55, and 57). Drug Metab Dispos.
36: 2460-2467.

SALLEE FR, DEVANE CL, FERRELL RE (2000). Fluoxetine-related death in a child with
cytochrome P-450 2D6 genetic de ciency. J Child Adolesc Psychopharmacol 10:27—
34.

SANKAR S, RAMAMURTHY M, NANDAGOPAL B, SRIDHARAN G (2011). An
appraisal of PCR-based technology in the detection of Mycobacterium tuberculosis.
Mol Diagn Ther, 15:1-11, ISSN 1177-1062.

SCHMID B, BIRCHER J, PREISIG R, KUPFER A (1985). Polymorphic dextromethorphan
metabolism: co-segregation of oxidative O-demethylation with debrisoquin
hydroxylation. Clin Pharmacol Ther 38: 618-24.

SCHROTH W, ANTONIADOU L, FRITZ P, SCHWAB M, MUERDTER T, ZANGER
UM, SIMON W, EICHELBAUM M, BRAUCH H (2007). Breast cancer treatment
outcome with adjuvant tamoxifen relative to patient CYP2D6 and CYP2C19
genotypes. J Clin Oncol 25:5187-5193.

SCORDO MG, CAPUTI AP, D'ARRIGO C, FAVA G AND SPINA E (2004). Allele and
genotype frequencies of CYP2C9, CYP2C19 and CYP2D6 in an Italian population.
Pharmacol. Res., 50: 195-200.

98



SCORDO MG, SPINA E, FACCIOLA G, AVENOSO A, JOHANSSON | DAHL ML
(1999). Cytochrome P450 2D6 genotype and steady- state plasma levels of risperidone
and 9-hydroxyrisperidone. Psychopharmacology (Berl) 147:300-305.

SHAMS ME, ARNETH B, HIEMKE C,DRAGICEVIC A MULLER M]J, KAISER
R, LACKNER K, HARTTER S (2006). CYP2D6 polymorphism and clinical effect of
the antidepressant venlafaxine. J Clin Pharm Ther 31:493-502.

SHAW KD, AMSTUTZ U, JIMENEZ-MENDEZ R, ROSS CJ, CARLETON BC (2012).
Suspected opioid overdose case resolved by CYP2D6 genotyping. Ther Drug Monit
34:121-123.

SIEGLE |, FRITZ P, ECKHARDT K, ZANGER UM AND EICHELBAUM M (2001).
Cellular localization and regional distribution of CYP2D6 mRNA and protein
expression in human brain. Pharmacogenetics, 11: 237-245.

SIMSEK M, AL-WARDY N, AL-KHAYAT A & AL-KHABORY M (2002). A PCR-
RFLP test for simultaneous detection of two single-nucleotide insertions in the
Connexin-26 gene promoter. Genet. Test. 6: 225-228.

SINDRUP SH, BR@SEN K, GRAM LF (1992). Pharmacokinetics of the selective serotonin
reuptake inhibitor paroxetine: nonlinearity and relation to the sparteine oxidation
polymorphism. Clin Pharmacol Ther 1: 288-295.

SINDRUP SH, POULSEN L, BROSEN K, ARENDT-NIELSEN L AND GRAM LF (1993).
Are poor metabolisers of sparteine/debrisoquine less pain tolerant than extensive
metabolisers? Pain, 53: 335-339.

SINVILLE R. & SOPER SA (2007). High resolution DNA separations using microchip
electrophoresis. J Sep Sci, 30:1714-1728, ISSN 1615-9306.

SISTONEN J, SAJANTILA A, LAO O, CORANDER J, BARBUJANI G & FUSELLI S
(2007). CYP2D6 worldwide genetic variation shows high frequency of altered activity
variants and no continental structure. Pharmacogenetics and Genomics, 17: 93-101.

SMITH DA, JONES BC (1992). Speculations on the substrate structure-activity relationship
(SSAR) of cytochrome P450 en zymes. Biochem Pharmacol, 44:2089-98.

SMITH JC, CURRY SC (2011). Prolonged toxicity after amitriptyline over- dose in a patient
de cient in CYP2D6 activity. J Med Toxicol, 7:220-223.

SPALDIN V, MADDEN S, POOL WF, WOOLF TF, PARK BK (1994). The effect of
enzyme inhibition on the metabolism and activation of tacrine by human liver
microsomes. Br J Clin Pharmacol, 38: 15-22.

SPIGSET O, GRANBERG K, HAGG S, NORSTROM A, DAHLQVIST R (1997).
Relationship between fluvoxamine pharmacokinetics and CYP2D6/CYP2C19 phe-
notype polymorphisms. Eur J Clin Pharmacol, 52: 129-133.

99



SPIGSET O, GRANBERG K, HAGG S, SODERSTROM E, DAHLQVIST R (1998). Non-
linear fluvoxamine disposition. Br J Clin Pharmacol, 45: 257-263.

STAMER UM, ZHANG L AND STUBER F (2010). Personalized therapy in pain
management: where do we stand? Pharmacogenomics, 11: 843-864.

STEEN VM, ANDREASSEN OA, DALY AK,TEFRE T,BORRESEN AL, IDLE
JR, GULBRANDSEN AK (1995). Detection of the poor metabolizer-associated
CYP2D6 (D) gene deletion allele by long-PCR technology. Pharmacogenetics, 5: 215-
23.

STEINER E, BERTILSSON L, SAWE J, BERTLING I, SJOQVIST F (1988). Polymorphic
debrisoquin hydroxylation in 757 Swedish subjects. Clin Pharmacol Ther 44:431-435.

STEINER E, ISELIUS L, ALVAN G, LINDSTEN J, SIOQVIST F (1985). A family study
of genetic and environmental factors determining polymorphic hydroxylation of
debrisoquin. Clin Pharmacol Ther 38:394-401.

STELLWAGEN, NC. & STELLWAGEN, E (2009). Effect of the matrix on DNA
electrophoretic mobility. J Chromatogr A, 1216: 1917-1929, ISSN 0021- 9673.

STROB GR, VON KRUEDENER JS, STOCKIGT J, GUENGERICH FP, WOLFFT T
(1993). Development of a pharmacophore for inhibition of human liver cytochrome P-
450 2D6: molecular modeling and inhibition studies. J Med Chem 1136-45.

SUBRAHMANYAM V, RENWICK AB, WALTERS DG, YOUNG PJ, PRICE RJ,
TONELLI AP, LAKE BG (2001). Identification of cytochrome P-450 isoforms
responsible for cis-tramadol metabolism in human liver microsomes. Drug Metab
Dispos, 29: 1146-55.

SYVALAHTI EK, LINDBERG R, KALLIO J, DE VOCHT M (1986). Inhibitory effects of
neuroleptics on debrisoquine oxidation in man. Br J Clin Pharmacol 22:89-92.

SYVANEN AC (2001). Accessing genetic variation: Genotyping single nucleotide
polymorphisms. Nat. Rev. Genet, 2:930 — 942.

SYVANEN AC (1999). From gels to chips: ‘‘Minisequencing’’ primer extension for
analysis of point mutations and single nucleotide polymorphisms. Human Mutat.
13:16.

SZANTAI E,RONAI Z, SASVARI-SZEKELY M, BONN G, GUTTMAN A (2006).
Multicapillary electrophoresis analysis of single-nucleotide sequence variations in the
deoxycytidine kinase gene. Clin Chem, 52: 1756-1762, ISSN 0009-9147.

TAMMINGA W J, WEMER J, OOSTERHUIS B, DE BOER A, VRANCKX S, DRENTH
BF, DE ZEEUW RA, DE LEIJ LF AND JONKMAN JH (2003). Polymorphic drug
metabolism (CYP2D6) and utilisation of psychotropic drugs in hospitalised
psychiatric patients: a retrospective study. Eur. J. Clin. Pharmacol. 59: 57-64.

100



TATEISHI T, CHIDA M, ARIYOSHI N, MIZOROGI Y, KAMATAKI T, KOBAYASHI S
(1999). Analysis of the CYP2D6 gene in relation to dextromethorphan O-
demethylation capacity in a Japanese population. Clin Pharmacol Ther.65:570-5.

TEH LK, ISMAIL R, YUSOFF R, HUSSEIN A, ISA MN AND RAHMAN AR (2001).
Heterogeneity of the CYP2D6 gene among Malays in Malaysia. J. Clin. Pharm. Ther,
26: 205-211.

TEH LK, MOHAMED NI, SALLEH MZ, ROHAIZAK M, SHAHRUN NS, SALADINA
JJ, SHIA JK, ROSLAN H,SOOD S,RAJOO TS, MUNIANDY SP, HENRY
G, NGOW HA, HLA U KT, DIN J (2012b). The risk of recurrence in breast cancer
patients treated with tamoxifen: polymorphisms of CYP2D6 and ABCB1. AAPS J,
14: 52-59.

TEH LK & BERTILSSON L (2012a). Pharmacogenomics of CYP2D6: molecular genetics,
interethnic  differences and clinical importance. Drug Metabolism and
Pharmacokinetics, 27: 55-67.

The Free Dictionary (2012). http://medical-dictionary.thefreedictionary.com/ (accessed 2018
March 10).

THEOPHILUS NAA, CHANDRASEKARAN AD, OYA S, SAM S, ERARD NG (2006).
CYP2D6 Genetic polymorphism in South Indian populations. Biol Pharm Bull. 29: 2—
5.

TOMALIK-SCHARTE D, LAZAR A, FUHR U, KIRCHHEINER J (2008). The clinical role
of genetic polymorphisms in drug-metabolizing enzymes. Pharmacogenomics J,8: 4-
15.

TOPIC E, STEFANOVIC M, IVANISEVIC AM, BLAZINIC F, CULAV J AND
SKOCILIC Z (2000). CYP2D6 genotyping in patients on psychoactive drug therapy.
Clin. Chem. Lab. Med, 38: 921-927.

TWYMAN RM (2005). Single nucleotide polymorphism (SNP) genotyping techniques-an
overview. Encyclopedia of Diagnostic Genomics and Proteomics. New York, USA:
Marcel Dekker, Inc. pp. 1202-1207.

TWYMAN RM, PRIMROSE SB (2003). Techniques patents for SNP genotyping.
Pharmacogenomics, 4: 67 — 79.

VON AHSEN N, TZVETKOV M, KARUNAJEEWA HA, GOMORRAI S, URA A,
BROCKMOLLER J, OELLERICH M (2010). CYP2D6 and CYP2C19 in Papua New
Guinea: High frequency of previously uncharacterized CYP2D6 alleles and
heterozygote excess. International Journal of Molecular Epidemiology and Genetics,
1: 310-319.

VOORMAN RL, MAIO SM, HAUER MJ, SANDERS PE, PAYNE NA, ACKLAND MJ
(1998). Metabolism of delavirdine, a human immunodeficiency virus type-1 reverse

101



transcriptase inhibitor, by microsomal cytochrome P450 in humans, rats, and other
species: prob- able involvement of CYP2D6 and CYP3A. Drug Metab Dispos 26:
631-9.

WANDELIUS M, DARJ E, FRENNE G, RANE A (1997). Induction of CYP- 2D6 in
pregnancy. Clin Pharmacol Ther, 62:400-7.

WENNERHOLM A, DANDARA C, SAYI J, SVENSSON JO, ABDI YA, INGELMAN-
SUNDBERG M, GUSTAFSSON LL (2002). The African-specific CYP2D6 * 17
allele encodes an enzyme with changed substrate specificity. Clinical Pharmacology
and Therapeutics, 71: 77-88.

WOLF CR, SMITH G (1999). Cytochrome P450 CYP2D6. IARC Sci Publ, 148:209-29.

WOOLHOUSE NM, ANDOH B, MAHGOUB A, SLOAN TP, IDLE JR, SMITH RL
(1979). Debrisoquin hydroxylation polymorphism among Ghanaians and Caucasians.
Clin Pharmacol Ther. 26: 584-91.

WUTTKE H, RAU T, HEIDE R, BERGMANN K, BOHM M, WEIL J, WERNER D,
ESCHENHAGEN T (2002). Increased frequency of cytochrome P450 2D6 poor
metabolizers among patients with metoprolol-associated adverse effects, Clin.
Pharmacol. Ther. 72: 429-437.

YUE QY, SVENSSON JO, ALM C, SJOQVIST F, SAWE J (1989). Codeine o-
demethylation co-segregates with polymorphic debrisoquine hydroxylation. Br J Clin
Pharmac, 28: 639-45.

YUMIBE N, HUIE K, CHEN KJ, CLEMENT RP, CAYEN MN (1995). Identi cation of
human liver cytochrome P450s involved in the microsomal metabolism of the
antihistaminic drug loratadine. Int Arch Allergy Immunol 107:420.

ZAHARI Z, SALLEH MR, TEH LK AND ISMAIL R (2009). Influence of CYP2D6
polymorphisms on symptomatology and side-effects of patients with schizophrenia in
Malaysia. Malays. J. Med. Sci. 16: 12-20.

ZANGER UM, RAIMUNDO S, EICHELBAUM M (2004). Cytochrome P450 2D6:
overview and update on pharmacology, genetics, biochemistry. Naunyn
Schmiedebergs Arch Pharmacol, 369: 23-37.

ZANGER UM & SCHWAB M (2013). Cytochrome P450 enzymes in drug metabolism:
Regulation of gene expression, enzyme activities, and impact of genetic variation.
Pharmacology and Therapeutics, 138: 103-141.

ZANGER UM, TURPEINEN M, KLEIN K & SCHWAB M (2008). Functional
pharmacogenetics/genomics of human cytochromes P450 involved in drug
biotransformation. Analytical and Bioanalytical Chemistry, 392: 1093-1108.

102



ZHANG R, ZHU Z, ZHU H, NGUYEN T, YAO F, XIA K, LIANG D, LIU C (2005). SNP
cutter: a comprehensive tool for SNP PCR- RFLP assay design. Nucleic Acids Res.
33: W489-W492.

ZHOU SF, DI YM,CHAN E,DU YM, CHOW VD, XUE CC, LAl X, WANG JC, LI
CG, TIAN M, DUAN W (2008). Clinical pharmacogenetics and potential application
in personalized medicine. Curr Drug Metab, 9: 738-84.

ZHOU SF, LIU JP, CHOWBAY B (2009). Polymorphism of human cytochrome P450
enzymes and its clinical impact. Drug Metab Rev, 41: 89-295.

ZHU W, CADET P, BAGGERMAN G, MANTIONE KJ AND STEFANO GB (2005).
Human white blood cells synthesize morphine: CYP2D6 modulation. J. Immunol.,
175: 7357-7362.

103



OZGECMIS

| - Bireysel Bilgiler

Adi: GULIBAHAER
Soyadi: REJIEPU
Uyrugu: Cin

Medeni Durumu: Bekar

II - Egitim

Eyliil 2014 --- Ankara Universitesi, Saglik Bilimler Enstitiisii, Adli Kimya
ve Adli Toksikoloji Boliimii, Yiksek Lisans Programi, Tiirkiye.

Eyliil 2013 --- Temmuz 2014, Ankara Universitesi Dil Okulu, Tiirkce Dil
programi, Tiirkiye.

Eyliil 2007 - Temmuz 2013, Xin Jiang Tip Universitesi, Temel Tip Fakiiltesi,
Adli Tip boliimii, lisans programi, Cin.

Yabanci Dili: Cince, Ingilizce, Tiirkge, Temel Arapga

111 - Bilimsel Etkinlikler

“The Toxic Effects of Arsenic on The Hematopoietic System” konulu yiiksek
lisans Seminer, 2016

China, as the “world’s factory”, is suffering from serious environmental
problems in terms of Environmental Toxicology. Sunum. Ikinci Uluslararasi
Adli Toksikoloji Kongresi, 2016. Ankara, Turkiye.

“The Toxic Effects of Arsenic on The Hematopoietic System” konulu Poster,
Ikinci Uluslararas1 Adli Toksikoloji Kongresi, 2016.Ankara, Turkiye.

104



	Cilt1.pdf
	dış kapak
	iç kapak
	img-909182340


