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NOROPSIKiYATRIK ILAC KULLANIMINDA YENI NESIL DiZILEME
YONTEMI iLE TANI PANELI GELISTIiRILMESI

OZET

Tiim diinyada oldugu gibi iilkemizde de yiiksek sermayeli teknolojik gelismelerin
kullanilmas1 sonucu olarak saglik harcamalari artmistir, ayn1 zamanda gelisen
teknoloji ile harcamalarda bazi tasarruflara imkanda saglamistir. Bu tasarrufun en
etkili yardimcisi farmakogenetik testler olacaktir. Tiirkiye’de saglik harcamalarinda
ilaglarin payr %46, Ingiltere ve Amerika’da ise bu oran sadece %12’dir.
Farmakogenetik, kisilerin genetik yapilarindaki varyasyonlar nedeni ile ilaglara
verdikleri yanitlardaki degisiklikleri inceleyen bir bilim dalidir. 2003 yilinda Insan
Genom Projesi’nin tamamlanmasindan sonra Onem kazanarak diinyada hizla
yayginlagsmaktadir. Bireyin genetik yapisti ile hastaliginin tedavisinde kullanilabilecek
ilaglarin karsilastirilmasiyla, en etkili ilacin yan etkisi en az olabilecek dozda
verilebilmesi saglanmaktadir. Glinlimiizde epilepsi, diyabet, kalp hastaliklari, mide
hastaliklari, kanser ve depresyon gibi bir¢ok hastaligin tedavisinden Once bireylere
farmakogenetik testler yapilabilmektedir.

Farmakogenetigin gelecegiyle ilgili olarak ozellikle ii¢ alan one c¢ikacak gibi
goriinmektedir. Bu alanlar psikiyatri, kardiyoloji ve onkolojidir.

2000 yilinda depresyon, “’Yeti Yitimine Ayarlanmis Yasam Yili*® olarak
degerlendirilen global hastalik yiikiiniin sebepleri arasinda dordiincii sirada yer
almaktadir. Diinya Saglik Orgiitii (DSO) raporlarina gore, 2020 yilma gelindiginde,
depresyon, tiim yas ve cinsiyet gruplari i¢in “’Yeti Yitimine Ayarlanmis Yasam Y1il1“’
degerlendirmelerinde ikinci siray1 alacaktir.

Calismamizin konusu olan psikiyatrik hastalarin kullandiklar1 ilaglar %35-45’1
tedaviye yanit verirken, %30-50’si tedaviye cevap verememekte veya giinliik
hayatinin akisini bozacak siddetli yan etkiler olusturmaktadir. Noropsikiyatri alaninda
kullanilan neredeyse tiim ilaglar karacigerde iiretilen ve polimorfizmi yiiksek olan
CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2 ve CYP3A4 enzimleri tarafindan metabolize
edilir. Yaygin olarak kullanilmamakla birlikte bu genlerdeki polimorfizmler DNA
analiz yontemleriyle tespit edilebilmekte ve tedaviye baslamadan 6nce uygun ilag ve
dozu belirlenebilmektedir. S6z konusu analizler farkli yontemler kullanilarak
yapilmaktadir ve heniiz bir standardizasyon saglanamamistir. PCR-RFLP, Sanger
DNA dizi analizi, Real-time PCR, mikroarray gibi yontemlerle maliyeti yiiksek test
hizmetleri sunulmaktadir.

Projenin amaci, literatiirdeki bilgilere gore polimorfimleri ve etki mekanizmalari
bilinen, rutinde uygulamalar1 yapilmakta olan bu genlerin tiimiinii tek bir panel olarak
analizini saglayan molekiiler tani kiti olusturmaktir.
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Metod olarak hedefteki enzimleri kodlayan genlerde bulunan ve noropsikiyatriye
yonelik farmakogenetik analizlerde en sik kullanilan 52 polimorfik nokta 22 primer ile
cogaltilmasi planlanmigtir. Noktalarin analizine imkan saglayacak sekilde uygun
primerler tasarlanmis ve optimizasyonu yapilmistir. Optimize edilen primerler
kullanilarak PCR yontemi ile genlerin amplifikasyonu saglanmistir. Daha sonra yeni
nesil dizileme teknolojisi ile (Illumina platformu) dizi analizleri yapilmistir. Dizileme
islemi sonrasinda verilerin kalite analizi yapildiktan sonra tasidiklar: polimorfizmler
tespit edilmistir.

Yapilan ¢alisma bir polimorfizm iizerinden toplum taramasi olmayip, ¢ok sayida genin
tek seferde analizini gergeklestiren bir polimorfizm analiz paneli/kiti olusturulmustur.
Metod gelistirmeye yonelik oldugundan rastgele secilmis 20 farkli bireye ait genomik
DNA kullanilmistir. Klinik kullanima yonelik standart, daha ekonomik ve yeni nesil
teknolojiye dayanan bir kit gelistirilmistir.

Anahtar kelimeler: SNP, P450, Yeni Nesil Dizileme, CYP2D6, CYP3A4, CYP1A2,
CYP2C9, CYP2C19, farmakogenetik, [llumina, antidepresan
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THE DEVELOPMENT OF PHARMACOGENETICS DIAGNOSTIC PANELS
WITH NEXT GENERATION SEQUENCING METHODS IN
NEUROPSYCHATRIC DRUG USE

SUMMARY

As in the whole world, health expenditures have increased as a result of the use of
high-tech technological developments in our country, and at the same time, we have
been able to make some savings in spending with developing technology.
Pharmacogenetic tests will be the most effective assistant to this saving. The share of
medicines in health expenditures in Turkey 46%, while in Britain and America, this
ratio is only 12%. Pharmacogenetics is a scientific discipline that examines changes in
the responses people give to drugs and the reasons for variations in genetic
constitution. After the completion of the Human Genome Project in 2003 and is
spreading rapidly in the world. By comparing the genetic structure of the individual
with the drugs that can be used in the treatment of the disease, it is ensured that the
side effect of the most effective drug can be given in the least possible dose. Nowadays
pharmacogenetic tests can be performed on individuals before treatment of many
diseases such as epilepsy, diabetes, heart diseases, stomach diseases, cancer and
depression.

In the future of pharmacogenetics, three areas appear to be particularly prominent.
These areas are psychiatry, cardiology and oncology.

In 2000, depression was ranked fourth among the causes of the global illness burden,
which was assessed as " Disability-adjusted life year (DALY) ". According to the
World Health Organization (WHO) reports, by the year 2020, depression will take the
second place in the " Disability-adjusted life year" evaluations for all age groups and
gender groups.

While 35-45% of the drugs used by our psychiatric patients respond to treatment, 30-
50% of them produce severe side effects that either do not respond to treatment or
interfere with the flow of daily life. Nearly all drugs used in the field of
neuropsychiatry are metabolized by the enzymes CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19,
CYP1A2 and CYP3A4, which are produced in the liver and have high polymorphism
Although not widely used, polymorphisms in these genes can be detected by DNA
analysis methods and appropriate drugs and doses can be determined before treatment
begins. These analyzes are made using different methods and no standardization has
been achieved yet. PCR-RFLP, Sanger DNA sequence analysis, Real-time PCR,
microarray, etc. The purpose of the project is to create a molecular diagnostic kit that
provides analysis of all of these genes, which are known to be routinely applied, based
on polymorphisms and mechanisms of action according to the literature.
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As a method, it was planned to replicate 52 polymorphic spots with 22 primers which
are most frequently used in pharmacogenetic analysis for neuropsychiatric genes in
genes encoding the target enzymes. Suitable primers were designed and optimized to
allow analysis of points. Amplification of the genes was achieved by PCR using the
optimized primers. Later, sequence analyzes were performed with the next generation
of scaling technology (Illumina platform). After the quality analysis of the data, the
polymorphisms they carried out were determined after the scaling process. The study
was not a community survey through a polymorphism, but a polymorphism analysis
panel / kit was developed to perform analysis of many SNP at once. Genomic DNA of
20 different individuals randomly selected was used for the method development. The
kit designed, more economical and next generation technology for clinical use has
been developed.

Key Words: SNP, P450, Next Generation Sequencing, CYP2D6, CYP3A4,
CYPI1A2, CYP2C9, CYP2C19, pharmacogenetics, [llumina, antidepressant
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1.GIRIS ve AMAC

Farmakogenetik ila¢ tedavisine alinan yanitin onceden tahmin edilebilmesi igin
genetik bilgiyi kullanan bir alandir. Psikiyatrik bozukluklarin patogenezinde rol
oynayan ve ila¢ tedavisine alinan yaniti etkileyen genler ve bunlarin varyantlari
tanimlanmistir. Gelismekte olan molekiiler genetik teknikler bu alandaki ilerlemeye
katkida bulunmaktadir. Gliniimiizde, psikiyatrik tedaviler deneme-yanilma esasina
dayal1 olarak ampirik sekilde uygulanmaktadir. Psikiyatrik tedavilerle farmakogenetik
bilgisi sayesinde, bireyin genetik yapisina gore en yararl ilaci ve dozu belirlemek

mimkin olabilmektedir.

Bugiin, 100'den fazla psikoaktif ila¢ halen bir¢ok psikiyatrik hastaligin tedavisinde
kullanilmaktadir. ~ Giiniimiizde psikofarmakolojideki hizli gelisime ragmen
hastaliklarin tedavi diizeyi ve remisyon oranlar1 beklenilen seviyede degildir [1].
Azimsanmayacak sayida hasta, siirekli iiretilen ve gelistirilen ilag segeneklerine
ragmen gerektigi gibi tedavi olamamakta ya da tedaviye direng gostermektedir. Tedavi
stirecindeki bu basarisizlik sektdrii stirekli olarak yeni ilag arayisina itmektedir. Ayrica
rutinde kullanimda olan bazi ilaglarinda kullanim ve etkinliginin yeniden
diizenlenmesine ihtiya¢ duyulmaktadir. Ihtiyac duyulan bu optimize isleminin
saglanabilmesi i¢in geleneksel deneme-yanilma yontemine bagvurulur ya da Tedavisel
[la¢ Kan Diizeyi Monitorizasyonu (TDM) gibi modern ve hastaya en az zarar verecek
yontem uygulanir. Farmakogenetik biliminin gelismesi i¢in yeni bir alternatif olarakta

kisinin genetik profiline gore ilag ve ilag dozajinin optimizasyonu saglanabilir.

Kisiler arasindaki DNA dizilim farkliliklarini saptayarak elde ettigi kisisel profil ile
bireyin ilaca verecegi yanit1 belirleyip, bu yanita gére en etkili ve en az zararli dozaji
belirlemek farmakogenetik biliminin temel amaglarindandir. {lag yamitindaki bireysel
farkliliklar klinisyenler igin biiylik sorun teskil etmektedir. Bu farliliklardan
kaynaklanan temel sorunlarin basinda ilaca yanit alamamak veya kisinin ilaca ters
tepki vermesi yer almaktadir. Farmakogenetik bilimi giiniimiizde en ¢ok kardiyoloji,

onkoloji ve psikiyatri bilimine yardimci olmaktadir. Ksenobiyotik olarak adlandirilan



ve canli viicuduna disaridan aliman maddelerin metabolizmasinda ve viicuttan
atiliminda gorev yapan enzimlerin biiyiik kismini1 Sitokrom P450 (CYP) enzim ailesi
olusturmaktadir [2]. Psikiyatri alaninda kullanilan ilaglarin biiyiik ¢ogunlugunun
metabolize olma siirecinden P450 enzim grubu sorumludur. Enzim etkinligi bireyler
aras1 farklilik gosterdigi i¢in kisiler arasi ilag dozajlarindada farkililiklar olmast
beklenmektedir. Bazi genetik profile sahip insanlara normal gelen dozaj, bazilarina
yetersiz, bazilarina da toksik etki yapacak kadar fazla gelebilir [3]. “Kisiye 6zel tedavi”
kavraminin oturtulmasi advers ila¢ reaksiyonlarinin o6nlenebilmesi i¢in alinmasi
gereken onemli bir tedbirdir. Kisinin genetik profilinin incelenip bu profile gore ilag
kullanimina yonlendirmek, risk almadan, maddi ve manevi kayip olmadan
izlenebilecek tedavi yolunun baglangicidir. CYP enzimlerinin ¢alisma hizina gore
hastalar 4 sinif halinde gruplandirilir [4,5]. Poor Metabolizer [PM, (Enzim ¢alismaz)],
Intermediate Metabolizer [IM, (Enzim yavas c¢alisir)], Efficient Metabolizer [EM,
(Enzim normal hizda ¢alisir)], Ultrarapid Metabolizer [UM, (Enzim ¢ok hizli ¢alisir)].
UM olarak siniflandirilan hastalarda ilag yikim siiresi ¢ok kisa oldugundan dolay1
ilacin hiicrede kalma siireci ¢ok azalir ve kan dolagimina gecen miktar azalir. Hastanin
tedavisinde basarisizlik gozlenmesi bu profilde beklenen bir durumdur. Hizh
metabolizmaya sahip hasta standart dozda bir ilact hemen yikima ugrattigi i¢in hasta
hi¢ tedavi almamis gibi hastali§i aym etki ile yasayacaktir. Yavas metabolizor
bireylerde ise tam tersi durum yasanmaktadir. Enzim aktivitesinin olamadig1 yada ¢ok
az oldugu bireylerdir. Kan dolagimmna gecen ilag miktar1 ¢ok yiiksek oranda
olacagindan, ksenobiyotik madde toksik doza ulasir ve yan etkiler meydana gelir. Yan

etkiler ciddi boyutlara ulasip 6liimle sonuglanabilmektedir. [6].

[lag kullaniminda antidepresanlar ilk siray1 almaktadir. Yalmz Tiirkiye'de degil, biitiin
diinyada da 'yapay mutluluk saglayan ilaglar' olarak tanimlanan antidepresanlar
depresyona giren, panik atak yasayan ya da stresle basa ¢ikmaya calisanlarin ilk
tercihidir. Saglik Bakanlig1 Tiirkiye'de antidepresan kullanim oraninin son bes yilda
yilizde 56 oraninda arttigini agiklamistir [7]. Buna gore bir yilda yaklasik 37 milyon

ilag kullanmaktadir.

Calismamizda antiepresan ila¢ metabolizmasinda etkin oldugu bilinen CYP enzim
ailesi kodlayan genlerin sahip oldugu bazi polimorfik bdlgelerin analizi i¢in panel

hedeflenmistir. Kullanacagimiz yeni nesil dizileme yonteminin diger DNA analiz



sistemlerine gore daha uygun maliyet, uygulama kolaylig1 ve hizli dizileme gibi
uistiinltikleri vardir. Yeni nesil dizileme platformlar1 yiiksek hacimde paralel dizileme
yaparak milyonlarca DNA fragmentini es zamanl bir sekilde diziler. Bu sayede ¢ok
sayida gen bolgesinin ayni anda ve kisa siirede dizilenmesi miimkiindiir. Amacimiz
gelistirecegimiz panel ile gerek ilag maliyetinin, gerekse ilaca bagli goriilebilecek yan
etkilerin ve 6zelliklede klinisyenlerin uyguladigi deneme-yanilma yonteminin 6nemli
Olclide azalmasina katkida bulunmaktir. Noropsikiyatri alaninda kullanilan neredeyse
tim ilaglar "serotonin segici gerialim inhibitérleri (SSRIs)" adi verilen
antidepresanlar” karacigerde bulunan CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19, CYP1A2 ve
CYP3A4 enzimleri tarafindan metabolize edilir. Calismamizda sunmaya g¢alistigimiz
panel ve yontemle ila¢ metabolizmasinda etkili olan bu enzimlerdeki polimorfik
noktalar tespit edilip sahip olunan varyasyonlari yorumlayabilmesi i¢in klinisyene
rapor halinde sunulabilecek ve klinisyenin hastaya uygulanmasi gereken dozaj

hakkinda yorum yapabilmesi saglanacaktir.



2.GENEL BIiLGILER

2.1 Noropsikiyatrik Hastalhiklar

Beyinde meydana gelen bozukluklar1 ve bu bozukluklarin davramigsal etkilerini
inceleyen bilim dali néropskiyatri olarak isimlendirilir. Bu bilim dali farkli organik
bozukluklar ve bu bozukluklara ek olarak islev bozukluklarimi da degerlendirme
icerisinde tutup, tam1 koymada biiyiik ©Onem tagimaktadir. Noropsikolojik
degerlendirmede rutinde kullanilan goriintiileme sistemlerine ek olarak néropsikolojik

testlerde kullanilmistir [8].

Noropsikiyatik hastaliklara ikincil olarak depresyon goriilmesi ¢ok sik karsilasilan bir
durumdur. Inme, epilepsi ve demans gibi noropsikiyatrik hastaliklarda bu durumla

daha sik karsilasilmaktadir [9].

2.1.1 Depresyon

Toplumda goriilen ruhsal sorunlarda basi c¢eken depresyon teriminin ilk kez
tanimlanmas1 Hipokrat donemine kadar uzanir [10]. Ancak Hipokrat’in depresyon
terimi bugiinkii tanimla pek uyusmamaktadir. Bugiinkii anlamina en yakin tanim ise
Kraepelin tarafindan 1886 yilinda yapilmistir [11]. Kisinin belli bir siire, genel olarak
icinde bulundugu sabit olarak yorumlanan duygulanim durumuna “mood” adi verilir.
Depresyon bireylerde ortaya ¢ikan ¢evresel, hormonal veya genetik bozukluklar
sonucunda olusan ¢okkiinliik durumudur. Cesitli sebepler sonucuna bireylerin duygu
durumunda inis-¢ikiglar gozlemlenebilir. Ancak bu dalgalanmalar asir1 boyutlara
ulasip uzun siireler devam eder ve kiside duygu alanim bozukluguna sebebiyet
verebilmektedir. Duygulanim bozukluklarinda ilk sirada yer alan depresyon g¢evresel
degisikliklerle uyum i¢inde olamayan tepkiler sergileme ve i¢ yasamda siirekli

celiskiler halinde bulunma durumudur [12,13,14].

Duygu durum bozuklugunu siradan bir hayal kiriklig1 veya “kotii bir giin” gecirmenin
sebep oldugu mutsuzluktan ayirmak igin standart tani Olgiitleri kullanilmistir. Bu

olgiimlendirme sistemi Diinya Saghik Orgiitii tarafindan gelistirilen ICD-10
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siiflandirma sistemidir. ICD-10 sistemine gore depresyon belirti kiimelerinden olusan
bir sendromdur. Duygu durum bozuklugu ise bu belirtilerden sadece bir tanesidir.
Yaklasik olarak 15 giinliik bir siirecte depresif duygu durum ya da ilgi kayb1 diger
belirtilerle birlikte devam eder. Kisilerde enerji ve ilgi kaybi, sucluluk duygusu,
yogunlagma giicliigli, istah azalmasi, 6liim ya da intihar diislinceleri ile birlikte
konusma, uyku, istah, cinsellik gibi etkinlik diizeyinde azalma gbzlemlenir. Son olarak

kisilerarasi, sosyal ve mesleki islevsellikte bozulma ile sonuglanir [15, 16, 17, 18].

Kisaca bir psikomotor inhibisyon hali olan duygu durum bozuklugu DSM-IV ‘ye gore
asagidaki sekilde siniflandirilmastr.

* Major depressif epizod

* Distimik bozukluk

* Baflka tiirlii adlandirilamayan depressif bozukluk

* Bipolar I bozuklugu

* Bipolar II bozuklugu

* Siklotimik bozukluk

* Genel tibbi duruma bagli duygudurum bozuklugu

* Madde kullaniminin yol agtig1 duygu durum bozuklugu [17].

2.1.1.1 Depresyon tedavisi

Intihar ya da gevrelerine zarar verme ihtimali olan hastalarin, gida alimu ileri derecede
azalmis olanlarin, sosyal destekleri yeterli olmayanlarin, hikayelerinde hizli ilerleyici
depresif epizodlar bildirenlerin hastaneye yatirilmalar1 gerekir [19,20]. Depresyonun
iyilesme ve yinelemlerle seyreden yasam boyu siiren bir hastalik oldugu ve tedavi
edilmeyen olgularin %15 oraninda siiregenlestigi diisiiniildiigiinde konunun 6nemi
daha iyi anlagilir. Tedaviye yanit vermeyen veya yetersiz yanit veren olgularin orani
ise %15-35 gibi 6nemli bir orandir [21]. Depresif bozukluklarin tedavisi oncelikle
dogru tan1 konulmasi ve tedavi amaglarinin belirlenmesini igerir. Tedavi de akut
stirdiirim donem tedavisi olarak iki faz vardir. Akut donem ortalama ilk 4-12 haftay1
kapsar. Bu dénemde belirtilerin remisyonu ve dnceki islevsellige doniis amaglanir.Bu
donemde hastayla isbirliginin saglanmasi,egitim verilmesi,tedavi se¢imi ve yanitinin
degerlendirilmesi 6nemlidir. Stirdiiriim faz1 ise remisyonun ardindan gelen 6 ay veya

daha uzun siireyi kapsar,mevcut atagin alevlenmesi ya da tekrarlamanin énlenmesi



amaglanir. Bu donemde hastaya uzun stireli ila¢ kullanimi konusunda egitimin

verilmesi,yan etkilerin kontrolii ve islevselligin saglanmasi gereklidir.

Tedavi siiresi: Hemen biitiin antidepresif ilaclarin énemli bir 6zelligi etkinligin 1-3
hafta i¢inde baglamasidir. Bu siire i¢cinde,uykuda, istahta, duygudurum ve toplumsal
etkinliklerde diizelme baglar. Antidepresan tedavide doz ve yeterli siire cok dnemlidir.
Etkin olup olmadigina karar verirken 4-6 haftalik siire zorunludur [18, 20, 22].
2.1.1.2 Depresyon tedavisinde kullanilan antidepresan ilaclar

Antidepresan ilaglar enzim ya da reseptor inhibitorleri ve geri alim engelleyicileri
olarak etkilerini gosteririler. Tablo 2.1'de Tiirkiye'de bulunan antidepresan ilaglar yer

almaktadir [18,23].

Tablo 2.1: Tiirkiye’de bulunan antidepresanlar.

1-Monoamin Oksidaz inhibitorleritMAOI) Moklobemid

2-Trisiklik Antidepresanlar(TSA)
Opipramol, Imipramin, Klomipramin, Amitriptilin

3-Secici Serotonin Geri Alim Inhibitorleri(SSRI)
Sertralin, Fluoksetin, Paroksetin, Fluvoksamin, Sitalopram, Essitalopram

4- Alfa 2 adrenoreseptor antagonistleri(NaSSA)
Mianserin, Mirtazapin

5- Secici Noradrenerjik Gerialm inhibitorleri(NRI)
Reboksetin, Maprotilin

6- Noradrenalin ve Dopamin Gerialim inhibitorleritNDGI)
Bupropion

7- Serotonerjik ve Noradrenalin Geriahm inhibitorleri (SNRI)
Venlafaksin, Milnasipran, Duloksetin

8- Serotonerjik ilaclar (SAGI)
Nefazodon, Tianeptin, Trazodon

2.1.1.2.1 Monoamin oksidaz inhibitorleri (MAQOI)

Ik olarak gelistirilen antidepresanlardir, monoamin oksidaz enzimleri geri
doniisiimsiiz olarak inhibe ederler. Monoamin oksidaz, serotoninin par¢alanmasindan
sorumlu enzimdir. Serotonini parcalayan enzim miktarin1 azaltmak, ndronlar
canlandirmak icin serotoninin ihtiyact olan zamanmi cogaltir. MAO (Monoamin
Oksidaz), fizyolojik olarak aminlerin aldehit, amonyak ve hidrojen perokside oksidatif

deaminasyonundan sorumlu bir mitokondriyal enzimdir.



R-CH2NH:2 + O2 + H20 (—MAO ) R-CHO + NH3 + H202

Dopamin, epinefrin, norepinefrin ve serotonin gibi ndrotransmitter aminler yan1 sira
tiramin gibi yiyeceklerde bulunan toksik aminleri, benzilamin ve benzeri amin
yapisindaki pek cok bilesigi deamine etmektedir. MAO enzimi inhibe edildiginde,
Santral Sinir Sisteminde; dopamin, epinefrin, norepinefrin, serotonin, triptamin,
tiramin gibi merkezi uyarici etkisi bulunan aminlerin konsantrasyonu artar. Diyetle
alinan aminlerin kan basincinda tehlikeli ylikselmelere neden olabilmesi sebebiyle

kullanimi sinirli olmustur. Ulkemizde bulunmamaktadar.

MAOI’lerin sebebiyet verdigi yan etkiyi onlemek igin geri déniisiimlii MAOI (RIMA)
gelistirilmistir. Bu grupta tilkemizde moklobemid bulunmaktadir. Klasik MAOI grubu
ilaglardan yan etkisi azaltilmis ve etkinligi korunmus yeni bir smif olarak
gelistirilmistir. MAO enziminin substratlariin varliginda ilacin kolayca bu enzimden

ayrilabilmesinden dolay1 “geri dontisiimlii” ifadesi kullanilmustir [18,24].

2.1.1.2.2 Trisiklik antidepresanlar (TSA)

Trisiklik antidepresanlar genellikle serotonin ve noroadrenalin gerialim pompalarini,
cok az da dopamin geri alim pompalarini inhibe ederek etki gosterirler. Yan etkileri
(bulanik gérme, agiz kurulugu, bas donmesi, kan basinci diisiikliigii) sebebiyle
kullanimi azalmistir. Bu grup ilaglarin yiiksek dozlari giivenli degildir. Yeni kusak
antidepresanlarin giivenilirliginin yiiksek olusu bu ilaglarin kullaniminin azalamsinda

biiylik etken olmustur [18].

2.1.1.2.3 Secici serotonin gerialim inhibitorleri (SSRI)

Bu grupta sertralin, fluoksetin, paroksetin, fluvoksamin, sitaloprami, essitalopram yer
almaktadir. Adindan da anlasilacag: iizere seg¢ici Serotonin gerialim inhibitorii tiiri
antidepresanlar bu tasiyici proteinlerin ¢alismasini durdurarak serotoninin sinaptik
boslukta kalmasini saglar. Kronik uygulamalarda serotoninin siirekli artig1 serotonin
néronunun duyarsizlasmasina neden olmaktadir [25, 26, 27]. Huzursuzluk, terleme,
hazimsizlik, bas agrisi, dudaklarda kuruma, uykulu olma gibi yan etkileri vardir.
Ozellikle ek medikal hastalig1 olan bireylerde ¢oklu ila¢ kullaniminda ciddi ilag
etkilesimleri olabilir [18].

Secici Noradrenerjik Gerialim inhibitdrleri (NRI),

Noradrenalin ve Dopamin Gerialim Inhibitorleri (NDGI),



Serotonin ve Noradrenalin Gerialim Inhibitorleri (SNRI),
Noradrenerjik (02 antagonizmasi yoluyla) ve Serotonerjik Antidepreanlar (NaSSA),
Serotonin 2A Antogonistleri / Serotonin Gerialim Inhibitérleri (SAGI)

Grubu antidepresanlar ise lilkemizde bulunan diger antidepreanlardir[18,28,29].

2.2 Farmakogenetik

[lag yanitiin bireyler aras1 degislik gostermesinden sorumlu birgok faktor
bulunmaktadir. Bu faktorleri; yas, viicut agirligi, eliminasyon organlari, ilacin verilis
yolu, ¢evresel faktorler,beslenme aligkanliklar1 ve bireyin genel saglik durumu olarak
siralanabiliriz. Ancak ila¢ yanitinin bireyler aras1 degiskenligine yol agan en énemli
etkenin genetik faktdrler oldugu biraz gec anlasilmustir. Tlag yanit mekanizmasinda
genetik faktorlerin rolii oldugu kabul gordiikten sonra farmakogenetik terimi ortaya
cikmustir.

Farmakogenetik; ilaca verilen yanitin ve ilag¢ etkinliginin genetik yapiya bagli olarak
bireyler arasinda farklilik gostermesini inceleyen bilim dalidir. Farmakogenetigin
temelini olusturan “biyokimyasal bireysellik™ ifadesini ilk defa yiizyil oncesinde Sir
Archibald Garrod kullanmistir [30]. 1950°’li yillarda kalitsal Glukoz 6-fosfat
dehidrogenaz (G6PD) eksikligi olan bireylerde antimalaryal ila¢larin kullanimi sonucu
hemoliz goriilmesi farmokogenetigin temelini olusturan verilerden olmustur [31].
Farmakogenetik terimi 1959°da Friedrich Vogel of Heidelberg tarafindan kullanildi
[32]. 1962°de Warner Kalow’un “Pharmacogenetics — Heredity and the Response to
Drugs” isimli makalesi yaymnlanmistir [33]. 1968 yilinda ikiz kardeslerle yapilan
calismada, tek yumurta ikizi kardeslerin ilag cevap metabolizmalarinin ¢ift yumurta
ikizlerine oranla dikkate deger bir sekilde benzerlik gosterdigi kanitlanmistir [34].
Yapilan bu calismalar ilag reaksiyonlarinda genetik dizilimin etkisini agikca ortaya
koymustur. Advers ilag reaksiyonlar1 birden fazla gen tarafindan kontrol edildiginden
farmakogenetik alan1 yillar boyunca yavas bir gelisim gdstermistir. DNA teknolojisi
ve in-vitro molekiiler testlerdeki gelismeler bu alanin gelisim hizina ivme katmustir.
1990’11 y1llarda Insan Genom Projesi ve gelisen mikrodizileme teknolojisi ile birlikte
gelismeler hiz kazandi [15]. 2003 yilinda tamamlanan insan Genom Projesi ve 2005
yilinda FDA tarafindan onay alan CYP2D6 ve CYP2CI1 genlerinin analizini saglayan
test ile farmakogenetik bilimi gelisim gdstermeye devam etmistir. Insan genom

diziliminin aydinlatilmasi, farmakogenomik ve translasyonel tip arastirmalarinda



onemli ilerlemelere yol agmustir [35]. Genetik farliliklar ilag yanitinda, bireyler
arasindaki degiskenligin %30 ‘luk bir kismina sebep olmaktadir [36]. Hastalarin
genetik profilindeki bu farkliliklar; ilnaznazac etkisinde, potansiyel ilag toksisitesi
veya tedavi basarisizlig1 gibi risklere sebep olabilmektedir. Farmakogenetik bilimi
bireyler aras1 genetik degiskenliginin ila¢ yanitina ve etkililigine yonelik ¢aligmalarini
temel alir. Su anki klinik aragtirmalar, hasta genotip testi ve bu genetik bilginin
kullanilmasi tlizerine odaklanmaktadir [37,38]. Farmakogenetik degiskenlik gdsteren
en biiyiik grup olan Sitokrom p450 (CYP450) enzim ailesi ilag metabolizmasindan
sorumludur. Bu enzimler ila¢ metabolizmasinda yer alan Faz 1 reaksiyonlar

icerisindeki oksidasyon reaksiyonunda bulunurlar [39].

2.2.1 Ila¢ metabolizmasi biyotransormasyon

[laglarin insan viiciidunda izledigi yol genel olarak Sekil 2.1°de gosterildigi gibidir.
Ilag yikimlari genel olarak karacigerde olmakla birlikte farkli ilaglara gore yikim
yerleri degiskenlik gosterebilmektedir. Ilaglarmn bazilari tamamen okside formda
CO2’e doniisiip solunum yolu ile viicuttan uzaklastirilirken, bazilar1 ise bobrek ve
karacigerde form degistirerek viicuttan atilir. Ilaglarm atilabilmesi igin suda
eriyebilirligini arttiracak modifikasyonlarla hizli sekilde atilimi saglanir [40].
Organizmaya giren ilag ve benzeri toksik maddelerin sebep oldugu etkinin
azaltilabilmesi veya ortadan kaldirilmasinda rol oynayan doniistiiriicii sisteme
biyotransformasyon denilmektedir. Genel olarak organizmanin devamu i¢in gerekli

olan biitiin kimyasal reaksiyonlardir [41].

ilag girisi

Emiilim

Dagilim

ilag -hiicre etkilesimi

ilag yikimi

Atilim

Sekil 2.1: Ila¢c metabolizmasi.



Biyotransformasyon, kimyasal bilesiklerin bakteriler, mantarlar ve enzimler gibi
organizmalar tarafindan form degistirilmesidir. Viicut canli sistemlere yabanci ilag,
bocek Oldiiriicti, petrol {iriinleri gibi ksenobiyotik maddelere karsi savunmak i¢in bir
dizi biyotransformasyon reaksiyon veya metabolik reaksiyonlar gergeklestirir.
flaglarin ¢ogu insanda yogun sekilde metabolize olur. Insanlar icin en sik karsilasilan
ksenobiyotik madde olan ila¢ biyotransformasyon sonucu daha hidrofilik hale getirilir
ve bdylece viicuttan kolaylikla atilabilir. Genel olarak, ilaglar lipofilik kimyasallardir,
biyotransformasyon olmadigini varsaydigimizda etkili bir sekilde ortadan
kaldirilamadiklar: i¢in viicutta birikir ve toksisite meydana gelir. Az sayilabilecek
istisnalar diginda tiim ksenobiyotikler, faz 1 ve faz 2 enzimatik reaksiyonlarina maruz
kalirlar. Temel mantik olarak bu metabolizma, hidrofobik kimyasallari, idrar veya
safra yoluyla kolaylikla giderilebilen tiirevlerine doniistiirmeye yarar. Ksenobiyotik
madde olan ilaglar etki alanlarina ulasabilmek icin bazi fiziksel 6zelliklere sahip
olmalilar. Bu nedenle, ¢ogu ilag¢ hidrofobiktir, hidrofobik olmasi ise ilaglarin lipit
bilayer'larda yer alan hedef reseptorleri veya proteinleri ile etkilesime girerek
hiicrelere girmesini saglar. Hiicrelerin i¢ine giris, plazma zarindaki ¢ok sayida tasiyici
tarafindan kolaylastirilir. Bu hidrofobik 6zellik, ila¢ eliminasyonunu zorlastirir, ¢linkii
metabolizma yoklugunda, ilaglar hiicrelerdeki yag ve hiicresel fosfolipid
bilayerlerinde birikebilirler. Biytotransformayon sayesinde hidrofilik hale gelen

ilaglarin eliminasyonu kolaylasir [42-46].

Genel olarak, biyotransformasyon reaksiyonlar1 'faz I' ve 'faz II' reaksiyonu olarak

bilinen iki genis kategoriye ayrilmustir.

2.2.1.1 Faz I enzimleri ve reaksiyonlari

Faz 1 enzimleri genel olarak dort gruba ayrilmislardir. Bunlar sitokrom p450(CYP),
monoamin oksidaz(MAO), esterazlar ve amidazlardir. Bu enzimler fonksiyonel
gruplart (-OH, -COOH, -SH, -O-, -NH2) ile baglanarak, ksenobiyotikleri hidrofilik
forma doniistiiriip suda ¢6zliniirliigiini arttirirlar. Bu enzimler oksidasyon, rediiksiyon
ve hidroksilasyon islemlerinden sorumludurlar ve temel olarak faz II reaksiyonuna
hazirlik asamasinda rol almaktadirlar. CYP enzimleri, pek ¢ok ilacin farmakolojik
olarak aktiflestirilmesinden sorumlu en Onemli enzim grubudur. Tablo 2.2°de

ksenobiyotik metabolize eden enzimler ve reaksiyonlari gosterilmistir. Faz 1

10



reaksiyonlart mikrozomal ve mikrozomal olmayan oksidasyon, hidroliz ve reduksiyon

reaksiyonlaridir [47].

Tablo 2.2: Ksenobiyotik metabolize eden faz I enzimleri.

Enzimler Reaksiyonlar
Sitokrom P450’ler (P450/CYP) C ve O oksidasyon, dealkilasyon,
digerleri
Flavin iceren monooksijenazlar (FMO) N, S ve P oksidasyon
Epoksid hidrolazlar (mEH, sEH) Epoksitlerin hidrolizi

2.2.1.2 Faz II enzimleri ve reaksiyonlar:

Faz II reaksiyonlarinda, ila¢ veya metabolitlerin kiigiik endojen polar molekiillere
kovalent bagla baglanmasiyla olusur. Endojen molekiillerin dogrudan konjiigasyonu,
bilesik zaten uygun fonksiyonel gruplar igeriyorsa olusabilir. Bu konjugasyon
reaksiyonlarma glukoronosiltransferaz, siilfotransferaz, N-asetiltransferaz gibi
enzimler aracilik etmektedir [48]. Konjugasyon reaksiyonlar1 sonucunda ilaglarin
sudaki ¢Oziinlirligl artar. En ¢ok karsilasilan konjugasyon reaksiyonu ise glukronik
asid reaksiyonudur. Bu reaksiyon disinda asetilasyon, metilasyon, siilfotidizasyon
diger konjugasyon reaksiyonlaridir. Faz II reaksiyonlar1 sonucunda ilaglarin lipid
¢Oziiniirligh azalir ve ilaglar bobreklerden disar1 atilir. Tablo 2.3’de ksenobiyotik

metabolize eden enzimler ve reaksiyonlar1 gosterilmistir [47].

Tablo 2.3: Ksenobiyotik metabolize eden faz II enzimleri.

Enzimler Reaksiyonlar
Siilfotransferazlar (SULT) Siilfat eklenmesi
UDP- glukuronosiltransferazlar (UGT) Glukronik asit eklenmesi
Glutatyon -s — transferazlar (GST) Glutatyon eklenmesi
N-asetil transferazlar (NAT) Asetil gurubunun eklenmesi
Metiltransferazlar Metil grubunun eklenmesi
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2.2.2 Sitokrom P450

Ilk olarak 1958 yilinda Martin Klinberg sican karaciger mikrozomlar: iizerinde
spektrofotometrik ¢aligmalarda bulunurken karbon monoksit (CO) baglayan bir
pigment olarak Sitokrom P450’yi tanimlanmistir. Pigment tasvir eder nitelikte P
simgesine yer verilmistir. Daha sonra ise absorpsiyon spektrumunda 450 nm’de tepe
degeri verdigi icin P-450 olarak literatiirde yerini almistir [49]. Baslangicta
fonksiyonel, yapisal veya biyolojik 6zellikleri bilinmeyen bu proteinin sadecec
spektral 6zellikleri bilinmekteydi. Calismalar ilerledikce yapisal ve fonksiyonel olarak
aydinlatici bilgiler literatiirde yerini almaya baslad1 [50].

Sato ve Omura isimli iki aragtirmaci tarafindan 1962 yilinda “P450” terimi ilk defa
kullanilmistir. Bu iki aragtimaci tizerinde ¢alisilan bu proteinin CO baglamasinin yani
sira demir igeren hemoprotein oldugunu tespit etmislerdir [51,52]. insan genomunda
toplamda 18 aileye ayrilmig olarak 57 aktif CYP geni bulunmaktadir. (CYP1-3) olarak
adlandirilan ilk {i¢ aile, eksojen maddelerin metabolizmasinda yer alirken geri kalan

enzim aileleri ise endojen maddelerin metabolizmasinda yer almaktadir [53].

2.2.2.1 Sitokrom P450 enzim ¢alisma mekanizmasi

Sitokrom P450 enzim sistemine ait ¢alisma mekanizmasi ilk olarak 1971 yilinda

Estabrook tarafindan modellenmistir. Sekil 2.2°de bu modelleme gosterilmistir.

NADPH—cytochrome
P-450 reductase

P-450-Fe2: Dyt
€

Description: P-450
m hydroxylase

P-450-Fe?*

drug-0,

Sekil 2.2: Sitokrom P450 enzim sisteminin ¢alisma mekanizmasi.
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Dongliye giren serbest ila¢ ferik demir (Fe+3) ile kompleks olusturur. Sitokrom P
rediiktaz tarafindan NADPH’in NADP’ye donistiiriilmesiyle iiretilen elektron
transferi sonrasinda Fe+3, Fe+2 ‘ye indirgenmistir. Indirgenmis olan substrat-sitokrom
P450 kompleksi O ile birleserek daha da indirgenir. Diger O2 atomu ise su olusumuna
katilir. Sonu¢ olarak enzimsubstrat-O2 kompleksi meydana gelir. Substratin
kompleksten ayrildiktan sonra enzim tekrar serbest hale gecer ve siirecin devamindaki

reaksiyona hazir hale gelir [54].

2.2.2.2 CYP450 enzim isimlendirmesi

CYP enzimleri ila¢g metabolizmasinin biiyilik bir kismidan sorumludur. Faz I'e bagh
ilag metabolizmanin %75-80’lik kismindan, genel olarak klinikte kullanilan ilaglarin
ise %65-70'inin metabolizmasindan sorumlu olan enzim grubudur [55]. Polimorfik
CYP genlerinin ve karakterizasyonlarinin tanimlanmasi siireci sona erdiginden bir
ortak isimlendirme sistemine ihtiya¢ duyuldu. Boylece, 1999'da mevcutta tespit
edilmis olan ve gelecekte tanimlanma ihtimali olan alel terminolojisine yonelik bir
ortak platform yaratmak amaciyla bir isimlendirme komitesi kuruldu. Tespit edilen
alellerin isimlendirmelerini ve fenotiplerini bir arada sunabilmek amaciyla “Human
Cytochrome P450 Allele Nomenclature (CYP-allele) (http://www.cypalleles.ki.se/)”
websitesi kuruldu [56].

*FAMILYA
¢>%40
benzerlik

*SITOKROM
P450

*ALT FAMILYA espesifik
>%55 benzerlik gen/enzim

ejzoenzim

Sekil 2.3: CYP450 adlandirma sistemi.

2.2.2.3 Sitokrom P450 polimorfizmlerinin klinik 6nemi

Canlilarin sahip oldugu genetik polimorfizmlerin saptanmis olmasi, uygulanmasi
gereken bir¢ok tedevi icin yol gosterici olabilir. Kisilerin ilaglara verdigi yanitlarin
genetik yapiya bagli olarak farkli oldugunu farmakogenetik biliminin gelismesiyle

anlamis bulunmaktayiz. Farmakogenetik biliminin 6nemi terap6tik indeksi dar olan
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ilaclarin kullaniminda yasana sorunlarla iyice artmis durumdadir. Bireylerin sahip
oldugu genetik polimorfizmlerin uygulanacak tedavi dncesinde bilinmesi, verilecek
ilacin dozunun ayarlanmasi hastanelerde rutin uygulamalar arasina girmek {izeredir
[57].

Ters ilag reaksiyonlar1 klinikte olusan ve ¢ogunlugu 6liimle sonuglanan en 6nemli
problemlerden biridir. Ters ila¢ reaksiyonunun(ADR) en 6nemli nedenlerinden birisi
sitokrom P450 enzim polimorfizmidir. Amerika Birlesik Devletleri’nde hastaneye
yatirilan vakalarin %6,7’s1 ters ilag reaksiyonu nedeniyle yatirilmistir. Yilda
100.000’in iizerinde ters ilag reaksiyonu nedeniyle 6liim vakasi bildirilmistir. Faz I
polimorfik enzimlerin metabolize ettikleri ilaglarin %56’sinda ters ilag reaksiyonu
gbzlendigi bildirilmistir. Bu reaksiyonlarin %86’sindan CYP450 enzimlerinin

sorumlu oldugu rapor edilmistir [57, 58]. Tablo 2.4’de klinik 6nemi bulunan

varyantlarin tespitine yonelik piyasada kullanilan test panelleri verilmistir [91].

Tablo 2.4: Test panelleri ve analiz edilen varyantlar.

Farmakogenetik test

Analiz edilen CYP2D6

Analiz edilen CYP2C19

Analiz edilen diger genler

paneli varyantlari varyantlari
AssureRX *1, %2, ¥2A, *3, ¥4, *5, %6, *7, *1, %2, *3, *4, ¥5%6, *7, *8 SLC6A4, HTR2A
*8,%9, *10, *11, *12, *14, *15, *17,
*41
Genelex (You Script) *1, %2, *3, %4, *5, %6, *7, *8, *9, *1, %2, *3, ¥4, *5, %6, *7, *8, CYP2C9, VKORCI
#10, *11, *12, *14, *15, *17, *41 *17
Genomas (HILOmet *1, %3, %4, *5, %6, *9, *10, *17, *1, %2, %3 CYP2C9
PhyzioTypeSystem) Duplication
Matrix Genomics Zayif metabolizor, *2,%3,*4,*5,%6, %7, VKORC1, CYP2C9,

LUMINEX xTAG
CYP2D6

Mayo Clinic

Laboratory Corporation of
America

PGxl

ARUP Laboratories

The AmpliChip CYP450
Test

Normal metabolizor,
Hizli metabolizor

*l’ *2’ *3’ *4’ *5’ *6’ *7’ *8’ *9’
*10, *11, ¥15, *17, %29, *35, *41,

Duplication

H], D, KD, ¥ KA K kG KT S

*9,*10, *11, *12, *14A, *14B, *15,

*17, *41,

], KD, K3, K4 K5 KG K], %G *Q,
10, *11, *12, *14, *15, *17, *41,
*]XN,*2XN, *4XN,

K] KD K3 K4 KS RG KT *G *Q
*10, *11, *12, *14, *15, *17, *41

X1, %2, ¥DA, ¥3, %4, ¥5, %6, ¥7, %8,
%9, %10, *12, *14, *17, *29

*1, %2, *2ABD, *3, *4ABDJK, *5,
*6ABC, *7, ¥8, %9, *10AB, *11,
15, %17, ¥19, *¥20, %29, *35, *36,
*40

*8,*17

*1, %2, %3, *4, %6, *7, *8, *17

*2, %3, %4, *5, %6, *8, *17

), *3 *4 %G, *7, %8 %9, *](,
17

*], %) *3

CYP4F2,GGCX, APOE

CYP3A4, UGTIAL, TPMT,
HTR2A, HTR2C CYP2C9,
CYP1A2, VKORCI,

CYP2C9, HLA-B*1502,
VKORCI, TPMT, APOE,
IL28B, UGT1A1, MTHFR

CYP2C9, CYP1A2, NAT2,
HLA-B*5701, 5-HTTLPR,
MTHFR

CYP2C9, MTHFR, TPMT
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2.2.2.4 CYP2D6 geni

CYP2D6 genine ait lokalizasyon bilgisi Sekil 2.4°de gosterilmistir. Genin yerlesigi
22q13.2°dir.

N 8 A A A N A4 am oA oNA NN
Ao SR oo Lo Mo
LA I B NN N om :
Aod A4 A Addd A d dn mom

[ A A F oA A A

i) ) i iy

Sekil 2.4: CYP2D6 geni yerlesigi

CYP2D6, antidepresanlar, antipsikotikler, analjezikler ve beta blokerleri dahil olmak
lizere yaygin olarak piyasada bulunan ve regetelenen bir¢ok ilacin metabolizmasindan
sorumludur [52]. CYP2D6’nin metabolize ettigi onlarca ila¢ arasinda Prozac, Zoloft,
Paxil, Effexor, Hydrocodone, Amitriptyline, Claritin, Cyclobenzaprine, Haldol,
Metoprolol, Rythmol, Tagamet, Tamoxifen ve Tusstat yer almaktadir. CYP2D6 nin
baslica substrati olan kodein 6n ilaglarmi ve diger opioidleri aktif bigimlerine
doniistiirerek etkin hale gelmelerini saglar [60]. Toplumda %10 yavas metabolizer
(PM), %7 hizli metabolizer (UM) ve %35 normal metabolizer (IM) prevelansina
sahiptir. CYP2D6 i¢in yavas metabolizor kisiler, normal bireylerden farkl
farmakokinetige sahiptirler ve bu farklilik sebebiyle standart doz disinda doz
ayarlanmasina ihtiya¢ duymaktadirlar [60]. CYP2D6 geni, 100'den fazla (*) aleli ile
tanimlanan polimorfik bir gendir [59]. Genotipleme caligmalariyla, CYP2D6 geni
varyantlarindan en azindan 15 tanesinin fonksiyonel olmayan gen iiriinlerini kodladig1
saptanmistir. Tanimlanmig olan bu aleller, nokta mutasyonlari, delesyon, insersiyon,
duplikasyon ve gen duplikasyonlarini tasiyabilmektedirler [62]. CYP2D6 genine ait
polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin enzim aktivitesine etkiler Tablo 2.5’de

gosterilmistir [63]
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Tablo 2.5: CYP2D6 polimorfizm ve enzim aktivitesine etkisi

Aleller Polimorfizm Enzim aktivitesi
*XN gen duplikasyonu artmig aktivite
” -1584C>G, 1661G>Ca, Normal
2850C>Ta, 4180G>Ca
*3 2549A>del Inaktif
*4 1846G>A; 100C>Tb Inaktif
*5 gen delesyonu Inaktif
*6 1707T>del Inaktif
*7 2935A>C Inaktif
*8 1758G>T Inaktif
*9 2613-2615 delAGA Azalmig
*10 100C>Ta Azalmig
1| 883G>C Inaktif
*12 124G>A Inaktif
*14 1758G>A Inaktif
*15 138insT Inaktif
*17 1023C>T ve 2850C>Ta Azalmig
*20 1973insG Inaktif
*21 2573insG Inaktif
*29 3183G>A (3271G) Azalmig
*38 2587-2590delGACT Inaktif
*39 1661G>C, 4180G>C Normal
*41 2988G>A Azalmis
*44 2950G>C Inaktif
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2.2.2.5 CYP2C9 geni

CYP2C9 genine ait lokalizasyon bilgisi Sekil 2.5’de gosterilmistir. Genin yerlesigi
10g23.33"dir.
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Sekil 2.5: CYP2C9 geni yerlesigi

CYP2C9 enzimi piyasada recete edilen ilaglarin %16’sia etki etmektedir. Kafkas
irkinin yaklasik olarak %35°1 yavas metabolize eden alellere sahiptir. CYP2C9 doz
ayarlamasi gii¢ olan ve birikiminde toksititeye sebep olan varfarin gibi ilaglarin
biyotransformasyonunda 6nemli role sahiptir. Ug¢ farkli fenotipi tanimlanmustir.
Zay1f metabolizorler, aktif CYP2C9 alelli olmayanlardir. Orta metabolizorler ise bir
aktif ve bir inaktif CYP2C9 alel i¢erenlerdir. Normal metabolizor iki aktif CYP2C9
alel igerirler. Toplumda siklikla karsilasilan alel CYP2C9*2, CYP2C9*3’tiir. Her iki
alellede CYP2C9 enzim aktivitesini azaltir ve bu bireyler zayif metabolizor olarak
isimlendirilir [64]. CYP2C9 genine ait polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin enzim

aktivitesine etkiler Tablo 2.6’de gosterilmistir [63].

Tablo 2.6: CYP2C9 polimorfizm ve enzim aktivitesine etkisi

Aleller Polimorfizm Enzim aktivitesi
*1 - (wild tip) normal
*2 430C>T azalmis
*3 1075A>C azalmis
*4 1076T>C azalmis
*5 1080C>G azalmis
*6 818delA inaktif
*8 449G>A artmis

*11 1003C>T azalmis
*12 1465C>T azalmis
*16 485C>A azalmis
*18 1075A>C azalmis
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2.2.2.6 CYP2C19 geni
CYP2C19 genine ait lokalizasyon bilgisi Sekil 2.6°da gosterilmistir. Genin yerlesigi
10g23.33"dir.
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Sekil 2.6: CYP2C19 geni yerlesigi

CYP2C19 enzimi regete edilen ilaglarin %5-10 {izerine etki eder. Farkli toplumlar
arasinda yapilan c¢aligmalar sonucunda toplumlar arasinda metabolizér frekanslar
biiyiik farkliliklar gostermistir. Avrupa kokenlilerde zayif metabolizor orani %2-6 iken
Japon toplumunda bu oran %15-20'lere ulagmistir [65]. Enzim aktivitesi ¢cok farkl
seviyelerde saptanmistir. Bu enzim aktivitelerindeki farkliliklara dayanarak ii¢ farkli
tipte feanotip tanimlanmistir. Zayif metabolizér, *1 aleli bulundurmayan biitiin
fenotipler zayif olarak adlandirilir. Orta metabolizor, bir aktif ve bir inaktif CYP2C19
alel icermektedirler. Standart dozdan daha diisiik ila¢ verilmelidir. Normal metabolizor
ise iki aktif alel icerir ve ilag tliketimi standart dozda olmalidir [66]. CYP2C19 genine
ait polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin enzim aktivitesine etkiler Tablo 2.7°da

gosterilmistir [63].

Tablo 2.7: CYP2C19 polimorfizm ve enzim aktivitesine etkisi

Aleller Polimorfizm Enzim aktivitesi
*1 - (wild tip) normal
*2 681G>A inaktif
*3 636G>A inaktif
*4 1A>G inaktif
*5 1297C>T inaktif
*6 395G>A inaktif
*7 IVS5+2T>A inaktif
*8 358T>C inaktif
*9 431G>A azalmis
*10 680C>T azalmis
*17 991A>G artmis
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2.2.2.7 CYP1A2 geni
CYPI1A2 genine ait lokalizasyon bilgisi Sekil 2.7‘de gosterilmistir. Genin yerlesigi
15g24.1°dir.

pld
pl3

pla.2
pls.1
plZ.33
plZ.3l
pli.1
pll.23
pll.21
pll.1
gll.1
gll .21
gqll .23
gél.l
gél.2
gdl.3
qdd.l
qi2. 2
gi2.3
gé3d.l
gdi.2
gd3 31
q23.33
q24.2
q24.33
gé5.1
qéd.3
q26.12
q26.13
gdb.2
gdf. 3

Sekil 2.7: CYP1A2 geni yerlesigi.

CYP1A2 enzimi rutinde regete edilen ilaglarin %5-10’luk bir kismini metabolize
etmektedir. Metabolizmasinda rol aldig1 bazi ilaglar clozapine, imipramine, caffeine,
fluvoxamine, paracetamol, phenacetin, theophylline ve tacrine gibi sik kullanimda
olan ilaglardir [67].

Hem indiiklenebilen hem de inhibe olan CYP1A2 enzimi indiikleyici varliginda
Normal indiiksiyon, azalmis indiiksiyon ve hiperindiiksiyon olmak iizere ii¢ fenotipte
tanimlanmistir.  Enzimin induksiyonunu indiikleyiciler ve gende bulunan
polimorfizmler etkilemektedir. Normal induksiyon, iki tane CYP1A2*1A aleli tagiyan
ve normal metabolik aktiviteyi temsil eden fenotiptir. Azalmis indiiksiyon,
induksiyonun normalden daha diisiik seviyede oldugunu temsil eder. Genotip olarak
en az bir tane CYPIA2*1C aleli tasimas1 gerekmektedir. Hiperindiiksiyon, standart
dozdan daha yiiksek dozda substrata ihtiya¢ duyan bu fenotip en az bir tane CYP1A2*
IF aleli igerir. Normal induksiyona sahip bireylere oranla %40 daha yiiksek
induksiyona sahip olabilirler. Bu sebeple standart dozun iizerinde ilag verilmelidir [68,
69]. CYPIA2 genine ait polimorfizmler ve bu polimorfizmlerin enzim aktivitesine

etkiler Tablo 2.8’de gosterilmistir [63]

Tablo 2.8: CYP1A2 polimorfizm ve enzim aktivitesine etkisi

Aleller Polimorfizm Enzim aktivitesi
*1A - (wild tip) normal
*1C -3860G>A azalmis
*1F -163C>A artmis indiiksyon
*1K -740T>G, -730C>T, - 164C>A azalmis
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2.2.2.8 CYP3A4 geni
CYP3A4 genine ait lokalizasyon bilgisi Sekil 2.8de gosterilmistir. Genin yerlesigi
7q22.1°dir.
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Sekil 2.8: CYP3A4 geni yerlesigi.

Regete edilen birgok ilacin metabolizmasinda rol aldigi gibi CYP2D6 ile metabolize
edilen ilacin konsantrasyonu arttiginda da ilacin metabolizmasinda yer alip yetersiz

CYP2D6 aktivitesinin diizenlenme asamasinda yardimci gorev Ustlenmektedir [70].

2.3 Yeni Nesil Dizileme

James Watson ve Francis Crick tarafindan 1953 yilinda DNA’nin ¢ift zincirli yapisinin
kesfinin sonrasinda DNA dizilerinin okunmasina ihtiya¢ ve ilgi duyuldu. Bu
okumalarin yapilabilmesi i¢in farkli yontemler gelistirilmeye calisildi [71]. Gelistirilen
bu yontemler arasindan siyrilarak standart yontem olarak kendini gdsteren sanger
dizileme yontemi Frederick Sanger tarafindan gelistirilmistir [72]. Bu yontem
dideoksintikleotidler ile zincir sonlandirma esasina dayanmaktadir [73].

Genom projesinin tamamlanmasinin ardindan yeni nesil dizileme olarak adlandirilan
masif paralel dizileme yontemleri gelistirilmeye ve zamanla bilim diinyasinda yerini
almaya bagladi. Yontemin Onciilerinden olan Life Sciences 2005 yilinda 454
platformunu piyasaya stirmiistiir. 2006 y1linda ise Solexa Genome Analyzer’1 Applied
Biosystems ise Agencourt’u piyasaya siirmiistiir. 2011 yilina gelindiginde Ion Torrent
PGM, Pacific Biosciences Pac Bio RS ve [llumina MiSeq platformlari da piyasadaki
yerini ald1 [74, 75]

Yeni nesil dizileme yonteminde temel prosediir bir 6rnekten elde edilen DNA’nin
milyonlarca fragmaninin es zamanh olarak dizilenmesidir. Genel olarak kullanilan
yeni nesil dizileme platformlarinin temel basamaklari; taslak (femplate) hazirlama,

dizileme, goriintiileme ve elde edilen verilerin analiz edilmesidir [75].
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3.GEREC ve YONTEM

3.1 Gereg
3.1.1 Cihazlar

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.1°de yer almaktadir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan cihaz listesi.

Cihaz Ad1 Marka Kullanim Amaci
Otomatik pipetler Gilson Tiim laboratuvar ¢alismalarinda
kullanilmustir.
Derin dondurucu Beko Ornekler, belirli kit ¢dzeltileri ve tampon
(-20°C) cozeltilerin saklanmasinda kullanilmigtir.
. Ornekler, belirli kit ¢ozeltileri ve tampon
BuzdQL (4 ¢ Becg cozeltilerin saklanmasinda kullanilmigtir.
. ! Kimyasal madde miktarlarin1 6lgmede
Hassas terazi Desis
kullanilmustr.
Kiigiik hacimdeki soliisyon ve mixleri
VagFss Stuafg homojen hale getirmede kullanilmistir.
Sogutmali santrifiij Hettich Izolasyon protokoliinde kullanilmistir.
Nanodro ACTG gene Genomik DNA konsantrasyonu
P UVS-99 Ol¢timlerinde kullanilmistir.
. Belirlenen PCR dongiisiinde, dizilenecek
Is1l dongiileyici . N . -
. Bio-Rad gen bolgelerinin ¢ogaltilmasinda
(PCR cihazi)
kullanilmustir.
Mikrodalga firin Arcelik Agaroz jel hazirlamada kullanilmistir.
Ceker ocak Vortice Agaroz jel hazirlamada kullanilmistir.
Yatay elektroforez . Agaroz jele yliklenen PCR iiriinlerinin
. . Bio-Rad e .
sistemi yiiriitiilmesinde kullanilmistir.
Jel goriintiileme Dnr, Agaroz jelde yiiriitiilen 6rneklerin
sistemi Minibis goriintiilemesi isleminde kullanilmistir.
Florometre Qubit Pcr tirtinleri 6lgtimlerinde kullanildi.
Yeni nesil dizileme  {llumina, . .
cihazt MiSEQ Dizileme isleminde kullanilmgtir.
Jel goriinteleme sistemine bagh sekilde ,
Bilgisayar Casper, agaroz jel go'runfulerlmn kaydedilip
Samsung arsivlenmesi saglanmistir.(Casper)

Primer dizayni ve dizileme analizi i¢in
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3.1.2 Kimyasallar ve Ticari Kitler

Tez caligmasinda kullanilan cihazlar Tablo 3.2’de yer almaktadir.

Tablo 3.2: Kullanilan ticari kitlerin ve kimyasallarin listesi.

Kit,
Kimyasal Marka Kullanim Amaci
Ad1
DNeasy
Blood & Qiagen EDTA’l1 kandan DNA izolasyonu i¢in kullanilmistir.
Tissue Kits
QUIBIT
dsDNA HS Invitrogen DNA ve PCR iiriinleri konsantrasyonunu 6l¢gmek amaciyla kullanilmigtir.
Assay Kit
Nextera XT
DNA Sample .
. Illumina Yeni nesil dizileme protokoliinde yer alan indeksleme isleminde kullanilmistir.
Preparation
Index Kit
Nextera XT
DNA Sample . . -
) [lumina Yeni nesil dizileme protokoliinde yer alan kiitiiphane hazirlik amaciyla kullanilmustir.
Preparation
Kit
MiSeq
Reagent Kit illumina Normalize edilmis PCR iiriiniiniin dizileme cihazina yiiklemesi amaciyla kullanilmustir.
v3
PhiX
Sequencing illumina Verilerin kalite kontrolii i¢in kullanilmistir.
Control V3
Agencourt Beckman ) .
Manyetik boncuk yontemiyle saflagtima amaciyla kullanilmustir.
AMPure XP Coulter
Distile su Polifarma Tiim laboratuvar ¢aligmalarinda kullanilmustir.
Dna izolasyonunda ticari kitin {izerine prosediirlerinde belirtilen miktarlarda eklenerek
Sigma- kullanilmugtir.
Etanol (99%)
Aldrich Yeni nesil dizileme PCR’1 sonrasinda manyetik beadlerle birlikte saflagtima amacryla
kullanilmugtir.
Sigma- . o
NaOH ) DNA kiitiiphanesinin denatiirasyonu igin kullanilmistir.
Aldrich
Agaroz
Invitrogen Amplikonlarin yiiklenecegi jelin hazirlanmasinda kullanilmigtir.
Sigma- .
TBE (10X) Agaroz jel hazirlanmasinda kullanilmistir.
Aldrich
Etidyum EMD
o Amplikonlarin floresan olarak isaretlenmesinde kullanilmistir.
bromiir Millipore
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Tablo 3.2 (devam): Kullanilan ticari kitlerin ve kimyasallarin listesi.

Kit, Kimyasal Ad1 Marka Kullanim Amaci

New
. Amplikonlarin agaroz jeldeki kuyucuklarin tabanina inmesinde ve
DNA jel yiikleme boyasi England
boyanmasinda kullanilmisgtir.

Biolabs
Taq DNA Polymerase o o )
Thermo DNA 6&rneklerini gogaltmak i¢in yapilan PCR reaksiyonunda kullanilmistir.
&buffer ,recombinant (5
Scientific Enzim ve buffer birlikte ticari kit olarak temin edilmistir.

U/uL)

d-NTP set (100 mM), each Thermo
PCR reaksiyonunda kullanilmustir.

4x0.25 ml Scientific
GeneRuler and
Thermo
O'GeneRuler DNA PCR iiriiniiniin boyunu tespit etmede DNA markorii olarak kullanilmistir.
Scientific
Ladders
o ; Thermo )
Dimetil sulfoksid (DMSO) o PCR reaksiyonunda kullanilmistir.
Scientific

3.1.3 Primerler

Primerler, hedef gen bolgelerinin PCR ile ¢ogaltilmasinda kullanilmistir. Primer3
programiyla tasarlanan primerler USCS In silico-PCR, Primer Design and Search Tool
ve PCR Primer Stats biyoinformatik uzantilariyla kontrolleri yapildiktan sonra
Macrogen firmasi tarafindan sentezlenmistir. Analiz edilecek olan polimorfik bolgeler
icin tasarlanan primerlere ait diziler Tablo 3.3’de gosterilmistir.

Tablo 3.3: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 ve CYP2D6 genleri igin
tasarlanan primerler.

Gen Adi Primer Primer Dizisi (5'-3') Band Boyutu (bg)
CYP1A2 CYPI1A2_ICF AGGAACACAACGGGACTTCT 558
CYP1A2 CYP1A2 ICR TACGCTCCTTCTCCTTGAGG

CYP1A2 CYP1A2_IKF F ACCTTTCTTGGGACCAATTT 064
CYP1A2 CYP1A2 1KF R ACCTTTCTTGGGACCAATTT

CYP2C9 CYP2C9 3F ATTTTGGCCTGAAACCCATA 599
CYP2C9 CYP2C9 3R TTGGCTCTCAGCTTCAAACC

CYP2C9 CYP2C9 4F TCTCCAACTATTCTTGCCCTTT 037
CYP2C9 CYP2C9 4R GCTATGAGCACGCTTTAGGG

CYP2C9 CYP2C9 5F TCAATCAGGTTGTCCAAATTCTT 076
CYP2C9 CYP2C9 5R CTACCGCCTCAACTTCAGAAC

CYP2C9 CYP2C9_7F TTGTGCATCTGTAACCATCCTC s08
CYP2C9 CYP2C9 7R CCCCAAACTGGAAACAAGAG

CYP2C9 CYP2C9_9F GAGTAACTGCTCTCTGTGTTTGC 397
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Tablo 3.3 (devam): CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19, CYP3A4 ve CYP2D6

genleri i¢in tasarlanan primerler.

Gen Ad1 Primer Ad1 Primer Dizisi (5'-3") Band Boyutu (bg)
CYP2C19 CYP2C19_IF TGGAACCACTTGGGTTAACAT 281
CYP2CI19 CYP2CI9_IR TGAAGGAGCATACTTACATTGGTT
CYP2C19 CYP2C19_3F GCATCTGTCTTGGGGATGG 200
CYP2C19 CYP2C19_3R TGAGGTAATTTGGTATCCAAGC
CYP2C19 CYP2C19_4F TCAAATACATGAATTCACCCCTA 640
CYP2C19 CYP2C19_4R AAGACTCCAAAGTGCCTGGA
CYP2C19 CYP2C19_SF TTTGTAGTATCAATCAGGTTGTGC 250
CYP2C19 CYP2C19_5R CTGGAAGCTGCAGAACAGAG
CYP2C19 CYP2C19_9F TCATCCCTCCTATGATTCACC 200
CYP2C19 CYP2C19_9R GGGTCAGAAGAAGCATCACA
CYP2C19 CYP2C19_7F TGTGGGCTTCTCTTCCTTCT 600
CYP2C19 CYP2C19_7R CCAATTAAACTGCCATACATAGGA

CYP3A4 CYP3A4 3F TCAGTATCCACAACACTTGGAGA 470

CYP3A4 CYP3A4 3R AGGCATGCAGATTCCCATT

CYP3A4 CYP3A4 _9F ATGCTTTCCCCAGATCATAA 650
CYP3A4 CYP3A4 9R GTGGCTCCTGATTGGATGTT
CYP2D6 CYP2D6_(-1584)F AGCACTGGCTCCAAGCAT 37
CYP2D6 CYP2D6_(-1584)R CGGAGATTTCCTCTTGTTGC
CYP2D6 CYP2D6_ 1F ACTGGCAGCACAGTCAACAC 241
CYP2D6 CYP2D6_ 1R GTTTCACCCACCATCCATGT
CYP2D6 CYP2D6_ 2F TCTGGGAATGGGATGCTAAC 568
CYP2D6 CYP2D6_ 2R CTCACCCATTGGGCTCCT
CYP2D6 CYP2D6_ 3F GTGGGCAGAGACGAGGTG 694
CYP2D6 CYP2D6_ 4R CCATCTATGCAAATCCTGCTC
CYP2D6 CYP2D6_ S5F AGGTTTCTCCTCTGGGCAAG 630
CYP2D6 CYP2D6_ 6R GGCCCTGACACTCCTTCTT
CYP2D6 CYP2D6_ 7F GAGCCCATCTGGGAAACAGT 670
CYP2D6 CYP2D6_ 8R CTGCTGAGAAAGGCAGGAAG
CYP2D6 CYP2D6_ 9F GGGTCCCAGCATCCTAGAGTC 673
CYP2D6 CYP2D6_9R CTGCTCAGCCTCAACGTACCCCT
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3.2 Yontem

Bezmialem Vakif Universitesi Girisimsel Olmayan Klinik Arastirmalar Etik Kurulu

Komitesi’nden alinan etik kurul onayi ile deneysel ¢alismalara baglanmistir.

Calismamizin konusu olan antidepresan ilaglarin neredeyse tamami karacigerde
bulunan CYP enzimleri tarafindan metabolize edilmektedir. Yapilan literatiir taramasi
sonrasi ilag metabolizmasinda rol oynayan CYP enzimlerini kodlayan polimorfik

noktalar belirlendi.

Olusturulacak tani paneli kapsaminda, nokta mutasyonu, insersiyon ve delesyon iceren
5 gen ve 35 bolge ele alindi. Bu polimorfik noktalarin analizi i¢in tasarlanan

primerlerin optimizasyonunda genomik DNA kullanildi.

Olusturulacak tam kitinde taranacak bolgeler i¢in gerekli primer tasarimi siirecinde
Primer3 programi kullanildi. Primer dimer, sekonder yap1 ve Tm kontrolleri i¢in PCR
Primer Stats programi kullanildi. Tasarlanan primerlerin hepsi tek tek optimize edildi.
Optimizasyonu iglemi tamamlandiktan sonra c¢aligmamiza aldigimiz genomik
DNA’lar i¢in amplifikasyon islemi gerceklestirildi. Ayn1t DNA 6rnegine sahip biitlin
amplikonlar tek tiipte birlestirildi. Tek tiipte birlestirilen ornekler Bioline PCR
saflagtirma kiti ile kolon prurifikasyonu yapildi. Saflastirma isleminden sonra Nextera
XT DNA Library Prep ve Nextera XT Index kitleri kullanilarak fragmantasyon,
barkodlama ve tagmentasyon asamalar1 kit protokoliine uygun sekilde yapildi. Elde
edilen barkodlanmis PCR iiriinleri Ampure Bead kullanilarak purifiye edildikten sonra
Qubit ile PCR friin miktarlar1 tespit edildi. Amplikonlar her havuzdan esit
konsantrasyonda olacak sekilde tek tiipte birlestirildi. Birlestirilen amplikonlar NaOH
ile denatiire edildikten sonra, HT1 tamponu ile karistirildi. Seyreltilen DNA
kiitiiphanesi hazirlanan Phix kontrol kiitiiphanesi ile birlestirildi. Birlestirilen DNA ve

kontrol kiitiiphanesi Reagent Kit ile yliklemeye hazir hale getirildi.

Elde edilen diziler ve okuma sayilar1 IGV ve SEQ programlar1 kullanilarak analiz
edildi. Hazilarlanan havuzlardaki okuma sayilarinin dengeli dagilim gostermesi ve

yeterli okuma derinligine sahip olmas1 kontrol edildi.
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3.2.1 Orneklerin Toplanmasi

Bu tez calismasina goniillii olarak ¢alismaya katilmak isteyen rastgele secilen 20
saglikli birey dahil edilmistir. Caligmaya dahil edilen hastalardan “ASGARI
BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU?” doldurulmas: istendikten sonra,
EDTA’l1 tiipe 2 ml kan 6rnegi alinmstir.

3.2.2 DNA lzolasyonu

EDTA’l1 tiipte + 4 °C de muhafaza edilen kandan 200 pl alinip 1,5 ml eppendorf
tiipiine konulduktan sonra tizerine 20 pl Proteinaz K ve 200 pl Buffer AL eklenildi
sonra vortekslenerek homojenize olmasi saglandi. 56°C’de 10 dakika inkiibasyona
birakildiktan sonra tiipilin lizerine 200 pl etanol eklendi ve vorteks yapildi. 1.5ml
eppendorf tiip igerisindeki sivinin tamami, toplama tiipii iizerinde bulunan filtreli
hazneye aktarildi. 8000rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi. Tiipiin alt kism1 atild1 ve
filtre haznesi yeni bir toplama tiipiine aktarildiktan sonra filtrenin lizerine 500 pl
inhibitor uzaklastirict tampon olarak kullanilan kit igeriginde bulunan Buffer AW 1
eklendi. 8000rpm’de 2 dakika santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda filtre haznesi
tekrar yeni bir toplama tiipline alinarak tizerine 500 ul AW2 yikama tamponu
ekledikten sonra, 14000 rpm’de 5 dakika siiresince santrifiij yapildi. Toplama tiipiine
toplanan siipernatant uzaklastirildiktan sonra, 14000rpm’de 1 dakika santrifiij
yapildi. Filtre haznesi yeni 1,5ml’lik eppendorfa yerlestirildi ve 200 ul eliisyon
tamponu olarak kullanilan Buffer AE ilave edildi. 8000rpm’de 2 dakika santrifiij
yapildi. Son olarak filtre haznesi atildi. Eppendorfta kalan genomik DNA

konsantrasyon belirlenmesi i¢in bir sonraki asamaya gegildi.

3.2.3 DNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Izolasyon sonucu elde edilen genomik DNA konsantrasyonu, spektrofotometre
(Nanodrop ND-1000) cihaz ile 6lgiildii. DNA’nin O.D(260/280) dalga boylarinda
spektrofotometrik dl¢iimlerinin oraninin 1,8-2.0 araliginda olmasi ideal olarak kabul
edildi. ideal DNA konsantrasyonu ise (30-100 ng/ul) olarak degerlendirildi. Bu
limitasyonlar esliginde elde edilen genomik DNAlar ile ¢calismaya baslandi.
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3.2.4 Primer tasarimi ve primer sulandirma

Yapilan literatiir taramasi sonucunda belirlenen polimorfik bolgelerini kapsayan

primerlerin tasarimi i¢in referans diziler ENSEMBLE ‘dan alindi.

Primer tasarimi yaparken;
» Primer wuzunlugu olarak 18 ila 25 baz arasinda olmasina,
%40 ila %60 arasinda bir GC icerigine sahip ve baglamay1 desteklemek icin 3’
C veya G ile bitmesine,
» Primerin 3 'ucu kalip DNA's1 ile tam olarak eslesebilmesine,
» Primerin 3 ' ucundaki son 5 bazda, en az 2 G veya C tabaninin (GC kelepgesi)
oldugundan emin olunmasina,
» Dort veya daha fazla baz tekrarindan kaginilmasina,
» Primerlerin kalip DNA’ya baglanma sicakligi optimum 60°C olmak iizere 55-
65 °C arasinda olacak sekilde ve her primer ciftinin kalip DNA’ya baglanma
sicakliklar1 arasinda maksimum 3°C olmasina,
» Sag tokasi (hairpin) denilen yapiy1 olusturmamasi i¢in primer kendi i¢inde
eslenik baz dizileri icermemesine,
» Primer giftleri primer-dimer olusumuna sebep olmamasina dikkat edilerek
Primer3 pragrami araciligiyla tasarlandi.
Primer tasarimlar1 yapildiktan sonra in-silico olarak primerlerin kontrolleri USCS-In-
Silico PCR ve BiSearch.enzyme sayfalar1 kullanilarak yapildi. HPLC saflagtirma
metoduyla sentezlenen primerler liyofilize halde teslim alundi, son konsantrasyonlari
100 pmol/ul olacak sekilde distile su ile sulandirildi. 100 pmol/pl stok primerin 1/10

sulandirilmasi suretiyle 10 pmol/ul olacak sekilde PCR primerleri hazirlandi.

3.2.5 PCR optimizasyonu

Calismaya hasta DNA’lar1 ile baglamadan 6nce, DNA kalitesinden emin oldugumuz
calistigini bildigimiz kontrol DNA’s1 ile optimizasyon caligmasi yapildi. Cesitli
denemeler sonucu sentetik olarak hazirlanmis primerler i¢in optimum sicaklik,
optimum reaktif miktarlar1 ve konsantrasyonlar: tespit edildi. Optimizasyon
asamasindan sonra calismaya dahil edilen 20 DNA 06rnegi i¢in PCR reaksiyonlari
gercgeklestirildi ve 1s1l dongii cihazina yerlestirilen 6rneklerin amplifikasyonu saglandi.
PCR reaksiyonunda kullanilan primer dizileri Tablo 3.4, uygulanan PCR protokolleri
Tablo 3.5 ve PCR dongiisii Tablo 3.6’da verilmistir.
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Tablo 3.4: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 i¢in PCR protokolii.

Bilesenler Reaksiyona konulan hacim

10XPCR Buffer 2,5 ul
MgClI2 2 ul

dNTP karigimi 0,5 ul
Forward Primer Il
Reverse Primer 1l
Taq DNA Polimeraz 0,2 pl
Kalip DNA 2,5 ul

Steril H20 17,5 pl

Tablo 3.5 : CYP2D6 i¢in PCR protokolii.

BILESEN REAKSIYONA KONULAN HACIM

10XPCR BUFFER 2,5 ul
MgCI2 2 ul

dNTP karisimi 0,5 ul
Forward Primer 1 ul
Reverse Primer 1l

Taq DNA Polimeraz 0,2 pl
Kalip DNA 2,5 ul
Dimetil sulfoksid (DMSO) 2 ul

Steril H20 15,5 pl

Tablo 3.6: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 i¢in PCR dongiisii.

Asama Sicakhik(®C)  Siire Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 30 saniye —
Primer Baglanmasi 60 30 saniye =38 dongii
Yeni Zincir Sentezi 72 30 saniye —
Son Uzama 72 5 dakika 1 dongii
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Tablo 3.7: CYP2D6 i¢in PCR dongiisii.

Asama Sicakhik(°C) Siire  Dongii Sayisi
[k Denatiirasyon 95 5 dakika 1 dongii
Denatiirasyon 95 30 saniye |
38 dongii
Primer Baglanmasi 60 30 saniye [
Yeni Zincir Sentezi 72 30 saniye -
Son Uzama 72 5 dakika 1 dongii

3.2.6. Amplifikasyon Sonrasi Cogaltilan Uriinleri Kontrolii

3.2.6.1 Agaroz Jel Hazirlanmasi

PCR iiriinlerinin olusup olusmadigini kontrol etmek i¢in, PCR sonrasi {iriinler agaroz
jel elekroforezi ile kontrol edildi. 2 gr Agaroz tartilarak 100 mL 1X TBE tamponuna
eklendi ve karistirilarak homojenize edildi. Hazirlanan karigtmin agzi aliiminyum
folyo ile kapatildiktan sonra iizerine delikler agilarak mikrodalga firinda kaynatildi.
Cozeltinin biraz sogumast beklendikten sonra igerisine 8 pLL Etidyum bromiir eklenip
tamamen karigsmasi saglandi. Bu karisim igerisine taraklar yerlestirilmis jel tabaklarina
dokiildii. Jeli dokerken hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi, olusan
kabarciklarda jel katilasmadan pipet ucu yardimiyla giderildi ve piiriizsiiz jel elde
edildi. Hazirlanan jelin tabak icerisinde 20 dakika donmasi beklendi. Jelin
dondugundan emin olduktan sonra taraklari ¢ikartarak jelde olusturdugumuz kuyularin
kontrolu yapildi. Jel elektroforez tankina katot elektrot yoniine dikkat edilerek
yerlestirildi. Tank jelin {izerini en az 5-6 mm gececek sekilde 1X TBE tamponu ile
dolduruldu. Parafilm’den kesilerek iizerine 1 uL 6X Jel Loading Buffer ve 5 uL PCR
tirtinii konularak iyice pipetaj yapilip homojenize olmasi saglandiktan sonra karigimin
tamami jel kuyucuklarina zarar vermeden kuyucuklara yiliklendi. Ayrica her siraya 100
be¢ Ladder yiiklendi. Orneklerin yiiklenme siras1 ve diizeni kontrol edildikten sonra

tankin kapagi kapatilarak yiirtitme islemi baglatildi. Gii¢ kaynagi 100 mV ayarlanarak,
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ornekler 30 dakika jel ilizerinde yiiriitiildi. UV altinda fotograflar1 ¢ekildi ve
kaydedildi.

3.2.6.2 PCR Uriinlerinin Degerlendirilmesi

PCR islemi sonrasi, PCR iirlinlerinin istenilen bolgede olup olmadigini ve PCR
tirtiniiniin dizileme islemi i¢in yeterli kalitede oldugunu kontrol etmek amaciyla PCR
tirtinleri DNA molekiil agirligr belirtecleri ile birlikte jelde goriintiilenmistir. Yeterli
irliin olugsmadig1 diisliniilen iirtinler igin PCR islemi tekrar edilerek yeterli {iriin

saglandiktan sonra protokole devam edilmistir.

3.2.7 Yeni nesil dizileme

Protokol dahilinde “Nextera XT DNA Library Kit ve ‘NexteraXT Indeks Kit’
igceriklerinden yararlanildi. Boylece DNA fragmentasyonu ve adaptor dizi eklemeleri
ve saflastima yapilarak kalip DNA dizileme cihazina uygun hale getirildi. Sekil 3.1

uygulanan protokoliin 6zeti niteligindedir.

Hands-On: 15 min/8 samples
Hands-On: 7 min/8 samples Totel: 30 min/8 samples
Total: 17 min/B samples

Ampure XP Beads

ATM Fresh 80% EtOH
TO RSB
NT

Post-PCR TCY Plate
96-well Plate

Hands-On: 30 minv9é samples

Hands-On: 7 min/8 samples Processing: 80 min/96 samples

Cycle Time: 38 min

NPM LNAY
LNB1
Index 1

Index 2 =Sk

x LNSY

NaOH
Amplification PCR Plate . -

SGP Plate

Hands-On: S min
HT1

PAL & DAL tubes

Sekil 3.1 : Dizileme basamaklari.
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3.2.7.1 Kiitiiphane hazirlama

Nextera XT protokoliinde yeni nesil dizilemede siklikla kullanilan ve asina olunan
panel sisteminden farkli olarak havuz sistemi kullanildi. Ayr1 ayri primerleriyle
amplifiye edilen CYP2C19, CYP2C9, CYP3A4, CYP2D6 ve CYP1A2 genlerinin
ilgili amplikonlarindan her havuzda sadece tek genomik DNA’ya ait drnekler olacak

sekilde birlestirildi.

Hazirlanan sablona gore 1 no’lu hastaya ait toplamda 5 genin polimorfik noktalariin
analizlenmesine imkan saglayacak olan 22 amplikon tek bir tiipte toplandi. Bu
birlestime islemi her bir hasta i¢i ayr1 ayr1 yapildi. Sonugta toplamda ¢alismamiza dahil
edilen 20 hasta sayist kadar yani 20 havuzluk caligma sablonu olusturuldu.
Amplikonlar birlestirildikten sonra Qubit ile DNA &l¢iimleri yapildi. Olgiimden sonra
ayr1 ayr1 her 6rnegin konsantrasyonu 0,2 ng/ul olacak sekilde seyreltildi. Baslangi¢
ornek konsantrasyonlari esitlendikten sonra PCR islemine baslandi. Orneklerden 5’er
pl hacimlerde alinarak enzimatik fragmentasyon ve adaptor soliisyonlarn ile
tagmentasyon islemi gerceklestirildi. Tagmente edilen DNA, indeks primerleri ve PCR
Mastermix ile PCR reaksiyonuna tabi tutuldu. 12 dongiilik PCR ile tagmente
DNA’nin uclarina indeks diziler eklenerek her 6rnegin ayr1 indeks ile barkodlanmasi
saglandi. BOylece son asamada Ornekler karistirildigi zaman hangi 6rnegin hangi
indekse ait oldugu anlasilabildi. PCR asamasindan sonra manyetik beadler ve etanol

yardimiyla saflagtirma yapildi.

3.2.7.2 Manyetik boncuk purifikasyonu

Her bir DNA 6rnegine sahip ¢coklu amplikonlar barkodlandiktan ve PCR islemi tabi
tutulduktan sonra kisa siireli vortekslenir ve 10 sn. siireyle 10.000x g’de santrifuj
edilir. Mantetik boncuklarin i¢inde bulundugu AMPure XP sisesi ¢alkalanarak ¢okelti
olustuma ihtimali bulunan mantetik boncuklarin solusyon igerisinde asili duruma
gecmesi saglandi. PCR iiriinlerinin {izerine 90 ul AMPure bead eklendi ve manyetik
boncuklarla amplikonlarin 1yice karigsmasi saglandi. Oda 1sisinda 5 dakika
bekletildikten sonra karigim manyetik stant lizerine alind1 ve 2 dakika stant iizerinde
bekletildi. Tiiplerin i¢erisindeki manyetik boncuklar tiipiin ¢eperlerine ¢ekilerek siviy1
berrak hale getirdi. Berraklasan sivinin sivi kismi pipetle ¢ekilerek atildi. Taze olarak
hazirlanan %70 EtOH ile tiipte kalan pelet yikandi. Manyetik boncuklarin tekrar

cepere ¢ekilmesinin ardindan sivi kisim tekrar atilarak 2.kez etanol ile yikama islemi
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gergeklestirildi. Yikama islemi tamamlandiktan sonra beadlerin iizerindeki nemi
buharlagtimak adina tiiplerin kapaklar1 agik sekilde manyetik stant {izerinde 15 dakika
kurumaya birakildi. Beadlerin nemi buharlastiktan sonra 52.5 pl RSB solusyonu
eklendi ve 6rnekler mantetik stanttan alindi. 2 dakika oda 1sisinda bekletilen 6rnekler
tekrar manyetik stantta alind1 ve bu kez s1vi kismi alindi. Alinan sivi kisim etiketlenmis

ve purifiye edilmis DNA yani saflastirilmis amplikon kiitiiphanesidir.

3.2.7.3 Miseq sekanslama

Elde edilen amplikon kiitiiphaneleri tek tek Qubit ile dl¢iildii ve iiriin konsantrasyonu
belirlendi. Yapilan dl¢timlerden sonra her havuzdan 50 ng olacak sekilde 6rneklerden
hesaplanan hacimlerde birlestirildi. Birlestirilen DNA 6rnegi son olarak 4 nm’e dilue
edildi. 1.5 ml’lik ependorf tiipte 5 pl (4 nm) DNA 6rnegi ve 5 pl taze hazilanmig 0.2N
NaOH (200 pl 1N NaOH + 800 pl d-H20) birlestirildi. Iyice karisrildiktan sonra oda
1s1sinda 5 dakika denaturasyon amagli inkiibasyona birakilds. Iyice denatiire olan rnek
tizerine 990 pl HT1 tampon eklendi. 20 pM denatiire DNA kiitliphanesi elde edildi.
20 pM Kkiitiiphaneden 240 pl alip lizerine 360 pul HT1 buffer eklendi ve kiitiiphane 8
pM diistiriildii. Ayni sekilde 12.5 pM Phix soliisyonu hazirlandi.

Son olarak 570 pl DNA kiitiiphanesi ile 30 pl Phix karisitilarak %35 Phix igeren
kiitiphane solusyonu hazirlandi. Hazirlanan 6rnegin tamami Miseq Reagent Kit
kartusunda bulunan 6rnek yiikleme bdlmesine pipet yardimiyla yiiklendi. Kartusa
ornek yiiklenmeden once kartusun igindeki solusyonlarin ¢dziindiiglinden ve iyice
karistigindan emin olmak i¢in konroller yapildi ve kartus iyice c¢alkalandi.
Flow cell kutusundan dikkatlice ¢ikarildi ve cam bolme 6nce distile su sonra %70 ‘lik
alkolle iyice temzilendi. Parmak izi, toz, ¢izik ve pecete artig1 kalmayacak sekilde
temizlenen flow cell cihazin flow cell blmesine yerlestirildi. Incorporation buffer ve

atik kutusu yerlestirilen cihaz dizileme i¢in hazir duruma getirildi.

Hazirlanan 6rnekler cihaza yiiklemeden once ¢alismamizi cihaza tanitma gorevini
yerine getiren sample sheet dosyasi olusturuldu. Olusturulan sample sheet dosyasiyla
kullanilan kit, kullanilan indexler ve analiz i¢in kullanilacak referanslar cihaza
tanitildi. Son kontroller yapildiktan sonra ¢alisma baslatildi. Yaklasik olarak 24 saat
stiren ¢alisma siirecinden sonra ¢alisma sonuglart Miseq cihazindan alindi ve analiz

edildi.
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3.2.7.4 Analiz

Ornekler Illumina MiSeq cihazina yiiklendikten sonra dizileme islemi
tamamlandiginda cihazdan fastq ve bam uzantili analiz dosyalar1 alindi. Ornekler IGV
ve SEQ yazilimlar ile analiz edildi. Elde edilen veriler analiz edilirken ilk olarak
panelde belirtilen polimorfik noktalarin analizine imkan saglayacak sekilde amplikon
elde edilip edilmedigi kontrol edildi. Daha sonrasinda ise okuma derinligine bakildi.
Literatiirde belirtilen en az 50X okuma derinligi refarans olarak kabul edildi. Bu
degerin altinda kalan amplikonlar gegersiz sayildi. Analiz programlarinda dizilerin
referans diziler ile karsilastirilmas1 ve polimorfik allel ve niikleotit degisimleri tespit

edildi. Tespit edilen degisimler 6nceden hazirlanan analiz formlarina not edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Genomik DNA izolasyonu Bulgular

DNeasy Blood & Tissue Kits ile ile izole edilen genomik DNA’larin konsantrasyon
miktarlar1 260 nm’deki absorbans degeri ile, safliklar1 ise 260 nm ve 280 nm dalga
boylarindaki absorbans degerlerinin oran1 (A260/280) ile belirlenmistir. Elde edilen
konsantrasyon ve saflik degerleri Tablo 4.1°de verilmistir. Saflik degeri ideal aralikta
kabul edilen drnekler ¢alismaya alinmustir. izolasyon sonrasi elde edilen genetik
materyaller PCR ile ¢ogaltilacak hedef bolgeler i¢in kalip DNA olarak kullanilmustir.
Kalip DNA olarak kullanilacak miktar 2.5 pl olarak belirlenmistir.

Tablo 4.1 : DNA konsantrasyonlar1 ve saflik degerleri.

DNA No ng/pl A(260) A (260/280)
1 492 1,95
2 73,1 1,75
3 75,2 1,82
4 47,5 1,94
5 65,9 1,88
6 33,0 1,79
7 99,1 1,82
8 96,7 1,74
9 43,6 1,73
10 44,2 1,86
11 33,2 1,90
12 53,0 1,92
13 44,8 1,86
14 99,6 1,99
15 97,7 1,90
16 94,8 1,83
17 80,5 1,89
18 98,5 1,94
19 80,6 1,90
20 342 1,87
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4.2 Primerlerin optimizasyonu

Polimorfik noktalar i¢in tasarladigimiz primerlerin istenilen bolgeyi cogaltip
cogaltmadiginin kontrolii i¢in her primer ¢ifti i¢in ayr1 ayr1 PCR yapildiktan sonra PCR
tirtinleri DNA marker ile birlikte %2’lik agaroz jel elektroforezinden sonra UV 151k
altinda goriintiilendi. Goriintelemeden sonra jel goriintiileri bilgisayara kaydedildi.
Sekil 4.1’de CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 genleri i¢cin yapilan
optimizasyon sonuglar1 gosterildi. Sekil 4.2°de ise CYP2D6 geni i¢in yapilan

optimizasyon sonuclar1 gosterildi.

X1
X186

1A
1A
X9
X392
x93
A94
X95
X19
X193
X194
X185

Sekil 4.1: CYP1A2, CYP2C9, CYP2C19 ve CYP3A4 genleri jel goriintiisii.

\DI
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o
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206 7

Sekil 4.2: CYP2D6 geni jel goriintiisii.
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4.3 Miseq kiitiiphane hazirhg ve normalizasyonu

I1k standart PCR sonucu elde edilen amplikonlar birlestirildikten sonra ikinci bir PCR
ile barkodlama islemine tabi tutuldu. Barkodlama isleminden sonra manyetik
boncuklar aracilifiyla saflagtirma islemi yapildi. Saflagtirma isleminde 6nce ve sonra
orneklerin konsantrasyonlar1 belirlendi. Ornekler konsantrasyon tespitinden sonra her
havuzdan esit miktarda Ornek girecek sekilde normalize edildi. Tablo 4.2°de
amplikonlarin giris konsantrasyonu ve saflastirma sonrasi konsantrasyonlari
verilmigtir. Ayrica tabloda calismamiza dahil ettigimiz amplikon sayilarida dahil
edilmistir. Sekil 4.3’de amplikonlarin saflastirma 6ncesi ve sonrasi konsantrasyonlari

verilmistir.

Tablo 4.2 : Amplikonlarin giris ve saflastirma sonras1 konsantrasyonlari.

Hasta/Havuz No Amplikon sayisi Amplikon konsantrasyonu (ng/pl) Manyetik purifikasyon sonrasi konsantrasyon (ng/pl)
1 410 2,53 2,05
2 430 2,63 2,39
3 425 2,99 2,19
4 428 3,08 2,72
5 419 3,15 1.4
6 410 3,21 2,48
7 425 33 2,31
8 426 3,39 3,09
9 430 3,46 2,92
10 422 3,47 2,39
11 426 3,61 2,78
12 427 3,76 2,92
13 425 3,79 2,88
14 431 4,0 3,59
15 428 4,28 2,63
16 430 4,43 3,08
17 425 4,64 2,75
18 427 5,11 2,21
19 429 6,22 4,45

20 425 6,99 1,88
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Sekil 4.3 : Amplikonlarin giris ve saflastirma sonrasi konsantrasyonlari.

Kiitliphane hazirligina baslanmadan 6nce barkodlama igin birlestirilmis amplikonlarin
yani havuzlarin ayr1 ayr1 Qubit ile konsantrasyonlari 6l¢iildii ve YND amplifikasyon
protokolii uygulandiktan sonra manyetik boncuklarla saflastirma islemi yapildiktan
sonra tekrar Qubit ile dl¢lim yapildi. Manyetik saflastima isleminde bazi 6rneklerden
bliyiik miktarda kayip olmasi sebebiyle saflastirma sonrasi konsantrasyonda diisiis

gozlenmistir.

4.4 Yeni nesil dizileme run ozet verileri

Illumina Nextera XT kitleri kullanilarak olusturulan kiitiiphane Miseq v2 Reagent Kit
(300 cycle) kartus ve flowcell kullanilarak [llumina Miseq cihazina yliklenmistir. Yeni
nesil dizileme run ozeti olarak caligma kalitesini degerlendirebilecegimiz baslica
parametreler; okuma derinligi (read depth), kiime yogunlugu (cluster density), Q30
kalite skoru (Q30 score), CPU (Cluster passing filter) ve elde edilen veri (estimated
yield)’dir. Tablo 4.3’de adi1 gecen parametreleri iceren run 6zeti verilmistir. Sekil
4.4°de ise Miseq cihazinin run sonunda verdigi Q30 skor ¢iktis1 yer almaktadir. Sekil

4.5’de ise kiimelenme yogunlugunu gosteren cihaz ¢iktis1 bulunmaktadir.

Tablo 4.3: Yeni nesil dizileme run Ozeti.

Parametre ad1 Parametre degeri
Kiime yogunlugu (cluster density) 875 K/mm?
Q30 kalite skoru (Q30 score) %92,1
%PF (cluster passing filter) %94,92
Elde edilen veri (estimated yield) 5100,0 MB
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Sekil 4.5: Kiime yogunlugu.

4.5 Amplikon Okuma Sayilari

[llumina MiSeq ile dizileme ¢alismasi yapilan 6rneklerin genotip analizinden dnce
okuma sayilar1 kontrol edildi. IGV ve SEQ programlarinda analizi yapilan drneklerin
okuma sayilarina ait grafikler ve tablolar olusturuldu. Tablo 4.4 ve Tablo 4.5

amplikonlara ait okuma sayilarin1 vermektedir.

38



Tablo 4.4 : 1-10 no’lu DNA’lara ait okuma sayilari.

GEN*ALEL POLIMORFiZM RS NUMBER DNA 1 DNA 2 DNA 3 DNA 4 DNA5 DNA 6 DNA7 DNA 8 DNA 9 DNA 10
CYP2D6*2 -1584 C>G 1080985 1169 1200 579 332 880 665 470 594 590 162
CYP2D6*2 2850 C>T 16947 1069 391 724 396 197 480 694 432 398 402
CYP2D6*2 4180 G>C 1135840 171 136 83 338 114 145 236 65 213 125
CYP2D6*2 1661 G>C 1058164 571 160 137 428 135 136 337 250 102 176
CYP2D6*3 2549delA 35742686 507 193 180 347 140 147 329 222 154 251
CYP2D6*4 1846 G>A 3892097 74 85 73 108 71 56 86 93 97 70
CYP2D6*4 100 C>T 1065852 581 247 243 204 164 314 368 169 134 126
CYP2D6*6 1707delT 5030655 445 124 107 291 110 134 240 196 70 117
CYP2D6*7 2935 A>C 5030867 940 390 375 694 291 242 603 299 294 362
CYP2D6*8 1758 G>T 5030865 235 87 81 186 72 68 128 122 59 82
CYP2D6*9 2615_2617delAAG 5030656 395 142 133 286 111 77 233 168 104 157
CYP2D6*11 883 G>C 5030863 426 147 169 390 184 163 324 261 100 136
CYP2D6*12 124 G>A 5030862 571 265 246 232 171 311 359 134 74 78
CYP2D6%14 1758 G>A 5030865 235 87 81 186 72 68 128 122 59 80
CYP2D6*15 138insT 5030862 578 263 252 248 165 299 371 151 82 81
CYP2D6%17 1023 C>T 28371706 532 215 178 398 198 149 412 265 74 141
CYP2D6%17 2850 C>T 16947 1069 391 724 396 197 480 694 432 398 402
CYP2D6*20 1973insG 72549354 249 76 94 131 74 61 148 137 75 72
CYP2D6*21 2573insG 267608296 402 147 148 261 127 69 270 173 119 176
CYP2D6*29 3183 G>A 59421388 742 502 640 1085 380 322 375 402 440 495
CYP2D6*38 2587 2590delGACT 72549351 376 143 138 261 121 70 261 168 115 167
CYP2D6*39 4180 G>C 1135840 171 136 83 338 114 145 236 65 213 125
CYP2D6*41 2988 G>A 28371725 1137 356 405 705 249 238 643 314 255 375
CYP2D6*44 2950 G>C 72549349 967 337 313 630 238 208 545 258 245 319
CYP2C19*2 681G>A 4244285 83 54 72 127 99 105 147 53 111 60
CYP2C19*%3 636 G>A 4986893 87 150 148 230 280 68 145 198 234 65
CYP2C19%4 1A>G 28399504 74 68 82 70 91 79 77 76 64 70
CYP2C19%5 1297 C>T 56337013 87 138 87 84 167 84 245 78 187 164
CYP2C19%6 395G>A 72552267 454 199 271 199 162 183 470 335 241 243
CYP2C19*7 IVS5+2T>A (19294T>A) 72558186 125 117 118 287 198 257 354 132 276 89
CYP2C19 *8 358T>C 41291556 108 180 183 222 339 289 355 194 400 155
CYP2C19 *9 431G>A 17884712 118 157 159 198 324 275 340 194 352 159
CYP2C19%10 680 C>T 6413438 85 121 122 144 105 147 103 111 110 64
CYP2C19%17 991A>G 3758581 126 57 123 75 137 105 190 156 163 103
CYP3A4*1B -392G>A 2740574 95 277 317 332 77 91 73 64 65 57
CYP3A4*5 653 C>G 55901263 905 293 556 304 391 294 513 496 355 425
CYP3A4%6 830 _831insA 4646438 130 81 206 118 227 140 241 225 94 319
CYP3A4*%7 167 G>A 56324128 864 163 298 221 322 249 399 352 59 552
CYP2C9*2 430C>T 1799853 791 326 297 211 437 316 621 426 540 740
CYP2C9*3 1075A>C 1057910 171 140 241 276 92 65 88 132 200 106
CYP2C9*4 1076T>C 56165452 172 142 240 270 96 70 90 130 204 107
CYP2C9*5 1080C>G 28371686 172 149 242 286 95 69 92 132 214 108
CYP2C9*6 818delA 9332131 74 88 76 140 100 65 248 302 122 166
CYP2C9 *8 449G>A 7900194 843 326 298 230 438 322 616 444 552 883
CYP2CY9*11 1003C>T 28371685 128 116 274 253 90 66 88 83 134 86
CYP2C9*12 1465C>T 9332239 1068 365 774 386 644 401 669 543 349 203
CYP2C9*16 485C>A 72558190 417 135 84 62 147 108 176 128 143 58
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Tablo 4.4 (devam): 1-10 no’lu DNA’lara ait okuma sayilari.

CYP2C9*16 1190 A>C 72558193 88 63 84 77 98 72 62 96 71 54
CYP1A2*1C -3860G>A 2069514 685 313 75 78 328 292 577 83 84 94
CYP1A2*1F -163C>A 762551 598 240 166 123 336 210 418 195 424 63
CYP1A2¥1K =729 C>T 12720461 330 132 99 82 205 106 220 110 195 87
CYP1A2*1K -739 T>G 2069526 321 130 93 83 195 105 212 98 193 85
Tablo 4.5 : 11-20 no’lu DNA’lara ait okuma sayilari.

GEN*ALEL POLIMORFiZM RS NUMBER DNA 11 DNA 12 DNA 13 DNA 14 DNA 15 DNA 16 DNA 17 DNA 18 DNA 19 DNA 20
CYP2D6*2 -1584 C>G 1080985 995 219 1013 696 1018 1685 531 338 432 632
CYP2D6*2 2850 C>T 16947 143 642 456 540 729 663 113 1618 1106 95
CYP2D6*2 4180 G>C 1135840 71 291 147 197 212 329 73 471 440 82
CYP2D6*2 1661 G>C 1058164 72 339 151 231 363 542 52 958 366 55
CYP2D6*3 2549delA 35742686 90 350 223 326 491 391 85 946 467 68
CYP2D6*4 1846 G>A 3892097 84 97 96 83 104 120 74 402 205 70
CYP2D6*4 100 C>T 1065852 52 340 547 140 864 464 60 957 215 55
CYP2D6*6 1707delT 5030655 65 221 111 205 285 359 52 718 256 51
CYP2D6*7 2935 A>C 5030867 104 663 422 520 723 764 109 1459 1349 120
CYP2D6*8 1758 G>T 5030865 63 164 138 162 166 274 75 438 181 52
CYP2D6%9 2615 2617delAAG 5030656 76 235 149 254 280 314 85 705 353 58
CYP2D6*11 883 G>C 5030863 55 339 173 274 490 485 59 971 198 53
CYP2D6*12 124 G>A 5030862 54 345 475 244 797 547 62 1083 217 52
CYP2D6*14 1758 G>A 5030865 63 164 78 162 166 274 54 438 181 54
CYP2D6*15 138insT 5030862 52 367 466 238 815 601 67 1119 264 52
CYP2D6*17 1023 C>T 28371706 66 312 215 353 477 598 62 1145 300 57
CYP2D6*17 2850 C>T 16947 143 642 456 540 729 663 113 1618 1106 95
CYP2D6*20 1973insG 72549354 69 161 83 156 164 241 61 463 122 62
CYP2D6*21 2573insG 267608296 80 248 161 256 319 300 82 726 420 65
CYP2D6*29 3183 G>A 59421388 141 994 761 770 936 1155 58 1812 1757 155
CYP2D6*38 2587 2590delGACT 72549351 80 244 155 247 307 308 85 726 398 67
CYP2D6*39 4180 G>C 1135840 71 291 147 197 212 329 73 477 440 82
CYP2D6*41 2988 G>A 28371725 72 696 462 506 690 771 51 1243 1460 86
CYP2D6%44 2950 G>C 72549349 60 608 371 455 641 687 96 1259 1265 62
CYP2C19*%2 681G>A 4244285 114 71 53 92 121 55 139 72 132 50
CYP2C19*%3 636 G>A 4986893 84 148 145 214 245 68 145 198 234 65
CYP2C19%4 1A>G 28399504 72 103 56 96 80 52 96 141 81 55
CYP2C19*5 1297 C>T 56337013 124 104 67 94 88 86 92 143 84 64
CYP2C19%6 395G>A 72552267 55 135 134 148 123 193 63 192 84 54
CYP2C19*7 IVS5+2T>A (19294T>A) 72558186 228 174 50 191 232 110 364 216 301 63
CYP2C19 *8 358T>C 41291556 324 226 57 569 445 188 371 263 363 66
CYP2C19 *9 431G>A 17884712 309 224 52 505 439 182 359 264 358 73
CYP2C19%10 680 C>T 6413438 114 71 53 92 121 55 139 72 132 52
CYP2C19%17 991A>G 3758581 115 129 72 141 128 62 142 82 112 64
CYP3A4*1B -392G>A 2740574 73 63 52 155 93 204 60 479 97 54
CYP3A4*5 653 C>G 55901263 50 220 375 292 366 405 54 657 129 54
CYP3A4*6 830_831insA 4646438 54 77 88 227 158 310 55 421 75 62
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Tablo 4.5 (devam): 11-20 no’lu DNA’lara ait okuma sayilart.

CYP3A4*7 167 G>A 56324128 62 309 253 358 279 392 70 392 222 158
CYP2C9*2 430C>T 1799853 64 250 226 344 466 450 60 855 57 111
CYP2CY9*3 1075A>C 1057910 196 280 75 306 254 157 526 257 592 126
CYP2C9%4 1076T>C 56165452 194 280 75 308 255 161 527 257 596 128
CYP2C9*5 1080C>G 28371686 204 283 75 298 259 168 536 252 608 130
CYP2C9*6 818delA 9332131 144 97 70 187 163 219 204 195 283 59
CYP2C9 *8 449G>A 7900194 58 246 235 342 474 450 54 885 55 109
CYP2C9*11 1003C>T 28371685 55 55 69 83 65 87 53 90 54 52
CYP2C9*12 1465C>T 9332239 69 527 453 694 720 599 54 858 363 478
CYP2C9*16 485C>A 72558190 55 102 66 91 132 128 134 130 115 52
CYP2C9*16 1190 A>C 72558193 84 97 54 132 130 54 62 112 105 58
CYP1A2*1C -3860G>A 2069514 64 369 242 360 452 458 62 251 64 86
CYP1A2*1F -163C>A 762551 55 106 73 305 363 314 65 721 64 76
CYP1A2*1K <729 C>T 12720461 54 104 95 140 175 150 59 350 57 71
CYP1A2*1K -739 T>G 2069526 50 109 99 145 184 144 54 360 50 65
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4.6 Molekiiler analiz

Yeni nesil dizileme iglemi bittikten sonra miseq cihazindan alinan .fastq dosyalart SEQ
programina yiiklenerek varyant siniflandirma analizi yapildi. Yeni nesil dizileme
cihazindan elde edilen yeni nesil dizileme okumalarindaki varyantlar tespit edildi.
Varyantlar alternatif alel frekanslari, ClinVar sonuglar1 ve in silico algoritma
skorlarina gore filtrelendi. Calismamizda analiz edecegimiz varyantlar daha 6nceden
belirli oldugu icin ekzon veya gen taramasina gitmeden, sadece rs numarasi ile
belirtilen polimorfik noktalar analiz edildi. Sekil 4.6’da SEQ programina ait varyant
tablosu gosterildi. Sekil 4.7°de ise analiz edilen genlere ait ekzonlarin ne kadarinin
analiz edilebildigini anlamamiza yarayan kaplam gosterilmistir. %100 kaplama sahip
olmak, ekzonun tamamin belirtilen esik degerin {izerinde okuma sayistyla okuyup
analiz edilebilmistir anlamina gelmektedir. Istenen en kii¢iik okuma derinligi 50x

olarak belirlendi.

Sekil 4.8’de IGV programinda 6rneklere ait amplifikasyonlarin hizalama sonuglari

verildi. Hizalamada referans ve alternatif alleller gdsterilmistir.
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ENSGOODOD140505 B | rs2080526 Intran 1 Intronic TiG i -1IJ1+-;0§['=~G] 2‘33[[55‘”‘;:'." ’
JENSTOO000343932 : s

CYPLAZ: 5 .
ENSGOODO0140505 B | 762551 Intron 1 Intranic CIA " QLI-;:IE'H\.] 3::[?;2_’ .
[ENSTOO000343932 s LAl

CYP2Dé&:

. ) C->T 70(44%) /
ENSGOO00010019T B | rs28371725 Intron 7 Intronic [aly) = i .
JENSTODODO389970 (RN et
CYP2D&: y
Missense i h-> G 109(d44%) /
EOCDOOMIONL |18 seaL ol (C296R) e {c.886T=C) 100149%) |

CYP2DE: & ; R

. 3 Splice : C->T A(26%)
I;”h;ﬁggﬂgﬂiggﬁg N [ rs3892007 Wb 4 Acceptor o (c.506-1G>A) vy | 7

CYP2D6: - " 4
ENSGOOBOD10018T B | 1080885 Intron 1 Intronic Gic P 3503[&2:‘::?' ‘
JENSTODODO389970 K '

CYP2DE: } i
ENSGOODON10019T N | rsiossasz Exon 1 MEmenee GlA PR AN2AL
JENSTOOO00389970 (P345) 1. 100C=T) 52(39%)

CYP2D&: 2
- o Upstream % C-=G 267(99%)
:NSGDO::I\LJ:!OULQI B rs1080985 Promoter Gene GG 0 253(100%)| *

Sekil 4.6 : 1 no’lu hastaya ait varyant raporu.
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Sekil 4.7: 1 no’lu hastaya ait kaplam grafigi.

Sekil 4.8’de IGV programinda orneklere ait amplifikasyonlarin hizalama sonuglari

verildi. Hizalamada referans ve alternatif alleller gosterilmistir.

sSpace Help
v |mzz:4z,sza,33742,szs,«6 lso‘ £« » @O =@ |

I q
233 pI12 pil1 LITEY qii21 a1l qI1.23 Q121 ar a1 q

110bp
42.528.360 bp 42.528.380 bp 42.528.400 bp 42.528.420 bp

1 ] 1 1 1 1 1
=1 5| c§r22:42.528.382

|~ | Tqtal count: 1169
3(0%, 0+, 3-)
qo

1163 (99%, 567+, 596- ) |

———Sss——————sss————SS—————————m—————— |
GTTAGGGTCGATTAAAACATAAAAAACATCTCTGEGCICAAGAAGGTTCAACAGGTCCGACCAGAACTTAAGGACCCCAC

Sekil 4.8: 1 no’lu 6rnege ait referans ve Alternatif alellerin dagiliminin IGV’de
goriniimii.
1 No’lu ornege ait calisma sonucunda CYP2D6 geninde bulunan -1584C>G
degisimini HOMOZIGOT olarak tasidig1 tespit edilmistir. Ayrica CYP2D6 geninde
bulunan 1846 G>A, 100 C>T, 2988 G>A, CYP2C19 geninde bulunan 991A>G,
CYPIA2 geninde bulunan -740T>G, CYP2C9 geninde bulunan 1075A>C
degisimlerini HETEROZIGOT olarak tasidig1 tespit edilmistir.
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Tablo 4.6: 1-10 no’lu DNA’lara ait genotipleme.

GEN*ALEL POLIMORFiZM RS NUMBER DNA 1 DNA 2 DNA 3 DNA 4 DNA 5 DNA 6 DNA 7 DNA 8 DNA 9 DNA 10
CYP2D6*2 -1584 C>G 1080985 GG GG GC GC GG GC GG GG GC GG
CYP2D6*2 2850 C>T 16947 CcC CT cCc CT CT cC CT TT CT CT
CYP2D6*2 4180 G>C 1135840 GG GG GG GC GC GG GG GG GC GC
CYP2D6*2 1661 G>C 1058164 GG GG GG GC GG GG GG CcC GC GC
CYP2D6*3 2549delA 35742686 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*4 1846 G>A 3892097 GG GA GG GG GG GG GA GG GG GG
CYP2D6%4 100 C>T 1065852 CcC CT cC CccC CcC CcC CT CcC CccC CcC
CYP2D6*6 1707delT 5030655 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*7 2935 A>C 5030867 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP2D6*8 1758 G>T 5030865 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*9 2615_2617delAAG 5030656 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*11 883 G>C 5030863 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6%12 124 G>A 5030862 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*14 1758 G>A 5030865 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*15 138insT 5030862 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*17 1023 C>T 28371706 cC ccC cCc cC cC cC cC cC cC cC
CYP2D6*17 2850 C>T 16947 cC CT cCc CT CT cC CT TT CT CT
CYP2D6*20 1973insG 72549354 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*21 2573insG 267608296 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*29 3183 G>A 59421388 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6+*38 2587 2590delGACT 72549351 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*39 4180 G>C 1135840 GG GG GG GC GC GG GG GG GC GC
CYP2D6%41 2988 G>A 28371725 AA GA GA GG GA GA GA GG GG GA
CYP2D6%44 2950 G>C 72549349 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19%2 681G>A 4244285 GG GA GG GA GG GG GA GG GA GG
CYP2C19*%3 636 G>A 4986893 GG GA GG GA GG GA GG GG GG GG
CYP2C19%4 1A>G 28399504 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP2C19%5 1297 C>T 56337013 CcC CccC cC CccC CcC CcC CccC CcC CccC CcC
CYP2C19%6 395G>A 72552267 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19*7 IVS5+2T>A (19294T>A) 72558186 TT TT T TT TT TT TT TT TT TT
CYP2C19 *8 358T>C 41291556 TT TT T TT TT TT TT TT TT TT
CYP2C19 *9 431G>A 17884712 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19%10 680 C>T 6413438 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C19*%17 991A>G 3758581 AA AG AA AA AG AG AA AA AA AA
CYP3A4*1B -392G>A 2740574 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP3A4*5 653 C>G 55901263 CcC CccC cC CccC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP3A4*6 830_831insA 4646438 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP3A4*7 167 G>A 56324128 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C9*2 430C>T 1799853 CcC CT cC CcC CT CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*3 1075A>C 1057910 AA AC AA AA AC AC AA AA AA AA
CYP2C9*4 1076T>C 56165452 TT TT T TT TT TT TT TT TT TT
CYP2CY*5 1080C>G 28371686 CcC CccC cC CccC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*%6 818delA 9332131 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2C9 *8 449G>A 7900194 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C9*11 1003C>T 28371685 cC cC cCc cC cC cC cC cC cC cC
CYP2C9*12 1465C>T 9332239 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*16 485C>A 72558190 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*16 1190 A>C 72558193 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP1A2*1C -3860G>A 2069514 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP1A2*1F -163C>A 762551 AA CA AA AA CA CcC CA CA CA CA
CYP1A2*1K =729 C>T 12720461 cC ccC cCc cC cC cC cC cC cC cC
CYP1A2*1K -739 T>G 2069526 TT TG TT TT TT TT TT TT TG TT
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Tablo 4.7: 11-20 no’lu DNA’lara ait genotipleme.

GEN*ALEL POLIMORFIiZM RS NUMBER DNA 11 DNA 12 DNA 13 DNA 14 DNA 15 DNA 16 DNA 17 DNA 18 DNA 19 DNA 20
CYP2D6*2 -1584 C>G 1080985 GG CG GG GG CcC GG GG CcC GG GG
CYP2D6*2 2850 C>T 16947 CT CT CT TT CT TT CT CcC CT TT
CYP2D6*2 4180 G>C 1135840 GG GC GG GC GG GC GC GG GC GC
CYP2D6*2 1661 G>C 1058164 GG GC GG CcC GG GC CG GG GC GC
CYP2D6*3 2549delA 35742686 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6%4 1846 G>A 3892097 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6%4 100 C>T 1065852 CcC CccC cC CccC CcC CT CcC CcC CcC CcC
CYP2D6*6 1707delT 5030655 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*7 2935 A>C 5030867 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP2D6*8 1758 G>T 5030865 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*9 2615 2617delAAG 5030656 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*11 883 G>C 5030863 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6%12 124 G>A 5030862 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*14 1758 G>A 5030865 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6%15 138insT 5030862 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*17 1023 C>T 28371706 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2D6*17 2850 C>T 16947 CT CT CT TT cC TT CT CcC CT TT
CYP2D6*20 1973insG 72549354 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*21 2573insG 267608296 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6*29 3183 G>A 59421388 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2D6*38 2587 2590delGACT 72549351 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2D6+*39 4180 G>C 1135840 GG GC GG GC GG GC GC GG GC GC
CYP2D6%41 2988 G>A 28371725 GA GG GA GG GG GG GA GG GG GG
CYP2D6%44 2950 G>C 72549349 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19*%2 681G>A 4244285 GA GG GG GA GG GA GG GG GG GG
CYP2C19*3 636 G>A 4986893 GG GG GG GG GA GG GG GG GA GG
CYP2C19%4 1A>G 28399504 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP2C19*5 1297 C>T 56337013 CcC CccC cC CccC CcC CcC CT CcC CcC CcC
CYP2C19%6 395G>A 72552267 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19*7 IVS5+2T>A (19294T>A) 72558186 TT TT TT TT TT TT TT TT TT TT
CYP2C19 *8 358T>C 41291556 TT TT TT TT TT TT TT TT TT TT
CYP2C19 *9 431G>A 17884712 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C19%10 680 C>T 6413438 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C19%17 991A>G 3758581 AA AA AA AA AG AA AA AA AA AA
CYP3A4*1B -392G>A 2740574 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP3A4*5 653 C>G 55901263 CcC CcC cC CccC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP3A4*6 830_831insA 4646438 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP3A4*7 167 G>A 56324128 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C9*2 430C>T 1799853 CcC CT CT CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*3 1075A>C 1057910 AA AA AC AA AC AA AA AA AA AA
CYP2C9%4 1076T>C 56165452 TT TT TT TT TT TT TT TT TT TT
CYP2CY*5 1080C>G 28371686 CcC CccC cC CccC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9%6 818delA 9332131 NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR NOR
CYP2C9 *8 449G>A 7900194 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP2C9*11 1003C>T 28371685 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*12 1465C>T 9332239 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2C9*16 485C>A 72558190 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP2CY9*16 1190 A>C 72558193 AA AA AA AA AA AA AA AA AA AA
CYP1A2*1C -3860G>A 2069514 GG GG GG GG GG GG GG GG GG GG
CYP1A2*1F -163C>A 762551 CcC AA CA CA CA CA CA CA CA CA
CYP1A2¥1K =729 C>T 12720461 CcC CcC cC CcC CcC CcC CcC CcC CcC CcC
CYP1A2*1K -739 T>G 2069526 TT TT TT TT TT TT TT TG TT TT
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Tablo 4.9’da okuma sayilarinin analiz edilen SNP noktalarina gore degisimi
verilmistir. Bazt SNP’ler genel olarak digerlerine oranla diisiik okuma sayisina
sahiptir. Bunun sebeplerinden birisi bdlge icin tasarlanan primerin veriminin
digerlerine oranla daha diisiik olmasi olabilir. Biitiin okumalar esik degerin iizerinde

oldugu i¢in bu verimdeki diistikliikk bu ¢aligsma i¢in sorun teskil etmemektedir.

SNP-Okuma Sayisi

-739T>G 138,75
141,05
-163C>A 245,75
250,85
1190 A>C == 32 65
I 123’15
1465C>T 510,85
— 99[05
449G>A 393; 393

1080C>G me———— )18 6

1075A>C eeeeees——— )14

379,4
167 G>A 298,7
I 165[4
653 C>G 356,7
I 138’9
991A>G = ]14,1
I 100[65
431G>A 252,05
264,85
IVS542T>A (19294T>A) =e— 94,1
I 196[9
a 1297 C>T v 113,35
=z m— 79,15
v 636 G>A — 157,55
I 90'5
2950 G>C 478,2
535,7
4180 G>C =——— 197,25
e ———————r A )
3183 G>A 696,1
227,45
1973iNSG  e— 134,95
564,4
1023 C>T 307,35
326,55
1758 G>A = 1376
315,85
883 G>C 269,85
N 215’75
1758 G>T e 141,65
536,15
1707delT  =———— 207,85
312,2
1846 G>A e 107,4
295,35
1661 G>C 278,05
] 197[25
2850 C>T 564,4
0 100 200 300 400 500 600 700 800

Sekil 4.9 : SNP noktalar1 ve ortalama okuma derinlikleri.
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S.TARTISMA

Gilinlimiizde ‘bireye 6zgii tedavi’ kavraminin gelismesinin temel sebebi son yillarda
psikotrop ilag sayisindaki ciddi artisa ragmen psikiyatrik tedavilerin hala tatminkar
diizeyde olmamasidir [76]. Goriilme siklig1 acisindan bakildiginda depresyon
psikiyatrik hastaliklar arasinda 4.sirada yer almaktadir. Ila¢ segeneklerindeki biiyiik
artisa ragmen tedavilerde istenilen oranlarda basar1 saglanamamaktadir. Tedaviye
cevap orani %30-50’dir ve son derece diisiik bir oran olarak dikkat ¢cekmektedir.
Psikotrop ilaglarin etkinliginin gozlenebilmesi i¢in haftalar gegmesi gerekmektedir,
ayrica zehirlenme olgularinda en sik karsilagilan ilaglar psikiyatrik ilaglardir bu
sebeple psikofarmakoloji 6zel bir pozisyondadir. Keller ve ark. yaptigi bir calismada
depresyon tedavisi yapilan hastalarin  %Z20’sinde herhangi bir iyilesme
gbozlenmemisken, %401 kismi iyilesme gostermis ve %40’lik boliim ise bir yilin
sonunda iyilesmistir [77]. Hastalik yoktur, hasta vardir bilgisinin zamanla zihnimize
yerlesmesiyle farmakogenetik bilimi 6nem kazanmaya basladi. Bireye 6zgii tedavi
sadece klinisyenleri degil, saglik otoriterelerini, ila¢ sektoriinii ve iilke ekonomisini de
yakindan ilgilendirmektedir. Bireyler hayatlarinda bir kez yaptiracaklar1 analiz ile
hayatlar1 boyunca kullanacaklari ilaglara karsi yardimci bir farmakogenetik haritaya
sahip olacaklardir. Noropsikiyatri alaninda kullanilan neredeyse tiim ilaglar
karacigerde tiretilen ve polimorfizmi yiiksek olan CYP2D6, CYP2C9, CYP2C19,
CYPIA2 ve CYP3A4 enzimleri tarafindan metabolize edilir. Yaygin olarak
kullanilmamakla birlikte bu genlerdeki polimorfizmler DNA analiz yontemleriyle
tespit edilebilmekte ve tedaviye baslamadan Once uygun ilag ve dozu

belirlenebilmektedir.

Gilintimiizde s6z konusu SNP analizleri farkli yontemler kullanilarak yapilmaktadir
ve heniiz bir standardizasyon saglanamamistir. Genel olarak PCR-RFLP, Sanger
dizileme, Real-time PCR, mikroarray, ASO-PCR ve yeni nesil dizileme yontemleri
kullanilmaktadir. Bu calisma, literatiirdeki bilgilere gére polimorfizmleri ve etki

mekanizmalari bilinen, rutinde uygulamalar1 yapilmakta olan CYP genlerinin PCR
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yontemi ile cogaltilarak tiimiiniin tek bir panel olarak Illumina Miseq platformunda
analizine imkan saglayacak bir yontem olarak gelistirilmistir. Analiz metodu olarak
YND sistemini segmemiz platformun diger yontem ve platformlara gore sahip
oldugu c¢ok sayida avantajdan kaynaklanmaktadir. Sanger dizileme bugiin hala altin
standart olarak kabul edilse bile, yiiksek maliyetli olmast ve uzun siirede sonug
vermesi gibi dezavantajlara sahiptir. YND teknolojisi ile yliksek miktarda verinin

daha kisa siirede ve daha diisiik maliyetle analizi saglanmistir [78,79].

[Mlumimma MiSEQ platformu ile analiz edilecek bolgeler PCR yontemi ile
cogaltilmistir. PCR reaksiyonunda kullanilan bilesenlerin tek tek ideal oranlarda
kullanimin1 saglayip ideal amplifikasyonu elde edebilmek adina optimizasyon
caligmast yapilmistir. Kullanilan primer ¢iftlerinin kalip DNA’ya olan orani
amplifikasyon veriminde 6nemli yer teskil etmektedir. Primer konsantrasyonunun
kullanilan kalip DNA konsantrasyonundan ortalama olarak 107 molar fazla olmasi
PCR c¢alismasinin verimini arttirmaktadir. Primer konsantrasyonlarinin 0.5uM’dan
fazla olmas1 ise PCR verimini diisiirmektedir. Primer-DNA konsantrasyon oraninin
iyl saglanamadigi reaksiyonlarda ise primer dimer olugmasi, beklenmeyen
amlifikasyonlar elde edilmesi veya amplifikasyon elde edilememesi gibi sorunlar
ortaya ¢ikmaktadir [80]. Primer dimer PCR’1 olumsuz etkileyen bir olusumdur ve
bunun gibi sorunlarin engellenmesi i¢in primer tasarimi yaparken primerin GC
iceriginin %45-50’y1 ge¢gmemesine, ileri ve geri yonlii primerlerin baglanma
1s1larinin birbirine yakin olmasi, primer dizilerinin kalip DNA’ya tam uyumlu olmasi
gibi degiskenlerin ¢ok dikkatli ayarlanmasi gerekmektedir [81]. Tasarlanan
primerlerin uygunlugunu kontrol etmek i¢in Primer Design and Search Tool, PCR
Primer Stat ve USCS sayfalarindan faydalanarak in silico PCR ve primer kontrol

caligmalar1 yapildiktan sonra uygun goriilen primerler siparis verilmistir [82,83,84].

Spesifik olmayan baglanmalarin Oniine gegebilmek i¢cin PCR once yiiksek
sicakliklarda denenmelidir. Calismamizda baglanma sicakligini ilk olarak 65°C
olarak denedik. Primerlerin baglanma sicakligina gore ¢ok yiiksek olduguna karar
verdigimiz baglanma 1s1sin1 60°C’ye diisiirdiik ve CYP2D6 genine ait primerler harig
primerlerin tamamindan yeterli verimde iiriin elde edebildik. CYP2D6 genine ait

bolgeler i¢in 58°C baglanma 1s1s1 denendi ve sonug alindi.

PCR reaksiyonunda her iiriiniin konsantrasyonuda en az primer konsantrasyonu

kadar 6nemlidir. Konsantrasyon ayarlamasi yapilirken ilk dikkat edilmesi gereken
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bilesen MgClz dir. MgCl2 hem polimeraz enziminin aktivitesinde dnemli yer oynar
hem de dNTP’lere baglanmasi sebebiyle miktar1 ¢cok 6nemlidir. Kullanilacak diisiik
konsantrasyonlu MgClz polimerazin ¢alismasini olumsuz etkileyerek yeterli {iriin
olusmamasina yol acarken kullanilacak c¢ok yiiksek konsantrasyonlu MgCl: ise
spesifik olamayan baglanmalara sebep olarak istenmeyen iirlin olusumuna yol agar.
MgCl: konsantrasyonu sadece polimeraz konsantrasyonuyla degil ortamdaki dNTP
konsantrasyonuyla da uyumlu olmasi gerekmektedir. dNTP konsantrasyonu g¢ok
yiiksek oldugu durumlarda ortamda bulunan MgCl2’e baglanarak polimerazin
aktivitesini azaltir ve PCR reaksiyonun verimini diistiriir. Bir diger bilesen ise PCR
tamponudur. PCR tamponu igerisinde yer alan tuz orani {iriin olusumunda etkilidir.
Uzun PCR iirtinleri diisiik tuz oraninda daha iyi sonug verirken kisa PCR iirtinleri
daha yiiksek tuz oraninda iyi sonu¢ almaktadirlar. Bizim c¢alismamizdaki {iriin
boylar1 ortalama aralikta oldugu i¢in ortalama tuz orani yeterli olmustur. Artim veya

azaltamaya gitmemize gerek kalmadi [85, 86].

Tasarladigimiz primerler sonucu elde ettigimiz PCR fiirtinlerinin boylar1 birbirinden
cok farkli olmadig: ve iirlinler ¢ok uzun olmadigi i¢in baglanma siiresini ¢ok uzun
tutmamiza gerek kalmadan 30 saniye gibi bir siirede yeterli verime ulasildi. PCR
liriiniin uzun olmas1 durumunda baglanma siiresi uzatilarak, daha kisa tirlinlerde ise

baglanma siiresi kisaltilarak ¢6ziime ulagilabilir [87].

Sanger dizileme, dizileme teknolojileri arasinda hala dnemini korumaktadir yaklagik
olarak 30 yildir genotiplendirme i¢in altin standart olarak kabul edilmektedir. Ancak
yeni nesil dizileme ile kiyaslandiginda yiiksek maliyet, yiiksek is gilicii ve biiyiik
bolgelerin dizilemesinde yarattig1 sikintilar sebebiyle yerini zamanla yeni nesil
dizilemeye birakmaktadir [88]. Sanger dizileme ortalama olarak en fazla 900 bp
uzunlugundaki dizileri okuyabilmektedir. Genellikle bu dizilerin ilk ve son 50 bp
bolgelerinde analiz kalitesi diismektedir. Ayrica ¢ok ufak diyebilecegimiz 50 bp
altinda olan dizilerin okunmasida Sanger’de pek miimkiin degildir. Uyguladigimiz
YND yonteminde ise yaklasik olarak 300 bp uzunlugundaki bolgeler okunmaktadir.
Sanger yonteminden farkli olarak YND yoOnteminde paralel okuma o6zelliginden
dolay1 birden fazla bolge ve birden fazla hasta indeksler araciligiyla yapilan
barkodlama sistemiyle ayn1 uygulama igerisinde calisilabilmektedir. Ayrica YND
sisteminde ¢ok diisiik ng yogunluga sahip Orneklerde calisilabilmektedir [79].

Gergek zamanli PCR ydnteminde ise daha dnceden tanimlanmis mutasyonlar i¢in
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hassas sonuclar alinabilmekteyken dizi analizi yapilmadigi icin belirlenmemis
mutasyonlarin tespiti miimkiin olamamaktadir [88]. Bizim uyguladigimiz protokolde
analiz etmek istedigimiz noktalar belirli olmasina ragmen gercek zamanli PCR’1n

daha yiiksek maliyete sahip olmasi gerekgesiyle tercih edilmemistir.

Biesecker ve ark. gercgeklestirdikleri arastirma sonucunda YND platformunda
gerceklestirilen calismanin teyidi amaciyla varyant dogrulamasi igin Sanger
dizileme kullanilmustir, fakat Sanger dizileme YND dizilemeye gore daha fazla
hatali okudugu ortaya ¢ikmistir ayrica okuma siiresi YND’ye oranla ¢ok daha uzun
stirmiistiir [89]. Sanger dizilemede ayni nokta bir defa veya ¢ift yonlii okuma ile iki
defa okunurken YND sisteminde ise ayn1 nokta yiizlerce kez dizilenmektedir. Farkli
okuma iplik¢ikleriyle ayni nokta bir¢ok defa dogrulanmaktadir. Ayni anda binlerce
kisa DNA fragmam dizileyebilirken sonrasinda bu diziler elektroforeze ihtiyag

duymaksizin direk olarak okunabilmektedir [90].

Drozda ve ark. noropsikiyatrik ilaglar i¢cin farmakogenetik testlerin giincel durumunu
Ozetleyen bir derleme c¢alismasi yapmiglardir. Bu panellerin toplu olarak
degerlendirilmesi bu calisma ile yapilmistir. Test panelleri ve analizine imkan
saglanan varyantlarin toplu olarak sunuldugu bu c¢alisma, calismamiza biiylik 151k
tutmustur. Rapor edilen panellerde yer alan polimorfik noktalarin ilag
metabolizmalarina etkilerinin tek tek incelenmesi sonrasinda, farkli popiilasyonlardaki
prevelanslarina bakilarak ¢alismamiza dahil edilmistir. Tablo 4.2°de piyasada bulunan

test panelleri ve analiz edilen varyantlarin derlemesi yapilmistir [91].

Kullanimda bulunan panellerin ¢aligma prensipleri ¢ok farkli temelleri dayanmaktadir.
Bu temel prensipler arasinda Sanger dizileme, Real-time PCR, mikroarray, prob

hibridizasyon, RFLP-PCR ve Yeni nesil dizileme (YND) bulunmaktadir.

Dong ve ark. 2015 yilinda yaptiklar1 bir ¢alismada klinikte kullanilan ilag
metabolizmasinin yaklagik olarak %40’indan sorumlu olan ve yiiksek polimorfik
ozellige sahip olan CYP2C9, CYP2C19, CYP2D6 ve CYP3AS genleri varyantlari
tespitine yonelik olarak tek bir multipleks reaksiyonundan 32 bilinen varyasyonun
tespitine olanak saglayan bir mikroarray tabanli protokol gelistirmistirler. Bu
calismada CYP2D6 genine ait 19, CYP2C9 genine ait 8, CYP2C19 genine ait 4 ve
CYP3AS genine ait 1 polimorfizm olmak tlizere toplamda 32 polimorfizm 229 6rnekte

analiz edilmistir. Analiz sonucu elde edilen frekans degerleri daha 6nce yapilmis olan
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Cin popiilasyonuna ait ¢caligmalarla uyumlu bulunmustur. Hazirlanan paneli olusturan
noktalar yapilan literatiir taramasi sonucunda ve CYP allel website’dan alinmistir [92].
Piyasada CYP genotipleme amagl iki farkli ticari ¢ip bulunmaktadir. Bunlar
CodeLink P450 Bioarray ve Amplichip CYP’dir [93]. CodeLink toplamda 9 CYP
genine ait 110 polimorfizm tespitini i¢in 12 ayr1 multipleks PCR’a ihtiyag
duymaktadir. Bu 12 multipleks hazirlik siireci rutinde kullanim i¢in bir dezavantaj
olusturmaktadir. Ciinkii Amplichip tek multipleks reaksiyon ile CYP2CI19 ve
CYP2D6 genlerine ait varyantlarin analizine imkéan saglamaktadir. Yapilan bu ¢alisma
ile CodeLink P450 Bioarray ve Amplichip CYP arasindaki bosluk tamamlanmaya
calisilmigtir. CYP2D6 gen duplikasyonunun nadir goriilmesi sebebiyle veri analizinin
yapilabilmesi i¢in ¢alismanin daha biiyiik bir populasyonda yapilmas1 gerekmektedir
[92]. Amplichip CYP450 test kiti, 2004 yilinda Roche tarafindan CYP genotipleme
amacl gelistirilen ilk kit olmasi bakimindan 6nemli bir yere sahiptir. Bu kit ile
CYP2D6 ve CYP2C19 genlerine ait 31 alelin incelenmesine imkan taninmistir. Testin
temeli mikroarray teknolojisine dayanmaktadir. Test hizli, giivenilir ve kullanim
kolayligina sahiptir. Testin dogrulugunu saptamak amacli rutinde kullanilan PCR-
RFLP yontemi ile dogulamasi yapilan her 5 alelinde %100 uyumlu oldugu tespit
edilmistir [94]. Testin hasta bas1 maliyeti ortalama olarak 500 $’dir [95].

Kiitiiphane hazirligina baslanmadan 6nce barkodlama i¢in birlestirilmis amplikonlarin
yani havuzlarin ayr1 ayr1 Qubit ile konsantrasyonlar: 6l¢iildii ve YND amplifikasyon
protokolii uygulandiktan sonra manyetik boncuklarla saflagtirma islemi yapildiktan
sonra tekrar Qubit ile 6l¢iim yapildi. Manyetik saflagtima igleminde bazi1 6rneklerden
bliyiik miktarda kayip olmasi sebebiyle saflastirma sonrasi konsantrasyonda diisiis
gozlenmistir. Saflastima asamasinda amplikonlar manyetik boncuklarla 1yice
karistirilir ve amplikonlarin boncuklara baglanmasi saglanir. Ornekler manyetik
satnda konulur ve boncuklara yapisik olan amplikonlar manyetik alanin etkisiyle tiipiin
¢eperine yapisir. Cepere yapisamayan fragmanlar ise alkol ile yapilan yikama sonucu
tiipten uzaklastirilir. Bu asamada manyetik boncuklar ile amplikonlar yeterince
karigmazsa amplikon kaybi yasanabilir. Yikama asamasinda tiipteki fazla siviyi
alirken ¢eperde bulunan amplikon-manyetik boncuk kompleksine dokunuldugu zaman
kompleks bozulur ve amplikonlar serbest hale gegerek yine yanlishkla tiipten
uzaklastirllma ihtimali ile kars1 karsiya kalmir. Yapilan calismada 150-200 baz

uzunlugundaki amplikonlarin saflastirmasi i¢in bir kez uygulanacak saflastirma
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protokoliiniin yeterli olcacagini ancak daha kisa veya daha biiyiik amplikonlarda
protokole ilaveler yapilmasi gerektigi vurgulanmistir. Arka arkaya iki saflastirma
basamagi yapilmistir. Ik basamakta diisiik Ampure XP konsantrasyonu ile biiyiik
amplikonlarin baglanmas1 saglanmig, sonrasinda eklenen daha fazla Ampure XP ile
kisa fragmanlarin boncuklara baglanmasi saglanmistir. Fragman boyutuna gore
saflagtirma basamaklarinda diizenlemeler yapilabilmektedir [96]. Saflastirma sonrasi
Olctimlerde bazi amplikonlara ait konsantrasyon degerlerimizin diisiik ¢ikmasi

saflastirma asamasinda bir miktarda olsa iiriin kaybettigimizi gostermektedir.

Leeneer ve ark. 2014 yilinda yaptiklar1 bir ¢calismada Sanger dizileme i¢in hali hazirda
standardize edilmis olan PCR amplikonlarm1 MiSeq platformunda dizileyerek
analizine imkan saglamiglardir. Yaptigimiz ¢alismada bu yontemi esas alarak rutinde
uygulanabilecek daha ucuz, daha kullanilabilir ve daha esnek protokole sahip bir tan
paneli gelistirmeyi amacladik. Leneneer ve ark. yaptigi c¢alismanin en Onemli
ozelliklerinden biri ise olusturduklar1 calisma taslagina gerekli goriildiigii takdirde
yeni genler ekleyebileceklerdi. Calismaya toplamda 265 farkli gen dahil edilmistir.
[llumina MiSEQ platformundan indeksler en fazla 96 kombinasyona kadar
cikabilmektedirler. Bu ylizden kullanacagimiz yontemde en fazla 96 havuz
olusturulabilir. Calismaya 6.000-10.000 arasinda degisen bir amplikon sayisi dahil
etmislerdir. Calismamiza toplamda 8500 amplikon dahil edilmistir. Her havuzda bir
genden sadece bir hastaya ait amplikonlar bulunmak sartiyla havuza ¢ok sayida
amplikon konulabilir. Havuzlarin her biri farkli F ve R yonlii olarak ifade
edebilecegimiz bir ¢ift indeks ile isaretlendikten sonra biitlin havuzlar birlestirilip
amplifikasyon ve saflagtirma islemlerinden sonra dizileme islemi yapildi. Leeneer ve
ark. rutin olarak her hafta 6000-10000 amplikon sayist ile Miseq c¢aligsmasi
gerceklestirdiklerini belirtmislerdir. YND’de sisteminde tespit ettikleri varyantlarin
dogrulamasi1 i¢in Sanger dizileme kullanmiglardir. Sadece varyant bulduklar
amplikonu tekrar Sanger ile analiz ettiklerini belirtmistirler. Sanger dizilemeye gore
maliyet acgisindan avantaj saglanabilmesi i¢cin en az 6000 amplikon ile ¢aligmanin
yapilmasi gerektigi ve 10000 amplikon dahil edilen ¢aligma Sanger ile kiyaslandiginda
maliyetin 10 kat azaldigi saptanmistir. 10000 amplikon dahil edilerek yapilan

caligmada calismanin %97 sinin en az 36x kapsama sahip oldugu belirlenmistir [97].

BRCA1 ve BRCA2 mutasyon tespitinin yeni nesil dizileme yontemiyle yapildig bir

calisma sonucunda 20x ‘den daha kiiciik okuma derinligine sahip okumalar
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degerlendirme dis1 birakilmistir. Bu ¢alismada 20x okuma derinliginden daha diisiik
okuma derinligine sahip yaklasik olarak %50 heterozigotluk gosteren Orneklerin
%30’u Sanger dogrulamasi sonucu yanlis pozitif olarak degerlendirilmistir. Calisma
sonucunda <20x okuma derinligine sahip okumalarin yanlis pozitif olma ihtimaline
kars1t degerlendirilmesinin devre digi birakilmasi Onerilmistir [98]. Calismamiza
toplamda 8500 amplikon dahil ettik ve kapsam alt sinirin1 50x olarak sectik. 50x
altinda kalan okumalar1 degerlendirmeye almadik ve optimizasyonu yapilmamis
olarak kategorize ettik. Elde ettigimiz en yiiksek okuma sayisin1 1812x, en diisiik

okuma sayisini ise 50x olarak tespit ettik.

Elde edilen amplikonlar standart PCR yontemiyle elde edildi. Leener ve ark. 6ncesinde
Sanger yonteminde kullandiklar1 ve optimize edilmis olan primerleri kullanmiglardir.
Biz ise primer dizayni yaparken Ensemble’dan genlere ait referans dizileri olarak
Primer3 programi ile primerleri tasarladik. Tasarladigimiz primerler ayn1 zamanda
Sanger dizilemede de rahatlikla kullanilabilecek primerlerdir. Piyasada bulunan
panellerin genel olarak negatif tarafi, e§er panel kiti kullanip dizileme yaptiysaniz ve
dizileme sonucunda herhangi bir noktada mutasyon tespit ettiyseniz bu mutasyonu
Sanger ile teyit etmek istediginizde bu noktaya 6zgii yeni bir primer tasarlamaniz ve
siparig vermeniz gerekmektedir. Bu islem ise en az 10 giin stirmektedir. Leeneer ve
ark. yaptig1 calisma gibi Sanger dizilemesine de uygun amplikonlarla YND ¢aligmasi

yapildiginda bu negatif yon bertaraf edilmis oldu [97].

Yeni nesil dizileme calismasinin tamamlanmasinin ardindan verilerin analizine
baglamadan Once elde edilen verilerin kalite degerlendirilmesi yapilmasi
gerekmektedir. Kalite degerlendirmesinin dayandirildigi bir¢ok degisken vardir.
Calisma sonucunda dizilemenin dogrulugunu degerlendirmek i¢in kullanilan en
yaygin d6l¢iim platformu olan Q30 skorumuz %92,1 olarak tespit edilmistir. Dizileme
asamasinda ne kadar fazla oran Q30 skoruna ulasmissa, o oranda okuma miikemmeldir
ve sifir hata sifir belirsizlik vardir. Yapilan ¢alismalar sonucu diisiik Q30 skoru yanlis
pozitifligi artirabildigi distintilmiistiir. Q = — 10 logl0 P formiiliine dayandirilan
hesaplamada Q’nun degeri 30 oldugunda 1000 bazda 1 baz hatali okuma olasiliginm
gosterir. Q30 skoru igin gegerli goriilen deger %80 ve iizeri olarak belirtilmistir [99].
Bu deger okunan biitiin bazlarin %80’inin Q30 skorunun iizerinde bir kalite degerine

sahip oldugunu gostermektedir [100].
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Analiz kalite degerlendirmelerinden bir digeri ise cluster density olarak bilinen kiime
yogunlugudur. Diziler akis hiicresi iizerinde okuma plakalar1 {izerinde yer alan
adaptorlere baglanirlar. Akis hiicresi {iizerinde olusan kiitiiphane kiimelerinin
yogunlugu vyiiriitme degerlendirmesinde ¢ok oOnemli bir faktordir. Kullanmig
oldugumuz kit i¢in ideal kiime yogunlugu degeri 1000-1200 K/mm? ‘dir [101]. Calisma
sonucu elde ettigimiz deger ise 875 K/mm?*'dir. Sonug¢ optimal araliktan diisiik
olmasina ragmen olusan kiimelerden alinan sinyallerde herhangi bir sorun olmadigi ve
diger kalite parametrelerinin de normal aralikta olmasi sebebiyle analize devam
edilmistir. Diisiik kiime yogunlugunda genellikle okunan toplam baz sayisinda diisiis
yasanirken Q30 skoru korunmaktadir [102]. Kiime olusumunda kantifikasyon ¢ok
onemlidir, ¢linkii ¢ok diisiik bir kiime yogunlugu verimi diisiiriir ayn1 zamanda yogun
kiime olusumuda kiimelenme c¢akismasi nedeniyle azalan veri verimiyle sonuglanir
[103]. Cok fazla DNA yiiklendiginde kiime yogunlugu artar, artan kiime yogunlugu
sebebiyle kiimeler birbirine yakinlasarak ¢oziiniirliigii azaltir. Bu sebeple elde edilen
kaliteli veri azalir. %PF degeri %94,92 literatiirde %80 iizeri PF degeri idel olarak
kabul edilmektedir [101, 102].

Calismada okunan toplam baz sayisin1 gosteren deger olan estimated yield 5100.0 MB
olarak olciilmiistiir. {llumina firmasmin uygun gérdiigii aralik ise 5000-6500 MB

araligindaki okumalardir [101].

Yiiriitmeye ait biitiin parametreler degerlendirilip kalite degerlendirmesi olumlu

sonuglandiktan sonra, dizilemenin varyant tespit kismina gegildi.

Shi ve ark. tarafindan yapilan calismada ila¢ metabolizmasinda en etkili oldugu
diistiniilen bes CYP (CY93A4 %37, CYP2C9 %17, CYP2D6 %15, CYP2C19 %10 ve
CYP1A2 %9) genine ait 50 SNP analizi yapilmistir. Yapilan ¢aligmaya 200 kisilik Cin
popiilasyonu dahil edilmistir. 50 SNP noktasina 6zel primer dizayni yapildiktan sonra
multipleks PCR metoduyla toplamda 3 pleks olacak sekilde SNP’ler 18,16,16 olarak
amplifiye edilmistir ve sonrasinda SAP (shrimp alkaline phosphatase) ile purifiye
edilen PCR iirlinleri MALDI-TOF MS analiz metoduyla analiz edilmistir. MALDI-
TOF MS yontemi hizli, ucuz ve dogru sonug veren bir yontem olmasi sebebiyle tercih
edilmistir. Biyomolekiiller iyonize edildikten sonra manyetik/elektrik alandan
gecirilerek protein profili ¢ikarilmistir. Calisma sonucunda 5 gene ait 50 SNP’den
17°sinin MAF degeri %1’den biiylik olarak tespit edilmistir. Elde edilen alel
frekanslar1 P450 veri tabaniyla kiyaslandiginda bu 17 SNP nin 8 tanesinin alel frekansi
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Kafkas irkiyla 6nemli olglide farkli bulunmustur. Bu veriler farkli etnik gruplar
arasinda alel frekanslar1 arasinda olabilecek frekans farkliligin1 gostermistir [104].

Yapilan bu ¢alismada panelimize dahil ettigimiz noktalarin tamami yer almaktadir.

Ota ve ark. 2014 yilinda 1017 kisilik Japon toplumunda klinik olarak kullanilan
ilaglarin ¢ogunun metabolizmasindan sorumlu oldugunu iddia ettikleri CYP varyant
profilini  belirleme c¢alismasinda bulunmusglardir. Bu varyant prevelansini
belirleyebilmek iginde yeni bir yontem olarak TagMan PCR genotipleme testi
gelistirmistirler. Validasyon i¢in 219 6rnek PCR-RFLP yontemi ile analiz edilmistir.
Analiz edilen varyantlar CYP1A2*1C, CYP2C9*3, CYP2C19*2, CYP2C19*3,
CYP2D6*10 ve CYP3A4*3’dir. Calisma sonucu elde edilen veriler daha 6nce rapor
edilen prevelans degerleriyle uyumlu bulunmustur. Ota ve ark. yaptig1 calismada
analiz edilen noktalar panelimizde analiz edilen noktalara oranla kisitl kalmaktadir

[105].

CYPI1A2*1A aleli tiim varyantlarin karsilagtirildig1 referans normal alel olarak kabul
edilir. CYP1A2 tarafindan metabolize edilen ilaglarin eliminasyonunda bireyler arasi
biiyiik farkliliklar gozlemlenmistir. CYP1A2 geni i¢in tanimlanmis 25°den fazla
varyant bulunmakta olup, bu varyantlardan 12 tanesi fonksiyoneldir olup enzim
aktivitesini degistirmektedirler. Sik rastlanmasi ve fonksiyonel olmasi sebebiyle
tizerinde en ¢ok durulan varyantlar CYP1A2*1C, CYP1A2*1F ve CYP1A2*1K*“dur.
CYPIA2*1F en ¢ok incelenen alel olup, indiikleyici varliginda hizli metabolizma
fenotipine neden olurken, *1K ve *1C enzim aktivitesinde azalmaya sebep olmaktadir
*1F alleli, Kafkasyalilarin%25-50'sinde, Asyalilarin%30'unda ve Etiyopyalilarin
%50'sinde bulunur. [106].

Myrand ve ark. yaptig1 calismada CYP1A2*1C varyantina ait ve enzim aktivitesinde
azalmaya sebep olan A alel frekansini 0.010 olarak tespit edilmistir. Bu alelin Japon,
Misir, Tunus popiilasyonuna ait alel frakanslari ise sirasiyla 0.237, 0.070, 0.070 olarak
tespit edilmistir [107]. Calismamiza dahil edilen 20 hastada CYP1A2*1C (-3860
G>A) polimorfizmini normal olarak tagimaktadir. *1F (-163 C>A) degisimini ise
heterozigot olarak tasiyan 13 hasta, homozigot olarak tasiyan 4 hasta tespit edilmistir.
Tiirk toplumuna dair literatiir taramasinda da A alel frekansi benzer sekilde yiiksek
cikmistir [108]. Noktanin tespitinde en diisiik kapsam derinligi 55 olarak tespit

edilmistir.
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Kohlrausch ve ark. yaptigi bir ¢alismada ise CYP1A2*1F varyantini homozigot
tasiyan sizofren hastalarda atipik antipsikotik ilag grubuna mensup Klozapin ilag
kullanimina bagli ndbetlere egilimin daha yiiksek oldugu tespit edilmistir [109]. *1F
varyant1 enzim aktivitesinde artisa sebep olmaktadir. Yapilan baska bir caligmada ise
38 kisilik ¢in popiilasyonunda alel frekansini 0.290, 51 kisilik Hint popiilasyonunda
0.420 ve 39 kisilik Malezya popiilasyonunda ise 0.220 olarak tespit edilmistir [110].

CYP21A2’deki genetik polimorfizmler sik gozlenmekte olup ilaglara yaniti
etkileyebilirler. Enzim aktivitesi oldukca degisken seviyelerde ifade edilmekte olup
farmakogenetik agidan incelenmesi bireye yoOnelik tedavi agisindan biiyliik dnem

tagimaktadir.

CYP2D6 enzimini kodlayan CYP2D6 geninin tanimlanmis 100’den fazla varyanti
bulunmugtur. Tanimlanan bu varyantlar CYP Mutation Databese sayfasinda
bildirilmistir. Bildirilen varyantlarin bir kisminin metabolizma tizerindeki etkileri hala
tanimlanmamig olmakla birlikte literatiire yeni katilan veriler 1s18inda sayfa
giincellenmektedir. Literatiirde tanimlananan aleller, nokta mutasyonu, bir ve daha
fazla baz delesyonu, bir ve daha fazla baz insersiyonu veya duplikasyonlari
icermektedir. Calismamizda duplikasyonlarin tespiti saglanamadi. Zayif metabolizer
(PM), orta hizli metabolizor (IM), normal matabolizér (EM) ve ultra hizli metabolizor
(UM) belirlenen baslica fenotipler olmustur.Zayif metabolizorler (PM), aktif CYP2D6
aleli icermedikleri tespit edilmistir. Literatliirde bildirilen baslica inaktif aleller
CYP2D6*3, *4, *5, *6, *7, *8, *11, *12, *14, *15, *20, *21, *38 ve *44 alelleri
olmustur. CYP2D6 enzim aktivitesi bakimindan irklar arasinda olan farkliliklar:
gostermek amacli ¢ok sayida ¢alisma yapilmistir. Bu polimorfizmlere dair,
Kafkasyalilar ve Uzak dogulularda yapilan bir ¢aligma sonucunda Kafkasyalilarda
(Avrupalilar ve Beyaz Kuzey Amerikalilar) %5-10'luk ve Uzak Dogulular'da (Cin,
Japon ve Koreliler) %]1'lik bir prevalanst gorilmiistiir [111-113]. Afrika
popiilasyonunda yapilan calismada ise ciddi bir tutarsizlik goriilmistiir. Afrikan-
Amerikan toplumunda zayif metabolizor prevelanst %1,9 iken, Nijeryalilarda %8,6,
Zimbabwe’de %2, Tanzanya’da %0,5 ve Giiney Afrikalilarda bu oran %18,8’dir.
Bolgedeki bu tutarsizligin sebebinin bolgesel bir varyasyon oldugu diisiiniilmektedir.
Bu CYP2D6 fenotiplendirme ¢aligsmasi siyah popiilasyonun varsayildigi gibi homojen
olmadigint gostermistir [114]. Tiirk popiilasyonunda yapilan ¢alisma sonucu zayif

metabolizor prevelansi %3,4-3,8 oldugu bildirilmistir [115, 116]. Yapilan baska bir

56



calismada ise yavas metabolizor prevelanst %1,49 olarak bildirilmigtir [117]. Orta
hizli metabolizorlerin (IM), sahip olduklar1 alellerden biri aktif digeri inaktif olan
bireyler oldugu tespit edilmistir. Literatiirde bildirilen baslica aleller ise CYP2D6*9,
*10, *17, *29 ve*41 olmustur [118, 119]. Normal metabolizor bireylerin (EM) higbir
mutasyon icermedigi veya igerdigi degisim fonksiyonunda herhangi bir degisiklige yol
acmadiklar tespit edilmistir. Enzim fonksiyonuna normal olarak devam etmistir ve
tanimlanan normal metabolizor alelleri ise CYP2D6*1, *2, *39 olmustur. Hizli
Metabolizorler (UM), bu fenotipe sahip bireyler CYP2D6 geninde duplikasyon tespit
edilmis bireylerdir. Genin kopya sayisina dair yapilan bir calismada baba ve iki
cocugunda kopya sayisinin 12’ye kadar ¢iktig1 tespit edilmistir [120]. Bu bireylerde
kullanilan ilaglar ¢ok hizli metabolize edildiginden, hiicre igerisinde gereken siirede
kalamayip ilacin beklenen etkisi goriilemememistir [121]. Bir yayinda hizh
metabolizorler birey sikligi beyaz irk’ta %1-5, siyah irkta %0-2, sar1 irkta %2 ve
Arabistanli’larda %10-16 oraninda bildirilmistir [118]. Aynacioglu ve arkadaslarinin
yaptig1 caligmada ise Tiirk toplumunda hizli metabolizor birey sikligi %4 olarak
bildirilmistir [117]. Biz calismamizda duplikasyon varligini saptayamadik bunun
sebebi kullandigimiz yontemin amplifikasyon dizilemesine bagli bir yontem
olmasindan ve bu yo6temle duplikasyon ve biiyiik delesyon varliginin tespitinin

miimkiin olmamasindan kaynaklanmaktadir.

Optimizasyon amacli rastgele secilen 20 hastamiz ile yaptigimiz caligmada
CYP2D6*2 (-1584 C>G, 2850 C>T, 4180 G>C, 1661 G>C) alelini tastyan hastalar
tespit edilmistir. Bu alellerin diginda panel ile tespit ettigimiz aleller CYP2D6*4 (1846
G>A, 100 C>T), CYP2D6*10 (100 C>T), CYP2D6*17 (1023 C>T), CYP2D6*39
(4180 G>C) ve CYP2D6*41 (2988 G>A) alelleridir.

CYP2C9 genine ait yapilan ¢aligsmalar sonucunda yiiksek derecede polimorfik oldugu
tespit edilmis olup veri bankasinda bugiine dair 30’un ilizerinde alelik form ta-
nimlanmistir. CYP2C9*1 yabanil-tip olarak tanimlanmis ve en sik gozlenen alel
olmustur. Yabanil alelden sonra gozlenen mutant aleller arasinda ilk siralarda
CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 alelleri gozlenmistir [ 122]. CYP2C9*1 aleli i¢in homozigot
bireyler hizli metabolize edici bireylerdir [123]. CYPC29*2, CYP2C9*2, CYP2C9*3,
CYP2C9*4, CYP2C9*5 alelleri ise ilag metabolizma hizinda azalmaya sebep
olmaktadir [124]. *2 ve *3 alel frekansina beyaz irkta daha ¢ok rastlanmaktadir, Tiirk
toplumunda yapilan ¢aligmalarda beyaz irka benzerlik gostermektedir. CYP2C9*6
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varyant1 ise fonksiyonunu kaybetmis bir aleldir ve Afrika kokenli Amerikan bir kigide
tanimlanmistir  [122]. Japon popiilasyonunda yapilan bir c¢alisma sonucunda
CYP2C9*7, *8, *9, *10, *11 ve *12 varyantlan literatlire kazandirilmistir [125].
Aynacioglu ve ark. yaptiklari calismada CYP2C9*11 varyantinin metabolizma hizinda
yaklagik olarak %60-80 oraninda azalmaya sebep oldugunu ve hiicre i¢i ilag
derisiminde yabanil tipe gore iic kat artis oldugu gozlenmistir. Ayn1 c¢alismada
CYP2C9*12 varyantinin metabolizma hizinda azalmaya neden olurken CYP2C9*8

varyantinin ise metabolizma hizinda artisa sebep oldugu bildirilmistir [126].

Tiirk toplumunun da benzerlik gosterdigi beyaz irkta CYP2C9*2 ve CYP2C9*3
alelleri diger 1rklara gore daha sik rastlanmakta iken, tanimlanan diger aleller daha az

gozlenmektedir [122].

Panel analizi sonucunda Tiirk toplumunda daha 6nce yapilan caligmalara benzer
sekilde CYP2C9*2 ve CYP2C9*3 alelleri gozlenmistir. Bu alellerin disinda
tanimlanan diger aleller tespit edilmemistir ve literatiir taramasi ile paralel sonuglar

bulunmustur.

CYP2C19 enzimi, mevcut kullanimda olan ilaglarin %5-10’unun metabolizmasindan
sorumludur. Toplumlar arasi frekanslar1 6nemli derecede farkliliklar gosterdigi
yapilan calismalardan anlagilmaktadir. Avrupa kokenli kisilerin %2-6's1, Japon
popiilasyonunun %15-20'si ve Afrika toplumunun ise %10-20'si CYPC19 enzimi i¢in
yavag metabolizOr varyantina sahiptir [127]. Huezo-Diaz ve ark. yaptiklar1 ¢caligmada
CYP2C19*17 alel sikligini beyaz irkta %24,2 olarak bulmuslardir [128]. Rudberg ve
ark. yaptig1 calismada ise CYP2C19*17 %22, CYP2C19*2 %18,1 ve CYP2C19*1
sikligint ise %59,3 olarak saptamigslardir [129]. Aynacioglu ve ark. 1999 yilinda 404
kisilik Tirk popiilasyonunda yaptiklart ¢alisma sonucunda ise CYP2C19*2 ve
CYP2C19%*3 alel sikliklar1 sirastyla %12 ve %4 olarak saptanmistir [117].

Sim ve ark. yaptiklar1 ¢alismada CYP2C19 varyantlan ile depresyon semptomlari
arasindaki iligkiyi anlamlandirmaya calismiglardir. CYP2C19*2 genotipli yavas
metabolizor bireylerin hizli metabolizor bireylere gore daha az depresif semptom

tasidig1 gézlenmistir [130].

Yin ve ark. 2006 yilinda 53 kisilik Cin popiilasyonunda yaptiklart calismada
CYP2C19*1 %63.,4, CYP2C19*2 %30,8 ve CYP2C19*3 alel siklig1 %5,8 olarak

tespir edilmistir. Bu popiilasyonun biiyiik cogunlugu major depresyon tanisi almis olup
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Toronto yan etki Olgegine gore advers etkileri degerlendirilmistir. Yapilan bu
degerlendirme sonucunda yavas metabolizor olarak tanmimlanan varyanta sahip

bireylerde advers etki skorlar1 daha yiiksek bulunmustur [131].

Literatiir taramas1 sonucu olusturulan YND paneli ile analiz ettigimiz hastalarda
CYP2C19 genine ait tespit ettigimiz polimorfizmler CYP1C19*2 (636 G>A),
CYP2CI19*5 (1297 C>T) ve CYP2C19*17 (991 A>G) olmustur. Tespit ettigimiz
aleller Tiirk toplumunda siklikla tespit edilen alelleridir [128].

Adam A. ve ark. Avrupa ve Afrika popiilasyonunda yaptiklar1 bir ¢aligmada Avrupa
popiilasyonunda CYP3A4*1B varyantina hi¢ rastlanmazken, Afrikalilarda bu
varyantin sikli§i %82 olarak saptanmistir. Bu farkliliklarin nedeni etnik, irksal ve

cevresel faktorler olabilir [132].

Sayitoglu ve ark.’min 2006 yilinda 148 denekle yaptiklar1 calisma sonucunda
CYP3A4*1B varyant sikligin1 %1,4 olarak tespit etmislerdir [133]. Fakat bu sonug
daha 6nceden yapilan ¢aligmalardan elde edilen frekans degerlerine gore ¢ok diisiik
bulunmustur [ 134, 135]. Calismamiza katilan 20 denekte CYP3A4*1B varyant1 tespit
edilememistir. Ayrica c¢alismamizda CYP3A4 genine ait higbir varyant tespit

edilememistir.

Bu caligmada antidepresan ila¢ metabolizmasinda rol oynayan CYP enzimlerini
kodlayan genlerin polimorfik bolgelerinin PCR yontemi kullanarak ¢ogaltilmasi ile

yeni nesil dizileme platformuna uygun bir tan1 yontemi gelistirilmistir.
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6.SONUC VE ONERILER

Depresyon tedavisinde kullanilan antidepresan ilaclarin metabolizmasinda rol
oynayan CYP enzimlerini kodlayan CYP2D6, CYPC29, CYP2C19, CYP3A4 ve
CYPI1A2 genlerinin sahip oldugu SNP’lerin analizine imkan saglayacak olan bolgeler
ilgili primerler ile ¢ogaltilmigtir. Primer tasarimi yapilirken primerlerin termodinamik
Ozellikleri dikkate alinarak her primerin birbirine benzer kosullarda ve ayni1 verimle
calismasi amaclanmistir. Primer tasarimi yaparken Primer3 programi kullanilmustir.
Primer dimer ve sekonder yapi olusturma potansiyellerini tespit edebilmek adina
USCS In-Silico PCR, BiSearch ve PCR Primer Stats sayfalarindan faydalanilmstir.
Farkli konsantrasyonlarda kullanilan kimyasal bilesenleri ile en iyi verim saglanan
PCR kosullar1 belirlenmistir. Primer, buffer, MgCI2, dNTP bilesenlerinin
konsatrasyonlarinin PCR {irlinlerine etkilerine bakilmistir. Farkli baglanma
sicakliklart denenerek 6zgiil olmayan {iriin olusumu engellenmeye c¢alisilmigtir. Elde
edilen amplikonlar havuzlara ayrilarak sablon olusturulmus ve olusturulan sablona
gore amplikonlar birlestirilip kiitliphane olusturulmustur. Olusturulan kiitiiphane
birlestirildikten sonra Nextera XT kitleri kullanilarak gergeklestirilen PCR isleminden
sonra Illumina Miseq yeni nesil dizileme platformunda dizilenmistir. Dizileme islemi
gerceklestikten sonra cihazdan alinan .fastq ve .bam uzantil ¢ikti dosyalar1 alinip IGV
ve SEQ analiz programlari ile analiz edilmistir. Elde edilen okuma sayilar literatiirde
belirtilen referans ¢aligmalara gore belirlenen esik degerinin lizerinde tespit edilmistir.
Panel igeriginde yer alan CYP2D6 (-1584C>G, 2850C>T, 4180G>C, 1661G>C,
2549delA, 1846G>A, 100C>T, 1707delT, 2935 A>C, 1758G>T, 2615 2617delAAG,
883 G>C, 124 G>A, 1758 G>A, 138insT, 1023 C>T, 1973insG, 2573insG, 3183 G>A,
2587 2590delGACT, 2988G>A, 2950G>C), CYP2C19 (681G>A, 636G>A, 1A>G,
1297C>T, 395G>A, 19294T>A, 431G>A, 680C>T, 991A>G), CYP3A4 (-392 G>A,
653C>G, 830 831insA, 167G>A), CYP2C9 (430C>T, 1075A>C, 1076T>C, 1080
C>G, 818delA, 449G>A, 1003C>T, 1465C>T, 485C>A, 1190A>C) ve CYP1A2( -
3860G>A, -163C>A, -729C>T, -739T>G) noktalar belirtilen esik okuma degerinin
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tizerinde okuma sayilar ile analiz edilmistir. Panel kapsaminda analizi 6ngoriilen

noktalarin tamami en az 50x okuma ile analiz edilmistir.

Ticari olarak firmalarin sundugu pahali kitlere alternatif olabilecek bir calisma oldugu
Oongoriilmiistiir. Ticari olarak iretilmis olan bir farmakogenetik kiti ile yapilan
calismada sadece farmakogenetik test istemiyle gelen hasta calisilirken havuz
olusturma sistemiyle laboratuvarda calisilmasi gereken genlerin neredeyse tamami
calismaya dahil edilebilmektedir. Havuz olusturma siteminde ayni anda bir¢ok hasta
ve hastaligin ¢alisilmasina imkan sunarak hem maddi hemde siire olarak

alternatiflerine oranla daha ekonomik bir yontemdir.

Sonug olarak; YND teknoloji gelismekte olan bir platformdur, yakin siiregte biitiin
laboratuvarlar bu sisteme entegre olacaktir. Arastirma laboratuvarlarindan ziyade
yogun olarak hasta calisan rutin laboratuvarlarda kullanimi biiyiik 6lgekli tasarruf
saglayacaktir. Amplikon sayisini azaltabilecek sekilde multipleks PCR c¢aligmalari ile

is yiikiinlin azaltilabilmesi i¢in ¢alismalara devam edilmesi gerekmektedir.
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EK A

BEZMIALEM VAKIF CNIVERSITES] GIRISIMSEL OLMAYAN KLINIK ARASTIRMALAR ETiK KURULL (201 1-KAEK-41)

KARAR FORMU
qatrk lag Kuil fa Fers Mesil Deiene Fontemi e Farmakogenetk Tam Faneh
ARASTIRMANIN ACIK ADI RS
18.10.2016

ETIE KURLLUN ADI Bieamiahom Vakif Universitesi Girisimesed Odemaryan Blindk Arsstirmalar Erk Kusulu
gg ACTE ADRESE: Addnas Mendes Budvan Vatan caokdis) 14093 Faily beanbud
- TELEFON {02135 335 37 54 - 02
g; FAKS IBRIN .

E-POSTA cgmnlania bemizkom edu ir
KOORDINATOR SORUMLL ARASTIRMACT :
§ LNV ANEADLSOY ADE Dog. Dr. Falei AKBA
= KODRDINATOR SORUMLL o
%S ARASTIRMACTNIN UZMANLIK ALANI T e
ARASTIRMAYA KATILAN MERKEZLER | |T% "E"“_" o ”E]“Eu ULLEAL ULUSLARARASI ]

Wersiyom
§ E 5 Belge Adr Tarihi ——
ARASTIRAA PROTOKOLD : :
Gigrekl ¥,
.Ea Degit [ vaold)
§ BILGILENDIRILMIS GONULLD OLUR 1.0 200 I
FORML Gerekh Defil ] var [
Karar NoSink Tarih; 18101016

é Yindbclligind Doy, Dr. Fabn AKBAS ° i yaphiy “Moropaikiyairik [is; Kulsmminds Yeni Mesil Digiame Yontems ba
Farmakogenelk Tam Panell Geligliiimesi® baghkl calegmanin Girigimsal Omayan Wink Araghrmalar Esk Muruls tarahndsn
dedjeriendiriimis ve alik agidan uygun Bunmusar
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EK B

ASGAR] BILGILENDIRILMIS GONULLU OLUR FORMU
10.08.2016 VERSIYON NO:1

Katldiginiz calisma bilimsel bir arastirma olup, arastrmanin adi “Nioropsikiyatrik
ilag kullamminda yeni nesil dizileme yintemi ile farmakogenetik tam paneli
gelistiriimesi*dir. Bu calismaya hichir genetik veya klinik dzellik kriteri belirlenmeksizin
“hedef bir hastalik grubu belirlenmeksizin® 20 hasta dahil edilmistir. Bu veriler sadece
akademik calisma kapsaminda kullanilacak olup isim ve/veya kimligi belirleyici herhangi
Gir bilgi belirtilmeyecaktir. Sizden daha dnceden alinmiz olan v& da tibbi duremunuz
nedeniyle rutin poliklinik kontrollerinizde sizden alinacak olan kan numunelerinden artan
miktar Gzerinde analizler gergeklestirilecektir. Bu analizler icin sizden kesinlikle ilave,
rutin disi bir kan alma islemi olmayacakur. Yukanda belirtildigi gibi rutin tetkik
kapsaminda alinmiz ya da alinacak clan kan numunelerinden genetik materyaliniz izole
edilecek ve bu materyal Uzerinde 5oz konusu analizler yaplacaktir. 30z konusu genetik
miateryal uzun sdreler igin uygun kosullarda saklanabilir ve gelecekteki bilimsal calizmalar
icin de kullanilakilir. Bu calizma size direkt olarak fayda saglamayacaktir, fakat bu
calismayla elde edecegimiz bulgular dogruttusunda sizden sonra ki kisiler icin elimizde
veriler bulunmus olacaktir. Size ait tOm tibbi ve kimlik bilgileriniz gizh tutulacaktr ve
arastirma  yayinlansa  bile kimlik bilgileriniz - verilmeyecektir.  Arastirmamiza b
aglklamalardan sonra katihp katimamakta tamamen Szglrsindz. Aynca arastirmamizin
herhang bir zamaninda da arastirmadan aynima hakkina sahipsiniz. Anczk sizden ricamiz
bu calismada bize destek ve yardimo clmanizdr,

Bu hilgilendirmenin haricinde sormak istediginiz calismayla ilgili her soruya
05075122636 no'lu telefondan bizlers ulasarak sorabilivsiniz. Bu agklamalardan sonra
cabsmamiza gdnilld olarak katilmay kabul ediyorsamiz bu formu  imzalamaniz
gerekmektedir.

Bilgilendirilrmis Gondlld Clur Formundaki tim agklamalan okudum. Bana yukanda
konusu ve amac) belirtilen arastirma ile ilgili yazih ve sdzli aciklama asa@ida adi belirtilen
hekim tarafindan yapildi. Arastrmaya gondlli olarak kauldi@imi, istedigim zaman
gerekreli veya gerekgesiz olarak arasurmadan aymlabilecegimi bilivorum.

“Noropsikiyatrik  ilac  kullamminda  yeni nesil  dizileme yontemi  ile
farmakogenetik tami paneli gelistirilmesi® arastirmasl kapsaminda alinan  biyolojik
dmegimin(kan),

Oileride yapiimas: planlanan tim arastirmalarda kullaniimasina izin veriyorum.
Katilmc (Géndlla)
Ad, Soyadi

Telefon : Imza :
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