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HEPATIT OLGUSUNDA(HBX) NF-xB ve AHR GEN
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BiYOLOJi
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(ES DANISMAN:DOC. DR. ASLI SEMIZ)
DENIZLI, MAYIS - 2019

Primer karaciger kanserlerinin %85-90’1n1 olusturan Hepatoselliiler
Karsinom (HCC) diinyada en sik rastlanan kanserlerden olup, risk faktorleri
olarak en basta kronik hepatit B (HBV) ve hepatit C viriis (HCV)
enfeksiyonlaridir. Bu c¢alismada, Hepatit B X (HBX) olgusunda, Aril
Hidrokarbon Reseptorii (AHR) ve Niiklear Faktor kappa B (NF-xB) genlerinin
Hepatit B viriisii ile enfekte edilen insan hepatoselliiler karsinom hiicre hattinda
(HepG2-HBV (HBX) ) protein-protein etkilesim potansiyelinin molekiiler
yaklagimlar ile aydinlatilmasi amaglanmisdi.

Bu amagla etki mekanizma caligmalar1 HepG2-HBV (HBX) hiicre hattinda
gerceklestirildi. Total RNA, HBX pozitif hiicrelerden izole edildi. Daha sonra
cDNA, oligo-dT primerler kullanilarak toplam RNA'dan ters transkriptaz ile
sentezlendi. NF-xB ve AHR genleri gen spesifik primerler kullanilarak Polimeraz
zincir reaksiyonu(PZR) ile amplifiye edildi ve DNA firlinleri "pGEM-T easy
vector" ile klonlandi. Klonlanan NF-xB ve AHR plazmidleri DH-5a ‘ya
transforme edildi ve daha sonra saf plazmidler izole edildi. Plazmit NF-«xB ve
AHR genlerinin PZR iiriinleri, spesifik restriksiyon enzimleri ile kesildi ve "Flexi
Vector  System"  kullanilarak  alict  plazmitlerin  uygun  bdlgesine
klonlandi.Rekombinant plazmitler daha sonra lusiferaz plazmid ile birlikte HBX
hiicre hattina transfekte edildi. Uygun inkiibasyon siiresinin sonunda, Renilla geni
iceren pGL4.31[luc2P/Gal4UAS/Hygro] pGL4.31 plazmiti transfekte edilen
hiicrelere eklendi. ‘Firefly lusiferaz’ aktivitesi Ol¢iildii. Yapilan calismalar
sonucunda NF-xB ve AHR genlerinin hepatit B olgusunda etkilesime girdigini

kuvvetle desteklemektedir. Hepatokarsinogenez olusumunda bu iki transkripsiyon



faktoriinlin etkilisim halinde olup, ekspresyon artigina sebep olmaktadir. Bu
etkilesimin nasil durduralacagi konusunda yapilacak caligmalarla desteklenirse
HBX varliginda olusan hepatokarsinogenezin Oniine gegilerek yeni tedavi

yontemleri ortaya ¢ikartilabilir. Bu veriler literatiirde yenidir.

ANAHTAR KELIMELER:Hepatoseliiler Karsinom, Niikleer Faktor Kappa B,
Aril Hidrokarbon Reseptor, HBX



ABSTRACT

INVESTIGATION OF NF-KB AND AHR GENE INTERACTION IN
RELATION TO THE DEVELOPMENT OF HEPATITIS

MSC THESIS
NAZMIiYE OLMEZ
PAMUKKALE UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BiOLOGY

(SUPERVISOR:PROF. DR. ALAATTIN SEN)
(CO-SUPERVISOR:DOC. DR. ASLI SEMiZ)
DENIZLI, MAY 2019

Hepatocellular carcinoma (HCC), which constitutes 85-90% of primary
liver cancers, is one of the most common cancers in the world, and is the most
common risk factors for chronic hepatitis B (HBV) and hepatitis C virus (HCV)
infections. In this study, protein-protein interaction in human hepatocellular
carcinoma cell line (HepG2-HBV (HBX)) infected with Hepatitis B virus of Aryl
Hydrocarbon Receptor (AHR) and Nuclear Factor kappa B (NF-xB) genes in
Hepatitis BX (HBX) case The aim of this study was to elucidate its potential with
molecular approaches.

For this purpose, mechanism studies were performed in HepG2-HBV
(HBX) cell line. Total RNA was isolated from HBX-positive cells. The cDNA
was then synthesized by reverse transcriptase from total RNA using oligo-dT
primers. NF-xBand AHR genes were amplified by Polymerase chain reaction
(PCR) using gene-specific primers and the DNA products were cloned with
"pGEM-T easy vector". The cloned NF-xBand AHR plasmids were transformed
into DH-5a and then pure plasmids were isolated. The PCR products of plasmid
NF-«xB and AHR genes were cut with specific restriction enzymes and cloned into
the appropriate site of the recipient plasmids using the "Flexi Vector System".
Recombinant plasmids were then transfected into the HBX cell line with the
luciferase plasmid. At the end of the appropriate incubation period, the plasmid
pGL4.31 [luc2P / Gal4dUAS / Hygro] pGL4.31 containing the Renilla gene was
added to the transfected cells. Dii Firefly luciferase 1 activity was measured. As a
result of the studies, it strongly supports that NF-xBand AHR genes interact in the
hepatitis B case. In the formation of hepatocarcinogenesis, these two transcription



factors are affected and cause an increase in expression. If these studies are
supported by the studies on how to stop it, new treatment methods can be created

by preventing hepatocarcinogenesis in the presence of HBX. These data are new
in the literature.

KEYWORDS: Hepatocellular Carcinoma, Nuclear Factor Kappa B, Aryl
Hydrocarbon Receptor, HBX
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ONSOZ

Hepatoselliiler Kanser Gelisiminde, Hepatit Olgusunda (HBX) NF-xB ve AHR
Gen Etkilesimleri liskisinin Arastirilmasi calismas1 Pamukkale Universitesi Fen
Bilimleri Enstitiisii Biyoloji A.B.D. Biyokimya ve Molekiiler Toksikoloji

Aragtirma Laboratuarinda yapilarak yiiksek lisans tezi olarak hazirlanmstir.

Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Koordinasyon Birimine
(PAUBAP) Tez projesi olarak sundugumuz bu ¢alisma PAUBAP tarafindan 2016
FBE 041 kodu ile desteklenmistir. Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Koordinasyon Birimine destekleri i¢in tesekkiirlerimizi sunuyoruz.

Laboratuariin tiim imkanlarin1 sonuna kadar acan, deneyim olarak lisans,
yiikksek lisans siiresince yetismemde cok biiylik emegi olan, tez ¢alismamin
basindan sonuna kadar, 6ncesinde ve sonrasinda manevi destek ve yardimlarini
hicbir zaman benden esirgemeyen, kendisiyle calistigim icin her zaman sansh
hissettigim, tecriibe ve essiz bilgilerinden yararlandigim, titiz ve disiplinli
calismasin1 6rnek aldigim degerli danisman hocam Prof. Dr. Alaattin SEN’ e ve

ek danismanim Dog¢.DR. Asli SEMIZ’ e sonsuz tesekkiirlerimi sunarim.

Tezimin diizenlenmesi ve degerlendirilmesi asamasindaki yardimlarindan ve
katkilarindan dolayr degerli jiiri liyelerim Prof. Dr. Orhan Adali ve Prof. Dr.

Mustafa Duran’a tesekkiir ederim.

Laboratuar ¢alismalarim sirasinda destegini hi¢bir zaman esirgemeyen ve beni
her zaman motive eden ¢ok degerli ablam Ozden OZGUN ACAR’ a; laboratuar
caligmalarim sirasinda destegini esirgemeyen calisma arkadaslarim Elif KALE ve
Gurbet CELIK TURGUT" a; lyi giiniimde, kétii giiniimde bana destek olan, esim
Yunus OLMEZ’e Ve her zaman yanimda olan ve beni bugiinlere dzveriyle getiren

aileme sonsuz tesekkiirler ederim.

Ayrica maddi destegi sagladig: i¢in Pamukkale Universitesi Bilimsel Arastirma

Projeleri Birimine (2016FBE041) tesekkiir ederiz.



1. GIRIS

1.1 Hepataseliiler Karsinom

Hepatoseliiler Karsinom (HCC) , her yil yaklasik 435.000 yeni vakanin teshis
edildigi en sik rastlanan besinci kanser tiiriidiir. Bu veriler tiim kanser vakalarinin
%35.4> inii olusturmaktadir (Wang ve dig. 2016). Kanser tiirleri igerisinde 6liime
sebep olmada dordiincii siradadir (Parkin ve dig. 1999; Pisani ve dig. 1999). Asya ve
Afrika’da ise yetiskinlerde kanser tiirlinden 6liimlerde birinci sirada yer almaktadir
(Di Bisceglie ve dig. 1988). HCC, viral enfeksiyon ve aflatoksin gibi dig faktorlerin
en ¢ok rol oynadigi kanser tiirlerindendir. Belirtileri tlilkeden iilkeye farkliliklar
gosterebilmektedir. Ornegin Kuzey Afrika Bandilerinde zayiflik, biiyiik bir kitle ve
buna ait belirtiler hakimdir (Berman 1951). Diger yandan Japonya ve iilkemizde
hastalar daha ¢ok siroza bagli olarak ortaya ¢ikan belirtilerden yakinirlar. Buradaki
hastalar timor ileri boyutlara ulasamadan sirozun komplikasyonlarindan olebilirler
(Tekali ve Balik 2003). Dolayisiyla, HCC’nin dagilimi bu etkenlerin dagilimina gére
degisebilir. Bu yiizden de oOnlenebilir kanserlerin basinda gelmektedir. Hepatit B
Viriisii (HBV) hepatotropik, zarfli, kismen ¢ift sarmalli DNA viriisii olup kronik
hepatit, siroz ve hepatoseliiler karsinom olusumunda rol oynayan en Onemli
etiyolojik faktorlerden biridir (Beaslay Ve Hwang, 1984).HBV, hepatotrop
oldugundan ve DNA igerdiginden Hepadnavirus grubuna sokulan, 42 nm ¢apinda
cok kompleks antijenik yapiya sahip bir viristir. Virion, yani komplet infeksiyoz
viriise “Dane” partikiilii de denir. Virion, kismen ¢ift sarmalli DNA igeren bir i¢
cekirdek (core) ve bunu gevreleyen bir zarftan (HBsAg) ibarettir. I¢ cekirdekte
HBcAg ve solubl HBeAg vardir (Sekil.1). HBV’nin 6 genotip, 12 subtipi vardir.
Subtipler, HBsAg’nin yapisindaki kii¢iik degisikliklere gore ayrilir. “a” determinanti
tiim subtiplerde bulunur ve bagisiklig1 saglar, d/y ile w/r alt determinatlar ise 12
serolojik alt tipi olusturur (ayw, ayr, adw). HBV-DNA’s1 fizerinde virlisiin
antijenlerini kodlayan 4 gen bulunur. PreS/S geni 6n-S1, 6n-S2 ve HBsAg’ini kodlar.
C geninin 6n-C ve C denen iki bolgesi vardir, HBeAg ile HBcAg’i kodlar. On-C

mutantlart HBeAg sentezleyemez. P geni DNA polimeraz ve endoniikleaz



enzimlerini ve X geni ise HBxAg’i kodlar. HBV’nin son yillarda 6nemleri iyice
anlagilan bazi mutantlar1 tanimlanmistir. Zarf ve 6n-C bolgesi mutantlar1 en dikkati

cekenleridir. Asi, prognoz ve tedavi agisindan 6nemleri vardir.

HBsAg

HBcAg
DNA Polimeraz

42nm

Sekil 1: Hepatit B Viriisii (HBV) Antijenik yapisi

Virilis karaciger hiicresi c¢ekirdeginde, DNA polimeraz1 yardimiyla ¢ogalir
(Sekil 1). Onceleri sadece hepatositlerde iiredigi sanilan HBV nin pankreas, kemik
iligi hiicreleri, lenfosit ve graniilositlerde de ¢ogalabildigi gosterilmistir. Bununla
beraber primer lireme organi karacigerdir. Hepatositlerde ¢ogalmasini tamamlayan
viriis ve antijenleri buradan kana bulasir. Kanda daha ¢cok HBsAg partikiilleri,
kismende Dane partikiilleri bulunur. Portorlerde ¢ogunlukla kanda sadece HBsAg
vardir, infeksiyoz virlis partikiilleri bulunmaz. Portorlerde, infeksiyéz viriis
olmaksizin devamli HBsAg iiretimini saglayan mekanizmanin, HBV-DNA’sinin
hepatosit DNA’simna integre olmasit ve dolayisiyla HBsAg sentezinin karaciger
hiicresi tarafindan yapilmasi ile oldugu anlagilmistir. HBV’ye bagl karaciger kanseri
de, HBV-DNA"1 ile integre olmus hepatositlerin zamanla kanser hiicresine doniisme
egilimi gostermesi sonucu olusmaktadir. HBV’nin olusturdugu karaciger harabiyeti,
viicudun virusa karst gelistirdigi immiin yanit sonucu olmaktadir. Yani HBV’nin

direkt sitopatik etkisi yoktur.

Hepatoselliiler karsinom primer karaciger hiicrelerinden kdken alan malign

timdrdiir. Tiim diinyada hepatoseliiler karsinomun goriilme siklig1 cografi bolgeden



bolgeye degisiklik gostermekle birlikte, HBV enfeksiyonunun endemik oldugu
bolgeler olan Asya, Afrika ve Uzak Dogu hastaligin en ¢ok goriildiigii yerlerdir.
Giliney Amerika, Bati Avrupa ve Avustralya gibi yerlerde goriime sikligi daha

diistiktiir (Chenn ve dig., 1997).

1.2 Epidemiyoloji ve Etiyoloji

Avrupada her yil bir milyon insan kronik HBV ile enfekte olmaktadir. ABD
de her yil 140.000-320.000 insanda akut HBV enfeksiyonunun gergeklestigi
bulunmustur. Bu enfeksiyonlarin biiyiik bir boliimii kronik hastalifa neden olmadan
kendiliginden iyilesmektedir. Tiim diinyada yilda ortalama bir milyondan fazla yeni
vaka tani almaktadir. Bunlarin sag kalim oranlart 5 yil i¢in %3 den azdir. Bazi
arastirmalara gore, her yil bir buguk milyondan fazla insan bu hastalik nedeniyle
O0lmektedir (Fertelson ve dig., 1993). Kronik HBV tasiyicilarinda hepatoselliiler
karsinom geligsme riski, enfeksiyonu olmayan insanlara gore yaklasik 100 kat daha
fazladir ve bugiine kadar bilinen en yiiksek viral etken kanser olusum riski iligkisidir
(Chenn ve dig., 1997). Kronik karaciger hastalig1 olan kisilerin %15-%25’inde 6liim
sebebi HBV ile iligkili karaciger hastaliklaridir. Tiim diinyada yilda yaklasik bir
milyona yakin sayida yeni HCC vakasina rastlanmakta, hemen hemen ayni sayidaki
hasta bu nedenle hayatin1 kaybetmektedir. HCC, erkeklerde kadinlara oraninda dort
kat daha fazla goriilmektedir. Yillik insidans ve mortalitenin neredeyse esit olusu
tiimoriin kotl gidisi yoniinden ipucu vermektedir. HCC’nin ortalama goriilme yas1 55
olmakla birlikte, 6zellikle Mozambik ve Cin gibi vertikal hepatit B virlisii (HBV)
gecisinin baskin oldugu yerlerde HCC gelisimi ¢ok daha erken yaslarda ortaya
cikabilmektedir (Fong ve dig. 2001; Akriviadis ve dig. 1998). Tiimoriin rastlanma
sikligr belirli cografi bolgelerde artmaktadir. Bu agidan en dikkat ¢ekici bolgeler
Dogu/Gliney Dogu Asya, bazi Pasifik adalar1 ve Afrika’nin bazi1 bolgeleridir (Kew
ve dig. 2002)( Sekil 2)
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Sekil 2:Diinyadaki hepatoseliiler karsinom insidansi. (100.000 popiilasyonda)

HCC gelisiminde birden fazla sebep s6z konusudur. Gelismekte olan
ilkelerde kronik HBV enfeksiyonu 6nde gelen nedendir. Endiistrilesmis bir toplum
olmasina ragmen yiiksek insidansin goriildiigii Japonya ile Italya ve Ispanya gibi
Giliney Avrupa iilkelerinde Hepatit C viriisii (HCV) daha 6n plana ¢ikmaktadir. Yine
diger orta-diistik riskli tilkelerde alkolik karaciger hastaligi, kronik HCV enfeksiyonu
ya da alkol ve HCV enfeksiyonu birlikteligi HCC gelisimi i¢in 6nde gelen
nedenlerdendir (Kew ve dig. 2002). Ayrica HBV ve HCV enfeksiyonlarinin sinerjik
etki gosterdigi bilinmektedir (Akriviadis ve dig. 1998). Siroz da HCC gelisiminde rol
oynayan en 6nemli faktorlerden biridir. Ulkemizdeki HCC’lerin %90’ min zemininde
siroza rastlanmaktadir (Bayraktar ve dig. 1996). HCC vakalarinin %80’inden
fazlasinin sebebi HBV ve HCV viriisleridir. Bu virtisler, hepatoseliiler karsinom i¢in
baslica cevresel faktor olarak tanimlanirlar. HCC gelisiminde rol oynayan diger
cevresel ajanlar ya tek baslarma ya da viral enfeksiyon ile sinerjik etki gosterirler.
HCC gelisiminde rol oynayan diger c¢evresel ajanlar, aflatoksin B1’e maruz kalma,
sigara i¢imi, yogun alkol kullanim1 vb. olarak sdylenebilir. Bir ¢esit mantar toksini
olan aflatoksin B1 6zellikle Cin gibi cografik bolgelerde HCC olusumuna neden olan
en 6nemli faktorlerden biridir (Chen ve dig. 1997). Alkol ve sigara kullanimi bati
tilkelerinde aflatoksin B1’den daha 6nemlidir. Ciinkii bu bolgelerde aflatoksin B1’e
maruz kalma daha az olmaktadir (Wang ve dig. 2002).



1.3  Viral Hepatitler ve HCC

Hepatit B virlisii ve Hepatit C virlisi HCC gelisimine neden olan baslica
viriislerdir. HBV kronik tasiyicilarinin %25’inde tiimor gelisimi gozlenmektedir.
HBsAg seropozitif kronik enfeksiyonlu hastalarda, seronegatif hastalarla
karsilastirildiginda HCC gelisiminin 70 kat fazla oldugu goriilmiistiir. Hayvanlarda
hepatit viriisleriyle ilgili ¢alismalarda da Hepatit B viriisii ile HCC gelisimi
arasindaki iliskiye benzer bir iliski bulunmustur. WHV (woodchuck hepatitis virus)
ve GSHV’nin (ground squirrel hepatitis virus), yerlestikleri tiirlerde HCC gelisimine
sebep olduklar1 saptanmistir (Gerin ve dig. 1990; Hansen ve dig. 1993). insan
tiimdrlerinin genomunda Hepatit B virlisi DNA’sina rastlanmasi, HBV ile iligkili
kanser olusumu i¢in 6nemli bir ipucu niteligindedir. Birgok HCC’li vakada HBV
DNA dizileri hiicre genomuna entegre olmus bir sekilde bulunabilir ve viral
proteinler bu entegrasyon boyunca sentezlenebilir (Matsubara ve dig. 1990; Su ve
dig. 1998). HBV’nin bazi entegrasyonlarinin tiimér olusumu i¢in aday olan siklin A
(Wang ve dig. 1992), epidermal biiylime faktorii kinaz (Zhang ve dig. 1992),
mevalonat kinaz (Graef ve dig. 1994), karboksipeptidaz N (Pineau ve dig. 1996) gibi
hiicresel genlerin i¢inde ya da civarinda meydana gelmesine ragmen, insan
genomunda HBV i¢in karakteristik bir entegrasyon yeri bulunmamaktadir (Rabe ve
dig. 2001). HBV’nin konakg1 hiicre genomuna entegrasyonu, konakg¢i hiicrenin gen
ekspresyonunu direkt ya da indirekt yollarla diizenleyebilir. Entegrasyonun meydana
gelmesi, kromozomal instabilite, viral proteinlerin sentezinin tamamlanmamasi, HBx
proteininin sentezinin artmasi, hiicresel gen ve protoonkogenlerde degisiklikler ve
insersiyonal mutagenez (cis aktivasyonu) ile sonuglanabilmektedir (Wang ve dig.
1991).

HBYV viicuda girip karacigere yerlestiginde kendisi direkt olarak karacigerde
hasar olusturmaz. Viicudun virlise karsi olusturdugu immiin yanit sonucunda
karaciger hiicreleri zarar goriir. Virlis karaciger hiicresinde c¢ogaldik¢a daha fazla
immiin yanit olugur ve bu da daha fazla karaciger hiicresinin zarar gérmesi demektir.
Zamanla zarar goren hiicrelerin yerinde bag dokusu olusmaya baglar ve karacigerde
yaygin bag dokusunun olusumu sonucu karaciger sirozudur. Kanda yiiksek oranda
viriis bulunan hastalarda karaciger hasar1 daha ciddi boyutlardadir. Kronik Hepatit B

Viriisliniin dogal seyri, HBV’niin genotipleri ve cografi bolgeleri arasinda farklilik



gostermesine ragmen dort agamaya ayrilir. Bunlar; yiiksek HBV DNA’s1 ile immiin
tolerans, HBV DNA’s1 ile azalan immiin sistem ile karaciger iltaplanmasi ve fibroz,
viral DNA ile belirlenemeyen sekilde serumda HB antijenlerinin azalmasi ve
mutasyonlarin olusmasi ile etkinlestirme asamasinin gergeklestirilmesidir (Feitelson
ve dig., 1993).HBV’nin hepatokarsinogenez olusumundaki molekiiler mekanizmasi
tam olarak aydinlatilamamistir (Anzola, 2003; Arbuthnotve Kew, 2001). Giiniimiizde
kabul edilen model sistem, viral enfeksiyon siiresince HBV DNA’sinin belirli
parcalarinin  konake¢1 hepatosit DNA’smma entegre olmasi ve bunun sonucunda
konakg1 hepatosit DNA’sinda ¢esitli degisiklikler ve hasarlar meydana getirmesidir.
Bu degisikliklerin 6zellikle hiicre cogalmasi ve farklilasmasinda rol oynayan pek ¢ok
gen tlizerinden oldugu disiiniilmektedir. Viral-konak¢t DNA entegrasyonunun 6zel
bir yerde lokalize oldugu gosterilmemistir ve bu olay degisik veya rastgele
bolgelerde olabilir (Caselmann, 1995). Hepatositler, HBV’ii ile enfekte olan
hiicrelerdir. Bu hiicreler, hiicre yiizey reseptorii gibi hepatosite 6zgii hiicre ici
faktorler ile kontrol edilir (Qadr1 ve dig., 1995). HBV niin hiicre yiizey reseptdrii
bilinmemektedir ve HBV niin hepatositlere girdigi mekanizma agik degildir. Fakat
HBV’niin hepatositlere klatrin bagimli endositoz yoluyla hepatositlere girdigi son
zamanlarda yapilan caligmalarda gosterilmistir. viral genomun konakg¢i hiicreye
girmesinden sonra kovalent olarak kapali dairesel DNA’lar (cccDNA) olusur.
cccDNA, pre-genomik DNA da dahil olmak iizere viral mRNA transkripsiyonu igin
bir modeldir. Viral transkript daha sonra ¢esitli proteinler olusturmak igin gevrilir.
Pre-genomik RNA viral kapsidler halinde paketlenir ve ters transkriptaz tarafindan
transkribe edilir. Viral genomun ikinci tamamlayict DNA’st farkli uzunluklarda
tamamlanir. Viral yiizey proteinleri endoplazmik retikulumda hiicrelerden salgilanir
(Shin, 2013). Konak¢1 genomuna HBV’iin entegrasyonu, kronik HBV ile enfekte
olmus hastalarin hepatositlerinde gozlenmistir. Entegre olan HBV DNA’s1, kansere
duyarli bolgelerde, kirillgan boélgelerde, telomeraz geni ve siklin A tarafindan
algilanir (Ganem ve Prince, 2004). HBV’ii, hepadnaviridae ailesine ait olup sadece
insanlar1 enfekte eder. Hepadnaviriisler, ordek, balikeil, kazlar, kuslar ve bazi
memeliler ile insanlara bulasirlar (Caselmann, 1995). Hepadnaviriisler kismen g¢ift
sarmall1 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 igine DNA etkilesiminin habercisi olabilir



(Dejean ve dig., 1984). Hepatit B viriisit (HBV) en 6nemli hepatokarsinojenlerden
biridir. Anti-HBV tedavisinin nihai amaci, hepatoseliiler karsinom (HCC) gelisimini
onlemektir. Son yirmi yilda, mevcut mevcut anti-HBV tedavilerinin (lamivudin,
entecavir ve tenofovir disoproksil fumatat) kullanilmasiyla, HBV ile iligkili HCC
(HBV-HCC) goriilme sikliginda bir azalma olmustur. Ayrica, birkag ¢alisma, ilk
HCC tiimor ablasyonundan sonra tekrarlayan veya yeni HCC gelisiminde bir azalma
oldugunu gostermistir. Bununla birlikte, 10 ila 20 yi1l arasinda degisen bir gozlem
siiresi boyunca, bazi vaka raporlari, saptanamayan serum HBV DNA'st olan
hastalarda bile yeni, daha sonra yeni ve tekrarlayan HCC'nin gelisimini gostermistir.
HCC igin kalict risk, hepatosit ¢ekirdeginde, HBV replikasyonu i¢in bir sablon
olarak ¢alismaya devam eden kovalent olarak kapali cccDNA varligina
baglanmaktadir. HBV’niin genomik organizasyonu karmasiktir. Ciinkii ¢ok kiiciik
genom icin birden fazla proteine ihtiya¢ vardir. HBV genomutamamen kodlama
oldugundan, tiim diizenleyici sinyaller, arttircilar, transkripsiyonel baslama bdlgeleri
ve poliadenilasyon sinyalleri de dahil olmak {izere tiim diizenleyici sinyaller kodlama
bolgeleri icinde gomiiliirler. HBV gen ekpresyonu, viral promotorlar iizerindeki
koaktivatorler ve transkripsiyon faktorleri ile diizenlenir. Bu viriis, zarfli ve ¢ift
sarmallit DNA viriisiidiir. Viral genom, yaklasik 3200 niikleotidden olusur (Feitelson,
1993). Zarfli viriis olmasmna ragmen 1s1, dondurma, diisik pH’a ve c¢dzmeye
dayaniklidir (Natoli ve dig., 1994). HBV genomu, cekirdek proteini ve DNA
polimeraz ile paketlenir. Viriis bir hepatosit i¢ine reseptor araciligi ile girer. Viriis
DNA’s1 konakg1 genoma entegre olur. DNA replikasyonu burada gergeklesir. Viriis
partikiilleri sitoplazmada toplandiktan sonra hepatosit tarafindan serbest birakilir
(Anzola, 2005). HBV’ii, bir DNA viriisii olmasina ragmen ters transkriptaz enzimi
kodlar ve bu sayede RNA aracisi iizerinden kendisini esler. HBV genomu (Sekil 3),
uzun sarmali iizerinde Yiizey (S), Kor (C), X ve Polimeraz (P) olarak adlandirilan,
dort degisik protein kodlayan niikleik asit dizisine "agik okuma cergevesi" (ORF)
sahiptir (Caselmann, 1995; Anzola, 2003). S geni, sirasiyla biiyiik, orta ve kiigiik
yiizey proteinleri olan Biiylik Hepatit B (LHB), Orta Hepatit B (MHB) ve Kiigiik
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
kiiciik gen bolgesidir. HBX geni, 154 aminoasitlik polipeptit icerir ve 17 kDa’luk HB



X olarak adlandirilan proteini kodlar (Feitelson, 1993). Ayrica X geni, baz1 direkt
olmayan etkiler ile viral ve bazi hiicresel genlerin transkripsiyonunu arttirabilme

ozelligine sahiptir (Feitelson ve Lee, 2007).

Sekil 3:Hepatit B Viriisii genomu

HBX proteininin ve HB antijeninin dogal enfeksiyon boyunca ifadesi ¢ok
actk olmamaktadir (Anzola, 2003). HBX, hiicre tipine ve sartlarina uygun olarak
farkl islevleri uygulayan cok islevli bir proteindir. Bu iglevler, HBV patogenezinde
cesitli  hiicresel proteinlerle HBX’in etkilesim halinde olmasidir. HBX’in
karsilagtirmali  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 icin kritik bolgelerdir. Ozellikle HBX’in amino
terminaldeki ilk 50 aminoasit transaktivasyonu diizenlemeye izin veren negatif
diizenleyici etki alanidir. HBX in hiicre i¢indeki lokalizasyonu tartisilmaktadir.
Yapilan c¢alismalarin ¢ogu HBX in sitoplazmada oldugunu goéstermistir (Doria ve
dig., 1995). Fakat baz1 ¢alismalar da HBX in ¢ekirdekte oldugunu goéstermistir
(Haviv, 1995). Cekirdekte HBX diisiik seviyede ifade edilmesine ragmen



sitoplazmada protein diizeyinin yliksek olmas1 ve asir1 ifade edilmesi sitoplazmada
lokalize oldugunu gostermistir (Qadr1 ve dig., 2011). Sitoplazmada lokalize olan
HBX, farkli sitoplazmik sinyal yolaklarin1 etkiler. Bu yolaklar; stres aktivasyon
protein kinaz/NH2-terminal-Jun Kinaz (SAPK/INK), 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 (Seto ve
dig., 1996). Cekirdekte de diisiik seviyede ifade edilen HBX, bazi transkripsiyon
faktorlerinin  uyarilmasmma neden olur. Bu transkripsiyon faktorleri, NF-
xBkompleksleri, AP1/2, ATF2/cAMP cevap element baglanma proteini, bazal
transkripsiyon faktoriic TATA kutusu baglanma proteini, RNA polimeraz alt {iyesi
RPBS, Transkripsiyon Faktorii II B ve Trankrispsiyon Faktorii II H kompleksleri,
timor proteini (p53) ve siklik AMP yanit elemani baglayict protein (CREB)
proteinleridir (Qadr1 ve dig., 2011). HBV aracili hepatokarsinogenez igin ¢esitli
mekanizmalar vardir. Kromozomlara entegre olan HBV DNA’sinin, HBX protein
benzeri faktorler tarafindan hepatositlerdeki biiyiimesi kontrol edilir. HBV’ii DNA
dizilerini ekleyerek hiicresel genlerin trankripsiyonunu etkinlestirir. Hiicre 6liimii,
hepatosit yenilenmesi ve fibrozis ile kronik inflamasyona neden olur (Anzola, 2003).
HBV gen ifadesi, viral promotorlar iizerindeki koaktivatdrler ve transkripsiyon
faktorleri ile diizenlenir. Hepatosit niikleer faktor 1 (HNF1), hepatosit niikleer faktor
4 (HNF4), siklik AMP yanit elemani baglayict protein (CREB), proliferator-aktive
reseptorii (PPAR) ve farnesoid X reseptorii (FXR) gibi HBV aracili transkripsiyon
faktorlerinin karaciger metabolizmasmin kontroliinde O6nemli rol oyanadig
goriilmiistiir. Transkripsiyonel transaktivator fonksiyonu ile HBV gen ekspresyonunu
ve replikasyonunu destekleyen HB X proteininin hepatokarsinogenez olusumunda
rol oynadig diistiniilmektedir (Qadr1 ve dig., 2011). Ayrica Hepatit B X gen bolgesi,
konak¢1t DNA’sina en ¢ok uyumlu olan HBV DNA pargasidir. Bu entegresyonlar pek
cok farkli bolgelerden olabilir ve sonucunda enfekte karaciger ve karaciger timor
dokusunda cogunlukla X bolgesine ait mRNA olusumuna yol agar (Heidelberger,
1973; Koike ve dig., 1994; Rawat ve dig., 2012).Cesitli arastirmalar HBX protein
pozitifliginin, hastaligin agirligi ile dogru orantili oldugunu gostermistir (Balsano ve
dig., 1991). HB X proteini yiiksek miktarda eksprese edilen HB X transgenik hayvan
modellerinde de hepatoseliiler karsinom olusumu goézlenmistir (Koike ve dig., 1994;
Chieochansin, 2006). Hepatoseliiler karsinom olgularindan izole edilen HBV X

genine ait DNA bolgesi, in vitro sartlarda karaciger hiicre dizinine transfekte edildigi



durumlarda da, bu hiicrelerde transformasyon gézlenmistir (Chieochansin, 2006). 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 gergeklesebilecegini
diisiindiirmektedir (Benn ve Scheinder, 1995; Cheong ve dig., 1995). HBX viral
enfeksiyon icin gerekli olan ve viral karsinogenezde potansiyeli olan bir kofaktordiir
(Beasley, 1988; Paterlin1 ve dig., 1995). HBX, dogrudan DNA’ya baglanmamasina
ragmen c¢esitli modellerle hareket eden bir trans-aktivator olarak kabul edilir. Bir
model, HBX’in sitoplazmada ve c¢ekirdekte cesitli sinyal yolaklar ile etkilesim
halinde olmasidir. HBX’in transkripsiyonel siireclerde DNA’ya dogrudan
baglanmamasi ile ilgili bir diger model; HBX’in transaktivasyonu i¢in, HBX,
proteozom alt tiniteleri olan proteozom alt birim alfa tip-7(PSMAT) ve 26S proteoz
diizenleyici alt birim 4 PSMCI1 ile etkilesim halinde olmasidir (Haviv ve dig., 1996).
Cesitli calismalar, HBX aktivasyonunun inflamasyon, kanser gelisimi ve viral
replikasyon ile iliskili oldugunu gostermistir. Cok cesitli 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-«xB)’ dir (Haviv ve dig., 1996). NF-xB , DNA transkripsiyonu, sitokin tiretimi
ve hiicre canliligin1 kontrol eden bir protein kompleksidir (Gilmore 2006).NF-«xB
tiim hiicre tiplerinde bulunan, immiin sistem ve inflamatuar yanitta, hiicresel streste,
oksidatif streste gorev alan dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir. Bu transkripsiyon
faktorii 300 aminoasitlik Rel Homoloji Domain igerir. Rel Homoloji Domain,
Inhibitsr Kappa B (IkB) ile arttiricilarin  baglanmasmi, dimerizasyonu ve
etkilesimleri kontrol eder. Sinif I ve Smif II olmak tizere 2 ¢esit NF-xB vardir. NF-
kB 1 ve NF-xB 2Smif I NF-kB ’ye aittir. RelA, RelB ve RelC, siif II NF-kB ’ye ait
transkripisyon faktoriidiir (Tank ve dig., 1996). NF-xBproteinleri, IkB proteinleri ile
diizenlenir. NF-xBgeni sitoplazmada normalde inaktif haldedir. Hiicre zararh
maddeye maruz kaldiginda bu gen aktif hale gelir. Hiicre gesitli uyarilara maruz
kaldiginda hiicreye sinyal gelir. Sinyaller reseptore baglanir. Daha sonra IkB enzimi,
IkBa’'nin RelA/p50 kompleksinden ayrilmasimi saglar. RelA/pS0  kompleksi
sitoplazmadan ¢ekirdege gecer. Burada koaktivatér ve RNA polimeraz ile birlikte
hedef gene baglanir. Boylece NF-xBgeni uyarilir (Tank ve dig., 1996; Fe1 ve Robert,

1996). Son zamanlarda, hepatoselliiler karsinomun ilerlemesinde NF-xB/p65 gibi
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transkripsiyon faktorlerinin 6nemli rol oynadigi bulunmustur (Fe1 ve Robert, 1996).
NF-xB, T Hiicre Losemi Tipl, Herpes Viriisii, Ebstein Barr Viriisii, Hepatit B ve
Hepatit C Viriisii gibi insan onkojenik virlisleri ile de diizenlenir. Bu viriislerin
spesifik onkoproteinleri, NF-xB’nin farkli bolgelerine baglanir ve sonunda NF-Kb
aktivasonununa neden olur. Bu viriisler arasinda Hepatit B Viriisii, NF-xB’nin
diizenlenmesinde onemli role sahiptir (Fe1 ve Robert, 1996). HBX tarafindan NF-
kB’nin diizenlenmesi ile yapilan aktivasyon, hiicre biiyiimesi ve kanser gelisim
genlerini diizenler (Chirillo ve dig., 1996; Hong ve dig., 2012). NF-xB’nin rol aldigi
hastalik gruplari diyabet, bobrek hastaliklari, yaslanma, Alzheimer, viriis hastaliklari,
deri hastaliklari, AIDS, astim, gut hastaligi, kronik karaciger hastaliklari, kalp
yetmezligi, crohn hastaligi. Aril Hidrokarbon Reseptorleri (AHR) ligand ile aktive
olan bir transkripsiyon faktoriidiir. Ksenobiyotikler tarafindan AHR araciligi ile
CYP1A1l 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 cevap
elementi (XRE) bulunan sekansa baglanir. Boylece CYPIA1 gen ekspresyonu
uyarilir. CYP1A1 gen ekspresyonunun uyarilmastyla hiicre i¢indeki konsantrasyonu
artan CYP1A1 enziminin bazi ksenobiyotik metabolizmasi sonucu ara metabolitler
olusur. Bu ara metabolitler karsinojenik maddelerdir. Bundan dolay1 bazi
ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin karsinogenez siirecinin baglatilmas1 sz

konusudur.

1.4  Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorii genlerin transkripsiyonunu diizenlemek icin DNA
tizerinde belli bir diziye baglanabilen bir proteindir. Bunlar diziye-6zgiin DNA
baglanma proteini olarak da adlandirilir. Transkripsiyon faktorleri tek basina veya bir
komplekste yer alan baska proteinlerle beraber, RNA polimeraz tarafindan bir genin
transkripsiyonunu ya (bir aktivator olarak) kolaylastirirlar ya da (bir represor olarak)
engeller. Transkripsiyon faktorleri DNA'daki genetik bilgiyi okuyup yorumlayan
protein gruplarindan biridir. DNA'ya baglanirlar ve gen transkripsiyonunun artmasi
veya azalmasina yol agarlar. Bu bakimdan pek ¢ok énemli hiicresel siirecte hayati bir

konuma sahiptirler. Transkripsiyon faktorlerinin iligkili oldugu bazi o6nemli
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fonksiyonlar asagidadir:  Bazal transkripsiyon  diizenlemesi Okaryotlarda
transkripsiyonun gerceklesmesi i¢in "genel transkripsiyon faktorii" diye adlandirilan
onemli bir transkripsiyon faktorii simifinin iiyeleri gereklidir. Bu faktorlerin ¢ogu
dogrudan DNA'ya bagh degildir, ama RNA polimeraz ile dogrudan etkilesirler.
Bunlarin en 6nemlileri transkripsiyon faktorleri olan TFIIA, TFIIB, TFIID, TATA
baglanma proteini, TFIIE, TFIIF ve TFIIH'dir. Gelisme ¢ok hiicreli canlilarin
gelismesinde pek ¢ok transkripsiyon faktorii rol oynar. Uyarilara tepki veren bu
transkripsiyon faktorleri, ilgili genleri ¢alistirirlar veya durdurarlar, bu da hiicre
morfolojisinde, hiicre kaderi belirlenmesinde ve hiicresel bagkalagimda gerekli olan
degisiklikleri miimkiin kilar. Ornegin, Hox transkripsiyon faktdr ailesi sirke
sineginden insana kadar pek ¢ok canlida viicut bi¢giminin olusmasi i¢in énemlidir. Bir

diger 6rnek, insanlarda cinsiyetin belirleyici gen (SRY)’dir.

Hiicreler, sinyal molekiilleri salgilayarak birbirleriyle haberlesirler, bu
molekiiller alici hiicrelerde sinyal silsileleri baslatir. Eger sinyal, alict hiicredeki
genlerin ifadesinin degismesini gerektiriyorsa sinyal silsilesinin akis asagisinda
genelde bir transkripsiyon faktorii bulunur. Basit bir Ornek olarak estrojen
sinyallemesi verilebilir: estrojen, plasenta ve yumurtalik gibi dokular tarafindan
salgilanir, alict hiicrenin hiicre zarindan geg¢ip sitoplazmasindaki estrojen reseptoriine
baglanir; sonra estrojen reseptorii c¢ekirdege gidip kendi DNA baglanma yerine
baglanir, bu da ilgili genlerin transkripsiyon denetimini degistirir. Cevreye tepki
vermek transkripsiyon faktorleri ¢evresel uyaranlarin dogurdugu sinyal silsilelerinin
ucunda da yer alabilirler. Buna 6rnekler, yiiksek sicaklikta canli kalmay1 saglayan 1s1
soku faktorii (HSF), diisiik oksijenli ortamda yasami saglayan hipoksiya
indiiklenebilir faktor ve hiicre igindeki lipit seviyelerini diizenleyen sterol
diizenleyici elemana baglanic1 protein olarak sayilabilir. Hiicre dongiisii kontrolii
cogu transkripsiyon faktorii, 6zellikle onkogen veya tiimor baskilayici genler hiicre
dongiistinii diizenlerler, dolayisiyla bir hiicrenin ne kadar biiyeyecegine ve ne zaman
boliinecegini belirler. Bunun bir 6rnegi hiicre biiyiimesi ve apoptozda dnemli rol

oynayan Myc onkogenidir.

Transkripsiyon faktorlerinin yapilar1 modiilerdir ve su bolgelerden olusur;
DNA baglanma bolgesi diizenlenen genin bitisigindeki promotdr bolgesindeki veya
daha uzagindaki hizlandirict DNA dizilerine baglanir. Trans-aktivasyon bolgesi

transkripsiyon esdilizenleyici bagka proteinler i¢cin baglanmayerlerine sahiptir.
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Bazen bulunan bir sinyal algilama bdlgesi, Ornegin bir ligand baglanma
bolgesi, molekiiler sinyalleri algilayip transkripsiyon kompleksinin geri kalanina
ileterek genin asagl veya yukari ayarlamasini yapar. Bazen DNA baglanma bdlgesi
ve sinyal algilama bdlgesi, transkripsiyon kompleksini olusturan fakli proteinlerde

yer alirlar.

Transkripsiyon faktorleri gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in zaruridir ve
dolayistyla her canlida bulunur. Canlilarda bulunan transkripsiyon faktorii sayisi
genom biiytikliigi ile orantilidir, daha biiylik genomlarda gen basinatranskripsiyon

sayis1 daha ¢oktur.

Insan genomunda DNA'ya baglanabilen yaklasitk 2600 protein vardir,
bunlarin ¢ogunun transkripsiyon faktorii oldugu tahmin edilmektedir. Dolayisiyla
genomdaki genlerin yaklasik %10' u transkripsiyon faktorlerini sifrelemektedir, yani
bu protein grubu insan proteinleri arasinda en kalabalik olanidir. Genlerin genelde iki
tarafinda birkag farkli transkripsiyon faktoriiniin baglanma yerleri bulunmaktadir ve
bu genlerin verimli olarak ifadesi i¢in birka¢ transkripsiyon faktoriiniin beraberce
etkisi gerekmektedir. Yani 2000 insan transkripsiyon faktoriiniin belli bir alt
kiimesinin kombinezonlar1 insan genomundaki her genin gelisim sirasindaki kendine
has denetimini agiklamaya yeterlidir. Kanser ¢ogu transkripsiyon faktorii timor
baskilayicist veya onkogendir, bu yiizden onlart mutasyonu veya hatali denetimi

kanserle iligkilidir.

1.5 Niikleer Faktor Kappa B

Tiim hiicre tiplerinde bulunan NF-xB, 400’¢ yakin genin regiilasyonunu
saglayan bir protein kompleksi, immiin yanitta yer alan, hiicre proliferasyonuna ve
apoptoza katilan yaygin bulunan enhancer baglayici, dimerik bir transkripsiyon
faktoriidiir. Bu transkripsiyon faktorii 300 aminoasitlik Rel homoloji domain igerir.
Bu genler Rel Ailesi (5 iiyesi olan) olarak bilinir ve birimleri sunlardir; Rel A (p65),
Rel B, C-Rel (REL), NF-xkB1 (p50 ve prekiirsorii p105) ve NF-xB2 (p52 ve
prekiirsorii p100). Bu transkripsiyon faktorii 50 ve 65 kDa alt birimlerden (p50 ve
p65) olusur (Sekil 4). p50 DNA’ya baglanir, p65 ise transkripsiyonel aktivasyon

yapar. p65, IkB denen inhibitor sitoplazmik protein ailesine bagli halde bulunur. Bu
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baglanma, NF-xB’nin ¢ekirdege translokasyonunu ve dolayisiyla DNA’ya
baglanmasini engeller. IkB, proteolizle regiile edilir ve yikimi NF-xB’nin serbest

kalarak, 6rnegin transkripsiyonel aktivasyon yapar.

Sekil 4:Niikleer Faktor Kappa B alt birimleri

NF-xB sitozolde inaktif formda bulunmaktadir, IkB ailesi proteinlerine
baglidir. Homodimer veya heterodimer formda olup aktive edildiginde hizla
niikleusa gider ve bir kaskad aktiflesir. NF-«xB sinyalleri klasik ve alternatif yolla
gelisir. Hepatit B viriisii, NF-xB’nin diizenlenmesinde 6nemli role sahiptir. HBX
tarafindan NF-xB’nin diizenlenmesi ile yapilan aktivasyon, hiicre biiylimesi ve

kanser gelisim genlerini diizenler (Sekil 4).
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Anti-apoptoz
Antiviral ve antimikrobiyal cevap

Stres yanitlan
Viralgen ekspresyonunun kontrg

Sekil 5:Hepatit B viriisii aracili NF-xB’nin aktivasyon yolagi

NF-xB’nin rol aldig1 hastalik gruplar1 NF-xB ilk kez 1986 yilinda Baltimore
ve arkadaglar1 tarafindan tanimlanmustir. ilk tanimlandiginda B hiicrelerinde
immiinoglobulin kappa hafif zincirinin iiretimini kolaylagtiran bir faktor olarak tarif
edilen NF-xB, daha sonralari bir¢ok organizmada ve hemen her hiicre tipinde
bulunan, organizmanin kendi kendini savunmada kullandig1 ana sarterlerden birisi
olarak kabul edilmistir (Brasier, 2006). Aktif hale gelen NF-xB, immiino-
inflamatuvar yanitlar, hiicre dongiisii, apoptoz, hiicre adezyonu, anjiyogenez gibi
olaylarda rol oynayan 200°den fazla genin transkripsiyonunu kontrol etmektedir
(Maeda ve Omata; 2008). NF-xB klinik olarak da viral enfeksiyonlar, immiino-
inflamatuvar hastaliklar ve kanser gibi bir¢ok hastaligin patofizyolojisinde rol
oynamaktadir (Sekil 5) (Hiscottve dig. 2006; Okamoto, 2006; Horie, 2007).
Hepatoseliiler karsinomun ilerlemesinde NF-xB-p65 gibi transkripsiyon faktorlerinin

rol oynadig1 bulunmustur.

AHR, yiizlerce geni (Kerley-Hamilton ve dig., 2012) ve bir¢ok hiicresel yolu
diizenleyen bir ligand / toksik madde ile aktiflestirilen bir niikleer reseptordiir ve Ahr
geni ile fareler ¢esitli gelisimsel ve metabolik anomalilere maruz kalir (Fernandez-

Salguero ve dig., 1995; Lahvis ve dig., 2000; Quintana ve dig., 2008). Zit baglanma
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tizerine, AHR, AHR niikleer translokator ile komplekslendigi ¢ekirdege yer degistirir
(Hoffman ve dig., 1991). AHR, sitokrom P450 CYPI1 familyasindaki genlerin
cevresel toksiklerinin ve birka¢ Faz II detoksifikasyon geninin indiiksiyonu ile iyi
bilinir (Nebert ve dig., 1993 ve Hankinson, 1995). Tiim hiicresel sinyal yollarinda
oldugu gibi, AHR'nin donistiiriicii biiylime faktorii (TGF) indiikleyici (Gaido ve
dig., 1992) dahil olmak iizere birgok baska sinyal yoluyla (Puga ve dig., 2005)
etkilesime girdigi bilinmektedir. Ozet olarak, AHR vaskiiler modelleme, organ
modelleme, hiicre dist matris birikimi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve kardiyak

sistemde hayati bir rol oynar.

Bununla birlikte, viral enfeksiyon sirasindaki dogal immiin cevaplardaki rolii
tam olarak anlagilmamistir. Burada, kurucu AHR sinyalinin, gesitli viriis tiirleriyle
enfeksiyon sirasinda tip I interferon (IFN-I) tepkisini olumsuz sekilde diizenledigini
gosterilmistir (Puga ve dig., 2005). Viriis kaynakli IFN-f tiretimi, AHR eksikligi
olan hiicrelerde ve farelerde arttirildi, sinirli viral replikasyonla sonuglandi. AHR'nin,
ADP-ribosilaz TIPARP'n ifadesini diizenledigini ve bunun da IFN-I yanitinin asag1
regiilasyonuna neden oldugunu bulunmustur. Mekanik olarak, TIPARP, kinaz TBK1
ile etkilesime girmis ve aktivitesini ADP-ribosilasyon ile bastirmistir. Bu nedenle, bu
calisma, IFN-I aracili dogal tepkinin sekillendirilmesinde AHR sinyalinin endojen
aktivasyonunun fizyolojik Oonemini ortaya koymaktadir ve ayrica AHR-TIPARP
ekseninin, antiviral tepkilerin arttirilmasi i¢in potansiyel bir terapotik hedef oldugunu

One surmektedir.

1.6 Aril hidrokarbon reseptorii (AHR)

AHR, gen ekspresyonunun genis spektrumunu diizenleyen ligand aktif
transkripsiyon faktoridiir (Sekil 6). AHR' nin ana aracisi, c¢esitli ciddi saglik
etkilerine neden olan yaygin ¢evresel kirletici olan 2,3,7,8-Tetraklorodibenzo-p-
dioksin (TCDD) veya polisiklik aromatik hidrokarbonlardir; immiinsiipresyon,
karsinogenez ve hepatotoksisitede rol alirlar. AHR, transkripsiyon faktérlerinin temel
helix-loop-helix-Per-Arnt-Sim (bHLH-PAS) {ist ailesinin bir iiyesidir. Ligandin
yoklugunda AHR, 90 kDa (Hsp90)1s1 soku proteininin bir dimerine ve (ayrica XAP2
ve ARA9 olarak da bilinir) immiinofilin benzeri protein a dimerine bagl olan

sitozolde bulunabilir.
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Sekil 6:Aril Hidrokarbon reseptér domain

Ligand baglanmas1 ilizerine AHR, ¢ekirdege yer degistirir ve ARNT ile
baglanir. AHR / ARNT heterodimer, ksenobiyotik tepki elemanlarina baglanir ve

cesitli gen kiimesini diizenler (Sekil 7).
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Sekil 7:Aril Hidrokarbon reseptor sinyal yolagi
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AHR, yiizlerce geni (Kerley-Hamilton ve dig., 2012) ve bir¢ok hiicresel yolu
diizenleyen bir ligand / toksik madde ile aktiflestirilen bir niikleer reseptordiir ve
AHR geni ile fareler ¢esitli gelisimsel ve metabolik anomalilere maruz kalir
(Fernandez-Salguero ve dig., 1995; Lahvis ve dig. 2000; Quintana ve dig. 2008). Zit
baglanma tizerine, AHR, AHR niikleer translokator ile komplekslendigi ¢ekirdege
yer degistirir (Hoffman ve dig. 1991). AHR, sitokrom P450 CYP1 familyasindaki
genlerin ¢evresel toksiklerinin ve birkag Faz II detoksifikasyon geninin indiiksiyonu
ile iyi bilinir (Nebert ve dig. 1993 ve Hankinson 1995). Tiim hiicresel sinyal
yollarinda oldugu gibi, AHR' nin TGF (Gaido ve dig. 1992) dahil olmak iizere birgok
baska sinyal yoluyla (Puga ve dig. 2005) etkilesime girdigi bilinmektedir (Sekil 8).
Ozet olarak, AHR vaskiiler modelleme, organ modelleme, hiicre dis1 matris birikimi,
hiicre ¢ogalmasi, apoptoz ve kardiyak sistemde hayati bir rol oynar. Bununla birlikte,
viral enfeksiyon sirasindaki dogal immiin cevaplardaki rolii tam olarak
anlagilmamigtir. AHR sinyalinin, ¢esitli viriis tiirleriyle enfeksiyon sirasinda tip I
interferon (IFN-I) tepkisini olumsuz sekilde diizenledigini gosterilmistir. Ek olarak

AHR karaciger ve diger doku inflamasyonlarinda 6nemli rollere sahiptir. Yapilan

caligmalarda AHR’ nin NF-xB-p65 alt iinitesi ile interakiyona girdigi gosterilmistir
(Qvrevik, 2014) (Sekil 8).

Sekil 8:Aril Hidrokarbon reseptoriiniin Tetraklorodibenzo-p-dioksin(TCDD) veya
polisiklik aromatik hidrokarbonlar ve Hepatit B Viriisii aracili sinyal yolagi
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1.7 Klonlamada Kullanilan Vektorler

Bir organizmanin herhangi bir DNA bdlgesinin 6zgiil olarak diger bolgeler
arasindan izole edilip baska bir yere ilave edilerek ifade olmasmi saglamaya
klonlama denir. Vektorler ise izole edilen DNA parcalarinin yapistirildigi ve
opargalar1 tasityan sistemlere veya Ozel niikleotid dizilerinden retriksiyon
endoniikleazlarla kesilmis DNA parcalarmin alict hiicreye aktarimasini saglayan
yapilardir. Bir vektorde alici hiicrenin kromozomundan bagimsiz olarak kendini
cogaltabilmesi gerekir yani replikasyon orjini olmali, vektére diger hiicreler
arasindan secgebilmesini saglayacak 6zellik kazandiran bir gen tagimali (antibiyotik
direng, metale direng vs.). Bulundugu ortamda ayri bir molekiil olarak izole

edilebilmelidir ve tek bir retriksiyon endoniikleaz kesim bdlgesi bulundurmalidir.

Deneyimizde kullanicagim vektor sistemi ‘< ‘pGEM-T’ kolay vektorleri, EcoR
V ile keserek ve her iki ucuna da 3 'terminal timidin ekleyerek hazirlanir. Yerlestirme
alanindaki bu tek 3'-T sarkmalari, vektoriin devirdaim olmasini dnleyerek ve bazi
termostabil polimerazlar tarafindan iretilen PZR iriinleri i¢in uyumlu bir ¢ikinti
saglayarak bir PZR iiriiniiniin plazmidlere baglanmasinin etkinligini biiyiik 6lciide
arttirir. Bu polimerazlar, ¢ogunlukla, ¢cogaltilmis fragmanlarin 3 'uc¢larina sablondan
bagimsiz bir sekilde tek bir deoksiadenozin ekler. Yiiksek sayidaki “‘pGEM-T ve
pGEM-T"’ Kolay Vektorleri, enzim beta-galaktosidazin alfa-peptid kodlama bolgesi
icinde ¢oklu bir klonlama bdlgesini ¢evreleyen T7 ve SP6 RNA polimeraz
promotorleri igerir (Sekil 9). Alfa-peptidin yerlestirilmesinin etkisizlestirilmesi,
rekombinant klonlarin gosterge plakalart iizerinde mavi / beyaz tarama ile dogrudan

tanimlanmasina izin verir.
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Sekil 9: pGEM-T Vektoriin promotdrii ve coklu klonlama sekansi. Ust iplik T7 RNA
polimerazi tarafindan sentezlenen RNA' ya karsilik gelir. Alt iplik, SP6 RNA
polimerazi tarafindan sentezlenen RNA' ya karsilik gelir.

1.8 Tezin Amaci

Hepatoseliiler Karsinom, her yi1l yaklasik 435.000 yeni vakanin teshis edildigi
en sik rastlanan besinci kanser tiiriidiir. Bu veriler tiim kanser vakalarinin %5.4° {inli
olusturmaktadir (Wang ve dig. 2016). Gen ekpresyonununun NF-xB tarafindan
diizenlendigi bir¢ok arastirmada gosterilmistir. Ancak, Hepatit B varligindaki
hepatoselliiler kanser gelisiminde NF-xB ve AHR gen etkilesimleri ile ilgili bir
aragtirmaya rastlanilmamistir. Hepatit B virlis varlifinda gelisen karaciger
olgularmin kansere olan yatkinliklarinin agiklanmasinda, NF-xB ve AHR geninin

uyarilma mekanizmasinin aydinlatilmasi i¢in biiyiik 6nem tagimaktadir.

Amacimiz, Hepatit B X ‘in hepatokarsinogenez olusumda 6nerilen NF-xB ve
AHR genleri iizerine etkilerininin insan hepatoseliiler karsinom hiicre hattinda

(HepG2) aydinlatilmasidir.
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2. MATERYAL VE METHOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

L-Glutamin  (Sigma-G8540); Sigir serum albiimin (Sigma-A4919);
EasyScript™ Plus c¢cDNA Sentez Kiti (G236), Fetal Sigir Serumu Gibco
(ThermoFisherScientific, 81 Wyman Street, Waltham, MA 02451 USA) firmasindan;
Dulbeco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, 12-741F), Penislin-Streptomisin
karisimi (17602), RNeasy Plus Mini Kit (74136), Oligo-DNA (primerler) Metabion
(metabion international AG Semmelweisstr. 3 82152 Planegg Germany) firmasindan;
trizol reaktifi (Sigma-T-9424), flexi system, entry/transfer 5 entry and 20 transfer
reactions(Promega-0000127963), checkmate™/flexivector mammalian two-hybrid
system (Promega-0000053694),pureyield™ plasmid miniprep system (Promega-
0000129329), 10x flexi-enzyme blend (Promega), wizard® plus sv minipreps dna
purification system (Promega-0000128286), Wizard sv Jel ve Pzr Saflastirma Kiti
(Promega-0000123188), Fugene hd Transfeksiyon Kiti (Promega-0000139198),
pgl4.26[luc2/minp/hygro] vector (Promega), pgl4.73[hrluc/sv40] vector (Promega),
Dual-Glo Lusiferaz (Promega-0000220660), pgem®-t easy vector system 11
(Promega), tfl dna polymerase (Promega), Trizol (15553), kloroform (C2432), 2-
propanol (19516), agaroz (A5093) Sigma’dan elde edildi. Agaroz (Sigma, A9539),
DEPC (Sigma, D5758), Etanol (Riedel, 071029) (% 70 konsantrasyonunda etanol
kullanilmistir), Etidyum Bromiir (Sigma, E8751), 6X DNA Izleme Boyasi (10 mM
Tris-HCL, % 0,03 Bromfenol Blue, % 0,03 Ksilen Siyanol FF, % 60 Gliserol, 60
mM EDTA ile 10 ml olacak sekilde hazirlandi).
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Deneysel ¢alismalarimiz sirasinda; Sigma 1-14K  sogutmali/sogutmasiz
santriflijler, Bioneer ve Veriti PZR cihazi, Biosa kuru blok 1sitma termostati, Biosa
kuru blok 1sitma termostati, DNR jel goriintiilleme sistemi, Thermo agaroz jel
elektroforez sistemi, Thermo Scientific Maestrogen Nanodrop cihazi, Bioneer Exi
Spin PZR tiip karigtiricisi, Nuare Biological Safety Cabinets Class Il Laminar Flow,
Nuare DHD Auotoflow CO, Inkiibatdr, Hiicre Sayict (Nexcellom), Nuaire -85
°CUltralow Freezer, Human Power Scholar-UV saf su sistemi, Hirayama Hiclave
HVE-50 otoklav, Olympus ters mikroskop, Olympus CX31 mikroskop, Metler
Toledo MP 220 pH metre, Niive ST 402 su banyosu, Labnet vorteks karistirici,
Mettler Toledo klasik ve Precisa hassas tarti, Biotek synergy c¢ok modlu

luminometrik okuyucu kullanilmistir.

2.2 Method

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalari

2.2.2 Besiyeri Hazirlamisi

Tezde kullanilan hiicre hatti, liretici firma, {iriin numarasi, hiicre hattinin elde
edildigi organizma ve doku, biiyiime 6zelligi, kullanilan besiyeri, antibiyotik ve
serum ihtiyaci, saklama kosullart Tablo 1’de verildi. Hepatit B X viriisii ile enfekte
edilen hepatoselliiler karsinomhiicresi (HepG2-HBX hiicresi) ve HepG2 hiicre hatti,
tablodaki sartlara gore biyiitilmustiir.

Tablo 1:Projede kullanilan hiicre hatti, 6zellikleri ve ihtiyaglar

Hiicre Biiyiime
Firma | Organizma Hatt1 Doku Ozelligi | Besiyeri | Antibiyotik | FBS | Saklama
% % 10
ATCC Insan HepG2 Karaciger Yapigik | DMEM %1 10 DMSO
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NF-xB ve AHR genlerinin interaksiyonun belirlenmesi amaciyla HepG2-HBX
hiicresi 37°C’de %5 CO; iceren CO; inkiibatoriinde biiyiitiildii. Hiicreleri biiylitmek
icin kullanilan ticari DMEM besiyerinin igine %1 antibiyotik (Penisilin-
Streptomisin) ve %10 Fetal Dana Serum (FBS) ilave edilerek hazirland: ve +4°C de
sakland1. Besiyeri kullanilmadan 30 dakika énce +4°C’den ¢ikartilip 37°C olan su

banyosunda 1sitilip kullanildi.

2.2.3 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Deneyde kullandigimiz hiicre hatt1 haftada iki kez diizenli pasajlandi. Uretim
sirasinda kontaminasyonu Onlemek amaciyla filtre kapakli hiicre kiiltiirii kaplar
kullanildi. -80°C’de % 10 Dimetil sulfoksit (DMSO) igerisinde olan hiicreler, 37
°C’de eriyene kadar bekletilip, eridikten sonra hiicre kiiltiir kaplarina ekilip ve
tizerine 10 ml uygun besi ortami eklenerek 37°C’ de, % 5 CO; ve % 95 nem igeren
ortamda 1 giin inkiibe edildi. Ertesi giin DMSO’dan kurtarmak i¢in hiicre kiiltiir
kaplarindaki besiyeri degistirildi. Besiyeri pipetle uzaklastirildiktan sonra hiicreler
bir kez Ca™ ve Mg tuzlar1 igermeyen steril PBS (Fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi) ile

yikandi.

2.2.4 Hiicrelerin Pasaji

Hiicrelerin cogaltildig: kiiltiir kaplarinda, hiicreler tek tabaka olduklarinda
pasajlar1 yapildi. Pasaj islemi i¢in Oncelikle kiiltiir besiyeri uzaklastirildiktan sonra
hiicreler 2 ml % 0,25 lik tripsin ile yaklasik 5 dakika muamele edilecek ve
hiicrelerin ylizeyden ayrilmalar1 saglandi. Siispansiyon haline getirilen hiicreler steril
santrifiij tiipiine alindiktan sonra tripsinin inaktif hale gelmesi i¢in iizerine 2 ml
uygun besi ortami eklendi ve pelet {izerine 1 ml besi ortam1 eklenerek, ependorfta
hazirlanan trapan mavisi (1:1000) ve hiicre karistmi (1:1) thoma laminda sayildi ve

hiicreler deney planina gore ekim i¢in hazir hale getirildi.
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2.2.5 RNA lizolasyonu

Besiyeri hiicrelerden uzaklastirildi ve fosfat tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile 3
kez yikandi. RNA, “Qiagen RNeasy Plus Universal Kit” kullanilarak tiretici firmanin
talimatlar1 dogrusunda izole edildi. RNA izolasyonu i¢in hiicreler 600 pul ‘Qiazol
Lysis Reagent’ ile toplandi. ‘Qiazol Lysis Reagent’ ile toplanan hiicreler 5 dakika
oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra iizerine 100 pl kit i¢inde bulunan ‘gDNA
Eliminator’ soliisyonundan eklendi ve 15 saniye karistirildi. Daha sonra 180 ul
kloroform eklenip ve tekrar karistirildiktan sonra 3 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda 12.000 xg’de ve +4°C’ de 30 dakika santrifiij edildi. Ust faz
2ml’lik steril ependorf tiipe toplandi ve alinan iist faza esit miktarda % 70 etanol
eklenip iyice karstirildi. Karisim ‘RNeasy mini spin’ kolona eklendi ve 30 saniye
9.000 xg’de santrifiij edildi ve alta gecen kisim dokiildii. Kolunun tizerine 700 pl kit
icinde bulunan yikama tamponu ‘RWT’ eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’ de santrifiij
edildi. Alta gecen kisim dokiiliip kolonun iizerine 500 pl kit i¢inde bulunan yikama
tamponu ‘RPE’ eklendi ve 30 saniye 9.000 xg’ de santrifiij edilip, alta gecen kisim
dokiildii. Kolon tizerine tekrar RPE tamponu eklendi ve 2 dakika 30 saniye 9.000
xg’de santrifiij edildi ve alta gecen kisim dokiildi. Son olarak kolon yeni tlipe alindi
ve lizerine 50 pul RNaz igcermeyen su eklendi ve 1 dakika 15 saniye 9.000 xg’ de
santrifiij edildi. Elde edilen RNA kalitesi agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi ve
konsantrasyonlar1 nanodrop (MaestroNano) cihazinda o6l¢iildi. RNA’ nin safligimi
degerlendirirken A260/A280 ve A260/A230 oranina bakilmaktadir. A260/A280
oraninin yaklasik olarak 1,9 ve A260/A230 oraninin ise 1,8 ile 2,2 arasinda olmasi

izole edilen RNA’nin saf oldugunu géstermektedir.

2.2.6 Total RNA’nin Agaroz Jel Elektroforezi ile Goriintiilenmes

Izole edilen RNA’lar % 1’ lik agaroz jel hazirlanarak Thermo yatay agaroz jel
elektroforezi ile yiritildi. % 1° lik agaroz jel, Tris-Asetik asit-EDTA (TAE)
tamponu ile hazirlandi. Agaroz ¢6ziinene kadar mikrodalga firinda kontrollii bir
sekilde 1sitma islemi yapildi. Coziinme isleminden sonra agaroz soliisyonu
sogutularak tizerine 1 pL EtBr (Etidyum bromiir) eklendi ve elektroforez tablasina

dokiilerek kat1 hal olusuncaya kadar beklendi. Kat1 hal alan agaroz jel, elektroforez
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tankina kuyucuklar RNA’nin ‘— den +’ ya yiiriiyebilmesi i¢in elektroforezin (-)
kutbuna dogru yerlestirildi. Elektroforez tanki RNA’y1 yiiriitmek icin 1 X TAE
yiiriitme tamponuyla dolduruldu. 3 pL RNA 6rnegi, 5 pL steril su ve 2 pl yiiriitme
boyasi ile muamele edilerek mikropipet ile jelde bulunan kuyucuklara yiiklendi.
Elektroforez gii¢ kaynagina baglandi ve 90 volt, maksimum 500 mA’de 45 dakika
boyunca yiiriitiildi. Yiiriitme bitince jel UV transilluminatérde goriintiilenip ‘DNR
LightBis Prolmage Analysis System’ (DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem,

Israel) cihazinda fotograflandi.

2.2.7 cDNA sentezi

Elde edilen RNA’larin konsantrasyonlari nanodrop (MaestroNano) cihazinda
oOlgtildii cDNA sentezi ‘Easy Script Plus cDNA sentez kiti’ ile oligo d(T) primeri ve
Ters Transkriptaz enzimi (RT) kullanilarak iretici firmanin talimatlari dogrultusunda

gercgeklestirildi. cDNA sentez karisim prosediirii Tablo 2’de verildi.

Tablo 2:cDNA sentez karisimi

Hacim Son konsantrasyon
Total RNA Degisken 2ug
Oligo (dT) (10nM) 1l 0,5 M
dNTP Karisimi (10mM) 1l 500 pnM
RNAaz icermeyen su Degisken -
5X RT tamponu 4l 1X
Riboniikleaz inhibitorii(40U/ul) 0,5 nl 20 U/rxn
Easyscript plus RTase 200U/nL) |1 pl 200 U/rxn
Son Hacim 20 pl

Bir PZR tiipii icerisinde 2,5 pg total RNA kit icerisindeki oligo d(T)
primerleri (1ul), ANTP ¢ozeltisi (1ul) ve RNAz icermeyen su (bu asamada son hacim
14,5 pl olacak sekilde eklendi) ile karistirilarak 65°C’de 5 dakika on isleme tabi
tutuldu. Ardindan bu karisim yine kit iceriginde yer alan reaksiyon tamponu (4 pl),
RNAz inhibitori (0,5 pl) ve ‘EasyScript RTase’ enzimi (1 pl) ile birlestirildi.

Boylece bir tiipteki son hacim 20 pl olur. Karisim hazirlandiktan sonra CDNA sentezi
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icin 50°C’de 1 saat inkiibe edildi ve siire sonunda, enzimi inhibe etmek i¢in 85°C’de
5 dakika bekletildi. Sentezlenen cDNA’lar, PZR yapmak iizere -80°C muhafaza
edildi.

2.2.8 Primer Tasarmm

Makalelerden dizileri saptanan NF-xB ve AHR genlerl Pubmed’in niikleotit
blast boliimiinde taranip erisim numaralari belirlendi. Giivenirligi artirmak igin
pubmed’in primer blast bdliimiinde erisim numaralar1 ile uygun organizma segilip
tarandi. Tm (erime noktasi) sicakliklari birbirine yakin se¢ildi. Yanlis eslesme yapip

yapmadigina, GC oranin % 50 iizerinde olmasina dikkat edildi (Sekil 9).
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Secilen primerlerin en fazla 3000 bp biiyiikliiglinde olmast saglandi. Yanlig
yapmamak i¢in Pubmed’ in primer blast boliimii tekrar agilip forward ve revers

primer yazildi, organizma se¢ildi ve dogru gen bolgesi olup olmadigi kontrol edildi.

2.2.9 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Literatiir ve veri bankalar1 taranarak NF-xB ve AHR genleri ile iliskili
GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak segilen genler i¢in uygun primer dizileri
saptandi. Primerlerin isimleri, bu primerlerin niikleotid dizileri, uzunluklar1 ve
yapigma sicakliklar1 Tablo 3’ de verildi. Belirlenen genlerin PZR yontemi ile kantite
edildi. Bu amagla genler i¢in ayri ayri polimeraz zincir reaksiyonu sicakliklart
optimize edildi (Sekil x). Tim genler icin kopya sayist dongii sayisi iligkisinin
dogrusal olmasi i¢in dongii sayist 40 olarak belirlendi. PZR kosullar1 Tablo 4 ’de;

sicaklik, dongii ve zamanlar1 ise Tablo 5° de verildi.

PZR iiriinlerinin 10 pl” si % 1° lik agaroz jelde 90 Volt, maksimum 500
mA’de 45 dakika siiresince yiiriitlildii ve yiiriitme bitince jel UV transilluminatdrde
EtBr boyamayla bantlar gozlemlenip DNR LightBis Prolmage Analysis System
(DNR Biolmaging System Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi.

Tablo 3:NF-Kb ve AHR genlerinin sekans ve uzunluklari

Gen Ileri Primer ve Geri Primerleri (5'>3") Uzunluk
(bg) ™
NF-«B-F | AAAC GCGATCGC GAC ATG GTG GTC GGC TTC
GC
32 65
NF-kB-R | AAAC GTTTAAAC CTG ACT GTA CCC CCA GAG
ACCTCAT
37 69
AHR-F AAAC GCGATCGC ATG AAC AGC AGC AGC GCC
AAC ATC
ACC 39 71
AHR-R AAAC GTTTAAAC GAT ACATCG ACACGG CcCC
CAG CAT AAC AT 41 72
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Tablo 4.NF-xB ve AHR genlerinin sekans ve uzunluklari

PZR Reaksiyon Karisim
10X PCR Tamponu 2 Ml

MgCl, 1,5 ml

dNTP 1l

cDNA 5 Ml

F primer 1 Ml

R primer 1Ml

Taqg DNA Polimeraz 0,5 Ml

dH:0 11 ml

Tablo 5. PZR sicaklik, dongii ve zamanlari

PCR Kosullar
On Denatiirayon 94°C 5 dakika
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Yapigma X°C 1 dakika
Uzama 72°C 1 dakika
Dongii Sayisi 40 ongii
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2.2.10 PZR Sicakhik Optimizasyon Calismalari

RNA optimizasyon c¢aligmalar1 tamamlandiktan sonra ger¢cek zamanli PZR
caligmalarinda kullanilacak olan her gen i¢in sicaklik, cDNA miktar1 ve primer
konsantrasyonu ¢alismalar1 yapildi. Oncelikle her genin ¢alistig1 sicaklik belirlendi
sonrasinda belirlenen sicaklikta cDNA ve primer konsantrasyonu denemeleri yapildi.
Bununla ilgili ¢aligmalara ait sonuglar boliimiinde verilmistir. Her gen ig¢in gradient
PZR yapilmis ve en iyi ¢alistig1 sicaklik belirlendi. Ornegin NF-xBve AHR genleri
i¢in 45°C - 70°C arasi sicakliklar denendi .

2.2.11  PZR Uriinlerinin Saflastirilmasi

Saflagtirma islemi, “Wizard sv Jel ve PZR Saflastirma Kiti” kullanilarak
tiretici firmanin talimatlar1 dogrusunda gerceklestirildi. PZR ornekleri %1 diisiik
sicaklikta eriyen agaroz jelde 1X TAE tamponda yiiriitiildii ve DNA goriintiilendi.
Goriintiilenen DNA UV lambas: altinda jeli 30 saniyeden den fazla agik tutulmadan
kesildi. Jeli kestikten sonra darasi tartilan ependorfa jel parcasi aktarildi ve
eklendikten sonra ependorf tartilarak darasi ¢ikarildi. Her 10mg jel pargasi i¢in 10ul
“Membrane Binding solution (guanidine isothiocyanate)” eklendi. Vortekslendi ve
jel ¢oziilene kadar 10 dakika 65°C inkiibe edildi, her iki dakikada bir ¢6zlinmeyi
hizlandirmak igin vorteksleme islemi gerceklestirildi. Bu islemden sonra PZR
amplifikasyonuna esit hacimde ‘“Membrane Binding solution” eklendi. Solilisyon
toplama tlip i¢indeki “SV mikrocolumn’ a@” eklenerek 1 dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi. 16.000 xg’ de ldakika santrifiij edildikten sonra alta gegen kisim
dokiildi. 700ul “membrane wash solution” eklendi, 16.000 xg’ de 1dakika santrifiij
edildi ve alta gecen kisim dokiildii. 500pul memran yikama soliisyonu eklendi 16.000
xg’ de 5dakika santrifiij edilerek, alta gecen kisim dokiiliir. Bos toplama tiip 1dakika
kapag kapali santrifiij edildi ve ethanoliin buharlagsmasi saglandi. Minikolon temiz
1.5 ependorfa alinirak 50ul niikleaz icermeyen su eklendi. 1dakika oda sicakliginda
inkiibe edildi ve 16.000 xg’ de ldakika santrifiij edilirerek islem tamamlandi.
Saflastirilmis PZR 6rnekleri + 4 °C sakland.
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2.2.12 PCR Uriinlerinin Klonlanmasi

Ligasyon, “pGEM-T ve pGEM-T Easy Vektor Kit” kullanilarak {iretici
firmanin talimatlar1 dogrusunda yapildi (Tablo 6 ). “pGEM-T ve pGEM-T Easy
Vektor Kit” sistemi ile NF-kB ve AHR genleri ile elde edilen PZR iiriinleri
kullanilarak, PZR {irtinlerinin ligasyon etkinligi artirilmasi amaglanmistir. pGEM-T
ve pGEM-TKolay Vektor Sistemleri, PZR firiinlerinin klonlanmasi i¢in uygun
sistemlerdir.“pGEM-T ve pGEM-T Easy Vektor” her iki ugta bir 3° Timidin igeren
dogrusallastirilmis bir vektordiir ( Sekil 9 ). PZR firiinlerin hizli ve uygun sekilde
klonlanmasin1 saglarlar. pPGEM-T Vektor 3000 bp’dir ( Sekil 11).
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Sekil 11:pGEM-T Vektor Harita ve Sira Referans Noktalari

pGEM-T ve pGEM-T Kolay Vektor ve kontrol PZR tiipleri kisa santrifii
edildi. Ligasyon reaksiyonu Tablo 6’da verildigi gibi hazirland.
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Tablo 6:pGEM-t Vektor Ligasyon Reaksiyonu

Reaksiyon Bilesenleri | Standart Reaksiyon Pozitif Kontrol Arka plan
Kontrol
2XLigasyon Tamponu 5ul 5l 5ul
pPpGEM-T Vektor
1 ul 1 ul I ul
(50ng)
PZR {iriinii 2 ul - -
Kontrol Girig DNA’s1 - 2 ul -
T4 DNA Ligaz 1l 1l 1 pl
dH,0 1 ul 1 ul 3ul

PGEM-Tvektor Sistemleri, PZR firlinlerinin ligasyonu i¢in 2X Ligasyon

Tamponunu igerir. Bu tamponu kullanan reaksiyonlar,

1 saat boyunca oda

sicakliginda inkiibe edilebilir. Kulucka dénemi, doniistimden sonra koloni sayisini

arttirmak i¢in kullanismistir.

2.2.13 Transformasyon

Ligasyon, “One Shot TOP10 Kompotent Hiicreler Kiti ” kullanilarak iiretici

firmanin talimatlar1 dogrusunda yapildi. 1lk olarak Luria broth (LB) Agar

besiyeripetrilere hazirlandi ( Tablo 7).
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Tablo 7:Luria broth (LB) / Ampisilin (Antibiyotik) / IPTG (izopropiltiogalaktozid)
/X-gal (5-bromo-4-kloro-indolil-B-D-galaktopiranosid) Besiyeri Hazirlanisi

LB/Ampisilin/IPGT/X-gal Katman

NaCl 0,59r
Tripton 0,59r
Agar 0,75 gr
Maya ekstrakti 0,25 gr

50 MmL dH,O Eklenir ve Otoklavlanir

Ampisilin 0,1mg/mL

180°C* de 3 saat bekletilen steril petrilerin i¢ine hazirlanan
LBbesiyerinden~10-15 mL olacak sekilde eklenir. Petriler ters ¢evirilir etiivde 37 °
C’ de 12 saati gegmeyecek sekilde bekletilir tireme yoksa parafilmlenip saklanir.

Petriler etiivden cikartilir ve oda sicakliginda gelince transformasyon
islemine baslanir. ilk olarak DH5-Alpha (DH5-a) kompotent hiicresi buz iizerine
alinir buz iizerinde yaklasik 5 dakikada eritilip ve hafif¢e karigsmasi saglandi, tiim
islemler buz iizerinde gergeklesir. 2 ul ligasyon reaksiyonunu igeren tiiplere 50 pl
DH5-a kompotent hiicre eklenir, kontrol DNA’ya 100 ul DH5-a kompotent hiicre
eklenir ve nazikge karigtirildiktan sonra 20 dakika buz lizerinde inkiibe edildi. Isi
soku yapildiktan sonra 42°C’de 50 dakika bekletilip, ardindan buz iizerine almarak 2
dakika bekletildi. Reaksiyona oda sicakligindaki SOC besiyerinden 950 pl, kontrol
DNA’ ya 900 ul eklenip. Bir buguk saat 37°C’ de 150 rpm’de karistirildi ve
LB/ampicilin/IPTG/X-GAL petrilere 100 pl reaksiyon 12 bolgeye ayrilan LB
katmanlara kiirdan yardimiyla c¢izgi ekim yapilarak tek koloni disiiriilmeye
calisilmistir. 37°C’ de bir gece etiivde inkiibe edilerek, beyaz tekli koloniler secilerek
tarama PZR yapilmistir ve tim PZR kosullar1 Tablo 4 ’de; sicaklik, dongii ve

zamanlar1 ise Tablo 5’ de verildi.

Tarama PZR’ inda NF-«xB ve AHR genlerinin % 1 lik agaroz jel
elektrofezinde varlig1 belirlendikten sonra LB sivi hazirlanarak (Tablo 8) 5 mL LB
siv1 besiyerine ekildi ve galkamali inkiibatdre almip 180 rpm ’de 37°C tiim gece

inkiibe edildi. Plazmit izolasyonu asamasina geg¢ildi.
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Tablo 8:Luria broth (LB) / Ampisilin (Antibiyotik) / IPTG (izopropiltiogalaktozid)
/X-gal (5-bromo-4-kloro-indolil--D-galaktopiranosid) Sivi-Besiyeri Hazirlanisi

LB/Ampisilin/IPGT/X-gal Siv1

NaCl 05 gr
Tripton 05 gr
Maya ekstrakti 0,25 gr

50 MmL dH,0 Eklenir ve Otoklavlanir
Ampisilin 0,1mg/mL

2.2.14 Plazmit izolasyonu

Tranformasyondan sonra ‘PureLink Quick Plasmid Miniprep’ kit kullanilarak
tiretici firmanin talimatlari dogrusunda plazmit izolasyonu yapildi. Luria broth (LB)
/Ampisilin (Antibiyotik) / IPTG (Izopropiltiogalaktozid) /X-gal (5-bromo-4-kloro-
indolil-B-D-galaktopiranosid) sivi besi ortami igerisinde ¢ogaltilmis olan NF-
kB+pGEM-T ve AHR+pGEM-T plazmitleri izole edildi. Transforme olan
kolonilerden 5 ml LB besi ortami inokiile edilip, biitiin gece inkiibe edilen kiiltiirler
8000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Olusan supernatant pelletten uzaklastirilip,
15mL’ lik falkon tiip tizerine 250 pl RNase A igeren resuspansiyon tamponu eklendi.
Karigtirllarak homojen hale getirilip tizerine 250 pl par¢alanma tamponu eklendikten
sonra, oda sicakliginda 4 dakika inkiibe edilip 350 pl ¢oktiirme tamponu eklendi.
12.000 xg’ de 10 dakika santrifiij edilip, olusan siipernatant alinarak doniis siitununa
konularak doniis siitunu santrifiij edilip, yikama soliisyonu ile kolon yikanip,
santrifiij edildi. DoOniis siitununa eliisyon tamponu eklenerek. Alta gegen kisim
toplanip, elde edilen plazmid DNA’ lar, yiiriitme bitince jel UV transilluminatérde
goriintiilenip ‘DNR LightBis Prolmage Analysis System’ (DNR Biolmaging System
Ltd. Jerusalem, Israel) cihazinda fotograflandi. Elde edilen RNA’ larin
konsantrasyonlar1 nanodrop (MaestroNano) cihazinda 6l¢iildii. Elde edilen NF-xB ve
AHR plazmit DNA’ dan .PZR yapilmistir, PZR kosullar1 Tablo 9’ da; sicaklik,

dongii ve zamanlari ise Tablo 10 da bulunmaktadir.
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Tablo 9:PZR kosullart

PZR Reaksiyon Karisim
10X PCR Tamponu 2 ml

MgCl, 1,5 ml

dNTP 1l

Plazmit DNA 5uml

F primer 1 Ml

R primer 1Ml

Taqg DNA Polimeraz 0,5 Ml

dH:0 11 ml

Tablo 10. PZR sicaklik, dongii ve zamanlari

PCR Kosullar
On Denatiirayon 94°C 5 dakika
Denatiirasyon 94°C 1 dakika
Yapigma X°C 1 dakika
Uzama 72°C 1 dakika
Dongii Sayisi 40 Dongu

2.2.15 Giris Klonlar1 Aktarim

‘Flexi Vector Systems’ kit kullanilarak iiretici firmanin talimatlari
dogrusunda giris klonlar1 yapilmistir. Flexi Vektor Sistemleri, farkli fonksiyonel

ozelliklere sahip vektorler arasindaki protein kodlayan bolgelerin mekik klonlama
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yikiinii azaltarak, protein fonksiyonunun c¢oklu ylizeylerinin ¢alisilmasini
kolaylagtirir. Protein kodlayan bdlgeniz bir Flexi Vektore klonlandiktan sonra,
benzerini yapmadan kolaylikla diger bir¢ok Flexi Vektore yerlestirebilir. PZR
primerleri, Sgfl ve Pmel bdlgelerini protein kodlama bdélgesine eklemek igin
tasarlanmistir. Amplifikasyondan sonra, PZR iiriinii, DNA polimerazi ve primerlerini
¢ikarmak icin saflagtirilir ve Sgfl ve Pmel ile Kesilir. Kisitlama enzimleri tarafindan
salinan kii¢iik oligoniikleotitleri ¢ikarmak i¢in DNA tekrar saflastirilir. Kesilen PZR
uriinii, Sgfl ve Pmel ile sindirilmis bir alici Flexi Vektor'e baglanir (Sekil 13).
Doniistimiin ardindan hiicreler, kullanilan belirli Flexi vektore i¢in uygun antibiyotik
ile segilir (Sekil 12).

Yﬂ’?‘l

\F‘TnEl
PIR

sgn } Prri

. DNA Saflastirma
Letal Gen

Pz

Flexi Ennm ile Kesme
: sgn

DNA Saflastirma

= Pl

Rl dpane

— Flexi Ennm ile Kesme

Ligasvon

Transformasvon ve Secim

3

Protein Kodlama Bélgesi

s Pl

E

Sekil 12:Bir protein kodlama bolgesinin Flexi Vektorlerine Klonlanmasi
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5X Flexi pargalama tamponu ve acceptor flexi vektor buz {izerinde eritildiardindan
kisaca vorteks edildi. Elde edilen NF-xBve AHR’nin plazmit DNA yapilan PZR
numuneleri kullanilarak reaksiyon baslatilmistir. Akseptor vektorler pFN10A (ACT)
ve pFN10A (BIND)’dir (Sekil 13). PCR iiriinleri giris klonu i¢in kosullar Tablo 11’
deki gibidir. Akseptor flexi vektor igin kosullar Tablo 12 *deki gibidir.

CMV Immediate/Early

cor ' cer/Promoter

7
orl Intron VP16 Fusion Protein
pFN10A (ACT) X o)
Flexi™ Vector
Pme |

Sv40 Late

o =
SVA0 Enhancer/

Early Promoter

Synthetic
Poly(A)

CMV Immediate/Early

cor 4
mncor/Promolor

T7

o Intron
GALA Fusion
Protein
pFN11A (BIND) .
AMmp’ Flexi® Vector Sg
(6515bp) Bnrnaw

Pme |

Renilia SV40 Late

Synthetic Luciferass & Poly(A)
Poly(A)
! SV40 Enhancer/
hGH Early Promotor
Intron

Sekil 13:pFN10A (ACT) ve pFN10A (BIND) Harita ve Sira Referans Noktalar1
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Tablo 11:PZR iiriinleri Giris Klonu Kosullar

Reaksiyon Bilesenleri

Reaksiyon Karisimi

5X Flexi Par¢calama Tamponu 4 uw
PZR Uriinii ( 500 ng) Degisken
Flexi Enzyme Blend(Sgf1&Pmel) 4 ul

RNAaz igermeyen su

Degisken (Total hacim 20 pl)

Tablo 12: Akseptor flexi Giris Klonu Kosullar

Reaksiyon Bilesenleri

Reaksiyon Karisim

RNAaz igermeyen su 12wl
5X Flexi Digest Buffer 4 ul
Acceptor flexi vektor(200 ng) 2 u
Flexi Enzyme Blend(Sgf1&Pmel) 2 ul
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Yukaridaki tablolara gdre bilesenler hazirlandiktan sonra 37 °C’ de inkiibe
edildi. Ardindan retriksiyon enzimini inaktive edebilmek i¢in 65 °C’ de 20 dakika
inkiibe edildi. Tim gece 4 °C de bekletilen ‘ligation’ tiipiinden alinarak {iretici
firmanin talimatlari1 dogrultusunda ‘component hiicre’ olan DH5-a” ya
transformasyon yapildi. Ardindan LB besiyerlerine 150 pl olacak sekilde drigalski
Ozesi ile yayildi. 37 °C’ de etiivde tiim gece inkiibe edildi. Olusan beyaz pozitif tek
kolonilerden PZR taramasi yapildi ayn1 anda hem PZR hem de LB siv1 stok alindi.
PZR sonrasi istenen bolgede goriintiilenen iirlinler i¢in ekilen plakalardan siviya

ekim yapilarak plazmid DNA elde edildi.

2.2.16 Transfeksiyon

Transfeksiyon islemi yapilmadan bir giin 6nce hiicreler 96 kuyulu hiicre
kiiltiir kaplarina ekildi. Deneyin yapildig: giin ‘‘Fugune HD tranfeksiyon reaktifi’’
oda sicakligina ¢ikarildi ve kisa bir spin yapildi.

HepG2-HBX hiicreleri 96 kuyuluk hiicre kiiltiir kaplarina ekildikten sonra
hiicre kiiltiir kabini yaklasik % 75°lik alanin1 kaplayacak sekilde biiylimesi beklendi.
96 kuyuluk hiicre kiiltiir kaplarina 90 ul besiyerinde 10* hiicre olacak sekilde ekildi.
Hiicrelerin yapismasi igin CO, inkiibatriinde 37°C” de 24 saat bekletildi. Kontrol
grubu ve diger kombinasyonlar (Tablo 13 ) iicer tekrar halinde, iki tekrar deneyi
olarak yapildi. DNA transfeksiyon karistmi hazirlandi. Bunun i¢in 10 pl DMEM 0,2
ug pGL4.31[luc2P/Gal4UAS/Hygro] plazmit DNA ile 15 dakika inkiibe edildi. 2.1
ul Fugene HD reaktifi eklendi. DNA transfeksiyon karigimi bir giin dnce ekilen
hiicrelere 10 pl uygulandi, 37°C’ de 18 saat inkiibe edildi.
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Tablo 13:Fugune HD Tranfeksiyon Reaktifi oranlari

DNA i¢in Fugun HD Tranfeksiyon Reaktifi Oram

4:1 351 |31 251 |21 1:5:1

Total Hacim 100 | 100 100 | 100 100 | 100
ul ul ul ul ul ul

DNA Miktan 2ug |[2pg |2pg |2pg |2pg | 2pg

Fugune HD tranfeksiyon reaktifi | 8 ul | 7 ul 6ul |Spul |[4pul | 3ul

hacmi

2.2.17 Lusiferaz Aktivite Olciimii

Lusiferaz aktivitesini 6lgmek i¢in Promega’ nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanild1. Her bir kuyu i¢in 75 ul besiyeri ve 75 pl ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
karistirilarak Renilla geni iceren pGL4.31[luc2P/Gal4dUAS/Hygro] pGL4.31(Sekil
14) plazmiti transfekte edilen hiicrelere eklendi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe
edildi. ‘Synergy HTX’ Iluminometre (BioTek) kullanilarak ‘Firefly lusiferaz’
aktivitesi Ol¢tildii. 75 pl besiyeri ve 75 pl ‘Dual-Glo Stop & Glo Lusiferaz’ reaktifi
karistirtlarak hiicrelere uygulandi. Oda sicakliginda 1 saat inkiibe edildi. ‘Synergy

HTX’ luminometre (BioTek) kullanilarak ‘Renilla lusiferaz’ aktivitesi 6l¢iildii.

Synthetic Poly(A) Signal/
Transcriptional Pause Site
{for background reduclion)

GALAUAS
Adenovirus Major Late Promaolar

luc2P

pGLA. 31 [fuc2P/ GAL4UAS /Hygro]
Vector

(B107bp)

ori

Synthetic Poly(a) SVAD Late Poly(a)

SV40 Enhancery
Early Promoter

BA3EMA

Sekil 14:pGL4.31[luc2P/Gal4UAS/Hygro] vektor haritast
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2.2.18 istatiksel Analiz

Elde edilen sonuglar SPSS yazilimi (SPSS Verl8 Science, Chicago, IL)
kullanilarak analiz edildi. Gruplari karsilastirmak igin Student's t-testi ve Wilcoxon
testi uygulandi. Sonuglar ortalama =+ standart sapma olarak verildi. 0.05'in altindaki P

degerleri anlamli kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Calisma boyunca kullanilan HBX virlsu ile enfekte edilen HepG2-HBX hiicrelerinin

1stk mikroskobu altindaki goriintisa Sekil 15 ve 16 ‘de gosterilmistir.

Sekil 15:HBX hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiisii.

Hepatit B X viriisii ile enfekte edilen karaciger kanseri (HepG2) hiicreleri HBX
(HepG2-HBX hiicresi) hiicreleri olarak adlandirildi. Isik mikroskobunda 4X biiyiitme
giicli ile goriintiilenmistir.
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Sekil 16:HBX hiicrelerinin 151k mikroskobunda goriintiisii.

HepatitB X viriisii ile enfekte edilen karaciger kanseri (HepG2) hiicreleri HBX
(HepG2-HBX hiicresi) hiicreleri olarak adlandirildi. Isik mikroskobunda 4X biiyiitme
giicli ile goriintiilenmistir.

3.2 RNA izolasyonu Sonuglar

Petrilere 10° hiicre ekildi ve bir giin inkiibasyonun ardindan 24 saatin
sonunda hiicrelerden total RNA izolasyonu ‘QIAGEN RNeasy Plus Mini Kiti’
kullanilarak iiretici firmanin talimatlarina gore RNA izolasyonu gergeklestirildive %
1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goriintiilendi. Elde edilen RNA goriintiileri
Sekil 17°de verilmistir.
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Sekil 17:HBX hiicrelerinden izole edilen RNA’larin % 1’°lik agaroz jel elektroforez
goriintiisti. Elde edilen RNA” lar (3 ul) % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak
goriintlilendi. Hat 1: HBX, Hat 2: HBX, Hat 3: HBX, Hat 4: HBX, Hat 5:Promegal
kb DNA izleyici.

3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu(PZR) Sonuclar:

Literatiir ve veri bankalar1 taranarak NF-«B ve AHR genleri ile iliskili
GenBank/EMBL veri bankalar1 taranarak secilen genler i¢in uygun primer dizileri
saptandi. Primerlerin isimleri, bu primerlerin niikleotid dizileri, uzunluklar1 ve
yapisma sicakliklart Tablo 3°de verildi. Belirlenen genlerin mRNA diizeyleri PZR
yontemi ile kantite edildi. Elde edilen RNA’lardan ve ‘ABM EasyScript cDNA’
sentez kiti kullanilarak tiretici firmanin talimatlarina gore sentezlendi. Sentezlenen
cDNA’dan 6zgiin NF-x«B ve AHR gradient PZR ile primerlerin yapigma sicakliklari
belirlendi (Sekil 18, 19, 20).
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Sekil 18:AHR’ nin PZR % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii.

AHR primeri kullanilarak HBX hiicre hattindan elde edilen RNA’ lar ile elde edilen
PZR ornekleri (5 pl) % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goriintiilendi. Hat
1: AHR PZR 45°C’ de, Hat 2: AHR PZR 47.2°C’ de, Hat 3 AHR PZR 49.4°C’ de,
Hat 4: AHR PZR 51.6°C’ de, Hat 5: AHR PZR 53.8°C’ de, Hat 6: AHR PZR 56°C’
de, Hat 7: AHR PZR 58.2°C”’ de, , Hat 8: AHR PZR 60.4°C’ de, Hat 9: AHR PZR
62.6°C’ de, Hat 10: AHR PZR 64.8°C’ de, Hat 11: AHR PZR 67.0°C’ de, Hat 12:
AHR PZR 70.0°C’ de, Hat 13: Promega 1 kb DNA izleyici.

Sekil 19:NF-xB’ nin PZR % 1°lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. NF-«xB primeri
kullanilarak HBX hiicre hattindan elde edilen RNA’ lar ile elde edilen PZR 6rnekleri
(5 ul) % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak goriintiilendi. Hat 1: NF-xB PZR
45°C’ de, Hat 2: NF-xB PZR 47.2°C’ de, Hat 3 NF-xB PZR 49.4°C’ de, Hat 4: NF-
kB PZR 51.6°C’ de, Hat 5: NF-xB PZR 53.8°C’ de, Hat 6: NF-xB PZR 56°C’ de, Hat
7: NF-kB PZR 58.2°C’de, Hat 8: NF-xB PZR 60.4°C’de, Hat 9: NF-«B PZR
62.6°C’de, Hat 10: NF-xB PZR 64.8°C’de, Hat 11: NF-xB PZR 67.0°C’de, Hat 12:
NF-xB PZR 70.0°C’de, Hat 13: Promega 1 kb DNA izleyici.
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Sekil 20:NF-xB ve AHR’ nin PZR sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforez
gortintiisi.NF-xB ve AHR primerleri kullanilarak HBX hiicre hattindan elde edilen
RNA’ lardanelde edilen PZR ornekleri (5 ul) % 1 agaroz jel elektroforezine tabi
tutularak goriintiilendi. Hat 1-4:NF-«B PZR, Hat 5-8:AHR PZR, Hat 9: Promega 1
kb DNA izleyici.

3.4  PZR Uriinlerinin Ligasyonunun Eldesi

Ligasyon, “pGEM-T ve pGEM-T Easy Vektor Kit” kullanilarak iiretici
firmanin talimatlar1 dogrusunda yapildi (Tablo 6 ). “pGEM-T ve pGEM-T Easy
Vektor Kit” sistemi ile NF-«B ve AHR genleri ile elde edilen PCR firiinleri
kullanilarak, PCR iiriinlerinin ligasyon etkinligi artirilmasi amaglanmustir (Sekil 21).

PGEM-T+NF-xB ve pGEM-T+AHR pGEM-T Easy Vektor 3000 baz cifti (bp)’ dir.

45



Sekil 21:pGEM-T vektor +NF-xB ve pGEM-T vektor + AHR PZR % 1°lik agaroz jel
elektroforez goriintiisi. NF-xB AHR primeri kullanilarak vektor sistemi ile
birlesmesiyle ilgili elde edilen PZR ornekleri (5 pl) % 1 agaroz jel elektroforezine
tabi tutularak goriintiilendi. Hat 1-3 pGEM-T vektor + NF-xB ve pGEM-T vektor +
AHR, Hat 7: Promega 1 kb DNA izleyici.

3.5  TransformasyonSonuclar:

Elde edilen PZR iirtinleri ‘Wizard Plus SV Miniprep’ sistem ile saflagtirildi.
Transformasyon ‘Flexi Vector Systems’ kit kullanilarak iiretici firmanin talimatlari
dogrusunda giris klonlar1 yapilmistir. Sonrasinda LB Agar besiyeri hazirlandi
Ligasyon , “One Shot TOP10 Kompotent Hiicreler Kiti ” kullanilarak {iretici
firmanin talimatlart dogrusunda yapildi. DH5-a komponent hiicrelerine transforme
edildi ve LB platelere drigalski 6zesi ile yayilarak 37 ° C* de biitiin gece inkiibe
edildi. Olusan kolonilerden tarama PZR yapilarak varligi tespit edildi. Sekil 22 ve 23

’de gosterilmistir.
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Sekil 22:Tarama PZR Gorlintiisii

Hat 1-14: pFN11A(BIND) + NF-«B DH5-a komponent hiicrelerinden tarama PZR
nin % 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii. NF-xB primeri kullanilarak vektor
sistemi ile birlesmesiyle ilgili elde edilen PZR ornekleri (5 pl) % 1 agaroz jel
elektroforezine tabi tutularak goériintiilendi. Hat 15: Promega 1 kb DNA izleyici.

Sekil 23: Tarama PZR Goriintiisi

DH5-a komponent hiicrelerinden tarama PZR ’nin % 1’lik agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Hat 1-2: pFN10A(ACT) + NF-«B, Hat 3-6 pFN11A(BIND) +AHR, Hat
6-11 pFN10A(ACT) + AHR. NF-xB ve AHR primerleri kullanilarak vektor sistemi
ile birlesmesiyle ilgili elde edilen PZR 6rnekleri (5 pl) % 1 agaroz jel elektroforezine
tabi tutularak goriintiilendi. Hat 12: Promega 1 kb DNA izleyici.
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3.6  Plazmit DNA izolasyonu Sonuglari

Tranformasyondan sonra ‘PureLink Quick Plasmid Miniprep’ kit kullanilarak
tiretici firmanin talimatlar1 dogrusunda plazmit izolasyonu yapildi. Luria broth (LB) /
Ampisilin (Antibiyotik) / IPTG (izopropiltiogalaktozid) /X-gal (5-bromo-4-kloro-
indolil-B-D-galaktopiranosid) PZR taramasi yaparken pozitif olabilecegi i¢in her
tarama trlintiniin tek koloni diisecek sekilde ayni1 anda LB Sivi besi ortami igerisinde
ekim yapildi ¢ogaltilmis olan PZR taramasi sonucunda pozitif ¢ikan ve beyaz koloni
olusturan tirtinleri LB siviya ekerek bir gece calkamali inkiibatérde bekletip ertesi
giin uygun prosediire gore pFN10A(ACT) + AHR, pFN11A(BIND) +AHR,
pFN10A(ACT) + NF-xBve pFN11A(BIND) + NF-xB plazmit DNA izole edildi
(Sekil 24).

Sekil 24:PZR ’nin % 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisii

Hat 1-2: pFN11A(BIND) + NF-«xB Plasmit DNA, Hat 3-4: pFN10A(ACT) + NF-«xB
Plazmit DNA, Hat 5-6pFN11A(BIND) +AHR Plazmit DNA, Hat 7-8 pFN10A(ACT)
+ AHR Plazmit DNA. Plazmit DNA ornekleri (5 pl) % 1 agaroz jel elektroforezine
tabi tutularak goriintiilendi. Hat 9: Promega 1 kb DNA izleyici.
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3.7  Plazmit DNA ile PZR Sonuclar:

Elde Edilen Plazmit DNA” lar ile PZR reaksiyonu ayni sartlarda tekrarlandi.

Istenen gen bolgesinde oldugu % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak

gorlntiilendi (Sekil 25) ve transfeksiyon basamagina gecildi.

Sekil 25:Plazmit DNA ile elde edilen PZR iiriiniiniin % 1 agaroz jel elektroforezi
goruntisu.

Hat 1-2: pFN11A(BIND) + NF-xB PZR, Hat 2-3: pFN10A(ACT) + NF-xBa, Hat 5-
6: pFN10A(ACT) + AHR PZR, Hat 7-8: pFN10A(ACT) + AHR, Hat 9: Promega 1
kb DNA izleyici.

3.8 Lusiferaz Aktivite Ol¢ciim Sonuclari

Lusiferaz aktivitesini 6lgmek i¢cin Promega’ nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanildi. ‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) kullanilarak ‘Firefly lusiferaz’
aktivitesi 6lciildii. Ol¢iim sonuglar1 Sekil 26,27 ve 28°de gosterilmistir.
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Sekil 26:‘Firefly Lusiferaz’ aktivitesi 6l¢iim sonuglari.

Liiminometrik 06l¢iim sonuglart Promega’ nin  ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanilarak, ‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) cihazi ile yapildi 6 6l¢iim olarak
tekrarlanmistir. AHR-BIND: HBX-ACT (PFN10A) + AHR-BIND (PFN11A) +
PGL4.31, AHR-ACT: HBX-BIND (PFN11A) + AHR-ACT (PFN10A) + PGL4.31.
AHR’ nin akseptore baglandiginda HBX hiicre hattinda ekspresyonunun artist,
istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).
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Sekil 27:‘Firefly Lusiferaz’ aktivitesi 6l¢lim sonuglari.

Liiminometrik 6l¢iim sonuglari. Promega’ nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanilarak, ‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) cihazi ile yapildi. 6 6l¢iim
olarak tekrarlanmistir. NF-xB-BIND: HBX-ACT (PFN10A) + NF-xB-BIND
(PFN11A) + PGL4.31, NF-kB-ACT: HBX-BIND (PFN11A) + NF-xB-ACT
(PFN10A) + PGL4.31 NF-xB’ nin akseptore baglandiginda HBX hiicre hattinda
ekspresyonunun artisi; istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (p=0,000).
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Sekil 28:‘Firefly Lusiferaz’ aktivitesi 6l¢iim sonuglart.

Liminometrik 6l¢tim sonuglari Promega’ nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi
kullanilarak, ‘Synergy HTX’ luminometre (BioTek) cihazi ile yapildi. 6 O6l¢iim
olarak tekrarlanmistir. AHR-ACT + NF-xB-BIND: AHR-ACT (PFN10A) + NF-«xB-
BIND (PFN11A) + PGL4.31, AHR-BIND + NF-xkB-ACT: AHR-BIND (PFN11A)
+ NF-«B-ACT (PFN10A) + PGL4.31 AHR’ nin akseptore + NF-xB’ nin bind’ a
baglandiginda, AHR’ nin bind ’a + NF-xB’ nin akseptore baglandiginda HBX hiicre
hattinda ekspresyonunun artiginda; istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,380).
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Sekil 29: ‘Firefly Lusiferaz’ aktivitesi 6l¢lim sonuclari.

Liiciferaz reporter vektor olan ve Renilla geni i¢eren pGL4.31 [luc2P/ Gal4dUAS/
Hygro] ve pGL4.73 [hRluc/ SV40] ile HBX-ACT (PFN10A) + AHR-BIND
(PFN11A) + PGL4.31 ve HBX-ACT (PFN10A) + AHR-BIND (PFN11A) +
PGL4.73 6’ sar tekrar olacak sekilde denendi ve ortalama toplam degerlere gore
istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,371).

Tablo 14: Deney Gruplarina ait ortalama ve standart sapma degerleri

Gruplar Ortalama + Standart Sapma
HBX-ACT(PFN10A)+AHR-BIND(PFN11A)+PGL4.31 121951949158
HBX-ACT(PFN10A)+NFKB-BIND(PFN11A)+PGL4.31 1355,167 = 60,57548
HBX-BIND(PFN11A)+AHR-ACT(PFN10A)}+PGL4.31 3945,167 = 683,3009
HBX-BIND(PFN11A}+NFEKB-ACT(PFN10A)+PGL4.31 7616.667 = 1885618
AHR-ACT(PFN10A}+NFKB-BIND(PFN11A)}+PGL4.31 3662,333 = 758,0185
AHR-BIND(PFN11A)+NFKB-ACT(PFN10A)}+PGL4.31 3239.667 = 540,2296
PACT-MyoD+PBIND-ID+PGL4.31 12005,783 + 1420.743
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Protein-Protein Etkilesimi

14000

12000

10000

8000

6000

uminesans

4000 -

L

2000

HBX-

BIND(PFN11A)+NFKB-
ACT(PFN10A)+PGL4.31

PACT-MyoD+PBIND-ID+PGL4.31

Sekil 13: Liiminometrik 6l¢iim sonuglari

Promega’ nin ‘Dual-Glo Lusiferaz’ reaktifi kullanilarak , ‘Synergy HTX’
luminometre (BioTek) cihazi ile yapildi.
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4.  TARTISMA

Diinya capinda hepatoseliiler karsinom (HCC) en sik goriilen kanser tiirleri
arasinda ve kansere bagli 6liimlerin ikinci 6nde gelen nedenidir. Hepatit B viriisii
(HBV) veya hepatit C virtisii (HCV) ile kronik enfeksiyon, HCC vakalarinin % 80'
ine tekabiil eder 15 (El-Serag ve dig. 2007).

HBV enfeksiyonu, karaciger fibrozu, siroz ve HCC ile iliskili enfekte
hepatositlerin immiin aracili imhasina ve daha sonra karaciger rejenerasyonuna
neden olur 16 (Tarocchi ve dig. 2014). HBV enfeksiyonunu HCC' ye baglayan kesin
mekanizma tam olarak anlagilmamistir, ¢linkii HBV' nin sadece zayif kanserojen
oldugu disiiniilmektedir (Kew ve dig. 2011). Siirekli immiin aracilt HBV klirensi ve
inflamatuar sitokin seviyelerinde artislarin hiicre proliferasyonunu ve hayatta kalma
sinyallerini aktive ettigi one siirtilmistiir. 17 kDa' lik bir molekiiler kiitleye sahip
olan bir 154-amino-asit proteini olan HBV X proteini (HBX), kronik aktif hepatitin
uzun vadeli hastalik siirecine ana katki maddesidir. Dogrudan DNA' ya baglanma
yerine, HBx proteini NF-kB, aktivator protein-1 (AP-1), ATF / CREB, proto-
onkojenler (c-myc ve c-jun) ve HIF-1 gibi transkripsiyon faktorlerini dolayli olarak
aktive eder. HBx ayrica RAS, RAF — MAPK yolunu RAS, Shc, Grb2 ve SOS ile
birleserek aktive ederek hiicre c¢ogalmasini tesvik eder, boylece RAS-GDP
yiiklemesini uyarir. Her ne kadar bir¢cok rapor HBx aktivitelerini tanimlamis olsa da,
HBX aktivitesini HCC' ye baglayan molekiiler mekanizma yeterince anlagilmamuistir.
Bircok c¢alisma bu olaya birka¢ konakgi protein partnerinin dahil edilmesini
onermistir.(Kim ve dig., 2008) .Hepatoseliiler kanser gelisimi ile HBV iligkisi
bilinmesine ragmen molekiiler mekanizmasi tam olarak aydinlatilamamistir. HBV ile
hepatoseliiler kanser gelisiminde 3 faktér vardir. Bunlardan birincisi, konakgi
hiicrenin genomuna viral DNA’nin girmesidir. Ikincisi, kronik HBV enfeksiyonu igin
konagin bagisiklik yanitina bagl inflamasyondur. Ugiinciisii, HBX gibi sinyal iletim

yollarimi diizenleyen proteinlerdir (Kim ve dig., 1991).

Yapmis oldugumuz calismada Hepatit B X’ in hepatokarsinogenez olusumda

onerilen NF-xB ve AHR genleri {izerine etkilerininin insan hepatoseliiler karsinom
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hiicre hattinda (HepG2) aydinlatilmasidir. Burada ilk defa karacigerde bir HBx — NF-
kB — AHR yolagmin varligini rapor ediyoruz. AHR ve NF-kB ekspresyonu eslesen
HBYV ile iliskili HCC dokularindan anlamli derecede artmaktadir.

HBX ile etkilesim halinde olan yolaklardan en 6nemlisi NF-xB’dir. NF-xB
tim hiicre tiplerinde bulunan, immiin sistem ve inflamatuar yanitta, hiicresel streste,
oksidatif streste gorev alan dimerik bir transkripsiyon faktoriidiir ve IkB tarafindan
diizenlenir. Bu transkripsiyon faktorii, akciger kanseri, meme kanseri ve pankreas
kanserinde asir1 ifade edilir (Hong ve dig., 2012). Yapilan Bir ¢alismada da, NF-xB’
nin HBV ile iligkili karaciger kanserinde HBX geni ile etkilesim halinde oldugu
gosterilmistir (Kim ve dig., 2008). HBX ve NF-xB arasindaki mekanizmalar tam
olarak aydinlatilamamistir. HBV aracili hepatokarsigonez i¢in ¢esitli mekanizmalar
vardir; HBV DNA’ sinin, HBX protein benzeri faktorler tarafindan hepositlerdeki
biiyiimesi kontrol edilir ya da HBV’ii DNA dizilerini ekleyerek hiicresel genlerin
transkripsiyonunu etkinlestirir. Bir dimerik transkripsiyon faktorii olan niikleer
faktor-kappa B (NF-B), NF-B1 (p105 ve p50), NF-B2 (p100 ve p52), RelA (p65), c-
Rel, ve RelB, NF-kB normal olarak sitoplazmaya lokalize olur ve NF-kB' nin niikleer
translokasyonunu bloke eden inhibitor IkB ailesinin iiyelerine (IkBa, IkBk, p105 ve
pl00) baglanir. NF-xB' yi aktive etmek icin, HBX sitoplazmada IkBa ile
kompleksler olusturur veya sitoplazmik p105 proteinlerinin seviyelerini azaltir, NF-
kB' nin niikleer birikimine ve NF-pathB yolunun aktivasyonuna yol agar. NF-«xB,
hepatoseliiler hasarla miicadelede ikili pro-enflamatuar ve anti-apoptotik rollere etki
eder. Konak¢t hiicre genomuna Hepatit B virlisii (HBV) entegrasyonunun
enfeksiyonun erken doneminde meydana geldigi ve HCC' nin baslamasina neden
olan hepatositlerde pro-onkojenik degisiklikler meydana getirdigi bildirilmektedir.
Ancak, bu degisikliklerin hepatokarsinogenez sirasinda gerceklestigi  zaman
belirsizligini koruyor. HBV enfeksiyonunun klonal genisleme evresinde ortaya ¢ikan
HBV DNA entegrasyonunun spesifik hiicresel bolgeleri i¢in 6nemli se¢im
olmadigin1 géstermektedir. Bu nedenle, HBV DNA entegrasyon olaylari muhtemelen

daha once Onerilmis olan aktif karaciger kanseri siireglerini temsil etmektedir.

Entegre HBV DNA, HBV viral replikasyon bir yan iriinii olarak iiretilen

viriisiin replikasyon eksik bir formudur (Tu ve dig. 2017). Reseptor aracili girisi
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takiben, rahat dairesel DNA (rcDNA) veya daha nadiren igeren HBV niikleokapsidi,
cift sarmalli lineer DNA (dsIDNA), HBV genomu sitoplazmaya salinir ve ¢ekirdek
tasinir (Blondot ve dig.2008). Intraniikleer HBV DNA, HBV mRNA'lar i¢in kararli
epizomal transkripsiyonel sablon olan kovalent olarak kapali dairesel DNA' ya
(cccDNA) doniistiiriiliir. Niikleer i¢ci dsIDNA i¢in ek bir olast kader (ya giris
viriisiiniin i¢inde ya da muhtemelen enfekte olmus hiicre tarafindan yeni iiretilenler)
HBYV genomlari, homolog olmayan ug birlesmesi ile ¢ift sarmalli DNA kirilmalarinin
yerinde konak hiicre genomuna entegrasyondur. (NHEJ) veya bazi durumlarda,
mikrohomoloji aracili son birlesmeye (MMEYJ) aracilik eder ( Tuve dig.2018)(Bill ve
dig.2004). Entegrasyon ~ 10 iginde 1 bir siklikta g6zlenir hiicre kiiltiir enfeksiyon
sistemlerinde hiicreler HBV enfeksiyonlarinin dag sicani ve 6rdek modellerinde ve

kronik olarak enfekte HBV hastalarda (Mason ve dig. 2005)(Yang ve dig. 1999).

HBV DNA entegrasyonu, kronik HBV enfeksiyonunun tiim asamalarinda
tespit edilebilir. Kronik HBV enfeksiyonu (hayat boyu kronik enfeksiyonun
genellikle ilk ti¢ yil) 'nin baslangigtaki diisiik enflamasyon asamasinda, HBV DNA
entegre igeren kii¢iikk hepatosit klonlarinin sayida saptanabilir (Tu ve dig.2015). Bu
asamada kanda yiiksek seviyelerde salgilanmis viral antijenler, 6zellikle HBV yiizeyi

ve e antijenleri (sirastyla HBsAg ve HBeAg) tespit edilebilir.

Yapmis oldugumuzda c¢alismada HBX’ in akseptére baglandiginda
eksprosyunun artisinin  HBX-hiicresel flizyon transkriptlerinin olusmasi yoluyla
hepatokarsinogenezin ana stiriiciileri oldugu ve aciga cikan hiicresel genlerin, agiga
citkan HBV c¢ekirdek promotoriinden gecirilmesi ile meydana geldigini

gostermektedir.

NF-xB' nin aktivasyonu, hepatoseliiler karsinom (HCC) dahil olmak {izere
cesitli insan kanserlerinde iyi karakterize edilmistir (Karin ve dig.2005). Klasik NF-
kB sinyal yolunda, heterodimerik NF-xB (p50-p65) sitoplazmada inB proteini (IkB)
inhibitorleri tarafindan tutuklanir. NF-B yolunun uyarilmasi {zerine, IB, bir
diizenleyici alt birim NEMO (ayrica IKKy olarak da bilinir) ve katalitik alt birim
IKKa ve IKKP' dan olusan IKK kompleksi tarafindan fosforile edilir. Fosforile
edilmis IB daha sonra bozunur ve NF-B (p50-p65) ¢ekirdege translokasyon olur.
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NF-kB' nin, insan T hiicreli 16semi viriisii tip 1, herpes viriisii, epstein-barr
viriisii ve hepatit B gibi bir dizi insan onkogenik viriisii tarafindan anormal bir
sekilde diizenlemektedir. Bu viriislerin spesifik onkoproteinleri, NF-KB yolunun
farkli bolgelerini hedefler ve sonunda NF-KB ' nin anormal aktivasyonuna yol agar
(Sun ve dig.2011). Bu viriisler arasinda, hepatit B virlisii (HBV), karaciger iltihabi,
siroz ve HCC gibi cesitli karaciger hastaliklar ile iliskilidir (Kremsdorf ve dig.
2006). HBV X proteininin (HBX), HBV ile iliskili HCC gelisiminde, hiicre
bliylimesiyle ilgili transkripsiyonun uyarilmasi ve kansere bagli sinyal yolaklar1 gibi
bir takim mekanizmalar yoluyla kritik bir rol oynadigi bilinmektedir (Tang ve dig.
2006). Ozellikle, HBx' in NF-kB sinyalini aktive ettigi belgelenmistir (Ohata ve dig.
2003).

Ayrica, birgok c¢alisma bu olaya birka¢ konak¢i protein partnerinin dahil
edilmesini 6nermistir. (Kim ve dig.2008) (Hong ve dig.2012).AHR’i bHLH (basic
Helix-Loo-Helix) grubuna ait olan bir tanskripsiyon faktoriidiir. Bir¢ok gelisimsel ve
fizyolojik olaylarin kontroliinii diizenler. Bu Ayrica AHR NF-«B’ nin sinyal
yolagiyla etkilesim halindedir. Bu oOnerilerin desteklenmesi amaciyla yapmis
oldugumuz caligmada liiminometrik 6lgiim sonuglarina gore HBX' in neden oldugu
NF-KB sinyalini arttirdigida gosterilmistir ek olarak; HBX’ in varliginda NF-KB -
AHR’ nin birlikte etkilesminin HBX-NFKB etkilesimine gore artis oldugu

gosterilmistir.

Sonug olarak yapilan liminometrik Olglim sonuglarina gére AHR’ nin
akseptore baglandiginda HBX hiicre hattinda ekspresyonunun artisi; istatistiksel
olarak anlamli bulunmustur (p=0,000) .NF-xB’ nin akseptdre baglandiginda HBX
hiicre hattinda ekspresyonunun artisi; istatistiksel olarak anlamli bulunmustur
(p=0,000). AHR’ nin akseptore + NF-xB’ nin bind ’a baglandiginda, AHR ’ nin bind
’a + NF-xB’ nin akseptore baglandiginda HBX hiicre hattinda ekspresyonunun

artiginda; istatistiksel olarak anlamli fark yoktur (p=0,380).

Transkripsiyon faktorlerinin oynadiklari rollerin tamami bilinmemektedir.
DNA’ nin kendi ekspresyonunu kontrol altinda tutmasini saglayan proteinler olup,

tek boyutlu kodun ii¢ boyutlu proteine terciime dilerek tekrar tek boyutlu kodu regiile
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etmesi gibi bir mekanizmaninin elamanlaridir. Transkripsiyon faktorleri DNA’ dan
RNA ifadelenirken belirli bir promotore veya enhancere baglanana protein alt
birimleridir. Bu alt birimler transkripsiyonu regule edecek, baslatacak, uyaracak veya
durduracak sekilde etki ederler. Ek olarak trankripsiyon faktorlerinini farkl
bicimdlerde DNA’ ya baglanma sekilleri vardir ki ,bu baglanma sekilleri ile ilgili
gen-gen  etkilesimi  kiitiiphaneleri  olusturulmaktadir.  Hepatokarsinogenez
olusumunda bu iki transkripsiyon faktoriiniin etkilisim halinde olup, ekspresyon
artisina sebep olmaktadir. Bu etkilesimimn nasil durduralacagi konusunda yapilacak
calismalarla desteklenirse HBX varliginda olusan hepatokarsinogenezin Oniine

gecilerek yeni tedavi yontemleri ortaya ¢ikartilabilir.
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5. SONUC

Sonug¢ olarak yapilan ¢alismada Hepatit B viriisliniin karaciger kanseri
olusumundaki molekiiler mekanizmasinda ve AHR genleri arasinda etkilesimlerin
olup olmadig: saptanmaya calisildi. HBX” in NF-Kb ve AHR genleri tizerine etkileri
ilk kez rapor edildi.

Yapmis oldugumuz ¢alismada HBX’ in NF-Kb hepatokarsigonez olusumunda
AHR ile arasinda etkilesim oldugunu gostermektedir. Hepatit B viriis varliginda
gelisen karaciger kanseri olusumunun agiklanmasi agisindan biiyiikk Onem
tasimaktadir. Bu nedenle, calismamiz HBX varliginda NF-kB-AHR aktivasyonunun
etkilesim icinde oldugu yeni bir mekanizma gostermektedir ve HBV ile iliskili
hepatokarsinoma i¢in NF-Kb-AHR sistemini nasil etkilediginin anlasilmasini

genisletmektedir.
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7. EKLER

Bu calisma kullanilan primerler i¢in diziler Pubmed primer blast kisminda

ilgili genlerin genom dizilerinden denenerek elde edildi. Primerlerin se¢imi

yapilirken sirasiyla primerin 6zgiilliigli; GC baz igerigi, primerin 3’ ucu stabiletisi,

uzunlugu, baglanma sicakligi, primer iginde tekrar eden oligoniikleotid dizilimlerinin

miktari, ikincil yapilar1 dikkate alindi. Deneyimiz i¢in sentezletmis oldugumuz ilk

primer dizilerine ait bilgiler Tablo 15’ deki gibidir.

Tablo 15:NF-xB ve AHR genlerinin sekans ve uzunluklari

Gen Ileri Primer ve Geri Primerleri (5'>3") Uzunluk
(bg) ™

NF-kB-F | GAC ATG GTG GTC GGC TTC GC 20 65
NF-xB- | CTG ACT GTACCC CCAGAGACCTCAT
R 25 69
AHR-F | ATG AAC AGC AGC AGC GCC AAC ATC ACC 27 71
AHR-R | GAT ACA TCG ACA CGG CCC CAG CAT AAC

AT 29 72

Ik sentezlenen NF-xB ve AHR primerleri kullanilarak 12 farkli sicaklikta

gradient PZR yapildi, NF-xB i¢in lriin eldesi olmadi, AHR i¢in {iriin eldesi oldu

fakat AHR’ nin bulundugu baz ¢iftine ek olarak alt kisimda varyantlarindan biride
elde edildi (Sekil 30).
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Sekil 30:NF-xB ve AHR’ nin PZR sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforez
goruntiisu

NF-xB ve AHR primerleri kullanilarak HBX hiicre hattindan elde edilen RNA’
lardan elde edilen PZR 6rnekleri (5 pl) % 1 agaroz jel elektroforezine tabi tutularak
goriintiilendi. Hat 1-12:NF-xB PZR (45°C -70 °C aras1 12 sicaklik), Hat 13:AHR
PZR 66.2 °C’de, Hat 14:AHR PZR 68 °C’de, Hat 15: Promega 1 kb DNA izleyici.

Bu yiizden AHR iriinii low-melting agaroza yiiklenerek jelden istenen PZR
triinii kesildi “Wizard sv Jel ve PZR Saflastirma Kiti” kullanilarak tiretici firmanin
talimatlar1 dogrusunda gergeklestirildi. PCR {iriinlerinin saflastirilmas1 kisminda
ayrintili olarak anlatilmistir. Elde edilen {iriin dogrudan PZR’de cDNA olarak
kullanilip PZR yapilmustir (Sekil 31). Uriin miktar1 az oldugu i¢in kullanilamamustir.

Bu islemler iki primer i¢in denenmistir ilgili goriintiiler
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Sekil 31:AHR’ nin PZR sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforez goriintiisi. AHR
tirinii low-melting agaroza yiiklenerek jelden istenen PZR iriini kesildi ve tekrar
PCR yapildi. Hat 1-2: AHR PZR (68 °C ), Hat 3: Promega 1 kb DNA izleyici.

Problemin ne oldugunun anlasilabilmesi i¢in cDNA konsantrasyonlari
Olclilmiistiir, cDNA yapiminda kullanilan tiim paremetler tek tek degistirilerek PZR
tekrarlanmistir. Ornedin; RNA miktar1 %25 fazla olacak sekilde denenmis olup,
dNTP, MgSO,4, RNAaz igermeyen dH,0, 5XRT tamponu ve enzim degistirilmistir.
Bunlara ek olarak manuel ¢cDNA yapilmistir, kulanilan cDNA belli oranlarda
sulandirma yapilarak da denenmistir. PZR {iriin miktar1 bir sonraki asamaya ge¢mek

i¢in elde edilememistir (Sekil 32).
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Sekil 32: AHR ve NF-«xB’ nin PZR sonucunun % 1’°lik agaroz jel elektroforez
goriintiisii. Hat 1:AHR PZR (68 °C ), Hat 2: NF-xB PZR (68 °C ) Hat 3: Promega 1
kb DNA izleyici.

RNA’dan cDNA eldesi yapilirken gen spesifik cDNA; cDNA prosediiriinde
AHR ve NF-xB primerlerinden 0.6 pl ve random primerden 0.3 pl olacak sekilde
eklenmistir. PZR eldesi istenen sekilde elde edilememistir (Sekil 33).
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Sekil 33: AHR ve NF-xB’ nin PZR sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforez
gorlintiisii. Hat 1-2: NF-xB PZR, Hat 3-4: AHR PZR Hat 5: Promega 1 kb DNA
izleyici.

NF-«B ve AHR’ nin HBX hiicre hattinda mRNA ekspresyonunu arttiran
molekiiller literatiir taramasi yapilarak belirlendi, NF-xB igin lipopolisakkarit (LPS ;
2u1g), AHR i¢in polisiklik hidrokarbon olan 3-metilkolantren (3-MC;1ug) uygulandi.

Elde edilen sonuglar Sekil 34’de verilmistir.
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5 6 7 8 9 1011 12 13 14 15

Sekil 34: AHR ve NF-xB’ nin PZR sonucunun % 1’lik agaroz jel elektroforez
goriintlisii. Hat 1-7:AHR PZR; 3-MC uygulanan HBX hiicre hattindan elde edilen
RNA ile yapildi, Hat 8-14: NF-xB PZR LPS uygulanan HBX hiicre hattindan elde
edilen RNA ile yapildi, Hat 15: Promega 1 kb DNA izleyici

Sentezlenen primer dizileri tekrar incelendi ve istenen NF-xB ve AHR
bolgelerinin eldesi i¢in; Forward primerlere AAAC GCGATCGC, Reverse primerler
icin AAAC GTTTACCGC eklenerek primerler tekrar sentezlenmistir ve diger

asamalar tamamlanmagtir.
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