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OZET

HEPATOSELLULER KANSER GELISIMINDE SITOKROM P450 1A1,
HEPATIT B X VE NUKLEAR FAKTOR KAPPA B ETKILESIMLERININ
ROLU

Bu calismada, Hepatit B X (HBX), Sitokrom P450 1A1 (CYP1A1) ve Niiklear
Faktor kappa B (NF-£B) proteinlerinin Hepatit B Viriis aracili insan karaciger kanser
hiicre hattinda (HepG2) protein-protein etkilesim potansiyelinin molekiiler
yaklagimlar ile aydmlatilmast amaclanmistir. Bu amagla HepG2 hiicrelerine
CYP1A1 ve NF-kB (ReLA) genlerinin gecici transfeksiyonu yapilmistir.
Transfeksiyondan sonra HBX, CYP1A1l ve ReLA genlerinin HepG2 hiicrelerinde
mRNA diizeyinde ifadelerinin saptanmasi Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile belirlenmistir ve CYP1Al aktivitesi tayin
edilmistir. CYP1A1 ve ReLA genlerinin hiicre yagamu lizerine etkileri arastirilmistir.
CYP1A1 geninin protein diizeyinde ifadesi Westren Blot yontemi ile saptanmustir.
CYP1A1, HBX proteinlerinin protein-protein etkilesimleri immiin Céktiirme analizi
ile tayin edilmistir. Deneyler sonucunda HepG2 hiicrelerine aktarilan CYP1Al ve
ReLA genlerinin transfeksiyon verimliliginin %20-%40 oldugu tespit edilmistir.
CYP1A1l ve ReLA genlerinin mRNA diizeyinde ifadelerinin ve CYP1Al enzim
aktivitesinin oldugu belirlenmistir. CYP1A1 ve ReL A genlerinin HepG2 hiicrelerine
toksik etki gostermedigi saptanmistir. Yapilan Western Blot calismalarinda
CYP1Al’in protein diizeyinde ifadesinin insan karaciger kanser hiicrelerinde az
miktarda oldugu belirlenmistir. Immiin ¢oktiirme calismas1 HepG2 hiicrelerinde
CYPI1A1 ve HBX’in protein-protein etkilesimlerinin olmadigini gostermistir.

Sonug olarak, HBX geni aktarilmis insan karaciger kanser hiicresinde HBX geni ile
CYP1A1 geninin protein diizeyinde protein-protein etkilesimlerinin olmadig: tespit
edilmistir. Bu durumun da, HBV mekanizmasinda CYP1Al geninin rol
oynamadigmni diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler karsinom, Hepatit B X protein, Sitokrom P450
1A1, Niiklear Faktor Kappa B



SUMMARY

THE ROLE OF INTERACTIONS OF CYP1A1, NF-xB AND HEPATITIS BX
IN THE DEVELOPMENT OF HEPATOCELLULAR CARCINOMA

In this study, the potential interactions among Hepatitis BX (HBX), Cytochrome
P450 1A1 (CYPIAL1) and Nuclear Factor Kappa B (NF-kB) proteins in Hepatitis B
virus mediated human liver cancer cell line (HepG2) were studied using molecular
approaches. For this purpose, CYP1A1 and NF-kB (RelA) genes were transiently
transfected into HepG2 cells. After transfection, HBX, CYP1Al and RelA levels
were detected by measuring the related mRNA expressions using Reverse
Transcriptase Polymerase Change Reaction (RT-PCR). In addition, CYP1A1 protein
level was also determined by measuring CYP1A-directed EROD activity and
western blot using specific anibodies against human CYP1Al. Similarly, RelA
expressions were investigated by westren blotting. Furthermore, the effect of
CYP1A1 and RelA expressions on the survival of HepG2 cells were monitored using
cytotoxicity assays. Finally, the protein-protein interactions between CYP1A1l and
HBX was determined by co-immunoprecipitation analysis. The transfection
efficiency of CYP1 A1 and RelA genes in HepG2 cells were observed between 20%-
40%. The level mRNA expression of CYP1A1 and RelA genes and EROD activity
further confirmed the low level of tranfection efficiencies. CYP1Al and RelA did
not show any toxic effects on the survival of the HepG2 cells. Western blot studies
demonstrated the low level expression of CYP1Al protein in these cells. Co-
immunoprecipitation analysis clearly depicted that there is no protein-protein
interaction between CYP1Al and HBX in the HepG2 cells. Therefore, HBX
CYPI1AI1 proteins do not interact with each other in HBX transfected human liver
cancer cells. Consequently CYP1A1 gene may not play a role in the mechanism of

HBV.

Key words: Hepatit B X protein, Cytohrome P450 1A1, Nuclear Factor Kappa B
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1. GIRIS

Hepatit B Viriisii (HBV) hepatotropik, zarfli, kismen ¢ift sarmalli DNA virtisti
olup kronik hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinom olusumunda rol oynayan en
onemli etiyolojik faktorlerden biridir [1]. Hepatoselliiler karsinom primer karaciger
hiicrelerinden kdken alan malign tiimordiir. Tiim diinyada hepatoseliiler karsinomun
goriilme siklhig1 cografi bolgeden bolgeye degisiklik gostermekle birlikte, HBV
enfeksiyonunun endemik oldugu bolgeler olan Asya, Afrika ve Uzak Dogu hastaligin
en ¢ok goriildiigii yerlerdir. Gliney Amerika, Bat1 Avrupa ve Avustralya gibi yerlerde
goriime siklig1 daha diistiktiir [2]. Avrupada her yil bir milyon insan kronik HBV ile
enfekte olmaktadwr. ABD de her yil 140.000-320.000 insanda akut HBV
enfeksiyonunun gerceklestigi bulunmustur. Bu enfeksiyonlarm biiyiik bir bolimi
kronik hastalia neden olmadan kendiliginden iyilesmektedir. Tiim diinyada yilda
ortalama bir milyondan fazla yeni vaka tan1 almaktadir. Bunlarin sag kalim oranlar1 5
yil icin %3 den azdir. Bazi arastirmalara gore, her yil bir buguk milyondan fazla
insan bu hastalik nedeniyle Olmektedir [3]. Kronik HBV tasiyicilarinda
hepatoselliiler karsinom gelisme riski, enfeksiyonu olmayan insanlara gore yaklasik
100 kat daha fazladir ve bugiine kadar bilinen en yliksek viral etken kanser olusum
riski iligkisidir [2].

Kronik karaciger hastalig1 olan kisilerin %15-%25’inde 6liim sebebi HBV ile
iligkili karaciger hastaliklaridir. HBV viicuda girip karacigere yerlestiginde kendisi
direkt olarak karacigerde hasar olusturmaz. Viicudun viriise kars1 olusturdugu immiin
yanit sonucunda karaciger hiicreleri zarar goriir. Virlis karaciger hiicresinde
cogaldikca daha fazla immiin yanit olusur ve bu da daha fazla karaciger hiicresinin
zarar gOrmesi demektir. Zamanla zarar goren hiicrelerin yerinde bag dokusu
olugsmaya baslar ve karacigerde yaygin bag dokusunun olusumu sonucu karaciger
sirozudur. Kanda yiiksek oranda virlis bulunan hastalarda karaciger hasar1 daha ciddi
boyutlardadir.

Kronik Hepatit B Viriisiiniin dogal seyri, HBV’niin genotipleri ve cografi

bolgeleri arasinda farklilik gostermesine ragmen dort asamaya ayrilir. Bunlar; yiliksek



HBV DNA’s1 ile immiin tolerans, HBV DNA’s1 ile azalan immiin sistem ile
karaciger iltaplanmasi1 ve fibroz, viral DNA ile belirlenemeyen sekilde serumda HB
antijenlerinin azalmast ve mutasyonlarin olugmasi ile etkinlestirme asamasmnin
gerceklestirilmesidir [4].

HBV’nin hepatokarsinogenez olusumundaki molekiiler mekanizmasi tam
olarak aydmlatilamamistir [5, 6]. Giinlimiizde kabul edilen model sistem, viral
enfeksiyon stliresince HBV DNA’smin belirli pargalarinin  konak¢i hepatosit
DNA’sina entegre olmasi ve bunun sonucunda konakg¢i hepatosit DNA’sinda cesitli
degisiklikler ve hasarlar meydana getirmesidir. Bu degisikliklerin 6zellikle hiicre
cogalmas1 ve farklilasmasinda rol oynayan pek cok gen iizerinden oldugu
diistiniilmektedir. Viral-konak¢t DNA entegrasyonunun o6zel bir yerde lokalize
oldugu gosterilmemistir ve bu olay degisik veya rastgele bolgelerde olabilir [7].
Hepatositler, HBV’1i ile enfekte olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, hiicre ylizey reseptorii
gibi hepatosite 6zgii hiicre ici faktorler ile kontrol edilir [8]. HBV niin hiicre yiizey
reseptorii  bilinmemektedir ve  HBV’niin hepatositlere girdigi mekanizma agik
degildir. Fakat HBV niin hepatositlere klatrin bagimli endositoz yoluyla hepatositlere
girdigi son zamanlarda yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir. viral genomun konakg1
hiicreye girmesinden sonra kovalent olarak kapali dairesel DNA’lar (cccDNA)
olusur. cccDNA, pre-genomik DNA da dahil olmak {izere viral mRNA
transkripsiyonu i¢in bir modeldir. Viral transkript daha sonra c¢esitli proteinler
olusturmak i¢in ¢evrilir. Pre-genomik RNA viral kapsidler halinde paketlenir ve ters
transkriptaz tarafindan transkribe edilir. Viral genomun ikinci tamamlayict DNA’s1
farkli uzunluklarda tamamlanir. Viral yiizey proteinleri Endoplazmik Retikulumda
hiicrelerden salgilanir [9].

Konak¢1 genomuna HBV’iin entegrasyonu, kronik HBV ile enfekte olmus
hastalarin hepatositlerinde gozlenmistir. Entegre olan HBV DNA’s1, kansere duyarl
bolgelerde, kirilgan bdlgelerde, telomeraz geni ve siklin A tarafindan algilanir [10].

HBV’li, hepadnaviridae ailesine ait olup sadece insanlar1 enfekte eder.
Hepadnaviriisler, 6rdek, balik¢il, kazlar, kuslar ve bazi memeliler ile insanlara
bulagirlar [7]. Hepadnaviriisler kismen ¢ift sarmalli genis dairesel DNA ‘dan
(rcDNA) olusur ve benzer virion yapilara sahiptir. Bu bolge dogrudan tekrarlanan 2

dizi igerir. Bunlar Dogrudan Tekrar 1 (DR1) ve Dogrudan Tekrar 2 (DR2)’dir.



Bunlar, 10-12 niikleotidlik dizilerdir. Bu diziler viral replikasyon i¢in gereklidir ve
konak hiicre icine DNA etkilesiminin habercisi olabilir [11].

HBV’niin genomik organizasyonu karmasiktir. Ciinkii ¢cok kiiciik genom igin
birden fazla proteine ihtiya¢ vardir. HBV genomu tamamen kodlama oldugundan,
tim diizenleyici sinyaller, arttircilar, transkripsiyonel baglama bdlgeleri ve
poliadenilasyon sinyalleri de dahil olmak {izere tiim diizenleyici sinyaller kodlama
bolgeleri icinde gomiiliirler. HBV gen ekpresyonu, viral promotorlar {izerindeki
koaktivatdrler ve transkripsiyon faktorleri ile diizenlenir.

Bu viriis, zarfli ve ¢ift sarmalli DNA virlistidiir. Viral genom, yaklasik 3200
niikleotidden olusur [4]. Zarfl1 virlis olmasina ragmen 1s1, dondurma, diisiik pH’a ve
¢ozmeye dayaniklidir [12].

HBV genomu, ¢ekirdek proteini ve DNA polimeraz ile paketlenir. Virilis bir
hepatosit i¢gine reseptor araciligi ile girer. Virlis DNA’s1 konak¢1 genoma entegre
olur. DNA replikasyonu burada gergeklesir. Viriis partikiilleri sitoplazmada
toplandiktan sonra hepatosit tarafindan serbest birakilir [5]. HBV’ii, bir DNA viriisii
olmasina ragmen reverse transkriptaz enzimi kodlar ve bu sayede RNA aracisi
iizerinden kendisini esler.

HBV genomu, uzun sarmali iizerinde Yiizey (S), Kor (C), X ve Polimeraz (P)
olarak adlandirilan, dort degisik protein kodlayan niikleik asit dizisine "agik okuma
cercevesi" (ORF) sahiptir [7, 5]. S geni, swrasiyla biiyiik, orta ve kiigiik ylizey
proteinleri olan Biiyiik Hepatit B (LHB), Orta Hepatit B (MHB) ve Kiiclik Hepatit B
(SHB) proteinlerini kodlar. C geni, ¢ekirdek ve HB antijenlerini kodlar. P geni, ters
transkriptaz ve RNaz faaliyetleri olan bir viral polimerazi ve HBV DNA sentezi i¢in
gerekli olan ¢ok fonksiyonlu proteinleri kodlar. C ve P genleri DNA replikasyonu ve
zarf proteinleri i¢in gereklidir. HBV X geni, HBV genomundaki en kiiclik gen
bolgesidir. HBX geni, 154 aminoasitlik polipeptit icerir ve 17 kDa’luk HB X olarak
adlandirilan proteini kodlar [3]. Ayrica X geni, baz1 direkt olmayan etkiler ile viral
ve bazi hiicresel genlerin transkripsiyonunu arttirabilme o6zelligine sahiptir (13).
HBX proteininin ve HB antijeninin dogal enfeksiyon boyunca ifadesi ¢ok agik
olmamaktadir [5]. HBX, hiicre tipine ve sartlarina uygun olarak farkli iglevleri
uygulayan ¢ok islevli bir proteindir. Bu islevler, HBV patogenezinde cesitli hiicresel

proteinlerle HBX’in etkilesim halinde olmasidir.



HBX’in kargilastirmali analizleri sonucunda sarmal yapisinda aminoterminal,
karboksiterminal ve bobin-bobin motifi dahil olmak iizere son derece korunmus
alanlar ortaya ¢ikmistir. Aminoasit 69 ve aminoasit 110-139 arasindaki fonksiyonel
alanlar HBX in transaktivasyonu igin kritik bolgelerdir. Ozellikle HBX’in amino
terminaldeki ilk 50 aminoasit transaktivasyonu diizenlemeye izin veren negatif
diizenleyici etki alanidir. HBX in hiicre i¢indeki lokalizasyonu tartigilmaktadir.
Yapilan ¢aligmalarin ¢cogu HBX in sitoplazmada oldugunu gostermistir [14]. Fakat
bazi1 caligmalar da HBX in ¢ekirdekte oldugunu gostermistir [15]. Cekirdekte HBX
diisiik seviyede ifade edilmesine ragmen sitoplazmada protein diizeyinin yiiksek
olmas1 ve asir1 ifade edilmesi sitoplazmada lokalize oldugunu gostermistir [17].
Sitoplazmada lokalize olan HBX, farkli sitoplazmik sinyal yolaklarini etkiler. Bu
yolaklar; stres aktivasyon protein kinaz/NH2-terminal-Jun Kinaz (SAPK/JNK),
ekstraseliiler sinyal diizenleyici kinaz (ERK), protein kinaz B (PKB), Ras-Raf
Mitojen Aktivasyon protein kinaz (Ras-Raf-MAPK), Janus Kinaz/STAT ve adezyon
kinaz (FAK) yolaklaridir [16].

Cekirdekte de diisiik seviyede ifade edilen HBX, bazi transkripsiyon
faktorlerinin uyarilmasma neden olur. Bu transkripsiyon faktorleri, NF-kB
kompleksleri, AP1/2, ATF2/cAMP cevap element baglanma proteini, bazal
transkripsiyon faktorii TATA kutusu baglanma proteini, RNA polimeraz alt iiyesi
RPBS, Transkripsiyon Faktorii II B ve Trankrispsiyon Faktorii II H kompleksleri,
p53 ve CREB proteinleridir [17].

HBV aracili hepatokarsinogenez icin ¢esitli mekanizmalar  vardir.
Kromozomlara entegre olan HBV DNA’smin, HBX protein benzeri faktorler
tarafindan hepatositlerdeki biiylimesi kontrol edilir. HBV’ii DNA dizilerini ekleyerek
hiicresel genlerin trankripsiyonunu etkinlestirir. Hiicre 6liimii, hepatosit yenilenmesi
ve fibrozis ile kronik inflamasyona neden olur [5].

HBV gen ifadesi, viral promotorlar iizerindeki koaktivatorler ve transkripsiyon
faktorleri ile diizenlenir. HNF1, HNF4, CREB, PPAR ve FXR gibi HBV aracili
transkripsiyon faktorlerinin karaciger metabolizmasinin kontroliinde 6nemli rol
oyanadig1r goriilmiistiir. Transkripsiyonel transaktivator fonksiyonu ile HBV gen
ekspresyonunu ve replikasyonunu destekleyen HB X proteininin hepatokarsinogenez
olusumunda rol oynadig: disiiniilmektedir [17]. Ayrica Hepatit B X gen bolgesi,
konak¢t DNA’sina en ¢ok uyumlu olan HBV DNA parcasidir. Bu entegresyonlar pek



cok farkli bolgelerden olabilir ve sonucunda enfekte karaciger ve karaciger tiimor
dokusunda ¢ogunlukla X bodlgesine ait mRNA olusumuna yol acar [20, 21, 22].
Cesitli arastirmalar HBX protein pozitifliginin, hastaligin agirligi ile dogru orantili
oldugunu gostermistir [23]. HB X proteini yliksek miktarda eksprese edilen HB X
transgenik hayvan modellerinde de hepatoseliiler karsinom olusumu goézlenmistir
[21, 24]. Hepatoseliiler karsinom olgularindan izole edilen HBV X genine ait DNA
bdlgesi, in vitro sartlarda karaciger hiicre dizinine transfekte edildigi durumlarda da,
bu hiicrelerde transformasyon goézlenmistir [24]. Bu birbirinden bagimsiz olarak
yapilmis arastirmalar HB X proteininin hepatoseliiler karsinom olusumunda 6nemli
bir rolii oldugunu ve bu katkinin HB X proteininin transkripsiyonel trans-aktivator
fonksiyonuna bagli olarak gerceklesebilecegini diislindiirmektedir [25, 26]. HBX
viral enfeksiyon i¢in gerekli olan ve viral karsinogenezde potansiyeli olan bir
kofaktordiir [27, 28]. HBX, dogrudan DNA’ya baglanmamasina ragmen cesitli
modellerle hareket eden bir trans-aktivator olarak kabul edilir. Bir model, HBX’in
sitoplazmada ve ¢ekirdekte cesitli sinyal yolaklar1 ile etkilesim halinde olmasidir.
HBX’in transkripsiyonel siire¢clerde DNA’ya dogrudan baglanmamasi ile ilgili bir
diger model; HBX’in transaktivasyonu icin, HBX, proteozom alt iiniteleri olan
PSMA7 ve PSMCI ile etkilesim halinde olmasidir [29].

Cesitli ¢calismalar, HBX aktivasyonunun inflamasyon, kanser gelisimi ve viral
replikasyon ile iligkili oldugunu gostermistir. Cok c¢esitli sinyal yollarinin ve
transkripsiyon faktorlerinin HBX tarafindan aktive oldugu bilinmektedir. Bunlara
ornek olarak Ras, Raf, Map Kinaz (MAPK), Niiklear Faktor Kappa B (NF-£B),
aktive edici protein (AP-1) verilebilir. Bunlardan en 6nemlisi Niikleer Faktor kappa
B (NF-AB)’ dir [29].

Niikleer faktor kappa B (NF-AB) tiim hiicre tiplerinde bulunan, immiin sistem
ve inflamatuar yanitta, hiicresel streste, oksidatif streste goérev alan dimerik bir
transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorii 300 aminoasitklik Rel Homoloji
Domain igerir. Rel Homoloji Domain, Inhibitsr Kappa B (IkB) ile arttiricilarin
baglanmasini, dimerizasyonu ve etkilesimleri kontrol eder. Smif I ve Sinif II olmak
iizere 2 ¢esit NF-k B vardir. NF-k B1 ve NF-k£ B2 Sinif [ NF-£ B’ye aittir. RelA,
RelB ve RelC, smif II NF-k B’ye ait transkripisyon faktortdiir [30].

NF-kB proteinleri, Inhibitér kappa B (IkB) proteinleri ile diizenlenir. NF-kB

geni sitoplazmada normalde inaktif haldedir. Hiicre zararli maddeye maruz



kaldiginda bu gen aktif hale gelir. Hiicre ¢esitli uyarilara maruz kaldiginda hiicreye
sinyal gelir. Sinyaller reseptdre baglanir. Daha sonra Inhibitér kappa Kinaz enzimi,
Inhibitér kappa B a’nin RelA/p50 kompleksinden ayrilmasmi saglar. RelA/p50
kompleksi sitoplazmadan ¢ekirdege gecer. Burada koaktivator ve RNA polimeraz ile
birlikte hedef gene baglanir. Béylece NF-AB geni uyarilir [30, 31].

Son zamanlarda, hepatoselliiler karsinomun ilerlemesinde NF-kB/p65 gibi
transkripsiyon faktorlerinin 6nemli rol oynadigi bulunmustur [31]. NF-kB, T Hiicre
Losemi Tipl, Herpes Viriisii, Ebstein Barr Viriisii, Hepatit B ve Hepatit C Viriisii
gibi insan onkojenik virlisler1 ile de diizenlenir. Bu virlislerin spesifik
onkoproteinleri, NF-kB’nin farkli bolgelerine baglanir ve sonunda NF-kB
aktivasyonununa neden olur. Bu virlisler arasinda Hepatit B Viriisii, NF-kB’nin
diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir [31]. HBX tarafindan NF-kB’nin diizenlenmesi
ile yapilan aktivasyon, hiicre biiylimesi ve kanser gelisim genlerini diizenler [32, 33].

[lag metabolizmasmda rol alan enzimler, biyotransformasyonda ve
ksenobiyotiklerin metabolizmasinda rol oynamaktadir. Bu enzimler, Faz I, Faz II ve
Faz III enzimleri olarak ayrilirlar. Faz I enzimlerinden olan Sitokrom P450’ler,
bobrek, akciger, kalp gibi ekstra hepatik dokularda degisik oranlarda bulunurlar [34].

Sitokrom P450 terimi; bakterilerde, mantarlarda, boceklerde, bitkilerde, balikta,
memelilerde ve primatlarda, katalizledigi reaksiyonlarin cesitliligi ve substrat olarak
kullandig1 bir¢ok bilesigin yapisindan dolayi, genel oksijenazlar (oksijen-kullanan
enzim) olarak kabul edilen, hem protein ailesini ifade etmektedir. Sitokrom P450
proteinleri yiizlerce gen igeren bir gen siiper ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu
enzimlerin substratlarini, endojen olarak sentezlenen bilesikler; kolesterol, steroid
hormonlar, yag asitleri; eksojen bilesikler; ilaclar, yiyecek katki maddeleri, i¢ilen
sigara bilesenleri, pestisidler ve endiistride kullanilan, viicuda yeme, solunum ya da
deri yoluyla alman kimyasallar olusturmaktadir Biitiin tlirlerde mevcuttur. Endojen
ve eksojen bilesiklere fonksiyonel grup ekleyerek veya agiga ¢ikararak reaksiyonlari
katalizler. Endoplazmik retikulumda lokalize olmustur. Birincil olarak karacigerde
bulunurlar. Ayrica mitokondriyal zarda da bulunurlar. Na2S204 ile indirgenmis
seklinin CO ile olusturdugu kompleksin 450 nm’de 15181 absorbladig1 i¢in sitokrom
P450 denilmistir [35, 36].

Sitokrom P450 sistemi ila¢ alaninda genis bir yere sahiptir. inaktivasyon veya

aktivasyonlar; teropatik ilaclarin hiicrede istenmeyen, hiicre hasarlari, hiicre 6limii



ya da mutasyona neden olan kimyasallara doniistiiriilmesi; steroid hormon iiretimi;
yag asitlerinin, prostoglandinlerin 16kotrienlerin ve retinoidlerin metabolizmasi; ve
ilag-ilag ve ters etkilesimi sonucunda meydana gelen enzim inhibisyonu ya da
indiiksiyonu ile ilgilenmektedir. Sitokrom P450 proteinleri, tromboksan, prostasiklin
ile allen oksid sentezi ve nitrik oksid sentezinde rol oynayan sistein tiolat-bagli hem
proteinidir [37, 38, 39].

Sitokrom P450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon su sekildedir:

NADPH+H+02+SH —  NADP+H20+SOH

Sitokrom P450 (CYP) enzim aileleri, aminoasit dizilimlerine gore siniflandirilir
ve alt ailelere ayrilirlar. Insanda bulunan CYP1, CYP2 ve CYP3 enzim aileleri
hepatik ve ekstra hepatik ilag metabolizmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Diger
CYP aileleri, arasidonik asit, steroidler, D vitamini ve retinoik asit gibi endojen
maddelerin metabolizmasinda 6nemli rol oynarlar.

Sitokrom P450 1 ailesi enzimleri (CYP1A1l, CYP1A2 ve CYPI1B1), poliaromatik
hidrokarbonlar1, poliklorlanmis bifenilleri ve arilaminleri iceren cevresel kirletici
maddelerin hidrolize edilmesinde 6nemli role sahiptirler. En fazla sitokrom P450
calismasi sitokrom P4501A iizerinedir. Insandaki CYP1A alt ailesi 3 iiyeden olusur
(CYP1A1, CYPIA2 ve CYPIBI). CYPIAIl genellikle ekstrahepatik dokularda
gortiliirken, CYP1A2 genelde karacigerde goriilir. CYPIA1’in indiiklenmesine;
akciger ve plasenta gibi ekstrahepatik dokularda sigara kullanimi ve polisiklik
aromatik hidrokarbon (PAH) maruziyeti neden olur [40]. CYP1Al, ¢esitli organik
kimyasallarin oksidasyonunu katalizleyerek onlar1 daha hidrofilik veya Faz II
enzimleri tarafindan ileri konjiigasyonlara ugratilabilecek formlara doniistiiriip
viicuttan atilimini saglayan sitokrom P450 bagimli karisik fonksiyonlu oksidazlarin
alt ailesidir. Sitokrom P450 bagimli karisik fonksiyonlu oksidazlar ayrica yabanci
kimyasallarin reaktif ara {iriinlere aktivasyonundan da sorumludur. Ozellikle
CYPI1A1 izozimi, poliklorlubifenil (PCB), PAH ve dioksin gibi kimyasallarin reaktif
ara uriinlere doniisiimlerini katalize eder. PAH larm bir iiyesi olan, petrol iiriinlerinde
ve endiistriyel atiklarda bulunan benzo(a) piren, mutajenik ve karsinojenik forma
CYPI1AI tarafindan katalize edilerek dontistir [41, 42]. Sitokrom P4501A1 proteini
karsinojenlerin aktivasyonu ve metabolizmasindaki rolleri ¢evresel kirlilik ig¢in
biyomarkor olarak kullanilma potansiyelleri nedeni ile oldukca genis bir sekilde

calisiimistir [43, 44].



Polisiklik aromatik hidrokarbonlar (PAH), dioksin, gibi baz1 ksenobiyotiklerin
metabolizmasindan bu enzim sorumludur. Bu ksenobiyotikler tarafindan Aril
Hidrokarbon Reseptorleri (AhR) araciligi ile CYP1Al gen ekspresyonu uyarilir.
AhR sitoplazmada Hsp90 saperonlariyla kompleks halinde bulunur. Bazi
ksenobiyotikler sonucunda AhR/Hsp90 kompleksi ayrilir. Ligand ile birlikte AhR
nucleusa geger. Cekirdekte Ksenobiyotik Response Elementte (XRE) bulunan
sekansa baglanir. Boylece CYP1A1 gen ekspresyonu uyarilir.

CYP1AIl gen ekspresyonunun uyarilmasiyla hiicre i¢cindeki konsantrasyonu

artan CYP1A1l enziminin baz1 ksenobiyotik metabolizmasi sonucu ara metabolitler
olusur. Bu ara metabolitler karsinojenik maddelerdir. Bundan dolayr bazi
ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin karsinogenez siirecinin baslatilmasinda
CYP1A1 gen ekspresyonun uyarilmasi 6nemli mekanizmalardan biridir.
Hiicrenin kanser formasyonu ile CYP1A1 enziminin uyarilmasi arasindaki iliski iki
sekilde aciklanir. Birincisi; besin ve diger yollarla organizmaya alman bazi
ksenobiyotiklerin CYP1Al enzimini uyarmasi sonucunda bu enzim tarafindan
katalizlenen reaksiyonlar artacak ve olusan zararli ara metabolitler Glutatyon-S-
Transferaz gibi Faz 1I enzimleri tarafindan yeterince =zararsiz metabolitlere
dontstiiriilemeyecektir. Hiicre i¢ginde biriken bu zararli maddeler DNA, RNA ve
protein yapisinda degisikliklere neden olabilir. Bu degisiklikler hiicrenin karsinojenik
forma doniismesine neden olur [45]. Ikincisi; CYP1Al gen ekspresyonunun
uyarilmasiyla bagslayan katalitik reaksiyonlar sonucu reaktif oksijen tiirleri (ROS)
olusur. ROS, DNA, RNA ve protein oksidasyonuna neden olur. Bu durum hiicrenin
karsinojenik forma doniismesini tetikleyebilir [46].

Inflamatuar uyaranlar ve enfeksiyonlar tarafindan konak savunma yanitlarinin
aktivasyonu ile hepatik Sitokrom P450 genlerinin baskilanmasi yaklagik 30 yildan
beri bilinmektedir. ilag-ilag etkilesimi ve ilag toksisitesi igin sitokinler ve sitokrom
P450 genlerinin transkripsiyonel diizenlenmesi arasindaki etkilesimler 6nemlidir.

Inflamatuar sitokinlerin, NF-kB’nin uyarilmasm arttirdig1 bilinmektedir. Bu
nedenle bir¢ok arastrmada, inflamatuar sitokinler tarafindan CYP1Al
trankripsiyonunun baskilandigi bulunmustur. Ornegin, Lipopolisakkarit (LPS) ve
Timor Nekrozis Faktor (TNF) konsantrasyonlarina bagli olarak fare karaciger
hiicresinde (Hepalclc7) CYP1Al gen ifadesinin baskilandigr gozlenmistir. Bu

inflamatuar sitokinlerin NF-kB’yi uyardigi da bilinmektedir. Arastirmalar bununla



ilgili iki mekanizma One siirerler. Bu mekanizmalardan birincisi; NF-kB ve AHR
yolu arasindaki karsilikli baskilanmadir. Ikicisi; N-F-kB aktivasyonunun CYP1A1’in
promotor bdlgesinde histon asetilasyonunu engellemesidir. Bunlara ek olarak,
Merkezi Sinir Sistemi (MSS) inflamasyonu boyunca NF-kB’nin hepatik CYP1Al
gen ifadesini diizenledigi gosterilmistir [47].

Ayrica NF-£B’nin hiicre i¢i Sitokrom P450 1A1 (CYP1Al) aktivitesini ve gen
ekpresyonunu da diizenledigi gosterilmistir. CYP1A1l gen ekpresyonu Aril
Hidrokarbon reseptorleri (AHR) aracilig: ile diizenlenir. AHR diizenleyici genlerin
baskilanmasinda NF-kB’nin 6nemli rol oynadig: diisiiniilmektedir. AHR sinyal yolu
iizerinde NF-kB’nin baskilayici etkisi i¢in bir¢ok Onerilen mekanizma vardir. Bu
mekanizmalardan biri; AHR ve NF-kB’nin bileseni RelA arasinda bir inaktif
kompleksin olusumu AHR’nin translokasyonu engeller bu da CYPIAl gen
ekpresyonunu baskilar. Bagka bir mekanizma ise; Aril Hidrokarbon Niiklear
Translokator (ARNT) ile heterodimer olusturan AHR’nin, AHR baskilayici ile
rekabet halinde olmasidir. Bu mekanizma, NF-kB’nin AHR baskilayict
aktivasyonunu uyararak CYP1Al trankripsiyonunu baskilar. Bu nedenle, onerilen
mekanizma, AHR/ARNT kompleksi ve RelA arasindaki rekabettir [47].

Literatiirde Hepatit B varligindaki hepatoselliiler kanser gelisiminde HBX ve
CYPIA1 ile ilgili bir arastrma yapilmamistir. Bu nedenle basilmis veri
bulunamamistir. Ancak; akciger kanseri, kolorektal kanser ve meme kanseri gibi
karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformalarmmin 6nemli rol oynadig1 gosterilmistir
[48, 49, 50].

Hiicre i¢i CYP1A1 ve HBX gen ifadesininin NF-AB tarafindan diizenlendigi pek
cok arastirmada gosterilmistir. Ancak Hepatit B varligindaki hepatoselliiler kanser
gelisiminde HBX, CYP1A1 ve NF-£B ile ilgili aragtirma yapilmamistir. Tamamlamis
oldugumuz tezimizde, HBV aracili insan karaciger kanser hiicre hattinda (HepG2)
Hepatit B X proteininin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan CYP1Al ile

olan protein-protein etkilesiminin olup olmadigi arastirilmistir



1.2. Calismanin Amaci

Hiicre i¢ci CYP1Al enzim aktivitesininin ve gen ekpresyonununun NF-kB
tarafindan diizenlendigi bir¢cok arastrmada gosterilmistir. Ancak, Hepatit B
varligindaki hepatoselliiler kanser gelisiminde CYP1A1 ve HBX etkilesimleri ile
ilgili bir aragtirmaya rastlanilmamistir. Hepatit B virilis varliginda gelisen karaciger
olgularinin kansere olan yatkinliklarinin agiklanmasinda, CYP1A1 geninin uyarilma
mekanizmasinin aydinlatilmasi biiylik 6nem tasimaktadir.

Amacimiz, Hepatit B X proteinin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan
CYPIA1 geni iizerine etkilerininin insan karaciger hiicre dizisinde (HepG2)
aydnlatilmasidir. Ayrica Hepatit B X proteininin, CYP1A1 proteini ve NF kappa B
transkript diizeylerine olan etkisi tespit edilerek olas1 transkripsiyonel veya

translasyonel mekanizmalar1 hakkinda da bilgi edinilecektir.
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2.MATERYAL ve METOT

2.1. Materyal

2.1.1. Cahismada Kullanilan Cihazlar

Deneysel c¢alismalarimiz sirasinda; Sigma 3K30 yiiksek hizli sogutmali
santrifiij (12156 rotor, PO Box 1713, D-37507, Germany), Cary Eclipse (Varian Ltd.,
28 Manor Road, Walton-on-Thames, Surrey KT12 2Qf, England), Shimadzu UV-
1600A spektrofotometre, Metler Toledo MP 220 pH metre, Niive ST 402 su
banyosu, Vortex mixer VM-20, Hirayama Hiclave HVE-50 otoklav, Scaltec analitik
terazi, Rotofix 32 Hettich sogutmali santrifiij, BioRad Yatay Gel Elektroforezi,
Thermo Scientific Nanodrop 1000 spektrofotometre, Nuare Biological Safety
Cabinets Class II Laminar Flow, Nuare DHD Auotoflow CO2 Air Jacketed
Inkiibator, Nexcellom Hiicre Sayici, Nuaire -85 °C Ultralow Freezer, Human Power

Scholar-UV saf su sistemi kullanilmistir.

2.1.2. Cahismada Kullanilan Kimyasallar

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektori (RG205760), pCMV6-AC-GFP-RELA
vektori (RG226840), CYPIA1 siRNA (SR301093), Turbofectin 8.0 solusyonu
(TF81001) Origene firmasindan temin edildi. Lipofectamin LTX&Plus solusyonu
(15338-100) Invitrogen’den elde edildi. Trizol (15553), kloroform (C2432), 2-
propanol (19516), agaroz (A5093) Sigma’dan, WST solusyonu (AR1159) Boster’dan
temin edildi. XTT Reagent-Cell Proliferation Kit (20-300-1000) Biological
Endustries’den temin edildi. Immiin ¢6ktiirme kiti (26149) ve antikor temizleme kiti
(44600) Pierce’dan, E.coli DH5a competent hiicre (9057) Takara’dan, PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit (Invitrogen, K2100-11), Invitrogen’den elde edildi.

2.1.3. Hiicre Kiltiiri

HBX, CYP1AI ve NF kappa B (RELA) interaksiyonun belirlenmesi amaciyla
HepG2 hiicreleri 37°C’de %5 CO2 iceren CO2 inkiibatoriinde inkiibe edildi. Kiiltiir
icin % 10 Yeni Dogan Sigir Serum (FBS), % 1 penisilin/streptomisin, % 5 L-
Glutamin ve %10 yeni dogan sigir serumu iceren Minimum Esensiyal Besi Ortami

(MEM) kullanildi.
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Deneylerde hazirlanan ve kullanilan hiicre dizinleri:

HepG2-pcDNA3
HepG2-HBX
HepG2-CYP1A1
HepG2-pcDNA3-CYPIA1
HepG2-HBX-CYPI1A1

Hiicre Dizinlerinin Biiylimesi i¢in Kullanilan Besiyeri Detaylart:

Earle's Minimum Esensiyal Besi Ortami1 (EMEM) L-Glutamine (01-025-1A,
Biological Industries)

%10 FBS (Yeni Dogan Sigir Serumu) (04-121-1B, Biological Industries)
0.1mM Aminoasit solusyonu (01-340-1B, Biological Industries)

2mM Glutamin (03-020-1B, Biological Industries)

ImM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biological Industries)

100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries)

Tip II kollajen (Kollajen R solusyonu 47254.01, Serva) ile kaplanmis hiicre kiiltiir

kaplarina yapigarak ¢ogalan bu hiicreler, uygun besi ortaminda, 37°C’de ve %5

CO,’li ortamda tretildi.
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2.2. Metotlar

2.2.1. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 ve pCMV6-AC-GFP-RelA Vektoriiniin E.coli
DH5a Hiicresine Transformasyonu

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 ve pCMV6-AC-GFP-RELA  plazmidlerinin
transfeksiyon deneylerinde, kullanilacak miktarda elde edilmesi amaci ile E.coli
DH5o hiicresi kullanilarak transformasyon yapildi.

E.coli DH5oa hiicreleri buz iizerinde ¢oziindii ve 15ml’lik falcona konuldu.
Uzerine vektdr eklendi. Buz iizerinde 30 dakika inkiibe edildi. Hemen buza konulup
1 dakika buz iizerinde bekletildi. Uzerine 1 ml S.O.C. besi ortam eklendi. 200 rpm,
37°C’de calkalayicida 1 saat inkiibe edildi. 100ul alinarak petriye ekim yapildi.

Tranformasyondan sonra PureLink Quick Plasmid Miniprep Kit kullanilarak,
Luria Broth (LB) besi ortamu icerisinde c¢ogaltilmis olan E.coli ve yam sira ilgili
plazmid izole edildi. Transforme olan kolonilerden S5ml LB besi ortami inokiile
edildi. Biitlin gece inkiibe edilen kiiltiir 8000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan
supernatant pelletten uzaklastirildi. 15ml’lik falconda iizerine 250ul RNase A igeren
resuspansiyon tamponu eklendi. Karistirilarak homojen hale getirildi. Uzerine 250ul
parcalanma tamponu eklendi. Oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edildi. 350pul
coktiirme tamponu konuldu. 12.000xg de 10 dakika santrifiij edildi. Olusan
supernatant alinarak doniis stitununa konuldu. Doniis siitunu santrifiij edildi. Yikama
solusyonu ile siitun yikandi. Santrifiij edildi. Doniis siitununa eliisyon tamponu
eklendi. Alta gegen kisim toplandi. Elde edilen plazmid DNA’lar, %1°lik agaroz jel
elektroforezi ile goriintiilendi.

CYP1Al ve RELA DNA’lar1 c¢ogaltildiktan sonra gecici transfeksiyon icin
kullanild.
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2.2.2. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 ve pCMV6-AC-GFP-RELA Vektoriiniin
HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX Hiicrelerine Gecici Transfeksiyonu

pCMV6-AC-GFP-CYP1AI1 ve pPCMV6-AC-GFP-RELA vektorlerinin, HepG2-
pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBX hiicrelerine gecici transfeksiyonu Lipofectamin
LTX&Plus solusyonu kullanilarak yapildi. HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX
hiicreleri, Tip II kollajenle kaplanmis 6 kuyucuklu hiicre kaplarma (ikili kontrolii
olarak) transfeksiyondan 24 saat dnce ekildi. Hiicreler hiicre sayma cihazinda sayildi.
Bir eppendorfa, 400ul PBS (Fosfat tampon tuzu), 100ul hiicre, 1ul tripan mavisi
konuldu. Daha sonra bu karigimdan 20ul almarak hiicre sayma lamina konuldu ve
hiicre sayici cihazinda hiicreler sayildi. Her bir kuyucuk igin 2x10° hiicre ekildi. 24
saat sonra, 500ul serumsuz besi ortami, 2,5ug CYP1A1 veya RELA DNA’s1, 2,5ul
plus solusyonu, 10ul Lipofectamin LTX solusyonu konularak 25 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi ve her bir kuyucuga transfeksiyon yapildi. Hiicreler 24
saat % 5’lik 37°C’de CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Transfeksiyon verimi, yesil
floresan proteini iceren vektdr kullanimi nedeniyle floresan mikroskop ile 24. saatte
takip edildi. Bu siirenin sonunda hiicreler, 6 kuyucuklu hiicre kaplarinda her bir
kuyucuga 500ul Trizol soliisyonu konularak toplandi. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(PZR) ve protein analizleri i¢in kullanildi.

2.2.3. HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX Hiicrelerine Gegici Transfeksiyon ile
aktarilan CYP1A1 Geninin siRNA Metodu ile Baskilanmasi

HepG2 ve HepG2-HBX hiicreleri kollajenle kaplanmis 6 kuyucuklu hiicre
kiiltiirii kaplarina, her bir kuyucukta 2x10° hiicre olacak sekilde ekildi. 24 saat %5’lik
37°C’de CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi. Daha sonra bu hiicrelere CYP1AIl
vektoriiniin gecici transfeksiyonu Lipofectamin LTX&Plus solusyonu kullanilarak
yapildi. Hiicreler 24 saat %5lik CO, inkiibatoriinde inkiibe edildi.

HepG2-CYP1A1l ve HepG2-HBX-CYPIA1l hiicreleri, CYP1Al-siRNA
kullanilarak CYP1A1 geni baskilandi. siRNA uygulamasi Turbofectin 8 solusyonu
kullanilarak yapild:.
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24 saat sonra her bir kuyucuktaki hiicre i¢in, bir eppendorfa 100ul serumsuz
besi ortami, 1pg siRNA, 3ul Turbofectin 8 solusyonu eklenerek 30 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra her bir kuyucuga bu karisimdan 104 pl eklendi.
Hiicreler 24 saat 37C’de %S5’°lik CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda hiicreler, 500ul Trizol ile toplanarak RT-PZR ve western blot analizleri i¢in

kullanild1

2.2.4. RNA lzolasyonu ve cDNA Sentezinin Yapilmasi

HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX hiicrelerinde, CYP1A1 ve RelA genlerinin
etkilerini saptamak i¢in mRNA diizeyleri Ters Transkripsiyon Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile kantite edildi. Bu amagla, Total RNA izolasyonu,
Trizol soliisyonu kullanilarak {retici firmanm Onerdigi kendi laboratuvar
kosullarimiz i¢in optimize ettigimiz prosediir uygulanarak gergeklestirildi.

Hiicreler, 500ul Trizol solusyonu ile eppendorflara toplandi. Uzerine 100ul
kloroform solusyonu eklendi ve oda sicakliginda 15 saniye karistirildi. 15 dakika oda
sicakliginda inkiibe edilip, 15 dakika 4°C’de 15000 rpm’de santrifiij edildi. RNA
iceren supernatanat yeni ependorflara almip 250pul saf isoproponol eklendi ve 24 saat
-20°C’de inkiibe edildi. 24 saat sonra 15000 rpm’de 15 dakika 4°C’de santrifiij edildi
ve supernatant kismi atildi. Pellet kismima 500ul soguk %70’lik etanol eklenip 15000
rpm’de 15 dakika santrifiij edildi. Pellet oda sicakliginda kurutuldu ve {izerine temiz
su eklendi.

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari nanodropta Olciildii. 1 pl RNA
orneginden Nanodrop cihazina konuldu. Cihazda ng/ul cinsinden RNA
konsantrasyonu 0l¢iildii. cDNA sentezi sirasinda 2pug RNA kullanilmasi saglandi.

Izole edilen RNA Kkalitesi %1’lik agoroz jel elektroforezinde 18S ve 28S
bantlarmin durumuna gore belirlenmistir.

Elde edilen RNA’lardan cDNA sentezi, Fermentas First Strand cDNA sentez
kit1 kullanilarak {iiretici firmanin talimatlarina gore sentezlendi. cDNA sentezi i¢in
2pg total RNA, 1ul oligo (dT) primeri karistirildi ve son hacim RNaz icermeyen su
ile tamamlandi. Karisim 65°C’de 5 dakika inkiibe edildikten sonra iizerine 4ul 5x
reaksiyon buffer, 2ul dANTP karisimi, 1pul RNaz inhibitorii, 1pl RevertAid M-Mul

Reverse Transkiriptaz enzimi eklenerek 42°C’de 60 dakika inkiibe edildi. Bu siire
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sonunda, enzim inhibe edilmek lizere 70°C’de 5 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen

cDNA’lar RT-PCR analizinde kullanilmak tizere -20°C’de bekletildi.

2.2.5. CYP1A1l ve RelA Genlerinin mRNA Diizeyinde ifadelerinin RT-PZR
Analizi ile Belirlenmesi

Oncelikle pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektériine klonlanmis olan CYP1A1 gen
bolgesi, dizi analizi ile teyit edilmek iizere tarafimizdan primerler tasarlandi, ilgili
polimeraz zincir reaksiyonlari yapildi ve dtriinler dizi analizine gonderildi. Bu
primerlerin niikleotid dizileri Tablo 2.2.1°de gosterildi.

CYP1AIl ve RELA genlerinin, HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX hiicrelerinde
mRNA diizeyinde gen ekspresyonlarint saptamak i¢cin, GenBank/EMBL veri
bankalar1 taranarak segilen genler i¢in uygun primer dizileri saptandi. Bu primerlerin
niikleotid diziler1 Tablo 2.2.1°de gosterildi. RT-PZR, RT-PZR-TC-4000 Sicaklik
Dongii cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon PZR Ana Karigimi kullanilarak
gergeklestirildi. Reaksiyon tiipline 25 ml PZR Ana Karisimi, 3pl spesifik primer, 2ul
cDNA, 20ul su eklendi. Daha sonra reaksiyon karisimi 94°C’de 15 dakika
denatiirasyona tabi tutuldu. Cogaltma islemi 95°C’de 1 dakika, 52°C’de 1 dakika,
72°C’de 1 dakika olmak iizere toplam 28 dongii ile gerceklestirildi. Her bandin
densitometrik analizi i¢in i¢ standart gen olan Gliseraldehit 3 fosfat Dehidrogenaz

(GAPDH) densitometrik analizi ile nasil degistigi belirlendi.

Tablo 2. 1. Secilen CYP450 genleri i¢in tanimlanan primer dizileri

Primer Adi* Primer Dizisi(5'2>3")

CYPIAIF AAGTCAGCTGGGTTTCCAGA
CYPIAIR TCTGGAAACCCAGCTGACTT
RELAF AGCAGCGTGGGGACTACGAC
RELAR AGGCTGGGGTCTGCGTAGGG

* Primer adi CYP ve NF-AB (RELA) izoformunu tanimlamakta

F(forward) R(reverse) primerleri simgelemektedir.

pCMV6-AC-GFP vektoriine klonlanmis olan CYPIA1 dizisi teyit edilmek iizere

tarafimizdan primerler tasarlanmis ve ilgili polimeraz zincir reaksiyonlar1 yapildi.
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Daha sonra ilgili tiriinler, Agaroz Jel Elektroforezi ile goriintiilendi. % 2’lik Agaroz

jel dokiilerek, RT-PZR iiriinleri goriintiilendi.

2.2.6. CYP1A1 ve RELA Ekspresyonlarinin Hiicre Canlihgina Etkilerinin Tayin
Edilmesi

HepG2, HepG2-HBX, HepG2-CYP1A1, HepG2-HBX-CYP1Al hiicreleri, Tip
IT kollajen ile kaplanmis 96 kuyucuklu hiicre kaplarma 1x10* hiicre olacak sekilde
ekildi. Hiicreler ilgili vektor transfeksiyonu sonrasinda biiyiime faktorleri varliginda
(EMEM+%10 FBS) ve biiytime faktorleri yoklugunda (EMEM) olmak tizere 2 farkli
besi ortaminda {iretildi. 1lgili vektdr transfeksiyonu sonrasinda hiicre canlilign XTT
solusyonu ile arastirild1. Ilgili firmanin prosediirlerine gére XTT (2,3-Bis-2-Metoksi-
4-Nitro-5-Sufofenil-2H-Tetrazolyum-5-Karboksinilid) uygulandi. Her bir kuyucuga
50ul XTT eklendi. Hiicrelere 1-2-3-4-5. giinlerde aktive edilmis XTT solusyonu ayni
saatte eklendi ve hiicreler 4 saat 37°C’de % 5’lik CO; inkiibatoriinde bekletildi.
Reaksiyon sonucunda olusan renk reaksiyonu 450nm’de 96 plakali ELISA
okuyucuda tespit edildi.

Ayrica sonuglar WST-1 solusyonu kullanilarak tekrarlanmistir. WST (2-2-
Metoksi-4-Nitrofenil-3-4-nitrofenil-5-2,4-Disulfofenil-2H-Tetrazolyum) metodu
ilgili firmanin prosediiriine gore uygulandi. 96 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarma her
bir kuyucukta, 1x10* hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelere, 24 saat sonra pCMV6-
AC-GFP-CYPIAl ve pCMV6-AC-GFP-RELA vektorlerinin gegici transfeksiyonu
Lipofectamin LTX&Plus solusyonu kullanilarak yapildi. Her bir kuyucuk i¢in, 20ul
serumsuz besi ortami, 0.1pg DNA, 0.1ul plus solusyonu konularak 10 dakika oda
sicakliginda bekletildi. Daha sonra, 0.5ul LTX solusyonu konuldu ve oda
sicakliginda 25 dakika bekletildi. Gegici transfeksiyon yapilan hiicreler 24 saat
37C’de %5’lik CO; inkiibatoriinde inkiibe edildi. 24 saat sonra her bir kuyucuga 10ul
WST solusyonu eklendi. Reaksiyon sonucunda olusan renk reaksiyonu 15, 30, 45,
60, 90, 120. dakikalarda 450 ve 630nm’de 96 plakali Mikro Plaka okuyucuda tespit
edildi.
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2.2.7. Hiicrelerde Etoksiresorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktivite Tayini

HepG2-pcDNA3, HepG2-HBX, HepG2-pcDNA3-CYP1Al, HepG2-HBX-
CYPI1A1 hiicre homojenatlarinda EROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) metodu
ile Aring ve Sen tarafindan optimize edilen sartlar kullanilarak tespit edildi. Bu
aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksiresorufin kullanild:.

Hiicreler 6 kuyucuklu hiicre kiiltiirii kaplarina ekildi. Her bir kuyucukta 2x10°
olacak sekilde hiicre ekildi. Hiicrelere CYP1A1 geninin gegici transfeksiyonu yapildi
ve 24 saat 37°C’de %5’lik CO; inkiiboriinde inkiibe edildi. Daha sonra hiicreler
300ul pargcalama tamponu (100mM pH 7,8 KPi buffer, %0,2 Triton X-100, 2mM
EDTA, 100mM PMSF, 100mM &-ACA) ile toplandi.

Tablo 2.2’de substrat icin reaksiyon karisiminda olmasi gereken son
konsantrasyonlar verildi. Buna gore tipik reaksiyon ortami 100mM potasyum fosfat
tamponu pH 7,80, 100mM NaCl, 1,2 mg BSA, 100ug hiicresel protein verilen
konsantrasyonlarda substrat ve 0,1M NADPH i¢ermektedir.

Reaksiyon ¢6zeltisinin hazirlanmasinda Tablo 2.2°de belirtilen hacimlerde
stok ¢ozeltilerden alinarak, florometre kiivetinde reaksiyon karigimi hazirlandi.
Reaksiyon en son substrat ilave edilerek baslatildi ve reaksiyon Cary Eclipse
(Varian) Florometre’de 2 dakika boyunca takip edildi. Son olarak, reaksiyon
karisimma i¢ standart olarak resorufinin bilinen miktar1 eklendi ve florosanstaki artis
kaydedildi. Enzim aktiviteleri, resorufin eklenmesinin neden oldugu florosans artis

kullanilarak hesapland:.

Tablo 2. 2. EROD aktivite 6l¢tiim karisimimin igerigi.

Stok Cozeltiler Son Konsantrasyon
KPi tamponu pH 7,8 100mM

NaCl 100mM

BSA 1,2 mg
Mikrozomal protein 1 mg/ml 100-200pg
Substrat:7-Etoksirezorufin 1,5 uM
NADPH 0,50mM
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2.2.8. Transfeksiyon sonras1 Hiicrelerdeki CYP1A1 Varhginin Protein
Diizeyinde Ifadesinin Western Blot ile Kontrolii

CYPIA1 vektor transfeksiyonundan 48 saat sonrasinda HepG2, HepG2-HBX,
HepG2-CYP1A1l, HepG2-HBX-CYP1A1 hiicre dizinlerinden protein izolasyonu
yapild1. Hiicreler soguk PBS ile iki kez yikandiktan sonra 10 dakika RiPA soliisyonu
(50mM Tris-HCI (pH 7.4), 150mM NacCl, %5 sodyum deoksikolat, %1 SDS, proteaz
inhibitorleri (1mM fenil-metansulfo floride (PMSF), 10 mg/ml leupeptin, 20 mg/ml
aprotinin) ile buz lizerinde bekletildi. 10.000 rpm ve 4°C’de santriflij sonrasinda
hiicre debrisi ¢oktiirtildii ve total protein elde edildi.

Protein miktar tayini, Bisisonik asit (BCA) metodu ile belirlendi. Hiicresel
proteinler, 1/200, 1/400 ve 1/800 oraninda seyreltildi. Uzerlerine, 100ul BCA
solusyonu eklendi ve 15 dakika 60°C’de inkiibe edilerek renk reaksiyonunun
olugmasi beklendi. Daha sonra 562 nm’de Mikro Plaka Okuyucuda okundu.

Hiicresel proteinler Laemli (1970)’de belirtildigi gibi dikey elektroforez teknigi
uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAJE) ile ayristirildi ve
protein profilleri elde edildi.

Poliakrilamit jel elektroforezi (PAJE) iyonik deterjan sodyum dodesil siilfat
(SDS), varliginda Laemmli (1970) tarafindan tanimlanmis olan kesintili bir tampon
sisteminde %38,5 ayirma ve %4 sikistirma jellerinde yapildi. Ayristirict ve sikistirict
jel soliisyonlar1 Tablo 2.3’de belirtildigi gibi verilen miktarlarin karistirilmasi ile

verilen sirayla kullanimdan hemen 6nce hazirlandi.

Tablo 2. 3. SDS-PAGE ayristirict ve sikistiric jellerin formiilasyonlari.

Stok Cozeltiler Aynistirici Jel Sikistiricr Jel
Jel Cozeltisi (ml) 2,85 0,75
Distile Su (ml) 4,5 2,5
Ayristirict Jel Tamponu (ml) 2,5 -
Sikistirict Jel Tamponu (ml) - 1,25
%10 SDS (ml) 0,15 0,1
%10 APS (ml) 0,05 0,025
TEMED (ml) 0,0065 0,005

Poliakrilamit slab jelleri, jel sandviginin hazirlanmas: ile Hoefer Cooled Dual

Gel Electrophoresis System (Model SE600/SE660) elektroforez sistemi kullanilarak
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gergeklestirildi. Elektroforetik ayristirma sistemi Consort EV265 giic kaynagma
baglandi. Yol gosterici boya tabana ulasacagi zaman (ayristirict jelin baglangicindan
yaklasik 6-7cm) giic kaynagi kapatildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra, jel blogu
aparattan alinip ve jel sandvicten cikarilarak oda sicakliginda 60 dakika siireyle %50
metanol ve %12 glasial asetik asit i¢ceren boya c¢ozeltisiyle bir karistirict kullanarak
hem boyandi ve hem de sabitlendi. Uygun bir siire baglanmayan ¢dziinmiis boyanin
uzaklastirilmasi i¢in %7’°lik asetik asit igeren %30’luk metanol ¢6zeltisi ile inkiibe
edildi (bu siire zarfinda soliisyon birkag kez degistirildi). Sonug¢ olarak, jel

fotograflanmis ve %7’°lik asetik asit ¢ozeltisi icinde saklandi.

Ayni kosullar altinda yiriitillen diger bir jel ise boyama islemine tabi
tutulmadan Western Blot analizi [Khyse-Anderson (1984) ile Tovey ve Baldo (1987)
[133, 134] tarafindan tamimlandig1 gibi] i¢in elektroforezi takiben transfer tamponu
(25mM Tris, 192mM glisin ve %10 metanol) igcersinde 10 dakika siireyle sabit hizli
bir ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi. Elektroforetik transfer Panther Semidry
Electroblotter Model HEP-3 kullanilarak islak transfer yontemi uygulanarak yapildi.
Panther Semidry Electroblotter’in platinyum tabanina 6nceden nemlendirilmis
Whatmanl filtre kagidi yerlestirilip ve olas1 kalabilecek hava kabarciklarimi
gidermek amaciyla bir deney tiipii tizerinde yuvarlandi. Whatmanl iizerine dikkatlice
yerlestirilen jelin iizerine nitroselilloz membran da dikkatlice yerlestirildi. Daha
sonra membran lizerine Onceden 1slatilmis baska bir Whatmanl konarak sandvig
tamamlandi. Hava kabarciklarinin tamamen wuzaklastirilmasmni saglamak i¢in
membrant kendi pozisyonunda sabit tutarken bir deney tiipii nazikce lizerinde
yuvarlandi ve sandvi¢ etrafina tasan fazla transfer tamponlar1 temizlenerek alan
kurulandi. Sandvi¢ hazirlandiktan sonra iist aparat dikkatlice yerlestirildi ve sistemin
vidalar1 sikildi. Elektroforetik transfer sistemi Thermo EC1000-90 model gii¢
kaynagma baglandi ve voltaj ve maksimum akim limiti 10 V ve 400 mA’e
ayarlanmistir ve 1 saat siiresince proteinler elektroforetik olarak transfer edildi. Siire
sonunda gii¢ kaynagi kapatilmis ve sistemin vidalar1 acildi. Sonug olarak iizerinde
transfer edilmis proteinleri barindiran membran, “Blot”, elde edildi. Transfer
tamamlandiktan sonra transferin ne derecede gergeklestigini tespit etmek icin jel
yukarida tanimlandig1 gibi boyandi. Blot, protein iceren yiizeyi iiste gelecek sekilde
kiigiik plastik bir tepsinin i¢ine yerlestirildi. 1 saat siireyle bloke ¢ozeltisi (TBST

icinde yagsiz %5’lik siit tozu) ile ¢alkalayicida inkiibe edildi. Siire sonunda blot 6nce
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bloke ¢dzeltisi i¢ginde hazirlanan primer antikorlar ve daha sonra isaretleyici enzim-
horseradish peroksidaz (anti-mouse IgG-HRP konjugati) ile bagli olan ikincil
antikorlarla inkiibe edildi. Daha sonra blot TBST soliisyonunda her biri 5 dakika
olmak iizere 3 defa yikandi. Yikama isleminin bitmesiyle membran fare antikorlarina
kars1 spesifik olarak fare lizerinde gelistirilmis, 1:10000 oraninda HRP (Horseradish
Peroksidaz) bagli sekonder antikor (anti-mouse sekonder antikoru) bulunduran %5
kurusiitlii TBST ¢ozeltisi igerisinde tekrar isaretlendi. Isaretleme oda sicakhiginda 1
saat yapildiktan sonra, ECL c¢ozeltisi kullanilarak kemiliiminesans reaksiyonu
baslatildi ve spesifik protein bantlar1 kemiliiminesansa duyarli film kullanilarak

belirlendi.

2.2.9. CYP1A1, HBX ve RELA Protein Etkilesimlerinin immiin Coktiirme
Yontemiyle Tayin Edilmesi

HepG2-pcDNA3-HBX-pCMV6AC-GFP-CYP1Al hiicrelerinde CYPIA1l ve
HBX proteinleri arasindaki etkilesimi belirlemek amaciyla immiin ¢oktiirme deneyi
yapildi. Bu, hiicrelerdeki protein-protein iligkilerinin analizinde kullanilan antijen

antikor etkilesim prensibiyle ¢alisan bir yontemdir.

Immiin ¢oktiirme deneyi, Pierce Immiin Coktiirme Kiti (26149, Pierce) ve
Antikor Temizleme Kiti (44600, Pierce) kullanilarak yapilmistir. Antikor olarak
CYP1A1 (ab111868, Abcam) antikoru kullanildi.

Antikor, dncelikle tuzlardan armdirma doniis siitunu kullanilarak tuzlardan ve
yabanct maddelerden arindirildi. Doniis siitunu saklama solusyonundan kurtarmak
icin 1500xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Siitunda bulunan regine yatagi tizerine 300ul
Melon jel saflastrm tamponu eklendi. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Alta
gecen kisim dokiildii. Daha sonra doniis siitunu yeni santrifiij tiipiine alindi. Doniis
siitunundaki re¢ine yatagiin iizerine 60ug antikor uygulandi. Daha sonra doniis
siitunu 1500xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Alta gegen antikor ependorfta toplandi.
Columna 20pul Melon Jel saflastirma tamponundan konuldu. Alta gecen kisim
toplandi. Elimizde 50ul antikor 6rnegimiz oldu. Boylece antikorumuz, tuzlardan ve
yabanct maddelerden arindirildi. Tuzlardan armndirdigimiz, CYP1Al antikoru
Antikor Temizleme Kiti kullanilarak BSA (Sigwr Serum Albumin), jelatinden,
yabanci maddelerden ve inhibitérlerden temizlendi. Kitin iginde bulunan doniis

stitununa 250l saflagtirma destek tamponundan konuldu. Doniis siitunu 1500xg’de 1
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dakika santrifiij edildi. Alta gegen kisim atildi. Daha sonra doniis stitununa Melon Jel
saflagtirma tamponundan 150ul eklendi. Tuzlardan arindirilmis antikor 6rneklerimiz,
doniis slitununa konuldu. 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Sonra, doniis
siitunundaki saf antikoru toplamak i¢in 2000xg de 1 dakika santrifiij edildi.
Eppendorfa toplanan antikorlar 4°C’de sakland:.

Temizlenen saf CYP1Al antikoru, immiin ¢Ooktiirme i¢in antikor
immobilizasyonu yani antikoru re¢ineye baglama islemi yapildi. Doniis siitunu ilk
once santrifiij tlipiine yerlestirildi. Amino Baglama re¢ineden 50ul doniis siitununa
konuldu. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Alta gegcen kisim atildi. Doniis
siitunundaki regine 200ul 1x coupling solusyonu ile yikandi. 1500xg de santrifiij
edildi. Alta gecen kisim atildi. Pamuk 6ze ile doniis stitununun alt ve {list kisminda
s1vl kalmamasi i¢in fazla sivi alindi. Doniis stitununa, 150ul 1x coupling solusyonu
ve 50ul temizlenmis saf antikor konuldu. Daha sonra, doniis siitununun {izerine 3ul
sodyum siyanoborohidrid solusyonundan eklendi. Doniis siitununun bashigi takilarak
180 dakika oda sicakliginda karistiricida inkiibe edildi. Bu siire sonunda doniis
siitunu, yeni santrifiij tiipline almarak 1500xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Santrifiij
tiipiine gecen kisim 4°C’de saklandi. Sonra, doniis siitununa 200ul 1x baglanma
solusyonundan konuldu. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Doniis siitununa 200pul
yikama tamponundan eklendi. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Uzerine 3pl
sodyum siyanoborohidrid solusyonundan eklendi. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Doniis siitunu 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Alta gecen kisim atildi.
Doniis siitunu i¢indeki recine, 200ul baglama tamponu ile yikandi. Regineye daha
sonra, 200ul yikama solusyonu konularak 4°C’de doniis siitunu saklandi. Bdylece

CYPI1AI antikoru regineye, immiin ¢oktiirme i¢in baglandi.

HepG2-HBX hiicresinde, CYP1Al, HBX protein-protein etkilesimlerinin
belirlenmesi i¢in, bu hiicreye pCMV6-AC-GFP-CYPIAl vektoriinliin - gecici
transfeksiyonu Materyal Metod 2.2.2.°deki prosediir kullanilarak yapildi.

Hiicre lizatlar1, kontrol agaroz re¢ine tamponu kullanilarak temizlendi. 0.5mg
lizat i¢in, doniis siitununa 60ul kontrol agaroz re¢ine tamponundan konuldu. Daha
sonra doniis siitunu, 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi. Regine iceren doniis
siitununa, lizattan Ipg eklendi. 60 dakika oda sicakliginda karistiricida karistirildi.
Bu siire sonunda doniis siitunu, 1500xg’de 1 dakika santrifiij edildi. Alta gecen
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kisim, inhibitorlerden ve yabanci maddelerden arindirilmis temiz lizattir. Temiz lizat,

diger immiin ¢oktiirme deneyleri i¢in kullanild.

Antikoru bagladigimiz doniis siitunundaki re¢inenin {izerine, hazirlamis
oldugumuz temiz lizat (protein karisimi) eklendi. 24 saat 4°C’de karistiricida inkiibe
edildi. Doniis siitunu yeni toplama tiipiine alindi. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi.
Alta gecen kisim, recineye baglanmayan proteinlerdir. Bu kisim, diger analizler i¢in
toplandi. Daha sonra doniis siitunu, 200ul immiin ¢oktiirme parcalama yikama
tamponu ile yikandi. Elusyon islemi i¢in, doniis siitununa 50ul elusyon tamponu
eklendi. 1500xg de 1 dakika santrifiij edildi ve alta gecen kisim toplandi, diger

analizler i¢in kullanildi.

Hiicresel proteinler, Laemli (1970)’de belirtildigi gibi dikey elektroforez
teknigi uygulanarak SDS-Poliakrilamit Jel Elektroforez (SDS-PAGE) ile ayristirilmis
ve protein profilleri elde edildi. Daha sonra SDS-PAGE ve Western blot analizi
Materyal Metod 2.2.7°deki prosediir uygulanarak proteinler arasindaki etkilesimler

belirlendi.

23



3.BULGULAR

3.1. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 ve pCMV6-AC-GFP-RelA Vektoriiniin E.coli
DH5a Hiicresine Transformasyonunun Belirlenmesi

E.coli DH50 hiicresine aktarilarak cogaltilan pCMV6-AC-GFP-CYP1Al ve
pCMV6-AC-GFP-RelA plazmid DNA’lar1 %1°lik agaroz jel elektroforezinde

goriintiilenmistir.

1. pCMV6-AC-GFP-CYP1ALl plazmid DNA
2. pCMV6-AC-GFP-RelA plazmid DNA

Sekil 3. 1. CYP1Al ve RelA plazmid DNA’larmin agaroz jel elektroforezi ile
goriintiilenmesi.

3.2. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 Vektoriiniin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX
Hiicrelerine Gegici Transfeksiyonunun Verimliliginin Belirlenmesi

HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBX hiicrelerine pCMV6-AC-GFP-
CYPIA1 vektoriinin  ve pCMV6-AC-GFP-RELA  gecici  transfeksiyonu
Lipofectamin LTX&Plus solusyonu kullanilarak yapilmistir. Bu hiicrelerin floresan

mikroskoptaki goriintiisii Sekil 3.1. ve Sekil 3.2.”de gosterildi.

A

Hep G2 -HEX -CYP1AT hiicrest HepG2-HEX kontrol hiicres:
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Sekil 3. 2.HepG2-HBX hiicresine Lipofectamin ltx plus solusyonu kullanilarak
aktarilan pCMV6-AC-GFP-CYP1Al vektoriinin ve HepG2-HBX hiicresinin
floresan mikroskoptaki goriintiisii.

A: HepG2-HBX hiicresi 6 kuyucuklu hiicre kaplarina ekildi. 24 saat sonra 500ul
serumsuz besi ortami, 2,5ul plus solusyonu, 10ul Itx solusyonu, 3pg CYPIAI
plazmid DNA’s1 konularak gegici transfeksiyon yapilmistir. 24 saat, 37°C’de %5’lik
CO; inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

B:HepG2-HBX hiicresine CYP1A1 gegici transfeksiyonu yapilmamistir. Bu hiicre
kontrol amagh kullanilmistir. 24 saat, 37°C’de %5’lik CO, inkiibatoriinde inkiibe

edilmistir.

HepG2 -CYP1A1 hilcresi Hep(G2 hicresi

Sekil 3. 3. HepG2-pcDNA3 hiicresine Lipofectamin ltx plus solusyonu kullanilarak
aktarilan pCMV6-AC-GFP-CYP1Al vektoriiniin ve HepG2-pcDNA3 hiicresinin
floresan mikroskoptaki goriintiisii.

A: HepG2-pcDNA3 hiicresi 6 kuyucuklu plate ekilmistir. 24 saat sonra 500ul
serumsuz besi yeri, 2,5ul plus solusyonu, 10ul Itx solusyonu, 3pug pCMV6-AC-GFP-
CYPIA1 plazmid DNA s1 konularak gecici transfeksiyon yapilmistir. 24 saat,
37°C’de %5°1lik CO, inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

B: HepG2-pcDNA3 hiicresine pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 gecici transfeksiyonu
yapilmamistir. Bu hiicre kontrol amacli kullanilmistir. 24 saat, 37°C’de %5’lik CO,

inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.
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HepG2-HEX-RELA HepG2-HEX

Sekil 3. 4. HepG2-HBX hiicresine, Lipofectamin ltx plus solusyonu kullanilarak
aktarilan pCMV6-AC-GFP-RELA vektoriiniin ve HepG2-HBX hiicresinin floresan
mikroskoptaki goriintiisii

A: HepG2-pcDNA3-HBX hiicresi 6 kuyucuklu plate ekilmistir. 24 saat sonra 500ul
serumsuz besi yeri, 2,5ul plus solusyonu, 10ul Itx solusyonu, 3pg pCMV6-AC-GFP-
RELA plazmid DNA’s1 konularak gecici transfeksiyon yapilmistir. 24 saat, 37°C’de
%S35’lik CO; inkiibatdriinde inkiibe edilmistir.

B: HepG2-pcDNA3 hiicresine pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 gecici transfeksiyonu
yapilmamistir. Bu hiicre kontrol amacl kullanilmistir. 24 saat, 37°C  %35’lik CO,
inkiibatoriinde inkiibe edilmistir.

Bu sonuclar bize, HepG2-pcDNA3-HBX hiicresine aktarilan CYPIA1l geninin

transfeksiyon verimliliginin %20-%30 oldugunu gosterdi.

3.3. RNA’larin Belirlenmesi

HepG2-pcDNA3, HeG2-pcDNA3-CYP1Al, HepG2-HBX ve HepG2-HBX-
CYPIAI hiicrelerinin total RNA izolasyonu Trizol ile yapilarak %]1’lik agaroz jel

elektroforezi ile goriintiilendi.
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285
185

1. HepG2-pcDNA3 RNA

2. HepG2-pcDNA3-CYP1Al RNA
3. HepG2-HBX RNA

4. HepG2-HBX-CYP1A1 RNA

Sekil 3. 5. HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-CYP1A1, HepG2-HBX ve HepG2-
HBX-CYP1A1 RNA’larinin goriintiisii.

3.4. CYP1A1 ve RELA Vektorlerinin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX
Hiicrelerine Gecici Transfeksiyonunun Sonrasinda CYP1A1 ve RELA
Varhgimmn PZR ile Kontrolii

pCMV6-AC-GFP-CYP1Al vektoriiniin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX
hiicrelerine gecici (transient) transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al ve kontrol
GAPDH RNA ifadesi semikantitatif RT-PZR ile belirlendi. CYP1A1 ekspresyon
diizeyinin floresan mikroskop ile yapilmis olan takiple uyumlu oldugu gézlemlendi.
Transfekte edilen hiicreler 24 saat sonra Trizol ile toplandi. RNA izolasyonu yapildi
Daha sonra cDNA sentezi yapilarak PZR analizi yapildi.
pCMV6-AC-GFP-CYP1A1  vektoriiniin -~ HepG2-pcDNA3  ve  HepG2-HBX
hiicrelerine gecici transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al ifadesinin ve GAPDH
ifadesinin RT-PZR ile belirlenmesi Sekil 3.6’da gosterildi.
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CYPLAL 199 be

GAPDH 98 b

1. HepG2

2. HepG2-CYP1Al

3. HepG2-HBX

4. HepG2-HBX-CYPI1A1

Sekil 3. 6. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektoriiniin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-

pcDNA3-HBX hiicrelerine gecici transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al1l RNA
ifadesinin RT-PZR ile belirlenmesi

HepG2-pcDNA3, HepG2-HBX, HepG2-pcDNA3-CYP1A1, HepG2-HBX-CYP1Al
hiicre dizinleri kullanilarak yapilan yar1 kantitatif PZR reaksiyonunda, Gliseraldehit-
3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) gen ifadesi kontrol gen ifadesi olarak kullanildi.
Kontrol gen ifadesine gore, gegici transfeksiyon ile aktarilan CYP1Al ifadesinin
hiicrelerde arttig1 gosterildi.

Gen susturma metodu kullanilarak baskilanan CYP1A1 geninin, HepG2-HBX-
CYP1A1-siRNA CYPI1ALl hiicrelerinin mRNA ekspresyonlarinda degisiklik olup
olmadigmi anlamak i¢in RT-PZR analizi yapilmistir. Bu RT-PZR sonuglar1 Sekil
3.7°de gosterilmistir.

CYP1AT 19596

28



M. Marker

1. HepG2-HBX hiicresi

2. HepG2-HBX-CYP1Al

3. HepG2-HBX-CYP1AI1-siRNA

Sekil 3. 7. HepG2-HBX-CYP1AI1-siRNA CYPIA1 hiicresinin mRNA ifadesinin
RT-PZR ile belirlenmesi.

Yapilan RT-PZR deneylerinde HepG2-HBX-CYP1A1l hiicresine, siRNA
uygulanarak baskilanan CYPIA1 geninin, mRNA ekspresyonunun azaldigi tespit
edildi. HepG2-HBX-siRNA-CYP1A1 hiicresinde CYP1Al ekspresyonunun bazal
miktarda oldugu goézlendi.

Gegici transfeksiyon ile HepG2 ve HepG2-HBX hiicresine aktarilan RELA
geninin mRNA diizeyinde ekpresyonuna bakmak i¢cin RT-PZR analizi yapildi. Bu

sonuglar Sekil 3.8’da gosterilmistir.

A B

EELA 59%he
GAPDH 9%
A.
1. HepG2-RELA hiicresi
2. HepG2-RELA hiicresi
3. HepG2 hiicresi
B.

1. HepG2-HBX-RELA hiicresi
2. HepG2-HBX-RELA hiicresi
3. HepG2-HBX hiicresi

Sekil 3. 8. pCMV6-AC-GFP-RELA vektoriiniin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-
pcDNA3-HBX hiicrelerine gecici transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al1l RNA
ifadesinin RT-PZR ile belirlenmesi.
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HepG2-pcDNA3 hiicre dizinindeki RELA mRNA ekspresyonu farkli PZR
kosullarina gore degisiklik gostermekle birlikte bazal miktarda ifade edildigi
disiiniilmektedir (Sekil 3.8. A ve Sekil 3.68. B).

HepG2-pcDNA3-RELA hiicre dizininde, transfeksiyon sonrasinda NF-iB
(RELA/p65) ekpresyonunun belirgin sekilde arttig1 gézlenmistir.
HepG2-pcDNA3-HBX hiicre dizinindeki RELA mRNA ekspresyonu farkli PCR
kosullarma gore degisiklik gostermekle birlikte bazal miktarda ifade edildigi
gbzlendi. Bu hiicre dizininde, transfeksiyon sonrasinda RELA mRNA’sinin belirgin
sekilde arttig1 tespit edildi.

3.5. CYP1A1 Ekspresyonunun Hiicre Canlhihgina Etkisinin Belirlenmesi

HepG2-pcDNA3, HepG2-HBX, HepG2-pcDNA3-CYP1Al, HepG2-HBX-
CYP1A1l, HepG2-pcDNA3-siRNA-CYPIA1 ve HepG2-HBX-CYP1AI-siRNA
CYPI1AL1 hiicreleri kullanilarak hiicre canlilig1 deneyleri yapilmistir. Hiicre canliligi
deneyleri XTT ve WST metodlar1 kullanilarak yapilmistir. Bu deney sonuglar1 bize,
CYPI1A1 ekspresyonunun hiicrelerin yasami ile bagdastigini ve hiicrelere toksik etki
gostermedigini gostermistir. CYPIA1 ifadesi varliginda ve CYPIAI1 ifadesinin
siRNA ile baskilanmasinda, biiyiime faktorleri varliginda ve yoklugunda ilgili hiicre
dizinleri arasinda proliferasyon (hiicre canliligl) bakimmndan anlamh farkliliklar

gozlenmemistir.

HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-CYP1A1 Hiicrelerinin XTT
Sonuglan

O HepG2-pcDNA3
m HepG2-pcDNA3-CYP1A1

Absorban Degeri (450-630
m
o

1. glin 2. glin 3. glin 4. gin 5. glin

Giin
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Sekil 3. 9. HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-CYPIAI1 hiicre canliligmm XTT
metodu ile belirlenmesi

Yapilan XTT deneylerinde, HepG2-pcDNA3 hiicresinin canlilig1 1. giinden 5.
giine kadar artmistir. Herhangi bir madde uygulanmadig: i¢in hiicrelerin canliliginin

arttig1 belirlenmistir.

HepG2-HBX ve HepG2-HBX-CYP1A1 Hiicrelerinin XTT
Sonuglan

iy 3,5
= 3
T 25-
TE 2 B HepG2-HBX
o S 1,54 W HepG2-HBX-CYP1A1
g§° 1
S 051
2 o

1. gin 2. glin 3. gin 4. giin 5. gin

Giin

Sekil 3. 10. HepG2-HBX ve HepG2-HBX-CYP1ALl hiicre canliligmin XTT metodu
ile belirlenmesi.

HepG2-pcDNA3-HBX hiicresinin canliliginin 1. ve 5. giinler aras1 yapilan
XTT deneylerinde arttig1 tespit edildi.

HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-CYP1A1 Hiicrelerinin WST
Sonuglan

iy 0,3

[Ts]

T 0,29 A

8 — 028 -

@ HepG2-pcDNA3-CYP1A1

28 %% . Hepgz pCDNAz °
W Re| -pC

53 026 =P

£

§ 0,25 -

< 024

15dk 30dk 45dk 60dk  90dk 120 dk
Zaman (Dakika)

Sekil 3. 11. HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-CYP1A1 hiicre canliliklarinin
WST metodu ile belirlenmesi
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HepG2-pcDNA3-CYP1A1 ve HepG2-pcDNA3-siRNA CYP1A1
Hiicrelerinin WST Sonuglari

0,35 ~

: o Seri 1
, ® Seri 2
0,05 -

15 dk 30 dk 45 dk 60 dk 90 dk 120 dk
Zaman (Dakika)

nm)
o
) o
a w
L L

o
N
|

o
-
|

Absorbans Degeri (450-690
o
o

o
|

Sekil 3. 12. HepG2-pcDNA3-CYP1A1 ve HepG2-pcDNA3-siRNACYP1A1 hiicre
canliliklarmm WST metodu ile belirlenmesi.

HepG2-HBX ve HepG2-HBX-CYP1A1 Hiicrelerinin WST
Sonuglar

8- 0,35
K3 0,3 -
S 025
TE 02- @ HepG2-HBX
@8 0,15 - B HepG2-HBX-CYP1A1
© ©
2 0,1 4
S 0,05
2 0-

15min  30dk 45dk  60dk  90dk 120 dk

Zaman (Dakika)

Sekil 3. 13. HepG2-HBX ve HepG2-HBX-CYP1ALl hiicre canliliginin WST metodu
ile belirlenmesi.
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HepG2-HBX-CYP1A1 ve HepG2-HBX-siRNA CYP1A1
Hiicrelerinin WST Sonuglari

€ 029 B HepG2-HBX-CYP1A1
S 0,28 - B HepG2-HBX-siRNACYP1A1

Absorbans Degeri (450-

15min 30dk 45dk 60dk 90dk 120 dk
Zaman (Dakika)

Sekil 3. 14. HepG2-HBX-CYP1Al ve HepG2-HBX-siRNACYP1A1l hiicre
canliligmm WST metodu ile belirlenmesi.

Gegici transfeksiyon ile HepG2-HBX hiicresine aktarilan pCMV6-AC-GFP-
RELA vektoriiniin hiicre canliligma etkisi de WST metodu yapilarak belirlenmistir.
Bu sonuglar sekil 3.16 ve sekil 3.17°de gosterilmistir.

Yapilan WST sonuglarinda, HepG2-pcDNA3-HBX hiicre canliliginin zamana baglh

olarak arttig1 belirlenmistir.
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HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBX-pCMV6-AC-
GFP-RELA Hiicrelerinde WST Tayini
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o
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Sekil 3. 15. RELA ekspresyonunun HepG2-HBX hiicre canliligina etkisinin WST
metodu ile belirlenmesi.

3.6. Ilgili Hiicrelerde Alkoksiresorufin O-Dealkilaz (EROD) Aktivite Tayini

Sitokrom P4501A1 (CYP1A1) aktivitesini tayin ve takip etmek icin kullanilan
en Ozgilin ve hassas metod EROD (7-EtoksiRezorufin O-Deetilaz) aktivitesidir (12).
HepG2-pcDNA3, HepG2-HBX, HepG2-pcDNA3-CYPIAl ve HepG2-HBX-
CYPI1AI1 hiicre homojenatlarinda EROD aktivite tayini Burke ve Mayer metodu ile
Armng ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanilarak tespit edildi.

CYPIA1 geni iceren plazmidler ile gecici transfekte edilen HepG2-HBX
hiicrelerinde mRNA diizeylerinde artis gozlendi. Bu artis EROD aktivite tayininde
de gosterilmistir. Sonuclar Sekil 3.16’da gosterildi.

Ayrica, HepG2-HBX-CYP1A1l hiicresi, siRNA metodu ile baskiland1
Baskilanan bu hiicrelerde de, CYP1AI1 aktivitesine bakildi. Bu aktivite sonuclari
Sekil 3.16’de gosterildi.
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EROD Aktivitesi

30 -
25-
Aktivite 207

(pmol/dak/mg 15
protein)
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HepG2- HepG2- HepG2-
pcDNA3-HBX pcDNA3-HBX-pcDNA3-HBX-
pCMV6-AC- siRNA

GFP-CYP1A1 CYP1A1

Sekil 3. 16. HepG2-HBX, HepG2-HBX-CYP1A1 ve HepG2-HBX-siRNA-CYP1A1
hiicrelerinde EROD aktivitesinin belirlenmesi.

EROD aktivite sonuglar1 bize, HepG2-HBX-CYP1A1l hiicresinde CYP1A1
enzim aktivitesinin HepG2-HBX ve HepG2-HBX-siRNA-CYP1A1 hiicrelerine gore

arttigin1 gosterdi.

3.7. Transfeksiyon Sonrasi Hiicrelerdeki Protein Profillerinin SDS-PAGE
Analizi ile Belirlenmesi

Hiicrelerdeki proteinlerin varligi SDS-PAGE analizi yapilarak tespit edilmistir.
HepG2-HBX, HepG2-HBX-CYP1Al ve HepG2-HBX-CYP1Al-siRNA hiicresel
proteinleri, molekiiler agirhiklarma gére SDS-PAGE  analizi  yapilarak

goriintiilenmigtir. Bu sonuclar Sekil 3.17°de gosterilmistir.
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M. Marker

1. HepG2-HBX

2. HepG2-HBX-CYPI1Al

3. HepG2-HBX-CYP1AI1-siRNA

Sekil 3. 17. HepG2-HBX, HepG2-HBX-CYP1A1, HepG2-HBX-CYP1A1-siRNA
protein profillerinin SDS-PAGE analizi ile belirlenmesi.

3.8. Transfeksiyon Sonrasi Hiicrelerde CYP1A1 Geninin Protein Diizeyinde
ifadesinin Western Blot Yontemi ile Belirlenmesi

Ilgili hiicrelerde CYP1AIl geninin protein diizeyinde ifade edilmesi western

blot analizi ile teyit edildi. Bu sonuglar, Sekil 3.18’de gosterildi.
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1. HepG2-pcDNA3

2. HepG2-pcDNA3-CYP1Al
3. HepG2-HBX

4. HepG2-HBX-CYPI1A1

Sekil 3. 18. HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-CYP1AIl, HepG2-HBX-CYP1Al
hiicrelerinin protein diizeyinde ifadelerinin Western blot yontemiyle belirlenmesi.

Yapilan western blot sonuglar1 bize, HepG2-pcDNA3-CYP1Al ve HepG2-
HBX-CYP1A1 hiicrelerinde, protein diizeyinde CYP1Al ifadesinin oldugunu

gosterdi.

3.9. CYP1A1 ve HBX Protein-Protein Etkilesimlerinin Immiin Céktiirme
Yontemi ile Belirlenmesi

CYP1Al ve HBX proteinleri arasindaki etkilesimlerin olup olmadigmni
belirlemek amaciyla immiin ¢oktiirme deneyleri yapildi. Deney sonuglart sekil

3.19°da gosterildi.

37



1. Marker

2. HepG2-HBX-CYP1ALl: temiz hiicre lizat1

3. HepG2-HBX-CYP1Al: immiin ¢oktiirmede regineye baglanmayan proteinler
(regineye CYP1ALl antikoru baglanmis).

4. HepG2-HBX-CYP1Al: Immiin ¢oktirmeda elue olan proteinler (regineye
CYP1A1 antikoru ve CYP1A1 proteini baglanmis).

Sekil 3. 19. Immun ¢oktiirme yapilan HepG2-HBX, HepG2-HBX-CYP1A1 hiicre
lizatlarinin, protein profillerinin SDS-PAGE yontemiyle belirlenmesi.

Bu sonuglar bize, HepG2-HBX-CYP1Al’in temiz hiicre lizatinda ve regineye
baglanmayan proteinlerin SDS-PAGE analizi ile protein profillerini gosterdi. Ancak,
immiin ¢oktiirme deneylerinde, CYP1A1 antikoru ile regineye baglanan HepG2-
pcDNA3-HBX-pCMV6-AC-GFP-CYP1AT1 hiicre lizatinda SDS-PAGE analizlerinde

protein profilleri tespit edilemedi.
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4. TARTISMA

Hepatit B Viriisii (HBV), tiim diinyada yaklasik 350 milyon insanda kronik
karaciger enfeksiyonlarma neden olan hepatit viriisiiniin en yaygin tiirlerinden
biridir. Kronik Hepatit B siroza, karaciger yetmezligine ve hepatoseliiler karsinoma
neden olur [1, 51].

HBYV, hepadnaviridae ailesinin bir parcasidir. Bu viriis genomu, zarfli ve 3200
niikleotidlik kismen ¢ift zincirli DNA’dan olusur. Genom, bir ¢ekirdek proteini ve
DNA polimeraz ile paketlenir. HBV genomu, uzun sarmali iizerinde Yiizey (S), Kor
(C), Polimeraz (P) ve X olarak adlandirilan, dort degisik protein kodlayan niikleik
asit dizisine sahiptir [53].

Hepatit B X (HBX) geni HBV genomundaki en kii¢iik gen bdlgesidir. Bu gen,
17 kDa’luk HBX olarak adlandirilan proteini kodlar ve 154 aminoasitlik polipeptit
igerir [54].

Hepatoseliiler kanser gelisimi ile HBV iliskisi bilinmesine ragmen molekiiler
mekanizmas1 tam olarak aydinlatilamamistir. HBV ile hepatoseliiler kanser
gelisiminde 3 faktor vardir. Bunlardan birincisi, konake1 hiicrenin genomuna viral

DNA’nin girmesidir. ikincisi, kronik HBV enfeksiyonu i¢in konagin bagisiklik
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yanitina bagl inflamasyondur. Ugiinciisii, HBX gibi sinyal iletim yollarini
diizenleyen proteinlerdir [55].

HBX hiicresel transkripsiyonu, DNA onarimini, apoptozisi ve protein yikim
yollarin1 diizenler. Bu islevler, hepatoseliiler karsinom ile iligkilidir. HBV ile iliskili
hepatoseliiler kanser gelisiminde HBX dogrudan etkilidir. Bunlar transjenik hayvan
modellerinde gosterilmistir [55, 56].

HBV tarafindan kodlanan bir onkoprotein olan HBX birden fazla
mekanizmalarla HCC gelisiminde rol oynar [53]. Ilging olarak, yapilan son
calismalar, HBV ile iliskili HCC’ya HBX’in de-nova DNA metil transferaz 3A
(DNMT3A) ile etkileserek katkida bulundugunu gostermistir. Bu da DNA
metilasyonu ve HBX arasinda baglanti olabilecegini diistindiirmektedir [57].

HBX proteini, bir¢ok viral ve konak¢1 hiicrede transaktivator olarak 6nemli rol
oynar. Boylece HBX’in hepatoselliiler karsinomun gelisiminde 6nemli oldugu
disiiniilmektedir [54]. Bircok ¢alisma, HBX’in Nuclear Faktor Kappa B (NF-kB)
sinyal yolagi, JAK-STAT sinyal yolagi, C-jun N-Terminal kinaz yolagi, ve protein C
kinaz yolaklar1 dahil olmak iizere bir¢ok sitoplazmik proteinler ile etkilesim halinde
oldugunu gostermistir [58]. HBX, 6zellikle RNA polimeraz II’nin alt {initesi olan
RPBS, Transkripsiyon faktor IIB, TATA baglanma proteini gibi ¢ekirdek proteinleri
ile de etkilesim halindedir [33]. Bu yolaklara ek olarak WNT/B katenin sinyal
yolagmm da HBX varhginda degistigi bulunmustur. insan hepatoseliiler karsinomlu
hastalarin %50-70’inde B-Katenin ekpresyonunun arttig1 gézlenmistir [59, 60, 61].

Yapilan calismalarda HBX’in 1s1 soku proteinleri ile de etkilesim halinde
oldugu bulunmustur. Is1 soku proteinleri ile HBX proteini arasindaki etkilesim hiicre
Olimiine neden olur ve HBV replikasyonunu inhibe eder. Ancak konakg1 faktorler ve
HBYV patolojisinde HBX’in rolii belirsizdir. Bu nedenle HBX ve konak¢1 faktorleri
arasindaki iliski kiitle spestroskopisi ile arastirilmistir [62].

HBX ile etkilesim halinde olan yolaklardan en 6nemlisi Nuclear Faktor Kappa
B (NF-iB)’dir. Niikleer faktor kappa B (NF-kB) tiim hiicre tiplerinde bulunan,
immiin sistem ve inflamatuar yanitta, hiicresel streste, oksidatif streste gorev alan
dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. NF-kB, Inhibitér Kappa B (IkB) tarafindan
diizenlenir. Bu transkripsiyon faktorii, akciger kanseri, meme kanseri ve pankreas
kanserinde asir1 ifade edilir [63]. Bir ¢alismada da, NF-kB’nin HBV ile iligkili
karaciger kanserinde HBX geni ile etkilesim halinde oldugu bulunmustur [64]. HBX
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ve NF-kB arasindaki mekanizmalar tam olarak aydmlatilamamistir. Cesitli hiicre
tiplerinde Ras sinyal yolu iizerinden NF-kB’nin HBX fonksiyonlar1 gdsterilmistir.
Baz1 calismalar, fokal yapisma kinaz (FAK) veya Ras’in dominant negatif
mutantlarinda NF-kB’nin HBX aktivasyonunu baskiladigini1 gostermistir [65]. Diger
yapilan bazi ¢alismalar da, Ras ve Raf’in negatif mutantlarinda NF-kB’nin HeLa
hiicrelerinde HBX aktivasyonunu inhibe etmedigini gostermistir [66].

Bazi galigmalar sonucunda, HBXin Inhibitér Kappa B (IkB)’nin bozulmasini
uyararak NF-kB’nin aktive oldugu ileri siiriilmiistiir. Ancak bu bozulmanin nasil
oldugu heniiz belli degildir. Bunun aksine bazi ¢alismalarda, HeLa hiicrelerinde 1kB
fosforilasyonu yoklugunda, 1kB ve HBX etkilesiminde proteozomal bozulma
belirlenmistir.

HBX diizenlenmesinin NF-kB aktivasyonu, c¢esitli deneysel sistemlerde
apoptozisin HBX modulasyonu ile baglantili oldugu gésterilmistir. Ornegin, NIH
3T3 hiicrelerinde yapilan ¢calismalarda apoptozisin HBX modiilasyonu sirasinda NF-
kB’nin roliinii incelemek i¢in IkB-Siiper Baskilayict (IkB-SR) kullanilmistir. 1kB-
SR, fosforile edilemez bir IkB seklidir. Yapisal olarak NF-kB’ye bagh kalir ve NF-
kB aktivasyonunu bloke eder (22). HBX’in tek basina apoptozisi aktive etmedigi
gozlenmistir. 1kB-SR ve HBX etkilesiminde apoptoziste bir artis oldugu
belirlenmistir [67, 68].

Sitokrom P450 1A1 (CYP1A1l) geni, hiicre iginde detoksifikasyonda rol
almaktadir. Bu genin ekpresyonunun uyarilmasi hiicre i¢in zararh etki olusturma
portansiyelindedir. Uyarilma sonucunda, bir takim ara metabolitler olusur. Bu ara
metabolitlerin ¢ogu karsinogenez asamalarinda etkili olan maddelerdir. Bu nedenle
ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin karsinogenez siirecinin baglatilmasinda,
CYPIA1 geninin ekpresyonunun arttirilmast 6nemli mekanizmalardan birini
olusturmaktadir. CYP1A1 geni Aril Hidrokarbon Reseptorleri (AHR) aracilig ile
diizenlenir [50].

NF-kB’nin, hiicre ici CYP1AIl etkilesimi ve HBX geni ile etkilesimi
gosterilmistir. Ancak Hepatit B varligindaki hepatoseliiler kanser gelisiminde HBX
ve CYP1Al ile ilgili bir arastirma yapilmamistir. Sunmus oldugumuz tezimizdeki
amacimiz, HBX proteininin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan CYP1AI

iizerine etkilerini arastirmaktir. Hepatit B virlis varliginda gelisen karaciger kanseri
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olgularinin kansere olan yatkinliklarinin agiklanmasinda, CYP1A1 geninin uyarilma
mekanizmasinin aydinlatilmasi biiylik 6nem tasimaktadir.

CYPI1ALI aktivitesini tayin ve takip etmek i¢in kullanilan en 6zgiin ve hassas
metod EROD (7-Etoksiresorufin O Deetilaz) aktivitesidir. Bu enzimin artisi
hiicrelerde bu enzimin substrati olan c¢esitli toksik ajanlarin etkilerini arttirarak
degisik patofizyolojik durumlara neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir. Ancak
son zamanlarda 6zellikle CYP1A1’in protein-protein etkilesimleri ile ¢esitli yolaklar1
uyararak yine gen ifadelerini de degistirebildigi de bildirilmektedir [50]. Bu
calismada Hepatit B virilisliniin  hepatokarsinogenez olusumundaki molekiiler
mekanizmasinda HBX proteini ile CYP1ALl proteininin etkilesiminin olup olmadigi
arastirilmstir.

Elde edilen sonuglarda, HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX hiicrelerine gegici
transfekte edilen CYP1A1 geninin transfeksiyon verimliligine, floresan mikroskopta
bakilarak %20 ve %40 oldugu belirlenmistir. HepG2-pcDNA3-CYP1A1 ve HepG2-
HBX-CYP1Al hiicre dizinlerinde, transfeksiyon sonrasmnda CYP1Al mRNA’smin
belirgin sekilde arttigr gozlenmistir. Bu da, hiicrelere gecici transfeksiyon ile
aktardigimiz CYPIA1 geninin, bu hiicrelerde mRNA diizeyinde ifadesinin
gergeklestigini gostermistir.

Ayrica HepG2-HBX-CYP1A1 hiicresinde siRNA metodu uygulanarak yapilan
deneylerde, CYP1A1l gen ifadesinin mRNA diizeyinde azaldigi tespit edildi.
CYP1A1 geninin siRNA ile baskilanmasindan sonra HBV aracili karaciger kanser
hiicresinde ifadesinin azaldig1 belirlendi. Bu sonuglar, PZR analizleri, EROD aktivite
tayinleri ve hiicre canlilig1 testleri ile teyit edildi. CYP1A1 baskilanmasindan sonra
bu hiicrelerde yapilan hiicre canliligi deneylerinde, HepG2-HBX-CYP1Al
hiicrelerine gore canliligm azaldigi tespit edildi. Bunun da siRNA ile CYP1Al
geninin baskilanmasimdan dolay1 oldugu diistiniilm{istiir.

HepG2-siRNA-CYPIA1  hiicrelerinde yapilan EROD aktivite tayini
sonuclarinda ise, HepG2-HBX-CYP1Al hiicresine gore bu hiicrelerde CYP1Al
aktivitesinin diisiik oldugu gozlenmistir. Bu sonuglar bize, CYP1A1 geninin siRNA
metodu ile baskilandigmni gosterdi.

Yapilan hiicre canliligi deneylerinde de, CYP1Al gen ekspresyonunun
hiicrelerin canlilig1 ile bagdastigir saptanmistir. Zamana bagli olarak yapilan hiicre

canlilig1 deneylerinde, HepG2-HBX ve HepG2-HBX-CYP1AI1 hiicrelerinin canlilig1
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zamana bagl olarak artmistir ve hiicreler arasinda anlamli bir artis farkli
gozlenmemistir. Bu sonuglar bize CYP1A1 geninin HepG2 hiicrelerine zararh etki

etmedigini gdstermistir. Sonuglar, Sekil 3.20 ‘de gosterilmistir.

WST SONUGLARI

— @ HepG2-pcDNA3-HBX
£ 04,
@ 0357 m HepG2-pcDNA3-HBX-SiRNA
2 03 CYP1AT Negaif kontro
=025+
= 0,2 0 HepG2-pcDNA3-HBX-
0,15 pCMV6-AC-GFP-CYP1A1
e 0,1
S0 0 HepG2-pcDNA3HBX:
S PCMV6-AC-GFP-CYP1A1-
& 0 siRNA negatif kontrol
< 150k  30dk 450k 60k 90ck 120k B HepG2-pcDNA3-HBX:siRNA

Zaman(Dakika) CYP1AT

Sekil 3. 20. HepG2-pcDNA3-HBX, HepG2-pcDNA3-HBX-pCMV6-AC-GFP-
CYPIALI ve HepG2-pcDNA3-HBX-siRNA-pCMV6-AC-GFP-CYP1ALl
hiicrelerinin, hiicre canliliginin WST metodu ile belirlenmesi.

HepG2 ve HepG2-HBX hiicrelerinde CYP1 A1 enzim aktivitesi, EROD metodu
ile dl¢iilmistiir. EROD sonuglarinda HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX-CYPIAl
hiicrelerindeki CYP1A1 aktivitesi, HepG2 ve HepG2-HBX hiicrelerindeki CYP1A1
aktivitelerine gore artis gosterdigi belirlenmistir. HepG2-CYP1A1 ve HepG2-HBX-
CYPI1AL1 hiicrelerindeki nispeten yiliksek olan EROD aktiviteleri CYP1Al ve HBX
proteinleri arasinda bir etkilesim oldugunu teyit etmemektedir. Bunun nedeni yeterli
diizeyde protein iirliniin olmamas1 olabilir. Buna ek olarak gecici transfeksiyon ile
olas1 etkilesimin ger¢eklesmemesi de bir neden olabilir.

CYP1ALI geninin protein diizeyinde ifadesi, western blot analizi ile belirlendi.
Yapilan western blot sonuglar1 bize, HepG2-pcDNA3-CYP1A1l ve HepG2-HBX-
CYPI1A1 hiicrelerinde protein diizeyinde CYPIAl gen ifadesinin oldugunu ve
CYP1A1l geninin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX hiicrelerine gecici transfekte
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edildigini gosterdi. HepG2-pcDNA3 ve HepG2-HBX hiicrelerinde, protein
diizeyinde CYP1A1 ifadesi ¢ok az yani bazal miktarda oldugu tespit edildi.

Hiicrelerde artan bir toksisite tespit edilmemis olmasi, EROD diizeyinin diisiik
olmas1 ve CYP1A1 protein diizeyinin neredeyse tayin edilemeyecek diizeyde olmasi
Hepatit B bazli hepatokarsinogenez olusumunun molekiiler mekanizmasinda HBX
proteini ile CYP1A1 arasinda bir etkilesim olmadigini dogrular niteliktedir.

Kesin sonuglara ulasmak i¢in ve daha kapsamli ¢ikarim yapmak i¢cin immun
coktiirme deneyleri yapilmistir. CYP1A1 ve HBX proteinleri arasinda etkilesim olup
olmadigina bakmak i¢in immiin ¢oktiirme deneyleri yapilmistir. Immiin ¢oktiirme
deneylerinde, protein profilleri SDS-PAGE analizi ile tayin edilmistir. Bu sonuglar
bize, CYP1Al antikoru ile recineye baglanan HepG2-HBX-CYP1A1’in hiicre
lizatinda protein profilleri tespit edilemedigini gosterdi. Immiin ¢oktiirme
deneyelerinden sonra, protein diizeyinde ifadeyi teyit etmek amaciyla yapilan
western blot analizlerinde, protein bantlari ¢ikmadigr i¢cin CYP1A1’in protein
diizeyinde ifadesinin olmadig: tespit edilmistir. Elde edilen bu sonuglar bize, HBV
aracili insan karaciger kanseri hiicresinde (HepG2) CYP1Al ve HBX proteinleri
arasinda, protein-protein etkilesimlerinin olmadigini géstermistir.

Ayrica HepG2-HBX hiicrelerine RELA geni aktarilarak yapilan deneylerde,
NF-kB RELA geninin mRNA diizeyinde ekpresyonunun artist PZR analizleri ile
belirlenmistir. Bu sonuglar bize RELA geninin HepG2-HBX hiicresine aktarildigini
ve transfeksiyon verimliliginin %15 ve %30 oldugunu gostermistir. Yapilan hiicre
canliligi (WST) sonuclarinda, NF-AB (RELA) geninin HepG2-HBX hiicresine zararl
etki etmedigi belirlenmistir. Bu sonuglar Sekil 3.21°de gosterilmistir.

Elde edilen PZR analizi sonucglarma gore, HBV aracili insan karaciger kanser

hiicresinde RELA geninin mRNA diizeyinde ifade edildigi belirlenmistir.

44



HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBX-pCMV6-AC-
GFP-RELA Hiicrelerinde WST Tayini
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Sekil 3. 21. RELA gen ifadesinin HepG2-HBX hiicresinde WST metodu ile
belirlenmesi.

Hiicre canliligi (WST) sonuclarinda, RelA geninin HepG2-HBX hiicrelerinin
canliligma zararli etki gostermemistir ve hiicrelerin canliligi ile bagdastigi
gozlenmistir.

RelA geninin, HBV aracili hepatoseliiler karsinomda ifade edildigi ve bu

hiicrelerde zararl bir etkisinin olmadigi tespit edimistir.
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5. SONUC

Sonug¢ olarak yapilan c¢alismada Hepatit B viriisiiniin karaciger kanseri
olusumundaki molekiiler mekanizmasinda HBX ve CYP1Al proteinleri arasinda
etkilesimlerin olup olmadigi saptanmaya c¢alisildi. CYP1A1’in, HBX geni iizerine
etkileri ilk kez rapor edildi.

Hiicrelerde artan bir toksisite tespit edilmemis olmasi, EROD diizeyinin diisiik
olmasi ve CYP1A1 protein diizeyinin neredeyse tayin edilemeyecek diizeyde olmasi
Hepatit B bazli hepatokarsinogenez olusumunun molekiiler mekanizmasinda HBX
proteini ile CYP1Al arasinda bir etkilesim olmadigini dogrular niteliktedir. Kesin
sonuglara ulasmak icin yapilan immun c¢oktiirme deneyleri de bu bulgular1
destekledi. Elde edilen bulgular HBV aracili insan karaciger kanser hiicre hattinda
(HepG2), CYP1Al ve HBX proteini arasinda protein-protein etkilesimlerinin

olmadigini gosterdi.
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