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BÖLÜM I 

1.1 GİRİŞ VE AMAÇ 

1.1.1. SİTOKROM (CYP) P450 SİSTEMİ  

İlaç etkileşimleri, aslında bir ilacın metabolik etkinliğinin bir başka ilaç 

tarafından değiştirilmesi sonucu meydana gelen farmakokinetik bir süreçtir. Bu 

süreçte yer alan temel sistem olan sitokrom P450 izoenzim sistemi, barsaklar, 

böbrekler, akciğer ve beyinde de bulunmakla birlikte; çoğunlukla karaciğerde 

hepatositlerin endoplazmik retikulumlarında bulunmaktadır. CYP enzimlerinin 

ekspresyonu, karakterizasyonu, fonksiyonu ve dokulardaki regulasyonu uzun 

zamandan beri ilgi çekmektedir. 1958 yılında Klinberg tarafından keşfedilmişlerdir 

(25). Sitokrom (CYP)P450 sistemi terimi, yapısında demir içeren protein grubunu 

tanımlamak üzere kullanılmaktadır. Dörtyüz elli sayısı, demir içeren bu grubun 

karbonmonokside bağlandıktan sonra absorbe ettiği ışığa ait dalga boyunun 

nanometre cinsinden değerini göstermektedir (25). CYP450 izoenzim sistemi 

steroidler, hormonlar, prostoglandinler, lipidler ve yağ asitleri gibi birçok endojen 

maddenin metabolizmasında ve özellikle oral olarak alınan ekzojen bileşiklerin 

detoksifikasyonunda görevlidirler. 

 

Birçok ilaç, kendine özgü CYP enzimleri aracılığıyla metabolize edilirler. Bu 

sebeple bu enzimlerin, hastaların farmakoterapiye cevaplarını belirlemede çok 

önemli bir rolleri vardır. Genellikle etkileri ilaçların etkinliğini azaltmak yönündedir 

ancak bazı durumlarda ilaçların etkinliğini artırmakta ya da ön ilaçların 

aktivasyonunu etkilemektedirler (25).  

 



 2 

CYP450 enzimlerinin hepatik ve ekstra hepatik dokularda, hedef dokuyla 

ilgili ksenobiyotik bileşiklerin metabolik aktivasyonunda çoğunlukla belirleyici bir 

rolleri vardır (14). CYP450 gen ekspresyonu birçok organda çalışılmış olmasına 

rağmen bazılarının katalitik aktiviteleri ve fonksiyonları hala bilinmemektedir. CYP’ 

lerin izoformlarının midede oynadığı potansiyel rolü araştırmamızdaki amacımız; 

midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili çalışmaların zor ve kısıtlı oluşundan 

dolayı ilaç metabolizmasındaki etkinliğinin tam olarak bilinmemesidir.  

 

1.2. GENEL BİLGİLER 

1.2.1. CYP P450 YAPISI VE GEN EKSPRESYONU 

  Bütün CYP yapıları genel olarak aynı elementlerden oluşur ve proteinleri 

heliksler şeklinde katlanırlar. Kofaktör heme bir globin kıvrımı ile bağlanır. Protein 

helikslerinin A ve L arasındaki bölgeleri iyi korunmuştur. I ve L heliksleri demir 

grubuyla temas halindedir. B ve I helikslerinin substrata bağlı kısımları ve bu 

bölgelerdeki mutasyonlar, yönlü mutagenez çalışmalarında belirgin etkenler 

olduklarını göstermiştir. Substrata F heliksi ile temas eden bir diğer bölgenin, 

mutasyonların katalitik seçiciliğini etkilediği gösterilmiştir.  

 En çok korunan bölgeler, sistein içermekte ve demire tiyolat ligandı 

oluşmasını sağlamaktadır (25). Şekil 1’de CYP2D6 yapısında α-heliksler kırmızı, ß-

iplikleri yeşil ile, demir grubu ise ortada gösterilmiştir (83).   
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Şekil 1. CYP2D6 yapısı. 

Spesifik CYP enzimleri (E.C. 1.14.14.1), rekombinant DNA teknolojisi 

uygulamaları ile cDNA klonları şeklinde karakterize edilebilmiştir (85). CYP 

enzimlerinin tümü birkaç istisna dışında tek bir süper aileye aittirler ve bir ailedeki 

bütün enzimler aminoasit dizilimi yönünden en az % 40 bir benzerlik gösteriyorsa 

aynı aile içine alınmaktadırlar. Benzerlik oranı % 60’ tan daha fazla olanlar ise alt 

grup ailelere alınmaktadırlar. CYP’ ten sonra gelen ilk numaraya göre; 1-50 arası 

aileler memeli ve böceklerin, 50-99 bitkilerin ve mantarların, 100 ve üzeri ise 

bakterilerin genlerini tanımlamaktadır. Alt aile bir harf ile belirtilir ve en son numara 

ise enzimi kodlayan genin numarasıdır (25). Örnek olarak CYP2A6 ele alındığında 

sınıflandırma anahtarı:  

1) 2-Ailenin ilk numarasıdır.  

2) A-Alt aile harf ile belirtilmiştir. 

3) 6-Son rakam geni ifade etmektedir.  

Bu enzimler evrim basamağı kapsamında Steroidogenik CYP enzimleri ve   

Ksenobiotik CYP enzimleri olmak üzere iki ana gruba ayrılır. Steroidogenik yapıda 
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olanlar filogenetik olarak daha eskidirler, tek hücreli canlılarda da bulunmaktadırlar. 

Hücre duvarının devamlılığının sürdürülmesi ve steroidlerin sentezinden sorumlu 

olan bu enzimler mitokondrilerde bulunmaktadırlar. Ksenobiotik CYP enzimleri, bir 

milyar yıl sonra bitki-hayvan farklılaşması döneminde steroidogenik CYP 

enzimlerinden türemiştir. Ksenobiotik CYP enzimleri hücrede endoplazmik 

retikulumda yerleşmişlerdir ve ksenobiotik adı bu enzimlere, vücuda giren yabancı 

maddelerin metabolizmasında görevli olmaları nedeniyle verilmiştir (25). Tablo 1’ 

de CYP aileleri ve fonksiyonları gösterilmektedir (34).  

Tablo 1. CYP Aileleri ve fonksiyonları 

CYP Aileleri Fonksiyonları 

CYP1 Ksenobiotik Metabolizması 

CYP2 Ksenobiyotik Metabolizması  

Araşidonik Asit Metabolizması 

CYP3 Ksenobiyotik ve Steroid Metabolizması 

CYP4 Yağ Asiti Hidroksilasyonu 

CYP5 Tromboksan Sentezi 

CYP7 Kolesterol 7- Hidroksilasyonu 

CYP8 Prostasiklin Sentezi  

Kolesterol yan-zincir Kırılması 

CYP11 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 
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 İnsanlarda bulunan 53 CYP formunun yarısı ilk üç aileye (CYP1, CYP2, 

CYP3) mensupturlar (65). Özellikle insan genom projesi ile daha önce bilinmeyen 

CYP’lerin sekansları açıklığa kavuşturulmasına rağmen bu enzimlerin bazılarının 

katalitik aktiviteleri ve fonksiyonları hala bilinmemektedir. CYP’ lerin çoğunluğu 

karaciğerde ekprese olurken bir kısmı, ekstrahepatik dokularda da ancak karaciğere 

oranla daha düşük oranda eksprese olmaktadırlar (75). Sadece ekstrahepatik 

dokularda eksprese olan bazı CYP formları ise yabancı bileşiklerin 

metabolizmasında görev almaktadırlar. Ekspresyonun karaciğerde daha fazla olması; 

sindirilen besinlerin ilk uğradığı organ olmasına bağlanmaktadır. Akciğerler ve deri 

gibi diğer dokularda da eksojen kaynaklı bileşiklere savunma görevi yaptıkları için 

CYP ekspresyonu gerçekleşmektedir (34).  

 

 İlk üç CYP ailesi (CYP1, CYP2, CYP3) ksenobiyotiklerin metabolize 

edilmesinde aktiftirler. Bazıları ayrıca steroid hormonlar, araşidonik asit gibi endojen 

bileşiklerin metabolizmasında da aktiftirler (3,18). 

 

 Günümüze kadar CYP450 gen ekspresyonu çeşitli organlarda çalışılmıştır; 

genel olarak vücuda giren endojen ve eksojen kaynaklı bileşiklerin ilk uğrakları 

olduklarından solunum ve sindirim organlarında CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1, 

CYP2A6, CYP2A13, CYP2B6, CYP2C8, CYP2C9, CYP2C18, CYP2C19, CYP2D6, 

CYP2E1, CYP2F1, CYP2J2, CYP2S1, CYP3A4, CYP3A5, CYP4B1 ekspresyonu 

belirgin olarak gözlenmiştir (14). Tablo 2’de CYP450 geninin eksprese edildiği 

belirlenen organlar gösterilmektedir (14). 
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Tablo 2. CYP P450 geninin eksprese edildiği belirlenen organlar. 

 

Doku/Organ Sitokrom P450 Geni Ekspressyonu 

 
Nazal mukosa    
 
Trake      
 
Akciğer 
 
 
Özafagus  
 
Mide   
 
İnce bağırsak      
 
Kolon       
 

 
2A6, 2A13, 2B6, 2C, 2J2, 3A 
 
2A6, 2A13, 2B6, 2S1 
 
1A1, 1A2, 1B1, 2A6, 2A13, 2B6, 2C8, 2C18, 2D6, 2E1, 
2F1, 2J2, 2S1, 3A4, 3A5, 4B1 
 
1A1, 1A2, 2A, 2E1, 2J2, 3A5 
 
1A1, 1A2, 2C, 2J2, 2S1, 3A4 
 
1A1, 1B1, 2C9, 2C19, 2D6, 2E1, 2J2, 2S1, 3A4, 3A5 
 
1A1, 1A2, 1B1, 2J2, 3A4, 3A5 
 

 

1.2.2. MİDEDE CYP P450 GEN EKSPRESYONU 

Mide epitelyum dokusunun absorbe etme özelliğinden çok sekresyonunun 

fazla oluşu ve CYP’ lerin diğer dokulara nispeten daha az eksprese oluşları nedeniyle 

midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili çalışmalar, elde edilen bulguları 

tanımlamada ve bu genlerin fonksiyonlarının belirlenmesinde güçlük çıkarmaktadır. 

Ayrıca mukus bariyeri, kimyasal ajanlara karşı koruyucu bir görev üstlenmektedir 

(98). Son zamanlarda ortaya atılan yeni bir görüşe göre, CYP’ lerin mide kanserinde 

oynadığı bu potansiyel rolün, özellikle midede intestinal metaplazi bölgesinin 

varlığında daha belirgin olduğudur. İntestinal metaplazi yağ geçirgenliği fazla bir 

bölgedir. Birçok karsinojen ve CYP substratının lipofilik olduğu düşünülürse, bu 

maddelerin emilimi artmakta ve dolayısıyla CYP’lerin ekspresyonunun da artması 

beklenmektedir (100). İmmunohistokimya, immunoblot ve reverse transkripsiyon 

(RT) PCR ile yapılan çalışmalarda intestinal ilişkili kanser durumlarında sadece 

intestinal metaplazi varlığında CYP3A4 genine rastlanmıştır (98, 109). Gastrik fundik 
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gland bölgelerde immunoblot yöntemi ile CYP2C ekspresyonu gözlenmiştir. Benzer 

sonuçlar immunoblot ve RT-PCR probları kullanılarak CYP1A1 ve 1A2 için de 

belirlenmiştir. Başka bir çalışma da, RT-PCR analizi ve western blot yöntemi ile 

mide dokusunda intestinal metaplazi varlığında CYP1A1 ve CYP1A2 

ekspresyonunun olduğunu göstermiştir (98).  

 

1.3. CYP AİLELERİ 

1.3.1.CYP1 AİLESİ  

CYP1A1, CYP1A2, CYP1B1 genleri CYP1 ailesine aittir. Bu ailede psödogen 

yoktur (64). Hepsi AHR-ARNT (aril hidrokarbon reseptör-aril hidrokarbon reseptör 

nüklear translakotör) yolağında transkripsiyonel olarak kontrol edilmektedirler. 

Polisiklik Aromatik Hidrokarbonlar (PAH) ve 2, 3, 7, 8-tetraklorodibenzo-p-dioksin 

(TCDD) ile uyarılmaktadırlar (86). Sigara da uyarıcı bir etkendir (104, 110).  

 

Uyarılmalarında ve eksprese edilmelerinde hücre spesifikliği 

göstermektedirler. Hepsi PAH metabolizmasının DNA’ya bağlanma aşamasında 

aktiftirler. Eğer hasar meydana gelir ve tamir edilmezse neoplazmik 

transformasyonlar oluşmaktadır. Bu yüzden kimyasal kaynaklı kanserlerle 

ilişkilendirilmektedirler (90). 

 

1.3.1.1. CYP1A1 ALT AİLESİ 

CYP1A1 majör bir ekstrahepatik CYP enzimidir (75). Birçok karsinojenin 

toksiditesini özellikle PAH’ ların, DNA’ ya bağlanma formlarını oluşturmasına 

yardımcı olarak, aktive edip düzenlemektedirler (90). CYP1A1’ in prekarsinojenlerin 

aktivasyonunda etkin rolünün olması nedeniyle CYP1A1 geni polimorfizmleri, 
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kimyasal uyarıcılı kanserlerle ilişkilendirilebilirler (76). CYP1A1 proteini diğer 

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

 

1.3.1.2.CYP1A2 ALT AİLESİ 

CYP1A2 ekspresyonu ekstrahepatik dokularda sıklıkla belirlenemediği için 

karaciğere spesifik olduğu kabul edilmektedir (75). Karaciğerde ekprese olan CYP’ 

lerin %13’ ünü oluşturmaktadır (35, 89). PAH, nitrozamin, aflotoksinB1, aril aminleri 

aktive ederek DNA’ ya bağlanmalarını sağlayacak formların oluşturulmasını 

sağlayıp mutasyonlar ortaya çıkmasına yardımcı olur (1, 30, 31, 56, 91). CYP1A2 

klozapin, teofilin, takrin gibi birçok ilacın metabolizmasında katalizör rolü 

oynamaktadır (50). 

 

1.3.2. CYP2 AİLESİ 

CYP2 ailesi, heterojen enzimlerden oluşmaktadır. CYP2A, CYP2B, CYP2C, 

CYP2D, CYP2E, CYP2F ve CYP2J alt ailelerini içerir. CYP2B6, CYP2D6, 

CYP2E1, CYP2F1 ve CYP2J2 diğer alt ailelere kıyasla fonksiyonel olan üyelerdir. 

CYP1 ailesi regulasyonda rol oynamasına karşın CYP2 ailesi regulasyonda rol 

oynamaz. Substrat ve doku spesifikliği gösterir (64). 

 

1.3.2.1. CYP2A ALT AİLESİ 

CYP2A alt ailesi CYP2A6, CYP2A7, CYP2A13 genlerini içermektedir. Ayrıca 

19. kromozomun CYP2A-2B-2F gen grubunda iki psödogeni vardır (33). CYP2A 

ilişkili protein ekspresyonunun fetal nazal mukozada gerçekleştiği saptanmıştır (21, 

22, 95). CYP2A6, in vivo ve in vitro nikotin metabolizmasındaki etkin rolü nedeniyle 

özellikle son yıllarda giderek daha fazla ilgi çekmeye başlamıştır (44, 57, 63, 108). 
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Karaciğerde CYP2A6 proteininin eksprese olduğu belirlenmiş ve CYP2A6’nın 

karaciğerde eksprese olan CYP’ lerin % 4’ ünü oluşturduğu saptanmıştır (35, 89). 

CYP2A6 gen delesyonları akciğer kanseri ile ilişkilendirilmiştir (60). Kumarin, 

CYP2A6 in vitro aktivitesinin belirlenmesi amacıyla prob olarak kullanılmıştır (6, 37, 

78). CYP2A6’ nın regülasyon mekanizması hakkında henüz çok az şey bilinmektedir 

(77). CYP2A6, in vivo koşullarda fenobarbital ve diğer antiepileptik ilaçlarla 

uyarılabilmektedir (94). İnsan hepatositlerinde in vivo koşullarda CYP2A6, 

phenobarbital ve rifampicin ile uyarılabilmektedir (11, 79). CYP2A7 proteini hem 

grubuna bağlanamaması nedeniyle fonksiyonel değildir (106). CYP2A13 mRNA’ 

sının ise insan akciğerinde ve fetal nazal mukozada eksprese olduğu saptanmıştır (23, 

47, 96).  

 

1.3.2.2. CYP2B ALT AİLESİ  

CYP2B genleri 19. kromozomun CYP2A-2B-2F gen bölgesinde bulunurlar 

(33). CYP2B6 geni insan karaciğerinde eksprese olan minör bir gruptur, total hepatik 

CYP’lerin %1-2’ sini oluşturur (35, 59, 89). Ekspresyonu doku spesifik olarak regüle 

edilmektedir. Oysaki akciğer ve böbrekte ekspresyonu farklı bir varyasyondur (9, 17, 

64). Bu varyant, daha önceleri CYP2B7 olarak kabul edilmiştir. 6-aminokrisen (59), 

metoksikolor (13), NNK (7) ve siklofosfamidin (4) CYP2B6’nın substratlarıdırlar. 

CYP2B6 ayrıca primer hepatositlerde fenobarbital ve rifampisin ile uyarılmaktadır 

(4, 17, 69, 79). Bu uyarılmanın medyatörü Constitutively Active Receptor (CAR) adı 

verilen nüklear reseptörü (97)  ve büyük olasılıkla Pregnane X Receptor (PXR) 

reseptördür (69). CYP2B alt ailesi, CYP2B7P psödogenini içermektedir (64).  
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1.3.2.3. CYP2C ALT AİLESİ 

İnsan CYP2C alt ailesi 10 numaralı kromozom üzerinde yer alan dört 

homolog gen içermektedir; 2C8, 2C9, 2C18, 2C19 (26, 64). İnsan karaciğerinde 

ekprese olan CYP’lerin % 20’ sini oluştururlar (36, 89). Primer hepatosit 

hücrelerinde, CYP2C mRNA ve proteini fenobarbital ve rifampisin ile 

uyarılmaktadır (5, 62). PXR ve CAR primer insan hepatositlerinde CYP2C8 ve 

CYP2C9’ un uyarılmasında etkendir (70). Bu verilerin yanı sıra, yapılan diğer bazı 

çalışmalara göre CYP2C9 ve CYP2C19 için mRNA ve protein düzeyinde uyarılma 

gözlenmemiştir (79, 84). Rifampisin ve barbituratlarının CYP2C proteinlerini 

uyardıkları ve in vivo aktiviteleriyle ilişkili oldukları belirlenmiştir (73, 101, 113). 

Diazem, omeprazol, mephenitoin, tolbutamid ve varfarin birçok nonsteriodal anti-

inflammatuar ilaçlar CYP2C’nin farmasötik substratlarıdırlar (24, 71). CYP2C8 için 

taksol, CYP2C9 için tolbutamid, CYP2C19 için mephenitoin spesifik substratlardır. 

 

1.3.2.4. CYP2D ALT AİLESİ 

CYP2D alt ailesi sadece bir gene ve bir psödogene sahiptir (64). CYP2D6 

poor metabolizer (PM) fenotipi metabolik etkinlik bakımından zayıftır ve çeşitli 

farmasötik metabolizmalarında etkindir; trisiklik antidepresanlar, haloperidol, 

metaprolol, propranolol, kodein ve dekstrometorfan bu farmasötiklere örnek olarak 

verilebilir (71). Yaklaşık 30 kadar farklı defektif CYP2D6 allelinin olduğu 

belirlenmiştir; bunlardan altısı % 95-99 oranında PM fenotipindedirler. CYP2D6 gen 

duplikasyonları metabolizmayı hızlandıran ultra-rapid metabolizer fenotipininde 

artışa sebep olmaktadır (38). Ultra-rapid metabolizer fenotipine sahip olan bireylerin 

metabolizması yüksektir ve trisiklik antidepressanlar gibi CYP2D6 substratlarının 

ilaç metabolizmasını düşürür (10). CYP2D6 polymorfizmlerinin, Parkinson hastalığı 
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ve akciğer kanseri ile bağlantılı olduğu düşünülmüştür ve PM tiplerin bir bakıma 

akciğer kanserinden korunduğu görülmüştür (82). CYP2D6, total karaciğer 

CYP’lerinin %2’ sini oluşturmaktadır ve proteini duodenum ve beyinde de tespit 

edilmiştir (35, 72, 89).  

 

1.3.2.5. CYP2E ALT AİLESİ 

CYP2E1 bu alt aileye ait olan tek gendir (64). CYP2E1 enzimi, etanol 

metabolizmasındaki rolü ve kimyasal karsinojenlerin aktivatörü olmaları nedeniyle 

geniş çapta araştrılmaktadır (54). Ayrıca, tütündeki en önemli nitrosamin olan 

Nitrosamine4-(methylnitrosamino)-1-(3-pridyl)-1-butanone  (NNK) dışında, bazı 

spesifik nitrosaminleri de aktive etmektedir (32, 48, 107). Substratlarının büyük 

çoğunluğunu küçük hidrofobik bileşikler oluşturmaktadır (81). Bu bileşiklerden 

bazıları; parasetamol, klorzoksan, enfluran ve halothandır (24).  

 

Karaciğerde eksprese olduğu bilinen CYP’lerin %7’ sini CYP2E1 

oluşturmaktadır (35, 89). Ayrıca, akciğer ve beyinde de eksprese olduğu 

bilinmektedir (76).CYP2E1’in regülasyonu oldukça komplekstir; transkripsiyon 

öncesi ve sonrası regülasyonu birbirinden farklıdır (92).  Transkripsiyonel 

regulasyonunu minor bir rol oynaması bakımından diğer CYP formlarından farklıdır. 

CYP2E1 substratları aynı zamanda CYP2E1 uyarıcı ajanlardır; örnek olarak aseton, 

ethanol, piridin, pirazol ve isoniazid verilebilir (81). CYP2E1 prokarsinojenleri 

aktive ettiği gibi doku zedelenmesine yol açan serbest radikaller de oluşturur ve bu 

radikaller substrat varlığından etkilenmezler (54).  
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1.3.3. CYP3A AİLESİ 

CYP3 ailesi sadece bir alt aile içerir (64). Bu aile CYP3A4, CYP3A5, CYP3A7 

ve CYP3A43 genlerini içermektedir. CYP3A enzimleri ‘overlapping’ katalitik 

aktiviteye sahiptir ve ekspresyonları dokuya göre farklılık gostermektedir. Özellikle 

CYP3A4 genel olarak karaciğerde, CYP3A5 ekstrahepatik dokularda eksprese 

olurken, CYP3A7 genel olarak fetal karaciğerinde eksprese olmaktadır. CYP3A4 ve 

CYP3A7 PXR metabolizması ile regüle edilirken, CYP3A5 glukokortikoid reseptorü 

aracılığıyla kontrol edilmektedir (99). 

 

1.3.3.1. CYP3A ALT AİLELERİ 

CYP3A4 enzimi karaciğerdeki ilaç metabolize eden CYP’lerden en 

önemlisidir, hepatik CYP enzimleri % 30-40 oranında CYP3A4 içermektedir (35, 

89). Ayrıca, ince bağırsakta da eksprese edildiği tespit edilmiştir (46). CYP 

metabolizması ile metabolize olan ilaçların % 50’ sinin CYP3A4 aracılığıyla 

metabolize edildiği tahmin edilmektedir (2). Bu enzim için substratları arasında bazı 

ilaçlar da yer almaktadır; örneğin quinidin, nifedipin, diltiazem, lidokaine, lovastatin, 

eritromisin, siklosporin, triazolam, midazolam ve testosteron, progesteron, 

androstenedion gibi endojen kaynaklar bu ilaçlar arasındadır (71). Midazolam ve 

eritromisin CYP3A4 aktivitesi için in vivo koşullarda prob olarak kullanılmıştır (99). 

CYP3A4 ayrıca, aflatoksin B1 (1), PAHs, NNK (32) ve 6-aminokirisen (108) gibi 

prokarsinojenleri aktive etmektedir. CYP3A4 karaciğerde, in vivo olarak rifampisin 

ve barbituratları ile uyarılmaktadır (20, 73). CYP3A4’ün indüksiyonu genel olarak 

PXR (novel orphan receptor) ile sağlanmaktadır (52, 61). 
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CYP3A5 polimorfik olarak insan karaciğerinde eksprese olmaktadır (105) 

ancak akciğerde (45), kolonda (17), böbrekte (28, 87), özofagusta (51) da eksprese 

olduğunun belirlenmesi bu genin ekstrahepatik olarak ta eksprese edildiğini 

göstermektedir. Ayrıca hassas protein-mRNA ölçüm metodları ile yapılan deneyler, 

CYP3A5’in çalışılan her karaciğer örneğinde bulunduğunu göstermiştir (16, 39). İki 

CYP3A5 psödogeni bulunmaktadır (64).  

 

CYP3A4 ile CYP3A5 karşılaştırıldığında, hemen hemen aynı substrat 

gereksinimi göstermektedir ve turnover oranları farklıdır (1, 108). CYP3A5 

mRNA’sı insan primer hepatosit hücrelerinde rifampisin ve fenobarbital ile 

uyarılmaktadır (80). CYP3A7 genel olarak insan fetal karaciğerinde eksprese 

olmakla birlikte (43) ayrıca CYP3A7 mRNA’larının yetişkin karaciğerinde de 

ekspresyonu saptanmıştır (29, 88). CYP3A7 testosteron 6-hydroksilasyonu dahil 

olmak üzere diğer CYP3A enzimlerine benzer katalitik aktiviteye sahiptir (40, 41, 

42). CYP3A7 insan primer hepatosit hücrelerinde rifampicin ile uyarılmaktadır (27). 

Bu uyarılma PXR yolağı ile sağlanmaktadır (68). 
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BÖLÜM II 

 GEREÇ VE YÖNTEM 

2.1. KULLANILAN KİMYASAL MADDELER 

Etanol (Merk, Darmstadt, Germany) 

Trizma baz (Sigma, Steinheim, Germany) 

EDTA.H2O (AppliChem, Darmstadt, Germany) 

Agaroz (Basica LE, Prona, EU) 

Borik asit (Sigma, Steinheim, Germany) 

Etidyum bromür (Sigma, Steinheim, Germany) 

 

2.2. KULLANILAN CİHAZ VE ALETLER 

Mikropipet (Thermo, Halbrook NY, USA) 

Derin dondurucu – 86 °C (Nuaire, Minneapolis, USA) 

Derin dondurucu – 20 °C (Arçelik, İstanbul, Türkiye) 

Derin dondurucu   +4 °C  (Arçelik, İstanbul, Türkiye) 

İnkubatör (Lab-line, Iowa, USA)  

Quant-iT RNA ölçüm cihazı (Invitrogen, California, USA) 

Thermal cycler ısı bloğu (Techne, Minnesota, USA) 

Tissue Lyser doku homojenizatorü (Qiagen, Retsch, Haan, Germany) 

Tungsten bilye (Qiagen, Hilden, Germany) 

Elektroforez güç kaynağı (Thermo, Massachusetts, USA) 

UV Görüntüleme sistemi (Vilber Lourmat, Paris, France) 

Ultra Santrifuj (Hettich, Kirchlengern, Germany) 

Otoklav (Hirayama, Saitama, Japan ) 
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2.3. ARAŞTIRMA MATERYALİ 

 

Çalışmamızda araştırma materyali olarak insan mide dokusu kullanılmıştır. 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Gastroenteroloji Bölümü’ ne mide rahatsızlıkları 

nedeniyle başvuran yaş ortalaması 51±3 olan 14 kişiden endoskopi yöntemi ile 10-

100 mg mide biyopsi antrum doku örnekleri alınarak önceden hazırlanan 250 µL 

RNA Later TM(Takara-bio, Japan) solüsyonu içerisine aktarıldı. Çalışmada yer alan 

bireylerin yaş, cinsiyet ve tanı özellikleri Tablo 3’ te verilmiştir.  

 

Örneklerin hiçbirisinde intestinal metaplazi gözlenmedi. Kanser veya gastrit 

tanısı konulan biyopsi örnekleri, endoskopi işleminin hemen ardından sıvı azot 

tankına transfer edildi ve deneysel aşamalarda kullanılmak üzere  – 86°C’ de 

muhafaza edildi.  
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Tablo 3. Çalışmada yer alan bireylerin yaş, cinsiyet ve tanı özellikleri 
 

 

*K: kadın, E: erkek bireylere karşılık gelmektedir. 

 

 

 

 

 

Lab 
Kodu 

Yaş Cinsiyet
* 

Sigara Alkol Üreaz Bilinen Hastalık Tanı 

Z3 70 K - - - 
Non-Hodgkin 
Lenfoma 

Epitelyal tümör, 
adenokarsinom 

Z4 73 E - - - - 
Epitelyal tümör 
 

Z5 64 E + - - - 
Epitelyal tümör, 
adenokarsinom 

Z6 57 E + + - 

Karaciğer 
Metastazi 
GI Tümor 
(GIST) 

Epitelyal malign 
tümör,adenokarsinom 

Z10 38 K - - - - 
Epitelyal malign  
tümör 

Z11 50 E + + - - 
Epitelyal tümör 
 

Z12 63 E - - - - 
Epitelyal malign 
tümör 

Z19 44 E - - - Dispepsi 
Epitelyal malign 
tümör 

Z13 47 E + + - Hipertansiyon 
Kronik gastrit 
 

Z14 35 K - - - Dispepsi 
Atrofik gastrit 
 

Z15 43 K - - - 
Hipertansiyon-
Gastrit 

Eritematoz pangastrit 

Z16 23 K - - - 
Ailede mide 
kanseri 

Gastrit 
 

Z17 55 K - - + - 
Kronik gastrit 
 

Z18 56 K - - + Anemi 
Kronik gastrit 
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2.4. LABORATUVAR ÇALIŞMALARI 

2.4.1. RNA İZOLASYONU VE MİKTAR TAYİNİ 

 Deneysel işlemlere başlamadan önce çalışılacak alan ve pipetler uygun 

ajanlarla temizlenerek dezenfekte edildi. Deneyler sırasında 121°C 40 dakika 

süresince steril edilen materyaller kullanıldı. 

 

Mide dokularından RNA izolasyonu ‘Roche High Pure RNA İzolasyon Kiti’ 

kullanıldı (Mannheim, Germany). 250 µL RNA Later TM (Takara Bio, Japan) 

solüsyonu içerisindeki doku örneğine, örneğin son hacmine eşit olacak sekilde (350 

µL) liziz/bağlanma tamponu eklenip daha sonra Tissue Lyser (Qiagen, Retsch, Haan, 

Germany) cihazı yardımıyla homojenize edildi. Homojenizasyon işlemi için her bir 

doku örneğini içeren eppendorf tüplerine paslanmaz çelikten yapılmış olan tungsten 

bilyelerden (Qiagen, Hilden, Germany) 3 adet yerleştirildi. Homojenizasyon 

işleminden sonra üretici firmanın RNA izolasyonu için önerdiği işlem basamakları 

doğrultusunda RNA izolasyonu gerçekleştirildi. RNA izolasyonu için deneysel işlem 

basamakları şu şekilde hazırlandı; homojenizatı içeren ependorf tüpleri 13000 rpm’ 

de 2 dakika (dk) santrifüjlenerek süpernatant yeni steril tüplere transfer edildi. 

Süpernatant üzerine örnek hacmi ile eşit olacak miktarda %70’ lik etanol eklendi. 

Bütün karışım (700 µL) zaman geçirmeden filtre tüpüne transfer edildi ve 13000 

rpm’ de 30 saniye (sn) santrifüj edildi ve kolonda toplanan sıvı uzaklaştırıldı. Her bir 

örnek için 90 µL DNaz inkübasyon tamponu ve 10 µL DNaz I çalışma solusyonu 

eklendi. Oda sıcaklığında 15 dk inkübe edildi. Kolona 500 µL yıkama solusyonu I 

ilave edildi ve 10000  rpm’ de 30 sn santrifüj edildi ve kolonda toplanan sıvı 

uzaklaştırıldı. Kolona 500 µL yıkama solusyonu II ilave edildi ve 10000 rpm’ de 30 

sn santrifüj edildi ve kolonda toplanan sıvı uzaklaştırıldı. Kolona 300 µL yıkama 
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solusyonu II ilave edildi ve 13000 rpm’ de 2 dk santrifüj edildi ve kolonda toplanan 

sıvı uzaklaştırıldı. Kolon yeni, steril ependorf tüpüne transfer edildi ve üzerine 50 µL 

Elusyon Tamponu eklenerek 13000 rpm’ de 1 dk santrifüj edildi. Daha sonra 30 µL 

Elusyon tamponu eklenerek işlem tekrarlandı. Elusyon işlemi sonunda elde edilen 

RNA örnekleri bir sonraki deneysel aşamaya kadar –86°C’ de muhafaza edildi. RNA 

miktar tayini için mide antrum doku örnekleri öncelikle 250 µL RNA Later TM 

(Takara Bio, Japan) solüsyonu dahil olmak üzere toplam ortalama 200 mg olarak 

ölçüldü. Daha sonra RNA izolasyonu yapılarak elde edilen RNA miktarı Quant-iT 

(Invitrogen, California, USA) cihazıyla belirlendi. RNA miktarı 14 örnek için 

ortalama 430 ng/ml olarak ölçüldü. 20 µL PCR mixinde ortalama 4,3 ng RNA 

kullanıldı. 

 

2.4.2. CYP 450  PCR (POLIMERASE CHAIN REACTION)  AMPLİFİKASYONU 

2.4.2.1. cDNA SENTEZ BASAMAKLARI 

RNA örneklerinden cDNA sentezi ‘New England Biolabs cDNA Synthesis 

Kiti’ (New England Biolabs, Inc. Massachusetts USA) kullanılarak üretici firmanın 

önerdiği işlem basamağına uygun olacak şekilde gerçekleştirildi. Bu işlem 

basamağına göre; her örnek için 0.2 mL hacimli steril PCR tüplerine 9,5-10 µL 

RNA, 4 µL dNTP mixi, 2 µL oligodT primeri eklendi. Bu işemin ardından örnekler 

ilk olarak 70 °C’ de 5 dk inkübe edildi. Daha sonra her bir örnek için 2 µL 10xBuffer 

(New England Biolabs, Inc. USA) 1 µL RNase inhibitörü ve 1 µL Reverse 

Transcriptase (Ters Transkriptaz) enzimi eklenerek örnek hacmi dH2O ile 20 µL‘ye 

tamamlandı. Örnekler 42 °C’de 1 saat inkübe edildi ve ardından 95 °C’ de 5 dk 

inkübe edilerek cDNA sentezi tamamlandı. Elde edilen cDNA örnekleri deneysel 

işlem aşamalarına kadar -20 °C’ de muhafaza edildi. 



 19 

2.4.2.2. cDNA ÖRNEKLERİ İÇİN PCR REAKSİYONU 

 cDNA örneklerinin amplifikasyonu için Thermal Cycler ısı bloğu (Techne, 

Minnesota, USA) kullanıldı. Çalışmada kullanılan PCR işlem basamağına göre; 0.1 

µg cDNA, 1 unit Taq DNA polimeraz ve her bir primerden 20 pmol kullanılarak 

yürütüldü. Uygun genin amplifikasyonu için kullanılan PCR koşulları şu şekilde 

uygulandı;  94 oC’ de 2 dk ilk denatürasyon işleminden sonra 94 oC’ de 30 sn,  57 oC’ 

de 30 sn ve 72 oC’ de 45 sn’den oluşan döngünün 30 kez tekrarlanması ile 

amplifikasyon tamamlandı. CYP450 amplifikasyonu için kullanılan primer dizileri ve 

ürünlerin moleküler ağırlıkları Tablo 4’ te verilmiştir. 

 

Tablo 4. Spesifik CYP450 amlifikasyonu için kullanılan primer dizileri   
  

      cDNA örnekleri için kullanılan primer dizileri 
Moleküler 

ağırlık(bp) 

Referans 

 

CYP1A1F      TCC AGA GAC AAC AGG TAA AAC A 

CYP1A1R     AGG AAG GGC AGA GGA ATG TGA T 
371 80 

CYP1A2F      CTTTGACAAGAACAGTGTCCG 

CYP1A2R     AGTGTCCAGCTCCTTCTGGAT 
226 55 

 CYP2A6F     CCCTCATGAAGATCAGTGAGC 

CYP2A6R     GCGCTCCCCGTTGCTGAATA 
200 85 

CYP 2B6F     ATG GGG CAC TGA AAA AGA CTG A 

CYP 2B6R    AGA GGC GGG GAC ACT GAA TGA C 
283 80 

      CYP2CF        CCAGAGGTCACAGCTAAAGT    

      CYP2CR       CCTGCTGAGAAAGGCATGAA  
344 85 

CYP 2D6F    CTA AGG GAA CGA CAC TCA TCA C 

CYP 2D6R   CTC ACC AGG AAA GCA AAG ACA C 
289 80 

CYP 2E1F    AGCACAACTCTGAGATATGG                          

CYP 2E1R    ATAGTCACTGTACTTGAACT 
365 51 

      CYP3A5F      CCCAGTTGCTATTAGACTTGA  

      CYP3A5R     GGGGCACAGCTTTCTTGAAGACCA  
454 85 
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2.4.3. PCR AMPLİFİKASYON ÜRÜNLERİNİN AGAROZ JEL 

ELEKTROFOREZİ 

 Çalışmamızda PCR reaksiyon ürünleri % 1,5 konsantrasyonda agaroz jelde 

180 V.h. yürütülerek analiz edildi. Agaroz jel 0,5 X Tris Borat EDTA (TBE) (0.045 

M Tris-Borat, 0.001 M   EDTA) tamponu kullanılarak hazırlandı. Her bir örnek için 

25 µL PCR ürünü agaroz jele uygulandıktan sonra sonra Ethidium Bromid ile 

boyanarak (0.5 µg/mL) UV ışığı altında jel görüntüleme sistemi (Vilber Lourmat, 

Paris, France) yardımıyla görüntülenmiştir.  

 

2.4.4. REAL TIME (RT-PCR) PCR 

 Çalışmamızda Roche üretici firmasına ait LightCycler cihazı (Roche 

Diagnostics, Mannheim, Germany) ve ‘LightCycler FastStart DNA Master Syber 

Green I Kiti’ (Roche Applied Science, Indianapolis, IN) kullanıldı. Her primerden 

0,5 µm konsantrasyonda 1 µl kullanıldı. 3 µm konsantrasyonda 1,6 µl MgCl2, 2 µl 

master mix ve her örnekten 2 µl cDNA ve dH2O ile toplam reaksiyon 20 µl’ ye 

tamamlandı. Amplifike ürünlerin 530 nm’ de verdiği ışıma değerlerinin ölçülmesi 

yoluyla reaksiyon analizi ve amplifikasyonun reaksiyona sokulan primerlere özgü 

erime eğrisi analizi yapıldı. Genel RT-PCR bileşenleri ve genel PCR programı 

sırasıyla Tablo 5 ve Tablo 6’ da verilmiştir. 
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Tablo 5. Real Time PCR Bileşenleri 
 
 
 

PCR BİLEŞENLERİ MİKTAR (µl) 

PCR-grade dH2O 12.4  
F-primer (5 µM) 1  
R-primer (5 µM) 1  
MgCl2 (25 mM) 1.6  
LightCycler FastStart DNA Master  
SYBR Gren I (10X) 2  

DNA (1 µ/mL) 2  
 

 

 

 

Tablo 6. Genel PCR Programı 
 
 

 
 

Pre-inkubasyon 
(oC- s) 

 

 
Amplifikasyon 

(oC- s) 
 

 
 

Erime Eğrisi 
(Melting curve) Analizi 

(oC- s) 
 

 
Soğutma 
(oC- s) 

95oC’ de 10s 
 

95 oC’de 00 s   
 

   60 oC’ de 5s 
 

65 oC’de 15 s  
 95 oC’de 10dk 

 

72 oC’ de 15s 
 

95 oC’de 00 s   
 

(0,1oC/s slope) 
 

40 oC’ de 30 s 
 

 
 
 
 
 İzoformlar için kullanılan özgün amplifikasyon reaksiyon koşulları CYP1A1, 

CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, CYP2D6, CYP2E1, CYP3A5 için sırasıyla 

Tablo 7’de verilmiştir. 
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Tablo 7. İzoformlar için kullanılan özgün amplifikasyon reaksiyon koşulları. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 

 

 

GENLER 

 
AMPLİFİKASYON 

KOŞULLARI 
(oC- s) 

REAKSİYON 
DÖNGÜ SAYISI 

CYP1A1 
95°C 10 sn 
57°C 5 sn 

72°C 15 sn 

40 
 

CYP1A2 
95°C 10 sn 
57°C 5 sn 
72°C 9 sn 

40 

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

40 

 
 

CYP2B6 

95°C 10 sn 
60°C 5 sn 

72°C 12 sn 
35 

CYP2C 
95°C 10 sn 
55°C 5 sn 

72°C 14 sn 
40 

CYP2D6 

95°C 10 sn 
60°C 5 sn 

72°C 12 sn 
45 

CYP2E1 

95°C 10 sn 
49°C 5 sn 

72°C 15 sn 
30 

CYP3A5 

95°C 10 sn 
60°C 5 sn 

72°C 12 sn 
40 
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BÖLÜM III 

3.1. BULGULAR 

 Çalışmamızın esas metodolojisini RT-PCR oluşturmakla beraber RNA 

izolasyonu yapılan örneklerin güvenirlilik testleri konvansiyonel PCR ile 

gerçekleştirilmiştir. Bu in vitro koşullarda hedef DNA molekülünün enzimatik olarak 

çoğaltılmasını sağlayan oldukça hassas bir yöntemdir. Amplifikasyon sonucu elde 

edilen DNA bandları agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiştir. Test işlemleri için 

pozitif kontrol primeri olarak β-Globin geni kullanılmıştır. Bu primer kullanılarak 

gerçekleştirdiğimiz PCR sonuçları 12 adet örnek için Şekil 2’ de verilmiştir. 

 

 

Şekil 2. β-Globin primeri ile PCR amplifikasyonu.  

 

 Bu işlemi takiben RT-PCR öncesi yöntem bölümünde belirtilen primerler 

kullanılarak amaçlanan CYP izoformlarının amplifikasyonu gerçekleştirilmiştir. Bu 

amaçla belirli örneklere uyguladığımız CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, 

CYP2D6, CYP2E1  amplifikasyonları sırasıyla Şekil 3, 4, 5, 6, 7, 8’ de gösterilmiştir. 

100bp      1        2       3         4         5        6        7        8         9      10      11      12   

200bp 

300bp 
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Şekil 3. CYP1A1 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 
 

 
 

Şekil 4. CYP1A2 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 
 
 
 

 
 
Şekil 5. CYP2A6 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 

100bp    1         2        3        4          5       6     

300bp 

500bp 

200bp 

300bp 

500bp 

1000bp 

   1        2        3        4        5       6    100bp  

100bp 1      2     3      4     5      6      7     8     9 
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Şekil 6. CYP2B6 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 
 

 
 
Şekil 7. CYP2D6 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 
                                  

 
 

Sekil 8. CYP2E1 primeri ile PCR amplifikasyonu 
 

100bp    1        2        3        4         5        6            

300bp 

500bp 

200bp 

500bp 

100bp    1        2        3        4        5       6    100bp       

  100bp          1            2          3           4          

300bp 

500bp 
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 Yukarda sözü edilen konvansiyonel PCR deneyleri sonucunda 

amplifikasyonları gösterilen bu CYP izoformları için real time PCR reaksiyonları 

yapılmıştır. Bu süreçte çalışılan CYP1A1, CYP1A2, CYP2A6, CYP2B6, CYP2C, 

CYP2D6, CYP2E1, CYP3A5 için reaksiyon amplifikasyon eğrisi ve erime eğrisi 

analizi sırasıyla Şekil 9, 10, 11, 12, 13, 14, 15 ve 16’ da gösterilmektedir.  

 

 
 
a)  
 

 
b) 
 
Şekil 9. CYP1A1 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. (Şekilde 
gösterilen iki pozitif örnek, mavi ve yeşil renklerle gösterilmektedir. Kırmızı renkte 
gösterilen örnek negatif kontroldür). 
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a) 
 
 

 
 
b) 
 
 
Şekil 10. CYP1A2 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen iki pozitif örnek, pembe ve turuncu renklerle gösterilmektedir. 
Kırmızı renkte gösterilen örnek negatif kontroldür). 
 
 
 
 
 
 
 



 28 

 
 
a) 
 

 
 
b) 
 
Şekil 11. CYP2A6 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen iki pozitif örnek, mavi ve yeşil renklerle gösterilmektedir. 
Kırmızı renkte gösterilen örnek negatif kontroldür). 
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a) 
 
 

 
 
b) 
 
 
Şekil 12. CYP2B6 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen üç pozitif örnek, mavi, kırmızı ve yeşil renklerle gösterilmektedir. 
Siyah renkte gösterilen örnek negatif kontroldür; negatif kontrolde pik gözlenmesi 
primer dimerleri oluştuğunu göstermektedir). 
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a) 
 
 

 
 
 
b) 
 
 
Şekil 13. CYP2C için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. (Şekilde 
gösterilen iki pozitif örnek, mavi ve yeşil renklerle gösterilmektedir. Kırmızı renkte 
gösterilen örnek negatif kontroldür). 
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a) 
 

 
 
b) 
 
 
Şekil 14. CYP2D6 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen üç pozitif örnek, mavi, kırmızı ve yeşil renklerle gösterilmektedir. 
Siyah renkte gösterilen örnek negatif kontroldür). 
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a) 
 
 

 

 
 
b) 
 
 
Şekil 15. CYP2E1 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen iki pozitif örnek, mavi ve yeşil renklerle gösterilmektedir. 
Kırmızı renkte gösterilen örnek negatif kontroldür). 
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a) 
 

 
 
 
b) 
 
Şekil 16. CYP3A5 için amplifikasyon eğrisi (a) ve erime eğrisi (b) analizleri. 
(Şekilde gösterilen bir pozitif örnek yeşil ve bir negatif örnek siyah renklerle 
gösterilmektedir. Kırmızı renkte gösterilen örnek negatif kontroldür). 
 

 CYP2A6 için kantitasyon değerleri DNA örnekleriyle 10 katlı sulandırmalar 

yapılarak (1): 100, (2):10-2 , (3): 10-1, (4): 10-3, (5): Negatif kontrol olmak üzere farklı 

konsantrasyonlarda hazırlandı. Daha sonra her bir örnek CYP2A6 primerleri ile daha 

önceden optimize edilen PCR prokolü kullanılarak çoğaltıldı. CYP2A6 için 

kantitasyon değerleri grafiği şekil 17’ de verilmiştir. Genel olarak tüm izoformların 

ekspresyonu Tablo 8’ de gösterilmektedir. 
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Şekil 17. CYP2A6 için kantitasyon grafiği. Grafikte dilüsyon oranı arttıkça fluorasan 
değeri azalmaktadır. 
 
 
 

               Tablo 8. CYP450 izoformlarının midede mRNA düzeyinde ekspresyonu.  
 
 

 
 

 

CYP450 İZOFORMLARININ EKSPRESYONU 
 

 
 

HASTALIK 
DURUMU 

 

ÖRNEKLER 
 

CYP2A6 

 

CYP2B6 

 

CYP2D6 

 

CYP3A5 

 

CYP1A1 

 

CYP1A2 

 

CYP2C 

 

CYP2E1 

 
Z3 

- + + + + + + - 

 
Z4 

- + + + + + + - 

 
Z5 

- + + + + - + + 

 
Z6 

- - + + + + + - 

 
Z10 

+ + + + + + + + 

 
Z11 

+ + + + + + + - 

 
Z12 

- + + + + + + - 

KANSER 

 
Z19 

- + + + + + + + 

 
Z13 

- - + - + + + - 

 
Z14 

- - + - + + + - 

 
Z15 

+ - + + + + + + 

 
Z16 

+ + + + + + + + 

 
Z17 

+ + + + + + + + 

NORMAL 

 
Z18 

+ + + + + + + - 
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3.1.1. CYP450 İZOFORMLARININ EKSPRESYONUNA BAĞLI OLARAK GEN 

FREKANS TABLOLARI 

 Mide doku örneklerinde CYP450 izoformlarının ekspresyonuna dayalı 

istatistiksel analizler Fischer Exact Chi-Square testi kullanılarak yapılmıştır. Gen 

ekspresyonu frekans ölçümlerinin sonuçları tablo 9’ da gösterilmektedir. 

 

Tablo 9. Eksprese olan CYP izoformlarının frekans tablosu 
 
 

CYP izoformları 
CYP isoformlarının frekans 

yüzdesi (%) 

CYP1A1  100 

CYP1A2 92,9 

CYP2A6 42,9 

CYP2B6 71,4 

CYP2C 100 

CYP2D6 100 

CYP2E1 42,9 

CYP3A5 85,7 
 
 
 

3.1.2. CİNSİYETE BAĞLI OLARAK CYP450 İZOFORMLARININ 
EKSPRESYONU 
 

 CYP1A1, CYP2C, CYP2D6  tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz 

edilemedi. CYP1A2, CYP2B6, CYP3A5 için p=1.00 değerini alarak cinsiyet bu 

genlerin ekspresyonunda anlamlı bir farklılık göstermemektedir. CYP2E1 p=0.286 

değerini alarak anlamlı bir değer göstermemektedir. CYP2A6 ise p=0.029 değeri ile 

kadınlarda daha fazla eksprese olmaktadır. Tablo 10. CYP izoformlarının cinsiyete 

bağlı istatistik değerlerini göstermektedir. 
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Ekspresyon yüzdesi (%) 

 CYP izoformları 

Kadın Erkek 

p değerleri 

CYP1A1 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 -* 

CYP2E1 66,7 28,6 0.286 

CYP3A5 83,3 85,7 1.00 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 
 

 

3.1.3. SİGARA İÇME ALIŞKANLIĞININ CYP450 İZOFROMLARININ 

EKSPRESYONU ÜZERİNE ETKİSİ 

 

 CYP2A6, CYP2B6, CYP1A2, CYP2E1 genleri için p değerleri baz alındığında 

anlamlı farklılık bulunamadı. CYP2A6 p=0.559,  CYP2B6 p=0.530,  CYP1A2 

p=0.308, CYP2E1 p=0.559, CYP3A5 p=1.00. CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 genleri ise 

tümü eksprese olduğu için analiz edilmemektedirler. Tablo 11. CYP izoformlarının 

cinsiyete bağlı istatistik değerlerini göstermektedir. 
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Tablo 11. CYP izoformlarının sigaraya bağlı istatistik değerleri  
 

 
Kullanım durumuna bağlı 
ekspresyon yüzdesi (%) 

 

CYP 

izoformları 

Kullanıyor Kullanmıyor 

p değerleri 

CYP1A1 100 100 -* 

CYP1A2 75 100 0,308 

CYP2A6 25 55,6 0,559 

CYP2B6 50 77,8 0,530 

CYP2C 100 100 -* 

CYP2D6 100 100 -* 

CYP2E1 25 55,6 0,559 

CYP3A5 75 88,9 1,00 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 
 
 

 
3.1.4. ALKOL ALIŞKANLIĞININ CYP450 İZOFROMLARININ 

EKSPRESYONU ÜZERİNE ETKİSİ 

 CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 genleri örneklerin hepsinde eksprese olduğu için 

analiz edilemediler. CYP1A2 ve CYP2A6 (p=1.00), CYP2B6 (p=0.203), 

CYP3A5(p=0.423), CYP2E1 (p=0.192) genleri için p değerleri baz alındığında 

anlamlı farklılık bulunamadı. Tablo 12. de CYP izoformlarının alkole bağlı istatistik 

değerlerini göstermektedir 
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Tablo 12. CYP izoformlarının alkole bağlı istatistik değerleri 

 
Kullanım durumuna bağlı 
ekspresyon yüzdesi (%) 

 

CYP 

izoformları 

Kullanıyor Kullanmıyor 

p değerleri 

CYP1A1 100 100 -* 

CYP1A2 100 90 0,308 

CYP2A6 33,3 50 0,559 

CYP2B6 33,3 80 0,530 

CYP2C 100 100 -* 

CYP2D6 100 100 -* 

CYP2E1 60 0 0,559 

CYP3A5 75 88,9 1,00 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 
 

 

 

3.1.5. ÜREAZ VARLIĞININ CYP450 İZOFROMLARININ EKSPRESYONU 
ÜZERİNE ETKİSİ 
 

 

CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 genleri ise tümü eksprese olduğu için analiz 

edilemediler. CYP2A6 (p=0.192), CYP3A5,  CYP1A2, CYP2E1 ve CYP2B6 (p=1.00) 

genleri için p değerleri baz alındığında anlamlı farklılık bulunamadı. Tablo 13. de 

CYP izoformlarının üreaza bağlı istatistik değerlerini göstermektedir. 
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Tablo 13. CYP izoformlarının üreaza bağlı istatistik değerleri 
 
 

 
Üreaz aktivitesi durumuna 

bağlı ekspresyon yüzdesi (%) 
 

CYP 

izoformları 

Var Yok 

p değerleri 

CYP1A1 100 100 -* 

CYP1A2 100 90.9 1.00 

CYP2A6 100 36.4 0.192 

CYP2B6 100 63.6 1.00 

CYP2C 100 100 -* 

CYP2D6 100 100 -* 

CYP2E1 50 45.5 1.00 

CYP3A5 100 81.8 1.00 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 

 
 

3.1.6. YAŞIN CYP450 İZOFORMLARININ EKSPRESYONU ÜZERİNE ETKİSİ 
 

Tüm olguların yaş ortalaması 51±3’tür. Mide kanseri tanısı koyulan olguların 

yaş ortalaması 57±3, normal oldukları belirlenen olguların yas ortalamasının ise 

43±2’dir. Mide kanseri olan olguların yaş ortalaması normal (hasta olmayan) 

olgularınkinden daha yüksek olduğu gözlendi. CYP1A2 (p=0.295), CYP2A6 

(p=0.170), CYP2B6 (p=0.464), CYP2E1 (p=0.199), CYP3A5 (p=0.336) değerini 

almakla beraber CYP1A1, CYP2C, CYP2D6 genleri tümü eksprese olduğu için analiz 

edilemediler. Tablo 14. te CYP izoformlarının yaşa bağlı istatistik değerlerini 

göstermektedir. 
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Tablo 14. CYP izoformlarının yaşa bağlı istatistik değerleri 
 

 
Yaş Ortalaması 

 
CYP 

izoformları Eksprese 
olanların yaş 

ortalaması 

Eksprese 
olmayanların 
yaş ortalaması 

p değerleri 

CYP1A1 51 - -* 

CYP1A2 48 64 0.295 

CYP2A6 44 54 0.170 

CYP2B6 51 45 0.464 

CYP2C 51 - -* 

CYP2D6 51 - -* 

CYP2E1 45 54 0.199 

CYP3A5 51 41 0.336 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 
 

3.1.7. MİDE KANSERİNİN CYP450 İZOFORMLARININ EKSPRESYONU 
ÜZERİNE ETKİSİ 
 
 

Mide kanseri ile CYP450 izoformlarının ekspresyonları karşılaştırıldığında; 

mide kanseri olgusu ile çalışılan izoformların ekspresyonu arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık belirlenemedi. CYP2A6 (p=0.277), CYP2B6 (p=0.245) ve 

CYP3A5 (p=0.165) genleri ekspresyonunda anlamlı farklılık bulunmayıp, CYP1A1, 

CYP2C ve CYP2D6 çalışılan bütün olgularda eksprese oldu. CYP1A2 ve CYP2E1 

için (p=1.00) anlamlı bir farklılık bulunamadı. Tablo 15. de CYP izoformlarının 

mide kanserine bağlı istatistik değerlerini göstermektedir. 
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Tablo 15. CYP izoformlarının kansere bağlı istatistik değerleri 
 

 
Ekspresyon durumu (%) 

 
CYP 

izoformları 
Kanser 

olanların  
Kanser 

olmayanların  

p değerleri 

CYP1A1 100 100 -* 

CYP1A2 87,5 100 1.00 

CYP2A6 25 66,7 0.277 

CYP2B6 87,5 50 0.245 

CYP2C 100 100 -* 

CYP2D6 100 100 -* 

CYP2E1 37,5 50 1.00 

CYP3A5 100 66,7 0.165 

 
* Bu izoformlar tüm örneklerde eksprese olduğu için analiz yapılamamıştır. 
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BÖLÜM IV 

 

4.1 TARTIŞMA  

Mide epitelyum dokusunun absorbe etme özelliğinden çok sekresyonunun 

fazla oluşu ve CYP’ lerin diğer dokulara nispeten daha az eksprese oluşları nedeniyle 

midede CYP450 gen ekspresyonu ile ilgili çalışmalar, elde edilen bulguları 

tanımlamada ve bu genlerin fonksiyonlarının belirlenmesinde güçlük çıkarmaktadır. 

Bu izoformlar genellikle karaciğerde eksprese olmaktadırlar. Fakat bazı izoformlar 

ekstrahepatik olarak ta eksprese olmaktadırlar. Örneğin CYP3A5 polimorfik olarak 

insan karaciğerinde eksprese olmaktadır (105) ancak akciğerde (45), kolonda (17), 

böbrekte (28, 87), özofagusta (51) da eksprese olduğunun belirlenmesi bu genin 

ekstrahepatik olarak ta eksprese edildiğini göstermektedir.  

 

Çalışmamızda araştırma materyali olarak insan mide dokusu kullanılmıştır. 

Ege Üniversitesi Tıp Fakültesi Gastroenteroloji Bölümü’ ne mide rahatsızlıkları 

nedeniyle başvuran 14 kişiden endoskopi yöntemi ile 10-100 mg mide biyopsi 

antrum doku örnekleri alınmıştır. Mide doku örneği alınmasının güçlükleri göz 

önüne alındığında çalışmamızın istatistiksel bir amaç taşımaması sebebiyle 14 örnek 

çalışılması genel olarak mide antrum dokusunda CYP ekspresyon profilini çıkarma 

hedefine uygun yeterli bir sayıdır. Tablo 3’ de listesi verilen örnekler analiz 

edildiğinde malign ve normal doku örneklerinin alındığı bireylerin eş sayıda cinsiyet 

dağılımı gösterdikleri ve yaş ortalamalarının birbirleri ile karşılaştırılabilir durumda 

oldukları görülmektedir.  
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Çalışmamızda dikkat ettiğimiz bir farklı unsur intestineal metaplazi 

örneklerine yer vermeyişimizdir. İntestinal metaplazi, midede gastrik mukozanın 

ince bağırsak öncülü bir epitelyum ile yer değişiminden kaynaklanan kanser 

oluşumunda etkili bir lezyon bölgesidir. Bu bölgelerin etkinliğinin oldukça fazla 

oluşu yüzünden mide antrum bölgesi bağımsız olarak çalışılmıştır. Mide 

örneklerinde intestinal metaplazi olmadığına dair bilgilerin edinimi ve kanser, gastrit 

teşhisleri, Ege Üniversitesi Gastroentoloji Bölümü’ nde yapılan muayene ve patoloji 

raporlarına dayanılarak yapılmıştır. 

 

Çalışmamız temel olarak PCR kullanılarak yapılmıştır. Bu metod in vitro 

koşullarda hedef DNA molekülünün enzimatik olarak çoğaltılması (amplifikasyon) 

esasına dayanan bir yöntemdir. Temel olarak DNA’ nın iki zincirinin yüksek ısı ile 

birbirinden ayrılması (denatürasyon), primerlerin hedef DNA' ya bağlanması 

(hibridizasyon), DNA bağımlı DNA polimeraz enzimi aracılığıyla zincirlerin 

uzaması (polimerizasyon) ve bu döngülerin belirli sayıda tekrarlanması ana 

basamaklarından oluşur. Bu üç adım (denatürasyon / primer bağlanması / DNA 

sentezi) bir PCR döngüsünü oluşturur. PCR teknolojisi için; DNA örneği, genellikle 

genomik DNA, çoğaltılacak olan bölgedeki her iki ipliğe bağlanan bir çift primer, 

deoksinukleotidtrifosfatlar (dNTP'ler: dA,dT,dC,dG), ısıya dayanıklı Taq Polimeraz 

enzimi, uygun pH ve iyon koşullarını (Mg+2) sağlayan tampon karışımı gereklidir. 

Yöntemin temeli, çoğaltılmak istenen bölgenin iki ucuna özgü, bu bölgedeki baz 

dizilerine komplementer bir çift primer kullanılarak istenen genin enzimatik olarak 

çoğaltılmasına dayanır.  
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Örneklerden izole ettiğimiz RNA ve cDNA ların güvenirliği PCR ile test 

edilerek reaksiyon ürünleri agaroz jel elektroforezi ile belirlenmiştir. Agaroz jel 

elektroforezi fragmante edilmiş DNA moleküllerinin ayrıştırılmasında, 

tanımlanmasında ve saflaştırılmasında yaygın olarak kullanılan yöntemlerden 

birisidir. Bu metodların ilkesi; yapısındaki fosfat nedeniyle negatif yüklere sahip olan 

DNA moleküllerinin elektriksel alanda pozitif elektroda doğru hareket etmesidir. Bu 

işlemde; jel porlarının sıklığı ve DNA büyüklüğüne bağlı olarak DNA molekülleri, 

hızlı veya yavaş hareket ederler ve jel boyunca farklı bölgelerde yoğunlaşırlar. 

Yöntem basit olması, kısa zamanda yapılabilmesi ve yoğunluk gradienti gibi diğer 

yöntemlerlerden farkli olarak fragmanların analizine olanak sağlaması bakımından 

biyoteknolojide sıklıkla kullanılmaktadır. Bu yöntem kullanılarak, 1-10 ng kadar az 

DNA fragmanları bile floresan interkalasyon özelliği gösteren EtdBr ile boyanarak 

UV ışığı altında görüntülenebilmektedir.  

 

Çalışmamızda her örnek için ortalama 4,3/10 µl ng RNA kullanılarak revers 

transkriptaz PCR ile cDNA sentezi yapılmıştır. Kullandığımız RNA miktarı ve örnek 

sayısı Thörn ve arkadaşları tarfından yapılan çalışmayla benzer miktarda ve sayıdadır 

(100). RNA izolasyonu yapılan örneklerin güvenirlik testleri konvansiyonel PCR ile 

gerçekleştirilmiştir. Elde edilen cDNA’ larla konvansiyonel PCR ve ardından daha 

hassas ölçümler almak ve çalışmamızın güvenilirliğini artırmak için real time PCR 

yardımıyla spesifik primerlerle çalışılarak doku spesifik gen ekspresyonu 

gözlenmiştir. Kullandığımız primerler, daha önce insan dokularında CYP primerleri  

çalışılan ve pozitif sonuçlar alınan makalelerden derlenmiştir. Amplifikasyon sonucu 

elde edilen DNA bandları agaroz jel elektroforezi ile görüntülenmiştir. Ancak 

örneğin Şekil 3’ te DNA bandlarının farklı yoğunluklarda oldukları da 
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gözlenmektedir. Bu farklılık RT-PCR’ dan farklı olarak konvansiyonel PCR’ ın 

kantitatif esasa dayanmamasından kaynaklanmaktadır. Şekil 3’ te 12 örnek için 

verilen sonuçlar göz önüne alındığında uygulanan örneklerin tamamının, molekül 

ağırlığı 286 bp olan pozitif kontrol olarak kullandığımız β-Globin primeri ile PCR 

amplifikasyonu yapılan molekülün standart DNA bandlarına ya kıyasla, beklenen 

bölgelerde yoğunlaştığı görülmektedir. Konvansiyonel PCR deneyleri sonucunda 

amplifikasyonları gösterilen CYP izoformları için RT-PCR reaksiyonları yapılmıştır.  

 

Sonuçlara göre yapılan kalitatif ve kantitatif çalışmalar birbirini 

desteklemiştir. Real Time PCR, hücre ve dokulardan çok az miktarda mRNA’nın 

ölçümüne olanak verdiği için kullanılan en hassas yöntemdir. Real Time-PCR, 

örneklerin amplifikasyonlarının reaksiyonla eş zamanlı olarak verdikleri piklerin 

ışıma ölçümlerine dayanarak yapılmaktadır. Örnekler Syber-Green gibi floresan 

boyalarla boyanarak reaksiyon pikleri hassas bir ölçümle belirlenmektedir. Küçük 

RNA varyasyonlarının amplifikasyonları, ürün bazında ciddi farklılıklara yol açtığı 

için elde edilen ürün ve template miktarı arasındaki ilişki orantılı görülmemekte ve 

reaksiyonu standardize etme ihtiyacı doğmaktadır. Bunun için internal kontrol ve gen 

spesifik primerler kullanılmaktadır. Kalitatif PCR’da bu; her örnek için gen spesifik 

primerin internal kontrole oranı ile belirlenir. İnternal kontrol olarak yine β-Globin 

kullanılmıştır.  

 

Çalışmamızda daha iyi reaksiyon koşulları sağlamak için RT-PCR 

aşamasında genellikle 60 ºC annealing/bağlanma sıcaklığı uygulandı. Her primer için 

ayrı işlem basmakları oluşturuldu. Primerlerin annealing basamığında Tm sıcaklıkları 

göz önünde bulundurulmuştur. Tm sıcaklığı, çift iplikli DNA/ tek iplikli DNA 
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oranının birbirine eşit olduğu sıcaklıktır. Bu sıcaklık pozitif kontrol olarak 

kullanılarak diğer Tm dereceleriyle karşılaştırılıp optimizasyon sağlanır. Tm sıcaklığı 

aynı zamanda ürünün istenen büyüklükte olup olmadığını da anlamımıza yardım 

etmiştir. Eğer amplifikasyon süresince tek bir ürün oluşmuşsa pikler sadece bir erime 

sıcaklığında oluşacaktır. Eğer farklı büyüklükte ürünler oluşmuşsa Tm dereceleri 

farklı pikler gözlenecektir.  

 

Çalışmamızda erime eğrileri grafikleri her bir primer için çalışılmış ve 

optimizasyonu sağlanmıştır. Primer konsantrasyonu 0,5 mM olup MgCl2 her tüp için 

3mM olarak kullanılmıştır. Spesifik primerlerle amplifike olan DNA ürünleri primer 

dimerlerinden daha yüksek sıcaklıklarda erime eğrisi verirler. Dolayısıyla primer 

dimerleri oluşumuna bağlı non-spesifik pikler gözlenmesi halinde hem annealing 

sıcaklığı hem de ekstensiyon süresi yükseltildi. Ekstensiyon süresi primer moleküler 

ağırlığı/25 formülü ile belirlendi. Primer dimeri oluşması durumunda bu süre 

uzatıldı. PCR döngülerinin sayısı (40-44)  primer spesifikliğine göre belirlendi. RT-

PCR süresince 530 nm dalga boyunda ürün oluşumuna bağlı pikleri gösteren floresan 

boya yardımı ile  ışımalar grafikler halinde kaydedildi. 

 

CYP izoformlarının ekspresyon sonuçlarına dayanarak yapılan Fischer Exact 

Chi-Square testine göre cinsiyet, sigara, yaş, alkol, üreaz ve kanser olmak üzere altı 

ayrı kategoriye göre istatistik analiz yapıldı. Gen ekspresyonu frekans ölçümlerine 

göre sırasıyla; CYP2A6(42,9%), CYP2B6(71,4%), CYP2D6(100%), 

CYP1A1(100%), CYP1A2(92,9%), CYP3A5(85,7%), CYP2C(100%), 

CYP2E1(42,9%) oranında eksprese oldukları gözlendi. Yaş ile CYP450 

izoformlarının ekspresyonları karşılaştırıldığında istatistiksel olarak anlamlı farklılık 
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bulunamadı. Mide kanseri olan olguların yaş ortalaması normal (hasta olmayan) 

olgularınkinden daha yüksek olduğu gözlendi.  

 

Mide kanseri ile CYP450 izoformlarının ekspresyonları karşılaştırıldığında; 

mide kanseri olgusu ile çalışılan izoformların ekspresyonu arasında istatistiksel 

olarak anlamlı bir farklılık belirlenemedi. CYP2A6, CYP2B6 ve CYP3A5 genleri 

ekspresyonunda olgu sayısı az olduğu nedeniyle anlamlı farklılık bulunmayıp 

CYP2D6, CYP1A1 ve CYP2C çalışılan bütün olgularda eksprese oldu. CYP2A6’nın 

ekpresyonunun kadınlarda daha fazla olduğu, diğer izoformların ekspresyonu ile 

cinsiyet arasında anlamlı farklılık olmadığı belirlendi. Üreaz, sigara ve alkol 

alışkanlığına bağlı CYP450 izoformlarının ekspresyonları karşılaştırıldığında; sigara, 

üreaz ve alkol alışkanlığının çalışılan izoformların ekspresyonu üzerine anlamlı etkisi 

olmadığı belirlendi.  
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BÖLÜM V 

 

SONUÇ VE ÖNERİLER 

 

 Çalışmamızda mide dokusunda CYP450 enzimlerinin izoformlarının mRNA 

düzeyinde ekspresyonu araştırılarak belirlenmiştir. Elde ettiğimiz sonuçlara göre 

mide kanseri olan olguların yaş ortalaması normal (hasta olmayan) olgularınkinden 

daha yüksek olduğu gözlendi ve cinsiyete bağlı olarak CYP450 izoformlarının 

ekspresyonu değerlendirildiğinde sadece CYP2A6’nın ekpresyonunun kadınlarda 

daha fazla olduğu belirlendi. Çalışılan örnek sayısının azlığı yanı sıra CYP -1A1, -2C 

ve -2D6’ nın tüm örneklerde eksprese olması sebebiyle bu izoformların kontrol 

grubu elde edilememektedir. CYP’ lerin insan mide dokusundaki potansiyel endojen 

ve eksojen metabolizmasını açıklayabilmek için mRNA düzeyinde ekspresyonları 

belirlendi. Bu çalışmanın devamında post-translasyonel olarak regülasyonları; 

proteinlerin translasyon oranı, yarı ömürleri, polimorfizmleri ve ilaç etkileşimleri 

araştırılarak daha ileri seviyede bilgilere ulaşılabilecektir. 
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ÖZET 

 

MİDE ANTRUM MUKOZA ÖRNEKLERİNDE SİTOKROM P450 GEN 

EKSPRESYONUNUN mRNA DÜZEYİNDE BELİRLENMESİ 

 

Sitokrom CYP450 enzimleri, yapısında demir grubu içeren ilaçlar ve bir çok 

karsinojen maddeler dahil, geniş bir aralığa ait zenobiyotik metabolizmasında görev 

alan bir enzim süper ailesidir. CYP enzimlerinin aile ve alt aileleri aminoasit dizilimi 

yönünden benzerliklerine göre değerlendirilmektedirler. Son yıllarda CYP’ lerin 

kanserle ilişkisi hakkında çok sayıda araştırma yapılmıştır. Bu enzimlere ait genler 

genellikle karaciğerde eksprese olmaktadır. Ekspresyonları ise genellikle doku 

spesifikliği göstermektedir. 20 CYP enzimi insan dokularında tanımlanmakla birlikte 

mide dokusunda CYP ekspresyonu çalışması yeterli sayıda yapılmamıştır. Bu 

enzimlerin gastrointestinal sistemdeki ekspresyonuna bağlı endojen ve zenobiyotik 

enzim metabolizmasını daha iyi anlayabilmek için revers transkriptaz RT-PCR 

yöntemi ile mide dokusunda mRNA  ekspresyonunu  inceledik. Kullandığımız 

spesifik primerler yardımı ile CYP -1A1, -1A2, -2B6, -2C, -2D6, -2E1, ve -3A5’ in 

doku spesifik mRNA ekspresyonunu araştırdık. Doku spesifik CYP ekspresyonunun 

incelenmesi ile bir çok kimyasal karsinojenin doku spesifikliği ve ayrıca ilgili 

terapötik ajanların vücudu zenobiyotiklere karşı potansiyel koruma görevinin etkileri 

daha iyi açıklanabilecektir.  

 

Anahtar kelimeler : Sitokrom P450, Mide dokusu, ilaç 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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