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ONSOz

Guncel molekiler kanser arasgtirmalari, Hepatit B viriisi (HBV) X proteininin multi-
step hepatoseliler karsinogenezde dnemli roli oldugunu gdstermektedir. Fonksiyonu tam
olarak ortaya konulamadigi icin X olarak isimlendirilen bu protein, hiicre proliferasyonunda
rol oynayan pek cok sinyal iletim yollarini aktive eder (6rnegin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B,
AP-1, Jak/STAT. Bunlardan en 6nemlisi Nukleer Faktor—kappa B’dir. Nukleer Faktor—kappa
tim hucre tiplerinde bulunan dimerik bir transkripsiyon faktéridir. Cok cesitli uyarilara karsi
cok farkh hicresel cevaplarda rol alir; 6rnegin, stres, bakteriyel ve viral antijenler, serbest
radikaller, ultraviyole radyasyon. Nukleer Faktér—kappa B'ye ait hatall uyarim veya dengesiz
aktivasyon durumlarinda otoimmun ve inflamatuar hastaliklar, septik sok, immun gelisim
bozukluklari, viral hastaliklar ve kanser en sik karsimiza c¢ikan durumlardir. Onkogenezde,
ozellikle malignlesme potansiyeli gosteren hicrelerde proliferasyonun uyarilmasi ve
apopitozun inhibe edilmesi gibi cok dnemli-kritik regulatuar fonksiyonlari vardir. Ayrica, NF-
kappa B'nin hicre ici CYP1Al enzim aktivitesini ve gen ekspresyonunu uyardigi
gosterilmistir. CYP1ALl enzimi hicre icerisinde detoksifikasyonda rol almaktadir. CYP1Al
enzim aktivitesinin artig| veya gen ekspresyonun uyariimasi hicre igin toksik etki olusturma
potansiyelindedir. CYP1Al1 enzimi 0Ozellikle PAH, dioksin TCDD gibi ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda goérev yapmaktadir. CYP1Al geninin ekspresyon artigi ile, hicre ici
konsantrasyonu artan CYP1Al enzimi ksenobiyotik metabolizmasinda rol alan bir takim
reaktif ara metabolitler olusturmaktadir. Bu reaktif ara metabolitlerin pek ¢ogu karsinogenez
asamalarinda etkili olan maddelerdir. Bu nedenle ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin
karsinogenez surecinin baslatiimasinda, CYP1A1 geninin ekspresyonun arttiriimasi énemli
mekanizmalardan birini olusturmaktadir. Hicre ici CYP1Al enzim aktivitesinin ve gen
ekspresyonunun NF-kappa B tarafindan uyarildigi pek ¢ok arastirmada gosterilmigtir. Ancak
Hepatit B varligindaki hepatoseliiler kanser gelisiminde HBx ve CYP1AL1 ile ilgili bir arastirma
yapiimamistir. Tamamlamis oldugumuz projede, Hepatit B X proteininin ksenobiyotik
metabolizmasinda rol oynayan CYP1ALl ile olan olasi etkileri insan karaciger hiicre dizisinde

(HepG2) arastiriimistir.
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OZET

HB X proteini sitoplazmada hicre proliferasyonunda rol oynayan pek cok sinyal iletim
yollarini aktive eder (6rnegdin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B, AP-1, Jak/STAT. Bunlardan en
onemlisi Nukleer Faktor—kappa B'dir. Nukleer Faktdér—kappa B tim hcre tiplerinde bulunan
dimerik bir transkripsiyon faktortdir. RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kappa Bl (p50), ve NF-
kappa B2 (p52) iceren Rel ailesine aittir. Cok cesitli uyarilara kargi ¢ok farkl hicresel
cevaplarda rol alir; 6rnedin, stres, bakteriyel ve viral antijenler, serbest radikaller, ultraviyole
radyasyon. Nukleer Faktor—kappa B'ye ait hatali uyarim veya dengesiz aktivasyon
durumlarinda otoimmun ve inflamatuar hastaliklar, septik sok, immun gelisim bozukluklari,
viral hastaliklar ve kanser en sik karsimiza c¢ikan durumlardir. Onkogenezde, 6zellikle
malignlesme potansiyeli goésteren hicrelerde proliferasyonun uyariimasi ve apopitozun

inhibe edilmesi gibi cok 6nemli-kritik regilatuar fonksiyonlari vardir.

CYP1A1l enzimi hicre icerisinde detoksifikasyonda rol almaktadir. CYP1Al enzim
aktivitesinin artisi veya gen ekspresyonun uyariimasi hicre icin toksik etki olusturma
potansiyelindedir. CYP1Al geninin ekspresyon artigi ile hicre ici konsantrasyonu artan
CYP1A1l enzimi ksenobiyotik metabolizmasinda rol alan bir takim reaktif ara metabolitler
olusturmaktadir. Bu reaktif ara metabolitlerin pek cogu karsinogenez asamalarinda etkili olan
maddelerdir. Bu nedenle ksenobiyotikler tarafindan bir hicrenin karsinogenez sirecinin
baslatilmasinda, CYP1Al geninin ekspresyonun arttiriimasi énemli mekanizmalardan birini

olusturmaktadir.

NF-kappa B’nin hicre ici CYP1Al enzim aktivitesini ve gen ekspresyonunu uyardigi
gosterilmistir. Ancak, Hepatit B varligindaki hepatoselller kanser gelisiminde HBx ve
CYP1A1 ile ilgili bir arastirma yapiimamistir. Tamamlamis oldugumuz projede, Hepatit B X
proteininin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan CYP1A1 ile olan olasi etkileri insan
karaciger hiicre dizisinde (HepG2) arastirilmigtir. Hepatit B virus varliginda gelisen karaciger
kanseri olgularinin kansere olan yatkinliklarinin aciklanmasinda, CYP1A1l geninin olasi

indiklenme mekanizmasinin aydinlatiimasi biyik 6nem tagimaktadir.

Anahtar Kelimeler: Hepatit B X protein, CYP1A1



ABSTRACT

HB X protein activates several signal transduction pathways having a role in cell proliferation
in cytoplasm (eg, ras-raf-MAPK, NF-kappa B, AP-1, Jak / STAT. The most important one is
nuclear factor-kappa B. Nuclear Factor B is a dimeric transcription factor-kappa present in all
cell types. It belongs to the family of Rel including RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kappa Bl
(p50), and NF-kappa B2 (P52). It is involved in a wide range of different cellular stimuli
responses for example, stress, bacterial and viral antigens, free radicals, ultraviolet radiation.
Activation of Nuclear Factor-kappa B by faulty or unbalanced stimulation may result in
frequently encountered situations like autoimmune diesases, inflammatory diseases, septic
shock, development of immune disorders, viral diseases and cancer. It has very important-
the critical regulatory functions in oncogenesis, especially in the stimulation of proliferation

and inhibition of apoptosis in cells having malign potential.

CYP1A1l enzyme is involved in detoxification within the cell. Increase in CYP1Al enzyme
activity or gene expression has the potential of toxic effects to the cells. Increased CYP1Al
gene expression and increasing concentration of CYP1Al enzyme may result in the
production of reactive intermediate metabolites constitute intracellular enzymes involved in
xenobiotic metabolism, These reactive intermediate metabolites are substances that are
effective in many stages of carcinogenesis. Therefore, increased expression of CYP1Al
gene is one of the most important mechanisms in the initiation process of carcinogenesis of a

cell by xenobiotics.

It has been shown that NF-kappa B induces CYP1A1l gene expression and CYP1Alenzyme
activity within the cell. However, there has been no research project done regarding
CYP1A1, HBx and the development of hepatitis B-related hepatocellular cancer. Putative
effects of hepatitis B X protein on CYP1A1l involved in xenobiotic metabolism has been
investigated in this project. Elucidation of the mechanism of induction of CYP1A1l has a great
importance in the explanation of the Hepatitis B virus related liver cancer cases which are

prone to developing liver cancer.

Key words: Hepatit B X protein, CYP1Al



1. GIRIS VE GENEL BIiLGILER

Hepatit B virlist (HBV) hepatotropik, zarfli, kismen ¢ift sarmalli bir DNA virtst olup kronik
hepatit, siroz ve hepatoseliler karsinom olusumunda en dnemli etiolojik faktérlerden biridir
[ARBUTHNOT, 2001; BEASLEY, 1984]. Hepatoseliler karsinom primer karaciger
hicrelerinden koken alan malign timdérdir. Tim dinyada hepatoseliler karsinom goérilme
sikligr cografi bdlgeden bolgeye degisiklik gdstermekle birlikte, HBV enfeksiyonunun
endemik oldugu bdlgeler olan Asya, Afrika ve Uzak Dogu bu hastalhdin en ¢ok goruldugu
yerlerdir. Tim dinyada yilda ortalama bir milyondan fazla yeni vaka tani almaktadir ve
bunlarin sag kalim oranlari 5 yil icin %3'den azdir. Bazi arastirmalara gore, her yil bir buguk
milyondan fazla insan bu hastalik nedeniyle dlmektedir [CHEN, 1997]. Kronik hepatit B virtist
tastyicilarinda hepatoseliler karsinom gelisme riski, enfeksiyonu olmayan insanlara goére
yaklasik 100 kat daha fazladir ve bu bugiine kadar bilinen en yiksek viral etken-kanser
olusum riski iligskisidir [BEASLEY 1984; BEASLEY 1988].

HBV'nin hepatokarsinogenez olusumundaki molekiler mekanizmasi henliz tam olarak
aydinlatilamamistir [ARBUTHNOT, 2001; BEASLEY, 1984; CHEN, 1997; BEASLEY 1988;
FEITELSON, 1997]. Gunimuizde kabul edilen model sistem, viral enfeksiyon siresince HBV
DNA'sinin belirli parcalarinin  konakg¢i hepatosit DNA'sina entegre olmasi ve bunun
sonucunda konakg¢i hepatosit DNA'sinda cesitli degisiklikler/hasarlar meydana gelmesidir. Bu
degisikliklerin 6zellikle hicre cogalmasi ve farklilasmasinda rol oynayan pek cok gen
Uzerinden oldugu dusundimektedir. Viral-konak¢i DNA entegrasyonunun 6zel bir yerde
lokalize oldugu gosterilmemistir ve bu olay degisik veya rastgele bélgelerde olabilir. HBV
genomu, uzun sarmall Uzerinde Yuzey-Surface (S), Kor-Cor (C), X ve Polimeraz olarak
adlandirilan dort degisik protein kodlayan nikleik asit dizisine “open reading frame” (ORF)
sahiptir. HBV X geni, HBV genomundaki en kicik gen bdlgesidir. Transkripsiyonel trans-
aktivatér fonksiyonu ile HBV gen ekspresyonunu ve replikasyonunu destekleyen 16 kDa
molekil agirhgindaki HB X proteini, hepatokarsinogenez olusumunda 6nemli rol oynadigi
dasundlmektedir [CASELMANN, 1997; HENKLER, 1996]. Ayrica Hepatit B X gen bolgesi
konakci DNA'sina en ¢ok entegre olan HBV DNA parcasidir. Bu entegrasyonlar pek cok
farkh bolgelerden olabilir ve sonucunda enfekte karaciger ve karaciger timoér dokusunda
cogunlukla X bolgesine ait mMRNA olusumuna yol acar [MATSUBARA, 1990; DIAMANTIS,
1992; PATERLINI, 1995; KATAYAMA, 1989; VITVITSKI, 1988; WANG, 1991; WANG,
1991a]. Cesitli arastirmalar HB X protein pozitifliginin hastaligin agirligi ile dogru orantil
oldugu gdstermistir [FEITELSON, 1993]. HB X proteini yiksek miktarda eksprese edilen “HB
X transgenik hayvan” modellerinde de hepatoselliler karsinom olusumu goézlemlenmistir
[KOIKE, 1994; UEDA, 1995]. Hepatoseluler karsinom olgularindan izole edilen HBV X
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genine ait DNA bdlgesi, in vitro sartlarda karaciger hiicre dizinine transfekte edildigi
durumunda da, bu hicrelerde transformasyon godzlemlenmigtir [HOHNE, 1990; LUBER,
1996]. Bu birbirinden bagimsiz olarak yapilmig arastirmalar HB X proteininin hepatoseltler
kanser olusumunda 6nemli bir rolti oldugunu ve bu katkinin HB X proteininin transkripsiyonel
trans-aktivatdor ~ fonksiyonuna bagli  olarak gerceklesebilecegini  diusindirmektedir
[CASELMANN, 1995; HENKLER, 1996; ROSSNER, 1992].

HB X proteini sitoplazmada hucre proliferasyonunda rol oynayan pek cok sinyal iletim
yollarini aktive eder (6rnegin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B, AP-1, Jak/STAT) [BENN, 1994;
LUCITO, 1992; NATOLI, 1994; LEE, 1998]. Cekirdekte ise TATA baglayan protein, RNA
polimeraz II'nin bir alt yapisi, ATF-2 ve diger bazal transkripsiyon komponentleri gibi ¢esitli
transkripsiyon faktorleri ile etkilesime girdigi gozlemlenmistir [CHEONG, 1995; QADRI, 1995;
MAGUIRE, 1991; HAVIV, 1995; HAVIV, 1996]. DNA tamirinde gdrev yapan “ultraviolet
induced DNA binding protein” ve “p53/excision-repair cross-complementing type 3 protein”
kompleksine baglanmasi ile yeterli “transkripsiyona bagimli DNA tamirinin” yapilamayacag!
ve bdylelikle pek ¢cok mutasyon birikimine neden olabilecedi distnulmektedir [LEE, 1995;
WANG, 1994]. Negatif biyime regulatorlerinden p53 [WANG, 1994; FEITELSON, 1993] ve
p55sen [SUN, 1998] ile fonksiyon baskilayici iligkiye ge¢cmesi, ve ayrica siklin bagiml kinaz
inhibitord olan p21WAF1/CIP1/SDI1 [FEITELSON, 1999] ve translasyon baglatici faktor olan
suil’in (translation initiation factor, suil) [LIAN, 1999], hiicre ici ekspresyonlarinin HB X
proteini varliinda azalmasi, hicre c¢ogalmasinin kontroliinde cesitli bozukluklara yol
acmaktadir. Ayrica HB X proteininin apopitoz ve hiicre siklusu regtlasyonu uzerine de pek
cok etkileri gosterilmistir [ELMORE, 1997; KIM, 1998; SIRMA, 1999; GOTTLOB, 1998;
BENN,1995]. Yapilan son arastirmalar HB X proteininin pek ¢ok degisik mekanizma ile hiicre
ici gen ekspresyonlarini degistirdigini ve bu fonksiyonlarini 6zgiin-yeni veya daha once

tanimlanmis genler tUzerinden yaptigini distndirmektedir.

Sitokrom p450 terimi; bakterilerde, mantarlarda, bdceklerde, bitkilerde, balikta,
memelilerde ve primatlarda, katalizledigi reaksiyonlarin cesitliligi ve substrat olarak kullandigi
bircok bilesigin yapisindan dolayi, genel oksijenazlar (oksijen-kullanan enzim) olarak kabul
edilen, tek hem protein ailesini ifade etmektedir. Sitokrom p450 proteinleri ylzlerce gen
iceren bir gen super ailesi tarafindan kodlanmaktadir. Bu enzimlerin substratlarini, endojen
olarak sentezlenen bilesikler; kolesterol, steroid hormonlar, yag asitleri; eksogen bilesikler;
ilaclar, yiyecek katki maddeleri, icilen sigara bilesenleri, pestisidler ve endustride kullanilan,

viicuda yeme, solunum ya da deri yoluyla alinan kimyasallar olugturmaktadir.



Sitokrom p450 sistemi ila¢ alaninda genig bir yere sahiptir. inaktivasyon veya
aktivasyonlar; teropatik ilaclarin hiicrede istenmeyen, hiicre hasarlari, hiicre 6limiu ya da
mutasyona neden olan kimyasallara dénustirtlmesi; steroid hormon Uretimi; yag asitlerinin,
prostoglandinlerin lokotrienlerin ve retinoidlerin metabolizmasi; ve ilag-ilag ve ters etkilesimi
sonucunda meydana gelen enzim inhibisyonu ya da indiksiyonu ile ilgilenmektedir. Sitokrom
p450 proteinleri, tromboksan, prostasiklin ile allen oksid sentezi ve nitrik oksid sentezinde
pay! olan sistein tiolat-bagli hem proteinidir (ARINC, 1976; PORTER, 1991; OLEKSIAK,
2002).

Sitokrom p450 tarafindan katalizlenen genel reaksiyon su sekildedir:

NADPH + H++02+ SH ~  NADP+ + H20 + SOH

Substratlar steroid, yag asiti, ilag, ya da diger kimyasal; alkan, alken, aromatik halka ya da
oksijenasyon icin bir konum yaratan heterosiklik halkasal “substituent’lerdir. Monoksigenaz
enzimi substrattaki iki oksijen atomundan sadece birisiyle birlestigi icin reaksiyonun ismi
monooksijenasyondur. Memeli hicrelerinde, ya endoplazmik retikulumda ya da elektron
transport sisteminde Sitokrom p450 terminal elektron alicisi olarak ige yarar. Sitokrom p450
proteini basit bir demir iyonu olan protoporfirin IX (hem) prostetik grubu icerir. Bu grup
oksijene baglanir ve substrata baglanma bolgeleri igerir. Sitokrom p450’nin hem demiri,
porfirin halkanin ve iki u¢ ligandin, bunlardan birisi sitokrom p450 molekilinin karboksil
ucuna yakin bir yerde bulunan sistein rezidistiinden olusan sulfidril gruptur, 4 pirol azot

atomuyla cevrilidir. Hem demiri iki farkli yerde donme hareketine sahiptir.

Sitokrom p450 1 ailesi enzimleri (CYP1Al, CYP1A2 ve CYP1B1), poliaromatik
hidrokarbonlari, poliklorlanmig bifenilleri ve arilaminleri iceren cevresel kontaminantlarin
hidrolize edilmesinde 6nemli role sahiptirler. En fazla sitokrom p450 calismasi sitokrom
P4501A uzerinedir. insandaki CYP1A alt ailesi 3 Uyeden olusur (CYP1Al, CYP1A2 ve
CYP1B1). CYP1Al genellikle ekstrahepatik dokularda go6rilurken, CYP1A2 genelde
karacigerde gorulir. CYP1AL'in indiklenmesine; akciger ve plasenta gibi ekstrahepatik
dokularda sigara kullanimi ve polisiklik aromatik hidrokarbon (PAH) maruziyeti neden olur.
(GUENGERICH 1991)

CYP1A1, cesitli organik kimyasallarin oksidasyonunu katalizleyerek onlari daha hidrofilik
veya Faz Il enzimleri tarafindan ileri konjigasyonlara ugratilabilecek formlara donustirip

vicuttan atihmini saglayan sitokrom p450 bagimli karigik fonksiyonlu oksidazlarin alt



ailesidir. Sitokrom P450 bagimli karisik fonksiyonlu oksidazlar ayrica yabanci kimyasallarin
reaktif ara drtinlere aktivasyonundan da sorumludur. Ozellikle CYP1A1 izozimi, PCB, PAH ve
dioksin gibi kimyasallarin reaktif ara drtinlere dontsimlerini katalize eder. PAH’larin bir tyesi
olan, petrol Urinlerinde ve endustriyel atiklarda bulunan benzo(a) piren, mutajenik ve
karsinojenik forma CYP1Al tarafindan katalize edilerek doéntsir (CONNEY VE BURNS
1972, HEIDELBERGER 1973). Sitokrom p4501A proteini karsinojenlerin aktivasyonu ve
metabolizmasindaki rolleri (GELBOIN 1980, CONNEY 1982, STEGEMAN VE HAHN 1994),
cevresel kirlilik icin biyomarkér olarak kullaniima potansiyelleri nedeni ile oldukca genis bir
sekilde calisiimistir. Benzo(a)piren hidroksilasyon ve 7-etoksirezorufin 0-deetilaz (EROD)
reaksiyonlari icin en blyuk katalizérdr. 3-Metilkolantren (3-MC) ve B(a)P tarafindan oldukca
fazla inddklenirler, bununla birlikte muamele olmamis baliklarda ¢ok zor tespit edilirler.
Molekuler agirliklari 58000 dolaylarindadir ve degisik ortologlar ile oldukca gucli capraz
baglanmalar gosterirler. 3-MC, B(@)P, 2,3,7,8-tetraklorodibenzo-p-dioksin (TCDD),
poliklorlubifenil (PCB) ve diger halojenli bilesikler sitokrom P4501Al'in guclu inddkleyicileri

olarak bilinir.

Akciger kanseri (MCLEMORE, 1990), kolorektal kanser (SIVARAMAN, 1994) ve meme
kanseri (JEFCOATE, 2000) gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformlarinin édnemli rol
oynadigi gosterilmistir. CYP2E1 etanol ile indiklenebilen, kicik molekiler agirlikh
bilesiklerin ve asetaminofen gibi yaygin olarak kullanilan ilaglarin biyo transformasyonunda
rol alan ve karsinojen (6zellikle arilaminlerin) metabolizmasinda hayli 6Gneme sahip olan bir
diger CYP izoformudur. Ayrica, aseton, asetat ve laurik asit, oleik asit gibi uzun zincirli yag
asitleri gibi endojen maddelerinde metabolizmasinda énemli rol oynar (LIEBER, 1999; KLOZ,
1998).

HB X proteini sitoplazmada hicre proliferasyonunda rol oynayan pek ¢ok sinyal iletim
yollarini aktive eder. Bunlardan en dnemlisi Nukleer Faktér—kappa B’dir. NUkleer Faktor—
kappa tim hcre tiplerinde bulunan dimerik bir transkripsiyon faktéridir. RelA (p65), RelB, c-
Rel, NF-kappa B1 (p50), ve NF-kappa B2 (p52) iceren Rel ailesine aittir. Cok c¢esitli uyarilara
kars! cok farkli hiicresel cevaplarda rol alir; 6érnegin, stres, bakteriyel ve viral antijenler,
serbest radikaller, ultraviyole radyasyon. Nikleer Faktér—kappa B'ye ait hatali uyarim veya
dengesiz aktivasyon durumlarinda otoimmun ve inflamatuar hastaliklar, septik sok, immun
gelisim bozukluklari, viral hastaliklar ve kanser en sik karsimiza cikan durumlardir.
Onkogenezde, 06zellikle malignlesme potansiyeli gosteren hicrelerde proliferasyonun

uyarilmasi ve apopitozun inhibe edilmesi gibi cok dnemli-kritik regulatuar fonksiyonlar vardir.

10



Ayrica, NF-kappa B'nin hiicre ici CYP1A1 enzim aktivitesinin ve gen ekspresyonunu uyardigi

gosterilmistir.

CYP1A1 enzimi hiicre igerisinde detoksifikasyonda rol almaktadir. CYP1A1 enziminin
aktivitesinin artisi veya gen ekspresyonun uyarilmasi hicre icin toksik etki olusturma
potansiyelindedir. CYP1Al enzimi 0Ozellikle PAH, dioksin TCDD gibi ksenobiyotiklerin
metabolizmasinda goérev yapmaktadir. CYP1Al geninin ekspresyon artisi ile hicre ici
konsantrasyonu artan CYP1Al enzimi ksenobiyotik metabolizmasinda rol alan bir takim
reaktif ara metabolitler olusturmaktadir. Bu reaktif ara metabolitlerin pek ¢cogu karsinogenez
asamalarinda etkili olan maddelerdir. Bu nedenle ksenobiyotikler tarafindan bir hiicrenin
karsinogenez surecinin baslatimasinda, CYP1A1l geninin ekspresyonun arttiriimasi énemli

mekanizmalardan birini olusturmaktadir.

CYP1A1l enzimindeki aktivite artisi ile karsinogenez gelisimi arasindaki iligki iki sekilde
aciklanmaktadir. Birincisi; besin ve diger yollarla organizmaya alinan ksenobiyotiklerin,
hicrede CYP1ALl geninin ekspresyonunu arttirdigl ve enzimin hicre i¢i konsantrasyonunu
yukselttigi dusundlmektedir. Boylece CYP1A1 enzimi tarafindan katalizlenen reaksiyonlarin
artmasi ile olusan zararli ara metabolitler, Glutatyon S-Transferaz (GST) ve NAD(P) H:
quionine oxidoreductase (NQO-I) gibi Faz Il enzimlerince yeterli bicimde polar ve zararsiz
metabolitlere donustirtilemeyecektir. Hicre icerisinde biriken bu zararlh reaktif ara
metabolitter DNA, RNA ve proteinlerin yapisini degistirebilmektedir. Hicre organik
molekdllerinin - yapisinda meydana gelen dedisiklikler, hicrenin karsinojenik forma
doénusimini baslatmaktadir (MA VE LU 2003).

CYP1AZ'in indiklenmesiyle, hiicrede karsinogenez sirecinin baglamasi arasindaki iligkiyi
aciklamaya yonelik ikinci yaklasim ise; CYP1Al'in indUklenmesiyle baslayan Kkatalitik
reaksiyonlar sonunda olusan reaktif oksijen torleriyle ilgilidir. CYP1Al gibi
monooksijenazlarin katalitik aktiviteleri sirasinda reaktif oksijen turleri olusmaktadir. Reaktif
oksijen tarleri, DNA, RNA ve proteinlerin oksidasyonuna neden olmaktadir. Bu nedenle,
indiklenen CYP1A1l enzimleri tarafindan, bir takim ksenobiyotik metabolizmasi sonucu
olusan reaktif oksijen turlerinin hicrenin karsinojenik forma donisimini tetikleyebilecegi
bildiriimektedir (BAROUKI VE MOREL, 2001).

Literatirde Hepatit B varligindaki hepatoseliler kanser gelisiminde HBx ve CYP1ALl ile ilgili
bir arastirma yapilmamigtir bu nedenle basiimis veri bulunamamistir. Ancak; akciger kanseri
(MCLEMORE, 1990), kolorektal kanser (SIVARAMAN, 1994) ve meme kanseri (JEFCOATE,
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2000) gibi karsinojenik olusumlarda CYP1 izoformlarinin énemli rol oynadigi gdsterilmistir.
HBV, Tamamlamis oldugumuz HBx ve CYP1A1 iligkisinin arastirilmasi projesi literatlirdeki

onemli bir eksikligin kapatilabilmesi icin bir 6n ¢alisma niteligindedir.

Hucre ici CYP1Al enzim aktivitesinin ve gen ekspresyonunun NF-kappa B tarafindan
uyarildigr pek cok arastirmada gdosterilmigtir. Ancak Hepatit B varhdindaki hepatoseliler
kanser gelisiminde HBx ve CYP1A1l ile ilgili bir arastrma yapilmamigtir. Tamamlamig
oldugumuz projede, Hepatit B X proteininin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan
CYP1A1 ile olan olasi etkileri insan karaciger hiicre dizisinde (HepG2) arastirilmigtir. Hepatit
B virus varliginda gelisen karaciger kanseri olgularinin, kansere olan yatkinlklarinin

aciklanmasinda, CYP1A1 geninin indiklenme mekanizmasi biyik 6nem tagimaktadir.

2. GEREC VE YONTEM:
2.1 pCMV6-AC-GFP-CYP1A1l vektoriniin _HepG2-pcDNA3 ve  HepG2-pcDNA3-HBx

hicrelerine gecici transfeksiyonu:
pCMV6-AC-GFP (Origene, Rockville, MD, USA) vektor haritasi ve klonlama bdolgesi Sekil 1

ve 2'de gosterilmistir. Projemiz kapsaminda kullanilan insan hepatoselliler kanser hicre

dizinleri asagida 6zetlenmistir:

Deneylerde kullanilan hiicre dizinleri:
* HepG2-pcDNAS3
*  HepG2- pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1
*  HepG2-pcDNA3-HBx
¢ HepG2-pcDNA3-HBx- pCMV6-AC-GFP-CYP1A1
Hicre dizinlerinin baydmesi icin kullanilan besi yeri detay bilgileri:
e Earle's Minimum Essential Medium (EMEM) w/o L-Glutamine (01-025-1A, Biological
Industries)
e %0210 FBS (Fetal sigir serumu) (04-121-1B, Biological Industries)
* 0.1 mM Non-Essential Amino Acids Solution (01-340-1B, Biological Industries)
e 2 mM Glutamin (03-020-1B, Biological Industries)
* 1 mM Sodyum Piruvat (03-042-1B, Biological Industries)
e 100U/0.1mg Penisilin/Streptomisin (03-031-1C, Biological Industries)
Tip 1l kollajen (Collagen R solution 47254.01, Serva) ile kaplanmigs hiicre kultir kaplarina

yapisarak ¢ogalan bu hiicreler, yukarida detaylandiriimis olan besi yerinde, 37°C’de ve %5

COy'li ortamda Uretilmistir.
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Sekil 1. pCMV6-AC-GFP vektor haritasi
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Sekil 2. pCMV6-AC- GFP vektor klonlama bolgesi

Cloning sites used for ORF Shuttling:
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Oncelikle pCMV6-AC-GFP vektériine klonlanmis olan CYP1A1, dizi analizi ile teyit edilmek
uzere tarafimizdan primerler tasarlanmis, ilgili polimeraz zincir reaksiyonlari yapiimis ve

urdnler dizi analizine gonderilmistir.

PZR’'da kullanilan primerler asadida belirtilmistir.:
hVPI5F: 5 GGACTTTCCAAAATGTCG 3’
hXL39 R: 5 GGACTTTCCAAAATGTCG 3’
REYEIAEE > AAGTCAGCTGGGTTTCCAGA 3
REYPIATR 5 AAGTCAGCTGGGTTTCCAGA 3’

PCR 1: AVP15 F-AGYPIATIR: Amplikon 820 bg

PCR 2: hXL39 R-{GHEIAEENAmplikon 1798 bg
PCR 3: AVPI5 F-hXL39 R: Amplikon 2574 bg

PCR 4: NSNS ACYPIATRIAmplikon 199 bg

Cok az miktarda satin alinan pCMV6-AC-GFP-CYP1Al plazmidin, transfeksiyon
deneylerinde kullanilacak miktarda elde edilmesi amaci ile E.coli DH5a Competent Hicreler
(TAKARA Cat N0:9057) kullanlarak transformasyon gergeklestirilmigtir. Sonrasinda, PureLink
Quick Plasmid Miniprep Kit (INVITROGEN, K2100-11) kullanilarak, LB Medium igerisinde
cogaltiimis olan E.Coli ve yani sira ilgili plazmid izole edilmistir. Uretilmis olan pCMV6-AC-
GFP-CYP1AL1 plazmid ilgili primer ciftleri kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlari yapilmig

ve urlinler dizi analizine gonderilmistir.

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektérinin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBXx hicrelerine
gegcici (transient) transfeksiyonu icin ilgili firmanin énermis oldugu protokoller uygulanmistir.
Kisaca, HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBx hicreleri 6 kuyucuklu hicre kaltara
kaplarina (2'li kontroli olarak-duplicate) transfeksiyondan 24 saat Once ekilmigtir.
Transfeksiyon optimizasyonunda kullanilan turbofectin, plazmid DNA, optiMEM ve serum
free medium kullanim parametreleri Tablo 1'de Ozetlenmistir. Transfeksiyon verimi
(efficiency), GFP iceren vektor kullanimi nedeniyle floresan mikroskop ile 24-48-72. saatlerde

takip edilmistir.
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Sekil 3. pCMV6-AC-GFP-CYP1AL vektorii DNA Dizisi (up dated Oct.21 %,2008)

AACAAAATATTAACGCTTACAATTTCCATTCGCCATTCAGGCTGCGCAACTGTTGG!
GGCGATCGGTGCGGGCCTCTTCGCTATTACGCCAGCTGGCGAAAGGGGGATGTC
AAGGCGATTAAGTTGGGTAACGCCAGGGTTTTCCCAGTCACGACGTTGTAAAACG
CCAGTGCCAAGCTGATCTATACATTGAATCAATATTGGCAATTAGCCATATTAGTC/
TTATATAGCATAAATCAATATTGGCTATTGGCCATTGCATACGTTGTATCTATATCA”
TGTACATTTATATTGGCTCATGTCCAATATGACCGCCATGTTGACATTGATTATTGA
TTATTAATAGTAATCAATTACGGGGTCATTAGTTCATAGCCCATATATGGAGTTCCC
ACATAACTTACGGTAAATGGCCCGCCTGGCTGACCGCCCAACGACCCCCGCCCAT
GTCAATAATGACGTATGTTCCCATAGTAACGCCAATAGGGACTTTCCATTGACGTC
GGTGGAGTATTTACGGTAAACTGCCCACTTGGCAGTACATCAAGTGTATCATATGC
TCCGCCCCCTATTGACGTCAATGACGGTAAATGGCCCGCCTGGCATTATGCCCAG
GACCTTACGGGACTTTCCTACTTGGCAGTACATCTACGTATTAGTCATCGCTATTA(
GTGATGCGGTTTTGGCAGTACACCAATGGGCGTGGATAGCGGTTTGACTCACGGC
TCCAAGTCTCCACCCCATTGACGTCAATGGGAGTTTGTTTTGGCACCAAAATCAAC
CTTTCCAAAATGTCGTAATAACCCCGCCCCGTTGACGCAAATGGGCGGTAGGCGT
GGTGGGAGGTCTATATAAGCAGAGCTCGTTTAGTGAACCGTCAGAATTTTGTAATA
TCACTATAGGGCGGCCGGGAATTCGTCGACTGGATCCGGTACCGAGGAGATCTG!
CGCGATCGCATGCTTTTCCCAATCTCCATGTCGGCCACGGAGTTTCTTCTGGCCT(
ATCTTCTGTCTGGTATTCTGGGTAATCAGGGCCTCAAGACCTCAGGTCCCCAAAG(
AAGAATCCACCAGGGCCATGGGGCTGGCCTCTGATTGGGCACATGCTGACCCTG!
GAACCCGCACCTGGCACTGTCAAGGATGAGCCAGCAGTATGGGGACGTGCTGCA
CGAATTGGCTCCACACCCGTGGTGGTGCTGAGCGGCCTGGACACCATCCGGCAG
TGGTGCGGCAGGGCGATGATTTCAAGGGCCGGCCCGACCTCTACACCTTCACCC
AGTAATGGTCAGAGCATGTCCTTCAGCCCAGACTCTGGACCAGTGTGGGCTGCCC
GCGCCTGGCCCAGAATGGCCTGAAAAGTTTCTCCATTGCCTCTGACCCAGCCTCC
CCTCCTGCTACCTGGAAGAGCATGTGAGCAAGGAGGCTGAGGTCC]
CTGATGGCAGGGCCTGGGCACTTTAACCCCTACAGGTATGTGGTGGTAT
GACCAATGTCATCTGTGCCATTTGCTTTGGCCGGCGCTATGACCACAACCACCAA(
GCTTAGCCTAGTCAACCTGAATAATAATTTCGGGGAGGTGGTTGGC
CATCCCTATTCTTCGCTACCTACCCAACCCTTCCCTGAATGCCTTCAAGG,
AATGAGAAGTTCTACAGCTTCATGCAGAAGATGGTCAAGGAGCACTACAAAACCTT
AAGGGCCACATCCGGGACATCACAGACAGCCTGATTGAGCACTGTCAGGAGAAG(
GGATGAGAACGCCAATGTCCAGCTGTCAGATGAGAAGATCATTAACATCGTCTTG(
CTTTGGAGCTGGGTTTGACACAGTCACAACTGCTATCTCCTGGAGCCTCATGTATT
GATGAACCCCAGGGTACAGAGAAAGATCCAAGAGGAGCTAGACACAGTGATTGGC
CACGGCGGCCCCGGCTCTCTGACAGATCCCATCTGCCCTATATGGAGGCCTTCAT
GAGACCTTCCGACACTCTTCCTTCGTCCCCTTCACCATCCCCCACAGCACAACAAC
ACAAGTTTGAAAGGCTTTTACATCCCCAAGGGGCGTTGTGTCTTTGTAAACCAGTC
ATCAACCATGACCAGAAGCTAGGGTCAACCCATCTGAGTTCCTACCTGAACGGTT
CCCCTGATGGTGCTATCGACAAGGTGTTAAGTGAGAAGTGATTATCTTTGGCATGC
GCGGAAGTGTATCGGTGAGACCATTGCCCGCTGGGAGGTCTTTCTCTTCCTGGCT
TGCTGCAACGGGTGGAATTCAGCGTGCCACTGGGCGTGAAGGTGGACATGACCC
CTATGGGCTAACCATGAAGCATGCCTGCTGTGAGCACTTCCAAATGCAGCTGCGC
GCGTACGCGGCCGCTCGAGATGGAGAGCGACGAGAGCGGCCTGCCCGCCATGG
CGAGTGCCGCATCACCGGCACCCTGAACGGCGTGGAGTTCGAGCTGGTGGGCG(
AGAGGGCACCCCCGAGCAGGGCCGCATGACCAACAAGATGAAGAGCACCAAAGC
CTGACCTTCAGCCCCTACCTGCTGAGCCACGTGATGGGCTACGGCTTCTACCACT
CACCTACCCCAGCGGCTACGAGAACCCCTTCCTGCACGCCATCAACAACGGCGG!
CCAACACCCGCATCGAGAAGTACGAGGACGGCGGCGTGCTGCACGTGAGCTTCA
CCGCTACGAGGCCGGCCGCGTGATCGGCGACTTCAAGGTGATGGGCACCGGCT1
GAGGACAGCGTGATCTTCACCGACAAGATCATCCGCAGCAACGCCACCGTGGAG!
GCACCCCATGGGCGATAACGATCTGGATGGCAGCTTCACCCGCACCTTCAGCCTC
ACGGCGGCTACTACAGCTCCGTGGTGGACAGCCACATGCACTTCAAGAGCGCCA
CCCAGCATCCTGCAGAACGGGGGCCCCATGTTCGCCTTCCGCCGCGTGGAGGAC
ACAGCAACACCGAGCTGGGCATCGTGGAGTACCAGCACGCCTTCAAGACCCCGG
AGATGCCGGTGAAGAAAGAGTTTAAACGGCCGGCCGCGGTCATAGCTGTTTCCTC
GATCCCGGGTGGCATCCCTGTGACCCCTCCCCAGTGCCTCTCCTGGCCCTGGAA(
CACTCCAGTGCCCACCAGCCTTGTCCTAATAAAATTAAGTTGCATCATTTTGTCTG/
GTGTCCTTCTATAATATTATGGGGTGGAGGGGGGTGGTATGGAGCAAGGGGCAAC
GAAGACAACCTGTAGGGCCTGCGGGGTCTATTGGGAACCAAGCTGGAGTGCAGT!
CAATCTTGGCTCACTGCAATCTCCGCCTCCTGGGTTCAAGCGATTCTCCTGCCTC/
CCCGAGTTGTTGGGATTCCAGGCATGCATGACCAGGCTCAGCTAATTTTTGTTTTT
TAGAGACGGGGTTTCACCATATTGGCCAGGCTGGTCTCCAACTCCTAATCTCAGG
TACCCACCTTGGCCTCCCAAATTGCTGGGATTACAGGCGTGAACCACTGCTCCCT
GTCCTTCTGATTTTAAAATAACTATACCAGCAGGAGGACGTCCAGACACAGCATAC
CCTGGCCATGCCCAACCGGTGGGACATTTGAGTTGCTTGCTTGGCACTGTCCTCT
CGTTGGGTCCACTCAGTAGATGCCTGTTGAATTGGGTACGCGGCCAGCTTGGCTC
ATGTGTGTCAGTTAGGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAGCAGGCAGAAGTAT
AGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCAGGTGTGGAAAGTCCCCAGGCTCCCCAG
CAGAAGTATGCAAAGCATGCATCTCAATTAGTCAGCAACCATAGTCCCGCCCCTA/
GCCCATCCCGCCCCTAACTCCGCCCAGTTCCGCCCATTCTCCGCCCCATGGCTG/
TTTTTTTTATTTATGCAGAGGCCGAGGCCGCCTCGGCCTCTGAGCTATTCCAGAAC
GAGGAGGCTTTTTTGGAGGCCTAGGCTTTTGCAAAAAGCTCCCGGGAGCTTGTAT.
TTTTCGGATCTGATCAAGAGACAGGATGAGGATCGTTTCGCATGATTGAACAAGAT
TGCACGCAGGTTCTCCGGCCGCTTGGGTGGAGAGGCTATTCGGCTATGACTGGG
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Tablo 1. Transfeksiyon optimizasyonunda kullanilan turbofectin, plazmid DNA, optiMEM ve

serum free medium kullanim parametreleri

Deney Turbofectin Plazmid DNA OptiMEM Serum free
sayIsl (ul) (ug) medium

1 3 1 +

2 6 2 +

3 8 2 +

4 8 3 +

5 8 4 +

6 8 6 +

7 9 3 +

8 15 5 +

2.2 Transfeksiyon sonrasi hiicrelerdeki CYP1A1 varli ginin RT-PCR ile kontrolu:

ilgili vektor transfeksiyonundan 24 saat sonrasinda, HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBX,
HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1l, HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al
hicre dizinlerinden RNA izolasyonu, TRI-Reagent (Sigma) ile Uretici firmanin onerdigi
protokol cercevesinde yapimistir. RNA kalitesi ve miktarlari belirlendikten sonra, ilgili
amplikonlar OneStep RT-PCR kit (Cat# 210212, Qiagen) kullanilarak, tek agamali
semikantitatif RT-PCR reaksiyonu ile cogaltilip, EtBr ile boyanmis %Z2’'lik agaroz jelde

goriantilenmistir.

2.3 Transfeksiyon sonrasi hicrelerdeki CYP1A1 varli  ginin Western Blot ile kontroli:

ilgili vektor transfeksiyonundan 48 saat sonrasinda, HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBX,
HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1l, HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al
hicre dizinlerinden protein izolasyonu yapilmistir. Kisaca, hicreler sogjuk (ice—cold) PBS ile
iki kez yikandiktan sonra 10 dakika RIPA soliisyonu [50 mM Tris-HCI (pH 7.4), 150 mM
NaCl, 1% Nonidet, 0.5% sodium deoxycholate, 1% SDS, proteaz inhibitérleri (1 mM phenyl-
methanesulfonyl fluoride (PMSF), 10 ug/ml leupeptin, 20 ug/ml aprotinin), ve fosfataz
inhibitérd (0.2 mM sodium orthovanadate)] ile buz Ustinde bekletilmistir. 10.000 rpm ve
4°C’de santriftj sonrasinda hicre debrisi ¢oktlrtlmus ve total protein elde edilmistir. Protein
konsantrasyonu BioRad Protein assay kit (Bradford dye-binding procedure) yardimi ile
yapilmistir. izolasyonu yapilmis olan protein 6rnekleri (her birinden 50 veya 100ug) SDS-
PAGE’e (sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis — 8% resolving gel-

(BioRad) tabii tutulduktan sonra PVDF membrana (Millipore) gecirilmistir. Proteinleri iceren
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PVDF membran, taze hazirlanmig PBS + 5% yagsiz st tozu + 0.05% Tween-20 iginde ve
oda sicakliginda 1 saat bekletilmigtir. PBS yikamalari sonrasinda, birincil antikor olarak 1:500
— 1:1000 oraninda anti-CYP1A1 (Rabit polyclonal, AbCam) veya 1:1000 — 1:5000 oraninda
anti-B-aktin (Rabit polyclonal, AbCam) ve sonrasinda horseradish peroxidase (HRP) konjuge
ikincil antikorlar (goat anti-rabbit IgG — Accurate Chemical & Scientific Corporation)
kullanilmistir.  Sonuglar “enhanced chemiluminescence” (SuperSignal Chemiluminescent

Detection) teknigi ile gorunttlenmistir.

2.4 CYP1A1 ekpresyonunun hiicre canlili  gina olan etkisinin belirlenmesi:

HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBx, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1AL,
HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al hicreleri 6 kuyucuklu hicre kaltara
kaplarina (2'li kontroli olarak-duplicate) ekilmis, ve ilgili vektor transfeksiyonu sonrasinda
buytime faktorleri varliginda (EMEM + 10% FBS) ve/veya buyume faktorleri yoklugunda
(EMEM) olmak Uzere iki farkli besi yerinde dretilmistir. 5 giin sidresince, canli hicre sayisi
gunlik hemasitometre sayimlari yapilarak tripan blue boyama teknigi ile belirlenmistir.
Ayrica, hiicre canlligi ve proliferasyon deneyleri icin ilgili hiicreler; “HepG2-pcDNA3, HepG2-
pcDNA3-HBx, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al, HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-
AC-GFP-CYP1A1" Tip Il kollajen (Collagen R solution 47254.01, Serva) ile kaplanmis 96
kuyucuklu hiicre kltiiri  kaplarinda 1x10%kuyucuk miktarinda ekilmistir. ilgili vektor
transfeksiyonu sonrasinda hicre proliferasyonu “Cell Proliferation Assay with XTT Reagent-
Cell Proliferation Kit (Cat # 20-300-1000-Biological Industries)” ile arastiriimistir. Kit
iceriginde reaktif madde olarak tetrazolium tuzu olan “XTT” icermektedir. SiRNA
transfeksiyonunu takip eden 1-2-3-4-5. gunlerde, aktive edilmis XTT sollsyonu ayni saatte
eklenip ve hiicreler 2 ve/veya 4 saat 37°C'de, %5 CO?li ortamda bekletilmistir. Reaksiyon
sonucunda olusan renk reaksiyonu 450nm’da 96 kuyucuklu eliza okuyucuda tespit edilmistir.
Ayrica sonuclar WST-1 Cell Proliferation and Cytotoxicity Assay Kit kullanilarak

tekrarlanmistir.

2.5 Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD) Aktivite Ta  yini (CYP1A1):

HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBx, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1, HepG2-
pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 hiicre homojenatlarinda AROD aktiviteleri Burke ve
Mayer (1974) metodu ile ve Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar

kullanilarak tespit edilmistir (Sekil 4). Bu aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksirezorufin
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7-etoksirezorufin substrat icin enzim aktivitesi etoksirezorufin O-deetilaz (EROD) olarak

isimlendirilmektedir.

Sekil 4. Alkoksirezorufin dealkilasyonu

RO 0 0 HO 0 0
/ \\‘ L
Z NADPH, H NaDP* Y
N M

Alkoksirezorufin 0y H30 Rezorufin

Buna gore tipik reaksiyon ortami 100 mM potasyum fosfat tamponu pH 7,80, 100 mM NacCl,
1,2 mg BSA, belirli miktarda protein ve 1,5 yM 7-Etoksirezorufin substrat olarak ve ve 0,1 M
NADPH icerir. Reaksiyon c¢o6zeltisi stok ¢dzeltilerden florometre kiivetinde reaksiyon karigimi
hazirlanmigtir. Reaksiyon en son substrat ilave edilerek baslatildiktan sonra reaksiyon Cary
Eclipse (Varian) Florometre’de 6 dakika boyunca takip edilmigtir. Son olarak, reaksiyon
karisimina i¢ standart olarak resorufinin bilinen miktari eklenip ve floresanstaki artis
kaydedilmistir. Enzim aktivitesi, resorufin eklenmesinin neden oldugu floresans artis

kullanilarak hesaplanmigtir.

3. BULGULAR

Proje deneylerinin 6ncesinde, kullanilacak hicrelerin temel karakterizasyonu, “HepG2
hicrelerine pcDNA3 vektorl ile aktarilan HBx gen ifadesinin Multiplex Semikantitatif RT-PCR

ile belirlenmesi (Stabil transfeksiyonun kontroli)” laboratuarimiz kosullarinda yapiimistir.

3.1 pCMV6-AC-GFP-CYP1Al vektoriniun HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBX

hiicrelerine transfeksiyonu:

pCMV6-AC-GFP vektdriine klonlanmis olan CYP1AL dizisi teyit edilmek Uzere tarafimizdan
primerler tasarlanmis, ilgili polimeraz zincir reaksiyonlari yapilmis ve trtnler géruntilenmistir
(Sekil 5).
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SEKIL 5. PCMV6-AC-GFP-CYP1Al1 PCR Urinlerinin gorinttlenmesi

Farkl baglanma dereceleri kullanilarak PCR optimizasyonu saglanmigtir. Sadece 3. PCR
reaksiyonundaki ekstra bant ekarte edilememisti. Bu nedenle ilgili trin jelden kesilip,

E.Z.N.A gel Extraction Kit ile izolasayonu saglandiktan sonra dizi analizine gonderilmigtir.

PCR 1: AVP15 F-AGYPIATIR: Amplikon 820 bg

PCR 2: hXL39 R-{GHEIAEENAmplikon 1798 bg
PCR 3: AVPI5 F-hXL39 R: Amplikon 2574 bg

PCR 4: NI ACYPIATRIAmplikon 199 bg

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektérinin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBXx hicrelerine
gegcici (transient) transfeksiyonu icin ilgili firmanin énermis oldugu protokoller uygulanmistir.
Kisaca, HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBx hicreleri 6 kuyucuklu hicre kaltira
kaplarina (2'li kontroli olarak-duplicate) transfeksiyondan 24 saat 0©nce ekilmigtir.
Transfeksiyon optimizasyonunda kullanilan turbofectin, plazmid DNA, optiMEM ve serum
free medium kullanim parametreleri Tablo 1'de Ozetlenmistir. Transfeksiyon verimi
(efficiency), GFP iceren vektor kullanimi nedeniyle floresan mikroskop ile 24-48-72. saatlerde

takip edilmistir. Deneylere ait resimler Sekil 6A-E’'de gosterilmistir.
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Sekil
vektorinin HepG2 hicrelerine transfeksiyonu
Sekil 6A.

6. Farkli optimizasyon parametreleri

kullanila  rak pCMV6-AC-GFP-CYP1A1l

Hepg2-HBX-CYP1Al, 48 saat

(]

HepG2-HBX-CYP1A1,Mock,48 saat

TurboFECTIN: 3 pl

Serum Free Medium: 100 ul

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 DNA: 10 ul (1 pg)

Sekil 6B.

HepG2-PC3-CYP1A1,48h

HepG2-PC3-CYP1A1-Mock-48h

TurboFECTIN: 3 ul

Serum Free Medium: 100 pl

pCMV6-AC-GFP-CYP1AL DNA: 10 ul (1 ug)
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Sekil 6C.

HepG2-HBX-CYP1A1: 3 ug DNA, 125 pl HepG2-HBX-CYP1A1: 5 ug DNA, 125 pl
optimem, 9 ul TurboFECTIN-24h optimem, 15 pl TurboFECTIN-24h

Sekil 6D.
HepG2-HBX-CYP1AL: 3 ug DNA, 125 ul RepG2-HBK-CYFLALL 3 [Ig DNA, 125
optimem, o] !-ll TurboFECTIN-48h optimem, 15 {J.] TurboFECTIN-48h




Sekil 6E.

HepG2-HBX-CYP1A1: 5 pg DNA, 125 ul
optimem, 15 pl TurboFECTIN-48h

3.2 Transfeksiyon sonrasi hicrelerdeki CYP1A1 varli ginin RT-PCR ile kontrolu:

pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektorinin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBXx hicrelerine
gecici (transient) transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al ve kontrol GAPDH RNA ifadesi
semikantitatif RT-PCR ile belirlenmistir (Sekil 7). CYP1A1l ekspresyon diizeyinin floresan

mikroskop ile yapilmis olan takiple uyumlu oldugu g6zlemlenmigtir
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Sekil 7. pCMV6-AC-GFP-CYP1ALl vektoriinin HepG2-pcDNA3  ve HepG2-pcDNA3-HBX
hiicrelerine gegici (transient) transfeksiyonu ile a ktarilan CYP1A1 RNA ifadesinin RT-
PCR ile belirlenmesi:

A B
M_ 1 2 3 4 M 1 2 2 4

M. Marker

1. HepG2-pcDNA3*

2. HepG2- pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1**

3. HepG2-pcDNA3-HBx***

4. HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1****

* HepG2-pcDNAS3 hiicre dizinindeki CYP1A1 mRNA ekspresyonu farkli PCR kosullarina gore
degiskenlik gostermekle birlikte baz bir miktarda ifade edildigi distntlmektedir (Sekil 7A ve
7B).

** HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 hicre dizinininde, transfeksiyon sonrasinda
CYP1A1 mRNA'sI belirgin sekilde artmistir.

*** HepG2-pcDNA3-HBXx hicre dizinindeki CYP1A1 mRNA ekspresyonu baz miktarda ifade
edildigi gozlemlenmistir (Sekil 7A ve 7B).

rexk HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1  hiicre  dizininde, transfeksiyon
sonrasinda CYP1A1l mRNA'sI belirgin sekilde artmistir.

*»**  HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBx, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1AL,
HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al1  hiicre dizinleri  kullanilarak  yapilan
Semikantitatif RT-PCR reaksiyonunda, Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH) gen
ifadesi “kontrol gen ifadesi (housekeeping gene expression)” olarak kullaniimigtir.
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3.3 Transfeksiyon sonrasi hiicrelerdeki CYP1Al varli  ginin Western Blot ile kontroli:

pCMV6-AC-GFP-CYP1Al vektorinin HepG2-pcDNA3 ve HepG2-pcDNA3-HBXx hticrelerine
gecici (transient) transfeksiyonu ile aktarilan CYP1Al ve kontrol B-Aktin protein ifadesi

Western blot ile belirlenmistir (Sekil 8).

Sekil 8. pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 vektorinun HepG2-pcDNA3  ve HepG2-pcDNA3-HBXx
hicrelerine gecici (transient) transfeksiyonu ile a ktarilan CYP1A1 protein ifadesinin
Western Blot ile belirlenmesi:

1 2 3 4
B CYP1A1

B-aktin

HepG2-pcDNA3*

HepG2- pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1**
HepG2-pcDNA3-HBx***

HepG2-pcDNA3-HBx- pCMV6-AC-GFP-CYP1AL****

P 0N PR

* HepG2-pcDNA3 hicre dizinindeki CYP1Al protein ekspresyonu, farkli Western blot
kosullan kullanilmasina ragmen (antikor konsantrasyonu, inkiibasyon suresi, farkli antikor

kullanimi vb) belirgin sekilde ifade edilmedigi tespit edilmigtir (Sekil 8).

** HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1 hicre dizinininde transfeksiyon sonrasinda
CYP1AL1 protein ifadesi elde edilen 1 western blot deneyinde belirgin sekilde artmistir (Sekil

8), ancak bu sonug tekrarlanan Western blot sonuclari ile teyit edilememistir.
*** HepG2-pcDNA3-HBX hiicre dizinindeki CYP1AL1 protein ekspresyonu, farklh Western blot

kosullan kullanilmasina ragmen (antikor konsantrasyonu, inkibasyon suresi, farkli antikor

kullanimi vb) belirgin sekilde ifade edilmedigi tespit edilmistir (Sekil 8).
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*xx HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1  hicre dizininde  transfeksiyon
sonrasinda CYP1Al protein ifadesi, elde edilen 1 western blot deneyinde belirgin sekilde
artmistir (Sekil 8), ancak bu sonug tekrarlanan Western blot sonugclari ile teyit edilememigtir.

***  HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBX, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1,
HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1AL1 hiicre dizinleri kullanilarak yapilan Western

Blot'ta B-aktin antikoru “kontrol protein ifadesi” olarak kullaniimigtir.

3.4 CYP1A1 ekpresyonunun hicre canlii__§ina olan etkisinin belirlenmesi:

HepG2-pcDNA3, HepG2-pcDNA3-HBX, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al, HepG2-
pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al1 hicreleri kullanilarak yapilan hicre canlihigi
deneyleri yapiimistir. Bu deneyler sonucundan Hicre canlihdl deney sonuglari, CYP1Al
ekpresyonunun yasamla bagdastigl ve toksik bir etki gostermedigini gostermektedir (Sekil 9
ve Sekil 10A ve B). CYP1ALl ifadesi varliginda (HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1,
HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al) veya yoklugunda (HepG2-pcDNA3,
HepG2-pcDNA3-HBx), buyume faktorleri varliginda veya yokhgunda ilgili hicre dizinleri
arasinda proliferasyon bakimindan anlamli farkliliklar gézlemlenmemigtir (Sekil 9 ve Sekil
10A ve B).

Sekil 9. CYP1AL ekpresyonunun hicre canlili  gina olan etkisinin XTT metodu ile

belirlenmesi

EMEM-XTT

25

=1

1.5

_.J_ |
0 L T |

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

m2

mi

HepG2-pcDNA3*

HepG2- pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1**
HepG2-pcDNA3-HBx***

HepG2-pcDNA3-HBx- pCMV6-AC-GFP-CYP1AL****

PonNPE
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Sekil 10. CYP1Al ekpresyonunun hicre canlii  gina olan etkisinin WSD metodu ile

belirlenmesi
A B
EMEM + %10 FBS EMEM
14 0.45
1,2 04
i vy 0,35 /
Sz —1 | e = —
E Ejz . - § 0;]2; %’/ .,
=4 G 3 <« —— 3
0.4 F/ — 001: I / — =
0.2 / F 0,05 /
0 - 0 Z
0 1 2 3 4 5 0 1 2 4 5
1. HepG2-pcDNA3-HBx***
2. HepG2-pcDNA3*
3. HepG2- pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1A1**
4. HepG2-pcDNA3-HBx- pCMV6-AC-GFP-CYP1AL****

3.4 lgili hiicrelerde Alkoksirezorufin O-Dealkilaz (AROD ) Aktivite Tayini (CYP1A1):

CYP1AL1 aktivitesini tayin ve takip etmek i¢in kullanilan en 6zgiin ve hassas metot EROD (7-
EtoksiRezorufin O-Deetilaz) aktivitesidir (Burke ve Meyer, 1974). HepG2-pcDNA3, HepG2-
pcDNA3-HBX, HepG2-pcDNA3-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al, HepG2-pcDNA3-HBx-pCMV6-
AC-GFP-CYP1A1 hicre homojenatlarinda AROD aktiviteleri Burke ve Mayer (1974) metodu
ile ve Aring ve Sen (1994) tarafindan optimize edilen sartlar kullanilarak tespit edilmistir
(Sekil 4). Bu aktivite tayinlerinde substrat olarak 7-etoksirezorufin 7-etoksirezorufin substrat

icin enzim aktivitesi etoksirezorufin O-deetilaz (EROD) olarak isimlendiriimektedir.

CYP1A1 geni iceren plasmidler ile gegici transfekte edilen HepG2-HBX hiicrelerinde
CYP1A1 mRNA duzeylerinde artis gozlenmistir. Ancak CYP1Al mRNA dizeyindeki
gOzlenen artiglara paralel artiglarin protein dizeyinde de gergceklesmedigi Western blot
tayinleri ve EROD aktivite Olgumleri ile teyit edilmigtir. EROD aktiviteleri HepG2-pcDNA3
hiicre hatlari (kontrol) ile HepG2-pcDNA3-HBX hiicre hatlari arasinda da anlamli farkliliklar
gostermemistir. Tespit edilen EROD aktivite diizeylerinin oldukga dusuk olmasi ifade edilen

protein dizeyinin etkilesimi tetikleyecek diizeye ulasmadigini gdsterir niteliktedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

HB X proteini sitoplazmada hicre proliferasyonunda rol oynayan pek ¢ok sinyal iletim
yollarini aktive eder (6rnegdin, ras-raf-MAPK, NF- kappa B, AP-1, Jak/STAT. Bunlardan en
onemlisi Nukleer Faktor—kappa B'dir. Nukleer Faktdér—kappa B tim hcre tiplerinde bulunan
dimerik bir transkripsiyon faktortdur. RelA (p65), RelB, c-Rel, NF-kappa Bl (p50), ve NF-
kappa B2 (p52) iceren Rel ailesine aittir. Cok cesitli uyarilara karsi ¢ok farkli hicresel
cevaplarda rol alir; 6rnedin, stres, bakteriyel ve viral antijenler, serbest radikaller, ultraviyole
radyasyon. Nukleer Faktor—kappa B'ye ait hatali uyarim veya dengesiz aktivasyon
durumlarinda otoimmun ve inflamatuar hastaliklar, septik sok, immun gelisim bozukluklari,
viral hastaliklar ve kanser en sik karsimiza c¢ikan durumlardir. Onkogenezde, Ozellikle
malignlesme potansiyeli goésteren hicrelerde proliferasyonun uyariimasi ve apopitozun

inhibe edilmesi gibi cok 6nemli-kritik regilatuar fonksiyonlari vardir.

CYP1A1 enzimi hiicre icerisinde detoksifikasyonda rol almaktadir. CYP1A1 enziminin
aktivitesinin artisi veya gen ekspresyonun uyarilmasi hicre icin toksik etki olusturma
potansiyelindedir. CYP1Al geninin ekspresyon artigl ile hicre ici konsantrasyonu artan
CYP1A1l enzimi ksenobiyotik metabolizmasinda rol alan bir takim reaktif ara metabolitler
olusturmaktadir. Bu reaktif ara metabolitlerin pek cogu karsinogenez asamalarinda etkili olan
maddelerdir. Bu nedenle ksenobiyotikler tarafindan bir hicrenin karsinogenez sirecinin
baslatilmasinda, CYP1Al geninin ekspresyonun arttiriimasi énemli mekanizmalardan birini

olusturmaktadir.

NF-kappa B’nin hicre ici CYP1Al enzim aktivitesini ve gen ekspresyonunu uyardigi
gosterilmistir. Ancak, Hepatit B varligindaki hepatoselller kanser gelisiminde HBx ve
CYP1A1 ile ilgili bir arastirma yapimamistir. Sunmus oldugumuz projedeki amacimiz,
Hepatit B X proteininin ksenobiyotik metabolizmasinda rol oynayan CYP1A1 lizerine etkilerini
arastirmaktir. Hepatit B virus varliginda gelisen karaciger kanseri olgularinin kansere olan
yatkinliklarinin agiklanmasinda, CYP1A1 geninin indiiklenme mekanizmasinin aydinlatiimasi

blyuk 6nem tagimaktadir.

CYP1A1 aktivitesini tayin ve takip etmek icin kullanilan en 6zgin ve hassas metot
EROD (7-EtoksiRezorufin O-Deetilaz) aktivitesidir (BURKE ve MEYER, 1974). CYP1Al
aktivitesinin artig1 hicrelerde bu enzimin substrati olan cesitli toksik ajanlarin etkilerini
artirarak degisik patofizyolojik durumlara neden oldugu uzun zamandir bilinmektedir
(WHITLOCK, 1996). Ancak, son zamanlarda 6zellikle CYP1ALl'in protein-protein etkilesimleri

ile cesitli yolaklari uyararak degisik enzimlerin/proteinlerin aktivitelerini etkileyerek yine gen
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ifadelerini degistirebildigi de bildiriimektedir (MARCHAND ve ark., 2004). Bu calismada
Hepatit B virisunin hepatokarsinogenez olusumundaki molekiler mekanizmasinda HB X
proteini ile CYP1Al etkilesiminin rol alip almadigi saptanmaya calisiimistir. Elde edilen
sonuclarda CYP1A1 geni iceren plasmidler ile transient-gecici transfekte edilen HepG2-HBx
hicrelerinde CYP1A1 mRNA duzeylerinde artis gozlenmigtir. Ancak, CYP1A1l mRNA
dizeyindeki gbzlenen artiglara paralel artiglarin protein diizeyinde de gerceklesmedigi EROD
aktivite Olcumleri ve Western blot tayinleri ile teyit edilmistir. EROD aktiviteleri HepG2-
pcDNAS3 hicre hatlari (kontrol) ile HepG2-pcDNA3-HBX hiicre hatlari arasinda anlamli
farkhliklar ~ gbstermemistir. Ayrica, HepG2-pcDNA3-HBX-pCMV6-AC-GFP-CYP1Al
hatlarinda elde edilen nispeten yiksek EROD aktiviteleri de bu iki protein arasinda bir
etkilesim oldugunu teyit etmemektedir. Bunun nedeni yeterli diizeyde protein UGrininin
(CYP1AL proteini) olmamasi olabilir. Tespit edilen EROD aktivite diizeylerinin oldukc¢a disuk
olmasi ifade edilen protein dizeyinin etkilesimi tetikleyecek dizeye ulasmadigini gosterir
niteliktedir. Buna ilave olarak, gegici transfeksiyon ile olasi etkilesimin gerceklesmemesi de
bir neden olabilir. Ayrica, sitotoksisite sonuclari da dikkate alindiginda HepG2-pcDNA3-HBX
pCMV6-AC-GFP-CYP1Al hicrelerinde transformasyon olmadigini  dogrulamaktadir.
Hucrelerde artan bir toksisite tespit edilmemis olmasi, EROD diizeyinin disik olmasi ve
CYP1A1 protein dizeyinin nedeyse tayin edilemeyecek diizeyde olmasi hepatit B bazli
hepatokarsinogenez olusumunun molekiler mekanizmasinda HB X proteini ile CYP1Al
arasinda bir etkilesiminin rol oynamadigini dogrular niteliktedir. En azindan etkilesim var ise
bile, bunun CYP1A1 aktivitesinin degisik yolaklari uyaracak ve toksisite olusturacak diizeye
ulasmamis olmasi dustnulebilir. Fakat kesin sonuclara ulagsabilmek ve daha kapsamli bir
cikarim yapabilmek icin kararh transfeksiyon, ko-immunopresipitasyon ve EMSA
(elektroforetikmobilite kayma testi) gibi ilave deneyler gerceklestiriimesi gereklidir. Ayrica,
transfeksiyon suresince besiyeri ortamina CYP1A1 indikleyici substratlar eklenmesi gibi
degisik sartlarin denenmesi diustnulmektedir, ctinki literatirde CYP1AL bazh etkilesimlerde
CYP1AZ'in ligand ile aktive olmasi gerektigini bildiren oneriler yer almaktadir. Proje slresi
tamamlandiktan sonra bu deneylere devam edilmektedir. Sonu¢ olarak, mevcut veriler HB X
proteini ile CYP1ALl arasinda bir etkilesiminin olmadigini ve bunun CYP1ALl aktivitesine etki

etmedigini géstermektedir.
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