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OZET

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ III GENININ TRANSKRiPSiYONEL
REGULASYONU
DOKTORA TEZi
DERYA OKUYAN ALTAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTIiTUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR.FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, OCAK - 2018

Karbonik anhidraz ailesinin iiyesi olan, Insan Karbonik Anhidraz III
(CAIIl) geni, ailenin diger iiyelerinden farkli olarak diisiik hidratize yapma,
stilfanamid inhibitorlerine direng gosterme ve esteraz aktivitesine sahiptir.
Literatiirde hakkinda ¢ok az bilgi bulunan CAIII geni basta iskelet kasinda olmak
lizere rahim, mesane, prostat, akciger, karaciger, kalp kasi, mide ve bagirsakta ifade
olan bir gendir.

Bu tez kapsaminda CAIII'lin transkripsiyonel regiilasyonu aydimnlatilmistir.
Biyoinformatik analizler kapsaminda insan, fare ve si¢canin promotor bdlgeleri
kiyaslanmustir. Insan CAIIl promotoruna ait dizi klonlanarak gen bankasina
MF374499 erisim koduyla kayit ettirilmigtir. CAIIl promotoruna ait 4 farkh
kisaltilarak yapilan delesyon promotor konstrag: (P1 -941/+86, P2 -699/+86, P3 -
236/+86 ve P4 -108/+86 ) olusturulmustur. Gegici transfeksiyon deneylerinde,
insan osteosarkom hiicre modelinde (Saos-2) hiicrelerinde tiim promotor
pargalarinin aktif oldugu ve en yiiksek aktiviteyi P4 -108/+86 promotor parcasinin
gosterdigi belirlenmistrir. Biyoinformatik analizler CAIll promotorunda olas1 SP1,
C/EBP ve USF baglanma boélgelerini tagidigini gdstermistir. Promotor parcalari
SP1, C/EBPa ve USFI transkripsiyon faktorleri ile ektopik ekspresyonu CAIII
transkripsyonel seviyesini arttidig1 tespit edilmistir. Ayrica, SP1, C/EBP ve USF
transkripsiyon faktorlerinin ektopik ifadesi, CAIIl mRNA ve protein diizeyinde
arttig1 da qRT-PCR ve western blot ile gosterilmistir. EMSA deneyleri ve yarisma
deneyleri ile SP1, C/EBPa ve USFI1, promotorda farkli bodlgelere baglandigi
belirlenmistir.

Prostat kanser modelinde kimyasal indiiklenmis hipoksik modelde,
CAlll’iin ekspresyon seviyesini mRNA ve protein seviyenin artti1 belirlenmistir.
Ayrica -941/ +86 ve -699/ +86 promotorlarinda transkripsiyonel aktivitede artis
tespit edilmistir. Bu artisin ise CAIIl -268/-252 Bolgesinde bulunan HIF-1’in
baglandig1 HRE bolgesinin sorumlu olabilecegi belirlenmistir.

Son olarak ektopik CAIIl cDNA ekspresyonunun prostat kanser
hiicrelerindeki etkisi belirlenmistir. PC3 hiicrelerinde ektopik olarak verilen CAllI
cDNA’smin hiicrelerin apoptotik, metastatik ve proliferatif karakterine etkileri
belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz, CA, CAIIl, SP1, C/EBPa, USF1.



ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF HUMAN CARBONIC
ANHYDRASE 111 GENE
PH.D THESIS
DERYA OKUYAN ALTAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF.DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, JANUARY 2018

The Human Carbonic Anhydrase 11l gene that is a member of the carbonic
anhydrase family has low hydratase activity, esterase activity and, resistance to
sulphanamide inhibitors, unlike other members of the family. CAIlIl that has very
little information in the literature is widely expressed in the uterus, bladder,
prostate, lung, liver, heart, stomach and intestine, mainly in the skeleton.

In this thesis, the transcriptional regulation of CAIll has been elucidated.
Within the context of bioinformatics analysis, the promoter regions of human,
mouse and rat were compared. The sequence of the human CAIIl promoter was
cloned and registered with the accession code MF374499 to the gene bank. Four
different truncated deletion promoter constructs (P1 -941 / + 86, P2 -699 / +86, P3 -
236/ +86 and P4 -108 / +86) of the CAIIl were generated. In transient transfection
experiments, it was determined that all promoter fragments in the human
osteosarcoma cell model (Saos-2) cells were active and that the highest activity was
exhibited by the P4 -108 /+86 promoter fragment. Bioinformatics assays have
shown that they carry possible numerous SP1, C/EBP and USF binding sites in the
CAIIIl promoter. Ectopic expression with SP1, C/EBPa and USF1 transcription
factors led to increase the transcriptional level of CAIIl. Similarly, ectopic
expression of SP1, C/EBP and USF transcription factors increased in CAlll mMRNA
and protein levels shown by gRT-PCR and western blot. EMSA and Competition
experiments experiments revealed that SP1, C/EBPa and USF1 bind different
regions of the promoter.

In the chemically induced hypoxic model in the prostate cancer model,
mRNA and protein level of CAIIl was increased The transcriptional activity of
promoter -941 / +86 and -699 / +86 regions were also increased in the case of
hypoxia. The increase of trancriptional activity of CAIIl promoter was resulted
from HRE region that is a target of HIF-1 transcription factors CAlll -268 / -252
promoter.

Finally, the effect of ectopic CAlll cDNA expression in prostate cancer cells
was determined. The effects of CAlll cDNA, ectopically given in PC3 cells, on the
apoptotic and proliferative characteristics of the cells have been determined.

KEYWORDS: Carbonic Anhydrase, CA, CAIll, SP1, C/EBPa, USF1.



ICINDEKILER

Sayfa
OZET ... i
ABSTRACT bbbttt bbbt I
ICINDEKILER .........oooioioioeeeeeeeeeeeeeeee ettt iii
SEKIL LISTEST .......coooiiiiiiieieeeeeeeee ettt Vi
TABLO LISTESI ......oooooiiiiiiiiiiiiiins s X
SEMBOL LISTESI ..........coooiiiiiiiiiiiieceeeseeceeseesie s Xii
ONSOZ.......ooiiieeee et xiii
Lo GIRIS ..ottt 1
1.1  TRANSKRIPSiYONEL REGULASYON..........coviiiviiiieiieiiiaiin, 1
1.1.1  Transkripsiyon Faktorleri ve Aktivasyon Mekanizmasi................. 4
1.1.1.1 Transkripsiyon Aktivasyon Mekanizmast.....................oeeuenee. 6
1.1.1.2 Transkripsiyonun Baskilanma Mekanizmast .............c.cccovvivrnnennnnn, 7
1.1.2  Transkripsiyon Faktorlerinin Reglilasyonu ..........cccocoveviiiiiciicniiennnn, 8
1.2 Bazi Transkripsiyon Faktorleri ...............oooooiiiiiii, 10
1.2.1 CCAAT/Enhanser Baglayici Protein Ailesi (C/EBP)........ccccccviiinnnn 10
1.2.2  Spesifik Protein (SP) AIlESH ... 15
1.2.3  Upstream Stimiile Edici Faktor (USF) Ailesi.......ccccocviieniiiiicinnnnne. 18
1.2.4  Hipoksiya indiiklenebilir Faktdr (HIF).........cccccoeoerrveererieerereceeienenenn. 21
1.3 KARBONIK ANHIDRAZ (CA)..occviviieireieieeeeeeeeeteseeeeee e 25
1.3.1  Karbonik Anhidraz H1 (CAHI) ..ooviiiiiiieeee e 29
1.3.1.1 Insan CAIII Geninin EKSPIESYONU.........ccccvvveverirerivererinserennsennnn, 30
1.3.1.2 Insan CAIII Geninin @OIeVIEri ......cccovvevrvirerereriiiececiereise e 30
1.3.1.3 Karbonik Anhidraz 111 (CAII) ve Kanser ..........ccccevveveiicveenenne 35
1.3.1.4 Karbonik Anhidraz 111 (CAIIl) Geninin Transkripsiyonel
TEGUIASYONU ... 36
2. TEZIN AMACT.........oooiiiiiiiiniintinesesie s 37
3. MATERYAL VE METOD ..ot 40
3L MALEIYAL ..o e 40
3.1.1  Makine ve TeGhizat........ccccccuvviiiiiiiiie e 40
3.1.2 Calismada Kullanilan Kimyasallar ............cccccoiiriiiiiiinniniiienieeee 41
3.2 MELOM.....cciiiiiiict 46
3.2.1  Ortam sterilizasyonu ve malzeme temizligi.........ccccoovvvrveriniineennnn, 46
3.2.2  Bakteri Tabanli Teknikler.........ccccooviiiiiiiiiii e 47
3.2.2.1 Bakteriyal Hiicre Soylar1 ve Kiiltiir Ortamlart ...........c.cccoccervennene. 47
3.2.2.2 Calismada Kullanilan Plazmitler..........cccccocveiiiiiiiiin i 47
3.2.2.3 Bakteriyel Besiyerinin Hazirlanmasi ............cccooovviiiicniiiiieennn, 51
3.2.2.4 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi...........cccooeviiiiiiiiiiciie, 51
3.2.2.5  LIQASYON ..ttt 52
3.2.2.6  TransSformMasyON........cccccvuieiieiie et 52
3.2.2.7 Kiiciik Olgekli (Midi Prep) Plazmit Izolasyonu..............cc.cc.ou...... 52
3.2.2.8 Bilyiik Olgekli (Maxi Prep) Plazmit [zolasyonu................ccevueee. 53
3.2.3  Hicre Kiltliir TeKniKIeri........ccoviverieiiiiiiiieiciie e 54
3.2.3.1 Hiicre Kiiltlirlinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirligi................ 54
3.2.3.2 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Ilgili Teknikler......57
3.2.3.3 Sitotoksisite Deneyleri (MTT) ..cccecviiiieiieeieece e 59



3.2.4  RNA Diizeyin ki Calismalar...........ccccovveriiieniiiiiiiee e 60

3.24.1 RNA IZOIaSYONU.....ccviviiiiireiiecieicee e 61
3.2.4.2 Total RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi ...........ccccccoevvvenen. 61
3.2.4.3 RNA Jel eleKtroforezi .........coocvvirciiiiiiiicceee 62
3.2.4.4 Revers Transkriptaz (RT)-ReakSiyonu .........ccccovevevieinevieseennnn, 63
3.25 DNA Tabanlt TeKniKIer ........ccceiiuiiiiiiiiiiieiieeeee e 64
3.2.5.1  Primer TaSariml........ccccoouieiieiiieiieesii e 64
3.2.5.2 DNA Miktariin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi ............. 65
3.2.5.3 Semi Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR).............. 65
3.2.5.4 Kantitatif Ger¢ek Zamanli PCR Analizi (Real-Time) ................... 65
3.2.5.5 DNA Agaroz Jel EleKtroforezi.........ccccccevveveiiieieiie e, 67
3.25.6 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu..........cccccveeiiiiiiicniniineennnn, 67
3.2.5.7 Insan CAIII Geninin Secilen Vektor Sistemine Klonlanmasi........ 68
3.2.5.8 Restriksiyon Kesim StratejiSi ..........courvriiriieiieneicreneseseseeeees 68
3.2.6  Protein Tabanli TekniKIer ...........cccocoviiiiiiiiiiiie e 69
3.2.6.1 Western Blot Teknigi ile Protein Ifadesinin Belirlenmesi............. 69
3.2.6.2 Immunflorasan Metodu ile Insan CAIII Proteininin Hiicre
Icerisindeki Lokalizasyonunun BelirleNmesi............cccovcvevveeevercueisneenernnnns 74
3.2.7 DNA-Protein Etkilesimine Dayali Teknikler ............ccccooeriieninnnene 75
3.2.7.1 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) Teknigi ................ 75
3.2.8  Istatistiksel Degerlendirmeler ve Verilerin Yorumlanmast................ 81
3.2.9  Biyoinformatik ANAlIZ ..........ccooiiiiiiiiiieee e, 81
3.2.10 Dizi Analizi ile Dogrulama...........cccceoiiiiiiiiiiiienieeee e 82
4, BULGULAR ..ottt ettt 83
4.1  Insan Karbonik Anhidraz IIII (CAIII) Promotor Bélgesinin
Klonlanmas1 ve Promotor Bolgesinin Analizi............cccoovevirieniiiinicnisicsec 83
4.1.1  Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) Geninin Biyoinformatik
ANALIZE Lo 83
4.1.1.1 Karbonik Anhidraz III Promotorunun insan, Fare ve Sicandaki
Kargtlagtirtlmast .......oooveiiiiiii s 83
4.1.1.2 Insan CAIII Promotorunun CpG Adast Analizi............cc.ccceevnnen 86
4.1.1.3 Insan CAIII Promotorunun Ikincil Yapt Analizi ...........ccccccuvneene, 87
4.1.2  Insan CAIII Promotorunun Lusiferaz Haberci Vektériine Alt
Klonlama Yapilmasi ve E.Coli ye Transformasyonu...........ccccocevvrereneneennen, 90
4.1.2.1 Lusiferaz/SEAP Optimizasyonlart...........cccoeviiiiiiiiniininiinnnnnn, 101
4.1.2.2 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi .............c.cccoeevnnnne, 103
4.1.3  Baz Transkripsiyon Faktdrlerinin Insan CAIII Geninin
Transkripsiyonel Regiilasyonuna Etkisinin Belirlenmesi............cccoceeiininns 105
4.1.3.1 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik
Ekspresyonunun Insan CAIII Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi.......... 106
4.1.3.2 C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik Ekspresyonunun
Insan CAIIl Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi...........c.ccccovvvirrininnene, 112
4.1.3.3 USF Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik
Ekspresyonunun Insan CAIII Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi.......... 119

4.1.4 DNA-Protein Etkilesiminin “Electrophoretic Mobility
Shift Assay” (EMSA) Teknigi ile CAIII Dizisindeki olas1

Transkripsiyon Faktorii Baglanma Bolgelerinin Belirlenmesi............c.......... 126
4.1.5.1 Insan CAIII Genine Ait Yénlenirilmis Mutagenez
Primer DIZAYNT ....oooviiiiiiiiiiieie s 135



4.1.5.2 DNA-Protein Etkilesiminin EMSA “Electrophoretic
Mobility Shift Assay” (EMSA) Teknigi ile CAIII Dizisindeki
olas1 SP1 Baglanma Bolgesinin GOSterilmesi.......ccoocveviveeiiieeiiieesiieesin,
4.2.1  Insan CAIIl Geninin Hipoksik ve Normoksik Kosullarda
mRNA Diizeyindeki Ifadesinin Belitlenmesi........c.coovevevevevevererereererereenennn,
4.2.2  Insan CAIII Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki
[fadesinin BelitleNMESi.........ccvviuiviveieiicecieie e,
4.2.2.1 Insan CAIII Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki
[fadesinin immiinfloresan (IFC) Teknigi Kullanilarak Belirlenmesi..........
4.2.2.2 Insan CAIII Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki
[fadesinin Western Blot Teknigi Kullanilarak Belirlenmesi.......................
4.3  Insan CAIII Prostat Kanseri Modelinde Asir1 ifadesinin Hiicresel ve
MOlEKUIET ANAIZI......eiiiiiiiieiee e s
4.3.1  Primer DIZaynl.....ccccooviiiiiiiiiiiiicieec e
4.3.2  Polimeraz ZinCir ReaKSIYONU...........ccuevveieiierieiie e seesie e
4.3.3  Insan CAIIl cDNA’sinim KIOnlanmasi ...........coeveeevevevevnrreeenssinennn,
4.3.4  Insan CAIIl cDNA’sini Segilen Hiicrelere Gegici
TrANSTEKSTYONU ...
4.3.1 Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) cDNA’simin asir1
ifadesinin Hiicre Cogalmasina EtKiSi..........ccooveriiiiiiniiiiiiiciicieec e
4.3.2  Insan CAIIl cDNA’sinm Apoptotik Siirece EtKisi .........ccccvverrrrnnene.
5. SONUC VE TARTISMA .......ooiiiiiieiieie et
6. KAYNAKLAR ...ttt nne s
7. EKLER ..ottt sttt nne s



SEKIL LiSTESI

Sekil 1.1 :
Sekil 1.2 :
Sekil 1.3 :

Sekil 1.4 :

Sekil 1.5 :

Sekil 1.6 :

Sekil 1.7 :

Sayfa

Tipik bir gen diizenleyici bolgenin semasi (Venter, 2001). .................
Okaryotik transkripsiyonel mekanizmasi (Malik, ve Roeder, 2005). ..

(A) Maya GCN4 transkripsitranskripsiyon faktoriiniin yapisi, (B)

Memeli Glukokortikoid Reseptdriiniin yapist (Latchman, 1997). ......

Aktivator, “Activator binding site” (ABS) bolgesine baglanir ve
RNA polimerazin baglanabilmesi i¢in bazal transkripsiyon
komplesinin olusmasini uyarir. Sekil Latchman, 1997

Kaynaktan adapte edilmistir (Latchman, 1997). .......cccocoeiiiiiiinnnnn.

Transkripsiyon faktorlerinin gen ifadesini baskilayabilecegi

potansiyel mekanizmalar (Latchman, 1996D). ...........cccocevininininnne

Transkripsiyon faktorlerinin sentezi ile dokuya spesifik gen
regiilasyonu (a), dokuya spesifik aktivasyon (b) Sekil
Wood ve arkadaglarinin yaptig1 makaleden adapte edilmistir.

(W0O0d V., 1997). oo

C/EBPa ve C/EBPp’daki port-translasyonel modifikasyon
bolgeleri (Landschulz, Johnson, MacKnight., 1998; Nerlov,

Ziff, 1995; Kowenz-Leutz, Leutz, 1999; Pedersen,
Kowenz-Leutz, Leutz, Nerlov, 2001; Ross vd., 2004;

Wang, lakova, Wilde, Awad, Timchenko, 2004; Ross, Erickson,
Hemati, MacDougald, 1999; Behre vd., 2002; Cesena, Cardinaux,

KWOK, SChwartz, 2007 )......ccccoiveiiiieieeie e

2
3

A

o

.8

.10

.11

Sekil 1.8 : C/EBP baglanma bolgesi (Ramji, 2002). .....ccovviiieiiiiieiieiiie e 12
Sekil 1.9 : C/EBP proteinleri yapisi. (Ramji, 2002). .....ccovvieiiiiiieiieiiee e 13

Sekil 1.10

Sekil 1.11

: SP Ailesinin domain yapilari. Sekilde AD: Aktivator Domaini, ID:

Inhbitér Domaini, Kirmizi alanlar Glutamince rezidiilerini,
Sar1 alanlar Serin/threoinin rezidiilerini, Siyah alanlar
¢inko parmak yapilarini gostermektedir.

(Kingsley ve WINO0to, 1992 ). ....cccooiiiiiriiiiinieeie e
: USF-1 ve USF-2’nin gen dizilimleri. Sar1 bolgeler,

Basik Domainleri, kirmizi bolgeler Heliks-Doniig-Heliks
motiflerini, siyah olan bolgelerLosin Femuar domainleri
gostermektedir. (Liu, Whetstine, Payton, Ge, Flatley, ve Matherly,

.16

Sekil 1.12 : USF Proteinin 3 boyutlu yapis1 (Atchley ve Fitch, 1997).................. 19
Sekil 1.13 : HIF-1o ve HIF-1B genlerinin yapisi. (Pugh vd., 1997).......c..cccoeverne. 22

Sekil 1.14

Sekil 1.15
Sekil 1.16

: HIF-1'in baslica rolleri; VEGF yoluyla anjiyojenezin,

sodyum hidrojen pompalari vasitasiyla pH’1 ve glikolitik enzimler

yoluyla glikoliz’i diizenler (Ziello vd., 2007). .....cccccevevrveiivereiinnnnn,
: Oksijen bagimli ve bagimsiz yolaklar (Kallio vd., 1997)
: Karbonik Anhidrazlarin hiicresel dagilimlar1 (Supuran, C.T.,
Capass0, C., 2014). ..ot

.23

25

Sekil 2.1: Doktora tez amacini agiklayan diyagram. ..........cccoooeviieeniiiieenieiieennns 39

Sekil 3.1: pGEM-T Easy vektdriiniin sematik gosterimi

Sekil 3.2 : Klonlamada ve tranfeksiyonda kullanilan pMetLuc Reporter

vektorinlin gematik GOSTETIMI. .ocvvivviiiiiiiiieiic s

Vi

.49



Sekil 3.3 :
Sekil 3.4 :
Sekil 3.5 :

Sekil 3.6 :
Sekil 3.7 :
Sekil 4.1 :

Sekil 4.2 :
Sekil 4.3 :
Sekil 4.4 :
Sekil 4.5 :
Sekil 4.6 :
Sekil 4.7 :

Sekil 4.8 :
Sekil 4.9 :

Sekil 4.10
Sekil 4.11

Sekil 4.12 :

Sekil 4.13 :
Sekil 4.14 :
Sekil 4.15 :

Sekil 4.16 :
Sekil 4.17 :
Sekil 4.18 :

Sekil 4.19

Sekil 4.20

Sekil 4.21

Sekil 4.22 :

Sekil 4.23

Sekil 4.24 :

Sekil 4.25 :

Transfeksiyonda kontrol amacl kullanilan pMetLuc Kontrol

vektorinlin sematik GOStEIIMI. .....evvvveiiiiiiieciee s 49
Transfeksiyonda kontrol normalizatér amagh kullanilan

pSEAP2-kontrol vector sisteminin sematik gosterimi. ...........cc.ceeeeneen. 50
Klonlamada kullanilan pcDNA3.3 Topo Gateway vektoriin

SEMALTK OSTETIIMNLL +.vviviisiiiiiisie ettt 50
HEMOSITOMELIE. ... 56
MTT metodunda gerceklesen kimyasal degisim...........ccccovvevrveiinnnnn 60
Karbonik Anhidraz IIT (CAIII)'iin 'Multiple Sequence

Aligment' analizi ve korunmusg transkripsiyon faktorlerinin

DElITTENMEST ... 85
Insan CA3 Promotorunun CpG Analiz Sonuglart. ...........c.ccevererrnennen. 87
Insan CAIII Promotorunun Sekonder yapisi-l. ........ccccovevvvevevevevvivnnnn. 88
Insan CAIIl Promotorunun sekonder yapisi-ll........c.cccccoovveverecrerrincnnn. 89
-941/ +86 CAIIIl Promotor bolgesinin klonlanmasi ...........cccceevveineennne. 91
-941/ +86 CAIII Promotoru i¢in rekombinant kloni kontrol plant......... 91

Xhol ve HindIII enzimleri ile kesilerek hazirlanan pPGEM-T Easy/CAllI

Ve pMetLuc VEKtOrIEr ......oovveeieiieiiee s 92
pMetLuc vektoriine klonlanan -939/+86 CAIIl promotorunun EcoRl
enzimi ile yapilan kontrol kesim sonuglarinin jel goriintiisii . .............. 92
-699/ +86 CAIII Promotor bdlgesi klonlama plant ...........cccceviiiiennnn 93
: -699/ +86 CAIII promotor klonlama kontrol kesim plant.................... 94
: CAIll -699/+86 konstragi igin -941/+86 CAIlll+pGeMT-Easy‘in
BamHI ve Sacll ile, pMetLuc Vektoriiniin ise Sacll ve Bglll ile

KESTMI . 94

Insan CAIII -699/+86 konstrag i¢in rekombinant koloni kontrol kesim

0] Vo TP 95
-236/ +86 CAIII Promotor bdlgesi klonlama plani.............ccccereenen. 96
-236/ +86 CAIII Promotor bdlgesinin kontrol kesim plani.................. 96
CAIII -236/+86 ve pMetLuc vektoriintin Sacll ve Pstl ile

KESTIMEST ... 97

CAIIl -236/+86 konstragin koloni taramasi . ...........cceeerererenenieeriennes 97
-108/+86 CAIII Promotor bolgesi klonlama plani 98
-108/ +86 CAIII promotor bolgesi klonlama kontrol plani
: -941/+86 CAIll + pGEMT-Easy ve vektorii Sacll ve EcoRI enzimleri
ile kesimi 99
CAIll -108/+86 + pMetLuc koloni taramasinda kontrol kesimi

(SACH V& ECORI). ..o 99
: Promotor Parcalarinin temsili Sekli P1 (Promotor pargasi 1):

1025 bg (-939/+86), P2 (Promotor pargasi ii2): 785 bg (-699/+86),

P3 (Promotor pargasi 3): 322 bg (-236/+86), P4 (Promotor

parcast 4): 194 bg (-108/+86). .....ccuerveriiiiiiiiiieiee e 100

Saos-2 hiicre hattinda Lusiferaz/SEAP aktivitesi...........ccocvvvrvrnennen, 102
: Transfeksiyon deneyleri i¢in -941/+86 insan CAIII Promotor

Parcalarinin Saos-2 hiicre hattinda miktar optimizasyonu................... 103

HT29 Hiicrelerinde CAIIl Promotor Parcalarinin

Transfeksiyonu EtKinligi. ......cccocovviiiiiiiiieeee e 104

Saos-2 Hiicrelerinde CAIIl Promotor Pargalarinin transfeksiyonu

A G 01§ USSR 105

vii



Sekil 4.26 :Saos2 Hiicre hattinda CAIII promotor parcalari ile

SP1 Transkripsiyon faktoriiniin Ko-Transfeksiyon............ccccoceenee. 107
Sekil 4.27 :SP1 ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki CAIII ve

SP1 ekspresyon seviyesindeki degisim. .........ccoovrviiveiiiiiiiciicienn 109
Sekil 4.28 : SP1 ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIII ve

SPlekspresyon seviyesindeki degisim ........ccooevvvevenieenienieniinieenienns 110
Sekil 4.29 :insan CAIII ve B-Aktin’in SP1 ile transfekte edilmis

Saos-2 Protein ekstraktlarindaki ifadesi..........cccooveviiiniiiiiciicnen, 111
Sekil 4.30 :SP1 Transkripsiyon faktorii ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde Insan CAIIL Protein SEViyesi. ........cccocevrirererrererrererernnnns 112
Sekil 4.31 :Saos-2 Hiicre hattinda C/EBPa Transkripsiyon faktoriiniin

Insan CAIII promotor pargalarina etkisi. .........c.coocerrirererecrerreererennns 114
Sekil 4.32 : C/EBPa ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki

CAIII ve SP1 mRNA ekspresyon seviyesindeki degisim. .................. 116
Sekil 4.33 : C/EBPa ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIII

ve C/EBP ekspresyon seviyesindeki degisim. ..........cccoeeerveiiirnnnnnne. 117
Sekil 4.34 :C/EBPa ile transfekte edilmis Saos2 Protein ekstrasklarindaki

Insan CAIII ve B-Actin proteinin ifadesi. ..........cccccoevvererecericcrerennns 118
Sekil 4.35:C/EBPa Transkripsiyon faktorii ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde CAIIL protein SEVIYES1. .....ccvvvereeiveriierieiesieseeiesee s 119
Sekil 4.36 :Saos-2 Hiicre hattinda USF1 Transkripsiyon faktoriiniin Insan

CAIII promotor parcalaring etkisi. .........ccocervrivirieiiinienieneseeseens 121
Sekil 4.37 :USF1 ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki CAIII ve

USF1 mRNA seviyesindeki deisim. ........cccoovvvvriiniiiiniiniciiiennn, 123
Sekil 4.38 : USF1 ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIII ve

USF1 mRNA seviyesindeki deisim. ........ccccovvvvriiiriiiiniiniciinenn, 124
Sekil 4.39 :USF1 ile transfekte edilmis Saos2 Protein ekstrasklarindaki

Insan CAIII ve B-Actin proteinin ifadesi. .............ccoovvevereceiricrernnnns 125
Sekil 4.40 :USF1 Transkripsiyon faktorii ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde CAIIT protein SEVIYESI. .....cccvvirreeririereerreeeeseeeree e 126
Sekil 4.41 : +28/+62 CAIII Promotor bolgesine ait EMSAsonucu. ..............coc..... 129
Sekil 4.42 : +28/ +62 CAIIl Promotor bolgesine ait EMSAsonucu

(2. TEKIAI). .ttt st 130
Sekil 4.43 : Farkli Niikleer ekstraktlar kullanilarak yapilan -158/-134 CAllI

Promotor bolgesine ait EMSASONUCU. ........cccoeviiiiiiiiiiiccee, 131
Sekil 4.44 : -158/-134 CAIII Promotor Bolgesine ait EMSA sonucu. .................. 132
Sekil 4.45 : Farkli Niikleer ekstraktlar kullanilarak yapilan -181/-153 CAllI

Promotor bolgesine ait EMSA SONUCU. .........cocoviiiiiiiiiiicice, 133
Sekil 4.46 : -181/-153 CAIII Promotor Bolgesine ait EMSA sonucu. .................. 134
Sekil 4.47 : Mutagenez deneyleri i¢in temel niteliginde olan -181/-153

ve -158/-134’1ik bolgelerin EMSA sonuglari.........cccooeviiininnnnnnnnn, 135
Sekil 4.48 : Hedef mutaganez bdlgesine ait EMSA sonucu ........cccccovceviveiiiicnnnn, 137
Sekil 4.49 : CAIIl’iin mRNA diizeyinde farkli hiicre hatilarinda hipoksik ve

normoksik sartlardaki eKSpresyonu .........cccovviiiiiniiiiiicnicen, 139
Sekil 4.50 : insan CAIII Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda PC3

hiicre hatlarindaki ifadesi. .........ccoovveiiiiiiiiiiie e 142
Sekil 4.51 : Insan CAIII Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda DU145

hiicre hatlarindaki ifadesi. .........ccoovveiiiiiiiiiiie e 142
Sekil 4.52 : insan CAIII Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda Saos-2

hiicre hatlarindaki ifadesi. .........cccooiiiiiiiiiiiic e 143

viii



Sekil 4.53

Sekil 4.54 :
Sekil 4.55 :
Sekil 4.56 :
Sekil 4.57 :
Sekil 4.58 :
Sekil 4.59 :

Sekil 4.60 :

Sekil 4.61
Sekil 4.62
Sekil 4.63

: CAIlTl’lin protein diizeyindeki ifadesinin PC3 Hipoksia ve
Nokmoksia protein ekstraktlarindaki SONUCU. ........cccccveriiiiiiiiennnnne
Insan CAIII Proteininin PC3 Hiicre hattinda normoksik ve
hipoksik sartlarda ifadesi..........ccooeiiiiiiiiiiiic e,
Saos-2 hiicre hattinda CAIII promotor konstraklarinin Hipoksik
ve Normoksik sartlardaki etkinligi. ........cccooeviiiiiiiniiiiie,
PC3 hiicre hattinda CAIII promotor konstraklarinin Hipoksik
ve Normoksik sartlardaki etkinligi. ........cccoooevviiiiiiiiiiiiice,
Insan CAIII cDNA bélgesinin ¢ogaltilmast i¢in uygulanan
PCR @OTUNTUL . .. s
pcDNA 3.3 TOPO/CAIII cDNA ait plazmitinin Sacl ve Pstl
restriksiyon enzimleri ile yapilan kontrol kesimi ............cccoveiiinnnnn,
Hipoksik ve Normoksik sartlarda CAIIl cDNA’s1 ile transfekte
edilmis PC3 hiicrelerinde CAIIIl mRNA ifadesi. ......cccoovverviiiieinnnnnn.
Hipoksik ve Normoksik sartlarda CAIIl cDNA ile transfekte
edilmis PC3 hiicrelerinde MTT etkinligi. ........ccccoevvviiviiiieninininiennn,
: Bel-XL ve Bcl-2 kat MRNA SEVIYEIEri ..cc.vecvveiicieiieeccceece e
: Bax, Bad ve Bak kat MRNA seviyeleri ........ccccccooceviiiiiienieniainn,
: p27, Siklin D1 ve TS kat MRNA SeViyeleri.........cccoovevviieiieieiiennn,

Sekil A.7.1 : 1kb DNA Marker (FErMEeNtas) .........ccocuvvveeererenenene e,
Sekil A.7.2 : Page Ruler Protein MArker 26620/Fermentas ...........ccccceeverveevennnn
Sekil A.7.3 : insan Karbonik Anhidraz I1I (CAIII) Poliklonal antikorunun

gorlintlisii (Pierce Antibody) ......cocvviiieiieiiiieiie e

145

147

148

152

154

155
156



TABLO LIiSTESI

Sayfa

Tablo 1.1 : Transkripsiyon Faktorlerinin DNA baglanma domainlerine gére

siiflandirilmalar (Carey, 2000; Latchman, 1997).........ccccoooiiiiiinnnnnnn 5
Tablo 1.2 : insan CAIII geninin dokulardaki dagilim1 (Shiels, A., vd.,

1083). ittt ettt re b e 33
Tablo 3.1 : Kullanilan arag-geregler ve Markalart. ..........ccccceivvenviiieieenncie s, 40
Tablo 3.2 : Klonlama asamasinda Kullanilan Kitler ve Kimyasallar...................... 41
Tablo 3.3 : Klonlama ya da Transfeksiyon asamasinda kullanilan Vektorler

ve Temin edildikleri firmalarin adlart. .........cccocoeeviiiiiiiiic e 43
Tablo 3.4 : Transformasyon asamasinda kullanilan Bakteri Soylari. ..................... 43
Tablo 3.5 : Hiicre kiiltiir calismalarinda kullanilan kitler ve kimyasallar. .............. 43
Tablo 3.6 : Kullanilan hiicre hatlar1 ve Temin edilen kaynaklari.............cc.ccovenene. 44
Tablo 3.7 : RNA ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri

firmalarin adlari. ... 44
Tablo 3.8 : Protein ¢alismalarinda kullanilan Kimyasallar ve Temin

Edildikleri Firmalarin Adlart.........c.cocooviiiiiiiiie e 45
Tablo 3.9 : Kullanilan Antikorlarm Isimleri ve Temin Edildikleri Firmalarin

AT e 46
Tablo 3.10 : Gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan kimyasal soliisyon

igerikleri ve hazirlanislari............ccooeeeiiiiii i 58
Tablo 3.11: Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanisi. ..........cccevveeeiieeniesie e 60
Tablo 3.12 : RNA jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanist. ........... 63
Tablo 3.13 : Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde birinci Kullanilan

Bilesenler ve Programi. ..........cccccoiviiiiiniiiiic e 63
Tablo 3.14 : Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde ikinci basamakta

kullanilan bileSenler. .......cooovviiiiiiiiiii e 64
Tablo 3.15 : Real-Time PCR BileSenleri. ........cccevviieiveneiieiiese e 66
Tablo 3.16 : Real-Time PCR KoSullari..........cccooeeiiiieiieieiicseese e 66
Tablo 3.17 : Agaroz Jel Solisyonlart. .........cccccvreiiiiiiiiiiiieee e 67
Tablo 3.18 : KeSim PIANL. ....cviuiiiiieiiieieeseee s 69
Tablo 3.19 : Protein seviyesi belirleme deneylerinde ki tamponlarin

RAZITIANISL. 1.vvviiiiie e 70
Tablo 3.20: SDS-PAGE Jelinin Hazilanist. .......cccccvovvviereiieieese e 72
Tablo 3.21 : Niikleer Ekstrakt eldesinde kullanilan ¢ozeltiler. ..............ccocveruennnnn. 76
Tablo 3.22 : Etiketleme isleminde kullanilacak enzim hazirligt. ..........c.cooovevenee. 77
Tablo 3.23 : Etiketleme ReakSIYONU. ........cccccoveiieiiiiieiecce e 78
Tablo 3.24 : Baglanma ReakSiyOnu. .........ccccceiviririiiiiiiiieieese e 79
Tablo 3.25 : EMSA Jelinin BileSenleri. .........ccccoveiuiiieiieiiiicse e 80
Tablo 3.26 : Dizileme asamasinda kullanilan primerler ve primerlere

AT AIZHBL .. 82
Tablo 4.1 : Insan, fare ve sigan promotorlarinin benzerlik yiizdeleri ( %). ............ 84
Tablo 4.2 :Insan Karbonik Anhidraz I1I (CAIII) Protmotoruna baglanan

01as1 SP1 BOIEIETL. ...coveiiiiiiiiiieee e 106
Tablo 4.3 : Insan CAIII Protmotoruna baglanan olast C/EBPa Bélgeleri. ........... 113
Tablo 4.4 : Insan CAIII Protmotoruna baglanan olast USF1 Bélgeleri. ............... 120
Tablo 4.5 : EMSA deneylerinde kullanilan primerler ve dizileri............cc.ccccoee... 127

X



Tablo 4.6 :

Tablo 4.7 :

Tablo 4.8 :

Tablo 4.9 :

Insan CAIII Genine Ait Y&nlendirilmis Mutaganez

PIIMEIIEIT. ..o 136
CAIII cDNA dizisine ait kullanilan forward ve reverse

PIMETIET. e 149
CAIII cDNA bolgesini ¢gogaltmak i¢in kullanilan PCR

FEAKSTYONU ...ttt ettt ens 150
CAIII cDNA’sin1 ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR dongiisii................ 151

Xi



SEMBOL LISTESI

CA
CAllIl
SP1
C/EBP
USF-1
USF-II
HIF-1
TFIIB
TFIID
NfKp
HSP90
STAT-3
IL-6
VEGF
MYOD
DBS
TAD
bZIP
CDK
Inr
FAK
E.coli
FCS
HEPES
CaCl2
DMEM
DMSO
PBS
APS
EMSA
SEAP
be

: Carbonic Anhydrase

: Carbonic Anydrase |11

: Specificity Protein 1

: CCAAT/Enhancer Binding Protein

: Upstream Transcription Factor-I

: Upstream Transcription Factor-11

: Hypoxia Inducible Factor-1

: Transcription Factor 11B

: Transcription Factor 11D

: Nuclear Factor Kappa B

: Heat Shock Protein 90

: Signal Transducer And Activator Of Transcription 3
- Interleukin 6

: Vascular Endothelial Growth Factor
: Myogenic Differentiation

: DNA Binding Site

: Trans-activating Domain

: Basic Leucine Zipper Protein

: Cyclin Dependent Kinase

> Initiator element

: Focal Adhesion Kinase

: Escherichia coli

: Fetal Calf Serum

: Hydroxyethyl piperazineethanesulfonic acid
: Calcium chloride

: Dulbecco's Modified Eagle's Medium
- Dimetil Siilfoksit

: Phosphate-buffered saline

- Ammonium Persulfate

: Electromobility shift assay

: Secreted embryonic alkaline phosphatase
: Baz cifti

: Guanin

: Timin

- Sitozin

: Adenin

: Gram

: Mililitre

: Miligram

: Nanometre

. Mikrolitre

: Mikrogram

xii



ONSOZ

Lisansiistii egitim hayatim boyunca durusuyla, kisiligiyle, bilimsel zekasiyla
ve en ¢okta giizel yliregiyle beni kendine hayran birakan degerli danigman hocam

Prof. Dr. Feray Kockar’a,

Her tez izlememe biiyiik katkilarda bulunan, ufkumu agan, tezimde

¢oziilmez noktalarda destek olan degerli hocam Prof. Dr. Kemal S. Korkmaz’a,

Higbir zaman desteklerini esirgemeyen ¢ok sevgili hocalarim Yrd. Dog Dr.

Siimeyye Aydogan Tiirkoglu’na ve Yrd. Dog. Dr. Hatice Yildirim’a,

Doktora siirecim boyunca bir¢gok o6zel an biriktirdigim ¢ok degerli
laboratuvar arkadaslarim Ars. Gor. Nelin Hacioglu'na, Candan Akdir’a, Kiibra

Paspal’a, Ehed Aymaz’a ve Kamil Tok’a,

FK Lab’in bana sundugu belki de en biiyiik armagan olan, arkadasliktan Gte
¢ok can dostum, yol arkadasim olan kiymetli kardeslerim Dr. Tugsen Aydemir’e,
Uzm. Dr. Esra Tokay’a ve uzaklarda da olsa her daim ruhunu hissettigim Giilinay

Selguk’a,

Her daim yoluma 1sik olan babam Prof. Dr. Mustafa Cemal Okuyan’a,
dogdugu ilk giinden beri hayat enerjim olan kardesim Batuhan Okuyan’a ve melek

annem Rahime Okuyan’a ve kiymetli esim Kaan Altan’a

Sonsuz tesekkiirlerimi, sevgi ve saygilarimi sunarim. ..

Doktora tezimi 15181yla yolumu her daim aydinlatan, hayatimin her aninda
en biiylik destek¢im olan biricik babam Prof. Dr. Mustafa Cemal Okuyan’a ithaf

ediyorum...

Derya Okuyan Altan

Xiii



1. GIRIS

1.1 TRANSKRIiPSiYONEL REGULASYON

Gen transkripsiyonunun diizenlenmesi hem doku spesifik gen ekspresyonu
hem de spesifik uyaranlara yanit olarak gen aktivitesinin diizenlenmesinde 6nemli bir
noktadir. Bu nedenle transkripsiyon diizeyinde diizenleme, hangi genlerin birincil
RNA  transkriptine  transkribe  edilecegine  karar  vererek  gerceklesir.
Transkripsiyondan sonra onciil RNA’dan intronlarin ¢ikatilmasi gibi, gen
ekspresyonunun geri kalan evreleri otomatik olarak gergeklesir ve istenen proteinin
sentezlenmesi saglanir (Adelman, ve Lis, 2012; Davidson vd.,1983; Latchman,
1995a; Taatjes, 2010).

Okaryotik protein kodlayan genlerin ekspresyonu, transkripsiyon baslatma ve
uzatma ve mRNA isleme, tasima ve translasyon dahil olmak {izere bir¢ok asamada
diizenlenebilir. Yapilan ¢alismalarla regiilasyonun 6zellikle transkripsiyon baslatma
seviyesinde gergeklestigi distiniilmektedir (Carey ve Smale, 2000; Conaway,
Florens, Sato, Tomomori-Sato, ve Parmely, 2005).

Okaryotlarda protein kodlayici genlerin transkripsiyonu RNA polimeraz II ile
gerceklestirilir. RNA polimeraz Il tarafindan transkribe edilen genler tipik olarak iki
farkli cis-etkili transkripsiyon diizenleyici DNA eleman: ailesini ihtiva eder: (a) bir
cekirdek promotor ve yakindaki (proksimal) diizenleyici elementlerden olusan bir
promotér ve (b) gii¢lendiriciler (enhansir), susturucular (siylansir), izolatorler veya
lokus kontrol bélgeleri (LCR) (Sekil 1.1). Bu cis-etkili transkripsiyonel diizenleyici
elementler, transkripsiyonu arttirmak veya baskilamak igin islev goren trans-aktive
DNA-baglayici transkripsiyon faktdrleri i¢in tanima bolgeleri icerir (Venter, Adams,
Myers, Li ve Mural, 2001).

Insan geni promoterlerinin yapisi olduk¢a karmasik olabilir, tipik olarak ¢ok
sayida transkripsiyon diizenleyici elementten olusur. Insan yaklasik olarak 20.000-

25.000 gen igerse de, muhtemelen 1850 DNA baglayici transkripsiyon faktoriinii
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kodlamaktadir. Promotorlardaki ¢oklu diizenleyici bolgelerin varligi, regiilasyonun
kombinasyonlu kontroliinii saglar ve ekspresyon cesitliligi saglar (Orphanides,
Lagrange, ve Reinberg, 1996; Yeo, 2013). Belirtilen bu diizenleyici dizilere,
“Transkripsiyon Faktori” olarak bilinen spesifik proteinlere baglanarak genin

transkripsiyonel regiilasyonunun olumlu veya olumsuz etkiledigi gosterilmistir
(Carey, 2000; Latchman, 1995b).

Ug Reguilator Elementler

Lokus Kontrol
Bolgesi (LCR) izolatér

Siylansir Enhansir

| | | |
Proksimal Cekirdek
Promotor Promotor
elementleri

Promotor < 1kb

Sekil 1.1 : Tipik bir gen diizenleyici bolgenin semasi (Venter, 2001).

RNA polimeraz II tarafindan kodlanan okaryotik protein kodlayan genlerin
transkripsiyonunda yer alan faktorler genel (veya bazik) transkripsiyon faktorleri
(GTF'ler), promotore Ozgii aktive edici proteinler (aktivatorler) ve koaktivatorler
olmak iizere li¢ gruba ayrilabilir (Sekil 1.2). Bu faktorler arasinda RNA polimeraz
[I'nin kendisi ve TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE, TFIIF ve TFIIH dahil olmak {izere
cesitli yardimer bilesenleri bulunmaktadir (Cantor, 2005; Malik, ve Roeder, 2005).



Aktivator

DBD ‘ g
[r—
e
| TATA |
Cekirdek
Promotor

Sekil 1.2 : Okaryotik transkripsiyonel mekanizmas1 (Malik, ve Roeder, 2005).

GTFler, RNA polimeraz II'yi transkripsiyon baslangi¢ sitesine (TSS) yonelten
bir transkripsiyon “On-baslangi¢ kompleksi (PIC)” olusturmak igin gekirdekte
promotora yakin bir boliimde kompleks olustururlar. PIC olusumundaki ilk basamak,
TATA-kutu baglama proteini (TBP) ve siki baglanmis TBP iliskili faktorlerden
(TAF'ler) olusan birgoklu altbirim kompleksinin ve TFIID'nin baglamasidir.
Sonrasinda ise RNA polimeraz II uzatma kompleksi olusur. PIC olusumu yalnizca
bir kez uyarilir ve RNA polimerleri II, promotdrden ayridiktan sonra, TFIID, TFIIE,
TFIIH ve Mediator'den olusan bir kompleks c¢ekirdek promotdr lizerinde kalir; daha
sonra transkripsiyonun yeniden baslatilmasi durumunda sadece RNA polimeraz II,
TFIIF ve TFIIB'nin bu bolgeye baglanmasi yeterlidir (Carey, 2000).



1.1.1 Transkripsiyon Faktorleri ve Aktivasyon Mekanizmasi

Transkripsiyon faktorleri, DNA'ya baglanarak transkripsiyonu olumlu ya da
olumsuz etkileme yetenegine sahiptirler. Transkripsiyon faktorlerinin goérevlerini
gergeklestirmesi icin, protein diizeyinde farkli domainler tasimasi gerekir. Bu
domainler DNA baglanma domaini, Aktivasyon domaini ve Baskilayict domain
olarak siralanabilir. Ayrica, transkripsiyon faktoriiniin 6zelligine gére, dimerizasyon
domaini ve niiklear hormon baglanma domaini gibi ekstra domainler tasiyabilir.
DNA Baglanma mekanizmasi farkli transkripsiyon faktorleri ile yapilan birgok
caligmada Transkripsiyon Faktorlerinin DNA baglanma domaini tasidiklart ve bu
sayede DNA iizerinde spesifik baglanma gosterdikleri gosterilmistir. Ayrica
transkripsiyon faktorlerinin transkripsiyon iizerinde uyarict ya da inhibe edilici etki
gosteren aktivasyon ya da represyon yapan bolgeler icerdigi de belirtilmektedir.
(Sekil 1.3) (Cantor, 2005; Travers, 1993). Farkl transkripsiyon faktorlerine ait DNA
baglanma bolgeleri lizerinde yapilan caligmalar gosteriyor ki; DNA’ya baglanmay1

etkileyen birkag bdlge olabilir (Harrison, 1993; Roeder 2005).

A) GCN4
N C

Transkipsiyonel DNA

Aktivasyon baglanma

B) Glukokortikoid Reseptor

1 200 400 42

. BN

Transkipsiyonel
Aktivasyon

777

DNA
bagl

Hormon
hasl
g

Transkipsiyonel
Aktivasyon

Sekil 1.3 : (A) Maya GCN4 transkripsitranskripsiyon faktoriiniin yapisi, (B)
Memeli Glukokortikoid Reseptoriiniin yapisi (Latchman, 1997).



Transkripsiyon faktorleri DNA baglanma domainlerinin yapilarma gore
simiflandirilirlar. DNA baglanma domaninlerine gore siiflandirma Tablo 1.1°de
gosterilmektedir. Homoebox transkripsiyon faktorlerinde Helix-Doniis-Helix motifi
(Cameron, Chow, Berney, Chiu ve Yuan, 2005; Cantor, 2005; Kornberg, 1993), SP1
transkripsiyon faktor ailesi gibi gruplarda iki sistein- iki histidin ¢inko parmak motifi
(Boyer, Lee, Cole, Johnstone ve Levine, 2005; Rhodes ve Klug, 1993), Steroid-tiroid
hormon reseptor ailesi gibi gruplarda ¢oklu sistein ¢inko parmak motifi, Ets Domaini

ve DNA baglanma domaini bulunmaktadir.

Tablo 1.1 : Transkripsiyon Faktorlerinin DNA baglanma domainlerine gore
smiflandirilmalari (Carey, 2000; Latchman, 1997).

Domain Domaini iceren Faktorler Ozellik
Homeobox Birgok  Drosophila  homeotik DNA baglanma
genleri, diger organizmalardaki bdlgesi Helix
ilgili genler modelidir
POU Oct-1, Oct-2, Pit-1, Unc-86 POU Domaini ve POU
homeobox'dan olusur
Paired box Cesitli Drosophila segmentasyon PAX faktorlerinde
genleri, PAX faktorleri genellikle bir
homeobox ile birlikte
bulunur.
Sistein- Histidin  TFIIA, Kruppel, SPI, vd. Cok tekrarli parmak
Cinko parmak motifi
Sistein- Sistein  Steroid-tiroid hormone reseptor Tek parmak motifleri
Cinko parmak ailesi
Basik Losin C/EBP, c-fos, c-jun, GCN4 Genellikle 16sin
Fermuar element fermuar1 veya heliks-
loop-helix
dimerizasyon motifleri
ile birlikte bulunur
Ets domain Ets-1, EIk-l, SAP Helix-turn-helix

motifleri igerir




Bazik DNA domaini iceren transkripsiyon faktorleri, dimer olusturduktan
sonra DNA’ya baglanabilirler. Dolayisiyla, Bazik baglanma domaini i¢eren faktorler,
icerdikleri dimerizasyon motifine gore daha alt gruplara ayrilirlar. Kageyama ve
digerleri tarafindan yazilan makalede arastirilan transkripsiyon faktorleri gibi
faktorlerden bazilari, dimerizasyona aracilik eden helezon-dongii-helezon motifi
icerirler (Kageyama, 1997). Buna karsilik, Sassone-Corsi tarafindan tartisilan CREB
faktorii gibi diger basit DNA baglanma domaini igeren faktorler, 16sin rezidiisii
igeren 16sin fermuar motifi ile dimerize edilir (Littlewood ve Evan, 1995; Yeo,
2013).

1.1.1.1 Transkripsiyon Aktivasyon Mekanizmasi

Sekil 1.1'de gosterildigi gibi, bir¢ok transkripsiyon faktorii DNA baglama
domainine ek olarak, transkripsiyonun aktivasyonu igin gerekli spesifik bolgeleri
icerir. Bu bdlgeler, transkripsiyon faktoriiniin uzak yerlesimli bir DNA baglama
alanina baglandiginda bile, transkripsiyonu uyarabildikleri gosterilmistir. Bu
bolgelerde asidik amino asitlerce, glutamin rezidiilerince veya prolin rezidiilerince
zengin olan farkli aktivasyon alani tanimlanmigtir (Green, 2005; Mitchell ve Tjian,
1989) .

Aktivasyon domeinleri, bazal transkripsiyonel kompleks bilesenleri ile
etkileserek islev gormektedir. RNA polimeraz Il ve Transkripsiyon Faktor 11 B
(TFIIB) ve Transkripsiyon Faktér II D (TFIID) gibi cesitli transkripsiyon
faktorlerinin - olusturdugu bu kompleks gene ait promotérde toplanir ve
transkripsiyonun baglamasini saglar (Sekil 1.4) Aktivasyon domaini, direkt olarak
kompleksin spesifik bilesenleri ile ya da indirekt olarak ko-aktivatér molekiillerle

interaksiyon gosterir (Roeder, 1996; Nikolev ve Burley, 1997).



A TFIID

ABS TATA +1

Kompleks olusumunun
uyarilmasi

—

Pollmeraz

15
@

TFIID

TATA +1

Kompleks aktivitesinin
uyarilmasi

-

Polimeraz

ABS TATA +1

Sekil 1.4 : Aktivator, “Activator binding site” (ABS) bolgesine baglanir ve
RNA polimerazin baglanabilmesi igin bazal transkripsiyon komplesinin

olusmasini uyarir. Sekil Latchman, 1997 Kaynaktan adapte edilmistir
(Latchman, 1997).

1.1.1.2 Transkripsiyonun Baskilanma Mekanizmasi

Cogu okaryotik transkripsiyon faktoriiniin, transkripsiyonu uyarmakla gorevli
oldugu disiiniilse de, bazilar1 spesifik genlerin transkripsiyonunu inhibe ederek
gorev yaptig1 belirlenmistir. Bu inhibitor transkripsiyon faktorlerinin en az uyarici
faktorler kadar 6nemli olabilecegi yapilan ¢aligmalarila gosterilmistir (Boyer, 2005;
Herschbach and Johnson, 1993; Hanna-Rose ve Hansen, 1996: Latchman, 1996b).

Inhibitdr transkripsiyon faktdrlerinin etki mekanizmalar genel olarak pozitif
regiile edici faktorii inhibe ederek, transkrpisyonu durdurmasi seklinde olmaktadir
(Sekil 1.5). Bu mekanizmalar1 detaylandirirsak, DNA baglama bdlgesine negatif
regiilatoriin baglanmasi ve bu bdlgeye pozitif regiilatdriin baglanamamasina neden

olur (Sekil 1.5-a). Bazi durumlarda pozitif regiilator ile negatif regiilatoriin protein-



proteini kompleksi olusturur ve aktivatoriin DNA’ya baglanmasi engellenir (Sekil

1.5-b). Negatif regiilator, aktivatoriin aktivasyon domaininin bloke eder (Sekil 1.5-c).

En son olarak da Baskilayici transkripsiyon faktorlerinin bir siifi, bolgeye direk
baglanarak transkripsiyonu bloke etmektedir (Sekil 1.5-d) (Latchman, 1996b;

Wilson, ve Roberts, 2011).

(D)

®®

v

> .

Gen AKktif Gen Inaktif

O + >
> 3
Gen Aktif Gen Inaktif
@_ R
Gen AKktif Gen Inaktif
Gen Aktif Gen Inaktif

Aktivator
Baglanamaz

Aktivator
Baglanamaz

Aktivatériin aktivitesi
repsresor tarafindan
engellenir ve baglanamaz

Direk baskilamir

Sekil 1.5 : Transkripsiyon faktorlerinin gen ifadesini baskilayabilecegi

potansiyel mekanizmalar (Latchman, 1996b).

1.1.2 Transkripsiyon Faktorlerinin Regiilasyonu

Transkripsiyon faktorleri

iki

asamada regiile olurlar; Transkripsiyon

faktorlerinin  sentez regiilasyonu ve transkripsiyon faktorlerinin aktivitesinin

regiilasyonu (Sekil 1.6). Bircok farkli durumda, bir transkripsiyon faktorii bir doku

veya hiicre tipinde sentezlenerek regiile olur, diger dokularda regiile edilmez. En

dramatik 6rnegi sadece iskelet kas hiicrelerinde sentezlenen MyoD transkripsiyon

faktoriidiir. Dolayisiyla MyoD faktoriiniin farklilasmamis fibroblast hiicrelerindeki

asir1 ekspresyonu, kasa spesifik gen ekspresyonunu indiikler ve bu faktor icin kritik
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role neden olan iskelet kasi hiicrelerinin olusumunu saglar (Carey, 2000; Edmondson
ve Olson, 1993).

Sentezin regiilasyonu hem hiicre tiiriinii veya doku spesifik gen
ekspresyonunu kontrol eden transkripsiyon faktorleri icin hemde, spesifik genlerin
indiiksiyonunda 6nemli bir rol oynayan transkripsiyon faktorleri i¢in de gecerlidir.
Ornegin IL-6 sitokinin oldugu durumlarda spesifik bir transkripsiyon faktorii olan
NFIL-6B’nin sentezi indiiklenir (Ramji vd., 1993).

Transkripsiyon faktor sentez regiilasyonu 6énemli bir kontrol noktasi olmasina
ragmen, transkripsiyon faktor aktivitesini kontrol eden tek diizenleyici mekanizma
degildir. Bu nedenle, 6nceden var olan transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu
tarafindan “de novo” gen transkripsiyonuna saglayan ek bir mekanizmaya ihtiyag
vardir (Sekil 1.6-b). Ornegin IL-6 tarafindan indiiklenen NFIL-6B transkripsiyon
faktoriiniin sentezi, uyarilmamais hiicrelerde 6nceden aktif halde bulunmayan NFIL-6
ve STAT-3 transkripsiyon faktoriilerinin aktivasyonu ile tamamlanir (Green, 2005;
Ltutticken vd., 1994; Nakajima vd 1993; Yeo, 2013).

Onceden varolan transkripsiyon faktdrlerinin aktivasyonu ligand baglanmast,
protein-protein etkilesimindeki degisiklikler ve transkripsiyon faktorii fosforilasyonu
gibi bir dizi farkli mekanizmayla olabilir. Ornegin Tenbaum ve Baniahmad
tarafindan arastirilan steroid reseptorleri, inaktifken bir Hsp90 inhibitér protein olan
Hsp90 ile iligkilidir. Steroid hormon ligant1 baglandiginda, Hsp90 yapidan ayrilir ve
reseptor niikleusa dogru hareket eder, burada uygun yanit elementine baglanir ve
transkripsiyonu baslatir (Tenbaum ve Baniahmad, 1995). Benzer durumlar aktif bir
transkripsiyon faktorii olan “Hypoxia inducible factor” (HIF-1) ve NFKp’da da
gozlemlenir (Wood vd., 1997).



Doku 1 Doku 2

A
Faktor Faktor
Yok var
Inaktif Gen AKktif Gen
Doku 1 Doku 2
altor Faktir
inaktif aktif
_—
Inaktif Gen Aktif Gen

Sekil 1.6 : Transkripsiyon faktorlerinin sentezi ile dokuya spesifik gen
regiilasyonu (a), dokuya spesifik aktivasyon (b) Sekil Wood ve arkadaslarinin
yaptig1 makaleden adapte edilmistir. (Wood vd., 1997).

1.2 Baz1 Transkripsiyon Faktorleri

1.2.1 CCAAT/Enhanser Baglayici Protein Ailesi (C/EBP)

Cogu transkripsiyon faktorii fonksiyonel ve yapisal domainler igerir. Direk
DNA ile etkilesime giren, korunmus dizilerden olusan “DNA Baglanma Domain”leri
(DBS) bulunmaktadir. Bazilar1 dogrudan veya dolayli olarak transkripsiyonun
baslatilmasina yol acan protein-protein etkilesimleri i¢in 6nemli olan
“Transkripsiyon Aktivasyon Domain” 1 (TAD) tasir. Multimerizasyon domainleri ise
homomer ve heteromerlerin olusmasini saglar. Heteromerik kompleksler, spesifik
DNA baglanmasinin yani sira inhibitdr kompleksler icin de potansiyel baglanmay1
saglar. Her ne kadar heteromerik (heterotipik olarak da adlandirilir) kompleksler
farkli tip faktorleri igerse de, bazi durumlarda bu tir komplekslerle iliskili
izoformlarda bulunabilir. Bu homotipik kompleksler, deneysel olarak kolaylikla

tespit edilemeyecek diizeyde hem kuvvetli hem de ince etki gizli etkilere neden
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olabilirler. Tim C/EBP’ler, C-terminalinde korunmus ve aileye spesifik DNA
baglama ve dimerizasyon domaini i¢eren bazik 16sin fermuar (bZIP) igerir. bZIP
faktorleri i¢in DNA Baglanma Domainleri (DBD) birincil niikleer lokalizasyon
sinyali (NLS) saglar ve DBD/NLS kompleksi olusturulur. bZIP modiili, bZIP
stiperailesinde yiiksek korunmusluk icerir ve bu durum C/EBP subailesi
izoformlarinda gézlemlenir. C/EBP’lerde, bZIP rezidiisii karboksi terminal ucunda
bulunmaktadir (Liu vd., 2009). N-terminal domeinleri oldukga ¢esitlidir. Ancak
korumus kisa motifler igerir. Bu motifler ise trans-aktivasyon veya represor etkili
olabilir. SWI/SNF niikleosom remodeling kompleksleri ile etkilesen domainler post-
translasyonel modifikasyonlar gosterirler. Bu durum o6zellikle C/EBPa ve

C/EBPp’larda karakterize edilmistir (Sekil 1.7).

i [ﬁ; ? M 9 358

C/EBPa | L [ | | [ []

1 ?é Uﬁﬁ? ?E ‘fﬁ’”ﬁ?{ 206

C/EBPp L] 1]
=] BoxA homology [ bZIP domain ? Phosphorylation site
] BoxB homology £ Regulatory domain motif ? Sumoylation site
[C] SWI/SNF interaction ? Acetylation site

Sekil 1.7 : C/EBPa ve C/EBPP’daki port-translasyonel modifikasyon
bolgeleri (Landschulz, Johnson, MacKnight., 1998; Nerlov, Ziff, 1995;
Kowenz-Leutz, Leutz, 1999; Pedersen, Kowenz-Leutz, Leutz, Nerlov, 2001,
Ross vd., 2004; Wang, lakova, Wilde, Awad, Timchenko, 2004; Ross,
Erickson, Hemati, MacDougald, 1999; Behre vd., 2002; Cesena, Cardinaux,
Kwok, Schwartz, 2007 ).
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CCAAT/Enhanser Baglayici Protein (C/EBP) ailesi ilk olarak sigan
karacigerinde Steve Mecknight ve arkadaslari tarafindan bulunmustur. ilk
bulundugunda 1siya karsi kararli bir faktér olarak tanimlanmistir. Promotordaki
CCAAT motifi ve baz1 viral ‘enhancer’ larda bulunan ‘core homology’ bolgesini

tanidig1 i¢in C/EBP ismi almigtir (Johnson, McKnight, 1989).

C/EBP geni ilk olarak 1988 yilinda klonlanmistir (Landschulz, Johnson,
Adashi, Graves, McKnight, 1988). C/EBP ailesi alt1 iiyeden olusmakta ve gliniimiize
kadar bir¢ok labarotuvarda c¢alisilmaktadir. Bugiine kadar gelinen siiregte bir¢ok
calisan tarafindan klonlanmis ve farkli isimlendirme yapilmistir. Bu karigiklig
onlemek i¢in Cao ve arkadaglar tarafindan kesif siralarina gore Yunan alfabesinin
harfleriyle olusturulmus sistematik bir isimlendirme onerilmistir (C/EBP a, B, v, 0, &,
). C/EBP a, B, y ve 0 genleri intronsuz iken € ve ( iki ve dort adet ekson
icermektedir (Cao, Umek, ve McKnight, 1991). C/EBP baglanma bdlgesi
“RTTGCGYAAY” dizisi seklindedir ancak bu dizide R yerine A ya da G ve Y
yerine ise C ya da T gelmektedir (Sekil 1.8) (Ramji, ve Foka, 2002).

PP PPP P P/PP P P P PP

5-TATTGC-GCAATA*3
3-“ATAACG-CGTTAT-5

P PP P PP P PPP P PP P

Sekil 1.8 : C/EBP baglanma bolgesi (Ramiji, 2002).

Biitin C/EBP izoformlarin1 C-terminallerinde 55-65 aminoasitlik bZIP
domaini mevcuttur. bZIP yapisindaki 16sin fermuar1 bir alfa helikal yapisi
olustururak dort ya da bes 16sin heptad tekrarindan olusmaktadir. Tekrarli yapilar
paralel bir sekilde etkileserek ‘coiled-coil’ yapisini olusturmakta ve dimerizasyonun
yapilmasint saglamaktadir (Zahnow, 2002). Temel yap1 16sin fermuar yapisiyla
stirekli bir baglanti halindedir ve bu yapidaki aminoasitler DNA baglanmasin

saglamaktadir. bZIP proteinleri, ters bir Y yapis1 olusturmaktadir ve olusan her bir Y
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yapist DNA’nin palindromik tanima bolgesinin yarisina makas gibi baglanmaktadir
(Sekil 1.9) (Ramji, 2002).

Leucine
Zipper

Basic Region
(DNA Binding)

N Extended M
Basic Region
(Unique Tyr-Arg-DNA Interaction)

Sekil 1.9 : C/EBP proteinleri yapisi. (Ramji, 2002).

Yiksek korunmusluk gosteren bZIP C/EBP{ disindaki tim C/EBP aile
tiyeleri ile homo ya da heterodimer olusturabilmektedirler (Lekstrom-Himes, ve
Xanthopoulos, 1998). Bu heterodimerler nedeniyle farkli agirliklarda polipeptitler
olusabilmektedir. C-Terminusun aksine C/EBP proteinlerinin N-Terminus ucu bir¢ok
tiyede korunmus {i¢ kisa alt bolge disinda oldukea ¢esitlilik gdstermektedir. Bu ii¢ alt
bolge temel transkripsiyon bilesenleri ile etkilesen ve transkripsiyonu uyaran

aktivasyon bolgelerini olusturmaktadir (Jain, Police, Phelps, ve Pekala, 1999).

C/EBP transkripsiyon ailesi alt1 iiyeden olugmasimna ragmen bazi
dokularda/hiicre tiplerinde bulunan C/EBP proteinlerinin sayist doku ve hiicre tipine
gore cesitlilik gostermektedir. Normal de bu ailenin 6 iiyesi bulunmaktadir. mRNA
molekiiliinde bulunan farkli translasyon baslangi¢c kodonlarindan baslayarak farkli
proteinler tiretilmesi, C/EBP proteinlerinin aile i¢inde heterodimer olusturmasi, bZIP
ya da bZIP olmayan bir aile dis1 transkripsiyon faktorii ile protein-protein etkilesmesi
yapmasi bu sayiy1 arttirmaktadir (Calkhoven, Bouwman, Snippe, ve Ab, 1994).
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C/EBPao alternatif splays mekaznimasi ile N-terminallerindeki aminoasit
sekanslarinda farkliliklar iki major protein sentezlenebilir; C/EBP-42 kD ve C/EBP-
30 kD. C/EBPa-30 kD translasyonu sirasinda ilk iki AUG kodonunu atlanir ve
ticiinci AUG kodonundan baslanarak translasyon yapilir. Bu nedenle C/EBPa-30,
C/EBPa-42’de olan transkripsiyon aktivasyon bdlgesini icermemekte ve bu da
etkisinin C/EBPa- 42°den daha az olmasina neden olmaktadir (Ossipow, Descombes,
Schibler, 1993; Nerlov, Ziff, 1995; MacDougald, Cornelius, Liu, Lane, 1995).
C/EBPa-42’nin hiicre proliferasyonunu inhibe ederken, C/EBPa-30 anti-mitotik
degildir. Dolayistyla C/EBPa’nin 12 kD’luk N-terminalindeki sekansi anti-mitotik
aktivite C/EBPa’ya anti-mitotik etki kazandirmaktadir. Hiicresel C/EBPa-42 /
C/EBPa-30 oran1 adiposit farklilasmasinda ve hepatosit gelisiminde degismektedir
ve degisen bu oranin hiicresel diizeyde regiilator oldugu diisiniilmektedir (Rangwala,
Lazar, 2000; Jain, vd. 1999; MacDougald, vd., 1995; Lin, MacDougald, Diehl, Lane,
1993).

Farkli C/EBP izoformlarimin doku/hiicre ekspresyon profilleri hem
mRNA hem de protein diizeyinde arastirilmistir. C/EBPa adipoz doku, karaciger,
barsak, akciger, adrenal bez, periferal kan mononiikleer hiicreleri ve plasentada
yiksek diizeyde ekprese edilmektedir. C/EBPP’nin ise ekspresyonu ozellikle
karaciger, bagirsak, akciger, adipoz doku, dalak, bobrek ve miyelomonositik
hiicrelerdedir (Ramji, 2002).

C/EBP’lerin fonksiyonlar1 ve doku/hiicre ekspresyon profilleri bir¢ok
aragtirmanin  konusu olmustur. Ozellikle hepatosit, adiposit ve hematopoietik
hiicrelerde hiicre cogalmasi, farklilasmasi, metabolizma, inflamasyon ve diger bir¢cok
cevapta yasamsal rolleri oldugu gosterilmistir. C/EBP’lerin ekspresyonlar: fizyolojik
ve patofizyolojik durumlarda, hormonlar, mitojenler, sitokinler, yiyecekler ve bazi
toksinler gibi faktorler yoluyla farkli diizeylerde kontrol edilmektedir. Bu
diizenlemelerden bir tanesi fosforilasyon mekanizmasidir. C/EBP transkripsiyon
faktorlerinin aktiviteleri fosforilasyon ile kontrol edilebilir. Ekstraseliiler uyaranlar
fosforilasyonu degistirmekte, promotor aktivitelerini artirabilmekte ve proteinlerle
etkilesmelerini saglamaktadir (Luedde, Duderstadt, Streetz, Tacke, Kubicka, Manns,
2004; Timchenko, Harris, Wilde, Bilyeu, BurgessBeusse, Finegold, 1997;
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Yamanaka, Kim, Radomska, Lekstrom-Himes, Smith, Antonson, 1997; Cortes-
Canteli, Pignatelli, Santos, Perez-Castillo, 2002).

1.2.2 Spesifik Protein (SP) Ailesi

Bilindigi {izere, Transkripsiyonel regiilasyon promotor ve enhansir
elementlerine baglanan proteinlerin kombinasyonal etkisi ile gerceklesmektedir.
Genellikle smirli sayida bulunan cis-etkili DNA elementleri sadece tek bir
transkripsiyon faktorii tarafindan degil yapisal olarak farkli iliskili proteinler
tarafindan da taninmaktadir. Onemli ve yaygm dagilim gosteren GC Kkutusu
(GGGGCGGGEG) ve GT/CACCC kutusu (GGTGTGGGG) gibi promotor elementleri
GC-zengin dizilerdir (Latchman, 1995b). Bu elementler bir ¢ok ubikiitin, doku
spesifik ve viral genlerin ekspresyonlart igin gereklidir. Buna ek olarak, hiicre
dongiistiniin diizenlemesi, hormonal aktivasyon ve gelisimsel patern gibi spesifik
kontrol noktalar1 olan genlerin regiilator bolgelerinde de bulunmaktadirlar (Suske,
1999).

Yapilan ¢alismalarda genel bir transkripsiyon faktorii olan “Spesifik Protein 1
(SP1)”in GC-kutularma baglanip, regiilasyonu etkiledigi ve bu proteinin bir¢ok genin
regililasyonunu diizenlendigi gosterilmistir. Sp1, 'Spl baglanma siteleri'ne baglanarak
etki eden tek protein degildir, kiigiik bir protein ailesinin ilk tanimlanan ve
klonlanmis proteinini temsil eder. Bu aile dort protein liyesinden olusmustur; SP1,

SP2, SP3 ve SP4 (Suske, 1999).

SP1, simian virisii 40 (SV40) ve timidin kinaz (TK) promotorine GC-
kutularindan baglanip transkripsiyonu aktive eden bir transkripsiyon faktorii olarak
tanimlanmistir (Dynan ve Tjian, 1983; Gidoni, 1984). 1987°de HeLA hiicrelerinden
insan SP1 cDNA’s: klonlanarak molekiiler tanimlamasi yapilmistir. insan SP1
proteininin tamami 778 aminoasitten olusur (Kadonaga, Carner, Masiarz, Tjian,
1987).
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Biitiin SP Ailesi liyeleri benzer domain yapilar1 gosterirler (Sekil 1.10). C-
terminusuna yakin {i¢ ¢inko parmak igerirler. N-terminus ucunda ise glutamin-zengin
domani ve serin/theronin yapilari bulunmaktadir. 81 amino asitlik CyH,-tip ¢inko
parmak bolgesi, bu protein ailesinde en ¢ok korunmusluk gdsteren DNA baglanma
domainidir (Pavletich ve Pabo, 1991; Fairall, Schwabe, Chapman, Finch, Rhodes,
1993). Cinko parmak motiflerinin DNA baglanmas: ile ilgili yapilan g¢alismalar
gosteriyor ki, baglanma belli kritik proteinlerle regiile olmaktadir. Bu kritik amino
asitler SP1, SP3 ve SP4’de korunmugsken, SP2’de bdyle bir korunma sz konusu
degildir. SP1, SP3 ve SP4 proteinleri, SP1 baglanma bolgesine afinite gdstererek
baglanirlar. SP2’de ise, ilk ¢inko parmakta yerlesim gosteren en Onemli histidin
rezidiisii 16sin rezidiisii ile yer degistirmistir. Bu sebeple yapisal bir farklilik olusur

ve SP2, GC-Kutusuna baglanmaz (Hagen vd., 1992, 1994).

A B C D
Spi N[ T THNNNEN T T AW N__}c 778
Sp2 N- | [ A ENic 606
Sp3 NC_ N T s o N NN c 697
Spd N[ T TN T T AW 1c 784

Sekil 1.10 : SP Ailesinin domain yapilar1. Sekilde AD: Aktivatér Domaini,
ID: Inhbitér Domaini, Kirmiz1 alanlar Glutamince rezidiilerini, Sar1 alanlar
Serin/threoinin  rezidiilerini, Siyah alanlar ¢inko parmak yapilarini

gostermektedir. (Kingsley ve Winoto, 1992 ).

SP1'in molekiiler klonlanmasi ve sonraki incelemelerle proteinin fonksiyonel
domainleri belirlenmistir. Her glutamin-zengin bolge giiclii aktivasyon domaini
olarak etki gostermektedir (Courey, Holtzman, Jackson, Tjian, 1989). Aktivasyon
domainlerinin haritalanmasi, hidrofobik aminoasitlerin transkripsiyonal aktivasyon
icin esansiyel oldugunu ve aslinda glutamin rezidilerinin ise gerekli olmadigini
ortaya koymustur (Gill, Pascal, Tseng, Tjian, 1994). Ayrica N-Terminusunda
inhibitér domainin oldugu belirlenmistir (Murata, Rogers, Udvadia, Horowitz, 1994).

SP1 ile promotorlarin sinerjik aktivasyonu GC-Kutulari iizerinden olmaktadir (Pascal
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ve Tjian, 1991). Spl, fosforile oldugu ve glikosile oldugu ve multimerik
komplekslere yol agan homotipik etkilesimler yaptig1 bilinmektedir. Buna ek olarak,
niiklear proteinlerin farkli smiflar1 ile olan heterotipik interaksiyonlar repor
edilmistir. TATA-kutusu baglama proteini TBP ve TBP-iliskili faktorler olan
Drosophila TATA baglanma protein iliskili faktor 11110/ insan TATA baglanma
protein iligkili faktor 11130.(dTAFI1110/hTAFII130) (Hoey, Weinzierl, Gill, Chen,
Dynlacht, Tjian, 1993; Tanese, Saluja, Vassallo, Chen, Admon, 1996) ve insan
TATA baglanma proteini iliskili faktor 1155 (hTAFII55) (Chiang, ve Roeder, 1995)
gibi genel transkripsiyon mekanizmalarin1 kapsayan interaksiyonlardir. SP1 ile
interaksiyona giren diger proteinler retinoblastoma proteini olan pl07 (Datta,
Raychaudhuri, Bagchi, 1995), bir transkripsiyon faktorii olan Yin Yang -1 (YY1)
(Lee, Galvin, Shi, 1993) ve E2 Faktor (E2F) gibi hiicre siklus regiilatorleridir
(Karlseder, Rotheneder, Wintersberger, 1996). SP1 niikleosomlardaki hedef
sekanslara baglanir ve biiyilk bir koaktivator kompleksi olan Spl i¢in Gerekli
Kofaktor (CRSP) ile etkilesime girer. CRPS, Spl aktivasyonu igin gerekli olan
kofaktordiir (Ryu, Zhou, Ladurner, Tjian, 1999).

SP1 transkripsiyon faktoriiniin dokuya spesifik ve hiicre siklusunu
diizenleyen ¢ok sayida genin aktivasyonunda rol aldigi ayrica CpG adalarinin
metilasyonunu o6nledigi diistiniildiigii igin SP1'den yoksun hiicrelerin hayatta
kalamayacagi belirlenmistir (Brandeis vd., 1994; Macleod, D., Charlton, J., Mullins,
J., Bird, A. P., 1994). Sasirtic1 bir sekilde, durum boyle degildir. S. Philipsen ve
arkadaglarinin farelerde yaptigi caligmada, fare SP1 genini dizilimini bozdular ve
SP1-eksik embriyonik kok hiicrelerin (ES hiicreleri) canli oldugunu, normal biiyiime
Ozelliklerine sahip oldugunu ve yabanil tip ES hiicreleri kadar verimli bir sekilde
embriyoid organlarmin ve farklilagsmanin oldugunu belirlediler. Bununla birlikte,
SP1’in normal fare embriyogenezi i¢in 6nemli olduguda belirlenmistir. SP1-
knockout embriyolarin gelisimi yavaglamis ve gebeligin 11. giiniinde biitiin embriyor

olmistiir (Marin, Karis, Visser, Grosveld, Philipsen, 1997 ).
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1.2.3 Upstream Stimiile Edici Faktor (USF) Ailesi

“Upstream Stimulatory Transkripsiyon Faktorii (USF)” ailesi insanlarda
tanimlanmistir. 43 ve 44 kDa’luk iki iliskili polipeptid olarak HeLa hiicrelerinden
izole edilmistir. 43 ve 44 kDa’luk proteinlerin mikrosekans analiz sonuglar1 ile USF-
1 ve USF-2 genleri tanimlanmis oldu ( Sawadogo, Van Dyke, Gregor, ve Roeder,
1988). USF-1 maya (Atchley ve Fitch, 1997; Ferreiro, Powell, Karabetsou, Kent,
Mellor, ve Waters, 2004), Xenopus (Kaulen, Pognonec, Gregor, ve Roeder, 1991),
deniz kestanesi (Kozlowski, Gan, Venuti, Sawadogo, ve Klein, 1991), fare (Henrion,
Vaulont, Raymondjean, ve Kahn, 1996) ve sigan (Galibert, Boucontet, Goding, ve
Meo, 1997) dahil olmak iizere bir¢ok ¢esitli tiirde bulunmustur. USF-1 cDNA sekans
analizleri sonucunda Xenopus ve deniz kestanesinin cDNA benzerliginin %88; insan,

fare ve siganin cDNA benzerliginin ise %90 oldu gosterilmistir (Galibert vd., 1997).

Memelilerde USF-1 ve USF-2 benzer genomik dizilim godsterirler. Her
ikisinde de 10 ekzon bulunmaktadir; USF-1 4kb iken USF-2 10kb’dir (Sekil 1.11)
(Henrion vd., 1995, 1996; Lin, Luo, ve Sawadogo, 1994). Her ikisinde de TATA-
Box motifi eksiktir ancak “Initiator Element”nin (Inr) korunmus “YYAYTCYYY”
dizisini barindirirlar. Buna ek olarak USF-2’de bulunan ancak USF-1’de bulunmayan
-332/-186 bolgeler arasinda karakterize iki adet E-Box motifi bulunmaktadir
(Breathnach, ve Chambon, 1981; Smale, ve Baltimore, 1989).

USF-1
1q22-q23

USF-2
19913
spliced form 4% 61% T2%T1%58% % homology

Sekil 1.11 : USF-1 ve USF-2’nin gen dizilimleri. Sar1 bolgeler, Basik
Domainleri, kirmizi bolgeler Heliks-Doniis-Heliks motiflerini, siyah olan
bolgelerLosin Femuar domainleri géstermektedir. (Liu, Whetstine, Payton,
Ge, Flatley, ve Matherly, 2004).
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Shieh ve arkadaglar1 USF-1 geninin 1. kromozomun g22-923 koluna lokalize
oldugunu ve farelerde de USF-1’in kromozom 1 ile iliskili oldugunu bulmustur
(Henrion vd., 1995). USF-1, yiiksek korunmusluk gosteren Bazik-Heliks-Loop-

Heliks-Losin (bHLH-LZ) fermuar protein ailesi tiyesidir (Sekil 1.12) (Atchley ve
Fitch, 1997).

H

DNA

Sekil 1.12 : USF Proteinin 3 boyutlu yapis1 (Atchley ve Fitch, 1997).

Spesifik E-Box motiflerine baglanan USF-1, hiicre tipine gore degiskenlik
gosterebilir. E-box motifinin (CACpGTG) merkezinde bulunan CpG dizisindeki
metilasyon kompleks olusumunu inhibe ederek, gen ifadesini negatif regiile eder
(Prendergast, ve Ziff, 1991; Watt, ve Molloy, 1988). E-Box motifindeki tek niikleotit
polimorfizimleri (SNPs), gen regiilasyonunu etkilemektedir. Ornegin, Thymidylate
sentez geninin USF E-box konsensiisiinde tek bir G/C baz degisimi folat

metabolizmasinda rol oynar ve USF komplekslerinin ayni noktaya baglanmasini
engeller (Mandola vd., 2003) .

DNA baglanmasi ve dimerizasyon i¢in USF’nin traskripsiyonal aktivitesi b-
HLH-LZ domaininin biitiinliigiine baghdir. ilk olarak, USF proteinlerinin E-box

motiflerine baglanarak gen transkripsiyonunu modiile ettigi bulunmustur (Ferre-
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D’Amare, Pognonec, Roeder, ve Burley, 1994). Ikincisi, USF-1 ile genel ve hiicreye
spesifik transkripsiyon faktorleri SP1, Pea3 ve MTF1 arasindaki etkilesim gosterir.
USF-1/Pea3 kompleks olusumu LZ motifinin varligina baghidir, bu da Bax geninin
transkripsiyonuna aktiflestirir (Andrews vd., 2001; Ge, Jensen, Matherly, ve Taub,
2003; Liu, Whetstine, Payton, Ge, Flatley, ve Matherly, 2004; Firlej, Bocquet,
Desbiens, De Launoit, ve ChotteauLelievre, 2005). Ugiincii olarak ise, USF-1"nin
dogrudan TATA-plus ve TATA-s1z promotorlerin transkripsiyonel mekanizmalariyla
etkilesime girmesidir. TATA-yonelimli gen transkripsiyonunun 06n baslatma
kompleksinde yer alan TFIID ve TBP ile iliskili faktorler, USF-1 ile etkilesime girer.
TATA’s1iz promotorlarda ise SF-1'in baglangic bdlgesine yakin konumda bulunan
pirimidin agisindan zengin baslatici (Inr) elementlerine baglandig1 yapilan
caligmalarla gosterilmistir. Benzer sekilde, TATA-siz ve Baglatict Element (Inr)
iceren promoterler transkripsiyonu uyaran Inr sekansina potansiyel olarak baglanan
TFII-1 faktorii, E-kutusunada baglanabilmektedir (Bungert, Kober, During, ve
Seifart, 1992; Chiang ve Roeder, 1995; Meisterernst, Horikoshi, ve Roeder, 1990;
Sawadogo ve Roeder, 1985; Sawadogo vd., 1988) .

Hiicre dongiisiiniin regiilasyonu, hiicre boliinmesinde kritik dneme sahiptir.
Hiicre dongiisiiniin progresyonu ve kardes hiicrelere genetik bilginin esit dagilmasi
genetik biitiinliige baghdir. Siklin bagimli kinazlar (Cdks) ve siklinler gibi diger
aktivator elementler hiicre dongiisiiniin siirdiiriilmesini saglarlar. Hiicre dongiisii
sirasinda, gen transkripsiyonuna bagl olarak kinazlarin seviyesi degisir ve siklik-cdk
komplekslerinin farkli alt gruplar ile S ve M fazlarinin regiilasyonlarina neden olan
ubikitin-proteazom sistemi tarafindan proteolizis baglar. G2/M progresyonuna gegis
Cdk1 (cdc2) ile Siklin A ve B’nin kombinasyonuna bagliyken (Hunt, 1991), G1/S
progresyonunun regiilasyonu Cdk2, Cdk4 ve Cdk6 ile Sikllk D ve E’nin
kombinasyonuna baglidir. USF trankripsiyon faktorleri Cdk ve siklin genlerinin
ekspreyonunu diizenleyerek G1/S ve G2/M trasnsisyonunda gorev alir (Peter ve
Herskowitz, 1994).

USF-1 transkripsiyon faktorii CDK-1 gen ekspresyonunda ve Siklin B-1’nin
pozitif regiilasyonunda gore alir. Aktif siklin-CDK kompleksleri (SiklinA2-CDKL ve
SiklinB1-CDKL) ile fosforile olan rekombinant USF-1’nin DNA-baglanma
aktivitesini arttirdigi gosterilmistir; bu da G2/M gegisine pozitif etki etmektedir
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(Cogswell, Godlevski, Bonham, Bisi, ve Babiss, 1995; North vd., 1999; Pawar,
Szentirmay, Hermeking, ve Sawadogo, 2004; Philipp vd., 1994) .

1.2.4 Hipoksiya Indiiklenebilir Faktor (HIF)

HIF, HIF-a ve HIF- olmak {izere 2 subiiniteden olusan bir heterodimerdir.
HIF-1a’nin HIF-20 ve HIF-3a olmak {izere 2 ayr1 benzer proteini daha vardir (Ema,
Taya, Yokotani, Sogawa, Matsuda, Fujii-Kuriyama, 1997; Gu, Moran, Hogenesch,
Wartman, Bradfeld, 1998). Hem HIF-1a hem de HIF-2a, HIF-B ile heterodimer
olusturabilir, ¢iinkii HIF-1a ve HIF-20’nin bHLH domainlerinin yaklagik % 85’1
benzerlik gostermektedir (Tian, McKnight, Russell, 1997). HIF-o alt tnitelerinin
ekspresyonu oksijene bagli iken, HIF- temel olarak oksijene bagimsiz olarak ekspre
edilmektedir. HIF-p altbirimi aril hidrokarbon reseptor niikleer translokatorii
(ARNT) olarak da bilinir ve aril hidrokarbon reseptoriine (AhR) baglanir (Wang,
Jiang, Rue, Semenza, 1995). Hem HIF-a hem de HIF- alt {initeleri, Drosophila'da
bulunan bHLH-PAS (Basik Heliks- dongii- heliks/Per ARNT Sim) protein ailesine
aittir (Jiang, Rue, Wang, Roe, Semenza, 1996). Biitiin HIF-a’lar oksijen bagiml
degredasyon domaini (ODD) ve N-Terminal Transaktivasyon domainine (N-TAD)
sahiptirler (Pugh, O’Rourke, Nagao, Gleadle, Ratclife, 1997). Buna ek olarak, HIF-
lo ve HIF-2a’nin, C-Terminallerinde C-Terminal Transaktivasyon domaini
bulunmaktadir (C-TAD), ancak HIF-1p tiim regiilator bolgelere sahip degildir (Sekil
1.13). ODD domaini, normoksik kosullar altinda hidroksilasyon i¢in prolin ve
asparagin icerdigi i¢cin HIF-o alt birimlerinin aktivitesi ve stabilitesi i¢in ¢ok
onemlidir (lvan, Kondo, Yang, Kim, Valiando, Ohh, 2001). C-TAD’a baglanan
protein (CBP) ve P300 gibi bazi ko-aktivatorler lizin asetiltransferaz (KAT)
aktivitesi ve transkripsiyonel mekanizmalarla etkilesim gosterip kromatinin
yapisindaki degistirir ve HIF ekspresyonunu regiile ederler (Bedford, Kasper,
Fukuyama, Brindle, 2010) .
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HIF-1e
CBP

bHLH PAS - ODD TACD )

P300

DNA Baglanma ve Dimerizasyon Regiilasyon

bHLH PAS

HIF-1p

Sekil 1.13 : HIF-1a ve HIF-1p genlerinin yapisi. (Pugh vd., 1997).

Insan dokulari, aerobik metabolik yollarla sabit enerji seviyesini korumak i¢in
bol miktarda oksijene ihtiya¢ duyar. Kanser, kronik akciger rahatsizliklari, iskemi
veya kalp hastaliklar1 gibi bazi bozukluklarda oksijen seviyesi bozulur ve boylece
hipoksik durum ortaya ¢ikar. Bu kosullar, HIF ekspresyonunu arttirirken ve
degredasyonunu baskilar (Semenza, 2000). HIF, anjiogenezi, metabolik yolaklar1 ve
pH" diizeni gibi i¢in ti¢ 6nemli roliin yani sira gesitli hiicre sinyal yolaklarinda da
onemli rol oynamaktadir (Sekil 1.14). Hipoksi genellikle hiicrelerin hizla
cogalmasiyla kan damarlarinin sikismasina neden olan kati timoérlerde sik goriiliir.
Bu sorunu diizeltmek i¢i HIF, vaskiiler endotelyal biiytime faktorii (VEGF) ve
epidermal biiyime faktorii (EGF) gibi anjiyojenik biiyiime faktorlerinin ekspresyon
seviyesini arttirict etki yapar. HIF, diisiik oksijen seviyesine sahip dokulara dogru
endotel hiicre go¢iinii arttirir ve bu hiicreler, oksijen ihtiyacini gidermek i¢in yeni kan

damarlari olusturmaya yardimci olurlar (Ziello, Jovin, Huang, 2007).
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Sekil 1.14 : HIF-1'in baslica rolleri; VEGF yoluyla anjiyojenezin, sodyum

hidrojen pompalar1 vasitasiyla pH’i ve glikolitik enzimler yoluyla glikoliz’i
diizenler (Ziello vd., 2007).

Oksijen yoklugunda metabolik yollar ATP {iretimin devam ettirebilmek icin
oksidatif fosforilasyondan, anaerobik metabolizmaya yonelmektedir. Bu degisim,
hekzokinaz, aldolaz, piruvat kinazin asir1 ekpsresyonu ve piruvatin sitrik asit
dongiisiine girmek igin asetil CoA'ya doniigiimiinii tesvik eden piriivat
dehidrojenazinin azaltilmis ekspresyonuyla yapilir (Semenza, Roth, Fang, Wang,
1994).

Timoér hiicreleri (pH: 6.2-6.8), normal hiicrelere (pH: 7.2-7.4) gore daha
asidik hiicre dis1 pH'a sahiptir (Harguindey, Orive, Pedraz, Paradiso, Reshkin, 2005;
Gerweck, Vijayappa, Kozin, 2006). Bu durumun baslica sebepleri, laktik asit ve
karbonik asit tiretimidir. Monokarboksilat tasiyicilar (MCT4), hipoksik durumlarda
timor hiicrelerinden daha fazla laktik asit salgilar (Ullah, Davies, Halestrap, 2006).
Ayrica, HIF ile indiiklenebilen ektoenzim CA (karbonik anhidraz) IX veya XIlI,

ekstraselliiler pH" azaltmak i¢in karbondioksidi karbonik asit haline dondstiiriirler.
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Histokimyasal ¢alismalar CAIX ve CAXII izoformlarinin tiimor hiicrelerinde yiiksek
oranda eksprese oldugunu gostermistir ki bu da kanser de markor genler oldugunu
gostergesidir (gvastové, Hulikova, Rafajova, Zat’ovi¢ova, Gibadulinova, Casini,

2004).

HIF-1a, diisiik oksijen kosullarindan bagimsiz olarak birgok hiicre i¢i sinyal
yolagimi etkiler. Bunuda post-translasyonel modifikasyonlardan ubiquitination,
asetilasyon, sumoilasyon, hidroksilasyon ve fosforilasyon gibi reaksiyonlarla
gerceklestirilir. HIF-1a ifadesini regiile eden oksijen bagimli ve oksijen bagimsiz iki
farkli yolak vardir (Sekil 1.15). HIF-1a ve HIF-200 meme, mesane, beyin, glial,
hepatoselliiler, kolon, ovaryum, pankreas, prostat ve renal tlimorlerde asir1 ifade

olmaktadir (Kallio, Pongratz, Gradin, McGuire, Poellinger, 1997).

Bliylime Faktori

Degredasyon

Oksijen Bagimsiz Regiilasyon

Nucleus

Hedef Genler '—l I l | | I I—IRE
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Sekil 1.15 : Oksijen bagimli ve bagimsiz yolaklar (Kallio vd., 1997).

1.3 KARBONIK ANHIDRAZ (CA)

Karbonik anhidraz (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.2.1.) karbondioksit (CO,) ve
bikarbonat (HCO3)’in geri doniisiimlii reaksiyonu katalizleyen, aktif bolgesinde
c¢inko (Zn*®) iyonu bulunan, metaloenzim ailesidir (Imtaiyaz, Shajee, Waheed,
Ahmad, ve Sly, 2013; Supuran, 2008). Tiim organizmalarda bulunan bir enzim olan
karbonik anhidraz (CA) ilk olarak Meldrum ve Roughton tarafindan 1933 yilinda
eritrositlerde kesfedilmistir (Supuran, 2010). Aktivitesi sonradan renal korteks,
gastrik mukoza, pankreas, g6z merkezi, sinir sistemini de igine alan bir¢ok yerde
saptanmistir. Bitki kloroplastlarinda, baliklarin solunga¢ ve salgi organlarinda,
alglerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapiminda ve bazi bakterilerde bu enzimin
degisik rolleri oldugu ayrica ispatlanmigtir. CA s6zii gegen canli hiicrelerinde ¢ogu
kez sitoplazmada ¢ozlinmiis, bazen de hiicre membranina zayif¢ca baglanmis olarak

yer almaktadir (Lindskog, 1997; Supran, De Simone, 2015).

Bir metalloenzim ailesi olan Karbonik Anhidrazlar tek bir enzim formu
degildir, kendi icinde 6 genetik gruba ayrilir: a-, B-, Y-, 0-, -, and n-CA. Bu
gruplardan aCA, omurgalilarda ve alglerde; BCA, bitkilerde ve prokaryotlarda; YCA,
arkealarda; 0CA ve {CA marin diatomlarda; nCA, protozoalarda ifade olmaktadir.
Bu gruplardan a, memelilerde bulunur ve evrimsel analizlerle belirlenen 17 farkl a-
CA iiyesi bulunmaktadir. Bu isoformlar hiicresel yerlesimlerine ve katalitik
aktivitelerine gore siniflandirilmistir; Sitozolik (CAl, CAIl, CAIll, CAVII ve
CAXIII), membrana bagli (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV, CAXV ve CAXVII),
mitokondriyal (CAVa, Vb) ve ekstraselliller (CAVI). Geriye kalan tiyeler (CAVIII,
CAX ve CAXI) katabolik olrak pasif olduklar1 i¢cim CARP’ler (Karbonik Anhidraz
Bagli Proteinler) olarak adlandirilir. o—CA grubuna dahil Karbonik Anhidrazlarin
hiicresel dagilimlart Sekil 1.16°de gosterilmektedir (Supuran, 2008; Alterio, Di Fiore,
D’Ambrosio, 2012; Dathan, Alterio, Troiano, 2014; Supuran, Capasso, 2014).
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Sekil 1.16 : Karbonik Anhidrazlarin hiicresel dagilimlari (Supuran, C.T.,
Capasso, C., 2014).

B smifindaki CA’lar biitiin damarli bitkilerde ve bazi dkaryotik bakterilerde,
alg ve arkelerde mevcuttur. Ayni zamanda hem o hem [ genlerinin birlikte

bulundugu baz1 bitkiler, diisiik yapili Okaryotlar ve omurgasizlarda mevcuttur

(Chegwidden, ve Carter, 2000).

y CA’lar ilk olarak arkeonlarda kesfedilmis olmasina ragmen bazi bitki ve
Okaryotik bakterilerde mevcuttur (Chegwidden, 2000). Bu izoenzimin aktif
bolgesinde kobalt kullanildiginda daha yiiksek hidrataz aktivitesi gosterdigi fakat
esteraz aktivitesi gostermedigi tespit edilmistir (Hewett-Emmett, 2000).

Karbonik anhidraz izoformlarinin ifadesi dokuya &zeldir. Ornegin; CAl, insan
eritrosit hiicrelerinde bulunan bir izoenzimdir ve insan kanindan saflastirildiginda,
miktart 12 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir. Eritrositlerde CAIll izoenzimi de
bulunmaktadir. Bu izoenzimler, doku kilcal damarlarinda metabolizma {iriinii olan
CO,’i, HCO* iyonuna, akciger pulmoner kapilerde ise HCO*“in CO,’e doniismesi
reaksiyonunu Kkatalizleyerek solunum olayinda yer almasidir. CAl izoenziminin
turnover sayist 2.5x10>dir. Bu izoenzimin fizyolojik fonksiyonu CAII kadar agik
degildir. hCAI eksikligi sendromu belirlenmis fakat herhangi bir klinik semptomla

ilgisi bulunamamistir (Sly ve Hu, 1995; Supuran ve Scozzafava, 2008). Turnover
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sayis1 25°C de 10° olan CAII, ailenin en c¢ok calisilan formudur. Insan eritrosit
hiicrelerinden saflastirilan CAII miktar1 2 mg/g hemoglobin olarak hesaplanmistir.
Goz lensi, kornea ve silyer epitelyumda ise, CAIl ve CAIV izoenzimleri bol
miktarda bulunmaktadir. Bu dokuda bulunan CAIl izoenziminin 6nemi, glokom
hastalig1 tedavisi icin yapilan arastirmalar sonucu ortaya c¢ikarilmistir. Bobrek
korteksinde ise membrana yapisik halde olan CAIl izoenzimi ile Na* ve H,O’nun
geri emilimi saglanmaktadir. CAIl izoenzimi ile ilgili olarak CAII eksikligi
sendromu belirlenmistir. Bunun da; kemiklerin kire¢lenmesi, bobrek tasi olusumu ve
beyinde kireglenme ile ilgili oldugu gosterilmistir. Bu da CAIll izoenziminin kemik,
bobrek ve beyin dokulari i¢in ne derece onemli oldugunu ortaya koymaktadir
(Carter, Jeffrey, Shiels, Edward, Tiplen, Hopkins, 1979; Venta, Montgomery,
Tashian, 1987; Lindskog, 1997).

Iskelet kasinda CA enzimi olarak CAIII izoenzimi bulunmus ve laktik asit-
laktat dengesinde ¢ok oOnemli bir role sahip oldugu yapilan ¢aligmalarla
gosterilmistir. Kirmizi kas dokusuna CAIII enzimi zayif bagli olup, doku kapilerine
COz2’nin diflizyonunu kolaylastirict bir gorev yapmaktadir (Cabiscol, Levine, 1996).
Diisiik aktiviteli bir izoenzimdir ve bu enzimin turnover sayis1 8x10**dir. Kirmizi kas
dokusuna zayif bagli oldugundan biiylik oranda ¢oziinebilir bir proteindir. Ayni
zamanda bu izoenzimden yag dokusunda yiliksek konsantrasyonda bulunmaktadir.
CAl ve CAIl izoenzimleri gibi CAIIl de p-nitrofenil asetat hidrolizi aktivitesine
sahiptir. Diger yandan CAIIl izoenziminin fosfotaz aktivitesi de vardir (Lindskog,
1997).

CAIV ve CAVI ise, iki sinyal sekans izoenzimleri olup, sinyallerin hedef
doku ve organlara ulagmasimi saglarlar. CAIV izoenzimi membrana bagli bir
enzimdir ve bdobreklerin membranina bagli olarak bulundugu gibi, bazi epitel
hiicrelerin membranlarina bagli olarak ve akcigerde kapiler hiicrelerinin plazma
yiizeylerine yerlesmis olarak bulunur. Son yillarda yapilan ¢alismalarda, siilfonamid
inhibitorlerinin iire sentezini azalttigi gosterilmistir. Bu durum mitokondriyal CA
enzimi olan CAIV’iin, sitrulin sentezi i¢in gerekli olan HCO?® iyonunu, sitrik asit
devrinden gelen CO,’den saglayarak, iire devrinin ilerlemesinde biiyiik role sahip
olmasiyla agiklanmaktadir (Lindskog, 1997).
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CAYV izoenzimi de, baz1 dokularin mitokondri matrikslerine yerlesmis olarak
bulunur. Karbamoil fosfat sentetaz | ve piruvat karboksilaz enzimlerinin, iire devri ve
glukoneojenezde rol oynadigi Ongoriilmektedir. Bu izoenzimin ayrica lipojenez
olayinda da etkili oldugu bildirilmistir (Kannan, Notstrand, Fridborg, Lovgren,
Ohlsson, Petef, 1975).

Tiikriik bezinde CA enzimi olarak CAVI ve CAVII izoenzimi vardir. CAVI
izoenzimi, tiikriik bezlerinden salgilanan bir enzimdir. Insan tiikriigiinden izole
edilmis olup, tiikriigiin pH dengesini sagladigina inanilmaktadir. CAVII izoenzimi
ise, tiikriikte bikarbonat salgilanmasi i¢in katkida bulunmaktadir (Kannan, vd., 1975;
Carter, 1979).

CAVIII enzimi de sican beyninden elde edilen bir cDNA kiitiiphanesinde
Kesfedilmistir. insan cDNA homologlarmin amino asit dizilisleri de tespit edilmistir

(Kannan, vd., 1975; Carter, 1979).

CAIX ilk olarak tiimore bagli yeni bir antijen olarak tanimlanmis, insan
serviks kanser hiicrelerinde ekspresyonu yapilmistir. Katalitik izoenzim CAX’in
beyin, bdbrek, serebral korteks, hippokampus, talamus, yumurtalik ve hipofiz
bezinde eksprese oldugu belirlenmistir (Kannan, vd., 1975; Carter, 1979 )

CAXI ilk olarak 36 kDa molekiil agirlikli koyun beyin cDNA kiitliphanesinde
aciklamistir. Proteinin giiclii bir sinyal sekansa, ¢esitli potansiyel fosforilasyon
bolgeleri ve baglama motiflerine sahip oldugu ve sinyal uyumunda rol oynadig:
onerilmektedir. Beyinde kuvvetli bir sekilde eksprese oldugu gosterilmistir. insan
pankreasi, bobrek, karaciger, tiikriik bezi ve spinal kort’da tespit edilmigtir. Normal
pankreasa gore pankreatik kanser hiicresinde daha giiclii sinyal gortilmistiir

(Carter,1979 ; Lindskog, 1997).

CAXIIL, tiikriik bezleri, bobrek, ince bagirsak, kolon, uterus ve testisi de
iceren ¢esitli dokularda eksprese olmus bir enzimdir. CAXIII proteinini modelleme
calismalar1 globiiler bir molekiil oldugunu ve CAI, II ve III sitozolik enzimleriyle
yiiksek derecede (% 60) 6zdeslik gosterdigi belirtilmistir. Yapilan gen ekspresyon
caligmalarinda insan dokularinda; timus, ince bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik,
kolon ve testiste, farede; dalak, akciger, bobrek, kalp, beyin, iskelet kasi ve

testislerde pozitif sinyal elde edilmistir (Lindskog, 1997; Imtaiyaz, 2013).
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CAXIV ilk olarak fare bobreginde; en ¢ok eksprese oldugu proksimal
caprasik tiiblillerde tanimlanmistir. Fare dokularindaki Northern Blot analizleri
CAXIV mRNA ekspresyonunun en bol bobrek ve kalpte, daha sonra iskelet kasi,
beyin ve karacigerde oldugunu géstermistir (Lindskog, 1997; Imtaiyaz, 2013).

CAXV’in yapisinin CAIV ile ¢ok benzer oldugu filogenetik c¢alismalarla
belirlenmistir ve katalitik aktivitesinin diisiik oldugu bildirilmistir. CA’in degisik
izoenzimleri farkli sekilde dokulara dagilmistir. Bazi izoenzimler ayni
dokularda birlikte bulundugu gibi (eritrosit CAI ve CAII), baz1 dokularda tek bir
izoenzim olarak da bulunmaktadir (membrana bagli CAIV gibi) (Lindskog, 1997,
Imtaiyaz, 2013).

1.3.1 Karbonik Anhidraz 111 (CAIII)

Insan CAIIl geni (NM_005181) 8. Kromozomun q22 kolunda lokalize olmus,
7 ekzona ve 6 introna sahip, 10.3 kb uzunlugunda bir gendir. 3’ ucunun alt
kisimlarinda 270 bg biiyiikliigiinde pol(A) kuyrugu mevcuttur. 30 kDa molekiil
agirligina sahip, 259-260 amino asit rezidiisiinden ibaret ve sitozolik yerlesimli
monomerik bir proteindir (Carter, 1979). Ailenin diger sitozolik iiyelerinden olan
CAl ve CAII gen yapisiyla oldukca benzerlik gosteren CAlll biitiin enzimler iginde
diisiik aktiviteye sahip bir izoenzimdir. Ayrica, bir¢ok siilfonamid inhibitoriine karsi
direnglidir (Tashian, Hewett-Emmett ve Goodman, 1980; Koester, Pullan, ve
Noltman, 1981; Sanyal, Swenson, Pessah, ve Maren, 1982). CAIlll proteinin aktif
bolgesinin kendine has bir yapist vardir. Aktif bolgedeki Zn*? iyonuna bagli amino
asit rezidiileri lizin 64 ve arginin 164, arginin 67 ve arginin 197°dir. Ayrica aktif
bolgedeki hidrofobik kisimda fenilalanin 198 ve izolosin 207 vardir. Bu yapi
farkliligindan dolayr CAIIl’iin aktif bolgesi diger izoenzimlere gore daha dar bir
kavite olusturmaya meyildir. Aktif bolgenin bu 6zellikleri CAIII’iin CO, hidratasyon

aktivitesini ve CA inhibitorlerine ilgisini sinirlamaktadir. Ayrica klasik CO;
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hidratasyon aktivitesinin haricinde CAIIl fosfotaz aktivitesine de sahiptir (Chai,
Jung, Lii, 1991; Cabiscol, 1996; Mallis, Poland, Chatterjee, 2000). Fosfatirozin

residustini defosforilize eder.

1.3.1.1 insan CAIIl Geninin Ekspresyonu

Sicanlarda yapilan calismalarda CAIIl’iin ozellikle Tip I iskelet kasinda,
adipositlerde ve karacigerde lokalize oldugu bulunmustur. Enzimin 6zellikle Tip II
iskelet kasinda, kalpte, prostatta, bobrek, beyin ve eritrositlerde cok diisiik
seviyelerde bulunmaktadir. CAIII, epitelde, salgi kanallarinin belli boélgelerinde,
erkek tireme sisteminde bulunmaktadir (Shima, 1984; Vaananen, Paloniemi, ve
Vuori, 1985; Frémont, Charest, Coté, ve Rogers, 1988; Zheng, Rahkila, Vuori, Rasi,
Takala, ve Viddndnen, 1992; Sly ve Hu, 1995).

1.3.1.2 insan CAIlI Geninin gérevleri

CAIlll'in farkli fizyolojik gorevleri vardir. CAlll pre-adipoz dokuda 6nemsiz
derecede ifade olurken, farklilasma sonrasinda ¢ok fazla miktarda ifade olmaktadir.
Beyaz adipoz dokunun toplam sitozolik proteinlerinin % 24’4 CAIIl’dir (Lynch,
Brennan, Vary, Carter, Dodgson, 1993). Bu durumda CAIIl’iin yag asit
metabolizmasinda gorevli oldugunu belirtmektedir. CAIIL, glikolitik ara {iriinlerinden
oksaloasetatin ve sitratin hizli doniisimiinii kolaylagtip ve bunlarin yag asit
metabolizmasina katilmasin1 saglar. Ancak obez farelerdeki CAIIl miktari, zayif
farelere oranla daha disiiktir (Kim, Lee, Wetzel, Geers, Robinson, Myers, 2004;
Feng, Jin, 2016). Siganlarda adipoz dokusunda yapilan ¢alismada Leptin ve insiilinin
CAIII ekspresyonunu etkiledigi; leptinin azalttig1, insiiilin ise arttirdig1 gozlenmistir.
Bu sonuclar gosteriyor ki obezitede CAIIl ekspresyonunun azaldigi ve
hiperleptenimia ile regiile olmaktadir (Alver, Ucar, Keha, Kalay, Ovali, 2004). CAllI
Asetil-CoA’y1 malonil-Coa’ya doniistirmek i¢in Bikarbonat iyonunu olusturur bu
mekanizmada lipogenezis i¢in gereklidir. Yag asit sentezinde leptinler inhibe

edildiginde CAIIl ekspresyonu iizerindeki leptin etkisi ortadan kalkar (Gibson,
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Titchener, Wakil, 1958; Stanton, Ponte, Coleman, Snyder, 1991; Lynch, 1993).
Ayrica CAIIl’in ifadesi anahtar metabolik hormon olan insiilin ile degismektedir
(Lynch, 1993). Adipoz dokuda insiilinden dolay1 CAIIl mRNA seviyesi artmaktadir.
Sicanlarda streptozotosin enjeksiyonu yoluyla insiilin azaldiginda, karacigerindeki
Car3 proteininin de azaldig1 goriilmektedir (Dodgson, Quistorff, Ridderstrale, 1993;
Bauer, Hamm, Bonaus, Jacob, Jaekel, Schorle, 2004; Zhang, Xu, Zhou, He, Zhai,
2011).

CAIIl reaktif oksijen radikallerinin yok edilmesinde ve iskelet kasi ve
karacigerde oksidatif stresin neden oldugu hasardan hiicreleri korumada rol alir.
Hidrojen iyonlarinin artisi, reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve ATP'nin azalmasi kas
yorgunlugunun énemli nedenleri olarak kabul edilmistir. Ilging olarak, CAIII hiicre
i¢ci pH'y1 diizenleyen ve organizmalarda uygun asit-baz dengesini saglamada 6nemli
rol oynayan hidrase aktivitesine sahiptir. Ayrica, CAIII hiicreleri oksidatif hasardan
koruyabilen antioksidatif bir etkiye de sahiptir (Cabiscol, 1995; Raisanen, Lehenkari,
Tasanen, Rahkila, Harkonen, ve Vaananen, 1999). CAIlll proteininin yiizeyinde
bulunan iki sistein rezidiisiiniinde S-glutatilasyon etkisiyle hepatositleri oksidatif
stresten korur. Glutatyon etkisi ile hidrojen peroksit, peroksiradikal ve hypochlorous
asit gibi oksidantlar sistein rezidiilerinde geri doniisiimsiiz olarak sistidin sulfinik asit
ve sisteik aiste doniisiir. GSH varliginda, proteinde her hangi bir hasar olusmadan
CAIll’lin sistein rezidiilerinde S-glutasyon aktivitesi olusur (Lii, Chai, Zhao,
Thomas, ve, Hendrich, 1994; Thomas, Poland, ve., Honzatko, 1995). Hiicre oksidatif
strese girdiginde, CAIIl hizlica glutatyona gider. CAIIl’tin overekspre edildigi
hiicrelerde, hiicreler H,O;’in indiikledigi pro-apoptotik ve anti-proliferatif etkiden
korunmustur. Yasli siganlarda yapilan c¢alismada glutatyon seviyesinin azaldig
yerlerde oksitlenmis CAIIl miktarmin arttigi  goézlenmistir. CAIIl  oksidatif
fosforilasyon ve enerji metabolizmasinda da gorevli olabilir. Ornegin, CAIII
eksikligi mitokondiri tarafindan gergeklestirilen ATP sentezini azaltmaktadir
(Davies, Quantanilla, Brooks, ve Parker, 1982; Jenkins, 1988; Cabiscol, ve Levine,
1995).

Erkeklerde, kasa spesifik protein havuzunun biiyiik bir kismini iyon dengesini
ve asit-baz homeostazisinden goérevli CAIll olusturmaktadir. CAIIl’'un omurgali

iskelet kaslarinda (Tipl liflerinde) yiiksek miktarlarda ifade olmaktadir. Sitozolik bir
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protein olan CAIIl, kastaki proteinlerin % 10’unu olusturur. Sarkoplazmanin ana
bilesenlerinden biridir olan CAIIl, kas dokusu 7 mg/g civarinda bulunmaktadir.
Erkekler iskelet kaslarinda hem Tip Il (beyaz), hem de Tip I (kirmizi1) fiberlerin
yapisinda gozlemlenmektedir. Tip Il (Beyaz) fiberler, glikolitik aktivite bakimindan
zengindir. Tip | (Kirmizi) fiberler ise myoglobin ve diisiik ATPaz aktivitesi ile
karakterizedir. Kaslar viicuttaki dagilim ve fiber yapilarina gore degisiklik gosterir.
Bu baglamda kaslardaki CAIII miktar1 Tablo 1.2 de goriildiigi gibi belirlenmistir.
(Robert-Pachot, vd., 2007a; Robert-Pachot, vd., 2007b) Insanlarda da, CAIII
ozellikle iskelet kasina spesifiklik gostermektedir. CAIIl’tin Tip I fiberlerinde, Tip
II’'ye gore oldukca fazla konsantrasyonda bulundugu gozlenmistir. Ayrica insanda
CALlll, diiz kasta, kalp ve akcigerde diisiik seviyelerde de olsa gozlenmistir (Jeffery,
Edwards, ve Carter, 1980; Lloyd, McMillan, Hopkinson, ve. Edwards, 1986). CAIII’
tin fiziksel roli arastirmak i¢in, farelerde fonksiyonel Car3 geni delesyona
ugratilmistir. Car3’ii susturulmus bu fareler incelenmis ve anormal bir goriintii
olugsmadigi, dogurgan olduklari ve normal yasam dongiilerini siirdiirdiikleri
gbzlenmistir. Ana sorun ise su olmustur, kas hiicrelerinde farklilasma gozlenmemis
ve hasar durumunda iyilesme olmamustir. Susturulmus farelerde kas fonksiyonlarinda
kusurlar meydana gelmistir. Bunuda kaslarda mitokondriyal ATP sentezinde hasar

olusturarak yapmaktadir (Robert-Pachot, vd., 2007a; Robert-Pachot, vd., 2007Db)

CAIIl iin Tip I fiberlerinde konsantrasyonunun oldukca yiiksek olmasinin
rabdomiyolisiz ve noromiiskuler hastaliklarla direk olarak iligkili oldugu
gosterilmistir. Ozellikle ndromiiskiiler hastaliklarda kandaki CAIII miktar1 oldukca
artmaktadir. Bu enzim kas hasarlarindan sonra artig gostermektedir. Ayrica
serumdaki miyoglobin/CAIIl miktarindaki oran kalp krizinin erken teshis
belirtecidir. Iskelet kasinda yiiksek ekspresyon gosteren CAIII kalp kasi, adipoz
dokuda, sindirim sistem dokulari, tiikriik bezleri, prostat, siit bezleri gibi dokularda
da disiik miktarda mevcuttur. CAIIl’lin dokulardaki dagilimi Tablo 1.2°de
gosterilmektedir (Shiels, Jeffery, Phillips, Shephard, Wilson, Carter, 1983).

Doku hasar1 esnasinda, c¢izgili kaslardan CAIIl ve miyoglobin salinir.
Miyokardiyal infeksiyonlarda miyoglobin salinimi doku hasarinda 6nemli bir
belirtectir fakat miyokardiyal infeksiyonlara spesifik degildir. Bu belirtecin

Ozgiinliigliinii artirmak i¢in ayn1 zamanda CAIIl seviyesi de Ol¢iilmektedir.

32



Miyoglobin/CAIII orani, miyokardiyal infeksiyon gegiren hastalarda dnemlidir (Kim,
Selengut, ve Levine, 2000).

Tablo 1.2 : Insan CAIII geninin dokulardaki dagilim1 (Shiels, A., vd., 1983).

DOKU CAIII (ng/g dokuda)
Beyin 0
Timus 0
Dalak 0
Karaciger Eser Miktarda (2 ug/g)
Rahim 20
Mesane 20
Akciger 35
Kalp kasi 70
Iskelet kasi
Vastus lateralis 6550
Soleus 6284
Gastrocnemius 5957

Mesodermal kokenli hiicrelerin  kas hiicrelerine farklilasmasi  olan
“Miyogenez” de ii¢ faz bulunmaktadir. ilk faz, mononiikleus yapisindaki miyoblastin
multiniikleus yapisindaki miyotiiblere déniisiimiidiir. Ikinci faz, kasilabilen yapinin
ortaya ¢ikmasi ve morfogenezis ile kas yapisinin belirmesidir. Son faz ise, 6zgiin kas
fiberlerinin yetiskin kas fiberlerine farklilasmasidir. Bu farklilasmanin saglanmasi
tamamen horrmonal ve ndronal sinyaller araciligiyla olur (Zenke, Grunstrom,
Mattes, ~ Wintzerith, Schatz, Wildeman, Chambon, 1986; Tweedie, Morrison,
Charlton, Edwards, 1991).

Erkek siganlarda karacigerdeki CAIIl’tin konsantrasyonu disilere oranla
oldukc¢a yiiksek seviyelerde bulundugu belirlenmistir. CAIII’iin androjen bagimli
olup olmadigi radioimmunosorbet teknigi ile aragtinlmistir. Hadim edilmis
sicanlardaki CAIIl seviyesinin diiserek, disilerle neredeyse ayni seviyede ifaede

oldugu, hadim edilmis bu erkek sicanlara disaridan testosteron uygulandiginda ise
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CAIlll seviyesinin yeniden artig gosterdigi belirlenmistir. Bu ifadenin de
hipotalamus-hipofiz-karaciger yoluyla oldugu diisiiniilmiistiir. Immunohistokimyasal
deneylerle CAIII’iin hepatositlerde regiile oldugu gosterilmistir (Vaananen, Takala,
ve Morris, 1986).

Fareleri total pankreas hiicre ekstraklarinda yapilan calismada CAllI
gozlenmemesine ragmen pankretik o-hiicrelerinin langerhans adaciklarinda CAIII
rastlanilmigtir. CAIII’lin pankreastaki fonksiyonu olduk¢a merak edilen bir konudur.
Daha once yapilan calismalarda CAl’inde pankreasta bulundugu ve
fonksiyonununun endokrin hiicre popiilasyonu ile iligkili oldugu gosterilmistir.
Ancak CAIIl’in fonksiyonu ile ilgili bir ¢alisma yoktur (Tweedie, ve Edwards,
1989).

Fetal ve yeni dogmus bebeklerdeki CAIII seviyeleri incelendigi zaman ise, 10
haftalik fetal kaslarda CAIIl’lin ifade olmaya basladig1 ancak 15 haftalik olana kadar
onemli miktarda sentezlenmedigi gozlenmistir (Wistrand, Carter, ve Asmark, 1987).
CAIII seviyesi 30 hafta siireyle takip edildiginde, enzim seviyesinin hizla yiikseldigi,
bebek dogdugunda ise kaslardaki enzim seviyesinin yetiskinlerdeki oranin yarisina
ulastig1 gozlenmistir (Lloyd, Brownson, Tweedie, Charlton, ve Edwards, 1987). Kas
gelisiminde CAIIl ekspresyonunun ikinci fazi, miyotozom farklilasmasi sirasinda
baslar ve biitlin iskelet kaslarinin gelisim siiresince devam eder. Hamileligin gec
donemlerinde, CAIIl boyun ve etrafindaki yag hiicrelerinde ekspre olmaktadir.
Dogum sonrasinda ise iskelet kasinda, yetiskin beyaz yag dokusunda ve
intervertebral diskte CAIIl proteini yiiksek seviyelerde bulunmaktadir (Jeffery,
Wilson, Mode, Gustafsson, ve Carter, 1986). Goriildiigii gibi CAIIl ekspresyonu
embriyogenesisin erken evreleri sirasinda mezodermal kokenli dokularinda dikkat
cekici hale gelmektedir ve bu da, CAIIl’lin sahip oldugu fosfotaz aktivitesinin
farklilasma sirasinda spesifik rol oynadigint ve defosforilasyon ile protein
fonksiyonlarma aract olmasi gibi 6zelliklerini akla getirmektedir (Kim, Selengut, ve
Levine, 2000).

CAIII diger CA’larla baglantili haldedir, 6rnegin otoimmiin yanitta CAII ile
iligkilidir. Son zamanlarda yapilan caligmalar, romatoid artrit (RA) hastalarinin
serumlarindaki otoantikorlarin CAIIl miktarin1 direk olarak etkiledigi gézlenmistir.

RA hastalarinin sinaviyal membranlarinda CAIII’lin asir1 ifade oldugu ancak non-RA
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hastalarda bu durumun goézlenmedigi goriilmiistiir. Bu sonuglarda bize CAII’iin
hiicreleri oksidatif hasardan korumak icin fizyolojik yanit olusturdugunu ve anti-
CAIIl antikoru uygulandiginda CAIIT’in koruyucu etkisinin ortadan kalktigin
gostermistir (Maclin, ve Bendich, 1987; Thomas, vd., 1995).

1.3.1.3 Karbonik Anhidraz 111 (CAIIll) ve Kanser

Son yillarda yapilan CAIII iin kanser ile olan iligkisi lizerinde durulmaktadir.
CAIII ozellikle Karaciger karsinomda (HCC) hiicre i¢i veya hiicre dist asidifikasyon
araciligiyla, FAK sinyal yolu {izerinden hiicrelerin invasyonunu arttirdigi yapilan
calismalar ile gosterilmistir ve CAIII ekspresyonunun 6nemli derecede azaldigi tespit
edilmistir. Hiicrelerin metastas ve invazyon kabiliyetlerini arttirdign gosterilmistir
(Dai, Hong, Liang, Yan, Lai, Cheng, ve Chuang, 2008). CAIIl’in insan
hepatoselliiler karsinomada (HCC) ki ekspresyon seviyesi incelendiginde, CAI ve
CAIl gibi normal dokudaki ekspresyon seviyesine nazaran azaldigi ayrica CAIII’iin
overekspresyonu ile ekstraselliiler ve intraselliiller matrikte asidik pH’in arttig1
gozlemlenmistir. Diisiik pH seviyesi hiicre canlili§i, migrasyonu ve yayilmasinda
onemli rol oynayan Fokal Adezyon Kinaz (FAK) yolagini aktive etmektedir (Owens,
Xu, Craven, 1995; Bouchard, Demers, Thibodeau, 2007). Kuo ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada One siirdiikleri hipotez, metastatik progesyondaki HCC’nin geg
evrelerinde CAIIl tekrar ifade edildiginde karaciger kanserinin metastatik
gelisiminde 6nemli bir yanit olusabilecegi iizerindeydi (Kuo, Chiang, Yang, 2003).
Yaptiklar1 ¢calismada HCC hastalarindaki CAI, CAIIl ve CAIII seviyesinde saglikli
bireylere oranla azaldigin1 gostermistir; bu azalis 6zellikle CAIl ve CAIIl’de oldukca
fazla oldugu gozlenmistir (CAl % 10.9, CAIll % 21.8, CAIlll ise % 22.9 oraninda
azalis gosterir). CAIIl’iin bu azalis1 HCC ile iligkilendirildiginde ise karsimiza soyle
bir tablo c¢ikmaktadir; CAIIl sahip oldugu 2 siilfidril grubu sayesinde hiicreleri
oksijen radikallerinden koruyarak, oksidatif stres de apoptozis ya da bir diger adiyla
programlanmis hiicre Olimiinii  diizenleyerek kanser gelisimini engelleyici

mekanizma gosterir (Dai, vd., 2008)
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Aslinda Karbonik Anhidrazlarin kanserle ilskisi, sadece CAIIIl ile degil
Ozellikle membran bagli izoenzimler olan CAIX ve CAXII i¢in de gosterilmisitr.
CAIX ve CAXII nin kanserde oOzellikle hipoksik kosullarda ifadesinin arttigr ve
ekspresyonunun kanserde kotli prognozla beraber eslik ettigi pek ¢ok c¢alismada
gosterilmistir. Ozellikle CAIX kanserde prognostik marker olarak kullanilabilecegi
ile ilgili pek ¢ok calismada Onerilmistir (Nogradi, 1998; Whittington, Waheed,
Ulmasov, 2001; Robertson, Potter, Harris, 2004). CAIII iin kanserle baglantisi

tizerine smirl ¢calisma oldugu goze ¢arpmaktadir.

1.3.1.4 Karbonik Anhidraz 111 (CAIll) Geninin Transkripsiyonel

regiilasyonu

CAIIl ekspresyonu hakkinda cok smnirli bilgi bulunmasina ragmen gen
transkripsiyonunun regiilasyonu ile ilgili ana bilgiler bilinmektedir. CAIII 10 kb’Iik
genomik bolge tarafindan kodlanmaktadir CAIII 1987 tarihinde klonlanmistir. 631
bp’lik promoter yaymlanmistir. Bu ¢alismada CAIIl promotorunun 631 bp’lik kismi
genomik dizileme ile aydinlatilmis ancak CAIII transkripsiyonel regiilasyonu ile
ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir (Lloyd, 1986; 1987). CAIII’iin son eksonun
3’ ucu ile CAIl geninin 5’ ucu birbirleri ilizerine denk gelmektedir. Bu iki gen
arasindaki fiziksel baglanti, birbirlerinin regiilasyon seviyelerini etkilemektedirler
(Lloyd, 1986;1987).

Insan CAIIl geninin proksimal promotoru birgok 6zellik bakimmdan CAII
geni ile ortak ozellik gostermektedir. Her iki geninde Sp1 dizilerini iceren korunmus
iist dizi bolgeleri ve TATA kutulart % 90 oraninda tanimlanmistir. Ayrica her iki
promotorda “housekeeping” genlerle ilisiki olan CpG-zengin adalar bakimindan da
ortaktir. Ancak ekspresyon seviyelerine bakildiginda CAIl geninin CAIIl’e oranla
daha fazla ekspre oldugu gozlemlenmektedir (Kadonga, Jones, ve Tjian, 1986).

Sigan CAIII promotor bolgesinin kas ekspresyonunu direk etkileyen cis-etkili
dizileri igerdigi gosterilmistir. -261 bp ile -7 bp arasindaki CAIIl promotor pargasi
hiicre transfeksiyon deneylerinde CAT haberci geninin ekspresyon seviyesini direk
etkiler (Tweedie, vd., 1991)
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2. TEZIN AMACI

Tez kapsaminda literatiirde ¢ok sinirli bilgi bulunan, 6zellike transkripsiyonel

regiilasyonuyla ilgili her hangi bir bilgiye rastlanmilmayan Insan Karbonik Anhidraz

11 (CAIlI) geninin transkripsiyonel regiilasyonunu aydinlatmayi amaglanmistir. Bu

baglamda tez kapsaminda yapilanlar Sekil 2.1°de sematize edilmistir. Sirasiyla;

(i)

(i)

(iii)

(iv)

v)

(vi)

Insan Karbonik Anhidraz III genini hangi transkripsiyon faktérlerinin
regiile ettigini belirlemek amaciyla -941/+86, -699/+86, -236/+86 ve -
108/+86 olmak {lizere 4 farkli delesyon promotor konstragi
olusturulmustur.

Klonlanan CAIIl promotor bdlgesine ait gen bankas1 dizisi
olusturuldu. CAIIl  Promotorunun CpG adalarmin  analizi,
transkripsiyonun baslama noktasi, DNA’ya baglanan transkripsiyon
faktorlerinin analizleri gergeklestirildi.

CAIII promotoruna ait bazal aktivitenin belirlenmesi amaciyla prostat
kanser (PC3) ve osteosarkoma (Saos-2) hiicre hatlarinda -941/+86, -
699/+86, -236/+86 ve  -108/+86  promotor  pargalarinin
transfeksiyonlar1 gerceklestirildi.

Transkripsiyon faktorlerinin CAIlll promotor aktivitesi iizerindeki
etkilerin belirlenmesi amaciyla secilmis (SP1, USF ve C/EBPa) olan
transkripsiyon faktorlerinin osteosarkoma, kolon kanser ve prostat
kanser hiicrelerine transfeksiyonu gerceklestirildi.

Etki goriilen promotor konstraklarinda, hedef bolgeler se¢ilmis ve bu
bolgelere 6zgii EMSA primerleri dizayn edilerek hedef bolgelere
baglanan USF1, SP1 ve C/EBPa transkripsiyon faktorleri yarigmali
EMSA deneyleri ile belirlenmistir.

Osteosarkoma ve prostat kanser hiicre hattina secilen tekniklerle
disaridan verilen USF1, C/EBPa ve SP1 transkripsiyon faktorlerinin
CAIll geninin mRNA ve protein seviyesindeki ifaedeleri tizerindeki
etkilerinin belirlenmesi amaciyla Real-Time PCR ve Western blot

analizleri gerceklestirildi.
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(vii)

(viii)

(ix)

(x)

(xi)

(xii)

(xiii)

CAIIl mRNA’sinin Hipoksik ve Normoksik sartlardaki ekspreyon
profilinin Dbelirlenmesi amaciyla osteosarkoma (Saos2), iki farkli
prostat kanseri (DU145, PC3) ve hepatoselliiler karsinoma (Hep3B)
hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik modeller olusturularak
zamana bagli mRNA seviyesi degisimleri Real-Time PCR ile
belirlenmistir.

CAIll Proteinin Hipoksik ve Normoksik sartlardaki ekspreyon
profilinin belirlenmesi amaciyla osteosarkoma (Saos2) ve iki farklh
prostat kanseri (DU145, PC3) hiicre hatlarinda hipoksik ve normoksik
modeller olusturularak protein seviyesi degisimleri IFC teknigi ile
belirlenmistir.

CAIIl Proteinin Hipoksik ve Normoksik sartlardaki ekspreyon
profilinin belirlenmesi amaciyla prostat kanseri (PC3) hiicre hattinda
hipoksik ve normoksik modeller olusturularak protein seviyesi
degisimleri Western Blot teknigi ile belirlenmistir.

CAIIl'in Hipoksik ve Normoksik sartlardaki ekspresyon farkinin
belirlenmesi amaciyla osteosarkoma (Saos2) ve prostat kanser (PC3)
hiicre hatlarinda promotor konstraklarinin  bazal aktiviteleri
belirlenmistir.

CAIIl ¢cDNA’sinin ektopik ekspresyon caligmalari icin cDNA dizisi
semi-kantitatif RT-PCR teknigi ile ¢ogaltilarak, pcDNA 3.3. TOPO
vektoriine (Invitrogen) klonlanmustir.

CAIIl ¢cDNA’sinin ektopik ekspresyonunun proliferatif etkisi prostat
kanser hiicre (PC3) hattinda belirlenmistir.

CAIIIl cDNA’smin ektopik ekspresyonu ile prostat kanser hiicre (PC3)

hattindaki apoptotik genlerin ekspresyon profilleri belirlenmistir.
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Karbonik Anhidraz Il (CAIll)

!

Hangi Transkripsiyon Faktérleri Prostat kanserinde hipoksiya Prostat kanser modelinde CA3'lin overekspresyonu
CA3'l regile edilyor? (Model: modeli CA3'li regiile ediyor mu? hiicrenin metastatik, apopotatik ve proliferatif karakterini
Saos2) (Model: PC3) nasil etkiliyor?
Promotor Hipoksiya/Normoksiya DNA"
—’ konstraklarinin ironlan‘\,: == Transfeksiyon
olusturulmasi l l l
Transkripsiy l
onel mRNA Protein
Transfeksiyon; Aktivite Normal kogullar
—’ Bazal aktivite l l
+C/EBP Westtern
+USF Blot IFC

+SP1 ' MTT
!

EMSA

—’ Apoptotik Genler

Mutagenez
' Deneyleri

EMSA

—’ TFile Overekspresyon

1 1

mRNA Protein

Sekil 2.1: Doktora tez amacini agiklayan diyagram.
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3. MATERYAL VE METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Makine ve Techizat

Doktora tezi kapsaminda kullanilan makine techizat ve markalar1 Tablo

3.1°de belirtimistir.

Tablo 3.1 : Kullanilan arag-geregler ve Markalari.

Cihazin Adx

Markasi

Elektroforez tanki

Apelex, Ingiltere

Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi

Consort/Ingiltere

Elektronik tart1

Sartorious, Almanya

Isitmali manyetik karistirict

Velp Scientifica/ Ispanya

pH metre

WTW/Almanya

Isitic1 blok

FALC/ltalya

Thermo cycler

Techne progene, Ingiltere

Mikro santrifiij

Sigma laborzentrifiigen,
Almanya

Sicak Su banyosu Elektromag/Tiirkiye
Vorteks Elektromag/Tiirkiye
Buz makinesi Fiocchetti, Italya
Buzdolabi(-20) ve( +4) Profilo/Tiirkiye

Is1 kontrollii ¢alkalamali etiiv GFL,Almanya

Santrifiij

Hettich Zentrifligen, Almanya

Luminometre

Thermo
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Tablo 3.1 (devamn) : Kullanilan arag-gerecler ve Markalart.

Light cycler 485 Roche Diagnostic
Quibit florimetre Invitrogen

Saf su cihazi Destilasyon 3.1/(Comecta Sa)
Otoklav Hirayama/Japonya
Jel goriintiileme sistemi Bioimaging system
Sogutmali Santrifiij Sigma

-80°C derin dondurucu Thermo

CO2’li inkiibator Nuair

Horizantal c¢alkalayici GFL, Almanya
Laminar air flow TelstarBIOII/ Ispanya
Mikroskop Nikon eclipse

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Doktora tezi siiresince kullanilan kimsayallar ve Kitler Tablo 3.2°de
belirtilmistir. Kullanilan vektor sistemleri Tablo 3.3’de, kullanilan bakteri soylar1 ise

Tablo 3.4’de gosterilmistir.

Tablo 3.2 : Klonlama asamasinda Kullanilan Kitler ve Kimyasallar.

Malzemenin Adi Firmanin Adi
T4 DNA ligaz NEB, Fermentas
Ligaz buffer NEB, Fermentas
Restriksiyon endontikleazlar (Xhol, NEB, Fermentas
Hindlll, BamHI, Sacll, Pstl, EcoRlI)

Amfisilin antibiyotigi Sigma
Kanamisin antibiyotigi Sigma
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Tablo 3.2 (devami) : Klonlama asamasinda Kullanilan Kitler ve Kimyasallar.

LB broth Pronadisa
Agar Pronadisa
10mm petri plakalar isolab

50 ve 15mL falkonlar isolab
Mini prep kiigiik ol¢ekli plazmit Fermentas
izolasyon Kiti

Maxi prepbiiyiik Olcekli plazmit Fermentas
izolasyon Kiti

Jelden geri purifikasyon kiti Fermantas
Proteinaz K Sigma
Sature Amonyum asetat (NaAc) Sigma
Sodyum kloriir (NaCl) Sigma
EDTA Sigma
Tris base Sigma
Kuvartz 96-kuyulu plaka Sigma
Etidyum bromiir Sigma
Agaroz Fluka
Borik asit Merck
dATP, dTTP, dGTP, dCTP Fermentas
MgCl; (25 mM) Fermentas
Tag+KCI Tamponu Fermentas
Taqg polimeraz Fermentas
Betain Sigma
7-deaza GTP Invitrogen
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma
Kalsiyum kloriir Merck
Gliserol Merck

6X yiikleme boyast Fermentas
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Tablo 3.3 : Klonlama ya da Transfeksiyon asamasinda kullanilan Vektorler

ve Temin edildikleri firmalarin adlar.

Vektoriin adi Temin edilen Firmanin adi
pGEMT®easy Promega

pMetLuc Reporter Clontech Laboratories
pMetLuc Kontrol Clontech Laboratories
Seap-2 kontrol Clontech Laboratories
pcDNAT™3 3-TOPO™ Life Technologies

Tablo 3.4 : Transformasyon agsamasinda kullanilan Bakteri Soylari.

Bakteri Genotip
suslari
XL-1 Blue recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F" proAB laclq
ZAM15 Tnl0 (Tetr)]

DH5-a dlacZ Delta M15 Delta(lacZY A-argF) U169 recAl
endAl hsdR17(rK-mK+) supE44 thi-1 gyrA96
relAl

Tablo 3.5 : Hiicre kiiltiir galigmalarinda kullanilan kitler ve kimyasallar.

Malzemenin Adi Firmanin Adx
DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium) Highclone/Gibco
FCS (Fetal Sigir Serum) Highclone/Gibco
L-Glutamin Highclone/Gibco
PBS (Phosphate Buffered Saline) Highclone/Gibco
Tripan mavisi Highclone/Gibco
75 ve 25cm?’lik flasklar Corning

10-25 mL Serolojik pipetler Corning
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Tablo 3.5 (devamm) : Hiicre kiiltiir ¢alismalarinda kullanilan kitler ve

kimyasallar.
0,22 mikron filtre Sartorius
0,45 mikron Biiyiik filtre Sartorius
50-15 mL falkon Corning
Bovin serum albumin Sigma
Tripan mavisi Sigma

Tablo 3.6 : Kullanilan hiicre hatlari ve Temin edilen kaynaklari.

Hiicre Ad1 Temin edilen Kaynak

Hep3B (Human Hepatoma Cell Dr. Dipak Ramji, Cardiff Universitesi,

line) INGILTERE

Mg-63(Human Osteosarcoma Cell | Cardiff Universitesi (Ingiltere) Dr. Kenneth

line) Brown

Saos-2 (Human Osteosarcoma Cell | Cardiff Universitesi (Ingiltere) Dr. Kenneth

line) Brown

PC3 (Human prostate cancer cell Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi

line) ogretim iiyesi Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ
DU-145 (Human prostate cancer Ege Universitesi Biyomiihendislik Fakiiltesi

cell line) ogretim tyesi Prof. Dr. Kemal Sami KORKMAZ

Tablo 3.7 : RNA caligmalarinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri

firmalarin adlar.

Malzemenin Adi Firmanin Adi
RNA izolasyon Kiti Fermentas
MOPS Merc

DEPC Sigma
Formaldehit Sigma
Reaksiyon tamponu Fermentas
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Tablo 3.7 (devam) : RNA ¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve temin

edildikleri firmalarin adlari.

oligodT Fermentas
Ribolock inhibitorii Fermentas
Geri Transkriptaz enzimi Fermentas

Tablo 3.8

Protein c¢alismalarinda kullanilan

Edildikleri Firmalarin Adlari.

Kimyasallar ve Temin

Malzemenin Adi

Firmanin Adx

Trizma Base Sigma Aldrich
SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) Merck
Glisin Merck
Metanol Merck

Akrilamit- Bisakrilamit

Fisher Scientific

Yagsiz Siit tozu Chem Cruz
Tween -20 Sigma Aldrich
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma
Gliserol Merck
2-Merkaptoetanol Sigma

ECL Pierce

PVDF membran Milipore

Page ruler plus prestained Ladder Fermentas
Amonyum perstilfat Merc
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Tablo 3.9 : Kullanilan Antikorlarin Isimleri ve Temin Edildikleri Firmalarin

Adlart.

Antikor adi Antikor tipi Temin edilen firma ve
katalog no

CAIlll Poliklonal Antikor Primer Pierce/ PA525977

Insan anti-p aktin Tavsan poliklonal Primer Abcam / ab8227

antikoru

Keci tavsan karsit1 sekonder antikoru | Sekonder Abcam / ab97069

Kegi fare karsit1 IgG/HRP Sekonder Santa cruz

Alexa flour 488 tavsan karsiti t Sekonder Life Technologies

antikoru

3.2 Metod

3.2.1 Ortam sterilizasyonu ve malzeme temizligi

DNAz, RNAz, proteaz ve mikrobiyal bulagsmalardan armmak amaciyla
otoklava dayanikli biitiin plastik ve cam malzemeler, pipet uglari, ependorflar, PCR
tiipleri, bakteri siv1 ve kat1 kiiltiir ortamlar1 121°C' de 20 dk (1.02 atm basingta)
otoklavda steril edildi. Otoklavdan alinan ve nemli kalmasi sterilizasyon bakimindan
sorun yaratabilecek biitlin malzemeler (Tampon ve besiyerleri harig) 80°C’ye

1s1tilmis kurutma firiinda bekletildi ve 24 saat sonra deneyde kullanildi.

Hiicre kiiltlirii laboratuvarinin sterilizasyonu i¢in yedi giinde bir diizenli
olarak sirasiyla Sodyum hipoklorid, Biacon-A ve etil alkol (%70) ile temizlendi.
Haftanin belirli giinlerinde Ultra Viyole (UV) 15181 agilarak, oda ig¢indeki havanin ve
calisma alaninin sterilizasyonu saglandi. Ayrica yine haftanin belirli giinlerinde
laminar flow i¢indeki UV lambas1 acgilarak, kabin i¢i sterilizasyon saglandi.
Calismaya baslamadan en az yarim sagalisma ortaminin hazirlig i¢in laminar flow
acildi. Calisma boyunca oda da bulunan hava sterilizasyon cihazi giin boyunca

calistirllarak hiicre kiiltiir odasimnin havasinin stirekli steril kalmasi saglandi. Ayrica
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giin icinde klima ile oda 1sisinin diisiik seviyelerde tutulmasi saglanarak sicakliga

bagli mikrobiyal gelisimlerinin 6niine gegildi.

3.2.2 Bakteri Tabanh Teknikler

3.2.2.1 Bakteriyal Hiicre Soylar ve Kiiltiir Ortamlari

Promotor ve gen klonlamalar1 i¢in Escherichia coli (E.coli) DH5a ve XL-1
Blue siiper kompetent soylar1 kullanildi. E.coli’nin {ireme ve biiyiimesini saglayan
besi ortami olan Luria-Bertani (LB) ve Luria-Bertani (LB) Agar kullanilmistir. Ticari
olarak satin alinan toz formundaki bakteriyel medyalar dH,O i¢inde 6nerilen sekilde

¢oziildii ve streil edilmek i¢in otoklavlandi.

Kiiltiirlerde kullanilan Ampisilin stoklar1 100 mg/mL olacak tarzda,
Kanamycin stoklar1 ise 50 mg/mL olacak tarzda steril dH,O ile hazirland.

Antibiyotik soliisyonlar1 0.22 mikronluk filtreler kullanilarak steril edildi.

3.2.2.2 Calismada Kullanilan Plazmitler

Insan CAIIl promotoruna ait belli uzunluktaki DNA pargasinin igeren
Promega firmasindan temin edilen pGEM-T Easy vektorii (Sekil 3.1), promotor
konstraklarmin aktivitelerini belirlemek i¢in farkli uzunluklara ait delesyon alt
klonlamayla promotor pargalari pMetLuc Reporter (haberci gen vektorii)’a klonlandi
(Sekil 3.2). Ayrica pMetLuc Kontrol vektorii pozitif kontrol olarak transfeksiyon
etkinligini belirlemek i¢in kullanildi (Sekil 3.3). Normalizator vektor olarak ise
hiicrelere pSEAP/Kontrol transfekte edildi (Sekil 3.4) ve kuyucuklarda 0.5 pg
plazmit olacak sekilde transfekte edildi.

Insan CAIIl Genine ait DNA dizi ise pcDNA3.3-TOPO vektdriine
klonlanmistir. Restriksiyon Endoniikleazlarla linner hale getirilen rekombinant
vektor secilen hiicre hattina transfekte edilerek, CAIIl geninin ¢ekirdek DNA’sina

entegre olmasi saglanmistir (Sekil 3.5).
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Sekil 3.1: pGEM-T Easy vektoriiniin sematik gdosterimi.
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Sekil 3.2 : Klonlamada ve tranfeksiyonda kullanilan pMetLuc Reporter

vektorlinlin sematik gosterimi.
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Sekil 3.3 : Transfeksiyonda kontrol amagh kullanilan pMetLuc Kontrol

vektoriinlin sematik gdsterimi.
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Sekil 3.4 : Transfeksiyonda kontrol normalizatér amagl kullanilan pSEAP2-

kontrol vector sisteminin sematik gosterimi.
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Sekil 3.5 : Klonlamada kullanilan pcDNA3.3 Topo Gateway vektoriin

sematik gosterimi.

50



3.2.2.3 Bakteriyel Besiyerinin Hazirlanmasi

Bakteriyel c¢alismalarda bakterilerin iiremesini ve bilyliimesini saglamak i¢in
LB kullanilmistir. Ticari olarak temin edilen sivi besiyeri 6nerilen sekilde dH,O’da
¢ozildi ve 121°C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildi. Sogumasi beklenerek,
gereken durumlarda da opsiyonel olarak antibiyotik eklenip kullanildu.

LB-agar, bakteriyel ¢aligmalarda kati besiyeri olarak kullanildi. LB-Agar
firma tarafindan belirtilen miktarda dH,O’da ¢6zildii. 121°C’de 20 dk otoklavlandi
ve kendi kendine sogumasi i¢in oda 1sisnda birakildi. Secici ortam yaratmak
amaciyla Amfisilin (100 pg/mL) veya Kanamycin (30 pg/mL) olacak sekilde
eklenerek karistirildiktan sonra bek alevi yaninda, alevin olusturdugu zon igerisinde
petri kaplarina dokiilerek katilasmasi beklendi. Katilasan besiyerlerini i¢eren petriler
ters ¢evrilerek agizlari hava almayacak sekilde parafilm ile sarildi ve sonra +4°C’de

buzdolabinda aliiminyum folyaya sarilarak isiktan korundu.

3.2.2.4 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Transformasyon deneylerinde kullanilmak {izere DH5a veya XL-1Blue
Escherichia coli hiicreleri kompetant hale getirildi. Kat1 besi yerine tek koloni ekim
yappildi. 16-24 sa 37°C’de inkiibasyona birakildi. Petri icinden tek koloni segilerek
20.000 pL sivi besiyerine ekim yapildi, 16-24 sa 37°C’de calkalamali etiivde
inkiibasyona birakildi. 500 mL’lik hacimli erlene 250 mL taze besiyeri eklendi ve
onkiiltirden 15 mL inokiile edildi. Etiivde 37°C’de inkiibasyona birakildi. Belirli
zaman araliklarinda kontrol edilerek, ODgoo 0.5 ile 0.6 arasina ulasincaya kadar
beklendi. Bakteri siispansiyonu 5000 rpm de 20 dk 4°C’de santrifiij yapildi. Pellete
dikkat edilerek st sivi kisim pipetle cekildi ve atildi. Baslangic hacminin yarisi
kadar 0.1 M CaCl; eklenerek, pellet nazikge ¢oziildii. Siispanse haldeki hiicreler 25
dk buz iizerinde inkiibe edildi. 25 dk’nmin sonunda 5 dk 3000 rpm’de 4°C’de santrifiij
yapildi. Ust sivi faz dikkatle uzaklastirilarak baslangic hacminin yaklasik 1/10’u
kadar 0.1 M CacCl, eklendi ve pellet ¢6ziildii. Yaklasik 4 sa arasinda buz tizerinde
bekletildi. Siire sonunda sogutulmus ependorflara énce 200 uL % 40°lik steril
gliserol daha sonra kiiltirden 200 pL ilave edilerek alikot edildi. Her ependorf

etiketlenerek -80°C dondurucuda stoklandi.
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3.2.2.5 Ligasyon

pMetLuc haberci gen vektoriine alt klonlanmasi amaglanan promotor
fragmentleri 20 pL’lik son hacimde reaksiyon ortamina; DNA pargasi (Klonlanmak
istenen) ve pMetLuc vektorii (minimum 3/1 oraninda olacak sekilde), 1 X T4 DNA
Ligaz tamponu, 0.3 U/uL T4 DNA ligaz enzimi eklenerek +4°C’ye ayarlanms PCR
cihaz1 i¢inde bir gece inkiibasyona birakildi. Bir gece sonunda elde edilen ligasyon
irtinii, kompetan hale getirilmis DH50 ve XL-1 Blue (E. Coli) hiicrelerine
transforme edildi. Rekombinantlarin se¢imi amaciyla secici antibiyotigi iceren

petrilere yayild.

3.2.2.6 Transformasyon

Kompetant hiicreler -80°C’den dikkatle ¢ikarilarak buza konuldu. Yaklasik
20 dak beklenerek hiicreler buz iizerinde ¢oziinmesi saglandiktan sonra 150 pL
kompetant hiicre buz iizerinde sogutulan ependorfa alindi. Uzerine 6 uL transforme
edilmek istenen plazmit eklendi. Buzda 50 dk inkiibe edilen hiicreler daha sonra
42°C su banyosunda 90 sn, 2 dk buzda bekletilerek 1s1 soku uygulandi. Buz iizerinde
bekletilen 1s1 sokunu tamamlamis hiicrelere, 37 °C’ye 1sitilmig LB medyumdan 450
uL eklendi ve galkalamali inkiibatérde 2 sa bekletildi. siire sonunda ¢ogalan kiiltiir 5
dk 5000 rpm’de santrifiij edildi. Stipernatant atilarak pellet 100 uL. LB medyumda
¢oziildii ve petriye yayildi. 15 dk siireyle inkiibatérde diiz olarak bekletilen petriler
siire sonunda hiicrelerin biiylimesi i¢in 16-24 sa ters c¢evrilerek 37°C’deki
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Antibiyotikle seg¢ilimi saglanan petri iginde
olusan kolonilerinden izole edilen plazmitler restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile

kesilerek, kesim sonrasinda plazmitlerin rekombinant olup olmadig: belirlendi.

3.2.2.7 Kiiciik Ol¢ekli (Midi Prep) Plazmit izolasyonu

Calismanin Oncesindeki gece bakteri kiiltiirii 37°C’de calkalayict etlivde
inkiibe edilmis. Istenen bakteri yogunluguna ulasan onkiiltiirden 6ncelikle gliserol
stoklarin taze kalmasi amaciyla 500 pL % 40’lik gliserol ve 500 pL onkiiltiir
karistirilarak gliserol stok hazirlandi ve -80°C’ye kaldirildi. Kalan énkiiltiir 2 mL’lik
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ependorflara paylastirilarak 5000 rpm’de 20 dk boyunca santrifiijlendi. Toplamda 10
mL Onkdiltiiriin santrifiijlenerek ¢oktiiriilmesinden elde edilen pellet GeneJet Plazmit
minprep™ kitinin 6nerdigi sekilde 250 pL resiispansiyon tamponunda ¢6ziildii.
Ardindan 250 pL lizis tamponu eklenerek, oda 1sisinda 4-5 defa ependorflar alt-iist
edilerek vizkoz ve siimiiksli yapinin olusmasi saglandi. Stimiiksii yapimnin olusumu
gozlendikten sonra 350 pL nétralizasyon tamponu eklenerek 4-5 defa alt-iist edilmis
ve beklemeden 13.500 rpm’de 5 dk siiresinde santrifiijlendi. Hiicre atiklarinin
olusturdugu beyazimsi c¢okiintiiye dokunmadan siipernatant dikkatlice Genejet
kolona yiiklendi ve 1 dk 13.500 rpm’de santrifiij yapildi. Bu islem siipernatant
bitinceye kadar tekrar edildi. Yiklii kolonu 500 pL yikama tampon eklenip, 1 dk
santrifiij yapilarak 2 defa tekrar edilerek yikandi. Yikama islemini takiben kolondaki
etanol kalintilarindan kurtulmak amaciyla kolon bir kez daha bos olarak 2 dK siireyle
santrifiijlendi. Son olarak kolon yeni bir ependorf tiipiine alind1 ve 55°C civarlarma

1s1tilmis 40 pL dH,O ile eliisyon alind1. Eliisyon etiketlenerek -20°C’ye kaldirilda.

3.2.2.8 Biiyiik Olgekli (Maxi Prep) Plazmit izolasyonu

Endotoksinlerden arindirilmis, temiz ve yiiksek konsantrasyonda plazmit
DNA’sinin saflastirilmasinda biiylik olgekli plazmit izolasyonu GeneJET Plasmid
Maxiprep Kit (Thermo Scientific) kullanilmis ve izolasyon kitin 6nerdigi sekilde

gerceklestirilmistir.

Onkiiltiir i¢in uygun antibiyotik LB besiyerine eklenerek, besiyeri i¢ine tek
koloni ekimi yapildi. Onkiiltiir 37°C’de bir gece boyunca 250 rpm’de ¢alkalamali
etiivde inkiibe edildi. Ertesi giin sec¢ici antibiyotik iceren 250 mL LB medyuma
onkiiltiir agilanarak kiiltiir 37°C°de bir gece boyunca 250 rpm’de calkalamali etiivde
inkiibasyona birakilarak istenen bakteri yogunluguna gelinmesi beklendi. Kiiltiiriin
bakteri yogunlugu istenen aralifa geldiginde, kiiltiir +4°C’de 6000 rpm’de 20 dk
santrifiij yapildi. Elde edilen pellet kit protokiiniin dnerdigi sekilde tamamlandi ve
sonucta yiiksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edildi. Elde edilen DNA
eliisyonunun saflik ve miktar tayini Florimetrik ya da spektrofotometrik yontemlerle

belirlendi. Eliisyonlar -20°C’ye kaldirild.
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3.2.3 Hiicre Kiiltiir Teknikleri

3.2.3.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirh@

3.2.3.1.1 FCS Hazirlanmasi

Donmus ve aktif halde ki FCS (Fetal Calf Serum, Highclone/Gibco) -
20°C’de saklanir. Stok haldeki FCS ilk kullamimdan &nce 56°C’de 1 sa 1s1 ile inaktive
edilir ve 0.22 um’lik filtreden gegirilerek steril edilir. 500 mL’lik inaktive stok FCS,
50 mL’lik steril falkonlara béliinerek kullanima hazir halde -20°C’de saklanur.

3.23.12 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Firmadan tablet formunda temin edilen PBS (Phosphate Buffered Saline,
Highclone/Gibco) onerildigi sekilde 100 mL ddH,O icinde 1 tablet ¢oziinerek

hazirlanir ve otoklavlanir. Otoklavdan ¢ikan steril PBS 2-8°C’da saklanur.

3.2.3.1.3 Tripsin-EDTA (TE) Tamponunun Hazirlanmasi

Hiicreleri pasajlarken kullanilan Tripsin-EDTA hazirlaman i¢in 0.5 mM
EDTA ve % 0.05 Tripsin 1 X PBS igerisinde ¢oziildii. Sterilizasyon amaciyla
121°C’de 20 dk otoklavland1 ve +4°C’ de muhafaza edildi.

32314 Hiicre kiiltiirii medyumunun Hazirlanmasi

Icinde L-Glutamin bulunmayan Dulbecco’s Modified Eagles Medium
(DMEM) ’in i¢ine 0.2 mM son konsantrasyonu olacak sekilde L-Glutamin eklenir.
+4°C’de kullanima hazir halde bekletilir. Kullanmadan 6nce, kullanilacak DMEM

54



miktar1 i¢ine son konsantrasyonu % 10 olacak sekilde FCS eklenir. FCS eklenmis
DMEM +4°C’de 1 giin siire ile bekletilebilir.

3.2.3.15 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Hiicre soyu baglatilmadan once laboratuvarda on hazirliklar yapildi. Eger
miimkiin ise c¢alismadan Onceki gece laboratuvar ve kabin i¢inde UV agilarak
sterilizasyon yapildi. Calismadan en az yarim Saat once laminar flow caligtirildi.
Kabin i¢i Etil alkol (%70) ve Biacon ile temizlendi. 37°C’deki su banyosu iginde
istenen sicakliga getirilen FCS ve DMEM’in etil alkol (%70) ile temizlenerek,
laminar flow igine alindi. Dondurularak -80°C’de stok yapilan segilen hiicre
hatlarinin biiyiitiilmesi i¢in donmus hiicre soyu 37°C sicakligindaki su banyosuna
alind1 ve 1siin etkisiyle hizlica ¢oziindii. % 10 FCS iceren DMEM ile ¢oziinen
hiicreler siisoanse hale getirildi. Bu siispansiyon santifiij cihazinda 5 dk boyunca
1000 rpm'de santrifiij edildi. Olusan pellet 75 cm?’lik flasklar da bityiitiilmek iizere,
% 10 FCS iceren DMEM ile ¢oziildii ve son hacmi 15 mL olacak flasklara ekim
yapildi. Flasklarin {ist yiizeyine hiicre soynun adi, pasaj numarasi, tarih ve

kullanicinin adi yazilarak ve 37 °C, % 5 CO2 igeren inkiibatorde biiyiimeye birakildi.

3.2.3.1.6 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 flask yiizeyini %80-90 oraninda kaplayinca
pasajlamaya hazir hale geldigi belirlenir ve flask igerisindeki medyum uzaklastirildi.
Hiicreler steril PBS tampon ile 2 kez yikand: ve 1.5 mL Tripsin-EDTA eklenerek
hiicrelerin flask ylizeyinden kalkmasi saglandi. Hiicreler ylizeyden ayrilinca Tripsin-
EDTA’nin inaktive olmasi i¢in FCS igeren DMEM eklendi. Siispanse hale gelen
hiicreler santrifiij cihazinda 5 dk, 1000 rpm 'de ¢oktiiriildii ve siipernatant dokiildii.
Elde edilen hiicre yigimm1 taze DMEM ile siispanse edildi ve flasklara ekim yapildi.
Flasklarin iist ylizeyine hiicre soynun adi, pasaj numarasi, tarih ve kullanicinin adi

yazilarak ve 37°C, % 5 CO; iceren inkiibatdrde bilyiimeye birakildi.
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3.2.3.1.7 Biiyiitiilene Hiicrelerin Sayim1 ve Toplam Canliliklarinin

Belirlenmesi

Total canli hiicre saym belirlemek i¢in iizeri 1mm? alan, 0.1 mm derinligi
olan, 25 kiiciikk kareye ayrilmis ve hacim igindeki toplam canli hiicre sayminin
hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 3.6) lam1 kullanilir. Toplam canli hiicrelerin
popiilasyonunu belirlemek i¢in 10 pL hiicre siispansiyonu ve 10 pL Tripanmavisi
(1:1 dilusyon oraninda) karistirildi ve oda sicakliginda 3-5 dk inkiibe edilir. Olii
hiicreler tripan mavisi sayesinde mavi boyanirken canli olanlar boyanmazlar ve
mikroskop altinda sayim yapilir. Hiicre siispansiyonun bir mililitresindeki toplam

sayist asagidaki formiille bulunur.

Total hiicre sayisi (canl))/ml = Hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*

—

1
i I mm

_>F

I mm

+

4 I mm

<_

Sekil 3.6 : Hemositometre.
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3.2.3.1.8 Hiicrelerin -80°C’de Saklanmasi

Hiicreler  bulunduklar1  flask  yiizeyini %  80-90  oraninda
kaplayinca, i¢erisindeki medyum uzaklastirilir. Hiicreler steril PBS ile 2 kez yikanir
ve 75 cm? flasklar icin yaklasik 2 mL Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilir.
Hiicreler yilizeyden ayrilinca %10 FCS igeren DMEM eklenir ve hiicre siispansiyonu
1000 rpm 'de 5 dk santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant uzaklastirilir, pellet
% 10 DMSO igeren 1mL FCS ile dikkatlice ¢oziilir (100 pL DMSO ve 900 uL
FCS). Siispansiyon cryovial tiiplerine konulur, tiip iizerine hiicre soyu, pasaj
numarasi, tarih ve c¢alisan kisinin adi yazilarak etiketlenir. Dondurulmak tizere hazir

hale getirilen hiicreler -80°C’de saklanur.

3.2.3.1.9 Hipoksik Hiicre Modelinin Olusturulmasi

Yaklasik 2.000.000 hiicre, 25 cm? flasklara deneyden 24 sa énce ekilir. Ertesi
giin 150 uM son konsantrasyonda CoCl, eklenerek hiicreler hipoksik kosullar icin
uyarilir. 1 giin, 2 giin ve 3 giin sonra hiicreler TE (Tripsin-EDTA) ile kaldirilir ve

pellet olarak, RNA izolasyonlar1 i¢in -80°C dondurucuda saklanur.

3.2.3.2 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Tlgili Teknikler

32321 Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyon deneyinden bir giin 6nce 12 kuyucuklu plakalara her bir
kuyu i¢in 250.000 hiicre olacak sekilde hiicre ekilerek %10 FCs iceren DMEM ile
son hacmi 500 uL’ye tamamlandi. Son hacmi 45 uL olacak sekilde; 2 mM CaCl,
soliisyonu, transfekte edilcek DNA pargasi ve dH,0 karistirilarak tizerine 2XHEPES
(45 pL) pastor pipetiyle bir yandan kabarci cikartilarak, bir yandan da pipet
yardimiyla damla damla ortama eklendi. Yaklasik 2.5 sa boyunca beklenerek

presipitasyonun olusmasi gozlendi. Ependorf igerisinde presipitasyondan dolay1
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beyaz bulutsu yap1 olustuktan sonra plakalardaki her bir kuyuya 90 uL dikkatlice
ilave edildi. Homojen dagilmasi icin plakalar dikkatlice sallandi. transfekte
hiicrelerin bulundugu 12 kuyulu plakalar 37°C’de, CO2’li inkiibator iginde 6 sa
inkiibe edildi. 6 sa sonunda medyum uzaklastirildi. Kuyular iki kez PBS ile yikandi.
Yikama sonunda % 10 FCS igeren taze DMEM eklendi. 2 giin ve 3 giin inkiibasyon

sonunda medyumlar toplanarak transfeksiyon aktivitesi luminometre ile 6lgiildii.

Kiicik hacimli (25cm?) flasklarda transfeksiyon deneyi kurmak igin,
transfeksiyondan bir giin once hiicreler yaklagik 2.000.000 olacak sekilde flaska
ekim yapildi. Uzerine son hazim 5 mL olacak sekilde %10 FCS’li DMEM eklendi.
Son hacmi 225 pL olacak sekilde; 2 mM CaCl; soliisyonu, transfekte edilcek DNA
pargas1t ve dH,O karistirilarak iizerine 225 pLL 2 X HEPES pastor pipeti yardimiyla
damla damla eklendi (Tablo 3.10). Deney tiipleri yaklasik 2.5 sa ¢okelti olusmasi igin
oda sicakliginda inkiine edildi. Cokelti olusumu goézlemlenmesinin akabinde 450 pL
karisim dikkatlice kiigiik hacimlerle flaska eklendi. Homojenije olmasi igin hafifce
sallanan flask, inkiibasyona birakildi. 6 sa siire sonunda transfeksiyon medyumu
dokiilerek, flask i¢i 2 defa PBS ile yikandi ve % 10 FCS igeren taze DMEM eklendi.
2 giin ve 3 giin sonra hiicreler (TE) Tripsin-EDTA ile kaldirild1 ve santrifiijlenerek
hiicreler pellet haline getirildi. Eger hemen yapilacaksa RNA izolasyonlar1 ya da
daha sonra protein ve RNA c¢alisilmak iizere -80°C’ye kaldirildi.

Tablo 3.10 : Gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan kimyasal soliisyon

igerikleri ve hazirlanislar

2 mM Kalsiyum Kloriir | 29.4 g CaCl, 100 mL’ye dH,O ile ¢ozildi.
(CaCly Otoklavlanip, filtrelenip +4°C” de saklandi.
2xHydroxyethyl 0.02 g Na;HPO,4 0.8 g NaCl, 0.65 g HEPES 50 ml son
piperazineethanesulfonik | hacme dH,O ile tamamlandi (pH: 7.05-7.12).
asit (HEPES) Otoklavlands, filtre edildi ve -20°C’de saklandu.
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3.23.22 Salinan Sistem ile Lusiferaz ve Seap Etkinliginin

Belirlenmesi

Insan CAIIl promotorunun 5> ucu kisaltilarak olusturulmus promotor
pargalarinin bazal aktivitesini belirlemek amaciyla Dual-core lusiferaz reporter assay
kiti™ (Clontech) kullanilmistir. Kit igerisinde bulunan 10 X substrat tamponu,
Reaksiyon tamponu ile 1/10 oraninda sulandirilarak kullanildi. 96 kuyucuklu
plakalara istenen zaman araliginda toplanan transfeksiyon medyumundan 50 pL
konuldu ve tizerine 5 pL 1X Substrat/Reaction tamponundan eklendi ve sonuglar
bekletilmeden luminometrede okundu. Seap aktivitesi i¢in ise Oncelikle 96
kuyucuklu plaklara 25 pL istenen zaman araliginda toplanan transfeksiyon medyumu
eklendi. 5X dilusyon tampon 1X’¢ ddH,O ile diliie edildi. Sulandirilan 1X
tamponundan her kuyuya 75 pL eklendi ve plaka alimiinyum folya ile sarilarak
65°C’de 30 dk bekletildi. Tamamlanan siire sonunda buzda 2-3 dk bekletildikten
plaka sonra oda sicakligina getirildi ve oda sicakligina getirilmis olan SEAP substrat
solusyonundan her kuyuya 100 uL eklendi. Ornekler oda sicakhiginda 60 dk
siiresince bekletildi. Islem sonunda plaka luminometrede okutuldu. Elde edilen
degerler Microsoft excel programi kullanilarak degerlendirildi. Calisma 384’lik
plakalarda okuma gerc¢eklestirmek icin 10 kat seyreltilerek okuma gerceklestirilecek
sekilde optimize edildi.

3.2.3.3 Sitotoksisite Deneyleri (MTT)

Hiicre proliferasyonu, canliligt ve sitotoksisite Olgiimii i¢in kullanilan ve
kantitatif kolorometrik bir yontem olan MTT metodu canliveya apoptozun erken
evresindeki hiicrelerin mitokondrileri araciligiyla ile olusturdugu reaksiyonda, MTT
soliisyonunda bulunan tetrazolium halkasinin hiicre mitokondrilerinde bulunan
dehidrogenaz enzimlerince parcalanarak renkli formazan kristalleri olusturur. MTT
yontemi, saglam hiicrelerde mitokondrinin MTT boyasinintetrazolium halkasini
parcalayabilmesi ilkesine dayanmaktadir. Kullanilan c¢ozeltiler Tablo 3.11°de

gosterilmektedir.
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Tablo 3.11: Kullanilan ¢6zeltiler ve hazirlanisi.

Cozeltinin Ada Hazirlanmis1

MTT soliisyonu 5 mg/mL olacak sekilde steril PBS igerisinde
¢Oziilerek hazirlanir. +4°C’de muhafaza edilir.
0,004 M HCl igeren 500 mL 2- Propanoligerisine 210 pL HCI eklenir. Oda

izopropanol sicakliginda saklanir.
_N Reduction R —N
\ r }’/
N=N H o=
/ ,«N =N
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 3.7 : MTT metodunda gerceklesen kimyasal degisim.

Deney oOncesi giin hiicre sayimi yapildiktan sonra hiicreler 24 kuyucuklu
plakalara her kuyuda 250.000 hiicre olacak paylastirildi. Bir gece inkiibatorde
inkiibasyona birakilip, ertesi giin son konsatntrasyonu 150 pM olacak sekilde CoCly
eklenerek hiicreler hipoksik kosullar i¢in uyarilir. Uygulamadan 24, 48 ve 72 sa
sonrasinda son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde her kuyuya stok MTT
soliisyonu eklendi ve 4 sa 37°C, %5 CO, igeren inkiibatérde inkiibe edildi.
Inkiibasyon sonunda medyum uzaklastirildi ve 0.004 M HCI igeren izopropanol ile
kristaller ¢oziildii ve spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbans alindi.

Sonuglar Microsoft excel programi kullanilarak grafiklendirildi.

3.2.4 RNA Diizeyin ki Calismalar

Deneysel olarak kullanilan ¢ozeltilerin tamami RNA pargalayan enzim

icermeyen SuU ile hazirlandi. Calisilacak ortamin ve malzemelerin RNAaz’dan
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arindirtlmasi i¢in 999 mL dH,0 iginde 1 mL Dietilpirokarbonat (DEPC), ¢oziiliip
37°C’de 1 gece siireyle bekletildi ve 121°C’de 20 dk otoklav yapildi. Calismalardan

once ortam ve pipetler DEPC’li su ile temizlenerek kullanildi.

3.2.4.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonlar1 ticari bir kit olan Fermentas RNA Purification Kit’i
kullanilarak yapilmistir. Bu amagcla hiicre kiiltiirlinde biiyiitiilen hiicreler gereken
hiicre yogunluguna geldikten sonra ortamdan tripsin-EDTA yardimiyla kaldirilarak
pellet haline getirilir. Her pellete 600 uL B-Mercaptoethanol igeren Liziz Buffer
eklenir ve pipetaj yapilarak iyice ¢oziiliip, yaklasik 10 sn vorteks yapilir. Liziz
oldugundan emin olunan her tiipe 360 pL etanol (%96-100) eklenerek pipetaj yapilir.
Bu sirada kolonlar hazirlanir ve lizattan maksimum 700 pL eklenerek 13.500 rpm’de
1 dk santrifiij edilir. Lizat bitene kadar ayni1 islem tekrar edilir. islem bittikten sonra
kolon yeni 2 mL ependorfa yerlestirilir ve tizerine 700 uL. Wash Buffer-1 eklenir.
Kolon 13.500 rpm’de 1 dK santrifiij edilir, alta gegen siv1 atilir. 600 uL Wash Buffer-
IT eklenir ve 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij edilir, alta gegen sivi kisim atilir. Son
olarak 250 uLL Wash Buffer-11 eklenir ve 13.500 rpm’de 2 dk santrifiij edilir. Kolon
1,5 mL’lik ependorfa aktarilir. Kolona 35-40 uL steril dH,O eklenir ve kolonun
dH,O’yu iyice emmesi i¢in oda 1sisinda yaklagitk 2-5 dk bekletilir. Beklem
isleminden sonra 13.500 rpm’de 1 dk santrifiij edilir. Izolasyonu tamamLanan
RNA lar -80°C dolapta muhafa edilir.

3.2.4.2 Total RNA Konsantrasyonunun Belirlenmesi

Safkastirilan RNA’larin miktar ve safliklar1 spektrofotometre ile Olciilereke
absorbanslar1 belirlenmistir. Spektrofotometrik 6l¢lim i¢in quvartz dl¢iim kaplarina
kor deger i¢in 200 pL dH,O, RNA o6lgiimleri igin ise 195 pLL dH,0 ve 5 uL 6l¢iilmek
istenen RNA konuldu. Spektrofotometrik Ol¢iimde belirlenen absorbans ve

safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller kullanilmistir.
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RNA miktar1 = Ay X 50 X 40 ng/uL

Saflik = Azso / Azgo

3.2.4.3 RNA Jel elektroforezi

RNaz enzimlerine karsi olduk¢a hassas olan RNA’larin degrede olmamalari
icin kullanilan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden
arindirildi. Cam malzemeler % 0.1 DEPC igeren suda 12 sa bekletildikten sonra
otoklavlandi. Elektroforez tanki % 0.5’lik SDS (Sodyum dodesil siilfat) ¢ozeltisi ile
yikandi. DEPC’li su ile durulandi. Saf etanolden gecirildikten sonra kurumaya

birakildi.

RNA jelinin yapimi igin 0,5 gr agaroz tartilip 10xFA jel tamponunda ¢oziildi.
RNaz i¢ermeyen steril dH,O ile kaset hacmine tamamlandi. Jel kaynatildiktan sonra
50°C’ye kadar sogumasi beklendi. % 37’lik (12.3 M) formaldehitten 0,9 mL eklendi
ve homojen bir sekilde karismasi saglandi. 10 mg/mL Et-Br stok soliisyonundan 1
pL  eklendi. Jel elektroforezinin kasetine wuygun biyikliikteki taraklar
yerlestirildikten sonra hazirlanan jel kasete dokiildii ve jelin polimerlesmesi beklendi.
RNA o6rnekleri 6nce 1s1 ile denatiire edildi (70°C’de 10 dk) daha sonra buz tizerinde
yaklagik 10 dk bekletildi. Yiiriitilmek istenen RNA’lar jele yiiklenerek 1xFA Jel
tamponu igerisinde 90 V’ta 45 dk yiiriitiildii.
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Tablo 3.12 : RNA jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanisi.

Tamponun Adi

Hazirlanisi

FA jel tamponu

0.2 M MOPS pH:7,0
0.05 M EDTA pH:8,0
0.01 M NaAc pH: 7,0 DEPC’li su ile

1 L’ye tamamlanur.

FA tank tamponu

10 X FA jel tamponu 100 mL (1X)
% 37’lik 12.3M Formaldehit 900 uL
koyularak

DEPC’li su ile 1L’ye tamamlanir.

3.2.4.4 Revers Transkriptaz (RT)-Reaksiyonu

Izole edilen RNA’lardan komplementer DNA (cDNA) sentezlemek igin

Reverse Transkripsiyon kiti (Fermentas) kullanildi. RNA Ornekleri buz igerisinde
¢ozilildii ve her RNA kalibindan 1 pg olacak sekilde hesaplanarak reaksiyon tiipiine
eklenir. Her reaksiyon tiiptine 1 pL Oligo(dT) Primer eklenir. Son hacim 12uL

olacak sekilde, kalan hacim dH,O ile tamamlanir. cDNA eldesinin ilk basamagi olan

bu basamakta kullanilan {iriinler ve PCR programi Tablo 3.13 gosterilmistir.

Tablo 3.13 : Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde birinci Kullanilan

Bilesenler ve Programa.

Bilesenler Kullanilacak Miktar
KalpRNA (1pg) | ==
Oligo(dT) Primer 1 uL

DEPC’li dH,O

12 uL’ye tamamlayacak sekilde eklenir

70°C’de 5 dk inkiibe edilir.
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Birinci basamagin ardindan ikinci basamaga gegcilir. Her reaksiyon tiipiine 5X

Tamponu, Riboniikleaz inhibitorii, 10 mM dNTP karisimi, Reverse Transkrpitaz

enzimi eklenir ve uygun program segilerek PCR cihazina yerlestirilir. Ikinci

basamakta kullanilan iriin, tirtin miktarlar1 ve reaksiyon programi Tablo 3.14’de

gosterilmektedir.

Tablo 3.14 : Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde ikinci basamakta

kullanilan bilesenler.

Bilesenler Kullanilacak Miktar
5X Reaksiyon Tamponu 4 ulL
Riboniikleaz Inhibitrii (20 u/pL) 1uLl
10mM dNTP karisimi 2 uL
RT Enzimi 1ulL
Son Hacim 20 uL
42°C 60 dk

72°C°de 10 dk

3.2.5 DNA Tabanh Teknikler

3.2.5.1 Primer Tasarim

Insan CAIIl Genine ait primer tasarimi i¢in Www.ncbi.nlm.nih.gov

www.idtdna.com ve www.restrictionmapper.org sitelerinden yararlanildi. Tasarlanan

primerlerin sa¢ tokast yapist olusturmamasina, Ty, sicakliklarmin birbirine yakin

olmasma ve niikleotitlerin dagilimmin miimkiin oldugunca esit olmasma dikkat

edildi. Ayrica tasarlanan primerler databanklarda bulunan DNA sekanslar1 ile blast
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yapilarak Insan CAIIl geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

Primerler yurtdis1 kaynakli olan MacroGen firmasindan siparis edilmistir.

3.2.5.2 DNA Miktarmin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

izole edilen plazmit DNA’larmin miktar ve safliklar1 260 nm ve 280 nm’deki
absorbanslarinin 6l¢iimii ile hesaplanmistir. Spektrofotometrik 6l¢iim i¢in quvartz
6l¢tim kabina kor deger i¢in 200 uL dH,O, DNA o6l¢iimleri i¢in 195 plL dH,0 ve 5
uL oOlgliilmek istenen plazmit DNA’sindan konuldu. Spektrofotometrik olgtimde
belirlenen absorbans ve safliklarinin degerlendirilmesi amaciyla verilen formiil

kullanilmis ve degerler belirlenmistir.
DNA miktar1 = Azgo X 50 X 40 ng/ulL

Saflik = A260 / A230

3.2.5.3 Semi Kantitatif Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Hedeflenen diziyi ¢ogaltmak i¢in gergeklestirilen polimeraz zincir (PCR)
reaksiyonlart son hacim 50 pL olacak sekilde kurulmustur. Kalip DNA yaklasik
olarak 200 ng, Diiz (Forward) ve Ters (Reverse) primerlerden son konsantrasyonlari
2 uM, Taq DNA Polimeraz 1X Tampon (Fermentas)(50 mM KCI, 10 mM Tris-HCl,
pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir NTP ve her bir reaksiyon i¢in 2,5
U Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl, konsantrasyonu igin
optimizasyon c¢alismasi yapildi. Swrastiyla 1 mM, 2 mM ve 4 mM’lik
konsantrasyonlar ¢alisildi. PCR sonuglar1 agaroz jelde goriintiilenerek olusan bantlar

sonraki islemler i¢in jelden geri kazanildi.

3.2.5.4 Kantitatif Ger¢cek Zamanh PCR Analizi (Real-Time)

Real-Time PCR i¢in Roche-The LightCycler® 480 Real-Time PCR Sistemi
kullanilmistir. Kit olarak yine firmaya ait LightCycler 480 SYRB Green Master
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(Roche) kullanilmistir. Deney diizeneginde analiz edilecek olan her DNA &rnegi 3
tekrarli olacak sekilde 96 kuyulu plakaya eklenmigstir. Reaksiyon, kitin onerdigi
hacimin 1/5’i olacak sekilde Tablo 3.15’da gosterildigi gibi kurulmus ve Tablo
3.16’daki programa gore calistirilmistir. Sonuglar Livak metoduna gore
degerlendirilmistir. Elde edilen Ct degerleri oncelikli olarak 3 tekrarli ¢alisildigr icin
her deney grubu i¢in elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir
kontrol olmasi hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol gruplarinin
ortalamas1 alinmistir. Daha sonra kontrol genimiz olan Human-B-mikroglobiilin 2

geninin Ct degerleri ile bulunan Ct degerinin formiilii agagidaki gibidir;
Cth.p-2—Ctcamm = ACt

Hedef ct degeri = 2"

Tablo 3.15 : Real-Time PCR Bilesenleri.

Bilesenler Miktar
cDNA 1uL
MasterKarisim SuL
dH,0 3uL
F-Primer (5ng) 0,5 uL
R-Primer (5ng) 0,5 uL
Son Hacim 10 uL

Tablo 3.16 : Real-Time PCR Kosullari.

Sicaklik Siire Dongii
94°C 3dk 1

94°C 30 sn

55°C 30 sn 35
72°C 30sn

72°C 10 dk 1
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3.2.5.5 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA jel elektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi ve 6rnekler 45 dk siireyle 95
volt elektrik akiminda yiiriitildi. Elektroforez tamponu olarak 0.5 x TBE tercih
edildi. 0.5xTBE tamponu 5xTBE tampanunda diliie edilerek hazirlandi. Tampon
icerikleri Tablo 3.17°da gosterilmektedir. Calismalarda plazmit DNA’lar i¢in % 0,8
ve ekspresyon profillerini karsilagtirmak i¢in % 2’lik konsantrasyonda agaroz jeller
kullanildi. Agaroz jeli hazirlarken agar, 0.5xTBE tamponu iginde c¢oziilerek
mikrodalgada kaynatilarak hazirlandi. Iliyan jele son konsantrasyonu 0.5 pg/mL
olacak sekilde etidyum bromiir ilave edildi ve uygun jel kasetine dokiilerek donmaya
birakildi. DNA’lar jele yiliklemeden oOnce ornekler DNA izleme boyasi olan
bromfenol mavisi ile boyandi. Boylelikle hem 6rnekler izlenebilir oldu hemde DNA
cokerek jelde bulunan kuyularin i¢ine ¢cokmesi saglandi. Elektroforezde ayrilan DNA
pargalarinin biiyiikliigiiniin belirlenmesi igin 1 kb DNA ladder (Fermentas) kullanild1
(Sekil 3.8). Elektroforez sonuglart UVP jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek

fotograflar1 ¢ekildi. Densometrik analizleri yapildi.

Tablo 3.17 : Agaroz Jel Soliisyonlari.

Soliisyon Icerigi

5X TBE (pH:8.00) 27.5 g Borik Asit, 54 g Tris Base, tartilir. 20 mL 0.5 M
EDTA pH:8.00 ve dH,0 ile 1 litreye tamamlanr.

0,5X TBE 5X TBE stok tampondan 100 mL alinarak tizeri dH,O ile

1litreye tamamlanir

3.2.5.6 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Deneye sonucunda istenilen dogru DNA bantlar1 UV transilluminator
tizerinde koruyucu maske, onliik ve eldiven giyilerek agaroz jelden kesilerek alindi.

Ependorlara alinan DNA’y1 iceren jeller DNA jel ekstraksiyon kiti olan GeneJET
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Gel Extraction Kit (Fermentas) kullanilarak saflastirildi. Jelden kazanilan DNA’ nin
2-3 pl’lik kiigiik bir kismi tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA miktar1 ve
DNA safliginin belirlenmesi igin spektrofotometrede 260 ve 280 nm dalga

boyundaki absorbanslar1 alinarak degerlendirildi.

3.2.5.7 insan CAIII Geninin Secilen Vektor Sistemine Klonlanmasi

Klonlama yapilmak istenen insort ve vektor sistemi 20 puL toplam hacim
olacak sekilde, 2 uL vektor, 6 uL hedef DNA, 10 uL T4 ligaz tamponu ve 2 uL. T4
DNA ligaz +4°C’de bir gece inkiibe edildi. Ligasyon drneklerinin, kompetent hiicre

olarak segilen XL1blue ve/veya DH5a E.coli soylarina transformasyonlari yapildi.

Rekombinant kolonilerin se¢imi i¢in Mavi/Beyaz Koloni teknigi veya
antibiyotik secilimine gore yapildi. Mavi Beyaz koloni segilimi i¢in bakteri kati
besiyerine ilk olarak 100 mM stoktan 100 pL IPTG yayildi, kurumasi beklendikten
sonra 50 mg/mL stok X-Gal’den 20 pL yayildu.

Antibiyotik se¢ilimi i¢in ise vektoriin icinde mevcut olan direngli antibiyotige

gore LB agar besiyeri dokiiliirken uygun antibiyotik eklenerek dokiilmesi saglandi.

pPcDNA 3.3 vektoriine klonlama ise ptorokoliin 6nerdigi sekilde yapildi. Taq
polimerazla ¢ogaltilan PCR iiriinleri kullanildi. Ligasyon total hacmi 6 pL olacak
sekilde 4 pL PCR iiriin, 1 pL Salt Soliisyon ve 1 pL Vectdér konularak oda
sicakliginda 30 dk bekletilip E.coli One Shot®TOP10 kompetent hiicrelerine
transforme edildi. Hiicreler ampicillin iceren LB agar besiyerlerine ekilerek 1 gece

37°C’de inkiibasyona birakilds.

3.2.5.8 Restriksiyon kesim stratejisi

Restriksiyon kesimlerinde; 1U enzim, 1 pg DNA’nin kesimi i¢in ve toplam
hacmin %10’u olacak sekilde onerilen tampon kullanildi. Son hacim 50 uL olacak
sekilde kesim reaksiyonu kurularak, 37 °C’de 12-18 sa inkiibasyona birakild: (Tablo
3.18).
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Tablo 3.18 : Kesim planu.

Bilesen Hacim
DNA 1 pg
Tampon ouL
Enzim 1 Unite
Distile su ----uL
Toplam Hacim 50 uL

3.2.6 Protein Tabanh Teknikler

3.2.6.1 Western Blot Teknigi ile Protein Ifadesinin Belirlenmesi

3.26.1.1 Protein Caliymalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

Protein analiz yontemi olan Western blot ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

ve bu ¢ozeltilerin hazirlaniglart Tablo 3.19’da verildigi gibidir.

Proteinlerin spesifik biiyiikliiklerini belirlemek i¢in Page Ruler Protein

Marker (Fermentas /26620) kullanildu.

Markerin bant biiytikliikleri EK-A’da belirtilmistir.
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Tablo 3.19

hazirlanisi.

Protein seviyesi belirleme deneylerinde ki tamponlarin

Kullanilan Cozelti

Cozeltinin Hazirlanisi

RIPA Cozeltisi

10 mM Tris-HCI (pH:8), % 1(v/v) Triton
X100, % 0,1 (v/v) SDS, % 0.1 (v/v) sodium
deoxycholate, 1 mM EDTA, 1 mM EGTA,
140 mM NaCl, proteaz inhibitori.

Brom/fenol Cozeltisi

% 0.05 (w/v) bromfenol

8 g SDS, 2.8 g Tris, 8 mg bromfenol mavisi,

Loading Dye 40 g Siikroz, 200 mL’ye tamamlandi (pH:
6.8).

Ayirma Jeli % 10 (w/v) SDS, 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8)

Yigma Jeli % 10 (w/v) SDS, 1 M Tris-HCI (pH:6.8)

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu

250 mM Glisin, 25 mM Tris, % 0.1 (w/v) SDS

Jel Boyama Soliisyonu

0.5 g Coomassie Brillant Blue 250, 200 mL %
95’lik Etanol, % 10 Asectik Asit

Ac¢ma Soliisyonu

Hacimce % 7.5 Asetik Asit, % 5 Metanol ve
% 87.5 distile su

Transfer Tamponu

192 mM Glisin, % 20 (v/v) Metanol, 25 mM

Tris,

10X Tris Buffered Saline (10X
TBS)

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH: 7.4

Soyma Tamponu

1 M Glisin, % 1 SDS, pH: 2.5

Developer Tamponu

Kitin 6nerdigi sekilde hazirlandi

Fikser Tamponu

Kitin 6nerdigi sekilde hazirlandi

Ponceau

10 mL saf su igerisine 300 pL glasiyel asetik
asit, 0.033 g Ponceau boyasi koyuldu. Saf su

ile 30 mL’ye tamamlanda.
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3.2.6.1.2 Protein Ekstraklarinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirtinde hiicrelerle kurulan deneyinlerin 72 sa inkiibasyon siiresi
tamamlandiginda izolasyonlar1 yapilacak hiicrelerin medyumu uzaklastirilarak, PBS
(soguk, 2 kez) ile yikanmistir. Buz (+4°C) iizerine konulan plakalarin her kuyusuna
RIPA buffer eklenerek kaziyici yardimiyla hiicreler yiizeyden kaldirilmistir. Soguk
1,5 mI’lik tiiplere alinan hiicreler 45 dk buzda bekletildi. bekleme siiresince bir kag
defa pipetaj yapilarak orneklerin iyice liziz olmas1 saglandi. 45 dakikda bekletilen
hiicre lizatlar1 +4°C 15000 rpm’de 10 dk santrifiij yapildi. Altta kalan pellete
dokunmadan st kisimdaki proteinli siipernatant ayr1 bir ependorfa alindi ve

konsantrasyonu belirlenerek etiketlendi. Stok Proteinler -80°C’de saklandi.

3.2.6.1.3 Protein Miktarinin Belirlenmesi

Deney gruplarina ait RIPA ile izole edilen protein konsantrasyonlarini
belirlemek i¢in Qubit (Invitrogen)™ cihazi kullanildi. Cihazin kit ¢esitlerinden
protein deteksiyon Kkiti ile florimetrik olarak protein miktarlar1 tayin edildi.
Basamaklar kitin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. Her 6rnek ve standart verileri i¢in
protein tamponu (199 uL) ve protein reagent (1 pL) birlestirilerek reaksiyon tamponu
olusturuldu. Ilk olarak cihaza protein standartlari okutuldu ve standart egri
olusturulmasi saglandi. Daha sonra reaksiyon tamponu (198 upL) ile protein
ornegimiz (2 pL) 100 kat sulandirilarak son hacim 200 pL olacak sekilde hazirlandi
ve 15 dk oda sicakliginda bekletildi. ardindan vorteks ile dibe ¢dken proteinlerin
karismasi saglanarak cihazda sirasiyla okutuldu. Cihazda verilen sonuglar sulandirla
kat sayist ile carpilarak toplam protein miktar1 belirlenmis oldu. Orneklerin son

konsantrasyon 30-50 ug olacak sekilde jele yiiklendi.

3.2.6.14 SDS-PAGE Jelinin Hazirlamisi ve Orneklerin Yiiriitiilmesi

SDS-PAGE tekniginde 2 ayr jel iist iiste dokiiliir. Bu baglamda %10’luk
ayirma jeli Tablo 3.20°de belirtildigi hazirlandi. % 10 ayirma jeli iistten 1.5 mL bos
kalacak sekilde dokiildii. Uzerine isopropanol eklenerek jelin diimdiiz bir sekilde

donmasi saglandi. Donmasi i¢in 10-15 dk bekletildi. Ayirma jeli donduktan son
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hazirlanan, iist yigma jeli ayirma jelinin iizerine dokiilerek taraklar yerlestirildi ve
donmaya birakildi. Jeller dokiilirken baloncuk olmamasina 6zen gosterildi. Son
hacim 30 pL olacak sekilde 5 pL yiikleme boyast ve 30-50 pg protein lizati
koyularak 6rnek 100°C’de 5 dk kaynatildi. Jel kuyucuklarina son hacim 30 pL
olacak sekilde yliklendi. Proteinlerin agirliklarinin belirlenmesi amaciyla ilk kuyuya
Protein marker (Page Ruler-26620, Fermentas) yiiklendi. ilk 15 dk 90 Volt akimda
daha sonra yaklasik 1,5 sa 120 V akimda yiiriitiildii.

Tablo 3.20: SDS-PAGE Jelinin Hazilanisi.

Malzemeler %10 Alt Jel Ust yigma jeli
Ayirma Cozeltisi jeli 2,5mL -
Yigma Cozeltisi - 25 mL
Akrilamit Bisakrilamit (37:1) 2,5 mL 1,25 mL
ddH,0 5mL 6,14 mL
% 10 APS 100 pL 50 uL
Tetramethylethylenediamine 10 uL 5uL

3.2.6.15 Proteinlerin Transfer ve Antikorlarla Muamele islemi

Yiirtitme islemi ile ayrilan proteinler membrana transfer edildi. Proteinlerin
transferi i¢in PVDF (Millipore) membran kullanildi. Transfer islemi i¢in list yigma
jeli kesilerek, sadece alt ayirma jeli birakildi ve jel, transfer tamponu igine
birakilarak 15 dk siireyle dengelenmesi saglandi. Bu sirada Whatman kagitlart ve
PVDF naylon membran jel ile ayn1 boyutlarda kesilerek hazirlandi. Membranin
aktive olmasi igin, jel boyutlarinda kesilen PVDF membran methanol iginde 1-2 dk
boyunca bekletildi. Bu sirada PVDF membranin piiriizlii yiizeyi dikkate alinarak
caligmalarin bu ylizeyde siirdiiriilmesi saglandi. Transfer i¢in sandivi¢ methodu
kullanildi ve transfer kasetinin siyah plakali (-) yiizeyi {stiine sirasiyla transfer

tamponuyla 1slatilmis transfer silingeri, 3 kat whatman kagidi, jel, aktif PVDF
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membran, 3 kat whatman kagidi ve siinger iist iiste dizildi. Hava kabarcigi
kalmamasi i¢in Ozel silindir aparat ile sandivi¢ ezilerek olasi hava kabarciklart
onlendi. En fiste transfer kasetinin kirmizi (+) plakasi yerlestirilerek, sandivig
kapatildi. Kaset (-) ve (+) yonlere dikkat edilerek transfer tamponu ile dolu olan
tanka yerlestirildi. 15 volt, 400 mA akimda 1 gece boyunca +40C’de transfer igin
birakildi.

Transferin ardindan membran, % 0.1 (v/v) Tween-20 igeren 1xTBS
tamponuna % 5 oraninda yagsiz siit tozu eklenerek hazirlanan bloklama tamponuna
alindi. Membran bloklama tamponu i¢in de 1 sa siireyle oda sicakliginda horizantal
calkalayicida ¢alkalanarak bloklandi. 1 sa sonunda bloklama ¢6zeltisi
uzaklaklastirilarak membran, % 0.1 (v/v) Tween-20 iceren 1xTBS tamponu ile 7
dklik siirelerle 3 defa arka arkaya yikandi. Membran ilk olarak primer antikora
alindi. Primer antikorlar, % 0.1 (v/v) Tween-20 igeren 1xTBS tamponuna % 5
oraninda yagsiz siit tozu eklenerek hazirlanan tamponun i¢ine insan CAIII Antikoru
1/1000, B-Aktin ise 1/5000 oraninda eklendi. insan CAIIl antikoruyla membran 3.5
sa siireyle calkalayicida calkalandi. B-Aktin antikoruyla ise 1 sa yeterli geldi. Siire
sonunda antikorlar temiz bir falkon igine alinip, etiketlenerek +4°C’de saklandi.
Membran, % 0.1 (v/v) Tween-20 iceren 1xTBS tamponu ile 7 dklik siirelerle 3 defa
arka arkaya yikandi. Sekonder antikorlar ise, % 0.1 (v/v) Tween-20 igeren 1xTBS
tamponuna % 5 oraninda yagsiz siit tozuna 1/5000 oraninda eklenerek hazirlandi.
Memobran 1 sa siireyle sekonder antikorla muamele edildi. Siire membran % 0.1 (v/v)

Tween-20 iceren 1XTBS tamponu ile 10 dklik siirelerle 3 defa arka arkaya yikandi.

3.2.6.1.6 Membranlarin Oto Radyografi ile Goriintiilenmesi

Membranlar ilk olarak ECL substrati ile 5 dk siiresince muamele edildi, ECL
substratinin membranin her yerine degmesine O6zen gosterildi. Membran film
kasetine yerlestirilerek karanlik odaya gecildi. Karanlik odada X-Ray filmi, membran
tizerine 5 dk, 10 dk ve 15 dk siireyle basildi. El ile yapildiginda banyo saliisyonunda
2 dk, fikse etme tamponunda 2 dk ve temiz su icerinde 1 dk bekletilip, kurumaya
birakildi.
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3.2.6.1.7 Western Blot Sonuclarinin Degerlendirilmesi

Western Blot sonuglarinin densitometrik olarak degerlendirilmesi i¢in ImageJ
programi kullanildi. Normalizator olarak sekgilen B-Aktin proteini, tim deney ve

kontrol gruplarinda calisilarak Insan CAIII Proteini ile kiyaslandi.

3.2.6.2 Immunflorasan Metodu ile insan CAIII Proteininin Hiicre

Icerisindeki Lokalizasyonunun Belirlenmesi

Immunflorasan teknigi i¢in 24 kuyulu plakalarm her kuyusuna 6zel yuvarlak
lameller yerlestirildi. Her kuyuda 125.000 hiicre olacak sekilde hiicrelerin ekimleri
yapildi. Son hacmi 500ul olacak sekilde % 10 FCS’li DMEM ile tamamlandi.
Hiicreler bir gece inkiibator iginde inkiibasyona birakildi ve ertesi giin kuyulardaki %
10 FCS’li DMEM uzaklastirilarak PBS ile iki kez yikandi. Her kuyudaki hiicre
popiilasyonu 15 dk boyunca % 4’lik paraformaldehit ¢ozeltisinde bekletilerek
fiksasyon yapildi. Fiksasyin reaksiyonu pipetle ¢ekilerek atildi ve PBS ile hiicreler ti¢
defa yikandi. Yikama tamamlandiginda hiicre zarlarinin porlart agilsin diye PBS
icinde hazirlanmis % 0.3 (v/v) Triton X-100 hiicreler eklendi ve 5 dk inkiibe edildi.
Siire sonunda PBS ile 2 defa yikama islemi yapild. Istenmeyen baglanmalari
engellemek igin hiicrelere % 10 BSA igeren PBS’den 100 pL eklendi ve yarim sa
oda sisinda bekletildi. Bloklama basamaginin sonunda hiicreler 2 defa 5 dk boyunca
PBS ile yikanarak bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve her kuyuya 100 pL, % 1
BSA igeren PBS ile hazirlanan 1/50 oraninda diliiye edilmis Insan CAIII primer
antikor eklendi. Bir gece boyunca +4°C’de 151k gecirmeyen kapakli ve uygun sekilde
nemlendirilmis bir kapta primer antikor ile reaksiyona birakildi. Bir giiniin akabinde
primer antikor pipetle g¢ekilip temiz bir ependorf icine alinip etiketlenerek daha
sonrada kullanimak tizere +4°C’ye kaldirildi. Hiicreler 3 defa, 5 dk siiresince PBS
yikandi. Karanlik odaya gegilerek sekonder antikor uygulandi. Sekonder antikor, % 1
BSA igeren PBS ile 1/100 oraninda diliiye edilerek hazirlandi ve her kuyuya 200 pL
eklendi. Isik almayan korunakli bir kaba yerlestirilerek oda sicakliginda bir sa
bekletildi. Sekonder antikor uygulamasinin sonunda hiicreler PBS ile ii¢ kez 5’er dk
ara ile yikandi. Hiicrelere oda 1sisinda 5 dk’lik inkiibasyonla, 1 pg/mL DAPI (4',6-

diamidino-2-fenilindol) boyasi eklenerek hiicrelerin ¢ekirdek boyamasi yapildi. Siire
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tamamlaninca fosfat tapmonuyla (PBS) yikama yapildi. Lamlarin iizerine ticari
olarak temin edilen antifade tampon (Invitrogen) damlatildi, boylelikle mikroskop
incelemesine sirasinda floresans sinyalin zamanla solmasmi engellendi. Ozel

lameller ¢ikartilip, lam tizerine kapatildi. Oje ile sabitlendi.

Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dalina ait
laboratuvarda bulunan “ED200” floresans atagmanli “Olympus BXS51” marka
mikroskopla floresans goriintiilemelerinde kullanildi. Elde edilen goriintiilerin

cekimleri “Olympus DP72” ile yapild:.

3.2.6.2.1 IFC Analizi

Mikroskop ile elde edilen immunflorsans goriintiileri “Image J” programi
kullanilarak densitometrik olarak analiz edildi. Image J’de belli sayida hiicrenin
gevresi smirlandirilarak belli degerler elde edildi. Floresans hiicre 1simasi verilen

formiil dogrultusunda hesaplandi;

Total hiicre — - o -
TFiim vogunluk - Hiicre alam x arka plan degeri)
floresans 15imasi s =

3.2.7 DNA-Protein Etkilesimine Dayal Teknikler

3.2.7.1 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) Teknigi

EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay), DNA-protein etkilesimlerini
belirlemek i¢in kullanilan bir yontemdir. DNA-protein etkilesimi ile bilesik olusmasi
durumunda, EMSA jelinde bu bilesik bagli olmayan DNA molekiiliinden daha yavas
ilerlemektedir. Calisilan proteinlerin DNA’ya baglanmasi durumunda kompleksin
jeldeki hareketi daha da agirlagarak arkalarda bant vermektedir. DNA’nin
hareketindeki bu degismeler degerlendirilerek ¢alisilan bolgenin olasi protein ya da

proteinlerle etkilesime girip girmedigi belirlenmektedir.
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3.2.7.1.1 EMSA Deneyleri icin Secilen Hiicrelerden Niikleer

Ekstrakt Hazirlanmasi

Secilem hiicre hattina ait 75 cm?’lik flask yiizeyindeki belli yiizdelik cogalma
gosteren hiicreler, iki kez soguk PBS ile muamele edilip iizerlerine 3000 uL TEN
cozeltisi ilave edildi ve sogukta yaklagik 10-15 dk bekletildi. Hiicre kaziyicisinin
yardimu ile hiicreler kazinarak 2 mL hacimli ependorf tiiplerine alindi. 14.000 rpm’de
20 sn +4°C’de, santrifiij yapildi. Soguk PBS ile pellet yikandi. 14.000 rpm’de 20 sn
+4°C’de, santrifiij yapildi ve slipernatant uzaklastirildi. Pellet 50 uLL A tamponuyla
pellet siispanse hale getirildi. Buzda 20 dk siispanse Ornekler bekletildi.
Siispansiyona ara ara pipetaj yapildi. Siire sonunda siispansiyon ilk olarak normal
enjektorden sonrada insiilin enjektoriinden birkag kez gegtirilerek lizis edildi. Lizat
14.000 rpm’de 20 sn +4°C’de santrifiij edildi. 60 uL. C tamponunda elde edilen pellet
siispanse hale getirildi. Buz iizerinde 45 dk beklendi, sonra 14.000 rpm’de 5 dk
santrifiij edildi. Proteinli siipernatanttan protein konsantrasyonunu tayin ettikten
sonra kiiclik hacimlerde ayrilarak -80°C dondurucuda stoklandi. Niikleer ekstrakt

eldesinde kullanilan ¢6zeltiler Tablo 3.21’de gosterilmistir.

Tablo 3.21 : Niikleer Ekstrakt eldesinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Adx Bilesen

TEN 40 mM Tris-Cl (pH: 7.5), 1 mM EDTA, 150 mM NacCl

Tampon A 10 mM Hepes (pH: 7.9), 10 mM KCI, 1.5 mM MgCl,, 0.5 mM
PMSF, 0.5mM DTT

Tampon C 20 mM Hepes (pH: 7.9), 420 mM NaCl, 11.5 mM MgCl;, 0.2
mM EDTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF
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3.2.7.1.2 Oligoniikleotitlerin Isaretlenmesi

EMSA kompleks olusturma deneyi Oncesinde primerler eger biotinsiz ise
biotinlendi ve biotinli primerler karsi zinciri ile baglanma reaksiyonuna tabi tutularak
prob olusturuldu. Biotinleme ve baglanma reaksiyonlar1 Tablo 3.22 ve 3.23’de

belirtilmistir.

Biotinleme reaksiyonunda, Termina Transferaz Enzimi (TdT) sulandirilarak
kullanilmaktadir. Sulandirma islemi i¢in once Tablo 3.22°de gosterilen sulandirma
islemi, ardindan biotinleme i¢in Tablo 2.23’de gosterilen reaksiyonu kurulur.
Reaksiyon igerigi ve etiketlenecek oligolar birlikte tiipe konur, 37°C’de 40 dk inkiibe
edilir. 40 dk’lik siire tamamlandiginda 2.5 pL 0.2M EDTA (pH:8) reaksiyonu
durdurmak i¢in ortama eklenir. Yine TdT enzimini de uzaklastirmak icin ortama 50
uL  kloroform: izoamil alkol (24:1) eklenir. Vortkes ve ardindan 1-2 dk’lik 14.000
rpm’de santrifiij yapilarak 2 ayr1 faz olugsmasi saglanir. Enzimden arindirilmig ve de
etiketlenmis oligolarin bulundugu iist faz temiz bir ependorfa alinarak, EMSA’da

kullanilmak tizere etiketlenerek -20°C’de saklanabilir.

Tablo 3.22 : Etiketleme isleminde kullanilacak enzim hazirhig.

Reaksiyon Miktar (uL)
5X TdT Reaksiyon Tamponu |2 puL

Distile su 7 uL

Enzim 1 uL
Toplam 10 pL
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Tablo 3.23 : Etiketleme Reaksiyonu.

Reaksiyon Miktar (pL) Derisim

dH-,O 25 ulL ---

5X TdT Reaksiyon tamponu 10 uL 1X
Kontrol oligo (1 nM) SuL 100 nM
Biotin (5 uM) SuL 0.5 uM
Seyreltilmis Enzim (2 U/uL) 5uL 0.2 U/uL
Son hacim 50 uL

3.2.7.1.3 Oligoniikleotitlerin Baglanmasi

Etiketli ya da etiketsiz oligolarin birbiri ile iist iiste yapigsmasi i¢in i¢in her bir
oligodan 500 fmol/ul olacak sekilde alinarak, son hacim 50 pL olacak sekilde
distikle su igerisinde ¢oziiliir. Oligolarin iistiiste birbirlerine yapismalar i¢in 95°C de
5 dk PCR cihazinda bekletildi. Siire tamamlandig: gibi tiipler PCR cihazindan alindi

ve oda sicakliginda zaman i¢inde sogumalari saglanda.

3.2.7.14 Baglanma Reaksiyonu ve Orneklerin EMSA Jelinde

Yiiriitiilmesi

Baglanma reaksiyonu kurulmadan 6nceki giin EMSA i¢in % 6°lik jel dokiildii
ve buzdolabinda bekletildi. Jelin en iyi sekilde polimerlesmesini saglamak i¢in bu

basamak atlanmamalidir. EMSA jelinin bilesenleri Tablo 3.24’°de gosterilmektedir.

Baglanma reaksiyonu i¢in Tablo 3.25°deki bilesenlerden olusan reaksiyon
kuruldu. 1.5 mL’lik ependorflarda reaksiyon kurulduktan sonra, oda 1sisinda 1.5 sa

beklendi. Bu siire iginde bir gece 6ncesinden hazirlanan % 6’lik EMSA jeli yiikleme
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yapilmadan jeldeki iyon dengesinin saglanmasi i¢in 0.5 X TBE yiirlitme tamponunda
100V’da 6n yiitlirmeye tabii tutuldu. Baglanma reaksiyonu ve 6n yiiriitme isleminin
sonunda 20 uL’lik toplam 6rnek hacmine 5uL 6X Yiikleme Boyasida eklenerek, jele

yiiklendi. Ornekler 100V akimda, yaklasik 1.5 sa siireyle yiiriitiildii.

Yarisma deneyleri

Tablo 3.24 : Baglanma Reaksiyonu.

Final Reaksiyon
Konsantrasyon #1 #2 #3
Bilesenler

UltrasafdH,O | = -
10 X Baglanma Tamponu 1X 2 uL 2 uL 2uL
1 ug/uL Poly (dI.dC) 50ng/ulL 1uL 1uL 1uL
Opsiyonel: % 50 Gliserol - - -
Opsiyonel: % 1 NP-40 - - -
Opsiyonel: 1 M KClI 1puL 1uL 1uL
Opsiyonel: 100 mM MgCl, - - -
Opsiyonel: 200 mM EDTA 1ul 1ul 1ulL
Etiketsiz DNA 4pmol | - | -
Protein Ekstrakti Sisteme baghh | = -----
Biotin etiketli DNA 20 fmol
TOPLAM | e 20uL 20uL 20pL
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Tablo 3.25 : EMSA Jelinin Bilesenleri.

50 mL

Stok Soliisyon %3,5 %5 %6

% 40 Akrilamid 4.38 mL 6.25mL | 7.5mL
% 2 Bis-akrilamid | 2.91 mL 415mL |5mL
10X TBE Buffer 2.5mL 2.5mL 2.5mL

TEMED 50 uL 50 uL 50 uL
% 10 Ammonium | 0.6 mL 0.6 mL 0.6 mL
persulfate

dH,0 39.6 mL 36.5mL | 34.4mL

3.2.7.1.5 DNA-Protein Kompleksinin Transferi

Transferi icin naylon membran kullanildi. Kurutma kagitlari, membran ve
transfer siingerleri soguk 0.5 X TBE iginde alinarak en az 15 dk bekletildi. Kasetinin
siyah plakali (-) yiizeyi istiine sirasiyla transfer tamponuyla islatilmig transfer
stingeri, 3 kat whatman kagidi, jel, aktif naylon membran, 3 kat whatman kagidi ve
transfer siingeri iist tiste dizildi. Hava kabarcigi kalmamasi igin 6zel silindir aparat ile
transfer sandivici ezilerek olasi hava kabarciklar1 onlendi. En {iiste transfer kasetinin
kirmizi (+) plakasi yerlestirilerek, sandivi¢ kapatildi. Kaset (-) ve (+) yonlere dikkat
edilerek soguk 0.5XTBE ile dolu olan transfer tankina yerlestirildi. +4°C’de 90 mA
akimda 1.5 sa boyunca transfer gercgeklestirildi. DNA’nin membrana sikica
tutunmasini saglayan ‘“cross-link” reaksiyonu stre¢ film igine konularak sarilan
membran, 15 dk UV’ye maruz birakildi. Bu siire i¢inde +4°C’de muhafaza edilen
EMSA “Chemiluminescent Nucleic Acid Detection Module Kit” i tamponlarindan
“Nucleic Acid Detection” bloklama tamponu ve “4xWash Buffer” yikama tamponu
37-50°C 1sitilmis su banyosunda bekletildi. +4°C’de bekletilen bu tamponlar
kristalize olmakta ve deneyin calismasina engel olmaktadir. Cross-link sonrasinda
membran oda sicakhiginda 15 dk siiresince 16 mL “Niicleic Acid Detection”
tamponu ile muamele edildi. 15 dk sonunda kaba, 67 uL “Streptavidin-Horseradish

Peroxidase Conjugate” eklenerek 15 dk oda sicakliginda galkalandi. Ticari olarak kit
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iceriginde bulunan 4xWash Buffer, 1x’e saf su ile diliie edilerek membran dort kez,
5’er dk yikandiktan sonra 30 mL substrat dengeleme tamponu eklenerek 5 dk, oda

1s1sinda c¢alkalandi.

3.2.7.1.6 EMSA Membraninin Goriintillenmesi

DNA-Protein kompleksini igceren membranlar ECL substrati ile 5 dk
stiresince muamele edildi, ECL substratinin membranin her yerine degmesine 6zen
gosterildi.

Goriintliileme i¢in ya Fusion FX Vilber Lourmat cihazi ve kamerasi kullanildi ya
da membran film X-Ray filmine basilip, manuel film banyosu yapilarak sonuglar

goriiniir hale getirildi.

3.2.8 Iistatistiksel Degerlendirmeler ve Verilerin Yorumlanmasi

3 tekrarli ve 3 deney diizenegi halinde tekrarli olarak calisilmis veriler
Minitab 14 programi kullanilarak degerlendirildi. Buna iliskin “P” ve “Standart
Sapma” degerleri belirlendi. Belirlenen degerler ile analiz grafikleri ¢izildi. Western
metodu verileri, RT-PCR jel elektroforez bantlari ve immunflorasan datalari

fotograflar1 IMAGE J programi kullanilarak degerlendirildi ve grafikler olusturuldu.

3.2.9 Biyoinformatik Analiz

Insan CAIII genin mRNA 6zellikleri, baglama ve bitis kodonlari, ekzon ve

intron bolgeleri ve muhtemel promotor bdlgesi http://www.ncbi.nlm.nih.gov adresi

uzerinden analiz edildi.

Insan CAIII Protmorouna ait en biiyiik konstragin olusturulmasi icin manual
olarak  tasarlanan  primerlerin promotora  spesifik  olup  olmadigi

http://blast.ncbi.nlm.nih.qov/Blast.cqgi adresi Uizerinden kontrol edildi.
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“Restriction mapper version 3” programi ile diziye ait restriksiyon haritasi
belirlendi. Bu harita kasaminda diziyi kesen ve kesmeyen enzimler belirlenerek

delesyon konstraklar1 olusturuldu.

Insan  CAIIl  promotor  bélgesinin %  GC  icerigi  ise
(http://www.ebi.ac.uk/Tools/emboss/cpgplot/) adresi tizerinden belirlendi.

Sekonder bolge analizi igin http://mfold.rna.albany.edu/?g=mfold/DNA-

Folding-Form programi kullanildh.

Insan CAIIl promotoruna baglanan muhtemel transkripsiyon faktdrlerinin
belirlenmesi igin ise Mathinspector programi (https://www.genomatix.de/) adres
kullanildi.

3.2.10 Dizi Analizi ile Dogrulama

Insan CAIIl promotor parcasinin PGEM-T Easy ve pMetLuC vektdriine
klonlanma islemlerinden sonra elde edilen plazmitler restriksiyon enzimleri ile
kesilerek rekombinant olup olmadigi belirlendi. Rekombinant oldugunu
diistindiigiimiiz plazmitlerin dogru diziyi igerip i¢ermedigi veya herhangi bir
mutasyon olup olmadiginin tespiti igin REFGEN/ANKARA yada SENTEGEN
dizileme merkezine vektore ait dizileme primerleri gonderilerek kontrol edildi.
Kullanilan dizileme primerleri Tablo 3.26’de verildigi gibidir. Elde edilen ham data

BIOEDIT programi kullanilarak analiz edildi.

Tablo 3.26 : Dizileme agamasinda kullanilan primerler ve primerlere ait

diziler.

L Tm Primer Dizisi (5’- 3°) Uzunluk
Primerin Ad1 (o Q) (b¢)
pMetLuc
Dizileme 68°C | AGT TAT TAC TAG CGC TAC CGG AC 23 bg
Primeri
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4. BULGULAR

4.1 insan Karbonik Anhidraz IIII (CAIIl) Promotor

Bolgesinin Klonlanmasi ve Promotor Bolgesinin Analizi

41.1 Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) Geninin

Biyoinformatik Analizi

Insan Karbonik Anhidraz 1l (CAIII) geninin  promotor dizisi
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet adresinden arastirildi. Erisim numarasi

NC_000008.11 olan dizi gesitli programlar kullanilarak analiz edildi.

41.1.1 Karbonik Anhidraz III Promotorunun Insan, Fare ve

Sicandaki Karsilastirilmasi

Karbonik Anhidraz III (CAIIl) promotorunun korunmuslugunu belirlemek
amaciyla insan, fare ve siganin promotor bdlgeleri gen bankasindan bulundu. Insan
(NC_000008.11), fare (NC_000069.6) ve sigan (NC_005101.3)’a ait CAIII promotor
bolgeleri verilen erisim numaralari ile bulunmustur. Bu dizilerin BioEdit programi

kullanilarak ‘Multiple Sequence Alignment’ analizleri yapildi.

Translasyonun baslangicindan itibaren yaklasik 420 Bp’lik yukar: promotor
bolgeleri karsilagtirildi ve elde edilen veriler dogrultusunda insan, fare ve siganin

promoter dizileri arasindaki benzerlik Tablo 4.1°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.1 : Insan, fare ve sigan promotorlarinin benzerlik yiizdeleri ( %).

Benzerlik
Insan/ Fare %76
Insan/ Sican %75
Fare/ Sican %86

Insan, fare ve sigan promotorlarmin dizilerindeki bu benzerlik ayn1 zamanda
korunmus bolgelerle ilgili bize bilgi vermektedir. Bilindigi {izere evrimsel siirecte
genleri lizerinde gene ait belli korunmus diziler mevcuttur. Bu diziler polimerazlarin
baglanabildigi yerler oldugu gibi, bazi transkripsiyon faktorlerinin de taniyip
baglanabildigi diziler olabilir.

BioEdit programi kullanilarak elde edilen bilgiler dogrultusunda, bazi
transkripsiyon faktor baglanma bélgelerinin korundugu belirlenmistir. Ozellikle SP1
baglanma bdlgelerinin korundugu, ayni zamanda C/EBPa, MYOD ve E-Box
dizilerinin korunmuslugu belirlendi. Yapilan dizi ¢akistirma isleminde insan CAIII
promotorunun fare ve sicana gore daha fazla baz icerdigi goriilmistiir. Ayrica TATA
kutusu igeriklerine gore incelendiginde Insan CAIIl promotorunun TATA
icermedigi, fare ve sican CAIIl promotorlarinin ise TATA icerdigi goriilmiistiir.
TATA kutu Okaryotik bir dizidir ve evrimsel siirecte c¢ok iyi korunmusluk
gostermistir. TBP’lerin ve Polimerazin taniyip baglanbildigi bolgedir. TATA kutusu
icermeyen promotorlarda bu amaglar 6zellesmis primidinlerce zengin olan Inr
Elementleri bulunmaktadir. Insan, fare ve sigan igin transkrispsiyonun basladig

bolgeler (TSS) “A” ile isaretlenmistir. Yapilan analize Sekil 4.1’de gosterilmektedir
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Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

Human CAIII
Mouse CAIII
Rat CAIII

AACTTTTAAGTGAGGCTGCAAGAGCCGCCHEGGATGTAGATTTTAGTTCGTGGCCAAGCACAACTACGACACCCTGTCCCTGCCCCCACCCCATCCCCAA
TCTGAGAGAGGCTGCAAGAGCCGC | GGGTGCAACTTTTAGTTGCTAAGTAACAC - CAGACTGCAGCATGAGCCGGCTGCTCCTCCAGACCCCC
CTGAGGAAGGCTGCAAG? T | GGGTGCAATTTTTAGCTGCTAAGTAACACACGGGACTGCAGCCTGAGTCGGCTGCTCCTCCA

5P1

AATGCATGGAGGAAGGAGAGAGGACGAGGTGAGGGCCGCCTGCATTTCTGCACGTCGGCGCCGGTTAGAAACCCTGCAGTTTTGAGAGAGAAGAAGAGGA
AGTGCAGGAAAACTGGAGGGAAC CAGC CAAAGCGGGAGATCTTAGAAAGCTCAGCTGCTTGGTAGCC TGCAAAGTGAACAAAGGAAGGAGCCA
AGTGAGTGAAAA TGGAGGGAAC CAACGCTACCAAAGCCG >mnenee»mﬁgmoaovoeamneam@ﬁmeo TGCAAAGGAAACAGAGGAAAGAGCCA
-179/-161 EMSA Prob 158/-134 EMSA Prob \
GA TGGAGGGGCCAGGAGCCACGACTCCCGGGAGAGCGCAGGGAGGGGCGTGEGTGCCCLTTC
GGGCTCTTGCAGAGCCAAGAAAGGGGGGGCTCTGTCCCCCTCCGTTCCCCCTCCGCECCTCCTCCCT
GGGCTTTTGCAAGAGCCAAGAAGGGAGTCTTCTGTCCCCCTCCGTTCCCCCTCCGT( . CCT| i
ATCTAGTTTAGCCCCCLGCCCCACCCTCGCTGACCTAATAAG
ATCCAGTTTAGCCCCCIGCCTCACC - - GCTGACCTAATAAG

ATCCAGTTTAGCCCCCI'TCCTCACCC - - GCTGACCTAATAAG
+28/+62 EMSA Prob \

L4
¢TCCGC- - CCCCGTCACCTCGACAGCT
CCTGCTACCCTCTCACCCGGACAGCT
CCTGCCACCCTCTCACCCCGACAGCT

GTCCCGCTCTTGGAATYCATTGGLTTCCTCIACCCG |- GCCTCCCARACACCS
GTCCAGCTCTTGTAATTCATTGGLTTCTCCLGCCCCEGGCCTTCTGAGTACCE

GTCCACCGCTTGTAATTCATTGGLTCC CC GCCTTCCGAGTACCH
(G Box SP1

—

TATA Box

AAGGCGA CCATG +
AACACGAAAGGTGACCATG
GAQAGGAAAGG- - CCATG "~

tl

igmen

Karbonik Anhidraz IIT (CAIII)'in 'Multiple Sequence Al

Sekil 4.1

analizi ve korunmus transkripsiyon faktorlerinin belirlenmesi
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4.1.1.2 insan CAIII Promotorunun CpG Adasi Analizi

Sitozin ve Guanin adalari, transkripsiyonel regiilasyonda oldukc¢a onemlidir.
Bu bolgelern metilasyon ile promotor regiilasyonu na katilabilme potansiyeli
bulunabilir. Bu nedenle guanin sitozice zengin bolgelerin analiz edilmesi amaciyla

http://www.ebi.ac.uk/ sitesindeki Cpgplot programi kullanilmistir. Analiz sonuglari

Sekil 4.2°de gosterilmistir.

Analiz sonucunda G-C orani % 50 civarlarinda ¢ikmistir. Bir promotorun GC
adas1 oldugunu sdyleyebilmek icin analiz sonucunda ¢ikan degerin yaklasik %70-80
oranlarinda ya da daha fazla olmasi gerekiyor. Bu nedenle CAIII promotor dizisinde

GC adalar1 bulunmamaktadir.

86


http://www.ebi.ac.uk/

Observed vs Expected

oF L v I L | LA B B L B ]
al _
g5 af E
. F
P ;
o ©¢t
NE E
ot
°p 200 400 600 800 1000
Bose number
Percentage
b T
oL ]
0 @[
o 3
2 ot
g+l ]
E ol
¢ &f 1
o : " s L L L " s " l L L s s L L 1
0 200 400 600 800 1000
Bose number
Putative Islands
G
- F T T T T T
o E
7 ©f
v 9L ]
L of
b o=t
£ OF E
o [
of E
L S N S S S R S SR R S S R S S SR
© 200 400 600 800 1000

Base Number

CPGPLOT islands of unusual CG composition
EMBOSS 001 from 1 to 1025

Observed/Expected rati

tio
Percent C + Percent G >
Length > 200

Sekil 4.2 : Insan CA3 Promotorunun CpG Analiz Sonuglari.

4.1.1.3 Insan CAIII Promotorunun kincil Yap1 Analizi

Promotor bolgesi ¢aligmlarinda, promotor bolgesi ¢ogaltilirken ikincil yapilar
amplifikasyon igin olduk¢a dnemlidir. Insan CAIII geninin ikincil yapilarinin analizi

http://mfold.rna.albany.edu/ internet adresinden analiz edilmistir. 26 adet yap1

karsimiza ¢ikmasina ragmen bunlardan “AG” degerleri maksimum ve minimum

olanlar1 verilmistir. Analiz sonuclar1 Sekil 4.3 ve 4.4’da verilmistir.
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Sekil 4.4 : Insan CAIIl Promotorunun sekonder yapisi-II.
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4.1.2 insan CAIIl Promotorunun Lusiferaz Haberci Vektoriine Alt

Klonlama Yapilmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

“Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) Promotorounun Klonlanmasi ve Genin
Ekspresyon Profil Analizi” isimli Yiksek Lisans tezim kapsaminda CAlII
promotoruna ait -941/+86’lik bolgenin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasi, dizi

analizi ile bu bdlgenin dogrulanmasi saglanmstir.

Doktora tezim kapsaminda, pPGEM-T Easy vektoriine klonlanan insan CAIIL
promotoru fonksiyonel aktivitesinin belirlenecegi pMET-LuC lusiferaz report6r
vektoriine alt klonlama yapildi. Bu amagla Xhol ve Hindlll enzimleriyle kesilen
PMET-Luc vektorii ile insan CAIll promotoru bir gece +4°C’de ligasyona birakildi.
Kesim sonuglart sekil 4.7°de gosterilmektedir. Ligasyon Boliim 3.2.2.5 de anlatildigi
sekilde yapilmistir. Ligasyon triinii E.coli XL-1 blue hiicrelerine transforme edildi.
Kanamisin iceren LB agarli petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi
yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 4 tanesi LB
stvi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA
izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. EcoRI enzimi ile
kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglar1 agaroz jelde yiiriitildi. Sekil 4.8 de
goriildiigi gibi ekilen 4 kolonin hepsinde bulunan vektor rekombinanttir ve insan

CAIII promotor dizisini icermektedir.

-941/+86 CAIlll promotor bolgesinin klonlama stratejisi  Sekil 4.5°de
gosterilmektedir. Rekombinant kloninin restriksiyon kesim strateji ile kontrol plani

ise sekil 4.6°da gosterilmektedir.
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HindIIl Xhol
% +86 G

041 ¢ -
HindIII
HindIII/ Xhol * .86 Xl.gol
pGEM-T Kesim 5 941
Easy/CAIIL
Xl}ol
Bglll
Xhol
o [~ pMet-Luc/
I;mdll‘lll CAIIL
Ic’:ﬂ o HindIIl
Salll R
Sacll HindIIl/ Xhol
Apal Kesim
BamHI
Agel
pMet-Luc pMet-Luc
L

Sekil 4.5 : -941/ +86 CAIII Promotor bolgesinin klonlanmasi

745
Xhol  EcoRI HindIIl ——

Xhol HindIII

e N +86 " et ECORI . e :

-745
pMet-Luc/ EcoRI
CAIIl Kesim pMet-Luc/

CAIIl

Sekil 4.6 : -941/ +86 CAIIl Promotoru i¢in rekombinant kloni kontrol plani
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Sekil 4.7 : Xhol ve HindIIl enzimleri ile kesilerek hazirlanan pGEM-T Easy/CAlll
ve pMetLuc Vektorleri (M: 1kb Marker, 1: pGEM-T Easy/CAlll kesim, 2: pGEM-T
Easy/CAIlll kesim, 3: pGEM-T Easy/CAIIl kesim, M: 1kb Markér, 4: pMetLuc
kesim, 5: pMetLuc kesim, 6: pMetLuc kesim, 7: pMetLuc kesim)

M 1 2 3 =

“uuwu

W e ey —— 0

Sekil 4.8 : pMetLuc vektoriine klonlanan -939/+86 CAIIl promotorunun EcoRI
enzimi ile yapilan kontrol kesim sonuglarinin jel goriintiisii (M: Marker, 1: 1. Koloni
kontrol kesini, 2: 2. Koloni kontrol kesimi, 3: 3. Koloni kontrol kesimi, 4: 4. Koloni

kontrol kesimi).
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Dizi analizi ile kontrol edilen insan CAIll promotoruna ait -941/ +86 dizisine
ait bolge pGEMT-Easy icerisinden BamHI ve Sacll enzimleri kullanilarak CAIII -
699/ +86 promoter pargasi olusturmak tizere ¢ikartilmistir. CAIII -699/ +86 promotor
parcast haberci vector sistemi olan pMetLuc’a klonlayabilmek igin benzer ucg

olusturan BgllI ve Sacll ile kesilmistir. Kesim sonuglar1 Sekil 4.11°da gosterilmistir.

-699/+486 CAIIl promotor bdlgesinin klonlama stratejisi Sekil 4.9’de
gosterilmektedir. Rekombinant kloninin restriksiyon kesim strateji ile kontrol plani

ise sekil 4.10’da gosterilmektedir.

Sa‘cII Bm!lﬂl BamHI ]?anI Sacll BamHI
486} HIE %, +86 256 -
- : * “
256
=G99" 76 Sacll/ BamHI
Kesim Sa_cl'l BM!H]
pGEM-T : % 186 699
Easy/CAIII e —
Saf:l] BatgHI Bglll
% +86 765 &
; Eamtl Sacll
Bglll *l BamHI I
Xhol
Sacl - pMet-Luc/
HindIII CAIIL
EcoRI Bglll
Pstl -, S?cn
Salll 3
Sacll Bglll/ §acII
Apal Kesim
BamHI
Agel
pMet-Luc
pMet-Luc

Sekil 4.9 : -699/ +86 CAIII Promotor bolgesi klonlama plani
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g T : +86 BamHI . Sacll
*, -699 : g

-238

-238

pMet-Luc/ Pstl/ Sacll

CAIII Kesim pMet-Luc/
> \ “cm

Sekil 4.10 : -699/ +86 CAIII promotor klonlama kontrol kesim plani

Sekil 4.11 : CAIll -699/+86 konstragi i¢in -941/+86 CAIlll+pGeMT-Easy‘in BamHI
ve Sacll ile, pMetLuc Vektoriiniin ise Sacll ve Bglll ile kesimi (M: 1kb Marker, 1-5
-939/+86 CAIlI+pGEMT Easy kesimi, 6-8: pMetLuc kesimi).

CAIll -699/+86 konstraginin olusturulmasi i¢in hazirlik kesimleri yapilan
vektor ve CAIIl promotor dizisinin ligasyon iiriinlerine ait transformasyonu sonucu
olusan kolonilerinin rekombinant olup olmadigini belirlemek amaciyla Pstl ve Sacll
enzimleri kullanilarak plazmit kontrol kesimi yapilmistir. Secilen bu enzimler
konstragi keserek 324 bg lik bir parganin ¢ikmasina sebep olmaktadir. Kesim sonucu
Sekil 4.12°de gosterilmistir. Fotografa bakildiginda 6, 7, 8 ve 10. Koloniler

rekombinanttir.
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1% agarose

Sekil 4.12 : Insan CAIII -699/+86 konstrag: icin rekombinant koloni kontrol kesim
sonucu. (M: Marker, 1: 1. Koloni, 2: 2. Koloni, 3: 3. Koloni, 4: 4. Koloni, 5: 5.
Koloni, 6: 6. Koloni, 7: 7. Koloni, 8: 8. Koloni, 9: 9. Koloni, 10: 10. Koloni).

Diger konstraklarm yapimi gibi Insan CAIlIl -236/+86 promoter pargasi
olusturmak iginde restriksiyon enzimleri kullanilmistir. -941/+86 CAIll + pGEMT-
Easy ve pMEtLuC vektorii Sacll ve Pstl enzimleri ile kesilmis, ligasyon i¢in hazir
hale getirilmistir. Ligasyon ve transformasyon sonrasi rekombinant koloni taramasi

yine restriksiyon enzimleri ile yapilmistir (Sekil 4.15 ve 4.16).

-236/+86 CAIIl promotor bolgesinin klonlama stratejisi Sekil 4.13’de
gosterilmektedir. Rekombinant kloninin restriksiyon kesim strateji ile kontrol plani

ise sekil 4.14°da gosterilmektedir.
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Sekil 4.13 : -236/ +86 CAIII Promotor bolgesi klonlama plani
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", 236

-236

+86 ..~°.

pMet-Luc/ Pstl/ Sacll

Sacll e ———
Pstl

CAIII

CAIII Kesim : pMet-Luc/

Sekil 4.14 : -236/ +86 CAIIl Promotor bolgesinin kontrol kesim plani
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1% agarose

Sekil 4.15 : CAIlll -236/+86 ve pMetLuc vektoriiniin Sacll ve Pstl ile kesilmesi (M:
1kb Marker, 1-8 (-236/+86)+pMetLuc, 9-11: pMetLuc kesimi).

1% agarose

Sekil 4.16 : CAIll -236/+86 konstragin koloni taramasi ( M: 1kb Marker, 1-2: CAIlI
-236/+86 ve pMetLuc kesimi).

CAIll -108/+86 promotor parcasinin olusturulmasinda da restriksiyon
enzimleri kullanilmustir. -941/+86 CAIlll + pGEMT-Easy ve pMEtLuC vektorii Sacll
ve EcoRI enzimleri ile kesilmis, ligasyon i¢in hazir hale getirilmistir. Ligasyon ve
transformasyon sonrast rekombinant koloni taramasi yine restriksiyon enzimleri ile

yapilmistir (Sekil 4.19 ve 4.20)
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-108/+86 CAIIl promotor bolgesinin klonlama stratejisi Sekil 4.17°de
gosterilmektedir. Rekombinant kloninin restriksiyon kesim strateji ile kontrol plani

ise sekil 4.18’da gosterilmektedir.

EcoRI

Sa‘cl'l EcoRI
" +86 941" e
-108 Sacll
SacIl/ EcoRI Y e
pGEM—T Kesim R
Easy/CAIII EcoRI EcoRI
%, 108 041,
ECORT Sacll
=108 +86

BgllI

Xhol

Sacl — pMet-Luc/
HindIII CAIII
EcoRI EcoRI

Pstl et

Salll

Sacll Sacll/ EcoRI

Apal Kesim
BamHI

Agel

pMet-Luc
pMet-Luc
-

Sekil 4.17 : -108/+86 CAIII Promotor bdlgesi klonlama plani

EcoRI -108 486

Sacll EcoRI
‘e o CO.
., 108 +86 ) Sacll

pMet-Luc/ EcoRI/ Sacll

CAIIl Kesim pMet-Luc/
> cam

Sekil 4.18 : -108/ +86 CAIII promotor bolgesi klonlama kontrol plani
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agarose

1%

Sekil 4.19 : -941/+86 CAIlll + pGEMT-Easy ve vektorii Sacll ve EcoRI
enzimleri ile kesimi (M: Marker, 1-4: -939/+86 CAIlll + pPGEMT-Easy kesim

sonucu, 5-7: pMetLuc kesimi).

Sekil 4.20 : CAIll -108/+86 + pMetLuc koloni taramasinda kontrol kesimi
(Sacll ve EcoRIl) (M: Marker, 1: CAIll -108/+86 igeren recombinant
pMetLuc, 2-6: CAIIl -108/+86 icermeyen pMetLuc).

pMetLuc vektoriine klonlanan CAIII -941/+86 promotor parcasi kullanilarak
restriksiyon kesimi ile 4 farkli uzunlukta promotor pargasi olusturulmustur.

Promotor pargalarinin sematize edilmis sekli asagida Sekil 4.21°de goriilmektedir.
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Promotor parcalarinin kapsadigi bolgeler ve uzunluklar su sekildedir; P1
(Promotor pargast 1): 1025 bg (-941/+86), P2 (Promotor pargasi 2): 785 bg (-
699/+86), P3 (Promotor pargasi 3): 322 bg (-236/+86), P4 (Promotor pargasi 4): 194
bg (-108/+86).

C/EBPa SP1 NFKB SPI SP1 SP1
\ l 1 | | | | | ATG
_\\ \ L I 1 |
-1027 SP1 SP1 SP1
: i .
: : | Luciferase
CAIII -109/+86 | : | |
! . ! -
I 1
CAIII -236/+86 | ! I
- :
! 1
CAIII -699/+86 ! 1
:
1
1
CAIII -941/+86

Sekil 4.21 : Promotor Pargalarinin temsili Sekli P1 (Promotor parcast 1):
1025 be (-939/+86), P2 (Promotor pargasi 2): 785 b¢ (-699/+86), P3
(Promotor pargasi 3): 322 bg (-236/+86), P4 (Promotor pargasi 4): 194 bg (-
108/+86).

Insan CAIII promotor pargalarmin fonksiyonel aktivitelerinin belirlenmesi
icin kolon karsinomu (HT29) ve insan osteosarkom (Saos2) hiicrelerine kalsiyum
fosfat prespitasyon metodu kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Kalsiyum fosfat
prespitasyon yontemi, DNA’nin kalsiyum kloriir ile karistirilmasi ve bu karisimin
fosfat iceren tampona kontrollii sekilde ilave edilerek oda sicakliginda
inkiibasyonunu igerir. Bdylece olusan prespitasyonlar hiicreler {izerine yayilarak
fagositoz ya da endositoz yoluyla hiicrelerin DNA molekiillerini almalarin1 saglar.
Yontem oOzellikle kullanilan materyallerin ucuz olmasi1 ve kolaylikla elde
edilebilmesi nedeniyle yaygin olarak kullanilmaktadir. Promotor aktivitesini
belirlemek i¢in haberci gen olarak Metridia longa (marin copepod) lusiferaz geni

iceren pMetLuc vektor sistemi kullanmilmistir. Lusiferaz proteini medyuma salindig
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icin lusiferaz aktivitesini belirlemek hassas, gilivenilir ve hizhidir ayrica bu enzimin
hiicre icinde sabit kalmasindan olmasindan dolayr (uzun yari omiirlii), lusiferaz
raportdr geni promotor aktivitesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir. HT29
kalsiyum fosfat prespitasyon yontemi ile kolaylikla transfekte edilmektedir.
Transfeksiyon ¢alismalarindan dnce promotor pargalarinin dizi analizi ile kontrolleri
yapildiktan sonra Bolim 3.2.2.8 belirtildigi lizere biiyiik dl¢ekli plazmit izolasyon
kiti (Maxi prep) ile saflastirilarak transfeksiyonlar1 yapildi.

4.1.2.1 Lusiferaz/SEAP Optimizasyonlari

Lusiferaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in ‘Clontech Ready-To-Glow™
Secreted Luciferase System’ kullamlmustir. Olgiimler Luminoskan Ascent marka
luminometre ile alinmistir. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine oranlanarak
sonuglar normalize edildi. Hiicrelere promotor pargasin1 igeren rekombinant
plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0.5 pg

SEAP (Secreted Alkaline Fosfatase) vektorii de transfekte edildi.

Transfeksiyon deneylerinde kontrol kullanmak son derece Onemlidir.
Transfeksiyon etkinliginin belirlenmesinde Oniinde virus promotoru tasiyan
pMeTLuc kontrol vektorii transfekte edilmistir. Viral promotor olduklart i¢in ¢ok
yiiksek lusiferaz aktivitesi gostermektedir. Bu vektor haritast1 Sekil 3.2°de
gosterilmektedir. Normalizasyon amagli endojen kontrol olarak kullandigimiz SEAP
aktiviteleri i¢cinde Oniinde viral promotor tasiyan seap kontrol vektorii kullaniimistir.

SEAP Kontrole ait vektor haritasi Sekil 3.4’de goriilmektedir.

Transfeksiyonun etkiligini belirlemek iizere yapilan Sekil 4.22 de belirtilen
deneyler pozitif kontrollerdir. Transfeksiyonun basarili bir sekilde calistigin

gostermektedir.
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Sekil 4.22 : Saos-2 hiicre hattinda Lusiferaz/SEAP aktivitesi.

Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 sa sonra medyumdan 6rnek alinarak Bolim
3.2.3.2.2° de belirtildigi sekilde lusiferaz ve SEAP aktiviteleri ol¢iildii. En biiytlik
promotor pargasi olan 1025 bg (-941/+86) ile konsantrasyon optimizasyonu yapildi.
Bu amagcla 0.5 pg 1 pg ve 2 pg, 1025 be (-941/+86) promotor pargasi farkli bir doku
modeli olarak segilen HT29 hiicrelerine kalsiyum fosfat presipitasyon yontemi ile
transfekte edildi ve DNA konsantrasyonu belirlendi. 0.5ug promotor pargast
uygulamasinin lusiferaz 6l¢limii degerlendirimesinde yeterli oldugu goriildiigi i¢in
kotransfeksiyonlarda 0.5 pg promotor pargasi uygulamasina karar verildi (Sekil
4.23).
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Sekil 4.23 : Transfeksiyon deneyleri i¢in -941/+86 insan CAIII Promotor

Parc¢alarinin Saos-2 hiicre hattinda miktar optimizasyonu.

4.1.2.2 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Oncelikle dort farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan CAIII promotor
pargalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri belirlenmistir. HT29 ve Saos-2
modeline aktarimda kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanilmistir ve lusiferaz
vektor sitemiyle aktivite belirlenmistir. Hiicrelere 0.5 pg promotor parcalart igeren
rekombinant plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi
amaciyla 0.5 pg SEAP vektorii de transfekte edilmistir. Lusiferaz ol¢timlerinin
kontrolii ve transfeksiyon etkinliginin kontrolii i¢in pMetLuc Kontrol plazmiti ve
salinan alkalin fosfataz aktivitesinin kontrolii i¢in de SEAP Kontrol vektorleri pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak promotor pargasi icermeyen
pMetLuc vektorii hiicrelere transfekte edilmistir. Pozitif kontrol olarak pMetLuc
vektorii kullanilmasinin nedeni, bu vektoriin lusiferaz geninin Oniinde kontrol
promotor tasidigi i¢in yliksek lusiferaz aktivitesi gostermesidir. Transfeksiyondan 48

ve 72 sa sonra transfekte edilmis hiicrelerden medyum toplanarak Bolim
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3.2.3.2.2°de belirtildigi sekilde lusiferaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri Sl¢lilmiistiir.
Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine oranlanarak sonuglar normalize edilmistir.
HT?29 hiicrelerinde promotor konstraklarinin bazal aktiviteleri Sekil 4.24’de, Saos-2

hiicrelerinde promotor konstrasklarinin bazal aktiviteleri ise Sekil 4.25’da verilmistir.

Bazal aktiviteler, dokuya ozellesmis farklilik gostermektedir. Her doku igin
transkripsiyonel regiilasyonda ve promotor aktivitesinde farkliliklar gérmek sasirtici
degildir. Gerek dokunun karakteri, gerek kanserlesme siirecindeki basamaklar bu
ifadenlerdeki farkliliklarin temelini olusturan bazi etkenlerdendir. CAIIl promotor
konstraklarmin  Saos-2 ve HT29 hiicre hatlarindaki aktiviteleri farklilik
gostermektedir. Ozellikle Saos-2 hiicre hattinda en kiigiik promotor konstrag olan -
108/ +86’lik bolge oldukga aktiftir. Bu etki HT29 hiicrelerinde de kismi olarak

goziikse de, Saos-2 hiicrlerinde kiyasla aktiviyesi daha diistiktiir.

[-941 +86 | Luc |

[ -699 +86 | Luc |

[-108 +86 | LUC |

X7 s toc ) [

CAIII gn promotor/ Lusiferaz parcalari Luciferaz Activitesi (Luc/SEAP)

Sekil 4.24 : HT29 Hiicrelerinde CAIIl Promotor Parcalarinin Transfeksiyonu
Etkinligi.
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CAIII gen promotor- luciferaz parcalarn Luciferaz Activitesi (Luc/SEAP)

Sekil 4.25 : Saos-2 Hiicrelerinde CAIIl Promotor Pargalarmin transfeksiyonu
Etkinligi

4.1.3 Bazm Transkripsiyon Faktorlerinin Insan CAIII Geninin

Transkripsiyonel Regiilasyonuna Etkisinin Belirlenmesi

Insan CAIIl Promtorouna baglanan olasi transkripsiyon faktérlerlerinin
belirlenmesi i¢in MATINSPECTOR programi kullanilmistir. Programin 6nerdigi
olasi transkripsiyon faktorleri baglanma bdlgeleri analiz edilerek deney plani

belirlenmistir.

Bu baglamda 6zellikle SP1, C/EBPa ve USF transkripsiyon faktorlerinin
baglanmalar1 dikkat cekici bir tablo ¢izmektedir. MATINSPECTOR progrmina gore

baglanmalar EK-C’de verilmistir.
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4.1.3.1 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik Ekspresyonunun insan

CAIlll Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi

4131.1 Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) Genine Baglanan

Olas1 SP1 Transkripsiyon Faktorlerinin Belirlenmesi

Insan CAIIl Promotoruna baglanan olasi “Specificity Protein 1 (SP1)”
bolgeleri MATINSPECTOR programi sonucunda belirlenmistir. Buna gore baglanan
bolgeler Tablo 4.2°de gosterilmektedir.

Tablo 4.2 :Insan Karbonik Anhidraz I1I (CAIII) Protmotoruna baglanan olasi
SP1 Bolgeleri.

Insan CAIIl Promotoru Ustiindeki
Olas1 SP1 Baglanma Bolgeleri

-34/-50 -163/-179

-38/-54 -319/-335
-107/-123 -325/-341
-133/-149 -515/-531
-158/-174

4.13.1.2 insan CAIII Promotorunun SP1 ile Ko-Transfeksiyonu

Dort farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan CAIII promotor pargalari
SP1 transkripsiyon faktorii ile birlikte Saos-2 hiicrelerine beraber transfeksiyonu
yapilarak promotor pargalarinin aktivitesi belirlenmistir. Saos-2 modeline aktarimda
Boliim 3.2.3.2.1°de anlatilan kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanilmistir ve

Bolim 3.2.3.2.2°de anlatilan lusiferaz vektor sitemiyle aktivite belirlenmistir.
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SP1 transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon vektorleri Dr.Dipak Ramji
Cardiff Universitesi U.K.“den temin edilmistir. Hiicrelere 0.5 pg promotor parcalari
igeren rekombinant plazmitler, 2 ug SP1 transkripsiyon faktorii igeren plazmitler ve
transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0.5 pg SEAP vektori de
transfekte edilmistir. Lusiferaz olglimlerinin kontrolii ve transfeksiyon etkinliginin
kontrolii i¢in pMetLuc Kontrol plazmiti ve salinan alkalin fosfataz aktivitesinin
kontrolii i¢in de SEAP Kontrol vektorleri pozitif kontrol olarak kullanilmstir.
Negatif kontrol olarak promotor parcasi icermeyen pMetLuc vektorii hiicrelere
transfekte edilmistir. CAIIl Promotor konstarklarinin bazal ve ko-transfeksiyon

aktiviteleri Sekil 4.26’de gosterilmektedir.

m Bazal

u SP1

Lusiferaz/ SEAP
w = 9]

N
L

Sekil 4.26 :Saos2 Hiicre hattinda CAIIl promotor pargalari ile SP1

Transkripsiyon faktoriiniin Ko-Transfeksiyon.

Ug tekrarli olarak yapilan deney sonucunda en yiiksek aktivite en kiigiik
promotor pargasi olan CAIII -108/+86 pargasinda gbzlenmis ve SP1 Transkripsiyon
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faktoriiniin -108/+86 ve -236/+86 CAIlll Promotor konstrakalarini belirgin bir sekilde

transkripsiyonel aktiviteyi arttirdigi belirlenmistir.

41313 insan CAIIl mRNA’simin  SP1 ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

MRNA diizeyinde CAIII ifadesinin belirlenmesi amaciyla SP1 transkripsiyon
faktorii ile Saos-2 hiicreleri, bolim 3.2.3.2.1°de anlatildig1 sekilde transfekte
edilmistir. 24, 48 ve 72. Saatlarde hiicre pelletleri toplanarak bolim 3.2.4.1°de
anlatildig1 gibi RNA izolasyonlar1 yapilmis ve Bolim 3.2.4.2°de anlatildigi gibi RNA
miktarlart belirlenmistir. Bolim 3.2.4.4 anlatildig1 sekilde elde edilden RNA’lardan
cDNA sentezi yapilmustir.

Sentezlenen c¢cDNA’larin ¢alisip ¢alismadigini kontrol amaciyla Human-f-
Mikroglobulin genleri kullanilarak boliim 3.2.5.3’de anlatildign sekilde Semi
Kantitatif PCR yapilmis ve sonug % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriiniir hale

getirilmistir.

Calistig1 belirlenen DNA’larda CAIIl’lin ifadesinin belirlenmesi amaciyla
Kantitatif Ger¢gek zamanl PCR (Real-Time PCR) yapilmistir. Real Time PCR bolim
3.2.5.4°de anlatildig1 sekilde yapilmustir.

Sonuglar Bolim 3.2.5.4°da anlatilan Livak metoduna gore degerlendirildi.
Elde edilen Ct degerleri oncelikli olarak 3 tekrarl calisildigi i¢in her deney grubu
icin elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol olmasi

hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi alinmistir.

SP1, ektopik olarak segilen hiicre hattalarinda transfekte edilip, asir1 ifade
edilmistir. Gergekten de hiicrede SP1 asir1 ifade edildigi Real time PCR kontrol
edilmistir. Buna goére SP1 mRNA’smin arttigi, SP1’in CAIIl mRNA’s1 {izerinde de
arttirict etki yaptigir gosterilmistir. Real Time PCR’in grafiksel goriiniim Sekil
4.27°de gosterilmektedir.

Elde edilen etkinin dokuya m1 bagla olup olmadigini belirlemek tizere farkli

bir hiicre hatt1 olan insan prostat kanser modeli PC3 hiicrelerine SP1 ektopik olarak
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transfekte edilmistir. Real-Time verilerine goére PC3 hiicrelerinde de SP1 etkili CAIII
MRNA seviyesi zamana bagli artis gostermektedir (Sekil 4.28).

Yapilan analizler gosteriyor ki SP1 transkripsiyon faktorii CAIIIl mRNA’simi
ekspresyon seviyesini hem Saos-2 hiicrelerinde hem de PC3 hiicrelerinde zamana

bagli olarak arttirmaktadir.
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Sekil 4.27 :SP1 ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki CAIII ve SP1

ekspresyon seviyesindeki degisim.
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Sekil 4.28 : SP1 ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIIl ve
SPlekspresyon seviyesindeki degisim

41314 insan CAIIl Proteininin SP1 ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

Secilen Transkripsiyon faktorlerinin CAIII’iin protein diizeyindeki ifadesinin
belirlenmesi igin c¢alisilacak hiicre soylart Bolim 3.2.3.1.5’da anlatildig1 gibi
baslatilmig, Bolim 3.2.3.1.6°’de anlatildigi gibi biyiitiliip pasajlanmistir. Yeterli
hiicre yogunluguna gelen hiicre popiilasyonu sayimi yapilarak 25 cm?’lik flask iginde
2.000.000 hiicre olacak sekilde boliiniip, son hacmi 5 mL olacak sekilde % 10 FCS
iceren DMEM eklenmistir. Segilen transkripsiyon faktorleri Saos-2 hiicre hattinda
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Bolim 2.2.3.2.1’de anlatildig1 sekilde kalsiyum-fosfat presipitasyon metoduyla
kullanilan materyaller ve son hacim 5 kat olacak sekilde transfekte edilmistir.
Hiicreler 24, 48 ve 72 zaman araliklarinda toplanmistir. Bolim 3.2.6.1.2°de
anlatildig1 sekilde RIPA teknigi kullanilarak protein izolasyonlar1 yapilmis ve Boliim

3.2.6.1.3°de anlatildig1 gibi protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Elde edilen protein havuzlari kullanilarak Western Blot yapilmistir. Bu
teknikler protein diizeyinde Insan CAIIl Geninin regiilasyonu belirlenmistir. Buna
gore Saos Kontrol, Saos 24 sa SP1, Saos 48 Sa SP1, Saos 72 Sa SP1 ornekleri tek
tekrarli olarak calismis, Insan CAIIl Antikoru ve B-Aktin ile membranlar
isaretlenmistir (Sekil 4.20).

Control 48H 72H

“ ~ . ’ “ “ w—vzskoacmn
sy ~~ ~ wu—» 42 kDa B-Actin

Sekil 4.29 :Insan CAIIl ve B-Aktin’in SP1 ile transfekte edilmis Saos-2

Protein ekstraktlarindaki ifadesi.

Western Blot ¢alismasi ile elde edilen orneklere ait bantlar Imagel] programi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar excelde grafik haline getilirek etkinin degeri
gosterilmistir (Sekil 4.30). SP1 ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerinden elde
edilen proteinleden yapilan Western Blot sonuglarina gére CAII’iin zaman bagh

olarak protein diizeyinde de arttig1 gosterilmistir.
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Sekil 4.30 :SP1 Transkripsiyon faktorii ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde Insan CAIII Protein seviyesi.

4.1.3.2 C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik Ekspresyonunun

insan CAIII Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi

41321 insan CAIIl Genine Baglanan Olasi C/EBPa

Transkripsiyon Faktorlerinin Belirlenmesi

Insan CAIIl Promotoruna baglanan olas1 “CCAAT/enhancer-binding
protein alfa (C/EBPa)” bolgeleri MATINSPECTOR programi sonucunda

belirlenmistir. Buna gore baglanan bolgeler Tablo 4.3’de gdsterilmektedir.
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Tablo 4.3 : Insan CAIII Protmotoruna baglanan olast C/EBPa Bolgeleri.

Insan CAIIl Promotoru Ustiindeki Olas
C/EBPa Baglanma Bolgeleri

-94/-108 -641/-929
-380/-368 -675/-689
-451/-439

41.3.2.2 insan CAIIl  Promotorunun C/EBPa ile Ko-

Transfeksiyonu

Dort farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan CAIIl promotor parcalari
C/EBPa. transkripsiyon faktorii ile birlikte Saos-2 hiicrelerine transfeksiyonu
yapilarak promotor pargalarinin aktivitesi belirlenmistir. Saos-2 modeline aktarimda
Boliim 3.2.3.2.1°de anlatilan kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanilmistir ve

Boliim 3.2.3.2.2°de anlatilan lusiferaz vektor sitemiyle aktivite belirlenmistir.

Ekspresyon plasmidi Dr.Dipak Ramji Cardiff Universitesi U.K.’den temin
edilmigtir. Hiicrelere 0.5 pg promotor pargalari igeren rekombinant plazmitler, 2 pg
transkripsiyon faktorii iceren plazmitler ve transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi
amaciyla 0.5 pg SEAP vektorii de transfekte edilmistir. Lusiferaz ol¢timlerinin
kontrolii ve transfeksiyon etkinliginin kontrolii icin pMetLuc Kontrol plazmiti ve
salinan alkalin fosfataz aktivitesinin kontrolii i¢in de SEAP Kontrol vektorleri pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak promotor parcasi igermeyen
pMetLuc vektorii hiicrelere transfekte edilmistir. CAIIl Promotor konstarklarinin

bazal ve ko-transfeksiyon aktiviteleri Sekil 4.31” de verilmistir.
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Sekil 4.31 :Saos-2 Hiicre hattinda C/EBPo. Transkripsiyon faktoriiniin Insan

CAIII promotor pargalarina etkisi.

3 tekrarli olarak yapilan deney sonucunda en yiiksek aktivite en kiiclik
promotor parcast olan CAIIl -108/+86 pargasinda gozlenmis ve C/EBPa
Transkripsiyon faktoriiniin -108/+86 promotor bolgesini istatistiki olarak 6nemli

olacak sekilde aktive ettigi belirlenmistir.

41323 insan CAIIl mRNA’simin C/EBPa ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

MRNA diizeyinde CAIIl ifadesinin belirlenmesi amaciyla C/EBPa
transkripsiyon faktorii ile Saos-2 hiicreleri bolim 3.2.3.2.1°de anlatildigi sekilde
transfekte edilmistir. 24, 48 ve 72. Salerde hiicre pelletleri toplanarak bolim
3.24.1°de anlatildigi gibi RNA izolasyonlar1 yapilmis ve Bolim 3.2.4.2°de
anlatildigr gibi RNA miktarlar belirlenmistir. Boliim 3.2.4.4 anlatildig1 sekilde elde
edilden RNA’lardan cDNA sentezi yapilmustir.
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Sentezlenen cDNA’larin ¢alisip ¢aligmadigini kontrol amaciyla Human-f-
Mikroglobulin genleri kullanilarak bdliim 3.2.5.5’de anlatildigi sekilde Semi
Kantitatif PCR yapilmis ve sonug %2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriiniir hale

getirilmistir.

Calistig1 belirlenen DNA’larda CAIIl’lin ifadesinin belirlenmesi amaciyla
Kantitatif Ger¢ek zamanli PCR (Real-Time) yapilmistir. Real Time PCR bolim
3.2.4.5°de anlatildig1 sekilde yapilmustir.

Sonuglar Bolim 3.2.5.4°de anlatilan Livak metoduna gore degerlendirildi.
Elde edilen Ct degerleri oncelikli olarak 3 tekrarli ¢alisildigr i¢in her deney grubu
icin elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol olmasi

hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi alinmistir.

C/EBPa, ektopik olarak segilen hiicre hattalarinda transfekte edilip, asir1 ifade
edilmistir. Gergekten de hiicrede C/EBPo’nin asir1 ifade edildigi Real time PCR
kontrol edilmistir. Buna gore C/EBPa mRNA’simnin arttigi, C/EBPo’nin CAllI
mRNA’s1 iizerinde de arttirict etki yaptigi gosterilmistir. Real Time PCR’1n grafiksel
goriiniim Sekil 4.32°de gosterilmektedir.

Elde edilen etkinin dokuya m1 bagla olup olmadigini belirlemek iizere farkli
bir hiicre hatti1 olan insan prostat kanser modeli PC3 hiicrelerine C/EBPa ektopik
olarak transfekte edilmistir. Real-Time verilerine gére PC3 hiicrelerinde de C/EBPa

etkili CAIIl mRNA seviyesi zamana bagl artis gostermektedir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.32 : C/EBPua ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki CAIII ve

C/EBPa etkili Kat C/EBPa mRNA
seviyesi
o

C/EBPa etkili Kat CAIIIl mRNA
Seviyesi
-

SP1 mRNA ekspresyon seviyesindeki degisim.

116



30 -+

[
N

[
<

—
=

C/EBP Etkili Kat C/EBP mRNA seviyesi
n 7

0 r r r
G 24H C/EBP 48H C/EBP 72H C/EBP
10 *
5 94
2
X1
2 7]
£
o 6 h
= *
5 5 1 1 *
< L
34
53
=
[-# r
& 2
S 17
0 T T v 3
C 24H C/EBP 48H C/EBP 72H C/EBP

Sekil 4.33 : C/EBPu ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIII ve
C/EBP ekspresyon seviyesindeki degisim.

41324 insan CAIIl Proteininin C/EBPa ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

Secilen Transkripsiyon faktorlerinin CAIIl’iin protein diizeyindeki ifadesinin
belirlenmesi igin c¢alisilacak hiicre soylar1 Bo6lim 3.2.3.1.5’da anlatildig1 gibi
baglatilmig, Boliim 3.2.3.1.6’de anlatildigi gibi biiyiitiiliip pasajlanmigtir. Yeterli
hiicre yogunluguna gelen hiicre popiilasyonu sayimi yapilarak 25 cm?’lik flask iginde
2.000.000 hiicre olacak sekilde boliiniip, son hacmi 5 mL olacak sekilde % 10 FCS
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iceren DMEM eklenmistir. Secilen transkripsiyon faktorleri Saos-2 hiicre hattinda
Bolim 2.2.3.2.1’de anlatildig1 sekilde kalsiyum-fosfat presipitasyon metoduyla
kullanilan materyaller ve son hacim 5 kat olacak sekilde transfekte edilmistir.
Hiicreler 24, 48 ve 72 sa zaman araliklarinda toplanmistir. Bolim 3.2.6.1.2°de
anlatildig: sekilde RIPA teknigi kullanilarak protein izolasyonlar1 yapilmis ve Bolim

3.2.6.1.3°de anlatildig1 gibi protein konsantrasyonlari belirlenmistir.

Elde edilen protein havuzlari kullanilarak Western Blot yapilmistir. Bu
teknikler protein diizeyinde Insan CAIIl Geninin regiilasyonu belirlenmistir. Saos
Kontrol, Saos 24 sa C/EBPa, Saos 48 sa C/EBPa ve Saos 72 sa C/EBPa Ornekleri tek
tekrarli olacak sekilde kuyulara yiiklenmistir ve deney sonuglar1 Sekil 4.24°de

gosterilmistir.
Control 48H 7T2H
1 1 1
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Sekil 4.34 :C/EBPa ile transfekte edilmis Saos2 Protein ekstrasklarindaki
Insan CAIII ve B-Actin proteinin ifadesi.

Western Blot ¢alismasi ile elde edilen 6rneklere ait bantlar Image] programi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar excelde grafik haline getilirek etkinin degeri

gosterilmistir (Sekil 4.35).

Yapilan analiz sonucunda C/EBPa ile transfekte edilmis hiicrelerden elde
edilen protein ekstraklarinda CAIII protein ifadesinin artt1g1, zamana bagl olarak da

bu artisin lineer bir dogru gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.35:C/EBPa Transkripsiyon faktori ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde CAIII protein seviyesi.

4.1.3.3 USF Transkripsiyon Faktoriiniin Ektopik Ekspresyonunun insan

CAIlll Gen ifadesine Etkisinin Belirlenmesi

41331 insan CAIII Genine Baglanan Olas1 USF1 Transkripsiyon

Faktorlerinin Belirlenmesi

Insan CAIlll Promotoruna baglanan olas1 “Upstream stimulatory factor 1
(USF1)” bolgeleri MATINSPECTOR programi sonucunda belirlenmistir. Buna
gore baglanan bolgeler Tablo 4.4°de gosterilmektedir.
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Tablo 4.4 : Insan CAIII Protmotoruna baglanan olast USF1 Bolgeleri.

Insan CAIIl Promotoru Ustiindeki Olasi
SP1 Baglanma Bolgeleri

+27/ +42 -251/ -271

-20/-40 -368/ -380

-41/ -57 -439/ -451

-109/ -125 -466/ -482

-123/ -143 -492/ -508

-126/ -146 =787/ -807

-245/ -261 -872/ -992

-248/ -264 -877/-889

4.1.3.3.2 Insan CAIIl Promotorunun USF1 ile Ko-Transfeksiyonu

Dort farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan CAIIl promotor parcalari
USF1 transkripsiyon faktorii ile birlikte Saos-2 hiicrelerine transfeksiyonu yapilarak
promotor parcalarinin aktivitesi belirlenmistir. Saos-2 modeline aktarimda Boliim
3.2.3.2.1°de anlatilan kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanilmigtir ve Boliim

3.2.3.2.2°de anlatilan lusiferaz vektor sitemiyle aktivite belirlenmistir.

Ekspresyon plasmidi Dr. Dipak Ramji Cardiff Universitesi U.K.“den temin
edilmigtir. Hiicrelere 0.5 pg promotor pargalari igeren rekombinant plazmitler, 2 pg
transkripsiyon faktorii iceren plazmitler ve transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi
amaciyla 0.5 pg SEAP vektorii de transfekte edilmistir. Lusiferaz ol¢timlerinin
kontrolii ve transfeksiyon etkinliginin kontrolii icin pMetLuc Kontrol plazmiti ve
salinan alkalin fosfataz aktivitesinin kontrolii i¢in de SEAP Kontrol vektorleri pozitif
kontrol olarak kullanilmistir. Negatif kontrol olarak promotor parcasi igermeyen
pMetLuc vektorii hiicrelere transfekte edilmistir. CAIIl Promotor konstarklarinin

bazal ve ko-transfeksiyon aktiviteleri Sekil 4.36° de verilmistir.

120
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Sekil 4.36 :Saos-2 Hiicre hattinda USF1 Transkripsiyon faktoriiniin insan

CAIII promotor parcalarina etkisi.

4.1.3.3.3 insan CAIII mRNA’simmn  USF1 ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

mRNA diizeyinde CAIIl ifadesinin belirlenmesi amaciyla USF1
transkripsiyon faktorii ile Saos-2 hiicreleri bolim 3.2.3.2.1°de anlatildig1 sekilde
transfekte edilmistir. 24, 48 ve 72. saatlerde hiicre pelletleri toplanarak Boliim

3.24.1°de anlatildigi gibi RNA izolasyonlar1 yapilmis ve Bolim 3.2.4.2°de
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anlatildig1 gibi RNA miktarlar belirlenmistir. Boliim 3.2.4.4 anlatildig1 sekilde elde
edilden RNA’lardan cDNA sentezi yapilmistir.

Sentezlenen cDNA’larin calisip ¢alismadigini kontrol amaciyla Human-f3-
Mikroglobulin genleri kullanilarak bdliim 3.2.5.3’de anlatildign sekilde Semi
Kantitatif PCR yapilmis ve sonu¢ % 2’lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriiniir hale

getirilmistir.

Calistig1 belirlenen DNA’larda CAIIl’lin ifadesinin belirlenmesi amaciyla
Kantitatif Ger¢ek zamanli PCR (Real-Time) yapilmistir. Real Time PCR boliim
3.2.5.4°de anlatildig1 sekilde yapilmstir.

Sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi. Elde edilen Ct degerleri
oncelikli olarak 3 tekrarli ¢alisildigi i¢in her deney grubu i¢in elde edilen degerlerin
ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol olmasi hedeflendigi i¢in her zaman

dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi alinmustir.

USF1 transkripsiyon faktdriiniin insan CAIIl mRNA ifadesi {izerine etkileri
Sekil 3.37°de gosterilmektedir. Yapilan degerlendirme gosteriyor ki USF1
transkripsiyon faktorii CAIIl mRNA’sin1 zamana bagli olarak degerlendirildiginde
erken saatlerde maksimum diizeyde aktive ettigi, gec¢ saatlerde ise etkinin azaldigi

gbzlemlenmektedir.

Elde edilen etkinin dokuya mi1 bagla olup olmadigini belirlemek {izere farklh
bir hiicre hatt1 olan insan prostat kanser modeli PC3 hiicrelerine USF1 ektopik olarak
transfekte edilmistir. Real-Time verilerine goére PC3 hiicrelerinde de USF1 etkili
CAIIl mRNA seviyesi zamana bagl artis gostermektedir (Sekil 4.38).
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Sekil 4.37 :USF1 ile transfekte edilmis Saos-2 hiicrelerindeki CAIII ve USF1

USF1 etkili Kat CAIII mRNA seviyesi

mRNA seviyesindeki degisim.
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Sekil 4.38 : USFI1 ile transfekte edilmis PC3 hiicrelerindeki CAIII ve USF1
mRNA seviyesindeki degisim.

41334 insan CAIIl Proteininin USF1 ile Regiilasyonunun

Belirlenmesi

Secilen Transkripsiyon faktorlerinin CAIII’iin protein diizeyindeki ifadesinin
belirlenmesi i¢in ¢alisilacak hiicre soylari Bolim 3.2.3.1.6’da anlatildigi gibi
baglatilmig, Bolim 3.2.3.1.7°de anlatildigi gibi biyiitiliip pasajlanmistir. Yeterli
hiicre yogunluguna gelen hiicre popiilasyonu sayimi yapilarak 25 cm?’lik flask iginde
2.000.000 hiicre olacak sekilde boliiniip, son hacmi 5 mL olacak sekilde % 10 FCS
iceren DMEM eklenmistir. Secilen transkripsiyon faktorleri Saos-2 hiicre hattinda
Bolim 2.2.3.2.1’de anlatildig1 sekilde kalsiyum-fosfat presipitasyon metoduyla
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kullanilan materyaller ve son hacim 5 kat olacak sekilde transfekte edilmistir.
Hiicreler 24, 48 ve 72 zaman araliklarinda toplanmistir. Bolim 3.2.6.1.2°de
anlatildig1 sekilde RIPA teknigi kullanilarak protein izolasyonlar1 yapilmis ve Boliim

3.2.6.1.3’de anlatildig1 gibi protein konsantrasyonlar1 belirlenmistir.

Elde edilen protein havuzlari kullanilarak Western Blot yapilmistir. Bu
teknikler protein diizeyinde Insan CAIIl Geninin regiilasyonu belirlenmistir. Buna
gore Saos Kontrol, Saos 24 sa USF1, Saos 48 sa USF1, Saos 72 sa USF1 ornekleri
tek tekrarli olarak calismis, Insan CAIIl Antikoru ve B-Aktin ile membranlar
isaretlenmistir. (Sekil 4.39).

— e N N 5 58cDa CAINI

- e Y wmwr ——> 49kDap-Actin

Sekil 4.39 :USF1 ile transfekte edilmis Saos2 Protein ekstrasklarindaki insan CAIII
ve B-Actin proteinin ifadesi.

Western Blot ¢alismasi ile elde edilen 6rneklere ait bantlar Image] programi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar excelde grafik haline getilirek etkinin degeri

gosterilmistir (Sekil 4.40).

Yapilan analiz sonucunda USF1 ile transfekte edilmis hiicrelerden elde edilen
protein ekstraklarinda CAIII protein ifadesinin arttigi, zamana bagli olarak da bu

artisin lineer bir dogru gosterdigi belirlenmistir.
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Sekil 4.40 :USF1 Transkripsiyon faktorii ile transfekste edilmis Saso-2

hiicrelerinde CAIII protein seviyesi.

4.1.4 DNA-Protein Etkilesiminin “Electrophoretic Mobility Shift
Assay” (EMSA) Teknigi ile CAIII Dizisindeki olas1 Transkripsiyon

Faktorii Baglanma Bolgelerinin Belirlenmesi

Insan CAIIl geninin promotor analizinin yapilabilmesi i¢in oncelikle
muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgeleri belirlenmistir. Bu
amacla Matinspector programi kullanilmis ve olast baglanmalar EK-C’de detayl

belirtilmistir.

Olas1 baglanmanin yogun oldugu boliimler incelenerek bu bélgelere 6zel
primerler (Prob) tasarlandi. Bu primerler olasi baglanma bdlgelerini igermekte ve
yapilacak olan EMSA deneyleri ile bu baglanmalarin spesikligi belirlendi.
Primerler, makrogen firmasina sentezlettirildi. Tek zincirli ve yapiskan ug olarak
olarak sentezlenen primerler, biotinleme islemi ile biotinlendi. Biotinlenen
primerlerden Diiz ve Ters primer baglanma reaksyionu ile c¢ift zincirli hale

getirildi.
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Calisilan bolgelere olasi baglanan transkripsiyon faktorlerinin bu bélgelere

baglanip baglanmadig transkripsiyon faktorlerine ait korunmus dizilerle yapilan

EMSA c¢alismalari ile belirlenmistir. Bu biyotinsiz korunmus diziler (soguk prob)

ve biyotinli (sicak prob) problarimiz yarisma deneylerine tabii tutularak

baglanmanin spesifikligi belirlenmistir. Bu amagla kullanilan biitiin primerler

Tablo 4.5’de gosterilmektedir.

Tablo 4.5 : EMSA deneylerinde kullanilan primerler ve dizileri.

Kullanilan | Amag 5’- 3’ Diziler

Primerler

USF1-F Yarigma TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT

USF1-R Yarigsma TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT

C/EBPa-F | Yarisma TGCAGATTGCGCAAT

C/EBPa-R | Yarigma TGCATTGCGCAATCT

AP1-F Yarigsma GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGA
C

AP1-R Yarigma CCGCTGAGTCACGAAGGATCCCGCTGAGTCAC
G

SP1-F Yarigsma TAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAG

SP1-R Yarigma GCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT

+28/+62F Prob CTGCACCACGCAGGGGAAGAGAAAGCAGGAG
CCGTC

+28/+62R | Prob TGGACGGCTCCTGCTTTCTCTTCCCCTGCGTGG
TGC

-158/-134F | Prob CCCCTTCGCCCACCTCCGCCcCeeGTC

-158/-134R | Prob GTGACGGGGGCGGAGGTGGGCGAAGG

-181/-153F | Prob GAGCGCAGGGAGGGGCGTGGGTGCCCCTTCG

-181/-153R | Prob GGCGAAGGGGCACCCACGCCCCTCeCTGeGe
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EMSA deneyleri boliim 3.2.7°de anlatildig1 gibi yapildi. Oncelikle béliim
3.2.7.1.1°de anlatildig1 sekilde PC3 ve Saos-2 hiicre hatlarindan niikleer ekstrakt
hazirlandi. EMSA deneyleri igin sentezlettirlen primerler bolim 3.2.7.1.2°de
anlatildig1 gibi biyotinle isaretlendi. Yarisma deneyleri i¢in kullanilan korunmus
dizileri igeren transkripsiyon faktorlerine ait primerlerde biyotinleme yapilmadi.
Biyotinle isaretlenmis ve yarisma deneyleri i¢in kullanilacak primerler eslenik
dizileri ile boliim 3.2.7.1.3’de anlatildig1 sekilde baglanma reaksiyonuna tabii
tutularak, baglanmalar1 saglandi. DNA-Protein kompleksinin olusumu saglamak
ve secilen dizilerin analiz edilebilmesi i¢in bolim 3.2.7.1.4°de anlatildig1 sekilde
baglanma reaksiyonlart kuruldu. Analiz edilecek dizi ve olast tranksirpiyon
faktorlerine gore her deney plani icin ayr1 ayri tiiplerde reaksiyon kuruldu. I¢inde
niikleer ekstrakst bulunmayan kontrol rekasiyonu biyotinli primerler ile kurulmus
ve tek kuyu olacak sekilde calismistir. Yarisma deneyleri i¢in biyotinli CAIII
primerleri ve en az 500 kat olarak reaksiyona sokulan biyotinsiz primerler ayni
tiipte calisildi. Son olarak reaksiyon tiipleri 1 sa oda sicakliginda bekletildi.
Baglanma reaksiyonlar1 denatiire olmayan % 6’lik jelde +4°C sicaklikta 100V
akimda yiiriitiildi. Jelde yiritiilen 6rnekler istenen miktarda yiiriidiikten sonra
soguk 0,5 X TBE c¢ozeltisinde naylon membrana transfer edildi. Transfer islemi 90
mA’de +4°C’de, 1 sa siireyle gerceklestirildi. Transfer isleminin akabinde
membrandaki DNA’larin sabitlenmesi i¢in, membran 15 dk siireyle UV 1s18ina
maruz birakildi. HRP bagl streptavidin ile isaretlenen muhtemel kompleksler
ECL ile muamele edilip ardindan Fusion FX Vilber Lourmat goriintiilleme cihazi

ile gortintiilendi.

Olas1 transkripsiyon faktorii baglanma analizleri neticesinde yogun
baglanmanin gorildigii ve bu bolgeye 6zgii EMSA primerleri iirelen +28 / +62
CAIIl Promotor bdlgesine ait EMSA sonucu Sekil 4.41°da gosterilmektedir. PC3-
Normoksia Niikleer ekstraktlari ile yapilan reaksiyon sonucunda, +28 / +62 CAllI
Promotor bolgesine SP1, C/EBPa ve USF1'nin baglandigi yarismali deneylerle

gosterilmistir. Ayn1 deneyin 2. Kontrolii de yapilmis ve sonuglar netlesitirlmistir.
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Serbest Prob ———>

Prob +28/+62 + + + + + +
Niikleer Eks.(PC3/N) - + + + + +
Soguk Prob(x500) - - +28+62 SP1 C/EBPa  USF

Sekil 4.41 : +28/+62 CAIII Promotor bolgesine ait EMSAsonucu.

CAIII promotoruna ait +28 / +62’lik bolgeye baglanan SP1, C/EBPa , USF
ve AP1 transkripsiyon faktorlerinin, CAIII transkripsiyonel regiilasyonunu etkiledigi
belirlenmistir (Sekil 4.42).
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Serbest Prob ——

Prob +28/+62 + + + + + + +
Niikleer Eks.(PC3/N) - &+ 5 + + + +
Soguk Prob(x500) - - +28/+62 SP1 C/EBPa USF AP1

Sekil 4.42 : +28/ +62 CAIIIl Promotor bolgesine ait EMSAsonucu (2. Tekrar).

Yapilan biyoinformatik analizler dahilinde incelenecek 2. Bolge olarak
secilen dizi -158/-134 CAIII Promotor bdlgesine ait dizidir. Deneyler bu bolgeye
Ozgii tasarlanan EMSA primerleriyle yapilmistir. Niikleer ekstraklar Saos-2, MG63,
PC3 Normoksik ve PC3 Hipoksik olmak {izere 4 farkli ekstrak eldesi yapilmis ve
EMSA deneylerinde kullanilmistir. Deneyin sonucu Sekil 4.43’de gosterilmektedir.
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Serbest Prob ——

Prob -158/-134 + + + + ¥
Niikleer Eks. - MG63 PC3(N) PC3(H) Saos-2

Sekil 4.43 : Farkli Niikleer ekstraktlar kullanilarak yapilan -158/-134 CAlII

Promotor bdlgesine ait EMSAsonucu.

Yapilan deney sonucunda goriiliiyor ki kompleks olusumu en iyi
PC3/Normoksia Niikleer ekstraktlarindadir. Boyle bir fark olmusmasi dokuya
spesifik olarak transkripsiyonel regiilasyonunda farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Bilindigi iizre, doku farkliklar1 o dokuya 0Ozgii transkripsiyon faktdrlerininde
sentezine neden olmaktadir. Analiz sonucunda elde edilen veriler dahilinde bundan

sonraki yapilan analizlerde PC3/Normoksia Niikleer ekstraktlar1 kullanilmistir.

-158/-134 CAIIl promotor dizisine baglanan transkripsiyon faktoriilerinin
belirlenmesi amaciyla secilen transkripsiyon faktorleriyle yarigma deneyleri

yapilmistir. Deneyin sonucu Sekil 4.44°de gosterilmektedir.
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Serbest Prob ——>

Prob -158/-134 + + + + + + + +
Niikleer Eks.(PC3/N) - + + + + + + +
Soguk Prob(x500) - - -158/-134 SP1 C/EBPa USF AP1 E2F

Sekil 4.44 : -158/-134 CAIII Promotor Bolgesine ait EMSA sonucu.

Yarigmali EMSA ile elde edilen deneysel veriler dogrultusunda -158/-134
CAIlll Promotor dizisine SP1, C/EBPa, USF, APl ve E2F transkripsiyon
faktorlerinin baglandigi belirlenmistir. Bu baglanmalarin  spesifikligi yarisma
deneyleri i¢in kullanilan transkripsiyon faktorlerinin korunmus dizilerinden olusan

etiketsiz DNA pargalariyla kontrol edilmektedir.

Yapilan biyoinformatik analizler dahilin de incelenecek 3. Bolge olarak
segilen dizi -181 / -153 CAIII Promotor bolgesine ait dizidir. Deneyler bu bolgeye
Ozgi tasarlanan EMSA primerleriyle yapilmistir. Yapilan ilk deney farkli niikleer
ekstraktlarin etkisinin belirlenmesi {izerinedir. Deneyin sonucu Sekil 4.45°de

gosterilmektedir.
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Serbest Prob ——>

Prob -181/-153 + + + + 4
Niikleer Eks. - MG63 PC3(N) PC3(H) Saos-2

Sekil 4.45 : Farkli Niikleer ekstraktlar kullanilarak yapilan -181/-153 CAlII

Promotor bdlgesine ait EMSA sonucu.

Yapilan deney sonucunda goriiliiyor ki kompleks olusumu en iyi
PC3/Normoksia Niikleer ekstraktlarindadir. Boyle bir fark olmusmas: dokuya
spesifik olarak transkripsiyonel regiilasyonunda farkliligindan kaynaklanmaktadir.
Bilindigi iizre, doku farkliklar1 o dokuya 0Ozgii transkripsiyon faktdrlerininde
sentezine neden olmaktadir. Analiz sonucunda elde edilen veriler dahilinde bundan

sonraki yapilan analizlerde PC3/Normoksia Niikleer ekstraktlar: kullanilmistir.

-181/-153 CAIIIl promotor dizisine baglanan transkripsiyon faktoriilerinin
belirlenmesi amaciyla secilen transkripsiyon faktorleriyle yarigma deneyleri

yapilmistir. Deneyin sonucu Sekil 4.46°de gosterilmektedir.
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Serbest Prob ——»

Prob -181/-153 + £ 4 4+ + + + +
Niikleer Eks.(PC3/N) - % + + + + + +
Soguk Prob(x500) - - -181/-153 SP1 C/EBPa USF AP1 E2F

Sekil 4.46 : -181/-153 CAIII Promotor Bolgesine ait EMSA sonucu.

EMSA ile elde edilen deneysel veriler dogrultusunda -158/-134 CAllI
Promotor dizisine SP1, C/EBPa, USF, AP1 ve E2F transkripsiyon faktorlerinin
baglandig1 belirlenmistir. Bu baglanmalarin spesifikligi yarisma deneyleri ig¢in
kullanilan transkripsiyon faktorlerinin korunmus dizilerinden olusan etiketsiz DNA

parcalariyla kontrol edilmektedir.

4.1.5 1Insan CAIII Geninde Yénlendirilmis Mutagenez Stratejisi

Yapilan EMSA analizleri sonucunda kesisme gosteren -181/-153 ve -158/-
134 CAII promotor dizilerinde elde edilen deney sonuglarinin birebir ayn1 oldugu

belirlenmistir.

Calisilmak istenen bolgenin belirlenmesinde EMSA deneyleri bizim i¢in
onciil olmustur. Bu amagla analiz edilen -181/-153 ve -158/-134’lik bolgelerin
EMSA sonuglar1 baz alinmistir. Bu iki farkli DNA bolgesi ile yapilan EMSA
sonuclarinin birebir ayn1 olmas1 (Sekil 4.47) , kesisen 5 bazlik diziden kaynaklanip
kaynaklanmadigin1 aklimiza getirdi. Bu sebeple kesisen 5 bazlik bolgede

yonlendirilmis mutagenez yapilmasi hedeflendi.
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Serbest Prob ——

Prob -158/-134
Niikleer Eks.(PC3/N)
Soguk Prob(x500)

+

+ + + + + + +
S T o T R . 158/ -134 ve -181/-153
- -158/-134 SP1 C/EBPa USF APl E2F >_ DNA problarma ait EMSA

goriintiileri.

Serbest Prob ——

Prob -181/-153
Niikleer Eks.(PC3/N)
Soguk Prob(x500)

+

+ + + + + + +
+ + + + + + + _
- -181/-153 SP1 C/EBPa USF APl E2F

Sekil 4.47 : Mutagenez deneyleri igin temel niteliginde olan -181/-153 ve -
158/-134’1ik bolgelerin EMSA sonuglari.

4.1.5.1 Insan CAIII Genine Ait Yonlenirilmis Mutagenez Primer Dizaym

Yonlendirilmis mutagenez yapilmayr hedeflenen bolgeyi icen 5 bazlik dizi

‘AAAAA’ tekrarh dizisi ile degistirilerek hedeflenen bolgede degisim yapilacaktir.

Bu amacla www.ncbi.nlm.nih.gov adresinden Insan CAIIl Geninin dizisi analiz

edilerek hedef bolgelerin dizisi belirlenmistir. Bu boélgeye uygun Diiz ve Ters

Primerler Tablo 4.6’de gosterilmektedir.
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Tablo 4.6 : Insan CAIII Genine Ait Yonlendirilmis Mutaganez Primerleri.

Primerin | Primer Dizisi Uzunluk | Tm
Adi (be) (’C)
Forward | 5>-CGTGGGTGCCAAAAAACCCACCTCCGCCCA- | 30 baz 79
Primer |3’

Reverse | 3’-TGGGCGGAGGTGGGITTTTTGGCACCCACG | 30 baz 79
Primer |-5°

4.1.5.2 DNA-Protein Etkilesiminin EMSA “Electrophoretic Mobility
Shift Assay” (EMSA) Teknigi ile CAIIl Dizisindeki olasi SP1

Baglanma Bolgesinin Gosterilmesi

-181/-153 ve -158/-134’1ik bolgelerinin kesisen 5 bazlik bolgesine baglnan
SP1’1 analiz etmek icin EMSA teknigine basvurulmustur. Tablo 4.6’da gosterilen
primerler, biyotinsiz korunmus diziler (soguk prob) ve biyotinli (sicak prob)
problar olmak iizere yarisma deneylerine tabii tutularak baglanmanin spesifikligi

belirlenmistir.

EMSA deneyleri béliim 3.2.7°de anlatildigi gibi yapildi. Oncelikle béliim
3.2.7.1.1’de anlatildig1 sekilde PC3 hiicre hatindan niikleer ekstrakt hazirlandi.
EMSA deneyleri icin sentezlettirlen primerler boliim 3.2.7.1.2°de anlatildig1 gibi
biyotinle isaretlendi. Yarisma deneyleri i¢in kullanilan korunmus dizileri igeren
transkripsiyon faktorlerine ait primerlerde biyotinleme yapilmadi. Biyotinle
isaretlenmis ve yarisma deneyleri i¢in kullanilacak primerler eslenik dizileri ile
bolim 3.2.7.1.3’de anlatildig1r sekilde baglanma reaksiyonuna tabii tutularak,
baglanmalar1 saglandi. DNA-Protein kompleksinin olusumu saglamak ve secilen
dizilerin analiz edilebilmesi i¢in boliim 3.2.7.1.4’de anlatildig1 sekilde baglanma
reaksiyonlart kuruldu. Analiz edilecek dizi ve mutasyon yapilan bolgeye ait
problarin deney planina gore ayri ayri tiiplerde reaksiyon kuruldu. Iginde niikleer
ekstrakst bulunmayan kontrol rekasiyonu biyotinli primerler ile kurulmus ve tek
kuyu olacak sekilde ¢aligmistir. Yarisma deneyleri igin biyotinli CAIll primerleri
ve en az 500 kat olarak reaksiyona sokulan biyotinsiz primerler ayni tiipte

calisildi. Son olarak reaksiyon tiipleri 1 sa oda sicakliginda bekletildi. Baglanma
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reaksiyonlar1 denatiire olmayan % 6’lik jelde +4°C sicaklikta 100V akimda
yiriitiildii. Jelde yiiriitiilen 6rnekler istenen miktarda yiiriidiikten sonra soguk 0.5
x TBE c¢ozeltisinde naylon membrana transfer edildi. Transfer islemi 90 mA’de
+4°C°de, 1 sa siireyle gerceklestirildi. Transfer isleminin akabinde membrandaki
DNA'’larin sabitlenmesi i¢in, membran 15 dk siireyle UV 1s181na maruz birakildi.
HRP bagh streptavidin ile isaretlenen muhtemel kompleksler ECL ile muamele
edilip ardindan Fusion FX Vilber Lourmat goriintiilleme cihazi ile goriintiilendi

(Sekil 4.48).

Serbest Prob ——

Nucleer Eks(PC3) = + 4+ A& 5 + o+ o+
Sicak Prob - - I - - + 4+
Soguk Prob - - Wild SP1 - -  Mut SP1

Sekil 4.48 : Hedef mutaganez bolgesine ait EMSA sonucu
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42 Insan CAIIl Geninin Hipoksik ve Normoksik Kosullardaki

Regiilasyonunun Belirlenmesi

4.2.1 Insan CAIII Geninin Hipoksik ve Normoksik Kosullarda mRNA

Diizeyindeki Ifadesinin Belirlenmesi

Insan CAIIl geninin mRNA diizeyindeki ifadesinin belirlenmesi igin
calisilacak hiicre hatlar1 Boliim 3.2.3.1.5°da anlatildig:s gibi -80°C’den ¢oziiliip,
bolim 3.2.3.1.6°deki gibi biiyiitiiliip pasajlanmistir. Yeterli hiicre yogunluguna
geldikten sonra hiicre saymmi yapilarak kiiciik flasklara 2.000.000 hiicre olacak
sekilde boliiniip, son hacmi 5 mL olacak sekilde flask igine %10 FCS igeren DMEM
eklenmistir. Hipoksik sartlar olusturulmak istenen flasklara bolim 3.2.3.1.9°da
anlatildigi sekilde CoCl, eklemesi yapilmis ve 24, 48 ve 72 zamanlarda hiicre
pelletlerinden bolim 3.2.4.1°de anlatildigi sekilde RNA izolasyonlar1 yapilmus,
boliim 3.2.4.2°de anlatildig1 sekilde miktar tayini yapildiktan sonra, bolim 3.2.4.4°de
anlatildig1 sekilde komplementer DNA (cDNA) eldesi yapilmustir.

Elde edilen DNA’larin ¢alisip ¢alismadigini belirlemek igin “House Keeping”
gen olan H-B-2 Mikroglobulin kullanilarak boliim 3.2.5.4’de anlatildig1 sekilde semi
kantitatif PCR yapilmis ve sonuglar agaroz jelde goriintiilenmistir. Calistig
belirlenen cDNA’lar kullanilarak CAIIl’lin Hipoksik ve Normoksik sartlardaki
ekspresyonunu belirlemek igin kantitatif gercek zamanli PCR (Real-Time PCR)
yapilmistir. Real-Time PCR, bolim 3.2.5.5°de anlatildig1 sekilde yapilmis ve ayni
boliimde anlatilan Livak Metoduna gore analiz edilmistir. Buna gore CAIIl’iin Saos-
2, Hep3B, DU-145 ve PC3’deki ekspresyon seviyesi sekil 4.49°da gosterilmistir.
Caligilan tiim hiicre hatlarinda CAIIl mRNA diizeyi hipoksik kosullarda artmaktadir.
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Sekil 4.49 : CAIIl’lin mRNA diizeyinde farkli hiicre hatilarinda hipoksik ve
normoksik sartlardaki ekspresyonu (A: Saos2, B: Dul45, C: PC3, D: Hep3B).

Hipoksik sartlarda mRNA diizeyinde CAIII ifadesine bakildiginda CAIIIl’lin
ozellikle PC3 hiicre hattinda dikkate deger artis gosterdigi goriilmektedir. Normiksik
sartlardaki ifadesi ile karsilastirildiginda 6zellike 72 saatte hipoksik sartlar saglandigi
CAIIl mRNA’sinin yaklasik 70 kat artis gosterdigi goriilmektedir.
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4.2.2 1Insan CAIIl Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki

ifadesinin Belirlenmesi

4.2.2.1Insan CAIIl Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki

Ifadesinin Iimmiinfloresan (IFC) Teknigi Kullamlarak Belirlenmesi

CAIII proteininin spesifik olarak lokalize oldugu hiicresel alanin belirlenmesi
ve ifadesinin amaciyla IFC deneyleri yapilmigtir. PC3 hiicre hatlart Boliim
3.2.3.1.5°de anlatildigr gibi agilmig, Bolim 3.2.3.1.6’de anlatildig1 sekilde
biiyiitiilmiis ve pasajlanmistir. Istenen hiicre yogunluguna geldiginde ise canli
hiicreler Boliim 3.2.3.1.7°de anlatildig1 sekilde sayilir ve 24 kuyulu plakalarin her
kuyusuna Once yuvarlak lameller birakilir, %10 FCS’li DMEM eklenir ve sonrada
her kuyuda 125.000 hiicre olacak sekilde hiicreler ekilir. Hipoksik sartlar elde
edilmek istenen kuyulara bolim Bolim 3.2.3.1.9’da anlatildigi sekilde CoCl;

uygulamasi yapilmistir.

Kuyular igindeki hiicre yogunlugu % 80-90 oranina geldiginde kuyulardan
medyum c¢ekilir ve kuyular 2 defa PBS ile yikanir. PBS ile % 4’liik seyreltme
yapilmis paraformaldehit 2-3 mm kaplayacak sekilde kuyulara eklenir ve oda
sicakliginda 15 dk hiicreler fiske edilir. Fiksasyon asamasi incelenecek proteine gore
belirlenmelidir. Hiicre iskeleti, membran bagli proteinler ve diger proteinlerin

fiksasyon agamasi faklidir.

Fiksatatif PBS ile 2 defa yikanarak kuyulardan uzaklastirilir ve hiicreler PBS
icinde seyreltilmis 0.1 % (v/v) Triton X-100°de 10 dk bekletilir. Bu islem protein

hiicre zarinda bulunmuyorsa antikorlarin hiicre i¢ine gecebilmesi i¢in yapilir.

Triton X-100’1 uzaklastirmak igin hiicreler 2 defa PBS ile yikanir. Spesifik
baglanmalar1 engellemek icin %1 BSA igeren PBS ile 1 sa oda sicakliginda
inkiibasyona birakilir. 1 sa sonunda %1 BSA igeren PBS’yi ortamdan uzaklastirmak

i¢in 2 defa PBS ile yikanir.
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Bloklama soliisyonu uzaklastirildiktan sonra 1/50 veya 1/100 oraninda %1
BSA igeren PBS serum ile dilitye edilmis 100 uL primer antikor eklenir. 60 dk oda
sicakliginda veya humid chamber de 1 gece yada 1 hafta +4°C°de inkiibe edilir.

Istenilen siirenin sonunda primer antikor kuyulardan uzaklastirilir ve kuyular
3’er defa PBS ile yikanir. Bundan sonraki evreler karanlik ortamda
gerceklestirilecektir. Floroform konjugati sekonder antikor 1/100 olacak sekilde %1
BSA igeren PBS serum ile hazirlanir ve kuyuya 200 pL eklenerek 1 sa kapali kutuda
inkiibe edilir. Inkiibasyon sonrasinda sekonder antikor kuyulardan gekilir ve 3’er

defa PBS ile yikanur.

Her kuyuya 2-3 uLL DAPI eklenir, 15-20 sn beklendikten sonra PBS eklenerek
ortam sulandirilir. Lamlara yuvarlak lameller kapatilmadan 6nce florasans sinyalin
zamanla solmasin1 engelleyecek “Mounting Medyum (Antifade soliisyon)”
damlatilir. Daha sonra yuvarlak lameller 1sitilmis igne veya pens yardimiyla

cikartilip ters ¢evrilerek lam tizerine konulur ve lamellerin 4 kenar1 sabitlenir.

Preperatlar floresan mikroskobu ile goriintiilenmistir (Sekil 4.50, 4.51, 4.52).
Sonuglar Imagel programi kullanilarak analiz edilmistir.Normal oksijen kosullarina

gore, hipoksik kosullarda CAIII protein seviyesi daha artmis oldugu belirlenmistir.
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PC3 Normoksia

- - P(3 HipOkSia

Sekil 4.50 : insan CAIIl Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda PC3 hiicre
hatlarindaki ifadesi.

- - }DU o

-- o

Sekil 4.51 : Insan CAIll Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda DU145 hiicre
hatlarindaki ifadesi.
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Saos2 Normoksia

Saos2 Hipoksia

Sekil 4.52 : Insan CAIII Proteinin Hipoksik ve normoksik sartlarda Saos-2 hiicre

hatlarindaki ifadesi.

4.2.2.2insan CAIII Proteininin Hipoksik ve Normoksik Sartlardaki

ifadesinin Western Blot Teknigi Kullamlarak Belirlenmesi

Insan CAIII geninin protein diizeyindeki ifadesinin belirlenmesi i¢in ¢alisilacak
hiicre hatlar1 bélim 3.2.3.1.5°da anlatildidi gibi -80°C’den ¢oziiliip, Boliim
3.2.3.1.6°deki gibi biiyiitiiliip pasajlanmistir. Yeterli hiicre yogunluguna geldikten
sonra hiicre sayimi yapilarak kiiclik flasklara 2.000.000 hiicre olacak sekilde
boliinlip, son hacmi 5 ml olacak sekilde flask i¢ine %10 FCS iceren DMEM
eklenmistir. Hipoksik sartlar olusturulmak istenen flasklara bolim 3.2.3.1.9°da
anlatildigr sekilde CoCl, eklemesi yapilmis ve 24, 48 ve 72 zamanlarda hiicre
pelletlerinden bolim 3.2.6.1.2°de anlatildigr gibi Orneklerden RIPA tamponu
kullanilarak protein izolasyonlar1 yapilmistir. Protein konsantrasyonlart flourometrik
olarak Qubit kullamilarak tayin edilmis, daha kullamlmak iizere -80°C dolabina

kaldirilmistir.

Konsantrasyonlar1 belirlenen ornekler son konsantrasyonlar1 50 pg olacak
sekilde stoktan alinarak, iizerlerine 7.5 puL B-merkaptoethanol i¢eren yiikleme boyasi

eklenmis ve son hacim 30 pL olacak sekilde iist tampon ile istenen hacme

143



tamamlanmistir. Ornekler 95°C’de 5 dk denatiire edilmistir. Boliim 3.2.6.1.4°de
anlatildig1 gibi dokiilen SDS-PAGe jelin her kuyusuna 30 pL 6rnek yiiklenmis ve
100 V°da yiiriitilmiistir.

Yiriitilen jel, boliim 3.2.6.1.5°’de anlatildig1r sekilde blotlanmis, 1 gece
sonunda western blot teknigine gecilmistir. Proteinlerin transfer oldugu PVDF
membranlar ilk olarak 20 mL bloklama cozeltisinde (%5 yagsiz siit tozu ve %0.1
Tween20 iceren 1X TBS ) 1 sa horizantal ¢alkalayicida oda sicakliginda inkiibe
edildi. Siire sonunda bloklama ¢ozeltisi uzaklastirilmis ve % 0.1 Tween20 iceren 1X
TBS ile membranlar 5 dklik siirelerle 3 kez yikanmigtir. Membran CAIIl primer
antikor (CA3 Polyclonal Antibody for Western blot- Pierce Antibody ) ile 1/1500
diliisyonda ya 1 gece +4°C’de ya da 3 sa 37°C’de inkiibe edildi. Siire sonunda CAIII
primer antikor ¢oOzeltisi uzaklastirilmis ve % 0.1 Tween20 iceren 1X TBS ile
membranlar 5 dklik siirelerle 3 kez yikanmistir. Daha sonra 1/5000 diliisyonda
sekonder antikor (anti-rabbit) ile bir sa oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.
Sekonder antikor uzaklastirildi, membran 5 dklik siirelerle 3 kez % 0.1 Tween20

iceren 1X TBS ile yikandi ve goriintiilemeye gegildi.

Bantlar ECL Western Blotting Substrati (Pierce) kullanilarak goriintiilendi ve
karanlik odada X-Ray filme basildi. Film sirasiyla 2’ser dk developer ve fixer

soliisyonlarinda ve 1 dk suda bekletilerek tab edildi.

CAIIl antikorunun firma bilgilerinde verilen bant goriintiisi EK-A’da
gosterilmistir. Buna gore bant biiylikligli 28 kDa olmasi beklenmektedir. Antikor
poliklonal oldugu igin birgok bant vermekte ancak 28 kDa dolaylarinda olan bant

degerlendirilmeye tabii tutulacaktir.

CAIIl’lin protein diizeyindeki ifadesinin belirlenmesi amaciyla PC3 hiicre
hattindan hipoksik ve normoksik sartlarda elde edilen protein ekstraktlarinda Westen

Blot teknigi kullanilmistir. Sonuclar sekil 4.53’da gosterilmektedir.
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Sekil 4.53 : CAIIl’lin protein diizeyindeki ifadesinin PC3 Hipoksia ve

Nokmoksia protein ekstraktlarindaki sonucu.

Western Blot calismasi ile elde edilen orneklere ait bantlar Image] programi
kullanilarak analiz edilmistir. Sonuglar excelde grafik haline getilirek etkinin degeri

gosterilmistir (Sekil 4.54).

[\ W EEN ()] (@)Y ~J
*

Kat CAIII Protein Seviyesi

[u—

o

PC3 Nor PC3 Hip

Sekil 4.54 : Insan CAIIl Proteininin PC3 Hiicre hattinda normoksik ve
hipoksik sartlarda ifadesi.

PC3 hiicre hattindaki hipoksik ve normoksik sartlarda yapilan Western Blot
sonuglar1 gosteriyor ki, CAIIl protein seviyesi hipoksik sartlardaki PC3’de artis

gostermektedir.
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4.2.3 Insan CAIII Promotor Konstraklarimin Hipoksik ve Normoksik
Kosullardaki Transkripsiyonel Aktivitelerinin Belirlenmesi

Secilen hiicre hatlar1 boliim 3.2.3.1.5°de anlatildigi sekilde -80°C’den
cikartilip, hiicre soyu baslatildi ve bdlim 3.2.3.1.6’de anlatildigi gibi hiicreler
biyiitiiliip belirli bir yogunluga geldikten sonra hiicre sayimi gerceklestirilip, 12
kuyulu plakalara yaklasik 250.000 hiicre olacak sekilde hiicreler yaplastirildi.
Kuyularin son hacmi 500uL’ye %10 FCS’li DMEM ile tamamlandi. 1 gece sonra
olusturulan 4 farkli CAIIl promotor konstragi boliim 3.2.3.2.1’de anlatigidi gibi
secilen hiicre hatlarina transfekte edilmistir. Transfeksiyondan 6 sa sonra bolim
3.2.3.1.9°de anlatildig1 gibi hipoksik kosul olusturulmak istenen kuyulardaki
medyum CoCl,’lu DMEM ile degistirilmis, normoksik kosullart devam ettrilimek
istenen kuyulardaki medyum ise %10 FCS igeren DMEM ile degistirilmistir.
Transfeksiyon siiresince 24, 48 ve 72 sa zaman araliklarinda kuyulardaki medyumlar
toplanarak boliim 3.2.3.2.2°de anlatildig: gibi lusiferaz ve SEAP ol¢iimleri alinmistir.
Buna gore 4 farkli konstragin Lusiferaz/SEAP degerleri Sekil 4.55°de belirtilmistir.
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Sekil 4.55 : Saos-2 hiicre hattinda CAIIl promotor konstraklarmin Hipoksik
ve Normoksik sartlardaki etkinligi.

Hipoksik ve normoksik sartlarda CAIII promotor konstarklarinin etkinliginin
belirlenmesi amaciyla ayn1 deney Insan Prostat kanser modeli olan PC3’lerde de

yapilmistir. 4 farkli konstragin Lusiferaz/SEAP degerleri Sekil 4.56’de gosterilmistir.
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Sekil 4.56 : PC3 hiicre hattinda CAIII promotor konstraklarinin Hipoksik ve
Normoksik sartlardaki etkinligi.

Hem Saos-2 hem de PC3 hiicre hatlarinda yapilan transfeksiyon
deneyleri sonucunda -941/+86 ve -699/+86 CAIIl Promotor konstraklarinin
arasindaki bolgede HRE bolgesi oldugu belirlenmistir. Bu yilizden bu elementi
tasidiklar1 i¢in hipoksik kosullarda regiiler olmaktadir. Bu bdlge delesyona
goririildiigiinde  CAIIl  transkripsiyonel aktivitesinde artis yerine azalis

goriilmektedir.
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4.3 Insan CAIIll Prostat Kanseri Modelinde Asir1 ifadesinin Hiicresel

ve Molekiiler Analizi

4.3.1 Primer Dizaym

Insan CAIIl ¢cDNA’sma ait bilgiler NM 005181.3 nosu ile GeneBank’a
kaydedilmistir. CAIII dizisinin baglangi¢c noktasi ve bitis noktasi dikkate alinarak
primer dizayn edilmistir. Olusturulacak {iriiniin biiyiikliigii 786 bp’dir.

Kullanilacak olan pcDNA3.3 vektoriiniin uygun gordiigii primer dizayn
metodlart dikkate alinmigtir. Bu baglamada primer dizaynlar1 Tablo 4.9’da goriildiigii
gibidir.

Tablo 4.7 : CAIIl cDNA dizisine ait kullanilan forward ve reverse primerler.

Dizi Baz Tm
Forward 5 CACCATGGCCAAGGAGTGGGGCTA 3’ 24 baz | 60°C
Primer
Reverse 5> TCATTTGAAGGAAGCTCTCAC CACCC 3’ | 26 baz | 65°C
Primer

4.3.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PCR) Bolim 3.2.3.3. de belirtildigi sekilde
50 pL hacimde yapildi. Buna gore CAIIl cDNA’smin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
MgCl; konsantrasyonu ve kalip DNA miktari, tampon, distile su, dNTP karigimu,
forward primer, reverse primer ve Tag DNA polimeraz Tablo 4.10°da

gosterilemektedir.
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Tablo 4.11°da belirtilen PCR programi kullanilarak CAIIl ¢cDNA dizi
cogaltildi. PCR sonucu olusan iirlinlerden 5 plL’si agaroz jelde yiiriitiildi ve 786

b¢’lik insan CAIIl cDNA’sina ait bant UVP Goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek
fotograflari ¢ekildi (Sekil 4. 57).

Tablo 4.8 : CAIIl cDNA boélgesini ¢gogaltmak i¢in kullanilan PCR reaksiyonu

CAIlll Promotor 38 SIKLUS Ornek N.K. P.K.
cDNA kalip (1pg) SuL - 1uL
10X Taq Buffer SuL SuL SuL
MgCl, (25mM) 4uL 4uL 2ul
dNTP mix (10mM) 1uL 1uL 1uL
Forward primer (100ng/uL) ims ims 1uL
Reverse Primer (100ng/puL) 1uL 1uL luL
Taq polimeraz (5U/ul) 1 uL 1 uL 1 uL
dH,O 32ul 37 uL 38 uL
Son hacim 50uL 50uL 50uL
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Tablo 4.9 : CAIIl cDNA’simi ¢ogaltmak i¢in kullanilan PCR dongiisii.

Segment Dongii sayis1 Sicakhik Siire
1 1 94°C 4 dk
94°C 1dk

2 38 57°C 45 sn
72°C 1dk

3 1 72°C 10 dk

Sekil 4.57 : Insan CAIIl cDNA bélgesinin ¢ogaltilmasi i¢in uygulanan PCR
goriintii. (M: Marker, 1-5: Ornekler).
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4.3.3 insan CAIII ¢cDNA’sinin Klonlanmasi

PCR ile ¢ogaltilan promotor bolge T:A klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu
amagla pcDNA 3.3. TOPO vektorii (Invitrogen) kullanildi. Oncelikle PCR sonucu
olusan bantlar kitte onerdigi sekilde ligasyona birakildi. Daha sonra iiretici firma
protokoliine gore ligasyon {iriinii E.coli One-Shot hiicrelerine transforme edildi.
Ampisilin igeren LB agarli petrilere yayildi. Bu petrilere transformasyon yapilmis
bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Kolonilerden 8
tanesi LB siv1 besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. GeneJET
Plasmid Miniprep Kit (Fermentas) plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit
DNA izolasyonu yapildi. Plazmitler Sacl ve Pstl restriksiyon enzimi ile kesilerek
kontrol yapildi. Sekil 4.58de goriildiigii gibi 8 kolonide bulunan vektdrlerin 8 tanesi

rekombinanttir ve insan CAIIl cDNA dizisini igermektedir.

Sekil 4.58 : pcDNA 3.3 TOPO/CAIII cDNA ait plazmitinin Sacl ve Pstl restriksiyon
enzimleri ile yapilan kontrol kesimi (M: Marker, 1: 1. Koloni, 2: 2. Koloni, 3: 3.
Koloni, 4: 4. Koloni, 5: 5. Koloni, 6: 6. Koloni, 7: 7. Koloni, 8: 8. Koloni).
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4.3.4 Insan CAIII cDNA’siin Secilen Hiicrelere Gegcici Transfeksiyonu

Klonlanan CAIII cDNA’s1 PC3 hiicrelerine normoksik ve hipoksik kosullarda
transfekte edilmistir. Hiicreler Boliim 3.2.3.1.5°de anlatildig1 sekilde baslatilmis ve
bityiitiilmiis, boliim 3.2.3.1.6°da anlatildig1 gibi pasajlanmisdir. Istenen yogunluga
gelen hiicreler boliim 3.2.3.1.7°de anlatildig1r gibi sayim yapilarak, canli hiicre

popiilasyonu belirlenmistir.

Transfeksiyon i¢in kalsiyum fosfat metodu kullanilmistir. Bu amagla PC3
hiicrelerine CAIIl ¢cDNA’s1 boliim 3.2.3.2.1°de anlatildig1 sekilde transfeksiyon
yapilmistir. Transfeksiyon sonucunda hiicreler kaldirilarak, bolim 3.2.4.2°de
anlatildigi gibi RNA izolasyonlart yapilmis, boliim 3.2.4.4°de anlatildigi gibi cDNA

sentezi yapilmistir.

CAIII cDNA’sinin hiicreler transfekte olup olmadigini belirlemek i¢in bdliim
3.2.5.4’de anlatildig1 gibi kantitatif gercek zamanli (Real-Time PCR) PZR yapilmis

ve sonuglar Sekil 4.59°de gosterilmistir.
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Sekil 4.59 : Hipoksik ve Normoksik sartlarda CAIIl cDNA’s1 ile transfekte
edilmis PC3 hiicrelerinde CAIIl mRNA ifadesi.

4.3.1 Insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) cDNA’sinin asir1 ifadesinin

Hiicre Cogalmasina EtKisi

Insan CAIII ¢cDNA’sinin hiicrenin canliligi ve proliferasyonu iistiine etkisinin
belirlenmesi amaciyla MTT analizleri yapilmistir. Bu baglamda uygulanan teknik

Boliim 3.2.3.3’de anlatildig: sekilde yapilmigtir.

Yapilan deneyler sonucunda CAIIl'iin asir1 ifade edildiginde, PC3
hiicrelerinde antiproliferatif etkisi ortaya ¢ikmistir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60 : Hipoksik ve Normoksik sartlarda CAIIl cDNA ile transfekte
edilmis PC3 hiicrelerinde MTT etkinligi.

4.3.2 Insan CAIII cDNA’simin Apoptotik Siirece Etkisi

Apoptotik siirecte CAIIl’iin etkisinin belirlenmesi amaciyla insan CAIII
geninin cDNA halkasal bir sekilde PC3 hiicrelerine transfekte edilmis ve 24, 48 ve

72 sa zaman araliklarinda segilen genlerin etkisine bakilmistir.

Bu amagla kullanilan genler Cyclin D1, p27, Bcl-XL, Bcl-2, Bax, Bak, ve
Bad genleridir. Bu genlerden Bcl-2 ailesi iiyeleri olan Bcl-XL ve Bcl-2 genleri
hiicrenin apoptotik siire¢ten kurtulmasini saglayan, hiicrenin hayatta kalmas ile ilgili
olan genlerdir. Bax, Bak, ve Bad genleri ise apopototik siiregte etkin rol oynayarak
‘Oliim Genleri’olarak adlandirilirlar. Cyclin D1 ve p27 hiicre dongiisiinde etkin rol
oynayan Onemli genlerdir. Birbirleri ile ters ¢alisan bu genler dongiliniin devamini

veya dongiiniin sonlaranarak liime yonlenilmesini regiile ederler.

Bu amagla apopototik siirecte CAIIl ¢cDNA’sinin prostat kanserindeki
durumunun belirlenmesi i¢in Real-Time PCR teknigi kullanilmistir. Yapilan
calismalar sonucunda elde edilen veriler Sekil 4.61, 462 ve 4.63’de

gosterilmektedir.
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Sekil 4.61 : Bcl-XL ve Bcl-2 kat mRNA seviyeleri (A: Bel-XL, B: Bcl-2).
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Sekil 4.62 : Bax, Bad ve Bak kat mRNA seviyeleri (A: Bax, B: Bad, C: Bak)
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Sekil 4.63 : p27, Siklin D1 ve TS kat mRNA seviyeleri (A: p27, B: Siklin D1, C: TS)

Yapilan ekstopik ekspresyon ¢aligmalarinin sonucunda CAIII’iin apoptotik ve

hayatta kalma genleri ile iligkisi belirlenmistir.
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5. SONUC VE TARTISMA

Ik olarak koyunun iskelet kasinda daha sonra sirasiyla kedi de, tavsan da ve
insanda da kesfedilen insan Karbonik Anhidraz III (CAIII) geni (NM_005181) 8.
Kromozomun 22 kolunda lokalize olmus, 7 ekzona ve 6 introna sahip 10,3 kb
uzunlugunda bir gendir. Yaklasik 30 kD agirliginda, 259-260 amino asit
rezidiisiinden ibaret ve sitozolik yerlesimli monomerik bir proteindir. Molekiiler
boyutlari, monomerik yapilar1 ve amino asit dizilimleri birbirleri ile benzerlik
gosteren CAI, CAII ve CAIIl izoenzimlerinden CAIII diisiik hidratize yapma ve
stilfonamid inhibitoriine kars1 direng gosterme Ozelligi ile diger iki iiyeden ayrilir
(Tashian, 1981; Lloyd, 1986; 1987).

CAIll ekspresyonu ve genin transkripsiyonunun regiilasyonu ile ilgili ¢ok
kisith  bilgiler bilinmektedir. CAIIl 10 kb’lik genomik bdlge tarafindan
kodlanmaktadir. CAIlIlI’tin 1987 tarihinde 631 bp’lik promoter Kklonlanarak
yayinlanmigtir. Bu c¢alismada CAIIl promotoru kismi genomik dizileme ile
aydmlatilmig ancak CAIII transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili herhangi bir bilgi

bulunmamaktadir.

CAIIl promotoruna ait -941/ +86’lik bolgeyi kapsayan dizi bu tez kapsaminda
klonlanarak gen bankasina kayit edilmistir (ME374499). Sirasiyla -699/ +86, -236/
+86 ve -108/ +86 olmak iizere -941/ +86°lik klonlanmig dizi kullanilarak delesyon
konstraklart  yapilmigtir. Dort  farkli  delesyon promotor konstraklarinin
transkripsiyonel aktivitelerini belirlemek amagli transfeksiyon deneyleri yapilmistir.
“Core Promotor” bolgesini bulmayr amagladigimiz bu deneyler sayesinde CAIII
promotorunun aktif bolgesinin ATG kodununa yakin olarak bulunan -108/ +86
dizilerini kapsayan konstrak iizerinde oldugu bulunmustur. Bu bolge RNA
polimerazin ve belli transkripsiyon faktorlerinin baglandigi bolge oldugu igin

onemlidir. Ancak CAIIl Promotorunun TATA kutusu bulunmamaktadir.

Biyoinformatik analizleri yapilan CAIIl’lin promotor bolgesine baglanan
olasi transkripsiyin faktdrlerinin analizi MATINSPECTOR programu ile yapilmistir.
CAIII iin olas1 pek c¢ok sayida transkripsiyon faktorii baglanma bdolgelerini igerdigi
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belirlenmistir (EKC). Ancak yogun olarak bulundugu tespit edilen, transkripsiyon

faktorlerinden SP1, C/EBPa ve USF1 ileri analizler i¢in incelmeye seg¢ilmistir.

Spesifik protein-1 diye isimlenirilen SP1 transkripsiyon faktorii GC-zengin
5’-(GIT)GGGCGG(G/A)(C/T)-3> korunmus dizisine baglanan ve C-Terminus
domaininde DNA ile interaksiyona giren 3 ayr1 C2H2-Tip Cinko parmak bulunan bir
transkripsiyon faktoriidiir (Latchman, 1995b). SP1 Baglanma Bolgesine sadece SP1
degil, SP2, SP3 ve SP4’ transkripsiyon faktorleri de baglanir. SP1, ailenin ilk olarak
tanimlanan {iyesi oldugundan bu ismi almaktadir. SP1, bazen TATA’siz
promotorlarda transkripsiyonel aktivator olarak gorev alabilmektedir (Hoey, vd.,
1993; Tanese, vd., 1996).

Yapilan kanser calismalarinda, bir¢ok kanser modelinde SP1 proteininin
anormal seviyeleri gozlemlenmistir. Bir¢ok kanser tiirlinde asir1 ifade ettirilen SP1’in
timoriin evresi ve kotii prognoz tizerinde etki gosterdigi belirlenmistir. Yine yapilan
caligmalarala, Normal seviyelere inhibe edilerek veya susturularak getirilen SP1,
timor olugumunu, tiimdriin biiylimesini ve metastaz yapmasini azaltir. Ayrica damar
olusumunda gorevli olan Vaskiiler Biiyiime Faktorii (VEGF) ile SP1 arasinda iliski
bulunmaktadir. Bir pro-apoptotik protein olarak da is goren SP1, p53 geni {izerinden
timor hiicrelerini apoptoza indiikler. Asir1 ifade ettiren SP1, hiicre siklusunuda

inhibe etmektedir (Gill, vd., 1994; Marin, vd., 1997).

Yogun yayilis gosterek epitel karakterli prostat kanserlerinde artmig SP1
ifadesi, kanserli hiicrelerin apoptoza direng gostermelerine ve de diisiik riskten
yiiksege dogru gegise neden olmaktadir. SP1, prostat kanserinde direkt etki gosteren
androjen reseptor, TGF-B ve c-Met gibi 6nemli genleri regiile etmektedir (Tanese,
vd., 1996).

Insan CAIII promotor konstraktlarinin SP1 ile ko-transfeksiyon deneyleri
incelendiginde, biitlin promotor konstraklarinin aktiviteleri SP1 transkripsiyon
faktorii ile arttigl belirlenmistir. Biitiin konstraklarda artis olmasina ragmen, -108/
+86’lik bolgeyr kapsak konstraktaki artts maksimum diizeydedir. Yapilan
biyoinformatik analizlerle de bu bélgeye baglanan bircok SP1 transkripsiyon
faktoriiniin oldugu gézlemlenmistir. Promotor ¢aligmalari ile goriilen etki mRNA ve

protein diizeyinde de analiz edilmistir. Osteosarkoma (Saos-2) ve Prostat Kanser
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(PC3) modeli olan iki farkli hiicre hattinda SP1’in asir1 ifadesi saglanmis ve
hiicrelerden RNA ve protein izolasyonlar: yapilmistir. Zamana bagl etkinin
gozlemlenebilmesi i¢in 24, 48 ve 72 sa zamanlarda hiicre pelletleri toplanmus,
izolasyonlar yapilmistir. Yapilan mRNA eksresyon ¢alismalarinda, SP1’1n asir1 ifade
edildigi secilen hiicre hatlarinda CAIIl mRNA seviyesi zamana bagli artis
gostermektedir. Ozellikle 72 saatte alman sonugta CAIIl mRNA seviyesi maksimum
diizeye ulagsmaktadir. Western Blot teknigi ile yapilan CAIII protein seviyesi analizi
ile SP1’in asin1 ifade ettirildigi hiicre hatlarindaki CAIII protein seviyesi zamana
bagl artis gostermistir. Promotor, mRNA ve protein diizeyinde etkisi belirlenen
SP1’in spesifik olarak promotorda baglandigi yerleri analiz etmek icin EMSA
deneyleri yapilmustir. Secilen hedef bolgelerde yapilan SP1 yarigmali deneylerle
SP1’in CAIII promotoru iizerine baglandigi ve bu baglanmanin spesifik olarak +62/
+28, -153/-181 ve -134/ -158 bolgelerinde oldugu belirlenmistir. Ozellikle prostat
kanseri tlizerinde SP1’in, CAIII regiilasyonuna etkisi bu tez ¢alismasi ile ilk defa

aydinlatilmis oldu.

Segilen bir diger transkripsiyon faktorii ozellike adipoz dokunun
farklilasmasinda anahtar role sahip olan CCAAT/Enhanser Baglayici Protein Alfa
(C/EBPa)’dir. Olgun adipoz dokunun toplam proteinin % 24’tinii olusturturan CAlII,
yag metabolizmasinda aktif gérev almaktadir. Ozellikle obez ve normal agirhiga

sahip farelerde CAIIl ekspresyon seviyesi arasinda onemli derecede fark vardir

(Cabiscol, 1996; Ramji, 2002)

Adipoz dokuda ayrica oldukga fazla reaktif oksijen radikalleri (ROS) ve lipit
peroksidaz iiriinleri bulunmaktadir. CAIIl’iin hiicreleri ROS’un sebep oldugu stresten

korudugu yine yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Cabiscol, 1996).

C/EBPa’nin CAIII transkripsiyonel regiilasyonu tizerine etkisini aydinlatmak
igin ilk olarak olusturulan delesyon promotor konstraktlar1 kullanilar, C/EBPa ile
Ko-transfekte edilen promotor pargalarinin aktiviteleri belirlenmistir. Buna gore,
biitiin promotor konstralarinin aktiviteleri C/EBPa ile artmakta, en yliksek artis ise en
kiiciik konstrak olan -108/ +86’da gozlemlenmektedir. Promotor konstraklari
tizerindeki bu etkinin mRNA ve Protein diizeyinde de ifadeleri belirlenmistir. Real-
Time PCR ve Western Blot deneyleri ile C/EBPa’nin CAIII ekspresyon seviyesi

izerine etkileri zamana bagl degerlendirilmis, CAIIl’iin ifadesinin 6zellike erken
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salerde daha fazla olmak {izere biitiin zaman araliklarinda artis gosterdigi
belirlenmistir. C/EBPa’nin CAIIl promotoruna baglandig: spesifik yerin analizi i¢in
EMSA deneyleri yapilmis ve C/EBPa’nin promotor iizerinde baglandigi ve bu
bolgelerin +62/ +28, -134/-158 ve -153/-181 bolgeler oldugu tespit edilmistir.
Yaptigimiz deneylerle CAIIl ve C/EBPa iliskisi aydinlatilmig, transkripsiyone
regililasyonu tizerine etki gosterilmistir. Literatiir taramalarinda CAIIl ve C/EBPa ile
ilgili herhangi bir veri bulunmamakta ve bu tez kapsaminda bu iliski ilk defa

aydinlatilmaktadir.

Secilen son transkripsiyon faktorii, hiicresel stres durumlarinda stres yaniti
olarak olusturulan “Upstream Stimiile Edici Faktor-17 (USF1)’dir. TATA’lI ve
TATA’s1z promotorlerin regiilasyonunda aktif rol oynayan USF1, ozellikle
TATA’s1z promotorlarda Inr elementlerine baglanarak genin regiilasyonuna etki
etmektedir. USF1 transkripsiyon faktori hiicresel duruma gore biiylimeyi baskilayact
ve proliferatif etki gosterebilir (Firlej, 2005). USF1 transkripsiyon faktorii TGFB2,
IGF2R ve hTERT iizerinden hiicre proliferasyonunda, cdk4, Siklin B1 ve cdkl gibi
proteinlerle hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda ve de p53, BRCA1 ya da APC gibi
genlerle biiyiimeyi baskilayici etkilere sahiptir. USF1, strese yanit olusturan hassas
bir transkripsiyon faktoriidiir bu sebeple immiin cevapta da gorev almaktadir (Ge,
2003).

CAIIl’lin  hiicresel stres durumlarinda, oOzellikle radyoaktif oksijen
radikallerinin yarattig1 stresten hiicreyi korudugu yapilan ¢aligmalarla gosterilmistir.
USFI’inde strese yanit olusturmasi CAIIl ve USF arasindaki iliskiyi daha iyi

anlamamiza sebep oldu.

Promotor kontraklari ile yapilan transfeksiyon g¢aligmalarinda, dort farklh
konstraginda USF1 ile ko-transfeksiyonundan aldigimiz sonuglar bizi sasirtmadi.
Ciinkii biitiin delesyon promotor konstraklarinda promotor aktivitesi artmakta,
ozelliklede ATG’ye yakin olan -108/ +86 promotor parcasindaki aktivite maksimum
diizeydedir. TATA’s1z promotorlarda Inr elementlerine baglanmay1 tercih eden
USF1, TATA’s1z bir promotor olan CAIIl’de de bu bolgeyi taniyip baglanmakta ve
genin regililasyonunda gorev almaktadir. USF1 ile transfekte edilen Saos-2 ve PC3
hiicrelerinden izole edilen mRNA ve proteinlerle CAIIl’iin ekspresyon seviyesi

analiz edilmistir. Elde edilen Real Time PCR ve Western Blot verilerine gore
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CAlll’iin zamana bagli olarak hem mRNA hem de protein diizeyinde arttig
gozlemlenmistir. Bu da promotor konstarklart ile elde ettigimiz verinin
kuvvetlenmesini saglamistir. Ancak baglanmanin spesifikligini belirlemek amacaiyla
EMSA calismalar1 yapilmis ve hedef dizilere ait primerler dizayn edilmistir.
Biotinlenerek hazirlanan DNA problarimiz ve USF1 korunmus dizisi ile yapilan
yarigmali baglanma deneylerinde USF1’in CAIIl promotoruna spesifik olarak
baglandig: yerler belirlenmistir. USF1’in CAIII promotoru tizerinde spesifik olarak
baglandigi ve bu bdlgelerin +62/ +28, -134/-158 ve -153/-181 oldugu tespit

edilmistir.

Transkripsiyonel regiilasyon, bir genin aktivitesinde ¢ok 6nemli bir bolimii
kapsamaktadir. DNA’y1 taniyip baglanan transkripsiyon faktorleri genin aktivitesinin
artip, azalmasini ya da sessiz kalmasma neden olmaktadir. Giiniimiiz diinyasi
kanserle savas halinde iken, kanserin aslinda genlerin savasi oldugu ve bu savasta
bizim gorevimizin sadace disaridan miidahalelerle siireci yonetmek oldugu asikardir.
Genlerin savag halinde oldugu bu siiregte transkripsiyonel regiilasyon oldukg¢a dikkat
¢ekmektedir. CAIIl’iin 6zellikle baz1 kanser modellerindeki ekspresyon seviyesi
dikkat ¢ekerken, transkripsiyin faktorleri ile bu seviyenin degistirilmesi dnemlidir.
Ozellikle saglikli prostat doksunda ifade olan androjenik yamthi CAIII, doku
kanserlestiginde ifadesinin azalmasi ve bu ifadenin hiicre dongiisiinde, apoptozda,
ROS’a yanutta, proliferasyonda gorev alan SP1, C/EBPa ve USF1 ile artmasi daha da
onemli bir sonugtur. Bu transkripsiyon faktorleri ile asirt ifade olan CAIIl, belirli

kanser tiirlerinde etkisi daha da detayli incelenmelidir.

Karbonik anhidraz ailesinin asli gorevinin karbondioksit (CO,) ve
bikarbonat (HCO3") arasindaki geri doniistimlii reaksiyonu Kkatalizlemek oldugu
bilinmektedir. Hiicrenin asit-baz dengesini saglayan bu onemli reaksiyon ozellikle
kanserlesme siiresinde dikkatimizi ¢ekmektedir. Kanser hiicrelerinin aktif biiyliyen
dokular oldugu, beslenmeye ve O; olduk¢a fazla ihtiyag duyduklari, bunun
dogrultusunda CO; iiretimlerinin maksimum diizeyde oldugu bu sebeple CA’larin
kanserlesmede altinin ¢izildigi yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Laul, Lin, Bénard,

2017).

Kanser dokusu az oksijen kosullarinda, hafif asidik ortamlar1 tercih ederler.

Ozellikle “Hipoksik” diye adlandirilan diisiik oksijen kosullart hem CA ailesi iiyeleri
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hem de kanser dokulari i¢in Onemlidir. CA’larin pormotorlarinda bulunan
“Hipoksiya Yanit Elementler’ine (HRE) baglanan HIF-1, genin transkripsiyonel
regiilasyonunda etki gosterir. Ozellikle CAIX ve CAXII gibi aile iiyelerinin hipoksik

yanitlar1 yapilan ¢alismalarila gosterilmistir (Sowa, 2017).

Insan ve hayvanlardan elde edilen &rneklerde Hifla’nin mRNA ve protein
seviyesinin kanser olusumu sirasinda artis oldugu goriilmiis. Ayrica anjiyogenesis
(VEGF), glukoz transport (GLUT1) ve PI3K/AKT yolaklarinin kullamarak kanser
stirecini hizlandiridg yapilan ¢alismalarlada gosterilmistir (Nakamura, K., Zen, Y.,
Sato, Y., Kozaka, K., Matsui, O., Harada, K. , Nakanuma, Y., 2007). Timor
igerisinde hipoksik ortamin olusmasi, tiimore agresif ve metastazik Ozellik
kazandirmasina neden olmaktadir. Bu nedenlede HIF-1 miktarmnin timor evresi ve
prognozuyla da korelasyon gosterdigi o6ne siiriilmektedir (Semenza, 2002; Brahmini
Horn, Pouyssegur, 2006) .

Biyoinformatik olarak analiz edilen CAIIl promotorunda da olasi HRE
bolgesi mevcuttur. Bu sebeple bu tez kapsaminda CAIIl’in Hipoksik durumlardaki
transkripsiyonel regiilasyonu aydimnlatilmak amagclanmistir. Ozellikle seksiiel
dimorfizim gosteren CAIIl’lin hipoksik sartlardaki ifadesini belirlemek amaciyla iki
farkl1 prostat kanser modeli (DU-145 ve PC3), osteosarkoma kanser modeli (Saos-2)

ve hepatoseliiler hiicre (Hep3B) modelleri iizerinde ¢alismalar yapilmuistir.

CAIll’iin hipoksik durumlaridaki mRNA diizeyindeki ifadesini belirlemek
amaciyla yapilan deneyler sonucunda CAIIl’lin hipoksik sartlar olusturuldugunda
ifadesi zamana ve hiicre modeline bagli olmak iizere armakta ve artisin miktar
degismektedir. Ozellikle androjen bagimsiz prostat kanser modeli olan PC3 hiicre
hattindaki CAIIl mRNA seviyesinin maksimum diizeye ulastigi goriilmektedir. Bu
etkinin protein diizeyinde de analizi i¢in IFC yapilmis ve sonugta 6zellikle androjen
bagimsiz ve metastatik karakteri daha giiclii olan prostat hiicre modeli PC3’lerde
CAIIl’tin protein diizeyi artmaktadir. Real- Time PCR ve IFC teknigi ile elde edilen
bilgiler dahilinde, saglikli prostat dokusunda ifade olurken, doku kanserlestikten
sonra ifade olmayan CAIII geni hipoksik sartlar saglandiginda yeniden ifade oldugu
Ozelliklede metastatik karakteri kuvvetli PC3 hiicre hattinda maksimum diizeyde
bulundugu yapilan analizlerle gosterilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda

Western Blot teknigi ile hipoksik ve normoksik sartlarda PC3 hiicre hattindaki CAIII
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protein seviyesi analiz edilmis ve hipoksik sartlardaki CAIII ifadesinin dikkate deger

bir artig gosterdigi bulunmustur.

Hipoksik sartlarda, prostat kanser modeli olan PC3’lerde CAIII’iin ifade artis1
promotor iizerindeki HRE bdlgesinin analiz etmemize neden olmustur. CoCl; ile
olusturulan hipoksik ortamda 4 farkli CAIlIl promotor konstarklarinin
transkripsiyonel aktiviteleri belirlenmis ve 6zellikle -941/ +86 ve -699/ +86 bolgeleri
kapsayan promotor konstraklarimin bazala kiyasla aktivitelerinde artig
gozlemlenmistir. Bu etkinin sadece prostat dokusuna 6zel olup olmadigini belirlemek
amaciyla non-protat modeli olarak osteosarkoma hiicre modeli Saos-2’larda da
transfeksiyon deneyleri yapilmis ve ayni etki bu hiicre hattinda da goriilmiistiir.
Bilindigi tizere HIF-1 transkripsiyon faktoriiniin promotor {izerinde taniyip
baglandig1 6zel bolgeler mevcuttur. Bu bolgelere HIF Bagli Element (HRE) denir.
Olas1 transkripsiyon faktorii baglanma analiz programi olan MATINSPECTOR’dan
alinan verilere gére CAIllIl promotorunda HRE bdlgesinin -268/ -252 bdlgeler
arasinda olmasi1 muhtemeldir. Deneysel olarak aldigimiz sonuglarda bize insan CAllI
promotorunda HRE bdlgesinin oldugu ve bu boélgenin -236/ +86 bolgenin Oniinde
oldugu, delesyon konstragi yapilirken HRE bolgesi ¢ikartildigr i¢in -236/ +86 ve -
108/ +86’lik bolglerde hipoksik sartlar saglandiginda her hangi bir transkripsiyonel

aktivite goriilmemesine sebep olmaktadir.

Programli hiicre 6liimii olarak bilinen apoptoz, hiicre i¢i ve hiicre dis1 pek ¢ok
sinyal tarafindan aktiflesen ve pek ¢ok protein tarafindan regiile edilen, iki temel
yolak tizerinden kontrol edilir. (Fuchs ve Steller, 2011). Evrimsel siirecte canlilara
cok onemli 6zellikler kazandiran apopotoz mekanizmasi, fizyolojik sartlardaki ¢ok
hiicreli organizmalarda, hem gelisim esnasinda hem de gelisimini tamamlamis
organizmalarin homeostazinin saglanmasinda istenmeyen hiicrelerin yok edilmesini
saglar. (Hague ve Paraskeva, 2004). Apoptoz mekanizmasi istenmeyen hiicrelerin
yok edilmesi gibi kritik 6neme sahip gorevleri tstelendigi gibi pek ¢ok hastalik ile de
yakindan iligkilidir. Apoptozun asir1 aktif olmasi, istenmeyen sayida hiicre kaybina
neden olarak iskemik ve norodejeneratif hastaliklara sebep olur. Yetersiz apoptoz ise
otoimmiin hastaliklara ve kansere neden olabilmektedir. Fizyolojik siirecte biiyiime
faktorlerinin hiicreye ulasamamasi veya hiicrenin oksidatif stres, hipoksi, iyonize

radyasyon, UV ya da ila¢ uygulamalar1 gibi farkli etkenlerin etkisinde kalmasi
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sonucunda olusan hasarli hiicrelerin yok edilebilmesi i¢in apoptotik mekanizma

tetiklenebilmektedir. (Favaloro, Allocati, Graziano, Di llio, ve De Laurenzi, 2012).

Apoptozis sirasinda hiicrede birtakim metabolik ve fizyolojik olaylar
gerceklesir. Apoptosiz uyarisi alan hiicrenin niikleus, sitoplazma ve hiicre yilizeyinde
degisiklikler meydana gelir. Hiicre komsu hiicrelerle baglantisini  kopararak
uzaklasir, su kaybederek biiziisiir ve kalsiyum iyonlarini girisiyle hiicre yogunlugu
artar. Kromatin yogunlagir, piknotik bir goriitii olusur ve DNA niikleozomlarindan
kesilir. Hiicre zarindaki fosfotidil serin zarin i¢ yiizeyinden dis yiizeyine transloke
olur ve hiicre ylizeyi bozulmaya baslar. Bu sirada ¢ekirdek parcalanir. Hiicre
tomurcuk seklinde zarla saril1 apoptotik cisimciklere ayrilir. Bu apoptotik cisimcikler
komsu hiicreler veya makrofajlar tarafindan fagosite edilir. Apoptoziste enflamasyon

goriilmez (Bellamy, Malcomson, Harrison, ve Wyllie, 1995).

Pek cok farkli molekiil tarafindan regiile edilen apoptoz mekanizmasi,
kaspazlarin bir kaskad olusturacak sekilde aktiflesmelerini saglayan iki yolak
tarafindan ifade olmaktadir. Hiicre membraninda bulunan o6lim reseptorlerinin
aktiflesmesi ile karakterize edilen “ekstrinsik yolak” ve mitokondri-apoptozom

sisteminin aktiflesmesi ile karakterize edilen “intrinsik yolak” (Favaloro, vd., 2012).

Hiicre icinde olusturulan sinyallerle uyarilan instrinsik yolda proapoptotik
Bid tarafindan antiapoptotik Bcl-2 inaktive edilir, Bax ve Bak aktiflesir. Bu sekilde
mitokondriyon membraninda por olusumu indiiklenerek porlardan sitokrom-c, Smac,
Endo-G, Cat+ ve AIF (apoptoz indiikleyici faktor) salinir. AIF ¢ekirdegi pargalarken
Endo-G DNA’y1 pargalar. Sitokrom-c, Apaf-1 ve ATP apoptozom kompleksini
olusturur. Apoptozom baslatici kaspazlardan kaspaz-9’u aktive eder. Kaspaz-9 da
efektor kaspazlardan kaspaz-3’i aktiflestirir ve hiicre 6liime gider (Bellamy, vd.,
1995).

Mitokondriden sitokrom ¢ salinmasini kontrol eden Bcl-2 ailesi proteinlerinin
ilk kesfedilen tiyesi Bcl-2’dir. Bel-2’nin, hiicre 6liimiinii engelleyici bir rolii oldugu
yapilan ¢alismalarla gosterilmistir (Gross, 1999). Bcl-2 ailesi ile bugiine kadar
yapilan ¢alismalar da benzer homoloji gosteren 20 gen tanimlanmustir. Bel-2 ailesine
ait bu proteinler fonksiyonel ve yapisal kriterlere gore ayrildiginda ti¢ farkli grup
halinde incelenir. Grup-1; Anti-apoptotik 6zellik gdsterenler (Bcl-2, Bcl-xL, Bcl-w,
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Mcl-1, A1/Bfll, Boo/Diva, Nrf3 ve Bcl-B), Grup-ll; pro-apoptotik o6zellik
gosterenler (Bax, Bak, Bok/Mtd) ve Grup IlI; (Bid, Bak, Bik, Bim, Blk, Bmf, Hrk,
Bnip3, Nix, Noxa, PUMA ve Bcl-G) (Cory, Huang, ve Adams, 2003).

Bax ve Bak dogrudan sitokrom c¢ salinmasimi saglamaktadir (Wei, Zong,
Cheng, 2001). Bax ve Bad proteinlerinin genlerinden birinin delesyonunda ise
apoptoz kismen engellemektedir. Bu iki genin tamamen delesyonu ise apoptozun
baskilanmasina neden olmaktadir. Bu sonuglar apoptozun intrinsik yolaginda birlikte
calistiklarinin en onemli gostergesi olmaktadir. (Wolter, Hsu, Smith, Nechushtan, Xi,
Youle, 1997). Bax proteini apoptozu se¢gmemi hiicrelerin sitoplazma ya da
mitokondri zarina zayif halde bagli olarak bulunur. Eger hiicre apoptoza indiiklenir
ise Bax, mitokondri dis membranmna transloke olarak konformayonunu
degistirmektedir. (Antonsson, Montessuit, Sanchez, ve Martinou, 2001). Bak proteini
ise normalde mitokondri dis membraninda bulunurken apoptoz sirasinda
konformasyonel bir degisim gegirerek membranin i¢ taraflarina gé¢ eder (Epand,
Martinou, Montessuit, Epand, ve Yip, 2002). Bax ve/veya Bak proteinlerinin
mitokondri dis membranindaki bu degisimleri, Sitokrom c¢ salinmasini saglamak igin
zar yiizeyinde por olusturmakla gorevli oldukclart diisiiniilmektedir. Ancak porun
yapist ve por olusum mekaznimast tam olarak heniiz aydinlatilamamistir.

(Antonsson, vd., 2001; Epand, vd., 2002).

Bax ve Bak proteinlerinin mitokondriye gecisi ve bu proteinlerin mitokondri
membraninda por olusturarak apoptozu baslatmasi grup Il (Bid, Bak, Bik, Bim, BIk,
Bmf, Hrk, Bnip3, Nix, Noxa, PUMA ve Bcl-G) proteinleri tarafindan
saglanmaktadir. Son zamanlarda yapilan c¢alismalar grup III iiyesi proteinlerin
etkilerini iki temel mekanizma iizerinden gosterdiklerini ortaya koymaktadir
(Kuwana, Bouchier-Hayes, ve Chipuk, 2005). Bax ile Bim ya da tBid gibi grup Il
tiyeleri dogrudan etkileserek, Bax protienlerinin mitokondri membranina gog¢iinii
saglamaktadirlar. Bid proteinin ekstrinsik yolak baglaticisi kaspaz-8 tarafindan
kesilmesilerek tBid’in olusumu saglanir. Bu durum o&zellikle apoptozun intrinsik-
ekstrinsik yolaklar1 arasindaki iliskinin ortaya konulmasi agisindan Bid proteini

onemini gostermektedir (Billen, Shamas-Din, ve Andrews, 2008).

Hiicre dongiisii, hiicre proliferasyonuna, yaslanmaya veya apoptoza neden

olabilecek 6nemli birgok proteine ev sahipligi yapar. Hiicreler, farkli siklinlerin CDK
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altbirimleri ile etkilesimleri yoluyla hiicre dongiistiniin ¢esitli sathalar1 boyunca
ilerleme kaydederler. Hiicre dongiisiiniin farkli asamalarinda aktif olarak bilinen,
birka¢ taninmig siniflar veya siklin tiirleri bulunmaktadir. D ve E tipi siklinler, hiicre

dongiisiiniin G1-S faz gegisiyle iliskilidir (Abde ve Ben, 2009).

Siklin D1 (proto-onkogen), birgok farkli hiicre tipinde Gl ila S fazi
progresyonunun 6nemli bir regiilatoriidiir. Siklin bagimli kinaz 4 ve 6 (CDK4 ve
CDKG®) ile siklin D1’in olusturdugu kompleks, retinoblastoma proteinini (RB)
fosforilatlayarak veya inaktive ederek hiicre dongiisii regiile ederler. Son yapilan
caligmalar, siklin D1'in gesitli transkripsiyon faktorlerinin ve histon deasetilaz
(HDAC3) aktivitesini regiile ederek transkripsiyonel modiilator olarak islev
gordiiglinii gostermistir. Siklin D1 meme, 6zofagus, mesane ve akciger kanseri de
dahil olmak {izere ¢esitli kanserlerin gelisimi ve ilerlemesi i¢in 6nemlidir. Siklin D1
asir1 ekspresyonu kanserlerde sik goriilen bir olaydir, ancak bu artis ifade yalnizca
gen amplifikasyonunun bir sonucu olarak ortaya ¢ikmaz. Artmis siklin D1 seviyeleri
cogunlukla, translasyon  sonrast1  seviyedeki  kusurlu  regiilasyonundan

kaynaklanmaktadir (John, 2007).

Hiicre dongiisii ilerlemesi siklinler ve bunlarin iligkili siklin bagimli kinazlar
(CDK) tarafindan yonlendirilir. p27, siklin E-CDK2'nin bir inhibitorii olarak
kesfedildi, ancak o zamandan beri hem hiicre dongiisii indiikleyen hem de inhibe
eden iki farkli gorevi istlendigi belirlendi. GO'da, p27 translasyonu ve protein
stabilitesi, niikleer siklin E-CDK2'yi baglanip, inaktiflestirdigi zaman maksimum
seviyededir. G1'in basinda, p27 D tipi siklin-CDK'lerin diizenlenmesinde gorev alir.
Gl'de p27'nin asamali olarak azalmasi, siklin E-CDK2 ve siklin A-CDK2'nin G1-S
gecisini harekete gegirmesine izin verir (Chu, 2008). p27'den yoksun olan farelerde,
cok organli hiperplazi, artan viicut boyu ve kanser kaynakli tiimdrlere duyarlilik
goriillir ve bu da p27'nin hem doku genislemesini hem de hiicre ¢ogalmasini kontrol
etmek icin bir tiimor siipresor gorevi gordigiinii gosterir (Kiyokawa, Kineman,

Manova-Todorova, Soares, Hoffman, ve Ono, 1996).

Hiicre dongiisii inhibisyonu, niikleer p27 seviyesinden kaynaklanmaktadir.
Pek cok kanserde, g¢ekirdekteki p27'nin azalmasindan ziyade sitoplazmik p27°nin
yanlis lokalizasyon gosterdigi yapilan calismalarla gosterilmistir. Sitoplazmik p27,

kanser hiicresi invazyonunu hizlandirmak icin hiicre dongiisiinden bagimsiz bir

168



kanserojenik fonksiyon gosterir. Ayrica TAT-p27 protein transdiiksiyonunun, Rac
bagimli hiicre hareketliligini arttirdigi gosterilmistir (Medema, Kops, Bos, ve
Burgering, 2000).

Baz1 genlerin ektopik olarak kanserli hiicrelere transfekte edilmesi ozellikle
kanser dokusunun biiylimesine ve kanserli dokunun karakter yapisinin degismesine
etki edebilmektedir. Bu etkiyide apoptotik ve anti-apoptotik yolak ve proteinler
iizerinden gergeklestirmektedir. Ozellikler Bcl-2 ailesinin iiyelerinin rolii literatiirde
de belirtildigi gibi olduk¢a fazladir. Ancak yapilan arastirmalarda insan CAIII
cDNA’smin ektopik ekspresyonu ile ilgili veriler olmamasi ve 6zellikle CAIIl’iin
baz1 saglikli hiicrelerde ifade olup, kanserlesme siirecindeki hiicrelerde ifadesinin
baskilanmasi farkli transfeksiyon metodlar: ile CAIII cDNA’siin hiicreye etkisinin
analiz etmemize neden olmustur. Kanserlesme siirecinde baskilanan bu genin 6n
deneyleri sonucunda 6zellikle prostat kanser modellerinde etkisi merak uyandirici
olmustur. PCR teknigi ile ¢cogaltilip pcDNA 3.3 vektoriine klonlanan cDNA dizisi,
halkasal olarak PC3 hiicrelerine transfekte edilmistir. Ilk olarak proliferatif etkisi
incelenen CAIIl, hiicre canliligima olumlu ya da olumsuz bir etki yapmadigi

belirlenmistir.

Segilen bazi anti-apoptotik ve proapoptotik genlerin CAIIl transfekte
hiicrelerdeki mRNA seviyeleri incelenmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda
hipoksik ve normoksik sartlar olusturularak segilen genler incelendiginde o6zellikle
normoksik sartlar altinda CAIII ile transfekte olan hiicrelerde kontrol grubuna
kiyasla artan Bcl-2 ifadesi kanserli hiicrelerde azalis gostererek anti-apoptotik
yolagini kapattigini, bunula koorele olarak apoptotik genler olan Bax, Bad ve Bak’in
yine CAIIl ile transfekte edilmis normoksik sartlardaki PC3 hiicrelerindeki artan

ifadesi CAIII’iin hiicreleri apoptoza yonlendirdigini bize gostermektedir.

Hiicre siklusunun kontrol ve devam genlerinden olan p27’nin ifadesi
incelendiginde ise 6zellikle normoksik sartlar altinda CAIII ile transfekte hiicrelerde
artan timor supressor olarakta bilinen p27 ifadesi bize kanserli hiicrelerin

baskilanma siirecine girdigini gostermektedir.

Bu veriler 6zellikle normoksik sartlar saglandiginda, normalde saglikli prostat

dokusunda var iken kanserlesme silirecinde ifadesi baskilanan CAIII’iin ortama
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tekrardan ektopik olarak verildiginde siireci nasil yonettigini gérmemizi saglamis
olmustur. Kanser hiicreleri CAIII iile transfekte oldugunda anti-apoptotik yolaklarini
kapatarak, apoptotik siireci baglatmakta ve Oliime yonelmektedir. Bu da bize
kanserlesme siirecinde neden CAIIl’lin prostat dokusunda ifade olmadigin

gostermektedir.

Bu tez kapsaminda Insan CAIIl geninin transkripsiyonel regiilasyonu
aydinlatilmigtir. Literatiirde transkripsiyon faktorleri ile her hangi bir calisma
yapilmamis olan CAIIl’tiin SP1, C/EBPa ve USFI1 transkripsiyon faktorleri ile
regiilasyonu bu tez kapsaminda aydinlatilmistir. CAIIl’iin ifadesini arttiran bu
transkripsiyon faktorleri Ozellikle kanser ve kanserlesme siirecinde aktif rol
oynamaktadir. Yine bu transkripsiyon faktorleri ve CAIIl'lin ekspresyon seviyesi
osteosarkoma ve prostat kanserlerinde ilk defa aydinlatilmigtir. Yapilan literatiir
calismalar1 sonucunda hipoksik karakteri ile ilgili her hangi bir calismaya
rastlanilmayan CAIIl’iin hipoksik ve normoksik sartlardaki ekspresyon farkliligi,
CAlll’iin hipoksik sartlarda prostat kanser modelindeki regiilasyonu bu tez
kapsaminda aydinlatilmistir. Ektopik olarak ifade edilen CAIIl’lin, prostat kanser
modelinde apoptotik, metastatik ve proliferatif karakteri bu tez kapsaminda

aydmlatilmistir.
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carbonic anhydrase isozymes. These carbonic anhydrases are a class
of metalloenzymes that catalyze the reversible hydration of carbon
dioxide and are differentially expressed in a number of cell ypes.
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1-74 DA421884.1 1-74

75-866 AK313254.1 44-835

867-1753 AC084734.4 82873-83759 ¢}

Location/Qualifiers

1..1753

/organism="Homo sapiens"
/mol type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
/chromosome="8"
/map="8g21.2"

1..1753

/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/note="carbonic anhydrase 3"
/db xref="GeneID:761"
/db_xref="HGNC:HGNC:1374"
/db xref="MIM:114750"

1..117

/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
84..866

/gene="CA3"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1&to=1753&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=761
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:1374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/114750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1&to=117&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=84&to=866&sat=4&sat_key=204412482

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/EC_number="4.2.1.1"

/note="CA-III; carbonate dehydratase III; HEL-S-167mP;
epididymis secretory sperm binding protein Li 167mP;
carbonic anhydrase III, muscle specific"
/codon_start=1

/product="carbonic anhydrase 3"

/protein id="NP 005172.1"

/db_xref="CCDS:CCDS6238.1"

/db_xref="GeneID:761"

/db xref="HGNC:HGNC:1374"

/db xref="MIM:114750"

/translation="MAKEWGYASHNGPDHWHELFPNAKGENQSPVELHTKDIRHDPSL

QPWSVSYDGGSAKTILNNGKTCRVVEDDTYDRSMLRGGPLPGPYRLRQFHLHWGSSDD

HGSEHTVDGVKYAAELHLVHWNPKYNTFKEALKQRDGIAVIGIFLKIGHENGEFQIFL

DALDKIKTKGKEAPFTKEFDPSCLFPACRDYWTYQGSFTTPPCEECIVWLLLKEPMTVS

SDOMAKLRSLLSSAENEPPVPLVSNWRPPQPINNRVVRASFK"

misc feature 87..89
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="N-acetylalanine. {EC0:0000250|UniProtKB:P07450};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
acetylation site"

misc feature 168..170
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 210..212
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 225..227
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"

/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
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http://www.expasy.org/enzyme/4.2.1.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/4885099
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS6238.1
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=761
http://www.genenames.org/cgi-bin/gene_symbol_report?hgnc_id=HGNC:1374
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/114750
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=87&to=89&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=168&to=170&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=210&to=212&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=225&to=227&sat=4&sat_key=204412482

propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 231..233
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 246..248
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 273..284
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
Region: Involved in proton transfer"

misc feature 300..302
/gene="CA3"
/gene synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphothreonine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 363..365
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/note="zinc (catalytic); metal-binding site"

misc feature 369..371
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/note="zinc (catalytic); metal-binding site"

misc feature 438..440
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/note="zinc (catalytic); metal-binding site"

misc feature 462..464
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"

/note="Phosphotyrosine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=231&to=233&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=246&to=248&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=273&to=284&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=300&to=302&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=363&to=365&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=369&to=371&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=438&to=440&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=462&to=464&sat=4&sat_key=204412482

propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 468..470
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphothreonine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 609..611
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphothreonine. {EC0:0000250|UniProtKB:P16015};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 627..629
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="S-glutathionyl cysteine. {EC0:0000250}; propagated
from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3); modified site"

misc feature 642..644
/gene="CA3"
/gene synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="S-glutathionyl cysteine. {EC0:0000250}; propagated
from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3); modified site"

misc feature 675..680
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
Region: Substrate binding.

{EC0:0000250|UniProtKB:P00918}"

misc feature 729..731
/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphothreonine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

misc feature 738..740
/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=468&to=470&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=609&to=611&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=627&to=629&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=642&to=644&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=675&to=680&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=729&to=731&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=738&to=740&sat=4&sat_key=204412482

/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"
/note="Phosphoserine. {EC0:0000250|UniProtKB:P14141};
propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (P07451.3);
phosphorylation site"

exon 118..315

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/inference="alignment:Splign:1.39.8"
exon 316..434

/gene="CA3"

/gene synonym="CAIII; Car3"

/inference="alignment:Splign:1.39.8"

exon 435..527

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/inference="alignment:Splign:1.39.8"
exon 528..590

/gene="CA3"

/gene synonym="CAIII; Car3"

/inference="alignment:Splign:1.39.8"

exon 591..746

/gene="CA3"
/gene_synonym="CAIII; Car3"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
STS 662..864
/gene="CA3"
/gene synonym="CAIII; Car3"
/standard name="D8S1367E"
/db xref="UniSTS:151181"
exon 747..1753

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/inference="alignment:Splign:1.39.8"
STS 894..1206

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/standard name="G60292"

/db_xref="UniSTS:137397"
sTS 910..1135

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/standard name="SHGC-35614"

/db_ xref="UniSTS:51872"
STS 1480..1659

/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/standard name="G54016"

/db_xref="UniSTS:109398"
STS 1631..1731

/gene="CA3"
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=118&to=315&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=316&to=434&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=435&to=527&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=528&to=590&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=591&to=746&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=662&to=864&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=151181%20%5BUniSTS%20ID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=747&to=1753&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=894&to=1206&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=137397%20%5BUniSTS%20ID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=910&to=1135&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=51872%20%5BUniSTS%20ID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1480&to=1659&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=109398%20%5BUniSTS%20ID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1631&to=1731&sat=4&sat_key=204412482

regulatory

polvA site

ORIGIN

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

acataaaagc
gtccagcacg
ctgaccactg
tgcatactaa
gtggctctge
cttatgatag
ttcatcttca
agtatgcagc
ccctgaagca
atggcgagtt
cgcccttcecac
accagggctc
agcccatgac
agaacgagcc
gggtggtgag
cctaccattg
tcatttttcc
gttgaaagaa
tctgtaataa
aacagagatg
tgttatctaa
ttaaagaaat
aacataagcc
aactcttaac
ggttttgatt
cagtatttga
tgaaggaggg
aaaactgcct
agagtgaatg

cataaatgga

/gene_synonym="CAIII; Car3"

/standard name="WI-16407"
/db xref="UniSTS:59232"

1733..1738

/regulatory class="polyA signal sequence"

/gene="CA3"

/gene synonym="CAIII; Car3"

1753
/gene="CA3"

/gene_synonym="CAIII;

gcgggctege
gaggaaggcg
gcatgaactt
agacatcagg
caagaccatc
gtcaatgctg
ctggggctct
ggagcttcat
gcgcgatggg
ccagattttc
aaagtttgac
attcaccacg
cgtgagctct
cccagtgcect
agcttccttc
gagagcttgg
acactgagca
agttactttc
tcatctttcce
gaagagtaaa
aatttcacac
atgagtaatt
agaaattaaa
accagcaaga
accagtgaaa
atttcttctt
ccatttattt
ctgttgtgtt
atgacacttg

aaa

ggcgactctg
accatggcca
ttcccaaatg
catgaccctt
ctgaataatg
agagggggtc
tcggatgatc
ttggttcact
atcgctgtga
cttgatgcat
ccatcctgcc
ccgcectgeg
gaccagatgg
cttgtgagca
aaatgaggct
ttccttgect
atgaatgtga
gacaagatct
tataaaagta
gatattttta
aacttcattg
ctacatgtag
atgactatag
agtcagtcat
agaaaacaca
cataaatgta
ttaatttcac
tctcactgga

aagtcaaagc
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Car3"

caccacgcag
aggagtgggg
ccaaggggga
ctctgcagcecc
ggaagacctg
ctctcecctgg
atggctctga
ggaacccgaa
ttggcatttt
tggacaagat
tgttccecgge
aggaatgcat
ccaagctgcg
actggcgacc
gctggatctt
ccttctggtg
gagatgtggt
aatatgaaag
gcatttttgg
aaatggctag
tttttatttt
tagaggtgta
acagcaagaa
ttattgaagt
atacaatcag
gttgaattta
tacatttttc
ggctggaatg
agttgtactg

gggaagagaa
ctacgccagt
aaaccagtcg
atggtctgtg
ccgagttgta
accctaccga
gcacaccgtg
gtataacact
tctgaagata
taagacaaag
atgccgggac
tgtgtggctg
gagcctcctce
tccacagcecct
gccctcttea
ctccttactc
caccaagatc
catagatttc
taaagtttca
ctattgggca
tatattatga
tgaagatcat
ttgagctaat
tttagctact
gagttttcaa
tcctagtatt
tttgcatgat
aatgatcact

atcaccagaa

agcaggagcc
cacaacggtc
cccgttgage
tcttatgatg
tttgatgata
cttcgccagt
gatggagtca
tttaaagaag
ggacatgaga
ggcaaggagyg
tactggacct
ctgctgaagg
tccagtgctg
atcaataaca
ggaaaggaaa
caagtctatt
taagttactt
acatttgatc
aagaagaaga
ccagtttttc
gttgtccatc
ataacaatta
aatatgtttt
aagattactt
atttttgatt
tttctttacc
tattaaaata
agaacacaaa

ccaataaaga


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/probe?term=59232%20%5BUniSTS%20ID%5D
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1733&to=1738&sat=4&sat_key=204412482
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NM_005181.3?from=1753&to=1753&sat=4&sat_key=204412482

EK-C MATINSPECTOR PROGRAMIN ANALIZi

Matrix Detailed Family Information Start | End | Strand | Sequence
Family
V$EVI1 EVI11-myleoid transforming -935 | -919 - aagatacaatgaGAGALt
protein
V$DMRT | DM domain-containing -934 | -914 - tctccaagaTACAatgagaga
transcription factors
V$NGRE | "Negative" glucocoticoid response | -926 | -912 + tgtatctt GGAGagc
elements
V$HAML | Human acute myelogenous -914 | -900 - acctGTGGtcttgct
leukemia factors
V$ZF06 C2H2 zinc finger transcription -912 | -900 + caaGACCacaggt
factors 6
V$GRHL | Grainyhead-like transcription -908 | -896 + accacaGGTTtta
factors
V$ABDB | Abdominal-B type homeodomain -904 | -888 - atatttctTAAAacctg
transcription factors
V$CEBP | Ccaat/Enhancer Binding Protein -902 | -888 + ggttttaaGAAAtat
V$APIR | MAF and AP1 related factors -896 | -876 - ataaaaTGAGtcatatttctt
V$RORA | v-ERB and RAR-related orphan -897 | -875 - cataaaatgaG TCAtatttctta
receptor alpha
V$APLF AP1, Activating protein 1 -891 | -879 + atatgACT Cattt
V$APLF AP1, Activating protein 1 -891 | -879 - aaatgAGTCatat
V$APIR | MAF and AP1 related factors -894 | -874 + gaaataTGACtcattttatgt
V$ABDB | Abdominal-B type homeodomain -885 | -869 - cactaacaTAAAatgag
transcription factors
V$PARF | PAR/bZIP family -884 | -868 + tattttatGTTAgtgg
V$ZF10 C2H2 zinc finger transcription -877 | -863 + atgTTAGtggccttc
factors 10
V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -874 | -850 - ttctGAAGtattggaaggccactaa
V$HEAT | Heat shock factors -865 | -841 + ttccaatacttcAGAAtattcttga
V$ARID | AT rich interactive domain factor -862 | -842 - caagaATATtctgaagtattg
V$ARID | AT rich interactive domain factor | -855 | -835 + tcagaATATcttgatttttc
V$HEAT | Heat shock factors -856 | -832 - catgaaaaatcaAGAAtattctgaa
V$HEAT | Heat shock factors -855 | -831 + tcagaatattcttgatttTTCAtga
V$HNF6 | Onecut homeodomain factor -849 | -833 - atgaaaaaTCAAgaata
HNF6
V$HOXC | HOX - PBX complexes -847 | -831 + ttctTGATttttcatga
V$HEAT | Heat shock factors -845 | -821 + cttgatttttcaTGAAcagaggtac
V$STEM | Motif composed of binding sites -842 | -824 - cctctgt TCATgaaaaatc
for pluripotency or stem cell
factors
V$BNCF | Basonuclein rDNA transcription -836 | -818 - gctgtacctcTGT Tcatga
factor (Poll)
V$PAX6 | PAX-4/PAX-6 paired domain -831 | -813 + aacagaggtACAGctcagg
binding sites
V$PLZF C2H2 zinc finger protein PLZF -826 | -812 + aggTACAgctcagag
VS$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -829 | -807 + caGAGGtacagctcagggagtgt
V$HOXC | HOX - PBX complexes -809 | -793 - ggactGAT Ttagccaca
V$AP1R MAF and AP1 related factors -809 | -789 + tgtgGCTAaatcagtcccagt
V$GFI1 Growth factor independence -804 | -790 + ctaAATCagtcccag
transcriptional repressor
V$EBOX | E-box binding factors -783 | -771 + gctccgCGTGaac
V$HESF | Vertebrate homologues of -784 | -770 - ggttcaCGCGgagct
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enhancer of split complex

V$HESF | Vertebrate homologues of -783 | -769 gctccgCGTGaacct
enhancer of split complex

V$SMAD | Vertebrate SMAD family of -765 | -755 gatGTCTggat
transcription factors

V$STAT | Signal transducer and activator of | -761 | -743 agatATCCaggagatgtct
transcription

V$NGRE | "Negative" glucocoticoid response | -758 | -744 catctcctGGATatc
elements

V$NGRE | "Negative" glucocoticoid response | -758 | -744 gatatccaGGAGatg
elements

V$STAT | Signal transducer and activator of | -759 | -741 acatCTCCtggatatctgg
transcription

V$RXRF | RXR heterodimer binding sites =729 | -705 gcttgcaggaaaccGAGGgctggat

V$ZFHX | Two-handed zinc finger -722 | -710 cctcgGTTTectg
homeodomain transcription factors

V$STAT | Signal transducer and activator of | -721 | -703 tggcttgcaGGAAaccgag
transcription

V$BTBF | BTB/POZ (broad complex, -716 | -706 tttcCTGCaag
TramTrack, Bric-a-brac/pox
viruses and zinc fingers)
transcription factor

V$STAT | Signal transducer and activator of | -719 | -701 cggtttcctGCAAgccaaa
transcription

O$MTEN | Core promoter motif ten elements | -704 | -684 ccaacCtAGCGgatccttttg

V$OVOL | OVO homolog-like transcription -699 | -685 ggatccGCTAggttg
factors

V$CEBP | Ccaat/Enhancer Binding Protein -691 | -677 taggttggGAAAtgc

V$RBPF | RBPJ - kappa -690 | -678 aggtTGGGaaatg

VS$IKRS Ikaros zinc finger family -689 | -677 gottGGGAaatgc

V$PARF | PAR/bZIP family -691 | -675 cggcaTTTCccaaccta

V$NFKB | Nuclear factor kappa B/c-rel -687 | -673 ggcggcatTTCCcaa

V$NFKB | Nuclear factor kappa B/c-rel -687 | -673 ttGGGAaatgccgcee

V$CTCF | CTCF and BORIS gene family, -685 | -659 ctggaatcgcaccaggCGGCatttcce
transcriptional regulators with 11
highly conserved zinc finger
domains

V$BCL6 POZ domain zinc finger expressed | -669 | -653 ccctttcTGGAatcgca
in B-Cells

V$HEAT | Heat shock factors -673 | -649 atggccctttct GGAAtcgcaccag

V$STAT | Signal transducer and activator of | -670 | -652 gccctttct GGAAtcgcac
transcription

V$HEAT | Heat shock factors -672 | -648 tggtgcgattccAGAAagggccatce

V$STAT | Signal transducer and activator of | -668 | -650 gcgattccaGAAAgggcca
transcription

V$SRFF Serum response element binding -666 | -648 gattcCAGAaagggccatc
factor

V$HAND | Twist subfamily of class B bHLH -659 | -639 ccttaaagagaTGGCcctttc
transcription factors

V$YY1F | Activator/repressor binding to -657 | -637 aagggCCATctctttaaggat
transcription initiation site

V$GATA | GATA binding factors -643 | -631 taagGATAacgga

V$OVOL | OVO homolog-like transcription -642 | -628 aagtccGTTAtcctt
factors

VSMYBL | Cellular and viral myb-like -640 | -626 ggatAACGgacttgg
transcriptional regulators

V$HNFP | Histone nuclear factor P -636 | -624 aaCGGActtggag

V$DICE Downstream Immunoglobulin -624 | -610 9ggcCTCTtcaccct

Control Element, critical for B cell
activity and specificity
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V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -620 | -596 cggaGCAGggtgagagggtgaagag
V$MOKF | Mouse Krueppel like factor -606 | -586 accctgetccggaCCCTitct
V$KLFS Krueppel like transcription factors | -584 | -568 taggagcAAAGgatggg
V$NR2F Nuclear receptor subfamily 2 -588 | -564 atcctaggagCAAAggatgggaaga
factors
VS$LEFF LEF1/TCF -583 | -567 ctaggagCAAAggatgg
O$VTBP | Vertebrate TATA binding protein | -571 | -555 acatgTAAAatcctagg
factor
V$OCT1 | Octamer binding protein -568 | -554 aaCATGtaaaatcct
V$IRXF Iroquois homeobox transcription -564 | -552 gcaaCATGtaaaa
factors
VS$IRXF Iroquois homeobox transcription -563 | -551 tttaCATGttgce
factors
V$MYT1 | MYT1 C2HC zinc finger protein -541 | -529 cctAAGTttgact
V$GCMF | Chorion-specific transcription -536 | -522 cctgcCCCcCtaagtt
factors with a GCM DNA binding
domain
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -537 | -515 ttgtttgcctgCCCCctaagttt
factors 2
V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -533 | -517 ttaggGGGCaggcaaac
V$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -532 | -510 taGGGGgcaggcaaacaaacgag
V$FKHD | Fork head domain factors -527 | -511 ggcaggcAAACaaacga
V$HOMF | Homeodomain transcription -524 | -506 aggcaaacAAACgagttct
factors
V$HZIP Homeodomain-leucine zipper -519 | -505 aagaaCTCGtttgtt
transcription factors
V$SORY | SOX/SRY-sex/testis determinig -523 | -499 ggcaaACAAacgagttctttccage
and related HMG box factors
V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -510 | -494 cagaGGCTggaaagaac
regulator
V$GRHL | Grainyhead-like transcription -495 | -483 cgatccGGTTaca
factors
V$MEF3 | MEF3 binding sites -495 | -483 cgaTCCGgttaca
V$ETSF Human and murine ETS1 factors -496 | -476 ctgtaacCGGAtcgctagage
V$PAX5 | PAX-2/5/8 binding sites -492 | -464 aaccggatcgctagAGCGaaataaactcg
V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -484 | -468 cgctagagcGAAAtaaa
regulator
V$ARID | AT rich interactive domain factor -482 | -462 tgcgag TTTAtttcgcetctag
V$CDXF | Vertebrate caudal related -479 | -461 gtgcgagt TTATttcgete
homeodomain protein
V$GZF1 GDNF-inducible zinc finger gene -474 | -462 TGCGagtttattt
1
V$RUSH | SWI/SNF related -463 | -453 ggacACTTgtg
nucleophosphoproteins with a
RING finger DNA binding motif
V$NR2F Nuclear receptor subfamily 2 -463 | -439 cacaagtgtccagaGATCgtagcca
factors
V$GATA | GATA binding factors -453 | -441 cagAGATcgtagc
V$IRFF Interferon regulatory factors -455 | -435 tccaGAGAtcgtagccagaca
V$SMAD | Vertebrate SMAD family of -443 | -433 gctGTCTggct
transcription factors
VSMYT1 | MYT1 C2HC zinc finger protein -420 | -408 taaAAGTtgcttc
V$HOMF | Homeodomain transcription -420 | -402 gaagcaacttTTAAgtgag
factors
V$HBOX | Homeobhox transcription factors -419 | -401 aagcaactTTTAagtgagg
V$HOMF | Homeodomain transcription -416 | -398 caacttTTAAgtgaggctg

factors
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V$HOMF | Homeodomain transcription -415 | -397 gcagcctcacTTAAaagtt
factors

V$NKXH | NKX homeodomain factors -414 | -396 acttttaAGTGaggctgca

V$DMTF | Cyclin D binding myb-like -390 | -378 cgccgGGATgtag
transcription factor

V$FAST | FAST-1 SMAD interacting -387 | -371 cgggaTGTAgattttag
proteins

V$GATA | GATA binding factors -382 | -370 tgtAGATtttagt

V$GREF | Glucocorticoid responsive and -362 | -344 gotgtcgtagttGTGCttg
related elements

V$KLFS Krueppel like transcription factors | -353 | -337 gggacagGGTGtcgtag

V$GREF | Glucocorticoid responsive and -353 | -335 cagGGACagggtgtcgtag
related elements

V$GREF | Glucocorticoid responsive and -353 | -335 ctacgacacccTGTCcctg
related elements

V$BNCF | Basonuclein rDNA transcription -352 | -334 tacgacacccTGTCcctgc
factor (Poll)

V$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -350 | -328 gtGGGGgcagggacagggtgtcg

V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -343 | -327 ggtggGGGCagggacag

V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -346 | -322 gatggggtgggggcaGGGAcagggt

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -344 | -322 cctgtccctgcCCCCaccecate
factors 2

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -340 | -324 tggggtggGGGCaggga
protein C & related factors

V$MTF1 | Metal induced transcription factor | -339 | -325 ccctGCCCccaccce

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -342 | -320 tgtccctgcccCCACcccateec
factors 2

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -338 | -322 gatggggTGGGggcagg
protein C & related factors

V$MAZF | Myc associated zinc fingers -336 | -324 tggggtGGGGgca

V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -337 | -321 0gatggGGTGggyggcag

V$KLFS | Krueppel like transcription factors | -336 | -320 gggatgGGGTgggggca

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -338 | -316 cctgccCCCAccccatceccaag
factors 2

V$ZF05 C2H2 zinc finger transcription -334 | -320 09gatgGGGTggggy
factors 5

V$RREB | Ras-responsive element binding -333 | -319 cCCCAccccatcece
protein

V$STAT | Signal transducer and activator of | -327 | -309 cccaTCCCcaagaatgcat
transcription

VS$ETSF Human and murine ETS1 factors -313 | -293 tgcatggaGGAAggagagagg

V$NR2F Nuclear receptor subfamily 2 -308 | -284 ggaggaAGGAgagaggacgaggtga
factors

V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -304 | -280 gaaggagagaggacgAGGTgagggc

V$MAZF | Myc associated zinc fingers -294 | -282 ggacGAGGtgagg

V$CREB | cAMP-responsive element binding | -273 | -253 cggcgccgACGTgcagaaatg
proteins

V$HIFF Hypoxia inducible factor, -270 | -254 ggcgecgaCGTGeagaa
bHLH/PAS protein family

VSEGRF | EGR/nerve growth factor induced | -268 | -252 ctgcACGTcggcegeegg
protein C & related factors

V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -266 | -250 aaccgGCGCcgacgtgc
regulator

V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -263 | -247 cgtcgGCGCcggttaga
regulator

V$GRHL | Grainyhead-like transcription -259 | -247 ggcgeccGGTTaga
factors

V$MYBL | Cellular and viral myb-like -260 | -246 ttcTAACcggcgceeg

transcriptional regulators
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O$TF3C General transcription factor I1IC, -253 | -243 GGTTagaaacc
GTF3C

V$EVI1 EVI1-myleoid transforming -230 | -214 gagagAAGAagaggaga
protein

V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -225 | -201 aagaagaggagatgGAGGggccagg

V$MAZF | Myc associated zinc fingers -215 | -203 gatggaGGGGceca

V$NOLF | Neuron-specific olfactory factor -200 | -178 gcgctcTCCCgggagtegtggct

V$NGRE | "Negative" glucocoticoid response | -195 | -181 ctCTCCcgggagtcy
elements

V$NGRE | "Negative" glucocoticoid response | -194 | -180 gaCTCCcgggagagc
elements

V$NOLF | Neuron-specific olfactory factor -197 | -175 cacgacTCCCgggagagcgcagg

V$MTF1 | Metal induced transcription factor | -188 | -174 ccctGCGCtcteeceg

V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -181 | -165 gcgcagGGAGgggcgtg

V$MAZF | Myc associated zinc fingers -178 | -166 caggGAGGggcgt

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -179 | -163 gcagggagGGGCgtggg
protein C & related factors

V$KLFS | Krueppel like transcription factors | -177 | -161 agggaGGGGcegtggotg

V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -176 | -160 g99aGGGGcegtgggtge

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -179 | -157 ggggcaCCCAcgcccctcectge
factors 2

V$AHRR | AHR-arnt heterodimers and AHR- | -179 | -155 gcagggagggGCGTgggtgeccectt
related factors

V$HASF | HIF-1 ancillary sequence family -172 | -162 accCACGccecc

V$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -177 | -155 aagggGCACccacgccecctcect

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -173 | -157 aggggcgTGGGtgecece
protein C & related factors

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -175 | -153 cgaaggggcacCCACgcccctee
factors 2

V$HICF Krueppel-like C2H2 zinc finger -165 | -153 99gTGCCeccttcg
factors hypermethylated in cancer

V$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -168 | -146 cgtggGTGCcccttcgeccacct

V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -165 | -141 09cgGAGGtgggcgaaggggceacce

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -158 | -136 ccttcgCCCAcctccgeceecegt
factors 2

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -154 | -138 0999GCGGaggtgggcy
protein C & related factors

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -155 | -133 tcgeccacctccgCCCCcgtcac
factors 2

V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -151 | -135 gacgggGGCGgaggtgg

V$KLFS Krueppel like transcription factors | -150 | -134 tgacgggGGCGgaggtg

V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -152 | -130 cccacctccgCCCCcgtcacctce
factors 2

V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -148 | -132 ggtgacggGGGCggagg
protein C & related factors

VS$INSM Insulinoma associated factors -146 | -134 tgacgGGGGcegga

V$CREB | cAMP-responsive element binding | -148 | -128 tcgaggTGACgggggcggagy
proteins

V$CREB | cAMP-responsive element binding | -145 | -125 ctgtcgaggTGACgggggegg
proteins

V$BRAC | Brachyury gene, mesoderm -142 | -122 cagctgtcgaGGTGacggggy
developmental factor

V$MYO Myoblast determining factors -133 | -117 cctcgACAGctgteeceg

D

V$MYO Myoblast determining factors -132 | -116 gcgggACAGctgtcgag

D

O$XCPE | Activator-, mediator- and TBP- -124 | -114 gaGCGGgacag

dependent core promoter element
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for RNA polymerase Il
transcription from TATA-less
promoters

V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -127 | -111 caagAGCGggacagctg
regulator
V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -125 | -109 tccaagagcgGGACagce
V$PAX5 | PAX-2/5/8 binding sites -129 | -101 caatgaattccaagAGCGggacagctgtc
V$BCL6 | POZ domain zinc finger expressed | -121 | -105 gaaTTCCaagagcggga
in B-Cells
V$CLOX | CLOX and CLOX homology -113 | -95 ggaagcCAATgaattccaa
(CDP) factors
V$CAAT | CCAAT binding factors -110 | -96 gaagCCAAtgaattc
VS$ETSF Human and murine ETS1 factors -107 | -87 cgggtagAGGAagccaatgaa
V$CTCF | CTCF and BORIS gene family, -104 | -78 ttgggaggccgggtagaGGAAgccaat
transcriptional regulators with 11
highly conserved zinc finger
domains
V$RREB | Ras-responsive element binding -83 -69 tCCCAaacaccaccc
protein
V$GLIF GLI zinc finger family -78 -64 aacaccaCCCCaatc
V$GCMF | Chorion-specific transcription -76 -62 caccaCCCCaatcta
factors with a GCM DNA binding
domain
V$HNF1 | Hepatic Nuclear Factor 1 -69 -53 ccaatctaGTTTagccc
V$KLFS Krueppel like transcription factors | -61 -45 0999cGGGGggctaaac
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -64 -42 ctagtttagcCCCCcgccccacc
factors 2
V$GLIF GLI zinc finger family -59 -45 ttagCCCCccgcccc
V$MAZF | Myc associated zinc fingers -58 -46 999cggGGGGcta
V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle -59 -43 gtgggGCGGggggctaa
regulator
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -62 -40 agtttagccccCCGCcccaccct
factors 2
V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -58 -42 g9tggggCGGGgggcta
protein C & related factors
V$MAZF | Myc associated zinc fingers -56 -44 tgggGCGGggggc
V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -57 -41 g99tgGGGCggggggct
V$KLFS Krueppel like transcription factors | -56 -40 agggtggGGCGgggggc
V$PLAG | Pleomorphic adenoma gene -59 -37 gcGAGGgtggggeggggggctaa
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -59 -37 ttagccccccgCCCCaccctege
factors 2
V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -54 -38 cgagggtgGGGCgggayg
protein C & related factors
V$MAZF | Myc associated zinc fingers -51 -39 gagggtGGGGcegg
V$SP1F GC-Box factors SP1/GC -52 -36 agcgagGGTGygggegay
V$KLFS Krueppel like transcription factors | -51 -35 cagcgaGGGTggggcgg
V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -49 -33 gtcagcgAGGGtggggc
protein C & related factors
VSKLFS Krueppel like transcription factors | -47 -31 aggtcagcgaGGGTggy
V$RXRF | RXR heterodimer binding sites -49 -25 cttattaggtcagcGAGGgtggggc
V$RORA | v-ERB and RAR-related orphan -45 -23 gccttattagGTCAgcgagggtg
receptor alpha
V$CREB | cAMP-responsive element binding | -42 -22 cctcgcTGACctaataaggcee
proteins
V$HOXF | Paralog hox genes 1-8 from the -39 -21 tggccTTATtaggtcageg
four hox clusters A, B, C, D
V3SNR2F Nuclear receptor subfamily 2 -42 -18 gcatggccttattaGGTCagcgagg
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factors

V$HBOX | Homeobox transcription factors -38 -20 atggccTTATtaggtcage
V$LHXF | Lim homeodomain factors -40 -18 tcgetgacctAATAaggccatge
V$SRFF Serum response element binding -38 -20 atggccttatTAGGtcage
factor
V$BRNS5 | Brn-5POU domain factors -39 -17 tgcatggccttAT TAggtcagey
V$HBOX | Homeobox transcription factors -37 -19 ctgaccTAATaaggccatg
V$LHXF | Lim homeodomain factors -39 -17 tgcatggect TAT Taggtcageg
V$SRFF Serum response element binding -37 -19 ctgacctaaTAAGgccatg
factor
V$HOXF | Paralog hox genes 1-8 from the -36 -18 tgaccTAATaaggccatge
four hox clusters A, B, C, D
V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -18 -2 cagtgtgCGGGggagct
protein C & related factors
V$INSM Insulinoma associated factors -15 -3 tgtgcGGGGgage
V$EGRF | EGR/nerve growth factor induced | -16 0 gtgtgcgGGGGagctac
protein C & related factors
O$XCPE | Activator-, mediator- and TBP- -12 -2 gcGGGGgagct
dependent core promoter element
for RNA polymerase 11
transcription from TATA-less
promoters
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -18 4 ttatgtagctCCCCcgcacactg
factors 2
V$KLFS Krueppel like transcription factors | -14 2 gtgcgGGGGagctacat
V$ZF02 C2H2 zinc finger transcription -15 7 cttttatgtagctCCCCcgcaca
factors 2
V$PARF | PAR/bZIP family -7 9 cgcttTTATgtagetce
V$LEFF LEF1/TCF -4 12 gctacatAAAAgcgcgg
O$VTBP | Vertebrate TATA binding protein | -3 13 ctacaTAAAagcgceggg
factor
V$GZF1 | GDNF-inducible zinc finger gene | -1 11 CGCGecttttatgt
1
V$E2FF E2F-myc activator/cell cycle 2 18 taaaaGCGCgggctcge
regulator
V$NRF1 Nuclear respiratory factor 1 19 cgcGAGCccgcgctttt
V$NRF1 Nuclear respiratory factor 1 4 20 aaaGCGCgggctcgegg
V$HESF | Vertebrate homologues of 23 tcgeccgcGAGCccge
enhancer of split complex
V$PAX5 | PAX-2/5/8 binding sites 8 36 gcgtggTGCAgagtcgecgegageeege
g
V$EBOX | E-box binding factors 28 40 gcaCCACgcaggg
V$NOLF | Neuron-specific olfactory factor 26 48 ttctctTCCCctgegtggtgcag
V$ETSF Human and murine ETS1 factors 32 52 cacgcaggGGAAgagaaagca
V$ZF35 Zinc finger protein ZNF35 36 48 caggggAAGAgaa
V$IRFF Interferon regulatory factors 36 56 caggggaagaGAAAgcaggag
V$PRDF | Positive regulatory domain | 40 58 ggaagaGAAAgcaggagcc
binding factor
V$BARB | Barbiturate-inducible element box | 43 57 agagAAAGcaggagc
from pro+eukaryotic genes
V$GABF | GA-boxes 38 62 09ggaAGAGaaagcaggagccgtce
V$ETSF Human and murine ETS1 factors 63 83 agcacggaGGAAggcgaccat
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