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BOLUM I

1.1 GIRIS VE AMAC

1.1.1. SITOKROM (CYP) P450 SISTEMI

Ilag etkilesimleri, ashinda bir ilacin metabolik etkinliginin bir baska ilag
tarafindan degistirilmesi sonucu meydana gelen farmakokinetik bir siirectir. Bu
siirecte yer alan temel sistem olan sitokrom P450 izoenzim sistemi, barsaklar,
bobrekler, akciger ve beyinde de bulunmakla birlikte; ¢ogunlukla karacigerde
hepatositlerin endoplazmik retikulumlarinda bulunmaktadir. CYP enzimlerinin
ekspresyonu, karakterizasyonu, fonksiyonu ve dokulardaki regulasyonu wuzun
zamandan beri ilgi ¢cekmektedir. 1958 yilinda Klinberg tarafindan kesfedilmislerdir
(25). Sitokrom (CYP)P450 sistemi terimi, yapisinda demir iceren protein grubunu
tanimlamak iizere kullanilmaktadir. Dortyliz elli sayisi, demir iceren bu grubun
karbonmonokside baglandiktan sonra absorbe ettigi 1s18a ait dalga boyunun
nanometre cinsinden degerini gostermektedir (25). CYP450 izoenzim sistemi
steroidler, hormonlar, prostoglandinler, lipidler ve yag asitleri gibi bir¢cok endojen
maddenin metabolizmasinda ve Ozellikle oral olarak alinan ekzojen bilesiklerin

detoksifikasyonunda gorevlidirler.

Bir¢ok ilag, kendine 6zgii CYP enzimleri araciligiyla metabolize edilirler. Bu
sebeple bu enzimlerin, hastalarmm farmakoterapiye cevaplarmi belirlemede cok
onemli bir rolleri vardir. Genellikle etkileri ilaglarin etkinligini azaltmak yoniindedir
ancak bazi durumlarda ilaclarin etkinligini artrmakta ya da O©n ilaclarin

aktivasyonunu etkilemektedirler (25).



CYP450 enzimlerinin hepatik ve ekstra hepatik dokularda, hedef dokuyla
ilgili ksenobiyotik bilesiklerin metabolik aktivasyonunda ¢ogunlukla belirleyici bir
rolleri vardir (14). CYP450 gen ekspresyonu bircok organda calisilmis olmasina
ragmen bazilarmin katalitik aktiviteleri ve fonksiyonlar1 hala bilinmemektedir. CYP’
lerin izoformlarmin midede oynadigi potansiyel rolii arastirmamizdaki amacimiz;
midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili ¢alismalarin zor ve kisith olusundan

dolay1 ila¢g metabolizmasindaki etkinliginin tam olarak bilinmemesidir.

1.2. GENEL BIiLGILER

1.2.1. CYP P450 YAPISI VE GEN EKSPRESYONU

Biitiin CYP yapilar1 genel olarak ayni elementlerden olusur ve proteinleri
heliksler seklinde katlanirlar. Kofaktor heme bir globin kivrimi ile baglanir. Protein
helikslerinin A ve L arasimdaki bolgeleri iyi korunmustur. I ve L heliksleri demir
grubuyla temas halindedir. B ve I helikslerinin substrata bagh kisimlar1 ve bu
bolgelerdeki mutasyonlar, yonlii mutagenez c¢alismalarinda belirgin etkenler
olduklarmi gostermigstir. Substrata F heliksi ile temas eden bir diger bdlgenin,

mutasyonlarin katalitik sec¢iciligini etkiledigi gosterilmistir.

En c¢ok korunan bolgeler, sistein icermekte ve demire tiyolat ligandi
olusmasini saglamaktadir (25). Sekil 1’de CYP2D6 yapisinda a-heliksler kirmizi, 8-

iplikleri yesil ile, demir grubu ise ortada gosterilmistir (83).



Sekil 1. CYP2D6 yapisi.

Spesifik CYP enzimleri (E.C. 1.14.14.1), rekombinant DNA teknolojisi
uygulamalar1 ile cDNA klonlar1 seklinde karakterize edilebilmistir (85). CYP
enzimlerinin tiimii birkag istisna disinda tek bir siiper aileye aittirler ve bir ailedeki
biitiin enzimler aminoasit dizilimi yoniinden en az % 40 bir benzerlik gosteriyorsa
ayn1 aile i¢cine alinmaktadirlar. Benzerlik oram1 % 60 tan daha fazla olanlar ise alt
grup ailelere alinmaktadirlar. CYP’ ten sonra gelen ilk numaraya gore; 1-50 arasi
aileler memeli ve boceklerin, 50-99 bitkilerin ve mantarlarin, 100 ve iizeri ise
bakterilerin genlerini tanimlamaktadir. Alt aile bir harf ile belirtilir ve en son numara
ise enzimi kodlayan genin numarasidir (25). Ornek olarak CYP2A6 ele alindiginda

smiflandirma anahtart:

1) 2-Ailenin ilk numarasidir.
2) A-Alt aile harf ile belirtilmistir.
3) 6-Son rakam geni ifade etmektedir.
Bu enzimler evrim basamagi kapsaminda Steroidogenik CYP enzimleri ve

Ksenobiotik CYP enzimleri olmak {iizere iki ana gruba ayrilir. Steroidogenik yapida



olanlar filogenetik olarak daha eskidirler, tek hiicreli canlilarda da bulunmaktadirlar.
Hiicre duvarmin devamliligmin siirdiiriilmesi ve steroidlerin sentezinden sorumlu
olan bu enzimler mitokondrilerde bulunmaktadirlar. Ksenobiotik CYP enzimleri, bir
milyar yil sonra bitki-hayvan farklilagmas1 doneminde steroidogenik CYP
enzimlerinden tiiremistir. Ksenobiotik CYP enzimleri hiicrede endoplazmik
retikulumda yerlesmislerdir ve ksenobiotik ad1 bu enzimlere, viicuda giren yabanci
maddelerin metabolizmasimda gorevli olmalar1 nedeniyle verilmistir (25). Tablo 1’

de CYP aileleri ve fonksiyonlar1 gosterilmektedir (34).

Tablo 1. CYP Aileleri ve fonksiyonlar:

CYP Aileleri Fonksiyonlar:
CYP1 Ksenobiotik Metabolizmasi
CYP2 Ksenobiyotik Metabolizmasi
Arasidonik Asit Metabolizmasi
CYP3 Ksenobiyotik ve Steroid Metabolizmasi
CYP4 Yag Asiti Hidroksilasyonu
CYP5 Tromboksan Sentezi
CYP7 Kolesterol 7- Hidroksilasyonu
CYPS Prostasiklin Sentezi

Kolesterol yan-zincir Kirilmasi

CYPI11 Steroid 11-Hidroksilasyonu
Aldosteron Sentezi
CYP17 Steroid 17- Hidroksilasyonu
CYP19 Androjen Aromatizasyonu
CYP21 Steroid 21- Hidroksilasyonu
CYP24 Steroid 24- Hidroksilasyonu
CYP26 Retinoik Asit Hidroksilasyonu
CYP27 Steroid 27- Hidroksilasyonu
CYP46 Kolesterol 24- Hidroksilasyonu
CYP51 Sterol Biyosentezi




Insanlarda bulunan 53 CYP formunun yaris1 ilk ii¢ aileye (CYP1, CYP2,
CYP3) mensupturlar (65). Ozellikle insan genom projesi ile daha énce bilinmeyen
CYP’lerin sekanslar1 acikliga kavusturulmasma ragmen bu enzimlerin bazilarinin
katalitik aktiviteleri ve fonksiyonlar1 hala bilinmemektedir. CYP’ lerin ¢ogunlugu
karacigerde ekprese olurken bir kismi, ekstrahepatik dokularda da ancak karacigere
oranla daha diisiik oranda eksprese olmaktadirlar (75). Sadece ekstrahepatik
dokularda eksprese olan bazi CYP formlar1 ise yabanci bilesiklerin
metabolizmasinda gorev almaktadirlar. Ekspresyonun karacigerde daha fazla olmast;
sindirilen besinlerin ilk ugradigi organ olmasina baglanmaktadir. Akcigerler ve deri
gibi diger dokularda da eksojen kaynakli bilesiklere savunma gorevi yaptiklar: i¢in

CYP ekspresyonu gerceklesmektedir (34).

Ik tic CYP ailesi (CYPI, CYP2, CYP3) ksenobiyotiklerin metabolize
edilmesinde aktiftirler. Bazilar1 ayrica steroid hormonlar, aragidonik asit gibi endojen

bilesiklerin metabolizmasinda da aktiftirler (3,18).

Giinlimiize kadar CYP450 gen ekspresyonu cesitli organlarda calisilmistir;
genel olarak viicuda giren endojen ve eksojen kaynakli bilesiklerin ilk ugraklari
olduklarindan solunum ve sindirim organlarinda CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI,
CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2CS, CYP2C9, CYP2CI18, CYP2C19, CYP2D6,
CYP2EI, CYP2FI, CYP2J2, CYP2S1, CYP3A4, CYP3A5, CYP4BI ekspresyonu
belirgin olarak gozlenmistir (14). Tablo 2’de CYP450 geninin eksprese edildigi

belirlenen organlar gosterilmektedir (14).



Tablo 2. CYP P450 geninin eksprese edildigi belirlenen organlar.

Doku/Organ Sitokrom P450 Geni Ekspressyonu

Nazal mukosa 2A6, 2A13, 2B6, 2C, 212, 3A

Trake 2A6, 2A13, 2B6, 2S1

Akciger 1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C18, 2D6, 2FEI1,
2F1, 2J2, 2S1, 3A4, 3A5, 4B1

Ozafagus 1A1, 1A2, 2A, 2E1, 2J2, 3A5

Mide 1A1, 1A2, 2C, 2J2, 2S1, 3A4

Ince bagirsak 1A1, 1B1, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2S1, 3A4, 3A5

Kolon 1A1, 1A2, 1B1, 2J2, 3A4, 3A5

1.2.2. MIDEDE CYP P450 GEN EKSPRESYONU

Mide epitelyum dokusunun absorbe etme Ozelliginden ¢ok sekresyonunun
fazla olusu ve CYP’ lerin diger dokulara nispeten daha az eksprese oluslar1 nedeniyle
midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili calismalar, elde edilen bulgular:
tanimlamada ve bu genlerin fonksiyonlarmin belirlenmesinde giicliik ¢cikarmaktadir.
Ayrica mukus bariyeri, kimyasal ajanlara karsi koruyucu bir gorev iistlenmektedir
(98). Son zamanlarda ortaya atilan yeni bir goriise gore, CYP’ lerin mide kanserinde
oynadig1 bu potansiyel roliin, 6zellikle midede intestinal metaplazi bolgesinin
varliginda daha belirgin oldugudur. Intestinal metaplazi yag gecirgenligi fazla bir
bolgedir. Bircok karsinojen ve CYP substratinin lipofilik oldugu diisiiniiliirse, bu
maddelerin emilimi artmakta ve dolayisiyla CYP’lerin ekspresyonunun da artmasi
beklenmektedir (100). immunohistokimya, immunoblot ve reverse transkripsiyon
(RT) PCR ile yapilan caligmalarda intestinal iligkili kanser durumlarmnda sadece

intestinal metaplazi varliginda CYP3A4 genine rastlanmistir (98, 109). Gastrik fundik



gland bolgelerde immunoblot yontemi ile CYP2C ekspresyonu gozlenmistir. Benzer
sonuclar immunoblot ve RT-PCR problar1 kullanilarak CYPIAI ve 1A2 igin de
belirlenmistir. Bagka bir calisma da, RT-PCR analizi ve western blot yontemi ile
mide dokusunda intestinal metaplazi varhigmda CYPIAI ve CYPIA2

ekspresyonunun oldugunu gostermistir (98).

1.3. CYP AILELERI
1.3.1.CYP1 AILESI

CYPIAI, CYPIA2, CYPIBI genleri CYPI ailesine aittir. Bu ailede psédogen
yoktur (64). Hepsi AHR-ARNT (aril hidrokarbon reseptor-aril hidrokarbon reseptor
niiklear translakotor) yolaginda transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedirler.
Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ve 2, 3, 7, 8-tetraklorodibenzo-p-dioksin

(TCDD) ile uyarilmaktadirlar (86). Sigara da uyarici bir etkendir (104, 110).

Uyarilmalarinda  ve  eksprese  edilmelerinde  hiicre  spesifikligi
gostermektedirler. Hepsi PAH metabolizmasinin DNA’ya baglanma asamasinda
aktiftirler. Eger hasar meydana gelir ve tamir edilmezse neoplazmik
transformasyonlar olusmaktadir. Bu yiizden kimyasal kaynakli kanserlerle

iliskilendirilmektedirler (90).

1.3.1.1. CYP1AL ALT AILESI

CYP1AIl major bir ekstrahepatik CYP enzimidir (75). Bircok karsinojenin
toksiditesini Ozellikle PAH’ larm, DNA’ ya baglanma formlarmi olusturmasima
yardime1 olarak, aktive edip diizenlemektedirler (90). CYP1A1’ in prekarsinojenlerin

aktivasyonunda etkin roliiniin olmasi nedeniyle CYPIAI geni polimorfizmleri,



kimyasal uyaricili kanserlerle iliskilendirilebilirler (76). CYP1Al proteini diger

AHR-regulasyonu ile ilgili genlerin ekspresyonunda etkisizdir (12).

1.3.1.2.CYP1A2 ALT AILESI

CYPIA2 ekspresyonu ekstrahepatik dokularda siklikla belirlenemedigi icin
karacigere spesifik oldugu kabul edilmektedir (75). Karacigerde ekprese olan CYP’
lerin %13’ iinii olusturmaktadir (35, 89). PAH, nitrozamin, aflotoksinB;, aril aminleri
aktive ederek DNA’ ya baglanmalarm saglayacak formlarin olusturulmasini
saglaylp mutasyonlar ortaya ¢ikmasina yardimci olur (1, 30, 31, 56, 91). CYP1A2
klozapin, teofilin, takrin gibi bircok ilacin metabolizmasinda Kkatalizor rolii

oynamaktadir (50).

1.3.2. CYP2 AILESI

CYP2 ailesi, heterojen enzimlerden olugmaktadir. CYP2A, CYP2B, CYP2C,
CYP2D, CYP2E, CYP2F ve CYP2J alt ailelerini icerir. CYP2B6, CYP2D6,
CYP2E1, CYP2F1 ve CYP2J2 diger alt ailelere kiyasla fonksiyonel olan iiyelerdir.
CYP1 ailesi regulasyonda rol oynamasina karsin CYP2 ailesi regulasyonda rol

oynamaz. Substrat ve doku spesifikligi gosterir (64).

1.3.2.1. CYP2A ALT AILESI

CYP2A alt ailesi CYP2A6, CYP2A7, CYP2A 13 genlerini icermektedir. Ayrica
19. kromozomun CYP2A-2B-2F gen grubunda iki psddogeni vardir (33). CYP2A
iligkili protein ekspresyonunun fetal nazal mukozada gergeklestigi saptanmistir (21,
22, 95). CYP2A6, in vivo ve in vitro nikotin metabolizmasindaki etkin rolii nedeniyle

ozellikle son yillarda giderek daha fazla ilgi cekmeye baslamistir (44, 57, 63, 108).



Karacigerde CYP2A6 proteininin eksprese oldugu belirlenmis ve CYP2A6’nin
karacigerde eksprese olan CYP’ lerin % 4’ {inii olusturdugu saptanmistir (35, 89).
CYP2A6 gen delesyonlar1 akciger kanseri ile iliskilendirilmistir (60). Kumarin,
CYP2AG6 in vitro aktivitesinin belirlenmesi amaciyla prob olarak kullanilmistir (6, 37,
78). CYP2A6’ nin regiilasyon mekanizmasi hakkinda heniiz ¢ok az sey bilinmektedir
(77). CYP2A6, in vivo kosullarda fenobarbital ve diger antiepileptik ilaglarla
uyarilabilmektedir (94). Insan hepatositlerinde in vivo kosullarda CYP2A6,
phenobarbital ve rifampicin ile uyarilabilmektedir (11, 79). CYP2A7 proteini hem
grubuna baglanamamasi nedeniyle fonksiyonel degildir (106). CYP2A13 mRNA’
smin ise insan akcigerinde ve fetal nazal mukozada eksprese oldugu saptanmustir (23,

47, 96).

1.3.2.2. CYP2B ALT AILESI

CYP2B genleri 19. kromozomun CYP2A-2B-2F gen bolgesinde bulunurlar
(33). CYP2B6 geni insan karacigerinde eksprese olan mindr bir gruptur, total hepatik
CYP’lerin %1-2’ sini olusturur (35, 59, 89). Ekspresyonu doku spesifik olarak regiile
edilmektedir. Oysaki akciger ve bobrekte ekspresyonu farkli bir varyasyondur (9, 17,
64). Bu varyant, daha onceleri CYP2B7 olarak kabul edilmistir. 6-aminokrisen (59),
metoksikolor (13), NNK (7) ve siklofosfamidin (4) CYP2B6’nin substratlaridirlar.
CYP2B6 ayrica primer hepatositlerde fenobarbital ve rifampisin ile uyarilmaktadir
(4, 17, 69, 79). Bu uyarilmanin medyatorii Constitutively Active Receptor (CAR) adi
verilen niiklear reseptorii (97) ve biiyiik olasilikla Pregnane X Receptor (PXR)

reseptordiir (69). CYP2B alt ailesi, CYP2B7P psddogenini icermektedir (64).



1.3.2.3. CYP2C ALT AILESI

Insan CYP2C alt ailesi 10 numarali kromozom iizerinde yer alan dort
homolog gen icermektedir; 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 (26, 64). Insan karacigerinde
ekprese olan CYP’lerin % 20’ sini olustururlar (36, 89). Primer hepatosit
hiicrelerinde, CYP2C mRNA ve proteini fenobarbital ve rifampisin ile
uyarilmaktadir (5, 62). PXR ve CAR primer insan hepatositlerinde CYP2C8 ve
CYP2C9’ un uyarilmasinda etkendir (70). Bu verilerin yani sira, yapilan diger bazi
caligmalara gore CYP2C9 ve CYP2C19 icin mRNA ve protein diizeyinde uyarilma
gozlenmemistir (79, 84). Rifampisin ve barbituratlarinin CYP2C proteinlerini
uyardiklar1 ve in vivo aktiviteleriyle iliskili olduklar1 belirlenmistir (73, 101, 113).
Diazem, omeprazol, mephenitoin, tolbutamid ve varfarin bircok nonsteriodal anti-
inflammatuar ilaglar CYP2C’nin farmasotik substratlaridirlar (24, 71). CYP2C8 i¢in

taksol, CYP2C9 i¢in tolbutamid, CYP2C19 i¢in mephenitoin spesifik substratlardir.

1.3.2.4. CYP2D ALT AILESI

CYP2D alt ailesi sadece bir gene ve bir psodogene sahiptir (64). CYP2D6
poor metabolizer (PM) fenotipi metabolik etkinlik bakimindan zayiftir ve cesitli
farmasotik metabolizmalarinda etkindir; trisiklik antidepresanlar, haloperidol,
metaprolol, propranolol, kodein ve dekstrometorfan bu farmasotiklere 6rnek olarak
verilebilir (71). Yaklasik 30 kadar farkli defektif CYP2D6 allelinin oldugu
belirlenmistir; bunlardan altis1 % 95-99 oraninda PM fenotipindedirler. CYP2D6 gen
duplikasyonlar1 metabolizmayr hizlandiran ultra-rapid metabolizer fenotipininde
artisa sebep olmaktadir (38). Ultra-rapid metabolizer fenotipine sahip olan bireylerin
metabolizmas1 yiiksektir ve trisiklik antidepressanlar gibi CYP2D6 substratlarinin

ila¢ metabolizmasini diisiirtir (10). CYP2D6 polymorfizmlerinin, Parkinson hastaligi
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ve akciger kanseri ile baglantili oldugu diisiiniilmiistiir ve PM tiplerin bir bakima
akciger kanserinden korundugu goriilmiistir (82). CYP2D6, total karaciger
CYP’lerinin %2’ sini olusturmaktadir ve proteini duodenum ve beyinde de tespit

edilmistir (35, 72, 89).

1.3.2.5. CYP2E ALT AILESI

CYP2E] bu alt aileye ait olan tek gendir (64). CYP2El enzimi, etanol
metabolizmasindaki rolii ve kimyasal karsinojenlerin aktivatorii olmalar1 nedeniyle
genis capta arastrilmaktadir (54). Ayrica, tiitindeki en Onemli nitrosamin olan
Nitrosamine4-(methylnitrosamino)-1-(3-pridyl)-1-butanone (NNK) disinda, bazi
spesifik nitrosaminleri de aktive etmektedir (32, 48, 107). Substratlarinin biiyiik
cogunlugunu kiiciik hidrofobik bilesikler olusturmaktadir (81). Bu bilesiklerden

bazilari; parasetamol, klorzoksan, enfluran ve halothandir (24).

Karacigerde eksprese oldugu bilinen CYP’lerin %7’ sini CYP2EI1
olusturmaktadir (35, 89). Ayrica, akciger ve beyinde de eksprese oldugu
bilinmektedir (76).CYP2EI’in regiilasyonu oldukca komplekstir; transkripsiyon
Ooncesi ve sonrasi regiilasyonu birbirinden farkhdir (92).  Transkripsiyonel
regulasyonunu minor bir rol oynamasi bakimindan diger CYP formlarindan farklidir.
CYP2EI] substratlar1 ayn1 zamanda CYP2EI uyaric1 ajanlardir; 6rnek olarak aseton,
ethanol, piridin, pirazol ve isoniazid verilebilir (81). CYP2E1l prokarsinojenleri
aktive ettigi gibi doku zedelenmesine yol agan serbest radikaller de olusturur ve bu

radikaller substrat varligindan etkilenmezler (54).
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1.3.3. CYP3A AILESI

CYP3 ailesi sadece bir alt aile igerir (64). Bu aile CYP3A4, CYP3AS5, CYP3A7
ve CYP3A43 genlerini icermektedir. CYP3A enzimleri ‘overlapping’ katalitik
aktiviteye sahiptir ve ekspresyonlar1 dokuya gore farklilik gostermektedir. Ozellikle
CYP3A4 genel olarak karacigerde, CYP3AS ekstrahepatik dokularda eksprese
olurken, CYP3A7 genel olarak fetal karacigerinde eksprese olmaktadir. CYP3A4 ve
CYP3A7 PXR metabolizmas: ile regiile edilirken, CYP3AS glukokortikoid reseptorii

araciligiyla kontrol edilmektedir (99).

1.3.3.1. CYP3A ALT AILELERI

CYP3A4 enzimi karacigerdeki ilag metabolize eden CYP’lerden en
onemlisidir, hepatik CYP enzimleri % 30-40 oraninda CYP3A4 icermektedir (35,
89). Ayrica, ince bagirsakta da eksprese edildigi tespit edilmistir (46). CYP
metabolizmas1 ile metabolize olan ilaglarm % 50’ sinin CYP3A4 araciligiyla
metabolize edildigi tahmin edilmektedir (2). Bu enzim icin substratlar1 arasinda bazi
ilaglar da yer almaktadir; 6rnegin quinidin, nifedipin, diltiazem, lidokaine, lovastatin,
eritromisin, siklosporin, triazolam, midazolam ve testosteron, progesteron,
androstenedion gibi endojen kaynaklar bu ilaglar arasindadir (71). Midazolam ve
eritromisin CYP3 A4 aktivitesi i¢in in vivo kosullarda prob olarak kullanilmistir (99).
CYP3A4 ayrica, aflatoksin B1 (1), PAHs, NNK (32) ve 6-aminokirisen (108) gibi
prokarsinojenleri aktive etmektedir. CYP3A4 karacigerde, in vivo olarak rifampisin
ve barbituratlar: ile uyarilmaktadir (20, 73). CYP3A4’iin indiiksiyonu genel olarak

PXR (novel orphan receptor) ile saglanmaktadir (52, 61).
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CYP3A5 polimorfik olarak insan karacigerinde eksprese olmaktadir (105)
ancak akcigerde (45), kolonda (17), bobrekte (28, 87), 6zofagusta (51) da eksprese
oldugunun belirlenmesi bu genin ekstrahepatik olarak ta eksprese edildigini
gostermektedir. Ayrica hassas protein-mRNA 0Ol¢ciim metodlar: ile yapilan deneyler,
CYP3AS5’in calisilan her karaciger orneginde bulundugunu gostermistir (16, 39). Iki

CYP3A5 psodogeni bulunmaktadir (64).

CYP3A4 ile CYP3AS Kkarsilastirildiginda, hemen hemen ayni substrat
gereksinimi gostermektedir ve turnover oranlar1 farkhidir (1, 108). CYP3AS
mRNA’s1 insan primer hepatosit hiicrelerinde rifampisin ve fenobarbital ile
uyarilmaktadir (80). CYP3A7 genel olarak insan fetal karacigerinde eksprese
olmakla birlikte (43) ayrica CYP3A7 mRNA’larinin yetiskin karacigerinde de
ekspresyonu saptanmustir (29, 88). CYP3A7 testosteron 6-hydroksilasyonu dahil
olmak tizere diger CYP3A enzimlerine benzer katalitik aktiviteye sahiptir (40, 41,
42). CYP3A7 imnsan primer hepatosit hiicrelerinde rifampicin ile uyarilmaktadir (27).

Bu uyarilma PXR yolag: ile saglanmaktadir (68).
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BOLUM II

GEREC VE YONTEM
2.1. KULLANILAN KiMYASAL MADDELER
Etanol (Merk, Darmstadt, Germany)
Trizma baz (Sigma, Steinheim, Germany)
EDTA.H,O (AppliChem, Darmstadt, Germany)
Agaroz (Basica LE, Prona, EU)
Borik asit (Sigma, Steinheim, Germany)

Etidyum bromiir (Sigma, Steinheim, Germany)

2.2. KULLANILAN CIiHAZ VE ALETLER

Mikropipet (Thermo, Halbrook NY, USA)

Derin dondurucu — 86 °C (Nuaire, Minneapolis, USA)
Derin dondurucu — 20 °C (Argelik, Istanbul, Tirkiye)
Derin dondurucu +4 °C (Arcelik, Istanbul, Tirkiye)
Inkubator (Lab-line, Iowa, USA)

Quant-iT RNA 06l¢iim cihazi (Invitrogen, California, USA)
Thermal cycler 1s1 blogu (Techne, Minnesota, USA)
Tissue Lyser doku homojenizatorii (Qiagen, Retsch, Haan, Germany)
Tungsten bilye (Qiagen, Hilden, Germany)

Elektroforez gii¢ kaynagi (Thermo, Massachusetts, USA)
UV Goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat, Paris, France)
Ultra Santrifuj (Hettich, Kirchlengern, Germany)

Otoklav (Hirayama, Saitama, Japan )
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2.3. ARASTIRMA MATERYALI

Calismamizda arastirma materyali olarak insan mide dokusu kullanilmistir.
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Boliimii® ne mide rahatsizliklar:
nedeniyle bagvuran yas ortalamast 51£3 olan 14 kisiden endoskopi yontemi ile 10-
100 mg mide biyopsi antrum doku Ornekleri alinarak dnceden hazirlanan 250 pL
RNA Later "™(Takara-bio, Japan) soliisyonu icerisine aktarildi. Calismada yer alan

bireylerin yas, cinsiyet ve tam 6zellikleri Tablo 3’ te verilmistir.

Orneklerin higbirisinde intestinal metaplazi gozlenmedi. Kanser veya gastrit
tanis1 konulan biyopsi Ornekleri, endoskopi isleminin hemen ardindan sivi azot
tankina transfer edildi ve deneysel asamalarda kullanilmak iizere - 86°C’ de

muhafaza edildi.
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Tablo 3. Calismada yer alan bireylerin yas, cinsiyet ve tani dzellikleri

Lab Yas | Cinsiyet | Sigara | Alkol | Ureaz | Bilinen Hastahk Tam
Kodu *
73 70 K i i i Non-Hodgkin Epitelyal t}lmor,
Lenfoma adenokarsinom
74 73 E } ) ) ) Epitelyal timor
75 64 E + } ) ) Epitelyal tﬁmér,
adenokarsinom
Karaciger
Metastazi Epitelyal malign
z0 > E * M i GI Tiimor tiimor,adenokarsinom
(GIST)
710 38 K ; ) ) ) Epltleyal malign
tumor
Z11 50 E + " ) ) Epitelyal timor
712 63 E i} ) ) ) Epltleyal malign
tumor
719 44 E ) ) ) Dispepsi Epltleyal malign
tumor
713 47 E + + - Hipertansiyon Kronik gastrit
714 35 K } } ) Dispepsi Atrofik gastrit
Hipertansiyon- . .
Z15 43 K - - - Gastrit Eritematoz pangastrit
716 23 K ) ) i Allede‘mlde Gastrit
kanseri
717 55 K i i + i Kronik gastrit
718 56 K - _ + Anemi Kronik gastrit

*K: kadm, E: erkek bireylere karsilik gelmektedir.
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2.4. LABORATUVAR CALISMALARI
2.4.1. RNA IZOLASYONU VE MIKTAR TAYINI]

Deneysel islemlere baslamadan Once calisilacak alan ve pipetler uygun
ajanlarla temizlenerek dezenfekte edildi. Deneyler swrasinda 121°C 40 dakika

siiresince steril edilen materyaller kullanild:.

Mide dokularindan RNA izolasyonu ‘Roche High Pure RNA izolasyon Kiti’
kullanildi (Mannheim, Germany). 250 uL RNA Later '™ (Takara Bio, Japan)
soliisyonu icerisindeki doku Ornegine, 6rnegin son hacmine esit olacak sekilde (350
uL) liziz/baglanma tamponu eklenip daha sonra Tissue Lyser (Qiagen, Retsch, Haan,
Germany) cihazi1 yardimiyla homojenize edildi. Homojenizasyon islemi i¢in her bir
doku 6rnegini iceren eppendorf tiiplerine paslanmaz celikten yapilmis olan tungsten
bilyelerden (Qiagen, Hilden, Germany) 3 adet yerlestirildi. Homojenizasyon
isleminden sonra iiretici firmanin RNA izolasyonu icin onerdigi islem basamaklar1
dogrultusunda RNA izolasyonu gerceklestirildi. RNA izolasyonu i¢in deneysel islem
basamaklar: su sekilde hazirlandi; homojenizati igeren ependorf tiipleri 13000 rpm’
de 2 dakika (dk) santrifiijlenerek siipernatant yeni steril tiiplere transfer edildi.
Siipernatant iizerine 6rnek hacmi ile esit olacak miktarda %70’ lik etanol eklendi.
Biitiin karisgim (700 pL) zaman gecirmeden filtre tiipiine transfer edildi ve 13000
rpm’ de 30 saniye (sn) santrifiij edildi ve kolonda toplanan siv1 uzaklastirildi. Her bir
ornek i¢in 90 uL DNaz inkiibasyon tamponu ve 10 uL DNaz I caligma solusyonu
eklendi. Oda sicakliginda 15 dk inkiibe edildi. Kolona 500 pL yikama solusyonu I
ilave edildi ve 10000 rpm’ de 30 sn santrifiij edildi ve kolonda toplanan sivi
uzaklastirildi. Kolona 500 puL yikama solusyonu II ilave edildi ve 10000 rpm’ de 30

sn santrifiij edildi ve kolonda toplanan sivi uzaklastirildi. Kolona 300 pL yikama
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solusyonu II ilave edildi ve 13000 rpm’ de 2 dk santrifiij edildi ve kolonda toplanan
stv1 uzaklastirildi. Kolon yeni, steril ependorf tiipiine transfer edildi ve lizerine 50 pL
Elusyon Tamponu eklenerek 13000 rpm’ de 1 dk santrifiij edildi. Daha sonra 30 pL.
Elusyon tamponu eklenerek islem tekrarlandi. Elusyon islemi sonunda elde edilen
RNA ornekleri bir sonraki deneysel asamaya kadar —86°C’ de muhafaza edildi. RNA
miktar tayini icin mide antrum doku ornekleri 6ncelikle 250 uL RNA Later ™
(Takara Bio, Japan) soliisyonu dahil olmak iizere toplam ortalama 200 mg olarak
Olciildii. Daha sonra RNA izolasyonu yapilarak elde edilen RNA miktart Quant-iT
(Invitrogen, California, USA) cihaziyla belirlendi. RNA miktar1 14 Ornek i¢in

ortalama 430 ng/ml olarak olciildii. 20 uL PCR mixinde ortalama 4,3 ng RNA

kullanildi.

2.4.2. CYP 450 PCR (POLIMERASE CHAIN REACTION) AMPLIFIKASYONU

2.4.2.1. cDNA SENTEZ BASAMAKLARI

RNA orneklerinden cDNA sentezi ‘New England Biolabs cDNA Synthesis
Kiti’ (New England Biolabs, Inc. Massachusetts USA) kullanilarak iiretici firmanin
onerdigi islem basamagma uygun olacak sekilde gerceklestirildi. Bu islem
basamagina gore; her ornek i¢cin 0.2 mL hacimli steril PCR tiiplerine 9,5-10 puL
RNA, 4 uL dNTP mixi, 2 pL oligodT primeri eklendi. Bu isemin ardindan drnekler
ilk olarak 70 °C’ de 5 dk inkiibe edildi. Daha sonra her bir 6rnek i¢in 2 uL. 10xBuffer
(New England Biolabs, Inc. USA) 1 puL RNase inhibitorii ve 1 pL Reverse
Transcriptase (Ters Transkriptaz) enzimi eklenerek 6rnek hacmi dH,O ile 20 uL‘ye
tamamland1. Ornekler 42 °C’de 1 saat inkiibe edildi ve ardindan 95 °C’ de 5 dk
inkiibe edilerek cDNA sentezi tamamlandi. Elde edilen cDNA ornekleri deneysel

islem agamalarina kadar -20 °C’ de muhafaza edildi.

18



2.4.2.2. cDNA ORNEKLERI ICIN PCR REAKSIYONU

cDNA oOrneklerinin amplifikasyonu i¢cin Thermal Cycler 1s1 blogu (Techne,
Minnesota, USA) kullanildi. Calismada kullanilan PCR islem basamagina gore; 0.1
png cDNA, 1 unit Tag DNA polimeraz ve her bir primerden 20 pmol kullanilarak
yiiriitiildii. Uygun genin amplifikasyonu ic¢in kullanilan PCR kosullar1 su sekilde
uygulandi; 94 °C’ de 2 dk ilk denatiirasyon isleminden sonra 94 °C’ de 30 sn, 57 °C’
de 30 sn ve 72 °C’ de 45 sn’den olusan dongiiniin 30 kez tekrarlanmasi ile
amplifikasyon tamamlandi. CYP450 amplifikasyonu i¢in kullanilan primer dizileri ve

triinlerin molekiiler agirliklar: Tablo 4’ te verilmistir.

Tablo 4. Spesifik CYP450 amlifikasyonu icin kullanilan primer dizileri

cDNA ornekleri i¢in kullanilan primer dizileri Molekiiler Referans
agirlik(bp)

CYPIAIF TCC AGA GAC AAC AGG TAA AAC A

CYPIAIR AGG AAG GGC AGA GGA ATGTGAT 7 %0
CYP1A2F CTTTGACAAGAACAGTGTCCG

CYP1A2R AGTGTCCAGCTCCTTCTGGAT 220 >
CYP2A6F CCCTCATGAAGATCAGTGAGC

CYP2A6R GCGCTCCCCGTTGCTGAATA 200 5
CYP 2B6F ATG GGG CAC TGA AAAAGACTGA

CYP 2B6R AGA GGC GGG GAC ACT GAATGAC 28 %0

CYP2CF CCAGAGGTCACAGCTAAAGT

CYP2CR  CCTGCTGAGAAAGGCATGAA e 5
CYP 2D6F CTA AGG GAACGA CACTCATCAC

CYP 2D6R CTC ACC AGG AAA GCA AAG ACAC 289 %0
CYP 2E1F AGCACAACTCTGAGATATGG

CYP 2E1R ATAGTCACTGTACTTGAACT 309 !

CYP3AS5F CCCAGTTGCTATTAGACTTGA

CYP3A5SR GGGGCACAGCTTTCTTGAAGACCA s 5
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2.4.3. PCR AMPLIFIKASYON URUNLERININ AGAROZ JEL
ELEKTROFOREZI

Calismamizda PCR reaksiyon iiriinleri % 1,5 konsantrasyonda agaroz jelde
180 V.h. yiiriitiilerek analiz edildi. Agaroz jel 0,5 X Tris Borat EDTA (TBE) (0.045
M Tris-Borat, 0.001 M EDTA) tamponu kullanilarak hazirlandi. Her bir 6rnek icin
25 uL PCR iiriinii agaroz jele uygulandiktan sonra sonra Ethidium Bromid ile
boyanarak (0.5 pg/mL) UV 15181 altinda jel goriintiileme sistemi (Vilber Lourmat,

Paris, France) yardimiyla goriintiilenmistir.

2.4.4. REAL TIME (RT-PCR) PCR

Calismamizda Roche iiretici firmasina ait LightCycler cihazi (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany) ve ‘LightCycler FastStart DNA Master Syber
Green I Kiti” (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) kullanildi. Her primerden
0,5 pm konsantrasyonda 1 pl kullanildi. 3 pm konsantrasyonda 1,6 pl MgCl,, 2 pl
master mix ve her ornekten 2 pl cDNA ve dH,O ile toplam reaksiyon 20 ul’ ye
tamamlandi. Amplifike iriinlerin 530 nm’ de verdigi 1s1ma degerlerinin dl¢iilmesi
yoluyla reaksiyon analizi ve amplifikasyonun reaksiyona sokulan primerlere 6zgii
erime egrisi analizi yapildi. Genel RT-PCR bilesenleri ve genel PCR programi

sirastyla Tablo 5 ve Tablo 6° da verilmistir.

20



Tablo 5. Real Time PCR Bilesenleri

PCR BILESENLERI MIKTAR (ul)
PCR-grade dH,O 12.4
F-primer (5 uM) 1
R-primer (5 uM) 1
MgCl12 (25 mM) 1.6
LightCycler FastStart DNA Master ’
SYBR Gren I (10X)

DNA (1 p/mL) 2

Tablo 6. Genel PCR Programu

Pre-inkubasyon Ampilflkasyon Erlme Egrisi . Sogutma
o (°C-9) (Melting curve) Analizi o
("C-s) 0 ("C-s)
(C-9)
95°C’ de 10s 95°C’de 00 s
95 °C’de 10dk 60°C" de 5 65°Clde 15 40°C* de 30's
95°C’de 00 s
72°C’ de 15s
(0,1°C/s slope)

[zoformlar icin kullanilan 6zgiin amplifikasyon reaksiyon kosullar1 CYPIAI,
CYPIA2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6, CYP2EI, CYP3AS5 icin srasiyla

Tablo 7°de verilmistir.
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Tablo 7. izoformlar icin kullanilan 6zgiin amplifikasyon reaksiyon kosullari.

AMPLIFIKASYON REAI?SIYON
GENLER KOSULLARI DONGU SAYISI
(°C-s)

95°C 10 sn
CYPIAI 57°C 5 sn
72°C 15 sn

40

95°C 10 sn
CYPIA2 57°C 5 sn 40
72°C 9 sn

95°C 10 sn
CYP2A6 59°C 5 sn 40
72°C 9 sn

95°C 10 sn
60°C 5 sn 35
CYP2B6 72°C 12 sn

95°C 10 sn
CYP2C 55°C 5 sn 40
72°C 14 sn

95°C 10 sn
CYP2D6 60°C 5 sn 45
72°C 12 sn

95°C 10 sn
CYP2EI] 49°C 5 sn 30
72°C 15 sn

95°C 10 sn
CYP3AS5 60°C 5 sn 40
72°C 12 sn
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300bp

200bp

BOLUM III

3.1. BULGULAR

Calismamizin esas metodolojisini RT-PCR olusturmakla beraber RNA
izolasyonu yapilan Orneklerin giivenirlilik testleri konvansiyonel PCR ile
gerceklestirilmistir. Bu in vitro kosullarda hedef DNA molekiiliiniin enzimatik olarak
cogaltilmasini1 saglayan oldukc¢a hassas bir yontemdir. Amplifikasyon sonucu elde
edilen DNA bandlar1 agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Test islemleri i¢in
pozitif kontrol primeri olarak B-Globin geni kullanilmistir. Bu primer kullanilarak

gerceklestirdigimiz PCR sonuclar1 12 adet ornek i¢in Sekil 2° de verilmistir.

Sekil 2. B-Globin primeri ile PCR amplifikasyonu.

Bu islemi takiben RT-PCR 0ncesi yontem boliimiinde belirtilen primerler
kullanilarak amaglanan CYP izoformlarinin amplifikasyonu gerceklestirilmistir. Bu
amacla belirli Orneklere uyguladigimiz CYPIAI, CYPIA2, CYP2A6, CYP2B6,

CYP2D6, CYP2E1 amplifikasyonlar1 sirasiyla Sekil 3, 4, 5, 6, 7, 8 de gosterilmistir.

23



500bp

300bp

1000bp

500bp

Sekil 4. CYPIA?2 primeri ile PCR amplifikasyonu

300bp

200bp

Sekil 5. CYP2A6 primeri ile PCR amplifikasyonu
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Sekil 6. CYP2B6 primeri ile PCR amplifikasyonu

500bp

300bp

Sekil 7. CYP2D6 primeri ile PCR amplifikasyonu

500bp

300bp

Sekil 8. CYP2E] primeri ile PCR amplifikasyonu
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Yukarda sozii edilen konvansiyonel PCR deneyleri sonucunda
amplifikasyonlar1 gosterilen bu CYP izoformlar: i¢in real time PCR reaksiyonlar1
yapilmistir. Bu siirecte calisilan CYPIAI, CYPIA2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C,
CYP2D6, CYP2EIl, CYP3A5 icin reaksiyon amplifikasyon egrisi ve erime egrisi

analizi sirasiyla Sekil 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16’ da gosterilmektedir.

Amplification Curves
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Sekil 9. CYPIAI i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri. (Sekilde

gosterilen iki pozitif 6rnek, mavi ve yesil renklerle gosterilmektedir. Kirmizi renkte
gosterilen ornek negatif kontroldiir).
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Amplification Curves
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Sekil 10. CYPIA?2 i¢in amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.
(Sekilde gosterilen iki pozitif 6rnek, pembe ve turuncu renklerle gosterilmektedir.
Kirmizi renkte gosterilen 6rnek negatif kontroldiir).
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Sekil 11. CYP2A6 i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.

(Sekilde gosterilen iki pozitif 6rnek, mavi ve yesil renklerle gosterilmektedir.
Kirmizi renkte gosterilen 6rnek negatif kontroldiir).
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Sekil 12. CYP2B6 i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.
(Sekilde gosterilen ii¢ pozitif 6rnek, mavi, kirmizi ve yesil renklerle gosterilmektedir.
Siyah renkte gosterilen 0rnek negatif kontroldiir; negatif kontrolde pik gdzlenmesi
primer dimerleri olustugunu gostermektedir).
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3,5 e
3,24
2.9
2 6
2,3

2
1,79
1,4
RE
0,5
0,5
0,24

Fluorescence (530)

3 4 B 8 1012 14 16 18 20 22 24 25 28 30 32 34 356 38 40
Cycles

a)

Melting Peaks

0,575

}

=]
4
0
i

07159
0,635
0,555+
0,475
0,395
0,315 ]
0,235 i
0,155 ;

e 000 \_\

didT) Fluorescence (530

E5 70 75 &0 85 an
Temperature (°C)

b)

Sekil 13. CYP2C i¢in amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri. (Sekilde
gosterilen iki pozitif 6rnek, mavi ve yesil renklerle gosterilmektedir. Kirmizi renkte
gosterilen ornek negatif kontroldiir).
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Amplification Curves
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Sekil 14. CYP2D6 i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.
(Sekilde gosterilen ii¢ pozitif 6rnek, mavi, kirmizi ve yesil renklerle gosterilmektedir.
Siyah renkte gosterilen ornek negatif kontroldiir).
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Sekil 15. CYP2E] i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.
(Sekilde gosterilen iki pozitif 6rnek, mavi ve yesil renklerle gosterilmektedir.
Kirmizi renkte gosterilen drnek negatif kontroldiir).
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Amplification Curves
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Sekil 16. CYP3AS5 i¢cin amplifikasyon egrisi (a) ve erime egrisi (b) analizleri.
(Sekilde gosterilen bir pozitif ornek yesil ve bir negatif 6rnek siyah renklerle
gosterilmektedir. Kirmizi renkte gosterilen 6rnek negatif kontroldiir).

CYP2A6 icin kantitasyon degerleri DNA 6rnekleriyle 10 katli sulandirmalar
yapilarak (1): 10°, (2):107, (3): 10", (4): 107, (5): Negatif kontrol olmak iizere farkli
konsantrasyonlarda hazirlandi. Daha sonra her bir 6rnek CYP2A6 primerleri ile daha
onceden optimize edilen PCR prokolii kullamilarak c¢ogaltildi. CYP2A6 i¢in
kantitasyon degerleri grafigi sekil 17° de verilmistir. Genel olarak tiim izoformlarin

ekspresyonu Tablo 8’ de gosterilmektedir.
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Fluorescence (530%

Fluorescence Signal

&

Samples

Sekil 17. CYP2A6 icin kantitasyon grafigi. Grafikte diliisyon oram arttik¢a fluorasan
degeri azalmaktadir.

Tablo 8. CYP450 izoformlarinin midede mRNA diizeyinde ekspresyonu.

CYP450 IZOFORMLARININ EKSPRESYONU

HASTALIK | ORNEKLER
DURUMU
CYP2A6 | CYP2B6 | CYP2D6 | CYP3A5 | CYPIAI | CYPIA2 | CYP2C | CYP2EI
73 - + + + + + + -
74 - + + + + + + -
75 - + + + + - + +
KANSER 76 - - + + + + + -
710 + + + + + + + +
711 + + + + + + + -
712 - + + + + + + -
719 - + + + + + + +
713 - - + - + + + -
714 - - + - + + + -
NORMAL 715 + - + + + + + +
716 + + + + + + + +
717 + + + + + + + +
718 + + + + + + + -
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3.1.1. CYP450 IZOFORMLARININ EKSPRESYONUNA BAGLI OLARAK GEN
FREKANS TABLOLARI

Mide doku orneklerinde CYP450 izoformlarinin ekspresyonuna dayali
istatistiksel analizler Fischer Exact Chi-Square testi kullanilarak yapilmistir. Gen

ekspresyonu frekans dl¢iimlerinin sonuglari tablo 9 da gosterilmektedir.

Tablo 9. Eksprese olan CYP izoformlarmin frekans tablosu

CYP izoformlart CYP iso}fg;rélig?(n%n) frekans
CYPIAI 100
CYPIA2 92,9
CYP2A6 42,9
CYP2B6 71,4
CYP2C 100
CYP2D6 100
CYP2EI 42,9
CYP3AS5 85,7

3.1.2. CINSIYETE BAGLI OLARAK CYP450 IZOFORMLARININ
EKSPRESYONU

CYPIAI, CYP2C, CYP2D6 tim Orneklerde eksprese oldugu i¢in analiz
edilemedi. CYPIA2, CYP2B6, CYP3AS5 icin p=1.00 degerini alarak cinsiyet bu
genlerin ekspresyonunda anlamli bir farklilik gostermemektedir. CYP2EI p=0.286
degerini alarak anlamli bir deger gostermemektedir. CYP2A6 ise p=0.029 degeri ile
kadinlarda daha fazla eksprese olmaktadir. Tablo 10. CYP izoformlarmin cinsiyete

bagl istatistik degerlerini gostermektedir.
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CYP izoformlart Ekspresyon ytizdesi (%) » degerleri
Kadin Erkek

CYPIAI 100 100 _*
CYP1A2 100 85,7 1.00
CYP2A6 14,3 83,3 0.029
CYP2B6 66,7 71,4 1.00
CYP2C 100 100 -
CYP2D6 100 100 x
CYP2EI] 66,7 28,6 0.286
CYP3AS 83.3 85,7 1.00

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.

3.1.3. SIGARA ICME ALISKANLIGININ CYP450 IZOFROMLARININ

EKSPRESYONU UZERINE ETKIiSi

CYP2A6, CYP2B6, CYPIA2, CYP2E] genleri i¢in p degerleri baz alindiginda
anlamli farkhilik bulunamadi. CYP2A6 p=0.559, CYP2B6 p=0.530, CYPIA2
p=0.308, CYP2EI p=0.559, CYP3A5 p=1.00. CYPIAI, CYP2C, CYP2D6 genleri ise
tiimii eksprese oldugu icin analiz edilmemektedirler. Tablo 11. CYP izoformlarinin

cinsiyete bagl istatistik degerlerini gostermektedir.
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Tablo 11. CYP izoformlarmin sigaraya bagli istatistik degerleri

CYP Kullanim durumuna bagh
izoformlar elspresyon yzdest (%) p degerleri
Kullaniyor Kullanmiyor
CYP1Al 100 100 -
CYP1A2 75 100 0,308
CYP2A6 75 55.6 0.559
CYP2B6 50 778 0.5%
CYP2C 100 100 -
CYP2D6 100 100 .
CYP2E1 )5 55.6 0.559
CYP3AS 75 88.0 100

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.

3.1.4. ALKOL ALISKANLIGININ CYP450 IZOFROMLARININ
EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

CYPIAI, CYP2C, CYP2D6 genleri orneklerin hepsinde eksprese oldugu icin
analiz edilemediler. CYPIA2 ve CYP2A6 (p=1.00), CYP2B6 (p=0.203),
CYP3A5(p=0.423), CYP2EI (p=0.192) genleri i¢in p degerleri baz almdiginda
anlamli farklilik bulunamadi. Tablo 12. de CYP izoformlarinin alkole bagl: istatistik

degerlerini gostermektedir
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Tablo 12. CYP izoformlarmin alkole bagl istatistik degerleri

CYP Kullanim durumuna bagh
izoformlar elspresyon yzdest (%) p degerleri
Kullaniyor Kullanmiyor
CYP1Al 100 100 -
CYP1A2 100 %0 0,308
CYP2A6 333 50 0.559
CYP2B6 333 %0 0.5%
CYP2C 100 100 -
CYP2D6 100 100 .
CYP2E1 60 0 0.559
CYP3AS 75 88.0 100

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.

3.1.5. UREAZ VARLIGININ CYP450 iZOFROMLARININ EKSPRESYONU
UZERINE ETKISI

CYPIAI, CYP2C, CYP2D6 genleri ise timii eksprese oldugu i¢in analiz
edilemediler. CYP2A6 (p=0.192), CYP3AS5, CYPIA2, CYP2EI ve CYP2B6 (p=1.00)
genleri i¢cin p degerleri baz alindiginda anlamli farklilik bulunamadi. Tablo 13. de

CYP izoformlarinin iireaza bagh istatistik degerlerini gostermektedir.

38



Tablo 13. CYP izoformlarmin iireaza bagli istatistik degerleri

CYP Ureaz aktivitesi durumuna
o oformlart bagli ekspresyon yiizdesi (%) p degerleri
Var Yok
CYPI1ALl 100 100 -
CYP1A2 100 90.9 00
CYP2A6 100 264 192
CYP2B6 100 636 00
CYP2C 100 100 -
CYP2D6 100 100 P
CYP2E1 50 455 o0
CYP3AS 100 o138 -

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.

3.1.6. YASIN CYP450 iIZOFORMLARININ EKSPRESYONU UZERINE ETKISI

Tiim olgularin yas ortalamas1 51+3’tiir. Mide kanseri tanis1 koyulan olgularin
yas ortalamasi 5743, normal olduklar1 belirlenen olgularin yas ortalamasinin ise
43+2’dir. Mide kanseri olan olgularin yas ortalamasi normal (hasta olmayan)
olgularinkinden daha yiiksek oldugu go6zlendi. CYPIA2 (p=0.295), CYP2A6
(p=0.170), CYP2B6 (p=0.464), CYP2EI (p=0.199), CYP3A5 (p=0.336) degerini
almakla beraber CYPIAI, CYP2C, CYP2D6 genleri tiimii eksprese oldugu i¢in analiz
edilemediler. Tablo 14. te CYP izoformlarmin yasa bagl istatistik degerlerini

gostermektedir.
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Tablo 14. CYP izoformlarmin yasa bagh istatistik degerleri

Yas Ortalamasi

CYP
izoformlari Eksprese Eksprese p degerleri
olanlarin yas | olmayanlarin
ortalamast | yas ortalamasi
CYPI1A1 51 i %
CYPIAZ 48 64 0.295
CYP2A6 44 54 0.170
CYP2B6 51 45 0.464
CYP2C 51 i %
CYP2D6 51 i %
CYP2EI 45 54 0.199
CYP3AS 51 41 0.336

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.

3.1.7. MIDE KANSERININ CYP450 IZOFORMLARININ EKSPRESYONU

UZERINE ETKISI

Mide kanseri ile CYP450 izoformlarmin ekspresyonlar1 karsilastirildiginda;
mide kanseri olgusu ile calisilan izoformlarin ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlamli bir farklilik belirlenemedi. CYP2A6 (p=0.277), CYP2B6 (p=0.245) ve
CYP3A5 (p=0.165) genleri ekspresyonunda anlamli farklilik bulunmayip, CYPIAI,
CYP2C ve CYP2D6 calisilan biitiin olgularda eksprese oldu. CYPIA2 ve CYP2E]

icin (p=1.00) anlamli bir farklilik bulunamadi. Tablo 15. de CYP izoformlarinin

mide kanserine bagl istatistik degerlerini gostermektedir.
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Tablo 15. CYP izoformlarmin kansere bagl istatistik degerleri

CYP Ekspresyon durumu (%)
izoformlart Kanser Kanser pdegerieri
olanlarin olmayanlarin
CYPIAI 100 100 .
CYPIA2 87,5 100 1.00
CYP2A6 25 66,7 0.277
CYP2B6 87,5 50 0.245
CYP2C 100 100 ¢
CYP2D6 100 100 .
CYP2EI 37,5 50 1.00
CYP3AS 100 66,7 0.165

* Bu izoformlar tiim 6rneklerde eksprese oldugu icin analiz yapilamamustir.
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BOLUM IV

4.1 TARTISMA

Mide epitelyum dokusunun absorbe etme Ozelliginden ¢ok sekresyonunun
fazla olusu ve CYP’ lerin diger dokulara nispeten daha az eksprese oluslar1 nedeniyle
midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili caligmalar, elde edilen bulgular:
tanimlamada ve bu genlerin fonksiyonlarmin belirlenmesinde giicliik ¢cikarmaktadir.
Bu izoformlar genellikle karacigerde eksprese olmaktadirlar. Fakat bazi izoformlar
ekstrahepatik olarak ta eksprese olmaktadirlar. Ornegin CYP3AS5 polimorfik olarak
insan karacigerinde eksprese olmaktadir (105) ancak akcigerde (45), kolonda (17),
bobrekte (28, 87), 0zofagusta (51) da eksprese oldugunun belirlenmesi bu genin

ekstrahepatik olarak ta eksprese edildigini gostermektedir.

Calismamizda arastirma materyali olarak insan mide dokusu kullanilmistir.
Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Gastroenteroloji Boliimii® ne mide rahatsizliklar:
nedeniyle bagvuran 14 kisiden endoskopi yontemi ile 10-100 mg mide biyopsi
antrum doku Ornekleri almmistir. Mide doku Ornegi alinmasmin giigliikleri goz
Oniine alindiginda ¢alismamizin istatistiksel bir amag¢ tasitmamasi sebebiyle 14 6rnek
calisilmasi genel olarak mide antrum dokusunda CYP ekspresyon profilini ¢ikarma
hedefine uygun yeterli bir sayidir. Tablo 3’ de listesi verilen Ornekler analiz
edildiginde malign ve normal doku orneklerinin alindig: bireylerin es sayida cinsiyet
dagilimi gosterdikleri ve yas ortalamalarmin birbirleri ile karsilastirilabilir durumda

olduklar1 goriilmektedir.
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Calismamizda dikkat ettigimiz bir farkli unsur intestineal metaplazi
orneklerine yer vermeyisimizdir. Intestinal metaplazi, midede gastrik mukozanin
ince bagirsak Onciilii bir epitelyum ile yer degisiminden kaynaklanan kanser
olusumunda etkili bir lezyon bolgesidir. Bu bolgelerin etkinliginin olduk¢a fazla
olusu yiizinden mide antrum bolgesi bagimsiz olarak caligilmistir. Mide
orneklerinde intestinal metaplazi olmadigina dair bilgilerin edinimi ve kanser, gastrit
teshisleri, Ege Universitesi Gastroentoloji B6liimii’ nde yapilan muayene ve patoloji

raporlarina dayanilarak yapilmistir.

Calismamiz temel olarak PCR kullanilarak yapilmistir. Bu metod in vitro
kosullarda hedef DNA molekiiliiniin enzimatik olarak cogaltilmas1 (amplifikasyon)
esasina dayanan bir yontemdir. Temel olarak DNA’ nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), primerlerin hedef DNA' ya baglanmasi
(hibridizasyon), DNA bagimli DNA polimeraz enzimi aracilifiyla zincirlerin
uzamast (polimerizasyon) ve bu dongiilerin belirli sayida tekrarlanmasi ana
basamaklarindan olusur. Bu ii¢ adim (denatiirasyon / primer baglanmasi / DNA
sentezi) bir PCR dongiisiinii olusturur. PCR teknolojisi icin; DNA 6rnegi, genellikle
genomik DNA, c¢ogaltilacak olan bolgedeki her iki iplige baglanan bir cift primer,
deoksinukleotidtrifosfatlar (ANTP'ler: dA,dT,dC,dG), 1siya dayanikli Taq Polimeraz
enzimi, uygun pH ve iyon kosullarmi (Mg**) saglayan tampon karisimi gereklidir.
Yontemin temeli, ¢ogaltilmak istenen bolgenin iki ucuna 0zgii, bu bolgedeki baz
dizilerine komplementer bir ¢ift primer kullanilarak istenen genin enzimatik olarak

cogaltilmasina dayanir.
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Orneklerden izole ettigimiz RNA ve cDNA larm giivenirligi PCR ile test
edilerek reaksiyon {iiriinleri agaroz jel elektroforezi ile belirlenmistir. Agaroz jel
elektroforezi  fragmante edilmis DNA  molekiillerinin  ayristirilmasinda,
tanimlanmasinda ve saflastirilmasinda yaygin olarak kullanilan yOntemlerden
birisidir. Bu metodlarin ilkesi; yapisindaki fosfat nedeniyle negatif yiiklere sahip olan
DNA molekiillerinin elektriksel alanda pozitif elektroda dogru hareket etmesidir. Bu
islemde; jel porlarinin sikligi ve DNA biiyiikliigiine bagl olarak DNA molekiilleri,
hizli veya yavas hareket ederler ve jel boyunca farkli bolgelerde yogunlasirlar.
Yontem basit olmasi, kisa zamanda yapilabilmesi ve yogunluk gradienti gibi diger
yontemlerlerden farkli olarak fragmanlarin analizine olanak saglamasi bakimindan
biyoteknolojide siklikla kullanilmaktadir. Bu yontem kullanilarak, 1-10 ng kadar az
DNA fragmanlar1 bile floresan interkalasyon 6zelligi gosteren EtdBr ile boyanarak

UV 15181 altinda goriintiilenebilmektedir.

Calismamizda her 6rnek i¢in ortalama 4,3/10 pl ng RNA kullanilarak revers
transkriptaz PCR ile cDNA sentezi yapilmistir. Kullandigimiz RNA miktar1 ve drnek
say1s1 Thorn ve arkadaslari tarfindan yapilan ¢caligmayla benzer miktarda ve sayidadir
(100). RNA izolasyonu yapilan 6rneklerin giivenirlik testleri konvansiyonel PCR ile
gerceklestirilmistir. Elde edilen cDNA’ larla konvansiyonel PCR ve ardindan daha
hassas Olcliimler almak ve calismamizin giivenilirligini artirmak i¢in real time PCR
yardimiyla spesifik primerlerle calisilarak doku spesifik gen ekspresyonu
gozlenmistir. Kullandigimiz primerler, daha 6nce insan dokularinda CYP primerleri
calisilan ve pozitif sonuglar alinan makalelerden derlenmistir. Amplifikasyon sonucu
elde edilen DNA bandlar1 agaroz jel elektroforezi ile goriintiilenmistir. Ancak

ornegin Sekil 3’ te DNA bandlarmin farkli yogunluklarda olduklar1 da
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gozlenmektedir. Bu farklihk RT-PCR’ dan farkli olarak konvansiyonel PCR’ 1n
kantitatif esasa dayanmamasindan kaynaklanmaktadir. Sekil 3’ te 12 6rnek icin
verilen sonuglar goz Oniine alindiginda uygulanan Orneklerin tamaminin, molekiil
agirligi 286 bp olan pozitif kontrol olarak kullandigimiz B-Globin primeri ile PCR
amplifikasyonu yapilan molekiiliin standart DNA bandlarma ya kiyasla, beklenen
bolgelerde yogunlastigi goriilmektedir. Konvansiyonel PCR deneyleri sonucunda

amplifikasyonlar1 gosterilen CYP izoformlar: i¢cin RT-PCR reaksiyonlar1 yapilmustir.

Sonucglara gore yapilan kalitatif ve kantitatif c¢aligmalar birbirini
desteklemistir. Real Time PCR, hiicre ve dokulardan ¢ok az miktarda mRNA’nin
Olciimiine olanak verdigi icin kullanilan en hassas yontemdir. Real Time-PCR,
orneklerin amplifikasyonlarinin reaksiyonla es zamanli olarak verdikleri piklerin
is1ma Olglimlerine dayanarak yapilmaktadir. Ornekler Syber-Green gibi floresan
boyalarla boyanarak reaksiyon pikleri hassas bir dlciimle belirlenmektedir. Kiigiik
RNA varyasyonlarmin amplifikasyonlari, iiriin bazinda ciddi farklhiliklara yol actig:
icin elde edilen iiriin ve template miktar1 arasindaki iliski orantili goriilmemekte ve
reaksiyonu standardize etme ihtiyact dogmaktadir. Bunun i¢in internal kontrol ve gen
spesifik primerler kullanilmaktadir. Kalitatif PCR’da bu; her ornek icin gen spesifik
primerin internal kontrole orami ile belirlenir. Internal kontrol olarak yine B-Globin

kullanilmastir.

Calismamizda daha 1yi reaksiyon kosullar1 saglamak icin RT-PCR
asamasinda genellikle 60 °C annealing/baglanma sicakligi uygulandi. Her primer i¢in
ayr1 islem basmaklar1 olusturuldu. Primerlerin annealing basamiginda Tm sicakliklar:

g6z Oniinde bulundurulmustur. Tm sicakligi, c¢ift iplikli DNA/ tek iplikli DNA
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oranmin birbirine esit oldugu sicakliktir. Bu sicaklik pozitif kontrol olarak
kullanilarak diger Tm dereceleriyle karsilastirilip optimizasyon saglanir. Tm sicaklig1
ayn1 zamanda iirliniin istenen biiylikliikte olup olmadigni da anlamimiza yardim
etmistir. Eger amplifikasyon siiresince tek bir iirlin olugsmussa pikler sadece bir erime
sicakhiginda olusacaktir. Eger farkli biiyiikliikte iiriinler olusmussa Tm dereceleri

farkl pikler gbzlenecektir.

Calismamizda erime egrileri grafikleri her bir primer icin calisilmis ve
optimizasyonu saglanmistir. Primer konsantrasyonu 0,5 mM olup MgCl, her tiip icin
3mM olarak kullanilmistir. Spesifik primerlerle amplifike olan DNA f{iriinleri primer
dimerlerinden daha yiiksek sicakliklarda erime egrisi verirler. Dolayisiyla primer
dimerleri olusumuna bagli non-spesifik pikler gdzlenmesi halinde hem annealing
sicaklig1 hem de ekstensiyon siiresi yiikseltildi. Ekstensiyon siiresi primer molekiiler
agirhig/25 formiili ile belirlendi. Primer dimeri olusmasi durumunda bu siire
uzatildi. PCR dongiilerinin sayis1 (40-44) primer spesifikligine gore belirlendi. RT-
PCR siiresince 530 nm dalga boyunda iiriin olusumuna bagh pikleri gosteren floresan

boya yardimi ile 1s1malar grafikler halinde kaydedildi.

CYP izoformlarinin ekspresyon sonuglarina dayanarak yapilan Fischer Exact
Chi-Square testine gore cinsiyet, sigara, yas, alkol, lireaz ve kanser olmak {iizere alt1
ayr1 kategoriye gore istatistik analiz yapildi. Gen ekspresyonu frekans Ol¢iimlerine
gore sirastyla; CYP2A6(42,9%), CYP2B6(71,4%), CYP2D6(100%),
CYP1A1(100%), CYP1A2(92,9%), CYP3AS5(85,7%), CYP2C(100%),
CYP2E1(42,9%) oraninda eksprese olduklar1 gozlendi. Yas ile CYP450

izoformlarmin ekspresyonlar1 karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli farklilik
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bulunamadi. Mide kanseri olan olgularin yas ortalamasi normal (hasta olmayan)

olgularinkinden daha yiiksek oldugu gozlendi.

Mide kanseri ile CYP450 izoformlarinin ekspresyonlar: karsilastirildiginda;
mide kanseri olgusu ile calisilan izoformlarin ekspresyonu arasinda istatistiksel
olarak anlaml bir farklilik belirlenemedi. CYP2A6, CYP2B6 ve CYP3AS genleri
ekspresyonunda olgu sayis1 az oldugu nedeniyle anlamli farklilik bulunmayip
CYP2D6, CYP1A1 ve CYP2C calisilan biitiin olgularda eksprese oldu. CYP2A6’nin
ekpresyonunun kadinlarda daha fazla oldugu, diger izoformlarin ekspresyonu ile
cinsiyet arasinda anlamh farklilik olmadigi belirlendi. Ureaz, sigara ve alkol
aliskanligina baglhh CYP450 izoformlarinin ekspresyonlar1 karsilastirildiginda; sigara,
ireaz ve alkol alisgkanliginin ¢alisilan izoformlarin ekspresyonu iizerine anlaml etkisi

olmadig1 belirlendi.
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BOLUM V

SONUC VE ONERILER

Calismamizda mide dokusunda CYP450 enzimlerinin izoformlarinin mRNA
diizeyinde ekspresyonu arastirilarak belirlenmistir. Elde ettigimiz sonuglara gore
mide kanseri olan olgularin yas ortalamasi: normal (hasta olmayan) olgularinkinden
daha yiiksek oldugu gozlendi ve cinsiyete bagl olarak CYP450 izoformlarinin
ekspresyonu degerlendirildiginde sadece CYP2A6’nin ekpresyonunun kadinlarda
daha fazla oldugu belirlendi. Calisilan 6rnek sayisinin azlig1 yani sira CYP -1A1, -2C
ve -2D6’ nin tiim Orneklerde eksprese olmasi sebebiyle bu izoformlarin kontrol
grubu elde edilememektedir. CYP’ lerin insan mide dokusundaki potansiyel endojen
ve eksojen metabolizmasini aciklayabilmek icin mRNA diizeyinde ekspresyonlari
belirlendi. Bu calisgmanin devaminda post-translasyonel olarak regiilasyonlari;
proteinlerin translasyon orani, yar1 Omiirleri, polimorfizmleri ve ilac¢ etkilesimleri

arastirilarak daha ileri seviyede bilgilere ulasilabilecektir.
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OZET

MIDE ANTRUM MUKOZA ORNEKLERINDE SITOKROM P450 GEN
EKSPRESYONUNUN mRNA DUZEYINDE BELIRLENMESI

Sitokrom CYP450 enzimleri, yapisinda demir grubu iceren ilaglar ve bir ¢ok
karsinojen maddeler dahil, genis bir araliga ait zenobiyotik metabolizmasinda gorev
alan bir enzim siiper ailesidir. CYP enzimlerinin aile ve alt aileleri aminoasit dizilimi
yoniinden benzerliklerine gore degerlendirilmektedirler. Son yillarda CYP’ lerin
kanserle iliskisi hakkinda ¢ok sayida arastirma yapilmistir. Bu enzimlere ait genler
genellikle karacigerde eksprese olmaktadir. Ekspresyonlar1 ise genellikle doku
spesifikligi gdstermektedir. 20 CYP enzimi insan dokularinda tanimlanmakla birlikte
mide dokusunda CYP ekspresyonu calismasi yeterli sayida yapilmamistir. Bu
enzimlerin gastrointestinal sistemdeki ekspresyonuna bagli endojen ve zenobiyotik
enzim metabolizmasint daha iyi anlayabilmek icin revers transkriptaz RT-PCR
yontemi ile mide dokusunda mRNA ekspresyonunu inceledik. Kullandigimiz
spesifik primerler yardimi ile CYP -1A1, -1A2, -2B6, -2C, -2D6, -2E1, ve -3A5’ in
doku spesifik mRNA ekspresyonunu arastirdik. Doku spesifik CYP ekspresyonunun
incelenmesi ile bir ¢ok kimyasal karsinojenin doku spesifikligi ve ayrica ilgili
terapotik ajanlarin viicudu zenobiyotiklere karst potansiyel koruma gorevinin etkileri

daha iyi ac¢iklanabilecektir.

Anahtar kelimeler : Sitokrom P450, Mide dokusu, ila¢ metabolize eden

enzimler.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF CYTOCHROME P450 GENE EXPRESSION IN

STOMACH ANTRUM TISSUE SAMPLES AT mRNA LEVEL

Cytochrome P450 (CYP) is a heme-containing enzyme superfamily
metabolizing a wide variety of xenobiotics, including drugs and carcinogens. The
CYP families and subfamilies are defined on the basis of their amino acid sequence
similarities. Over the past years there have been an increased number of researches
on the relationship between CYPs and cancer. The majority of these genes are
expressed most abundantly in liver. The regulation of CYP expression is, in part,
tissue-specific. Approximately 20 individual CYPs have been identified in human,
however relatively little is known about the individual CYP forms present in stomach
tissues. To understand more thoroughly the function of CYP systems in human
gastrointestinal system and their significance in the metabolism of xenobiotics and
endogenous compounds, we analyzed the mRNAs for the CYPs in stomach tissue
samples using reverse transcriptase-polymerase chain reaction (RT-PCR) method.
The mRNA detections were made by using specific primers for CYPs -1A1, -1A2, -
2B6, -2C, -2D6, -2E1, and -3A5. The tissue specificity of CYP expression may
possibly underlie the organ specificity of chemical carcinogens and their potential
roles in the protection of the body against xenobiotics as well as influence in the

bioavailability of therapeutic compounds.

Key Words: Cytochrome P450, stomach tissue, drug metabolizing enzymes.
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