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OZET

HIPOKSIK KOSULLARDA FARKLI HUCRE HATLARINDA VE C.ELEGANS' DA
KARBONIK ANHIDRAZ VII, KARBONIK ANHIDRAZ VII BENZERI GENLERIN
REGULASYONU
YUKSEK LiSANS TEZI
AYSU BOZKURT
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTIiTUSU

MOLEKULER BiYOLOJI VE GENETIK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DOC.DR.SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(ES DANISMAN: DR.OGR.UYESi DERYA OKUYAN)
BALIKESIiR, TEMMUZ-2023

Karbonik anhidraz (CA)’lar karbondioksit hidrasyonunun ve dehidrasyonun tersine gevrilebilir bir
reaksiyonunu katalize ederler boylece asit-baz ve iyon diizenlenmesini saglayarak metabolik
siireglerde hayati bir rol oynarlar. CA ailesi liyesi olan CA VII kolon, karaciger, iskelet kasi ve
beyinde ifade edilmektedir. Tiimorlerde CA VII ekspresyonu, diger izoformlara kiyasla ¢ok daha
diistiktiir ve en yiiksek ekspresyon kolorektal adenokarsinom, tiroid karsinomunda gézlenmektedir.
Kanser hiicreleri hizl1 ¢ogalan dogalar geregi, ortamdaki besin ve oksijeni hizla tiiketerek ortami
hipoksik hale getirir. Kanser hipoksik mikro ¢ervresi ¢cok sayida genin regiilasyonunda degisime
sebep olabilen 6nemli bir yolaktirBu ¢alismada, CA VII geninin farkli kanser hiicre hatlarinda
ifadesi ile hipoksik kosullardaki degisimi mRNA ve protein seviyesinde incelenmistir. CoCl, ve
sodyum siilfit ile kimyasal hipoksi modelinde ¢alismalarimiz siirdiiriilmiistiir. Kolon kanseri hiicre
hatlar1 (SW480 ve HT-29), saglikli insan endotel hiicreleri (HUVEC), Karaciger hiicre hatti
(Hep3B), prostat kanseri hiicre hatlarinda (PC3 ve LnCaP) CA VII geninin dncelikle ifadesi mRNA
seviyesinde incelenmis ve HUVEC hiicre hatti disinda tiim hiicre hatlarinda mRNA seviyesinde
ifadesi tespit edilmistir. Calismamiz kapsaminda tiim sonuglar degerlendirildiginde hem mRNA
hemde protein seviyesinde HT-29 hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamlh diizeyde CA VII
seviyesinin azaldig1 tespit edilmistir. Se¢ilen prostat kanseri modellerinden LnCap hiicrelerinde de
hem mRNA hem de protein seviyesinde CA VII seviyesinin arttigi tespit edilmistir. Calismamizin
ikinci bir kolunda ise molekiiler biyoloji ¢alismalarinda iyi bir model organizma olan C.elegans’ ta
deneysel ¢alismalar da planlanmistir. Bu kapsamda C.elagans’ ta CA VI benzeri genlerin (CAH 3,
4 ve 5) ifadesi ve hipoksik kosullardaki mRNA seviyesindeki degisimi incelenmistir. Segilen
genlerin mRNA ifadesi C.elegans’ ta gosterilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: CA VII, kanser, hiicre hatt1, hipoksi, C.elegans, regiilasyon

Bilim Kod / Kodlari : 20326, 20610 Sayfa Sayisi : 79



ABSTRACT

REGULATING OF CA VII, CA VII-LIKE GENE EXPRESSION IN DIFFERENT
CELL LINES AND C.ELEGANS
IN HYPOXIC CONDITIONS
MASTER THESIS
AYSU BOZKURT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(CO-SUPERVISOR: DR.OGR.UYESI DERYA OKUYAN)
BALIKESIR, JULY- 2023

Carbonic anhydrases (CAs), catalyze a reversible reaction of carbon dioxide hydration and
dehydration, thus playing a vital role in metabolic processes by providing acid-base and ion
regulation. CA VI is expressed in the colon, liver, skeletal muscle and brain. CA VII expression in
tumors is much lower compared to other isoforms, with the highest expression observed in
colorectal adenocarcinoma, thyroid carcinoma. In colorectal adenocarcinoma, CA VII upregulation
is thought to serve as a marker for poor prognosis. Cancer cells, due to their rapidly proliferating
nature, rapidly consume the nutrients and oxygen in the environment, making their
microenviroment more hypoxic. Hypoxic microenvironment is an important pathway that can
cause changes in the regulation of many genes in cancer. In this study, the expression of CA VII
gene in different cancer cell lines and its changes in hypoxic conditions were investigated at the
MRNA and protein levels. Our studies continued in the Chemical hypoxia model with CoCl; and
sodium sulfide. The expression of CA VII gene in colon cancer cell lines (SW480 and HT-29),
healthy human endothelial cells (HUVEC), Liver cell line (Hep3B), prostate cancer cell lines (PC3
and LnCaP) was primarily examined at the mRNA level. CA VII mRNA level was detected in all
cell lines except HUVEC cell line. When all the results were evaluated within the scope of our
study, it was determined that both mRNA and protein levels decreased statistically significantly in
the HT-29 cell line. It was determined that CA VII level increased in both mRNA and protein
levels in LnCap cells, which is one of the selected prostate cancer models. In a second arm of our
study, experimental studies were also planned in C.elegans, which is a good model organism in
molecular studies. In this context, the expression of CA VIlI-like genes (CAH 3, 4 and 5) and the
change in mRNA level under hypoxic conditions in C.elagans were studied. mRNA expression of
selected genes is shown in C.elegans.

KEYWORDS: CA VI, cancer, cell lines, hypoxia, C.elegans, regulation
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1. GIRIS

Nefes alip vererek soludugumuz hava, hiicrelerimizde bulunan seker ve yagin
parcalanmasini saglar. Bu par¢alama islemi havanin igerisinde bulunan oksijen ile
gergeklestirilir. Akcigerlere giden oksijen kan araciligr ile tim viicudumuza taginir.
Hiicrelerdeki sekerin ve yaglarin parcalanmasi sonucunda iirtin olarak karbon dioksit (CO-)
olusur ve bu molekiiliin disar1 atilmasi gerekir. Kan bu noktada yine tasima islevi goriir.
Olusan CO: hiicrelerden disar1 yayilir ve kanda birkag farkli sekilde taginir: %10 civari kan
plazmasinda ¢oziiniir, yaklasik %20’ si hemoglobine baglanarak tasinir ve %70’lik biiyiik
bir kismi ise karbonik asite doniistiiriilerek akcigerlerde tasinir. Karbonik anhidraz enzimi
sekil 1.1 de gosteridigi gib CO: ‘yi karbonik asite ve bikarbonata doniisiimiinii katalize
eder. Bu reaksiyon kendi kendine gerceklesebilse de karbonik anhidraz enzimi reaksiyonu

1 milyon kata kadar arttirmaktadir.

Carbonic Anhydrase
Co, + H,0 = =~ HCOy + H+

Sekil 1.1: Karbonik anhidrazlarin fonksiyonu.

Karbonik anhidrazlar (CA’lar), karbon dioksiti (CO2) bikarbonat ve protona geviren gift
yonlii bir reaksiyonu katalize eden enzimlerdir. Beyin, karaciger, pankreas, akciger, safra
kesesi, bobrek, kaslar ve kirmizi kan hiicrelerinde 6nemli ve gesitli fonksiyonlari iistlenen
karbonik anhidrazlar tek bir izoenzim olmayip farkli izoenzimlerden olusan bir ailedir. Bu

izoenzimler ¢esitli dokularda farkli oranlarda farkli gorevleri iistlenirler (Koltai vd., 2020).

1933°te ineklerin kan hiicresinde kesfedilmis olan karbonik anhidrazlar giinlimiize kadar
pek ¢ok enzimoloji, kimya, biyokimya, genetik, yapisal biyoloji gibi ¢aligmalarin odag:

olmasina ragmen hala yap1 ve fonksiyonu anlagilmamis iiyeleri mevcuttur.



1.1 Karbonik Anhidraz Genleri ve Ozellikleri

Prokaryot ve dkaryotlarda ¢ok yaygin olarak bulunan CA’ larin genetik olarak birbirinden
farkli 7 alt grubu (o-, B-, y-, 8-, {- ve n-CA) bulunmaktadir. insanlarda bulunan CA’ lar
katalitik aktivite, doku dagilimi, inhibitorlere verilen yanit ve hiicresel lokalizasyonda
farklilik gosteren 15 izoform a-sinifina aittir. a-siifi karbonik anhidrazlar kendi aralarinda
sitosolik (CA 1, I, III, VII ve XIII), salgilanan (CA VI), mitokondriyal (CA VA ve VB) ve
memrana bagli (CA IV, IX, XII, XIV ve XV) olmak lizere 4 sinifa ayrilir (Di Fiore vd.,
2018). Diger smiflarin iiyesi olan CA’lar genellikler prokaryotik canlilarda bulunmaktadir.
a-sinifi karbonik anhidrazlardan CA VIII, CA X ve CA Xl izoformlar1 disindaki tiim
izoformlar aktif bolgelerinde ¢inko iyonu igeren metalloenzimlerdir. CA VIII, X ve XI
izoformlari, aktif bolgede gerekli metal iyonuna sahip olmadiklart i¢cin CA ile iliskili
proteinler (CA-RP'ler) olarak adlandirilirlar (Nyman vd., 1964).

1.1.1 Sitozolik Karbonik Anhidrazlar

Sitozolik karbonik anhidrazlar insan dokularinin tiimiinde ifade olmakla birlikte korunmus
enzimatik aktiviteye sahiplerdir ve pek cok fonksiyonel gorevi istlenirler. Bikarbonat
(HCO) tireterek kanin pH’ 1n1 korurlar (Kummola vd., 2005). CA 1, Il, 111, VII ve XIII
sitozolik karbonik anhidrazlardir. CA I ve CA II kanin pH’imin korunmasi igin gerekli
CA’lardan olup kirmizi kemik iligi, kirmizi kan hiicreleri, akciger ve gézde bulunurlar. CA
I’ in fonksiyonlarini yerine getirememesi sonucu retinal 6dem (Gao vd., 2008) CA II” nin
islevindeki degisiklikler sonucunda ise glokom, 6dem, irtifa hastaligi ve epilepsi meydana
gelebilir (Mincione vd., 2008; Supuran vd., 2008; Hen vd., 2011; De Simone vd., 2009;
Swenson vd., 2007). En az anlasilan izoformlardan olan CA III ve CA VII iskelet kasi,
beyin, karaciger, kolon gibi oksijen tiiketiminin ¢ok fazla oldugu dokularda ifade olur. Bu
izoformlarin reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusumu sirasinda oksidatif hasar olusan
hiicrelerde savunma siirecine katilabilecegi diisiiniilmektedir (Del Giudice vd., 2013). CA
VII ile epilepsi hastalig: iliskilendirilmistir (Hen vd., 2011; Ruusuvuori vd., 2011). Son
yapilan caligmalar CA 1III ve VII’ nin baz1 kanserlerle de iliskili olabilecegini
gostermektedir. Yine sitozolik CA’ lardan olan CA XIII ekspresyonu bobrek, beyin, lenf
digiimleri, tiroid, karaciger, deri, yag, yumusak doku dahil olmak {izere ¢esitli dokularda

ve hem erkek hem de disi tireme organlarinda gozlenir. CA XIII' in, sperm hareketliliginin



korunmast ve normal dollenme siireci dahil olmak iizere iireme siireclerinin pH
diizenlenmesinde rol oynadigi varsayilmistir (Kummola vd., 2005). CA XIII’ in yap1 ve
fonksiyonundaki degisiklikler kisirlikla iliskilendirilmistir (Lehtonen vd., 2004).

1.1.2 Salgilanan Karbonik Anhidrazlar

Insan CA fiiyeleri arasinda CA VI tek salgilanan izoformdur (Murakami vd., 1987).
Gozyasi, slit, insan serumunda, solunum yollarinda, sindirim kanalinin epitelyum

yiizeyinde ve tiikiiriikkte bulunan CA VI’ tiimor olusumunda goérev almaktadir (Nishimori
vd., 2007).

1.1.3 Mitokondriyal Karbonik Anhidrazlar

Ilk olarak kobay akcigerinden izole edilmis olan CA V tek mitokondriyal karbonik
anhidrazdir (Nagao vd., 1993). CA V’ in iki farkli izoformu (CA VA ve CA VB) vardir.
CA VA, gesitli biyokimyasal yollara aracilik ederken CA VB, bezler, bademcikler, lenf
diigtimleri, dalak, karaciger, kolon, testis mitokondrilerinde ve beyin, akcigerler, kaslar,
meme ile diger organlarda ifade olur (Dodgson vd., 1984; Fujikawa-Adachi vd., 1999;
Idrees vd., 2016). CA VA ve CA VB, obezite ile iliskilendirilmistir (De Simone vd., 2009).

1.1.4 Memrana Bagh Karbonik Anhidrazlar

Membrana bagli karbonik anhidrazlar yiiksek aktiviteye sahiptir. Membran iliskili CA' lar,
enzimin dogal yapisi ve islevi i¢in gerekli olan bir veya iki disiilfiir bag: igerir. Distilfiir
kopriisiiniin baz1 indirgeyici maddelerle indirgenmesi, enzim aktivitesinin kaybina neden
olur. CA 1V, yapisi ve islevi agisindan kapsamli bir sekilde karakterize edilmis olan ilk
membran baglantili karbonik anhidrazdir. CA IV' iin yiiksek ekspresyonu kemik iligi,
karaciger ve safra kesesinde gozlenirken pankreas, bdbrek, beyin, yag ve yumusak
dokularda diisiik ekspresyon gozlenir (Carter vd., 1990). CA IV’ te bulunan lider dizideki
veya gen govdesindeki mutasyonlar, insanlarda bir protein katlanma hastalig1 olan retinitis

pigmentosa-17'ye (RP-17) neden olur (Datta vd., 2009). CA 1V, glokom ve felg ile de



iligskilendirilmistir (Matsui vd.,1996; Matsui vd. 2006). Membrana bagli bir diger izoform
olan CA IX baslica safra kesesi, mide, ince bagirsak, testis ve doudenum ve deride ekspre
olmaktadir. CA XII ise kolon, beyin, endometriyum, safra kesesi, bobrek, pankreas,
plesenta, deri, troid bezi, mide, tiikiirik bezi gibi pek ¢ok dokuda ifade olan genis bir
yayilima sahiptir. CA XIlI ve CA IX, insan kanserlerinde timor belirtecleri olarak
karakterize edilmistir (Zavada vd., 2003). En ¢ok ¢alisilan karbonik anhidraz izoformlari
olmalarinin yan sira kanserler iliskili karbonik anhidrazlar olarak bilinilmektedirler. Tablo

1.1’ de tim CA genleri ve iliskili oldugu hastaliklar gosterilmistir.

Tablo 1.1: hCA izoformlarinin yapisal 6zellikleri.

izoenzim Hiicresel Lokalizasyon Tlgili Hastahk
hCA |
Sitozolik Reninal Odem
Glokom
hCA Il Sitozolik Odem
Irtifa Hastalig
Epilepsi
hCA 111 Sitozolik Oksidatif Stres
hCA IV Glokom
Memrana bagli Retinitis pigmentosa
Felg
hCA VA Mitokondriyal Obezite
hCA VB Mitokondriyal Obezite
hCA VI Salgilanan Timor Olusumu
hCA VII Sitozolik Epilepsi
hCA IX Memrana bagh Kanser
hCA XII Memrana bagli Kanser
Glokom
hCA XIlI1 Sitozolik Kisirlik
hCA XIV Memrana bagh Epilepsi
Retinopati




1.2 Karbonik Anhidrazlar ve Kanser

Viicutta bulunan dokular1 olusturan hiicrelerden bir veya birkaginda meydana gelen
anormal degisiklikler ve kontrolsiiz hiicre boliinmesi ile meydana gelen kanser olim
oraninin en yiiksek oldugu hastaliklardan biridir. Kanser olusumunda genetik ve cevresel
faktorler etkili olsa da kanserlesme siireci ile ilgili mekanizmalar ¢ok karmasik olup,
belirsizligini koruyan ¢ok fazla nokta vardir. Giiniimiizde pek ¢ok kanser ¢esidinde ifadesi
artan belirte¢ genler tanimlanmustir. Bu belirteg¢ genlerin disinda tiimor olusumu, metastaz,
anjiyogenez gibi hayati siireglerde etkili olan gesitli yolaklar1 etkileyen ve belirsizligini

koruyan pek ¢ok gen vardir.

Bugiine kadar CA VI haric¢ tiim CA’ lar farkl kanserler ile iligkilendirilmistir.

CA I' in kanserle iliskili bir izoform olarak potansiyelini gosteren olduk¢a az sayida
caligma vardir. Kanser genom atlasinin (TCGA) cBioPortal'1 ve insan protein atlasi dahil
olmak iizere pek c¢ok veritabanlarina gére, RNA dizilimine dayali olarak akut miyeloid
16semi, kolorektal kanser ve renal karsinom hastalarinda orta veya yiiksek seviyelerde CA
I mRNA’s1 tespit edilmistir (Uhlen vd., 2017). Bu verilerin yan1 sira CA I meme
kanserinde tiimor olusumuna ve migrasyona katkida bulunmaktadir (Zheng vd., 2015).
Prostat kanseri hiicrelerinde ifade olan, CA T' in susturulmas: sonucunda, azalan CA I
protein ifadesi prostat timor hiicreleri tarafindan salgilanan eksozomlarin malign
potansiyelinin arttig1 goriilmistir (Banova Vuli¢ vd., 2019). Meme kanseri ve prostat
kanseri hiicrelerinde CA T mRNA ve CA I proteininin tiimor hiicrelerindeki asir1 ifadesi

ECM proteinlerinin gen ifadesini degistirmemektedir (Lakota vd., 2020).

CA Il timor damarinda eksprese edilmektedir ancak normal damar endotelinde ifadesi
bulunmamaktadir. Tiimor endotelindeki CA 11 ekspresyonu, yemek borusu, bobrek ve
akciger kanserleri dahil olmak iizere diger kanserlerde de gozlenir. Bir in vitro
anjiyogenez modelinde, normal insan damar endotel hiicrelerinin CA Il ekspresyonun,
hiicreler bir tiimdr ortaminin gostergesi olan asidik ve hipoksik kosullarda kiiltiirlendiginde
onemli olgiide yukari regiile edildigi goriilmiistiir (Yoshiura vd., 2015). Gastrointestinal
stromal (6zafagus, mide, aniis, kolon, ince ve kalin bagirsak) tiimorlerde yapilan
deneylerde CA II’ nin ekspresyonunun yiiksek oldugu gézlemistir. Bu sonuglar CA II’ yi

gastrointestinal stromal tiimorlerde potanyel bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini



gostermektedir (Parkkila vd., 2009). Bununla birlikte, diger kanserlerde (astrositomlar,
oligodendrogliomlar, melanomlar, endokrin tiimdrler ve meme kanseri gibi) CA II

upregiilasyonu kotii prognoz, tiimor ilerlemesi ve metastaz ile iliskili oldugu bilinmektedir

(Liu vd., 2013).

CA IIT’ iin timdrlerde ekspresyonu ve islevine odaklanan sinirl sayida ¢alisma mevcuttur.
Insanlarda normal dokuya kiyasla hepatoseliiler karsinomunda (HCC) CA I, 1I ve III
ekspresyonlarinin  diistiigi bilnmektedir. CA 111 ekspresyonunun fokal adezyon kinaz
(FAK) sinyal yolu yoluyla hepatoma hiicrelerinin transformasyonunu ve metastazi
destekledigini gostermistir (Dai vd., 2008). TCGA ve insan protein atlasina depolanan
RNA dizilimi ve IHC verilerine gore, CA III ekspresyonu glioblastomlarda ve tiroid
kanserlerinde olmak {izere, ¢coklu kanserlerde gozlenmistir. CA III' tin HCC' nin metastatik
progresyonunun sonraki asamalarinda yeniden eksprese edildigi ve karaciger kanserinde
metastaz gelisiminde onemli bir etkiye sahip olabilecegi varsayilmistir. Bas ve boyun
kanserleri, melanom ve akciger kanserlerinde CA III geninde mutasyonlar gozlenmistir ve
bu kanserlerde en yaygin olan mutasyonlar missense mutasyonlardir. Kolon kanseri ve
osteosarkom hiicrelerinde CA III ekspresyonu, TGF-B’ nin, MAPK ve PI3K sinyal yollari
araciligiyla asagi regiile edildilmektedir (Turkoglu vd., 2019).

Kanserlerde CA 1V mRNA ekspresyonu olduk¢a diisiikk olmasmna ragmen, gliomlarda,
renal hiicreli karsinomlarda, tiroid kanserlerinde ve melanomlarda goriilebilir (Cerami vd.,
2012).

Bugiine kadar CA VI ile yapilan hi¢ bir ¢alisma bu izoenzimi tliimorijenez, kanser

ilerlemesi veya metastaz ile iliskilendirmemistir.

CA IX ve CA XII kanserle iligkili karbonik anhidrazlar olarak kabul edilmektedir.
Dolayisiyla, kanser arastirmalarinda en ¢ok ¢alisilan karbonik anhidraz genleri CA IX ve
CA XII’ dir. CA IX, normal dokularda diisiik ekspresyon sergilerken kati tiimorlerde
yiiksek ekspresyon gosterir. Hem CA IX hem de CA XII' nin timor olusumu, kanser
hiicresi sinyali, tiimor ilerlemesi ve metastaz siirecinde oynadigi yerlesik roller nedeniyle,
preklinikte birgok CA IX/CA XII hedefli inhibitor incelenmistir. Bu ¢alismalar, CA IX/CA
XII katalitik aktivitesinin inhibisyonunun, hem in vitro hem de in vivo olarak birkag

agresif kanserin biiylimesini, proliferasyonunu ve metastatik potansiyelini azalttigini
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gosteren umut verici sonuglar vermistir (Montgomery vd., 1991). CA [IX/XII
aktivitelerinden herhangi birinin aktivitesinin azalmasi, tiimor hiicresinin hayatta kalmasini

ve proliferasyonunu azaltan tiimoér mikro ortammin pH' im1 etkiledigi gortilmektedir
(Hewett-Emmett vd., 1996).

CA XIII igin 6nemli bir fizyolojik fonksiyon veya dogrudan bir kanit rapor edilmemistir.
Bununla birlikte, kolorektal kanser vakalarinda CA XIII' iin asag1 regiilasyonu goriilmiistiir

ve bu gbzlemlerin klinik dnemi heniiz belirlenmemistir (Lakkis vd., 1996).

CA XIV mRNA'nin bir¢cok kanserde yukari regiile oldugu gosterilmistir, en sik olarak

melanomlar, gliomalar, karaciger ve rahim kanserlerinde gozlenir (Cerami vd., 2012).

1.3 Karbonik Anhidraz VII (CA VII)

Karbonik anhidrazlar arasinda en az arastirilan ve anlasilan izoformlardan biri CA VII” dir.
[k defa 1991 yilinda izole ve karakterize edilmis (Montgomery vd., 1991) bu gen insanda
8g21 lokusunda bulunan diger sitosolik CA’larin aksine 16q22'nin uzun kolunda yer alir.
Insan CA VII geninin uzunlugu 10 kb’ dir. Alt: intron ve yedi exon igerir (Hewett-Emmett
vd., 1996).

Sekil 1.2: CA VII'nin kromozomal lokalizasyonu (Gilbert vd., 1999).

CA VII mRNA’ sina, insan tiikiirik bezinde (Montgomery vd., 1991), fare
hipokampusunda, fare serebellumda (Lakkis vd., 1996) ve sican akcigerinde rastlanmigtir

(Bottcher vd., 1994). CA VII' nin inhibisyon profili, diger sitozolik izoenzimlerle



karsilastirildiginda oldukga farklidir ve asetazolamid, metazolamid, etoksizolamid veya
stilfonamid gibi inhibitorlerin varliginda kararl bir afinite gostermemektedir ve daha segici
inhibitorlerin tasarlanmasina gereksinim vardir (Vullo vd., 2005). Yapilan bir ¢alismada
CA VII' nin, CA I piramidal néronlarin elektrofizyolojik davranisini yoneten 6énemli bir
gelisimsel anahtar olduguna isaret etmektedir. hCA II' ye benzer sekilde, fizyolojik olarak
en uygun CA izoenzimi olan hCA VI, karbondioksitin hidrasyonu i¢in bir katalizor olarak
cok yiiksek verimlilik gosterir. Bununla birlikte, insan dokularinda genis ¢apta yayilmis
olan CA II' nin aksine, CA VII daha smirli bir dagilima sahiptir ve esas olarak tiim
memelilerdeki korteks, hipokampus ve talamus bélgeleri gibi bazi beyin dokularinda ve

mide, doudeum, kolon, karaciger ve iskelet kasinda lokalizedir (Halmi vd., 2006).

CA VIL, neredeyse yirmi yil once yeni bir CA izoenzimi olarak tanimlanmis ve CA
katalitik aktivitesi 1996'da gosterilmis olsa da bu izoenzimin ozellikleri biiylik Slgiide

¢oziilmeden kalmistir.

CA VII ile yapilan kanser arastirmalari olduk¢a siirlidir. CA VII ekspresyonunun
kolorektal karsinomda (CRC) bir miktar prognostik degere sahiptir. CA VII ekspresyonu,
hem mMRNA hem de protein seviyelerinde CRC dokularinda siklikla asagi regiile
edilmektedir. CA VII' nin azalan ekspresyonu, kotii yonli farklilagsma, pozitif lenf nodu
metastazi, ileri TNM (T-timor boyutunu ifade eder, N- 'diigim' durumunu ve M-
'metastazi' ifade eder) evresi ve olumsuz klinik sonug ile 6nemli Slgiide iliskili oldugu
gosterilmistir. Bu, CA VII' nin erken evre CRC 'li hastalar i¢cin bagimsiz bir prognostik
gosterge olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir (Bootorabi vd., 2011).

Astrositomlar (sinir hiicrelerine destek saglayan astrosit isimli hiicrelerde baslayan
timorlesme), oligodendrogliomlar (oligodentrositler tarafindan olusturulan tiimorler) ve
karigik oligoastrositomalar (oligodendroglioma hem de astrositoma hiicrelerinin birlikte
olusturdugu tlimorler) olmak iizere ii¢ farkli beyin timorii kategorisinde CA VII
ekspresyonuna bakilmigtir. Bulgular, lenf veya kan araciligi ile viicuda yayilan tiimorlerde
CA VII ekspresyonunun daha yiliksek oldugunu gdostermistir. Calisma sonuglari, yiiksek
CA VII ekspresyonunun astrositom kaynakli beyin tiimorii bulunan hastalarda kotii
prognoz belirteci olabilecegini gostermektedir. Onceki calismalarda CA 11, CA 1X ve CA
XII' nin hepsinin yaygin astrositomlarda prognostik belirtecler olarak benzer egilimler

gosterdigi goriilmiistir (Haapasalo vd., 2007). CA VII, hastalarin hayatta kalmasiyla
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onemli bir korelasyona sahip baska bir CA izoenzimi olabilecegini gostermistir.
Astrositomlarda birkag CA izoenziminin varligi, yiiksek derecede malign timor
dokularinda asidik metabolik iirlinlerin hizli doniisiimiinii sagliyor olabilecegi
distiniilmektedir. CA 1I ve CA VII gibi sitozolik izoenzimler, hiicre i¢inin daha verimli
notralizasyonuna katkida bulunabilirken, zarla iligkili enzimler CA IX ve CA XII, mebran -
iyon tagima proteini ile birlikte protonlarin digar1 atilmasina veya uzaklastirilmasina katilir.
Bu mekanizmalar, tiimor hiicresi mikro ortaminin CA inhibisyonu tarafindan
hedeflenebildigi kanser tedavisi i¢in yeni firsatlar saglayabilir (Ahlskog vd., 2009;
Pastorekova vd., 1992).

Tiimorlerde CA VII ekspresyonu, pek ¢ok CA izoformuna gore daha diisliktiir ve en
yiiksek ekspresyon tiroid karsinomu, kolorektal adenokarsinom ve diisiik dereceli beyin
gliomalarinda gozlenir. Kolorektal adenokarsinomda, CA VII yukar regiilasyonu, kot
prognoz icin bir belirteg gorevi gorebilir. CA VII ile cBioPortal iizerinden yapilan bir
biyoinformatik ¢caligmada CA VII amplifikasyonu olan en yiiksek degisiklik meme kanseri
hasta ksenograftlarinda gozlenmistir, ardindan malign periferik sinir tiimorlerinde
delesyonlar ve ardindan desmoplastik melanomda mutasyonlar gézlenmistir (Cerami vd.,
2012). CA VII' nin IHC boyamasi, zayif ila orta derecede sitoplazmik ve ara sira niikleer
ekspresyon gosterir. Bununla birlikte, birka¢ yumurtalik ve mide kanseri vakasi giiclii

bantlagma sergilemistir (Uhlen vd., 2017).

Kolektal kanser iizerinde mRNA ve protein diizeyinde yapilan ¢alismalar sonucunda, hem
MRNA hem de protein seviyelerinde CA VII' nin CRC' de siklikla agag: regiile edildigini
ve CA VII ekspresyonunun azalmasinin, CRC hastalarinin agresif klinik 6zellikleri ve kotii
postoperatif prognozu ile yakindan iliskili oldugunu gésteren ilk ¢alismadir. Ozellikle
erken evre timorleri olan CRC' 1i hastalarda prognostik bir belirte¢ olarak CA VII' nin
potansiyel kullanimina dair kanit saglamaktadir. 2015 yilinda Yang ve ark.’nin korelektal
kanser iizerinde yaptig1 bu calisma CA VII ile yapilan diger ¢alismalara gore oldukca
sagirtirct sonuglar vermektedir. Diger kanser tiirlerinde CA VII ifadesi artarken, korelektal
kanserde CA VII ifadesinin azalmaktadir. Farkli malignitelerde CA VII' nin prognostik
degerine iliskin tutarsiz sonuglar, prognostik etkisinin dokuya bagli olabilecegini ve
malignite tipine gore degistigini gostermektedir. CA VII' nin CRC' deki prognostik
Oneminin altinda yatan mekanizma su anda bilinmemektedir ve daha fazla arastirilma

yapilmasi gerekmektedir. Bununla birlikte, CRC’deki sonuglar, intratiiméral CA VII
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ekspresyon durumunun belirlenmesinin, agresif CRC formlar1 olan hastalarin
belirlenmesine yardimci olabilecegini ve ayrica bireysellestirilmis tedavi segeneklerine

rehberlik edebilecegini gostermektedir (Yang vd., 2015).

1.4  Caenorhabditis elegans ve CA VII Benzeri Genler

1.4.1 Caenorhabditis elegans Hakkinda Temel Bilgiler

Caenorhabditis elegans, kiiciikk ve Ozgiir yasayan bir nematoddur. Yumurtadan ¢ikan
larvalar 0.25 milimetre uzunlugunda ve yetiskinler 1 milimetre uzunlugundadir.
Boyutlarinin  kiigiik olmasi, sebebi ile genellikle 100X'e kadar biiylitme saglayan
diseksiyon mikroskoplart veya 1000X'e kadar biiylitme Kkapasitesine sahip olan bilesik
mikroskoplar ile gozlemlenebilirler. Yasamlari boyunca seffaf olmalari sebebiyle
davraniglari takip edilebilir ve gen ekspesyonlar1 gozlenebilir. C. elegans hizli bir yasam
dongiisiine sahiptir, sekil 1.3’ te belirtildigi gibi yumurtadan yumurtlayan yetiskin haline
gelmesi 25 ° 'de 3 giin siirer. Erkek ve hermafrodit bireyler vardir. Hermafrodit bireyler
erkeklerle ciftleserek genetik cesitliligi saglar. C. elegans’in dort (L1-L4) larval dénemi
vardir. Bu larval donemler yaklasik olarak 3 giin siirmektedir. Sonrasinda canlilar

ureyebilen erigkin forma gelirler.

Adult

Sekil 1.3: C. elegans biiytime dongiisii (Leica microsystems, 2012).
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C. elegans protein kodlayan genlerin en az %38' i insan genomundaki ortologlar1 tahmin
etmistir (Leica microsystems, 2012). Insan genlerinin %60-80" inde C. elegans genomunda
bir ortolog vardir ve insan hastaliklar ile iligkili oldugu bilinen genlerin %40' inda C.
elegans'in ortologlar1 genleri mevcuttur (Shaye vd., 2011). Bu nedenle, C. elegans' taki
bir¢ok kesif, insan saglig1 ve hastalig1 ile ilgilidir. C. elegans, genellikle toprak nematodu
olarak yanlis tanimlansa da, bakteriyel besin kaynaklarimin bol miktarda bulundugu
glirliyen bitkisel maddelerden kolay bir sekilde izole edilebilir (Kaletta vd., 2006).
Laboratuvarda, hayvanlar normalde Escherichia coli bakterisini igeren agar plakalari
tizerinde yetistirilir. Hayvanlar bakterileri tiikettiginde, yag kaynaklarini1 kullanirlar.
Yiyecek olmadan, geng larva evrelerinin gelisimi duraksar. Bu duraganliga girmenin bir
sonucu olarak, hayvanlar en az bir ay boyunca hayatta kalabilirler (genellikle agliktaki
plakalar 15 ° 'de alt1 aya kadar yararl bir sekilde tutulabilir) ve stoklar olarak siirekli
besleme gerektirmezler. Saglikli, biiyiiyen hayvanlara ihtiya¢ duyuldugunda, eski plakadan
bir parca agar, bakterilerle yeni bir plakaya aktarilabilir. Hayvanlar yeni bakterilere taginir

ve gelisimlerine devam eder.

C. elegans embriyogenezi 20 ° 'de yaklasik 16 saat siirer. Hayvanlar dort larva agsamasi
(L1-L4) ile yemeye ve gelismeye baslar. L1 asamasi 16 saat uzunlugundadir; diger
asamalar 12 saat uzunlugundadir. Her asama uyusukluk adi verilen uyku benzeri bir
hareketsizlikdénemi ile sona ermektedir (Barriére vd., 2014). Bu donemde yeni bir kiitikiil
(dis kollajen tabaka) yapilir. Uyusukluk eski kiitikiiliin erimesi ile biter. L4 moltiinden
yaklasik 12 saat sonra yetiskin hermafroditler, kendi trettikleri spermlerin tiimiinii
kullanana kadar 2-3 giinliik bir siire i¢in dol iiretmeye baslarlar; sperm tiikenmis
hermafrodit bir erkekle eslesirse ek dol iiretilebilir. Ureme déneminden sonra,
hermafroditler yaslanmadan Olmeden birka¢ hafta daha yasayabilirler. Bakteriler
tikendiginde ve hayvanlar kalabalik oldugunda, L2 larvalar1 alternatif bir yasam
dongiistinii aktive eder ve Almanca'da “dauer” larva denen forma gegerler (Raizen vd.,
2008). Dauer larvada dis kollojen tabaka canliyr komple sarar ve besin almasini engeller.
Boylece gelisme durdurulur. Dauer kiitikiili kimyasallara karsi gelistirilmis dirence
sahiptir, bu nedenle dauer ¢evresel streslere ve tostik maddelere kars1 daha fazla koruma
saglar. Dauer larvalar aylarca hayatta kalabilir ve vahsi dogada en sik karsilagilan dagilma
sekli budur. Dauer larvalar1 bakterilerle plakalara aktarildiginda, dis kollojen tabaka erir ve
biraz farkli L4 larvalar olarak gelisimlerine devam ederler. Genetik ¢alismalar igin giiglii

bir sistem olmasinin yani sira C. elegans, dkaryotik biyoloji i¢in bir model olarak bir¢ok
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dogal avantaja sahiptir. Bu o6zellikler, kiiciik boyutu olmalari, yetistirme kolayligi, diisiik
bakim maliyeti, uzun siireli dondurularak saklanabilmeleri, hizli tiretim siiresi, seffaflik,
degismez hiicre sayis1 ve gelisimi ve besleme RNAi kullanarak gen aktivitesini azaltma
yetenegini icerir. Genellikle bahsedilmemesine ragmen, C. elegans’ in bir baska elverisli
Ozelligi, organizmalarin insanlar i¢in oldukga iyi olmasidir. Aslinda viicut sicakliklarinda
yetisemedikleri i¢in insanlarda yetisemezler. Bilinen kadar1 ile C.elegans' a karsi alerjik

reaksiyonlar belgelenmemistir (Hars vd., 2007).

1.4.2 Caenorhabditis elegans ve Kanser

Kanserin altinda yatan temele yonelik kapsamli arastirmalar, hiicrelerin tamamen habis bir
duruma ulagmasi i¢in tanimlanmis bir dizi biyolojik aktivitedeki degisikliklerin gerekli
oldugu konusunda genel bir fikir birligine yol agmistir. Onkojenik transformasyon ile
iligkili anahtar oOzellikler arasinda hiicre dongilisii  diizensizligi, biiyiime faktorii
sinyallemesinden bagimsizlik, 6limsiizlestirme, metastaz ve istila, apoptozdan kaginma,
genomik kararsizlik ve anjiyogenezin indiikklenmesi yer alir. Hemen hemen tiim habis
kanserler, ilerlemeleri sirasinda tanimlanan bu 6zelliklerin ¢ogunu veya tamamini edinse
de, bu standartlagtirllmig 6zelliklere yol agan belirli mutasyon spektrumu, farkli kanser
tirleri arasinda onemli dlgiide degisebilir. Tek basina bu gercek, kanser biyolojisinin
karmagikligint biiyiikliik siralarina gore arttirmaktan sorumludur. Daha da onemlisi,
onkojenik siirecin kapsamli bir resmini elde etmek i¢in gereken toplu anlayislar, ¢ok ¢esitli

tamamlayici yaklagimlar gerektirecektir (Davis vd., 1995).

Genom dizilimi yapilan ilk metazoan olarak C. elegans, hem klasik genetik hem de
modern fonksiyonel genomik yaklasgimlardan biiyiik Olgiide yararlanmistir. Solucanin
cesitli ozellikleri, onu kanser arastirmalart i¢in olduk¢a uygun hale getirir. C. elegans,
tamamen karakterize edilmis ve esasen de§ismez bir somatik hiicre soyuna sahiptir, bu
nedenle normal proliferasyonu ve modellenmeyi bozan fenotiplerin analizini kolaylastirir
(Hanahan vd., 2000; Sulston vd., 1977). Ayrica, C. elegans gelisimin tim asamalari
boyunca seffaftir, boliinmeleri ve hareketleri de dahil olmak {izere tiim hiicrelerin dogrudan
gorsellestirilmesine izin verir, bundan dolayr da genetik yollarin ve protein
fonksiyonlarmin kapsamli analizine olanak saglar. Son olarak, kansere dahil olan bir¢ok
insan geni ve yolu C. elegans'ta yiiksek oranda korunmustur. Aslinda, bu diizenleyici

aglarin C. elegans'ta ayristirilmasi genellikle daha kolaydir, ¢ilinkii ilgili gen aileleri daha
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az lye igerir ve boylece genetik fazlalik firsatin1 azaltir. Bunun &rnekleri, neredeyse tiim
insan kanserlerinde dogrudan veya dolayli olarak rol oynadigi tahmin edilen pRb ve p53
tiimor baskilayicilar igerir. pRb ve p53 gen ailelerinin her biri memelilerde ii¢ iiye
igerirken, C. elegans her bir ailenin yalnizca tek bir tiyesini (sirasiyla LIN-35/pRb ve CEP-
1/p53) igerir (Sulston vd., 1983; Sherr vd., 2000; Joseph vd., 2001; Sherr vd., 2002, 2004;
Lu vd., 1998; Sage vd., 2000; Derry vd., 2001; Fasseas vd., 2010).

1.4.3 C.elegans ve hCA VII Benzeri Genler

CA'lar1 kodlayan genler ¢esitli organizmalarda incelenmesine ragmen, C. elegans'ta
CA'lar1 kodlayan genler hakkinda ¢ok az sey bilinmektedir. 2008 yilinda C.elegans
genomunda a- CA smifindan yalnizca CAH-4 kesfedilmistir (Fasseas vd., 2011). 2009
yilinda ise C.elegans genomunda B- CA geni tanimlanmistir. Giniimiizde ise Model
organizma C.elegans'in genomu alti a-CA izoformu (cah-1, 2, 3, 4, 5ve6) kodlar ve
bunlardan {i¢ii katalitik aktivite igin gerekli bilesenlerden ( cah-1, 2 ve cah-1, 2 ve 6)
yoksun oldugu bilinmektedir. Boylece, C. elegans hem katalitik CA'larin hem de evrimsel
olarak korunmus akatalitik proteinlerin islevini ayirt etmek icin yararli bir indirgemeci
model olabilir. CAH-1 ve CAH-2, sirasiyla % 75.9 ve % 84 homoloji ile insan CA-RP X
(karbonik anhidraz ile ilgili protein 10) ile yakindan iliskilidir. Geri kalanlar insan CA VII
ile ilgilidir. CAH -3; % 97.2, CAH-4, % 77.9; CAH-5, % 81 ve CAH-6, % 76.2 oranlari ile
hCAVII ile benzerlik gosterirler (Hall vd., 2008). CAH-3, CAH-4 ve CAH-5 genleri
kromozom-X {izerinde bulunur. CAH-3 4 ekzon, CAH-4 7 ekzon ve CAH-5 6 ekzon igerir.
CAH-3, CAH-4 ve CAH-5 genleri karbonat dehidrataz aktivitesinin saglanmasi, hidroliyaz
aktivitesinin saglanmasi, liyaz aktivitesinin saglanmasi, metal iyonlarinin baglanmasi,
¢inko iyonunun baglanmasi gibi cesitli gorevleri istlenirler (Zolfaghari vd., 2016).
C.elegans ‘in neredeyse tim noronlarinda CAH-4 ifade olmaktadir. Sherman ve ark.
yaptig1 bir calismada rekombinant CAH-4 proteininin ¢ekirdek pH’mi diizenledigi
gosterilmistir (Sherman vd., 2012).

1.5  Hipoksi ve Kanser

Hipoksi, dokulara ve hiicrelere oksijen gitmemesi ile indiiklenen duruma denir. Oksijensiz
kalan hiicreler damarlagma yolu ile farkl hiicre ve dokulardan oksijen almaya caligirlar. Bu

durum kanser hiicrelerinde yaygin olarak goriilmektedir. Tiimorlerin igerisinde bulundugu
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bu hipoksik mikrogevre, ¢esitli kemoteropatik ilaglara kars1 direng saglar. Kanser hiicreleri
hizli ¢ogalan dogalar1 geregi, olusan tiimorler ortamdaki besin ve oksijeni hizla tiiketerek
ortam1 hipoksik hale getirir. Hipoksik ortamda bulunan tiimérlerden salgilanan anjiyojenik
faktorler damarlasmay1 ve timdr ¢apmin biliylimesini tetikler. Kisacasi kati tiimorlerin
cevresi hipoksik alanlardir. Oksijensiz kalan bu yapilar anjiyojenez ile bulunduklar
ortamlardan baska ortamlara g¢ikarlar (Tirkoglu vd., 2021). Hipoksi sirasinda aktif hale
gelen genlerden en 6nemli olanlar1 hipoksi ile indiiklenebilir faktér 1 (Hifl-a) ve hipoksi
ile indiiklenebilir faktor (Hif2)’dir. Pek ¢ok ¢alismada HIF’ in karserlesme siirecinde rol
aldig1 bilinmektedir. Tiimor dokularinda Hif ekspresyonunun arttigi goriiliir (Tirkoglu vd.,
2012). Hipoksik kosullarda, Hif yolagi (hypoxia inducible factor; hipoksiya ile
indiiklenebilir faktér) ve AMPK yolagi (AMP activated protein Kinase; adenozin
monofosfat aktive eden protein kinaz) devreye girer. Hif hiicrelerin bulundugu ortamdaki
oksijen seviyesinin algilanmasindan sorumludur. AMPK yolag: ise hiicrede ATP miktari
azaldiginda aktive olur ve katabolik siirecleri aktive ederken anabolik siire¢leri inhibe eder.
Kanser hiicreleri, PTEN ve VHL gibi tiimér baskilayict genleri inaktive edip, c-MYC gibi
cesitli onkogenlerin aktive ederek ve IGF-1, IGF-2 ve PDGF gibi ¢esitli biiylime faktorii
yollarinin aktivasyonunun arttirtlmasi1 seklinde Hif* i aktive etmek i¢in gesitli yollar
gelistirmistir (Tlrkoglu vd., 2021). Hiicrelerde hipoksik kosullarda Hif ile birlikte vaskiiler
endotel biiylime faktorii (VEGF), fibroblast biiytime faktorii (FGF), eritropoietin,
endotelin-1 ve trombosit kokenli biiytime faktorii (PDGF) gibi yolaklar da aktive olur
(Turkoglu vd., 2019).

1.5.1 Hipoksi ve Karbonik Anhidrazlar

2001 yilinda yapilan bir ¢aligmada CA IX ve CA XII' nin meme dokularinda eksprese
edildigini ve bu karbonik anhidrazlarin meme kanserinde ekspresyon profilinin

diizenlenmesinde hipoksinin baskin rol oynadigini gostermistir (Wykoff vd., 2000).

Ivanov ve ark. yaptig1 bir diger calismada 87 kanser hiicre hattindan ve 18 tiimorden izole
edilen dokularda normoksik ve hipoksik kosullar altinda CA IX ve CA XII ekspresyon
seviyelerine bakilmistir. immiinohistokimya analizleri CA IX ve CA XII’ nin ¢ok sayida
normal dokuda ve epiteliyal timorlerde yaygm bir sekilde ifade edildigini ve hipoksi

kosullarda bu ifade seviyesinin arttigin1 gostermistir (Ivanov vd., 2001).
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Proescholdt ve ark. yaptig: bir ¢alismada farkli malingnitedeki beyin tiimorlerinde normal
beyne kiyasla yiiksek CA IX ve XII seviyelerini belirlemislerdir. Calisma sonuglari normal
beyin hiicrelerine kiyasla, hipoksik ortamda bulunan hiicrelerde CA IX ve CAXII
ekspresyonun arttigin1 gostermistir. Artan ekspresyon seviyesi hipoksinin bir indiiksiyon

faktorii oldugunu gosterir (Proescholdt vd., 2005).

CA IX geninin ifadesi in vivo timor orneklerinde yalnizca hipoksik kosullarda ifade
edilmektedir. Hif yolagi, CA IX geni i¢in olduk¢a 6nemlidir. TGF-B ve hipoksiyanin CA
IX geni iizerindeki etkileri goz oOniinde bulunduruldugunda gelecekte meme kanseri
hiicrelerinde metaztaslarin oniine gegilebilir (Kingsley vd., 2007). Yildirim ve ark. yaptigi
bir ¢alismada TGF-B sitokininin hipoksik kosullar altinda Hep-3B hiicrelerindeki CA IX
ekspresyonunu arttirdigir bulunmustur. Hipoksi ile indiiklenen proteinler antikanser tedavisi
icin 6nemli hedeflerdir. Hepatom hiicrelerinde CA IX’ un TGF-B araciligi ile yukari
regiilasyonunun altinda yatan mekanizmalar1 anlamak hepatoseliiler karsinomda yeni

tedavi stratejilerinin gelistirilmesine olanak saglamaktadir (Yildirim vd., 2017).

2020 yilinda yapilan bir ¢alismada, CA III ‘lin prostat kanseri hiicre hattinda hipoksik
kosullar taklit edildiginde indiiklenmis CAIll MRNA ve protein ekspresyonuna yol agtigi
bulunmustur (Okuyan vd., 2020).

2022 yilinda yapilan bir calismada, hipoksik kosullar altinda biiyiitiilen bas ve boyun
skuamo6z karsinom hiicrelerinin, normoksik kosul altinda biiyiitiilen hiicrelere gore CA
IX/XI11 genlerinin ekspresyon seviyesinin arttigi bulunmustur. Bununla birlikte, ortama CA
IX/XII inhibitorii olan SLC-0111'in eklenmesi tiimor biiylimesini ve yayilmasini

azaltmistir (Sarnella vd., 2022).

1.5.2 Kimyasal Hipoksi

Hipoksi ile iligkili insan hastaliklarini incelemek igin, fiziksel ve kimyasal hipoksi
modelleri gibi ¢esitli hipoksi modelleri gelistirilmistir. Fiziksel hipoksi modelleri hipoksik
ortami simiile etse ve hayvanlara ve hiicrelere hipoksi ile ilgili hakaretlere neden olsa da,
bu modellerin  kurulmasi, kontrol edilmesi kolay olmayan bir protokol
gerektirir. Genellikle istenen % 95 nitrojen ve % 5 karbon dioksit gaz karisimini igeren gaz

silindirleri ve hipoksi odalari, fiziksel hipoksi kosullarini tiretmek ve siirdiirmek igin
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genellikle gereklidir. Oksijen konsantrasyonunu hassas bir sekilde kontrol etmek igin
oksijen analizorlerine de ihtiyac¢ vardir. Kimyasal hipoksi modellerinin olusturulmasi igin
genellikle kobalt kloriir, deferoksamin ve sodyum hiposiilfit gibi hipoksiyi taklit eden
ajanlar kullanilir (Abudara vd., 2002).

C.elegans’larda kimyasal hipoksiyi taklit etmede sodyum siilfit kullanilabilmektedir.
Sodyum siilfit’in su ile reaksiyonu kendiliginden yanma ile sonug¢lanmaz ve kiikiirt dioksit
iretmez. Bu oOzellikler sodyum siilfit’i sodyum hiposiilfitten daha avantaji oldugunu

gostermektedir (Jiang vd., 2010).

Hiicresel diizeyde kimyasal hipoksi taklit edilitrken CoCl: kullanilir. CoCl: ortamda
bulunan prolin hidroksilazlar ile etkilesime girerek, prolin hidroksilazin Hif-1o’y1
hidroksile etmesini engeller. Hidroksilasyon ger¢eklesmedigi i¢in VHL ve Hif-1a birbirine
baglanamaz ve degrede olamayan Hif-1o ortamda birikerek hedef genin promotorunda

bulunan HRE boélgesine baglanir (Tiirkoglu vd., 2021).
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Basta CA IX ve CA XII olmak iizere, CA I, CA Il vb. genleri iizerinde yapilan ¢aligmalar
olduk¢a fazladir. Fakat CA VII geni {izerine yapilan calismalar olduk¢a sinirlidir.
Astrositomalar, oligodenrogliomlar, oligoastrositomalar, yumurtalik kanseri, mide kanseri
ve kolon kanserindeki tiimorler ile CA VII hakkinda arastirmalar yapilmasina ragmen,
bunlarin disindaki farkli kanser tiirlerinde ve kanser hiicre hatlarinda yapilmis CAVII
regiilasyonunu aydinlatmaya yonelik bir ¢alismaya rastlanmamistir. Bununla birlikte
C.elegans’ ta insan CA VII genine en fazla benzeyen genler CAH-3, CAH-4 ve CAH-5
‘tir. {lgili genler hakkinda bilinenler olduk¢a smirlidir. Calismamiz kapsaminda; CA VII’
nin farkli hiicre modellerinde ve CA VII benzeri genlerin C.elegans’ taki normal ve

hipoksik kosullardaki ifadesi arastirilmistir.

I.  Insiliko analizler ile primer dizayni yapilarak hedef gen bolgelerinin ¢ogaltilmasi.

ii. CoCl: ile PC3, LnCaP, HUVEC, SW480, Hep3B ve HT-29 hiicrelerinde hipoksik
model olusturulmasi ve dogrulanmasi.

iii.  Calisma kapsamindaki hiicre hatlarinda CA VII’ nin ifadesinin hem normal hemde
hipoksi kosullardaki ifadesinin Real- Time PZR ile mRNA diizeyinde ve western
blot teknigi ile protein diizeyinde belirlenmesi.

iv.  Sodyum siilfit ile C.elegans’ larda hipoksik model olusturulmasi ve dogrulanmasi.

v. Insan genleri ile %60-80 benzer genler barindiran C.elegans’ tan total RNA
izolasyonu ile CA VII benzeri genler olan CAH-3, CAH-4 ve CAH-5 ifadesinin
normal ve hipoksik kosullar altindaki ifade profillerinin degisiminin MRNA

seviyesinde Real-Time PZR ile belirlenmesi.
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2. MATERYAL VE METHOT

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Bu arastima c¢aligmasi sirasinda kullanilan tiim malzemeler molekiiler biyoloji
deneylerinde kullanilabilcek saflikta ve sterillikte olup, PZR, RT-PZR deneyleri sirasinda
kullanilan enzimler ve kimyasallar Fermentas, LightCycler ve Thermo scientific firmalari

tarafindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasal Adi Satin alinan firma

APS (Amonyum persiilfat) Fisher Chemicals
Agar Sigma
Agaroz Sigma
Akrilamid-Bisakrilamid Merck
Antibiyotik Gibco
Beta-merkaptoetanol Merck
BSA (Bovin Serum Albumin) Sigma
DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) EuroClone

DMSO Sigma

dNTP Thermo Scientific
EDTA (Etilendiamintetraasetik asit) Merck
Etanol Sigma
Etidyum Bromiir (Et-Br) Sigma
FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
Formaldehid Sigma
Gliserol Merck
Izoprapanol Merck
Kalsiyum Kloriir (CaCly) Sigma
LST (Laurly Pepto Bios Broth) Biolife

Magnezyum Kloriir (MgCly) Thermo Scientific
Metanol Merck
NaCl, (Sodyum kloriir) Merck
NaOH (Sodyum hidroksit) Merck

Nylon Membran Millipore

Pierce ECL (Western Blotting substrat) Thermo Scientific
SDS (Sodyum dodecyl sulfate) Sigma
Sodyum Siilfit Sigma
Siit tozu Sigma
SYBR® Green PZR Master Mix ve Gradiend su Roche
TEMED (Tetramethylethylenediamine) Sigma
Tripan mavi soliisyonu Sigma
Tripsin Sigma
Tris Base Sigma
Tween 20 Sigma
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Canhlar

Bu calismada kullamlan AB1 C. elegans susu Minnesota Universitesi, Hep3B(insan
Karaciger Karsinomu ) hiicre hatt1 Cardiff Universitesi Dr. Dipak P. Ramji’ den, LnCaP
(Prostat Kanseri) ve PC3 (Prostat Kanseri) hiicre hatlar1 hiicreleri Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimii hocast Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz’ dan; SW480 (Kolon
Kanseri) hiicre hatt1 Orta Dogu Teknik Universitesi Biyolojik Bilimler Béliimiinden Prof.
Dr. Sreperna Banerjee’ nden; HT-29 (Kolon Kanseri) hiicre hatt1 hiicreleri Canakkale 18
Mart Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiinden Dog. Dr. Tugba
Boyuegmez’ den, HUVEC (Saghkli Insan Endotel Hiicreleri) hiicre hatti Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Bilimler Boliimiinden Prof. Dr. Berrin Tunca ‘dan temin

edilmistir.

2.2 Metot

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Malzemelerin ve Ortamin Sterilizasyonu ve Temizligi

Calismada kullanilacak olan cam malzemelerin tamami, hazirlanan soliisyonlarin bazilari,
ependorflar, santrifiij tiipleri, pipet uglari, bakteri kiiltiirleri 121°C” de 30 dakika otoklavda

steril edildi sonrasinda etiivde kurutularak kullanild.
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2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhgi

222111  FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) ana stogu -20° C’ de saklanmaktadir. Ik kullanim éncesinde +4° C
¢oziinmesi i¢in bir gece bekletilir. Sonrasinda dk 1s1 ile inaktive etmek igin 37° C* de 15 dk
ve 56°C” de 35 dk beklenir. Siire sonunda filtrelenir (0,22 um) ve alikotlanarak -20° C de

muhafaza edildi.

2.2.2.1.1.2  Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi
Hiicre kiiltiirii medyumu DMEM ve RPMI medyum igerisine FCS toplam hacimde %10
olacak sekilde eklendi. Antibiyotik olarak konsantrasyonu 100 {inite/mL olacak sekilde

Penicillin veya 10 pg/mL son konsantrasyon olacak sekilde Streptomycin eklendi.

2.2.2.1.1.3  Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi
Steril PBS (1 X) igerisinde, %0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA ¢6ziildi. Soliisyonun
sterlizasyonu 0,22 pm’ lik filtreden gegirilerek saglandi. -20° C’ de saklandi.

2.2.2.1.14  Cahsmada Kullamlan Hiicre Soylari ile Yapilan islemler

Hiicreler uzun siireligine -80° C’ de saklandi. -80° C’den ¢ikarilan hiicreler ¢oziindiikten
sonra 2 mL %10 FCS i¢ceren DMEM’ e (LnCaP’ler i¢in RPMI medyum kullanildi) alindi,
5 dakika 1000 rpm' de santrifiij edildi. Siipernatant kisim atilarak pellet %10 FCS igeren
DMEM ile giizelce ¢oziildi.75cm?’lik flasklara hiicreler ekilerek %5 CO: igeren ve 37° C’
sicakliginda inkiibatore alindi. Hiicreler flasklarin %90’ lik kismini doldurunca flask
igerisindeki medyum uzaklastirildi ve yaklasik 1,5-3 mL Tripsin-EDTA eklenerek birkag
dakika inkiibatorde hiicrelerin kalkmasi beklendi Hiicreler yilizeyden kalkinca Tripsin-
EDTA’ nin inaktive olmasi i¢in 5 mL %10 FCS i¢eren medyum eklendi. Flas igerisindeki
hiicler falkonlara alindi ve 1000 rpm' de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant
uzaklastirilarak, pelletler 2 mL medyum igerisinde ¢oziildii ve flasklara aktarildi. Flasklar
%5 COz igeren 37°C inkiibatore konuldu.
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2.2.3 mRNA Tle ilgili Teknikler

2.2.3.1 Hiicrelerden RNA izolasyonu

Calismada kullanilacak hiicreler 6’1 well platelere 500.000 hiicre olacak sekilde yayildi.
24 saat hiicrelerin yiizeye tutunmasi beklendi. 24 saat sonunda hipoksi olusturulacak
gruplara 150mM CoCl2 uyguland1 ve hiicreler 24, 48 ,72 olacak sekilde hipoksik ortamda
tutuldu. Siiresi dolan gruplardaki hiicreler tripsin-edta ile kaldirildi. Pellet haline getiriline
hiicrelerden ticari kitteki protolde belirtilen basmaklar gergeklestirilerek RNA izolasyonu
yapildi. Ortamda bulunabilecek RNAaz’lar1 inhibe etmek i¢in DEPC ile eller ve tiim
yiizeyler iyi bir sekilde temizlendi. Izole edilen RNA’lar -80°C’de saklandi.

2.2.3.2 RNA Miktar Tayini

Elde edilen RNA’larin saflik ve miktar tayini i¢in 260 - 280 nm’de absorbanslar1 6lgiiliir.
Kor degeri i¢in 200 uLL. dH20 kullanilir, RNA 6lgiimleri igin ise 195 puLL dH-O ve 5 uL izole
edilen RNA konuldu. Elde edilen absorbans degerlerinin safliklarint degerlendirmek igin:

RNA miktar1 = Aze0 X Sulandirma Katsayist x 40ng/ pL,

Saflik = Azeo/Azso formiilleri kullanildi.

2.2.3.3 RNA Formaldehid Jel Elektroforezi

Kullanilacak tank, apparat ve cam malzemeler deney oncesinde sirasiyla %0,5” lik SDS,
DEPC’ 1i su Ve etanol ile yikandiktan sonra kurutuldu. 0,5 g agaroz tartilip 50 mL DEPC’
li suve 5 mL 10 X FA jel tampon igerisine koyularak mikrodalgada kaynatildi. Jelin
sicakligi biraz distiigiinde 900 pL formaldehit ve 1 pL etidyum bromiir jel igerisine
eklenerek kasete dokiildii. Donan jel 1X FA jel tamponu ile doldu tank igerisine alindi. 3
pL 2 X yiikleme boyasi ve 5 uL RNA 6rnegi 65° C sicaklikta 10 dakika bekletildi ve buzda
sogutulan Ornekler kuyulara yiiklendi. Jelde yiiriitme sonrasinda RNA o6rnekleri jelde

goriintiilendi.
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2.2.3.4 cDNA Sentezi

Izole edilen RNA’ larin miktarlar1 1 pg olacak sekilde miktarlar1 hesaplandi. 1uL Oligo dT
eklenerek dH-O ile son hacmi 12,5 uL’ ye tamamlandi. 65° C sicaklikta 5 dakika PZR
cihazinda reaksiyonun ilk basamag: tamamlandi. Her 6rnek i¢in 4 uL RT Buffer, 2 pL
dNTP, 0,5 uL Ribolock Inhibitér ve 1 uL Revers Transkriptazdan olusan karisim her bir
tiipe 7,5 pL olacak sekilde paylastirildi. Ornekler 42° C sicaklikta 1 saat ve 72° C sicaklikta

10 dakika PZR cihazinda tutularak ikinci basamak tamamlanda.

2.2.3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cDNA Kontrolii

Elde edilen cDNA 6rnekleri ile HB-2 PZR yapildi. PZR reaksiyonlarinin toplam hacmi 50
ul’ dir. Kalip olarak yaklasik 1000ng cDNA kullanildi. Primerlerin son konsantrasyonlar: 2
ng’dir. 200 mM her bir dNTP, 1 X Tampon (Fermentas) (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI,
pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100) ve 0,5 ul Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi.
MgCl. konsantrasyonu 2 mM’dir. PZR sonuglarini goriintiilemek igin agaroz elektroforezi

yapilmistir.

2.2.3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

%1 lik jel hazirlamak igin, 1 gr Agar ve 100mL 0,5 X TBE erlen igerisinde mikrodalgada
kaynatild1 sonrasinda jel sogumaya birakildi. Jel igerisine kasete dokiilmeden once son
konsantrasyon 0,5 ug/mL olacak sekilde Etidyum Bromiir eklendi. Taraklar kaset igerisine
yerlestirilip jel dokiildii ve donmasi igin bir siire beklendi. Jelin polimerlesmesinin
ardindan taraklar ¢ikarilarak kuyulara 20 puL 6rnek yiiklendi. 20 pL hacime 3 uL boya
eklendi. 0,5 X TBE ile dolu tank igerisene alinan jel 40 dk 90 V’da yiiriildii sonrasinda ise

goriintiilendi.

2.2.3.7 Ger¢ek Zamanh PZR (Real Time PZR)

Her deney 2 tekrarli olarak gergeklestirildi. ‘LightCycler 480 SSYBR Green I Master'
Real-Time PZR kiti kullanildi. Tablo 2.3’ te belirtilen kosullarda deney yapildi. Kuyularda
kopiik olusmamasina dikkat edildi. Plaka film ile kapladi ve Roche markali Real Time
PZR cihazina yerlestrildi. Ct degerleri 2 tekrarli ¢alisildigi i¢in her deney grubudaki

degerlerin ortalamasi alinmastir.
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BILESENLER MIKTAR
cDNA 1uL
Forward Primer 0,5 uL
Revese Primer 0,5 uL
Master Mix 5L
ddH-O 3uL
Son Hacim 10 pL

Tablo 2.2: Real- Time PZR bilesenleri.

SICAKLIK SURE DONGU
95°C 10 dk 1
95°C 10 sn
55°C 10 sn 35
72°C 10sn
72°C \ 5 dk \ 1

Tablo 2.3: Real- Time PZR kosullari.

PRIMERLER | FORWARD PRIMER DiZiSi REVERSE PRIMER DiZiSi

CAVII 5-CTGCTTTAAGAGGCTGCTCCG-3' | 5-CCCTGGGCAATGGGATACAG-3'
Hp-2 5" TTTCTGGCCTGGAGGCTATC “3 5’CATGTCTCCATCCCACTTAACT 3
HiF1-o 5'-CCACCTATGACCTGCTTGGT-3' 5-TGTCCTGTGACTTGTCC-3'

Tablo 2.4: Calismada kullanilan primerler.
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2.2.4 Protein Tabanh Teknikler

2.2.4.1 \Western Blot

2.2.4.1.1.1  Deneyin Kurulmasi ve Protein Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Hiicreler protein izolasyonu i¢in 24 saat 6nceden 6’11 well platelere 500.000 hiicre olacak
sekilde yayildi ve bir gece ylizeye tutunmalar1 beklendi. Sonrasinda 24,48, 72 saat deney
gruplarina 150 mM konsantrasyonda CoCl. uygulandi. Siiresi biten deney grubundaki
hiicreler tablo 2.5’ te belirtilen sekilde hazirlanan ripa buffer ile buz tizerinde kazindi. 40
dk boyunca buz iizerinde bekletilen ekstraktalara her 15 dk sonunda pipetaj yapildi. 40 dk
sonunda 13.000 rmp de 20 dk santrifiij ile hiicre kalintilar1 dibe ¢oktiiriildii. Siipernetant

kisin yeni bir ependorfa icerisine alind1 ve -80°C sicaklikta saklandi.

Tablo 2.5: RIPA ¢ozeltisi bilesenleri.

MADDE MIKTAR
Proteaz Inhibitorii 1 Tablet
140mM NacCl 7 mL
ImM EGTA 500 pl
1mM EDTA 100 pl
%1 Triton X100 500 ul
%0,1 SDS 10 mL
%0,1 Sodyum deoxycholate 0,059

10 mM TrisClI (pH:8) 500 pl
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2.2.4.1.1.2 Protein Miktarlarinin Belirlenmesi

Protein miktarlar1 Bradfor egrisi olusturularak belirlenmistir. Oncelikle 1000 mg/plL-
100mg/uL araliginda 10 farkli konsantrasyonda standart BSA ¢ozeltisi hazirlandi.
Hazirlanan BSA ¢ozeltileri 96’1 well platelere SuL olacak sekilde konur. Uzetlerine
250uL Bradford reaktifi eklenir. 10 dk bekletildikten sonra 595nm’ de absorbans 6l¢iildi.
Olgiimler 3 tekrarli yapilmistir. Bu kosullar ile hazirlanan Bradford egrisi sekil 2.1° deki
gibidir.

BRADFORD EGRISi
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N }//‘
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Sekil 2.1: Protein 6l¢imlerinde kullanilan bradford egrisi.

Protein ekstraktralarindan 2,5uL 96’ 11 wellere koyulup iizerine 2,5uL ddH-O ilave eklendi.
Uzerlerine 250uL  Bradford reaktifi konup 595 nm’de absorbans alindi. Protein
ekstraktlarinin degerleri kor degerinden ¢ikarilarak egrideki denklem kullanilarak miktar

tayinleri gergeklestirilmistir.

224113 SDS-PAGE

Oncelikéle ayirma jeli asagidaki tabloda gosterilen sekilde hazirlanarak, jel iist kisimda 2-3
cm kadar bosluk birakilarak dokiildii. Olusan kopiiklerin giderilmesi igin izopropanol jel
tizerine damlatildi. 35-45 dakika jelin polimerize olmasi beklendi. Jel polimerlestikten

sonra izopropanolii uzaklastirmak kurutma kagidi kullanildi. Ardindan yigma jeli dokiildii.
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Jelin donmasi beklenmeden hizli bir sekilde kuyu olusumu igin tarak yerlestirildi. Yigma

jeli de polimerize olduktan sonra, tarak ¢ikarildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine

yerlestirildi.

Tablo 2.6: SDS-PAGE jel igerigi.
%10 Ayirma Jeli | MIKTAR | %5 Yigma Jeli MIKTAR
Alt Jel Buffer 25mL | Ust Jel Buffer 2.5mL
Akrilamid- 3.33mL | Akrilamid- 0,833 mL
Bisakrilamid Bisakrilamid (%30)
(%30)
ddH20 417 mL | ddH20 5.41 mL
%10 (w/v) APS 100 pL. %10 (w/v) APS 50 uL.
TEMED 10 uL TEMED 5ulL

Miktarlar1 hesaplanan proteinler esit mg hacimde jele yiiklenmistir. Her bir protein 6rnegi
icin 900uL 4X Sample LaemLi Buffer igerisine 100uL B-merkaptoetanol eklenerek bir
karisim elde edildi. 7,5ul elde edilen karisimdan alinarak proteinlerin tizerine eklenip son
miktar 22,5uL olacak sekilde tamamlanmustir. Ornekler 95°C” de 5 dakika denatiire edildi.

Jelin sonuna veya basina 5 ul Protein Ladder yiiklendi.

Jelin yiiriitiilmesi i¢in, 1 X Running Buffer (0.1 (w/v) SDS igerir) tanka doldurularak 80
volta yaklasik 240 dakika yirtitiildi.

Tablo 2.7: Western Blot’ta kullanilan soliisyonlar.

WESTERN BLOT ) )
SOLUSYONLARI ICERIK
SDS PAGE ALT JEL _
TAMPONU 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), %10 (w/v)SDS
SDS PAGE UST JEL _

TAMPONU 1 M Tris-HCI (pH 6,8), %10 (w/v) SDS
YURUTME TAMPONU 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %0,1 (w/v) SDS
TRANSFER TAMPONU 25 mM Tris, 192 mM Gilisin, %20 (v/v) Metanol

10 X TBS 10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 7.4
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224114 SDS Jelin Blotlanmasi

Transfer islemi i¢in PVDF membran kullanildi. Transfer buffer yukaridaki tablodaki
sekilde hazirlanmistir. Kullanilan transfer bufferin soguk olmasi i¢in ornekler jelde
yiiriirken -20°C’ de bekletildi. Yiirlitme isleminden sonra jel soguk olan transfer buffer
icerisine alindi. Transfer sistemine ait aparatlar ve siingerler de transfer buffer ile islatildi.
PVDF membran ve kurutma kagitlar1 jel ebatlarinda kesildi. PVDF membran metanolde 1
dakika aktive edildikten sonra transfer buffera alindi. Transfer islemi icin transfer kasedi
icerisine sirastyla siinger, kurutma kagidi, jel, kurutma kagidi, siinger koyularak sandiwig
yapildi. Bu islem sirasinda kopiik olusmamasina dikkat edildi. Kaset, transfer buffer ile

dolurulan tank igerisine yerlestirildi ve 15 V akim ile gece boyu transfere birakildi.

224115 Bloklama

Taransfer isleminden sonra, proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar 20 mL
bloklama ¢dzeltisi i¢erisinde (1X TBS igerisinde, %0,1 (v/v) Tween20 ve %5 (w/v) yagsiz
slit tozu igerir) 1 saat boyunda oda sicakliginda calkalayicida birakildi. Sonrasinda
bloklama ¢0zeltisi uzaklastirilarak membran 1X TBS ile 5 dk boyunca 3 kez membran
yikandi. Membran primer antikor ile asagidaki tabloda bakilacak genin proteininin ¢esidine
uygun olarak inkiibasyon yapildi. Sonrasinda sekonder antikor ile bir saat oda sicakliginda

muamele edildi ve goriintiilemeye alindi.

Tablo 2.8: Calismada kullanilan antikolarlarin inkiibasyon siireleri.

CALISMADA KULLANILAN . . .. .
. . INKUBASYON SURESI
PRIMER ANTIKORLAR
CA VI 1 gece (12-18 saat)
B-Aktin 1-1.5 saat
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224.1.16 Memrandaki Proteinlerin Goriintiilenmesi

Gorilintileme asamasinda membranlar 2-3 dakika ECL sistemi Pierce ECL (Western
Blotting SubstrateThermo) substrat ile bekletildi. Ardindan goriintileme cihazinda

membran goriintiilendi.

2.2.4.2 immiinofloresans Boyama

Hiicre kiiltiiriinde biiyiitiilen, Hep3B, LnCaP, PC3, HT-29, HUVEC ve SW480 hiicreleri
flasklardan Tripsin-Edta ile kaldirilarak sayildi. 12 kuyulu plaka 250.000 hiicre olacak
sekilde hiicreler yayildi. Her bir kuyuya hiicrelerin tutunmalari i¢in yuvarlak lamel
koyuldu. Hiicreler 12-18 saat yiizeyen tutunmasi ig¢in 37° C* de %5 CO: iceren inkiibatdre
birakildi. Siire sonunda hipoksi gruplarina son konsantrasyon 150mM olcak sekilde CoCl-
uygulandi ve 24 saat inkiibasyona birakildi. Ertesi giin hiicre i¢eren kuyulardaki
medyumlar uzaklastirildi ve hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Sonrasinda hiicrelerin yiizeyini
2-3 mm kaplayacak sekilde %4 paraformaldehit eklenerek hiicreler 15 dk fikse edildi. Siire
bitiminde fiksatif uzaklastirilarak hiicreler %0,1 Triton X 100 igeren PBS’ de 10 dk
bekletildi. Bu islem antikorlarin hiicre igine girmesi i¢in yapilmaktadir. 10 dk sonunda
hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Spesifik baglanmalarin oniline gegmek igin %1 oraninda
BSA igeren PBS ¢ozeltisi ile 1 saat boyunca oda sicakliginda inkiibe edilen hiicreler bu
islemden sonra tekrar PBS ile yikandi. Hiicrelerin {izerine 1/50 oraninda %1 BSA igeren
PBS ile sulandirilan primer antikor eklenerek plakalar bir kopiik igerinde bulunan islak
havlu kagidin iizerine alindi ve 1 saat oda 1sisinda inkiibasyona birakildi. Antikorlama
bittikten sonra PBS ile tekrar yikanan hiicrelerin iizerine karanlik ortamda sekonder antikor
ilave edildi ve primer antikorda oldugu gibi kopiik igerisinde nemli bir ortamda
inkiibasyona birakildi. Bundan sonraki basamaklar karanlikta gerceklestirildi. Sekonder
antikorla muamelesi biten hiicreler karanlikta 3 kez PBS ile yikandi. Ardindan hiicre
cekirdeklerini boyamak i¢in ortama 1 ug/mL DAPI (4',6-diamidino-2- fenilindol) eklendi.
DAPI’ yi tekrar ortamdan uzaklastirip PBS ile yikama islemi yapildi. Her bir kuyuya
sinyalin solmasi 6nlemek amaciyla Mounting Medyum damlatildive yuvarlak lameller 12
kuyulu plakalardan ¢ikartilarak lamlar {izerine ters gelecek sekilde kapatildi. Deney
goriintiilerinin ¢ekimlerinde “Olympus DP72” kullanilda.
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2.3 Caenorhabditis elegans ile lgi Teknikler

2.3.1 Nematod Besiyeri (NGM) Hazirlanmasi

2,5 g peptone,3 g NaCl, 20 g agar tartild1 tizerine 1 1t saf su eklenerek 120°C sicaklikta 15
dakika otaklavlandi. Otaklavdan ¢ikan NGM’nin 55°C sicakliga gelmesi beklendi.
Sonrasinda besiyerine 1mL kolesterol, 1 mL 1M MgSO., 25 mL 1,5M KH:PO. ve 1mL
1M CaCl; ilave edildi. Besiyeri karistirilip homojen hale getirildiklen sonra petri kaplarina
dokiildii ve katilagsmasi beklendi. Katilasan besiyerinin iizerine 400uL E. coli OP50 susu
yayildu.

2.3.2 E. coli’nin OP50 Susu icin TBX Agar Hazirlanmasi

9,125 g TBX (Tryptone Bile Glucuronide Agar) agar tartildi ve tizerine 250 mL saf su
ilave edildi. 125°C sicaklikta 15 dakika otaklavlandi ve 55 °C’ye sogumasi beklendi.
Sonrasinda petrilere dokiildii. Katilastiktan sonra kullanima hazir hale gelen TBX’lere E.
coli ekilip 37°C de 24 saat bekletilir. Bu igslem stok ile gelen E. coli’ nin OP50 susunu eger

olas1 bir kontaminasyon varsa ayirt etmek i¢in yapilmaktadir.

2.3.3 E. coli OP50 Susunun Hazirlanmasi

9,125 g Lauryl Sulfate Broth (LST) hassas terazide tartilip 250 mL saf su eklenip, 121 °C
de 15 dk otaklavlanir ve siire sonunda 37 °C ye sogutulur. Sogutulan LST’ ye, bir kolonilik
E. coli ekilip 37 °C de 24 saat etiivde bekletilir. Bulaniklik E. coli’nin iirediginin
gostergesidir. Bu sividan 400 pl alinip daha 6nce hazirlamis oldugumuz NMG iizerine

eklenir.

2.3.4 Hipoksik Ortam Olusturulmasi

Hipokloritle muamele edilmis yetiskin eleganslardan alinan embriyolarin, 20°C' de M9

tamponunda 16 saat siireyle inkiibe edilmesiyle L1 solucanlari elde edilir. Solucanlar daha
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sonra E. coli OP50 ile taze NGM agar plakalarina yayilirve 3 giin boyunca 20 °C' de
inkiibe edilir. Hipoksi modelini olusturmak i¢in M9 tamponunda ii¢ farkli konsantrasyonda
(0.5, 1.0 ve 2.0 g/L) sodyum siilfit soliisyonlar1 hazirlanir. 3. giin solucanlar M9 tamponu
ile ii¢ kez yikanir ardindan 1 mL taze inkiibasyon soliisyonunda 1.5 mL tiiplere aktarilir ve
26 °C' de farkli zaman araliklarinda inkiibe edilir. inkiibasyondan sonra canlilar 20 °C' de

24 saat geri kazanima izin vermek icin NGM plakalarina aktarilir.

2.3.5 Caenorhabditis elegans’lardan Total RNA izolasyonu

M9 tamponu ile yikanarak besiyerlerinden toplanan canlilar falkon igerisine konur
ardindan 1 saat buz iizerinde bekletilir. Uzerlerindeki M9 aspire edilerek falkon igerisine
5mL taze M9 eklenir ardindan 15 dk buz {izerinde bekletilir. M9 tampnu tekrar aspile
edilerek canlilar 1,5 mL’ lik tiiplere alinir. Tipler santrifiij edilerek pellet olusturulur.
Stipernatant uzaklastirilarak pelletin tizerine 1 mL Trizol ilave edilir. Tiipler siv1 nitrojene
atilarak hizlica dondurulur ardindan 37°C’de eritilir, bu islem 5 kere tekrarlanir. Son
¢ozlilmeden sonra 3200 rpm’de 30 sn santrifiij yapilir sonrasinda 6rneklerin tizerine 200
pL kloroform ilave edilir. 15 sn kuvvetlice calkalanan 6rnekler oda 1sisinda 15 dk inkiibe
edilir. Siire sonunda 15dk 12.000 rpm’de santrifiij yapildi. Sulu faz yeni tiipe alinir ve
tizerine 500 uL izopropil alkol eklenir. 10 dk oda 1sisinda inkiibe edilen 6rnekler 10 dk
12.000 rpm’de santrifiij edilir. Siipernatant dikkatlice alinarak temiz tiipe konur. Uzerine 1
mL %75’ lik etanol ilave edilir. 5 dk 7500 rpm’de santrifiij yapilir. Sonrasinda siipernatant

uzaklastirilarak pellet kurumaya birakilir.

Kuruyan pelletler, 30-50uL ddH:0 ile ¢6ziilir. RNA miktar tayini bolim 2.2.3.2” de
belirtilen sekilde yapilmustir.

2.3.6 Real-Time PZR Analizi

C.elegans ta gergeklestirelecek bu analiz i¢in 2.3.1.3’te belirtildigi sekilde cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Sonrasinda kontrol PZR’1 i¢in C.elegans’ larda normalizator bir gen
olan CDC-42 primerleri kullanilarak kuruldu. 2.3.1.6’da’de belirtilen sekilde Real-Time
PZR yapilarak CAH-3, CAH-4, CAH-5 genlerinin deney gruplarindaki ekspresyon
seviyelerine bakilmistir. Ce-HIF primeri ile hipoksik kosullar dogrulanmaistir.
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Tablo 2.9: Calismada kullanilan primerler.

- TURUN ) o _ A
PRIMERLER | pesi e | FORWARD PRIMER DIZIst REVERSE PRIMER DiZisi
CAHS3 70 bg S'AATCCGGAGACAGTGACTCGTG -3 | 5-AACGACCTCTTGTTTGCTGGC-S
CAHA4 81bg 5-ACAGCTCAACGTGCTCCGTAA3 | 5-GGAAGATCGGATTTCACGGTCS'
S'CACGATCTGAGACACTCTGGCA-¥ | 5-AGAACGCTTCCGTGTCTAGTGG-
CAH-5 34 be 3
(DC-42 203 bg 5-AGCCATTCTGGCCGCTCTCGS' 5-GCAACCGCTICTCGTTTGGCS!
Ce-HIF 211 bg 5-CAACGTGTTTATGGGCAAAT-Y | 5-CATTGCAAAACGTCATCGTA-3
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3. BULGULAR

3.1  Biyoinformatik Analizler

Insan karbonik anhidraz VI1I geninin (CA VII) (NM_005182.2) dizisine ve C.elegans,

CAH-3(NC_003284.9), CAH-4(NC_003284.9), CAH-5(NC_003284.9) dizilerine

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/ internet sitesinden ulasilmistir. Blast, OligodT Analyzer,

Reverso complement gibi  programlar  kullanilarak  primerlerin  dizayni

gerceklestirilmistir. Primerler tasarlanirken, baglanma sicakliklarinin yakin ve 55-
60°C’civarinda olmasina, uzunluklarinin 25-27 bg¢’ yi gecmemesine, hedef gene

spresifik baglanmalarina ve sa¢ tokasi yapist olusumlarina dikkat edilmistir.

3.1.1 insan CA VII Geni Analizleri

NCBI, NM_005182.2 kodlu dizi iizerinde calisamalar yapilmustir. ilgili genin primer
dizayn1 icin CDS bolgesi bulunarak ekzon ve intronlari isaretlenmistir. Calismada

kullanilan primerler ekzonl- ekzon2 arasindaki 187 b¢’lik bir bolgeyi ¢ogaltmaktadir.

1 ggggccggag Scgcages

aacgagcqga ccgagccgac cggucagutg cacggctycy
€l gggacagcag £C HUSEASCAcy GSLggugsta COHccaguac gacgucssst
121 cgcattggca caagctgkat

cccattgece agggagateg ccaatcacce atcaatatca

totoccagee Lgcaaccact ggagotttoo tatgaggoct
241 gecatgtccct cagcatcacc aacaatggoc actctgtcca ggtagacktc aatgacagoqg

301 atgaccgaac cgtggtgact g99g9g99cccce tggaagggce ctaccgecktce aagecagtitc
361 acttccactg gggcaagaag o gg gttctgagea cacggtggac ggcaac
421 tccccagoga g

181 tctccagcocca ggctgtgtac

Sekil 3.1: CA VII geni ekzonlart.

(Yesil 1. Ekzon, Gri 2. Ekzon, Mavi 3. Ekzon, Koyu Yesil 4. Ekzon, Pembe 5. Ekzon,
Kirmiz1 6. Ekzon, Lacivert 7. Ekzon)
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Niikleotit Blast yapildiginda tasarlanan primerler ilgili gene %100 baglanmaktadir. Bagka
bir gen bolgesini %100 ¢ogaltmamakla birlikte, diger genlere baglanma olasiligi %70’in
altinda tutulmustur. Baglanma sicakliklari ileri primer i¢in 55°C, geri primer ig¢in 57°C’
dir.

3.1.2 C.elegans CA VII Benzeri Genlerin Analizleri

Calismamizda model organizma olarak kullanilan C.elegans’ ta, insan CA VII geni ile
benzer genler taranmustir. Literatiir arastirmalari sonucunda CA VII Dbenzeri genler
bulunmustur Bu genler CAH -3; %97.2, CAH-4, % 77.9; CAH-5, % 81 ve CAH-6, % 76.2
oranlari ile hCAVII ile benzerlik gosterdigi 2008 yilinda Hall ve ark. tarafindan yapilan
calismada gosterilmistir. Insan CA genlerinin C.elegans’ taki CAH-3, CAH-4 ve CAH-5
genleri ile benzerlikleri bulmak i¢in BioEdit programinda tiim insan CA’lar1 (CA I, CA
II...... ,CA XII) ile CAH-3, CAH-4, CAH-5 genlerinin aminoasit dizileri hizalanmistir.
Blast ile ilgili genlerin benzerlikleri yiizde oraninda bulunmustur. Yapilan bu analizler Ek

B’ de gosterilmistir.

Ek B incelendiginde tarafimizca yapilan benzerlik analizi sonuglarina gore de insan CA
VIl genine en yiiksek benzerlik gosteren C.elegans CA benzeri genleri CAH-3
(NC_003284.9), CAH-4 (NC_003284.9) ve CAH-5 (NC_003284.9) tespit edildiginde bu
genleri ile ¢aligilmistir. Tiim genler tek bir ekzonda bulunmaktadir. CAH-3 primerleri 70
bg, CAH-4 primerleri 81 bg ve CAH-5 primerleri ise 84 bg’li alan1 ¢ogaltmaktadir ve tim
primerlerin dizileri tablo 2.9’ da gosterilimistir. Tiim CAH primerlerinin baglanma

sicakligr 55°C’dir (Hall vd., 2008).

3.2 insan CA VII Geni mRNA Analizleri

3.2.1 Cahsmada Kullamlacak Primerlerin Optimizasyonu

Calismalarimiz Oncesinde ekspresyon primerlerlerimizin calistigindan emin olmak ve
Real-Time PZR basamagindaki sicakligi belirlemek i¢in standart PZR yapilmistir. Real-
Time PZR ¢alismalarinda normalizasyon i¢in HB-2 primerleri kullanilacagi igin ¢alismada
bu primerler de kullanilmistir. Kolon kanseri hiicre hatlar1 (SW480 ve HT-29), saglikli
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insan endotel hiicreleri (HUVEC), Karaciger hiicre hatti (Hep3B), prostat kanseri hiicre
hatlarinda (PC3 ve LnCaP) CA VII geninin ifadesine bakilmistir.

Tablo 3.1 : PZR bilesenleri ve miktarlari.

SW480 HT-29 Hep3B HUVEC PC3
cDNA 1pul 1puL 1L 1L 1ul
Buffer 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL
MgCl» 2L 2 uL 2 uL 2 uL 2L
dNTP 1ulL 1ulL 1pulL 1ul 1ul

H;{%Xgﬂ 1ul 1uL 1uL 1uL 1ul
CA VI
Geri 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
Primer
I-Drgﬂrrtl)e’\rlaAz 0,5 uL 05uL | O05ulL | 05uL | 05puL
ddH20 38,5 uL 38,5 uL 38,5 uL 38,5uL | 38,5uL

Tablo 3.2: PZR kosullari.

94 °C 3dk
94 °C 30 sn
55°C 30 sn 35 Dongii
72 °C 30 sn
72 °C 10 dk

Sekil 3.2: Farkli hiicre hatlarinda CA VII ifadesi.

(M: 1Kb Marker, 1: SW480, 2: HT-29, 3: Hep3B, 4: HUVEC,
5: PC3, 6: HB-2, 7: Negatif kontrol)
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Bu caligmada hem primerin kontrolii saglandi hemde, PZR kosullar1 optimize edildi.
Bununla beraber calismalar igerisinde yer alan CoCly kullanilarak kimyasal hipoksi
olusturularak biiyiitiilen deney gruplarindaki hiicrelerde CoCl2’lin sitotoksik aktivitesinin
belirlenmesi kapsaminda daha 6nce laboratuvarimizda yapilmis olan MTT testleri mevcut

oldugundan tekrar bu ¢alismalar yapilmadi (Poyrazli, 2022).

3.2.2 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Normal ve Hipoksik Kosullarda CA VII
ifadesinin Gosterilmesi
3.2.2.1 Kolon Kanseri Hiicre Hatlarinda Normal ve Hipoksik Kosullarda PZR ile CA

VII ifadesinin Gosterilmesi

Duces C evresindeki hastalardan alinan dokulardan izole edilen ve kanser arastirmalarinda
kullanilan SW480 hiicreleri epiteliyal morfolojidedirler. 1964°te kolon kanserli bir hastanin
primer timorlerinde izole edilen HT-29 hiicreleri epiteliyal morfolojide olup giiniimiizde
kanser aragtirmalari ve toksikoloji aragtirmalarinda kullanilmaktadir. Calismamizda
normoksik ve hipoksik ortamlarda farkli zaman araliklarinda inkiibe edilen SW480 ve HT-
29 hiicreleri kullanilmistir. Oncelikle hiicrelerden RNA eldesi 2.2.3.1°de anlatilan sekilde
gerceklestirilmistir. 2.2.3.4” te anlatilan sekilde CDNA eldesi gergeklestirildi. cDNA’ larin
calisip ¢alismadigini kontrol etmek i¢in HB-2 primerleri ile asagidaki kosullarda PZR
kuruldu. PZR kosullar1 tablo 3.3’te gosterildigi gibidir.

Tablo 3.3: SW480, HB-2 PZR bilesenleri ve miktarlari.

24 saat | 24saat | 48saat | 48saat | 72saat | 72saat | Negatif
Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Kontrol
cDNA 2L 3uL SuL 3uL 5uL SuL -
Buffer 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul 5ul
MgCl, 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2L 2 ul 2 ulL
dNTP 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul 1ul
Hp-2
Teri 1ulL 1ulL 1uL 1puL 1uL 1yl 1uL
Primer
Hp-2
Geri 1ulL 1ulL 1uL 1puL 1ulL 1ul 1ul
Primer
I;rgﬂn?e’:laAz 0,5 uL 0,5 ulL 0,5 ulL 0,5 uL 0,5 ulL 05ulL | 0,5uL
ddH20 375uL | 365uL | 345ul | 365uL | 345uL |345ulL 3&5
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Sekil 3.3: A: SW480 hiicre hattinda, CA VIl ve HB2 PZR jel goriintiisii (1: 24 saat
normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi), B: Densitometrik analiz.

Sekil 3.3’ te yapilan densitometrik analizler sonucunda kontrol grubuna kiyasla 24 ve 48.

saat dilimlerimde hipoksik kosullarda CA VII ifadesinin azaldig1 gézlenmistir.

Tablo 3.4: HT-29, HB2 PZR bilesenleri ve miktarlari.

24 saat | 24saat | 48saat | 48saat | 72saat | 72saat | Negatif
Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Kontrol
cDNA 1puL 1puL 1puL 1L 1ulL 1luL -
Buffer 5ulL 5ulL 5ul 5ulL 5ul 5ulL 5ul
MgCl. 2L 2L 2 ul 2 ul 2L 2 ul 2 ulL
dNTP 1uL 1uL 1uL 1uL 1ul 1uL 1uL
HpB-2
fleri 1uL 1uL 1uL 1uL 1puL 1puL 1puL
Primer
HpB-2
Geri 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
Primer
FT,gﬂn?e'\r'aAz 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | 0,5puL
ddH.O | 385uL |385ul | 385uL |385uL | 385uL | 385 4L 335
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Sekil 3.4: A: HT29 hiicre hattinda, CA VII ve HB2 PZR jel goriintiisii (1: 24 saat
normoksi, 2: 24 saat hipoksi,3: 48saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat normoksi, 6:
72 saat hipoksi), B: Densitometrik analiz.

Sekil 3.4 incelendiginde HT-29 hiicreleri ile yapilan densitometrik analizin sonucunda
kontrol grubuna kiyasla tiim saat dilimlerinde hipoksik kosullarda CA VII ifadesinin

diistiigii gozlemlenmistir.

3.2.2.2 SW480 ve HT-29 Hiicre Hattinda Normal ve Hipoksik Kosullarda Real- Time
PZR ile CA VII ifadesinin Gésterilmesi

PZR analizinde jelde ifadesi gozlenen CA VII geninin ifadesinin belirlenmesinde daha
hassas bir teknik olan Real-Time PZR kullanilmigtir. Hipoksinin dogrulanmas i¢in Hif1-a
primerleri kullanilmistir. Hifl-o ifadesindeki artis hipoksinin olustugunun kaniti
niteligindedir. cDNA miktarlar tablo 3.3 ve 3.4’ te kullanilan miktarlar ile ayni olacak
sekilde RT-PZR kurulmustur. Teknikte kullanilan diger bilesenlerin miktarlar1 ve

reaksiyon kosullar1 tablo 2.2 ve 2.3’te verilmistir.

Sekil 3.5 incelendiginde SW480 hiicre hattinda hipoksik kosulun yalnizca 48 saatte
olustugu gozlenmistir. Bu zaman diliminde CA VII ifadesi incelendiginde, normal hiicre
grubuna kiyasla CA VII ifadesinin 48. saat diliminde azalmaktadir bu Sonuglar

densitometrik analizler koreledir.
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Sekil 3.6 incelendiginde HT-29 hiicre hattinda 24 ve 72 saat hipoksik gruplarda hipoksinin
ana regilatorii olan Hifl-a seviyesinin istatistiksel olarak anlamli sekilde arttigi
goriilmektedir. Bu zaman dilimlerinde HT-29 CA VII mRNA ifadesi incelendiginde

normal kosullara kiyasla istatistiksel olarak anlamli sekilde azaldig: tespit edilmistir.
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Sekil 3.5: SWA480 hiicre hattinda CA VII ve Hifl-o mRNA seviyesi.
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Sekil 3.6: HT29 hiicre hattinda CA VII ve Hifl-a mRNA seviyesi.
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3.2.3 Karaciger Kanseri Hiicre (Hep3B) Hattinda Normal ve Hipoksik Kosullarda
CA VII ifadesinin Gosterilmesi
3.2.3.1 Hep3B Hiicre Hattinda Normal ve Hipoksik Kosullarda PZR ile CA VII

ifadesinin Gosterilmesi

Karaciger kanmseri olan siyahi bir ¢gocuktan izole edilen, epiteliyal bir morfoloji sergileyen Hep3B
hiicreleri entegre bir Hepatit B viriisii genomu igererir. Calismalarimizda karaciger kanserine model
olarak Hep3B hiicre hatti segilmistir. 6 farkli (24 saat normoksi, 24 saat hipoksi, 48 saat
normoksi, 48 saat hipoksi, 72 saat normoksi, 72 saat hipoksi) deney grubu kullanilmstir.
Hiicreler -80°C’den ¢ikarilip ¢oziilmiis ve bolim 2.2.2.1.1.4° de anlatilan sekilde
biyltiiliip pasajlanmistir. Hiicreler yeterli sayiya ulastiginda sayilarak 6’li plakalara
500.000 hiicre olacak sekilde yayilmistir. Hipoksik gruplara CoClz uygulanmistir ve
hiicrelerden RNA izlasyonlar1 2.2.3.1°de anlatilan sekilde gergeklestirilmistir. 2.2.3.4° te
anlatilan sekilde cDNA eldesi gergeklestirildi. cDNA’ larin Kalitesini kontrol etmek igin
HB-2 primerleri ile agagidaki kosullarda PZR kuruldu.

Tablo 3.5: Hep3B, HB-2 PZR bilesenleri ve miktarlari.

24 saat | 24saat | 48saat | 48saat | 72saat | 72saat | Negatif
Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Kontrol
cDNA 1puL 1puL 1puL 1uL 1ulL 1luL -
Buffer 5ulL 5ulL 5ulL 5ul 5ul 5ulL 5uL
MgCl. 2L 2 uL 2 uL 2L 2L 2 uL 2 uL
dNTP 1yl 1ulL 1ulL 1yl 1ul lulL 1ul
Hp-2
fleri 1uL 1uL 1uL 1puL 1puL 1puL 1puL
Primer
Hp-2
Geri 1ulL 1ulL 1ulL 1ulL 1ulL 1ul 1ulL
Primer
ggﬂrﬁe'\r'aAz 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | 05puL | 0,5puL
ddF.O | 385uL | 3854l | 385uL | 385uL | 385uL | 385 UL 335
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Sekil 3.7: A: Hep3B hiicre hattinda, CA VIl ve HB2 PZR jel goriintiisii (1: 24 saat
normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat normoksi, 6:

72 saat hipoksi), B: Densitometrik analiz.

Sekil 3.7° de Hep3B hiicreleri ile yapilan densitomerik analiz sonuglart tiim saat

dilimlerinde hipoksik kosullarda CA VII ifadesinin azaldigini1 géstermektedir.

3.2.3.2 Hep3B Hiicre Hattinda Normal ve Hipoksik Kosullarda Real- Time PZR ile
CA VII ifadesinin Gosterilmesi

Hep3B hiicre hattinda CA VII ifadesi PZR ile kanitlandiktan sonra ilgili genin ifadesine

daha hassas bir teknik olan Real-Time PZR ile bakilmistir. Hipoksiyi dogrulamak igin

Hifl-a ifadesine bakilmistir. Hif1-a ifadesindeki artis hipoksinin olustugunun kanitidir.
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Sekil 3.8: Hep3B hiicre hattinda CA VII ve Hifl-a mRNA seviyesi.

Sekil 3.8 incelendiginde 24 ve 72 saatlik gruplarda hipoksinin basarili bir sekilde olustugu
gozlenmistir. CA VI ifadesinin galigilan tiim zaman dilimlerinde azaldig: tespit edilmis ve

24 ve 72 saatlik zaman dilimlerindeki azalma istatistiksel olarak anlamli goriilmustiir.

3.24 1insan Saghkh Endotel Hiicre Hattinda (HUVEC) Normal ve Hipoksik
Kosullarda CA VII ifadesinin Gosterilmesi

3.24.1 HUVEC Hiicre Hattinda Normal ve Hipoksik Kosullarda PZR ile CA VII
ifadesinin Gosterilmesi

Gobek kordonu damarindan izole edilen endotel hiicre hattt olan HUVEC, sitotoksisite,
kardiyovaskiiler hastaliklar gibi konularin arastirilmasinda yaygin olarak kullanilir.
Calismamizda CA VII ifadesini kanser hiicre hatlarinda belirtirken, insan saglikli endotel
hiicre hattinda da ifade profilinin gézlenmesi icin HUVEC hiicre hatt1 ile de deneyler
yapildi. Calismada 6 farkli (24 saat normoksi, 24 saat hipoksi, 48 saat normoksi, 48 saat
hipoksi, 72 saat normoksi, 72 saat hipoksi) deney grubu kullanilmistir. Oncelikle
hiicrelerden RNA eldesi 2.2.3.1°de anlatilan sekilde gerceklestirilmistir. 2.2.3.4° te
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anlatilan sekilde cDNA eldesi gerceklestirildi. cDNA’ larin ¢alisip ¢alismadigini kontrol
etmek i¢in HB-2 primerleri ile agagidaki kosullarda PZR kuruldu.

Tablo 3.6: HUVEC, HB2 PZR bilesenleri ve miktarlari.

24 saat | 24saat | 48saat | 48saat | 72saat | 72saat | Negatif
Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Kontrol
cDNA 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL 4 uL -
Buffer 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL 5uL
MgCl. 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2ul
dNTP 1yl 1ulL 1ulL 1yl 1ul 1ul 1ul
Hp-2
fleri 1ulL 1uL 1uL 1ulL 1ulL 1ul 1ul
Primer
Hp-2
Geri 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
Primer
JUADNA 1 05uL | 05uL | 05uL | 05uL | O5uL | 05uL | 05uL
4dio | 355, | 3>5HL| 385Ul 355 L] 355Ul | 355l 3&5

M1 2 3 4 5 6 7 8

Sekil 3.9: HUVEC hiicre hattinda, HB2 PZR agaroz jel goriintiisii.

(M: 1kb marker, 1: 24 saat Normoksi, 2: 24 saat Hipoksi, 3: 48 saat Normoksi, 4: 48 saat
Hipoksi, 5: 72 saat Normoksi, 6: 72 saat Hipoksi, 7: Negatif Kontrol)

Kurulan HB2 PZR bize hiicrelerden izole ettigimiz RNA’lardan elde edilen cDNA’larin
calistigini ve tablo 3.7’ de gosterilen miktarlarda tiim bantlarin esit oldugunu géstermistir.

Bundan dolay1 HUVEC hiicre hattinda CA VII ifadesinin gozlenebilmesi i¢in tablo 3.6’de
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belirtilen miktarlarda kalip DNA kullanilarak CA VII PZR’1t kurulmustur. Reaksiyon
kosullar1 tablo 3.2 de gosterilmistir.

M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.10: HUVEC hiicre hattinda, CA VIl PZR agaroz jel goriintiisii.

(M: 1kb marker, 1: 24 saat Normoksi, 2: 24 saat Hipoksi, 3: 48 saat Normoksi, 4: 48 saat
Hipoksi, 5: 72 saat Normoksi, 6: 72 saat Hipoksi, 7: Pozitif Kontrol)

Sekil 3.10° te gorildigi tizere HUVEC hiicrelerinde 24, 48 ve 72. saat dilimlerinde
normoksik ve hipoksik kosullarda kurulan ¢ok tekrarli deneylerin higbirinde CA VII
ifadesi gézlenmemistir. Dolayisiyla Real-Time PZR ile CA VII ifadesine bakilmamustir.

3.2.5 Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda Normal ve Hipoksik Kosullarda CA VII

ifadesinin Gosterilmesi

3.2.5.1 Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda Normal ve Hipoksik Kosullarda PZR ile
CA VII ifadesinin Gésterilmesi

PC3, prostat kanseri arastirmalarinda ve ilag gelistirmede kullanilan, epiteliyal morfolojiye
sahip bir insan prostat kanseri hiicre hattidir. PC3 hiicreleri, ilerlemis prostat kanseri
hiicrelerindeki biyokimyasal degisikliklerin arastirilmasinda ve bunlarin kemoterapotik
ajanlara tepkilerinin degerlendirilmesinde kullanilir. Onkolojide yaygin olarak kullanilan

bir prostat kanseri hiicre hatt1 da LnCaP’lerdir. Ilk olarak bir erkegin lenf nodu
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metastazindan izole edilen androjene duyarli olan hiicreler epitaryal morfoloji gosterirler.
Calismamizda bu iki farkli prostat kanseri hiicre hatlar1 deneyler kurulmustur. PC3 hiicre
hatlarinda 24, 48, 72. saat dilimlerinde normoksik ve hipoksik kosullarda kurulmustur.
LnCaP hiicre hattinda ise ge¢ saat dilimlerinde hiicrelerin bulundugu kiiltiir kaplarindan
kalkmalar1 sebebi ile 6, 24 ve 48 saat dilimlerinde normoksik ve hipoksik kosullarda RNA
izolasyonlar1 gergeklestirilmistir. Bolim 2.2.3.4° te anlatilan sekilde cDNA eldesi
gerceklestirilerek cDNA’larin ¢alisip ¢alismadigini kontrol etmek i¢in HB2 primerleri ile
PZR kurulmustur. LnCaP hiicre hattinda HB2 PZR tablo 3.7’ de belirtilen miktarlarda
kurulmustur. Her iki hiicre hattinda PZR sicaklik ve dongiileri tablo 3.2° de verilmistir. HB
2 PZR ile cDNA’larin g¢alistigim1 kontrol ettikten sonra bu hiicre hatlar1 ile CA VII

ifadesinin gozlenmesi i¢cin PZR kurulmustur.

A B

-
o
|

-
o
1

L
=
N
CA7 Kat mRNA seviyesi (PC3)
&
1

e
o
1

S & & 8
+o° v L A

Sekil 3.11: A: PC3 hiicre hattinda, CA VII ve HB2 PZR jel goriintiisti (1: 24 saat
normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat normoksi, 6:
72 saat hipoksi), B: Densitometrik analiz.

Sekil 3.11 incelendiginde tiim zaman dilimlerinde CA VII ifadesinin konrol grubuna gore

azaldig: belirlenmistir.
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Tablo 3.7: LnCaP, HB2 PZR bilesenleri ve miktarlari.

24 saat | 24saat | 48saat | 48saat | 72saat | 72saat | Negatif
Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Normoksi | Hipoksi | Kontrol
cDNA 1yl 1ulL 4 pL 1yl 4 ul 1uL -
Buffer 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL 5ulL
MgCl. 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
dNTP 1yl 1ulL 1ulL 1yl 1ul 1ul 1ul
Hp-2
fleri 1uL 1uL 1uL 1ulL 1ulL 1ulL 1ul
Primer
Hp-2
Geri 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL 1uL
Primer
ggﬂn?e'\r'g 05uL | 05uL | 05uL | O5uL | 05uL | 05uL | 05uL
JdILO 38,5 L 385uL | 355uL |385puL | 355ulL | 385uL 3&5

v/
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n
1

n
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|

-
L]
|

E—TTT EElcawvi

e
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|
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=
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CA7 Kat mRNA seviyesi (LnCap)
P
]

e
o
1

Sekil 3.12: A: LnCaP, HB2 ve CA VII PZR jel goriintiisti (1: 24 saat normoksi, 2:
24 saat hipoksi, 3: 48saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat normoksi, 6: 72 saat

hipoksi), B: Densitometrik analiz.

Sekil 3.12 incelendiginde LnCap hiicrelerinde tiim zaman dilimlerinde hipoksik kosullarda
CA VII ifadesinde artis oludugu gozlemlenmistir.
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3.2.5.2 Prostat Kanseri Hiicre Hatlarinda Normal ve Hipoksik Kosullarda Real- Time
PZR ile CA VII ifadesinin Gosterilmesi

Calismada kullanilan prostat kanseri hiicre hatlarinda CA VII ifadesi gozlenmistir. Hem
deney gruplarinda olusturulan hipoksinin dogrulanmasi hem de CA VII ifadesindeki
degisiminin belirlenebilmesi i¢in Real-Time PZR kurulmustur. Kalip DNA’lar PC3 ve
LnCaP hiicre hatlarinda kurulan HB2 PZR’ inda kullanilan miktarlarda kullanilmistir.
Reaksiyon kosullar1 ve Real-Time PZR bilesenleri tablo 2.2 ve 2.3 ‘te gosterilmistir.

Sekil 3.13 incelendiginde PC3 hiicre hattinda 72 saat dilimimde artan Hifl-a seviyesi
hipoksiyi dogrulamaktadir. Bu saat dilimin konrol grubuna kiyasla CA VII ifadesi
azalmaktadir ancak istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. LnCaP hiicre
hattindaki sonuglar incelendiginde 24, 48 ve 72 saat dilimlerinde hipoksinin basarili bir
sekilde olustugu ve CA VII mRNA ifadesinin bu zaman dilimlerinde istatistiksel olarak

anlaml diizeyde arttig1 tespit edilmistir.
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Sekil 3.13: A: PC3, CA VII mRNA ifadesi, B: PC3, Hifl-a mRNA ifadesi, C: LnCaP,
CA VII mRNA ifadesi, D: LnCaP Hifl-o mRNA ifadesi.
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3.3 insan CA VII Geni Protein Analizleri

SW480, HT-29, HUVEC, HEP-3B, PC3 ve LnCaP hiicre hatlarinda CA VII ifadesinin
protein seviyesinde tespit etmek amaciyla hiicreler biiyiitiildi. Yeterli biiyiikliige ulasan
hiicreler sayilarak 6’11 plakalara 500.000 hiicre olacak sekilde yayildi. 1 gece yiizeye
tutunmasi beklenen hiicrelere 24,48 ve 72. saatlerde CoCly uygulanarak hipoksi
olusturuldu. Zamani dolan deney gruplarindaki hiicreler Ripa Buffer ile bir spatula
kullanilarak boliim 2.2.4.1.1° de anlatildigi sekilde protein izolasyonlart gergeklestirildi.
Ardindan bolim 2.4.1.1.2° de anlatildigi sekilde proteinlerin miktarlar1 6l¢iildii. SDS
jellere elde edilen proteinlerden yaklasik 35 pg yiiklendi ve 80V da yiirlitme boliim
2.2.4.1.1.4’ te anlatildig1 sekilde yapildi. Ardindan SDS jel boliim 2.3.2.1.1.4° te anlatildig1
sekilde 1 gece blotlandi. Transferden alinan proteinlerin bantlarinin goriintiilenmesi boliim
224116 te anlatildign sekilde gerceklestirildi. Western blotta goriintiilenen
membranlardaki bantlar Imaj J programinda analiz edildi. Calismada kullanilan Santa Cruz
Biotecnology’ den temin edilen antikorlardan CA VII (G-7): sc-166721 yanlizca 1 kez

calismistir. Sonraki ¢oklu denemelerde basarili sonug alinamamustir.

B-Aktin

CAVI

Sekil 3.14: Farkli hiicre hatlarinda CA VII'nin protein ifadesi (1: SW480 kolon kanseri
hiicre hatti, 2: HT-29 kolon kanseri hiicre hatti, 3: LnCaP prostat kanseri hiicre hatti
(Kullanilan antikor CA VII (G-7): sc-166721).

Firmaya antikorun ¢oklu denemelerde c¢alismadigi rapor edilmis ve firmadan ikinci kez
antikor alinmigtir. Temin edilen CA VII (G-7): sc-166783 kodlu 2. CA VII antikor ise hig
calismamistir. Bazi durumlarda western blot tekniginde ¢alismayan antikorlar IFC

tekniginde ¢aligmaktadir. Bu sebeple IFC deneylerinde CA VII (G-7): sc-166783 antikoru
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kullanilmistir. Calismamiz kapsaminda olan hiicre hatlariyla 24 saat diliminde normal ve

hipoksik kosullarda boliim 2.2.4.2° de anlatilan sekilde IFC deneyleri yapildu.

3.4 Cahismada Kullanilan Tiim Hiicre Hatlarinda CA VII Geni Protein Analizleri
(Western Blot/IFC)

Calismada SW480, HT-29, HUVEC, Hep3B, PC3, LnCaP hiicre hatlar1 kullanilmistir. 24,
48 ve 72 saat dilimlerinde normal ve hipoksik kosullarda RNA izolosyonlar1 yapilmistir
(LnCaP harig, bu hiicre hatinda 6, 24, 48 saat dilimlerinde deneyler kurulmustur). Western
blot ile CA VII ifadesi antikor ¢alismadigi i¢in gézlenememistir. IFC deneyinde 24 saat
dilimde normal ve hipoksik ortamda kurulan deneylerde ise CA VII ifadesi protein

seviyesinde belirlenmistir.

unﬂ—’-m—“ B-Aktin

CAVII

Sekil 3.15: SW480 hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)
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Sekil 3.16: HT-29 hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)
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Sekil 3.17: HT-29 ve SW480 hiicre hatlarinda CA VI proteininin IFC analizi.
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IFC analizlerine gore SW480 ve HT-29 hiicre hatlarinda protein diizeyinde CA VII ifadesi
gozlenmektedir. Bununla beraber sekil 3.17°de A ve B’ ye bakildiginda HT-29 hiicre
hattinda hipoksik kosullarda CA VII ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. C ve D’ de ise
hipoksik kosullarda SW480 hiicre hattinda CA VII ifadesinde artis oldugu tespit edilmistir.
Bu sonuglar 6zellikle HT-29 hiicre hatt1 icin mRNA analizleri ile ortiismektedir.

Sef bl o Yuy e o= B Aktin

CA VIl

Sekil 3.18: Hep3B hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)

B-Aktin

CAVI

Sekil 3.19: HUVEC hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)
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Sekil 3.20: Hep3B ve HUVEC hiicre hatlarinda CA VII proteininin IFC analizi.

Sekil 3.20° te goriildgii izere Hep3B hiicre hattinda hipoksik kosullarda CA VII ifadesi

normal kosullara kiyasla az bir diisiis gostermektedir. Bu sonu¢ CA VII mRNA sonucu ile

koreledir. mMRNA seviyesinde HUVEC hiicre hattinda CA VII seviyesi tespit edilemezken

protein diizeyinde bu hiicre hattinda CA VII proteini tespit edilmistir. Ayrica bu hiicre

hattinda normal ortama kiyasla hipoksik ortamdaki hiiclerde CA VII ifadesinde ciddi bir

diisiis tespit edi

Imistir.
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CA VI

Sekil 3.21: PC3 hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)

B-Aktin

CAVII

Sekil 3.22: LnCaP hiicre hattinda CA VII protein ifadesinin western blot analizi.

(1: 24 saat normoksi, 2: 24 saat hipoksi, 3: 48 saat normoksi, 4: 48 saat hipoksi, 5: 72 saat
normoksi, 6: 72 saat hipoksi)
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Sekil 3.23: PC3 ve LnCaP hiicre hatlarinda CA VII proteininin IFC analizi.

Western blot analizi ile protein ifadesi belirlenemeyen PC3 ve LnCaP hiicre hatlarinda
yapilan IFC analizleri sekil 3.23” de gosterilmistir. Sonuglara gore iki farkli prostat kanseri
hiicre hattinda da normal ortama kiyasla hipoksik ortamda CA VII ifadesinde nemli bir

artig saptanmistir. Bu sonuglar LnCap hiicre hatt1 icin mRNA seviyesi ile uyumludur.
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3.5 C.elegans CA VII Benzeri Genlerin mRNA Analizleri

3.5.1 Kullamlacak Primerlerin Optimizasyonu

Calismalarimiza baslamadan 6nce ekspresyon primerlerlerimizin ¢alistigindan emin olmak
ve Real-Time PZR basamagindaki sicakligi belirlemek i¢in standart PZR yapilmistir. Real-
Time PZR caligmalarinda normalizasyon i¢in CDC-42 primerleri kullanilacagi icin
calismada bu primerler de kullamilmistir. C.elegans genomunda CA VII benziri genler
olarak secilen CAH-3 (NC_003284.9), CAH-4 (NC_003284.9) ve CAH-5 (NC_003284.9)
genleri ile calisilmigtir. Tiim primerlerin dizileri tablo 2.9° da verilmistir. Calismada
hipoksinin olusturulmast i¢in sodyum siilfit kullanilmistir. Hipoksinin dogrulanmasi i¢in

Real-Time PZR ile ceHIF-1 geninin ifadesine bakilmstir.

[k olarak C.elegans’ lardan total RNA izolasyonu bolim 2.3.5° te anlatildig1 sekilde
yapilmistir. RNA’larin miktarlar 6l¢lilmiis ve formaldehid jel elektroforezinde RNA bant1
gozlemlenmistir. Sonrasinda RNA’lardan c¢cDNA eldesi bolim 2.2.3.4° te anlatilan
protokolle yapilmistir. cDNA’ larin kalitesinin belirlenmesi i¢in normalizatdr bir gen olan

CDC-42’ nin primerleri kullanilarak PZR kurulmustur.

Sekil 3.24: C.elegans formaldehid jel elektroforezi RNA goriintiisii.
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Tablo 3.8: CDC-42 PZR bilesenleri.

1- 4000ng 2- 3000ng 3- 2000ng 4- 1000ng
cDNA 4 ulL 3uL 2 uL 1uL
Buffer 5ul 5ul 5uLl 5uLl
MgClz 2 uL 2 uL 2 uL 2 ul
dNTP 1uL 1uL 1ul 1uL

Hp-2 ileri
Primer 1uL 1ul 1ul 1uLl
HB-2 Geri
Primer 1puL 1pul 1ul 1l
Taq DNA
Polimeraz 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
ddH-0O 35,5 ul 36,5 ul 37,5l 38,5 uL

Tablo 3.9: CDC-42 PRZ kosullari.

94 °C 3dk
94 °C 45 sn
55°C 45sn 35 Dongii
72 °C 45 sn
72 °C 10 dk

Sekil 3.25: CDC-42 PZR agaroz jel elektroforez goriintiisii.

(1: 4000ng cDNA kalib1 ile yapilan PZR sonucu, 2: 3000ng cDNA kalibi ile yapilan PZR sonucu,

3: 2000ng cDNA kalibi ile yapilan PZR sonucu, 4:1000ng cDNA kalib1 ile yapilan PZR sonucu,
M: Marker 100 kb)
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CDC-42 PZR ile cDNA’larin g¢alistigin1 kanitladiktan sonra CAH-3, CAH-4, CAH-5
primerleri kullanilarak tablo 3.8 ve 3.9’ da belirtilen sekilde PZR kuruldu.

Sekil 3.26: CAH-3,4,5 PZR agaroz jel goriintiisii.

(M: 100bg, 1: CAH-3, 2: CAH-3 negatif kontrol, 3: CAH-4, 4. CAH-4 negatif kontrol,
5: CAH-5, 6: CAH-5 negatif kontrol, 7: CDC-42, 8: CDC-42 negatif kontrol)

3.5.2 C.elegans’ta Hipoksik Modelde CA VII Benzeri Genlerin mRNA Analizleri

Nematod besiyeri bolim 2.3.1° de anlatinan sekilde hazirlanmistir. Canlilarin besin
kaynag1 olan OP50 susunu i¢in sivi besi yeri boliim 2.3.3°te anlatidig1 gibi hazirlanmistir.
Petri kaplarmma dokiilen besiyeri lizerine OP50 ekilmis ve bir gece bakterilerin yiizeye
tutunmasi saglanmistir. Sonraki giin eski NGM’lerden alinan canlilar yeni ortama totalde
5000 canli olacak sekilde aktarilmistir. 3 giin boyunca canlilar bulunduklar1 ortamda
tiremeleri i¢in oda 1s1sinda inkiibe edilmistir. Siire sonunda boliim 2.3.6’te anlatildig: lizere
hipoksi olusturulmustur ve canlilardan total RNA izolasyonu kisin 2.3.5°teki gibi
gergeklestirilmistir. Hipoksinin dogrulanmasi igin ceHIF1 (NM_001373210.2) primerleri
tasarlanmistir. ceHIF1 ifadesinideki artis hipoksinin olustuguna kanit olusturur. ceHIF1

ifadesinin artis1 Real-Time PZR ile ol¢iilmiistiir.
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Sekil 3.27: C.elegans CA VII benzeri genler ve ceHIF1 geni mRNA ifadesi.

Sekil 3.27° de goriildiigii tizere ceHIF1 seviyesindeki artma anlamli olup ortamin hipoksik
oldugunu dogrulamaktadir. CAH-3, CAH-4 ve CAH-5 genlerinin ifadesi normal kosulllara

kiyasla hipoksik kosullarda tiim zaman dilimlerinde diismektedir.
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4. TARTISMA VE SONUC

Karbonik anhidrazlar, yaklasik 90 yili agkin siiredir ¢alisiimaktadir. 1933’teki kesfinden bu
zamana kadar pek ¢ok alanda bilimsel kesfin 6n safthalarinda yer almiglardir. Karbonik
anhidrazlar (CA'lar), karbondioksit hidrasyonunun ve dehidrasyonun tersine ¢evrilebilir bir
reaksiyonunu Kkatalize ederler, asit-baz ve iyon diizenlenmesini saglayarak metabolik
stireclerde hayati bir rol oynarlar. CA' lar, sitosolik (CA I, II, 111, VII, VIII, X, XI, XIII);
mitokondriyal (CA VA, VB); salgilanan (CA VI) ve membrana bagh (CA 1V, IX, XII,
XIV, XV) olanlar seklinde dort farkli grupta incelenir (Hewett-Emmett vd., 1996).

Tim izoformlar ile kiyaslandiginda CA VII’ nin ifadesi hem saglikli dokularda hem de
tiimorlerde daha diisiiktiir. Insan genom atlas verilerine gére CA VII ifadesi beyin, sindirim
sistemi organlari, bobrek, akciger, kolon ve testislerde bulunmaktadir. Yapilan literatiir
taramalarinda CA VII geninin ifadesi bugiine kadar c¢esitli beyin tiimorlerinde, kolon
kanseri, mide kanseri ve yumurtalik kanseri bireylerden alinan doku Orneklerinde
incelenmistir. Ozellikle Yang ve ark. yaptig1 ¢aligmada kolon kanseri dokularinda CA VII
ifadesinin azaldig1 ve bu durumun kanserin ilerlemesine yol agtigi bulunmustur (Uhlen vd.,

2017; Bootorab vd., 2013; Yang vd., 2015).

Hipoksi, pek ¢ok hastalikta ve baglica kanserde meydana gelen dokulara oksijen gitmemesi
durumudur. Bu durum normal dokulardaki oksijenin azalmasina yol agmaktadir. Normal
dokularda olusan hipoksik mikro ¢evre proliferasyona sebep olur. Hipoksi ile
indiiklenebilir traskripsiyon faktorleri (Hif) promotordaki hedef dizilere baglanip ¢ok fazla

geni etkilemektedir.

Insanlardaki ¢ogu kanser tiiriinde Hif-la’ nin asiri ifade edilmesine ragmen bu genin

kanserlesmede nasil bir rol iistlendigi gliniimiizde tam olarak anlasilmamaistir.

Calismamizda kolon kanseri hiicre hatlart SW480 ve HT-29, saglikli insan endotel hiicre
hatt1t HUVEC, karaciger kanseri hiicre hattt Hep3B, prostat kanseri hiicre hatlar1 PC3 ve
LnCaP kullanilarak CoCl> ile kimyasal hipoksik modeller olusturulmustur. Hem normal

kosullarin hem de hipoksik kosullarin dogrulanmasinda mRNA seviyesinde PZR ve Real-
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Time PZR, protein seviyesinde ise western blot ve IFC teknikleri kullanilmistir. CoCl2’ nin

sitotoksik aktivitesine daha 6nceki ¢aligmalardan bakilmistir.

Calismada kullanilan 6 farkli hiicre hattina sahip olan hiicreler kiiltiir ortaminda biiyiitiildii,
son konsantrasyon 150 mM olmak iizere CoCl; eklenerek kimyasal hipoksi taklit edildi.
24, 48, 72. saatlerde normoksik ve hipoksik gruplardan alinan pelletlerden RNA
izolasyonlar1 gergeklestirildi sonrasinda 6l¢tim yapildi ve cDNA sentezlendi. Hipoksinin
olusup olusmadigimni anlamak icin Hif-1a seviyesine Real-Time PZR ile bakilmstir.

Sonuglar Livac metoduna gore analiz edilmistir.

mRNA diizeyindeki analizler icin CA VII ekspresyon primeri tasarlanmis ve bu
primerlerin optimizasyon g¢alismasi yapilmistir. 187 bg biiyiikliigiinde bir alan1 ¢ogaltan
CA VII primerleri 55°C baglanma sicakliginda calismistir. Real-Time PZR’da da bu

sicaklik kullanilmigtir. Normalizator gen olarak HB2 kullanilmustir.

Kolon kanseri hiicre hatlarindaki deney grubunda yapilan Real-Time PZR sonuglarina gore
SW480 hiicre hattinda kimyasal hipoksi yalnizca 48. saat dilimin de olusmustur. Sekil
3.7°de gosterildigi tizere hipoksik ortamin olustugu 48. saat diliminde CA VII ifadesi
incelendiginde, normal hiicre grubuna kiyasla CA VII ifadesinin azaldigi ancak bu azaligin
istatistiksel olarak anlamli olmadig1 goriilmiistiir. Ayrica sekil 3.3” de SW480 hiicrelerinde
ayni saat dilimlerinde yapilan densitometrik analizde de 48. saat diliminde CA VII
ifadesinin diistiigi gozlemlenmistir. Sekil 3.4° de gosterildigi tizere HT-29 hattinda normal
ortama kiyasla hipoksik ortamda yetisen hiicrelerde tiim zaman dilimlerinde CA VII
ifadesinin azaldig1 gézlemlenmis ve daha hassas bir teknik olan Real-Time PZR ile yapilan
deneyler degerlendirildiginde ise sekil 3.8’ de gosterildigi gibi 24 ve 72 saat hipoksik
gruplarda hipoksinin ana regiilatorii olan Hif-1o seviyesnin istatistiksel olarak anlamh
sekilde arttig1 goriilmektedir. Bu zaman dilimlerinde HT-29 CA VII mRNA ifadesi
incelendiginde normal kosullara kiyasla istatistiksel olarak anlaml: sekilde azaldig: tespit

edilmistir.
Karaciger kanseri hiicre hattindaki modelimiz olan Hep3B ile yapilan Real-Time PZR
sonuglart (sekil 3.11) incelendiginde 24 ve 72 saatlik gruplarda hipoksinin basarilt bir

sekilde olustugu gozlenmistir. CA VI ifadesinin ¢alisilan tiim zaman dilimlerinde azaldigi
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tespit edilmis ancak 72 saatteki azalma istatistiksel olarak anlamli goriilmiistiir. Bu

sonuglar sekil 3.7’ de gosterilen densitometrik analizler ile koreledir.

Insan saglikli endotel hiicreleri olan HUVEC”’ lerde, CA VII primerleri kullanilarak yapilan
cok tekrarli PZR’larda tespit edilebilir diizeyde ifade goriilmedigi i¢in Real-time PZR’a

basvurulmamastir.

Prostat kanseri hiicre hatt1 hiicrelerimizden olan PC3’lerle gegekletirilen deneylerde sekil
3.11° de gosterigi gibi 72. saat diliminde CA VII ifadesinin azaldig1 saptanmistir. Ayrica
sekil 3.18’de gerceklestirilen analizde de 72 saat diliminde hipoksinin olustugu ve CA VII
ifadesinin diistigii gozlemlenmesine ragmen sonuglar istatistiksel olarak anlamli degildir.
Bir diger hiicre hatti olan LnCaP’ lerde 24, 48 ve 72. saatlerde hipoksi olusmustur.
Bununla birlikte hipoksik kosullarda CA VII ifadesin arttigi goriilmektetir. Sonuglar
istatistiksel olarak anlamlidir ve sonuglar sekil 3.12° de gosterilen densimetrik analizler ile

koreledir.

Calismamizda protein seviyesinde CA VII seviyesinin tespiti i¢in western blot ve IFC
teknikleri kullanilmigtir. Fakat ticari olan antikor western blot tenigi ile ¢alistirllamamastir.
IFC tekniginde ayni antikor kullanilmis ve CA VII proteinleri gdzlenmistir. CA VII
geninin protein seviyesindeki tespitinin gergeklestirilmesi igin IFC teknigi kullanilmistir.
SW480 ve HT-29 hiicrelerinin olusturdugu deney gruplarimin IFC analizi sekil 3.22°de
gosterilmistir. Buna gére SW480’lerde normoksiyaya gore hipoksik grupta CA VII protein
seviyesinde bir artis gézlenirken HT-29 hiicrelerindeki hipoksik grubun CA VII seviyesi
normal kosullardaki hiicrelere gore diisiis gostermistir. Protein diizeyinde elde edilen bu

sonuglar mRNA diizeyinde tespit edilen sonuglar ile uyumludur koreledir.

Sekil 3.25° te Hep3B ve HUVEC hiicre hatlar ile kurulan IFC deneylerinin analizleri
verilmistir. Bu sonuglara gore, normal kosullara kiyasla hem Hep3B hem de HUVEC
hiicrelerinde CA VII ifadesinin protein diizeyinde azaldig1 sonucuna varilmistir. Hep3B
hiicrelerinde mRNA diizeyinde de CA VII ifadesinin azalmasi IFC sonuglarini destekler

niteliktedir.
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Prostat kanseri hiicre hatlarinda model olarak kullanilan PC3 ve LnCaP’lerin IFC analizleri
sekil 3.28de verilmistir. Sonuglara gore iki farkli prostat kanseri hiicre hattinda da normal

ortama kiyasla hipoksik ortamda CA VII ifadesinde 6nemli bir artis saptanmustir.

Sonug olarak bu g¢alismada kanser ilgili ¢ok sayida iiyeyi igeren karbonik anhidraz
ailesinde CA VIl gen ifadesi mRNA ve protein diizeyinde farkli hiicre hatlarinda
calistlmistir. Literatiir incelendiginde Yang ve ark. 2015 yilinda kolorektal kanser
dokularin yaptig1 calismada da azalan CA VII ifadesi goriilmiistiir. Bu sonuglar neticesinde
azalan CA VII ifadesinin kotii prognoz ile iliskisi vurgulanmistir. Calismamizda
kullandigimiz HT-29 kolon kanseri hiicre hattindaki azalan CA VII ifadesi Yang ve ark.
yaptig1 calismay1 desteklemektedir. Calismada kullanilan HUVEC, Hep3B, PC3 ve LnCaP
hiicre hatlarinda CA VII ifadesinin arastirllmasma yonelik litaretiirde bir bilgi
bulunmamaktadir ve tarafimizca ilk defa sunulmustur. Farkli malignitelerde ve kanser
tiplerindeki CA VII' nin prognostik degerine iliskin tutarsiz sonuglar, prognostik etkisinin
dokuya bagl olabilecegini ve malignite tipine gore degistigini gostermektedir. CA VII' nin
kanserlesme siirecindeki prognostik Oneminin altinda yatan mekanizma su anda

bilinmemektedir ve daha fazla arastirilma yapilmasi gerekmektedir.

Calismamizda bu genin kanserde etkin bir mekanizma olan hipoksideki durumu genis bir
hiicre modeli yelpazasinde ortaya konmustur. Ayrica iyi bir model organizma olan C.
elgans’lardaki CA VII benzeri genlerin ifadeleri de ¢alismaya dahil edilmistir. Calismada
artan ceHIF ifadesi hipoksinin olustunu kanitlamaktadir. CAH-3, CAH-4 ve CAH-5
genlerinin ifadesi tiim saat gruplarinda normal ortama kiyasla hipoksik ortamda azalmigstir.
C.elegans’ta hipoksik kosullarda CA VII benzeri genlerinin ifadesi ile ilgili yapilan bu
caligma ilk defa literatiire tarafimizca sunulmustur. Calisma sonuglari insan hiicre
modelleri ile koreledir. Calismamiz kapsaminda elde edilen tiim verilerin kanser ilgili bir
gen olan CA VII’ nin ileri regiilasyonunu aydinlatmaya yo6nelik yapilacak olan galigmalara
onemli bir yol gosterici olacagi kanaatindeyiz. Tiim bu ¢alismalar tiim insanlig1 etkiyen
covid 19 salgin1 siiresinde zorlu kosullarda yapilmaya calisilmistir. Hem malzeme temini

hemde fiziki kosullarin yetersizligi ¢alismay1 zorlastirmis olsa da tamamlanabilmistir.

62



5. KAYNAKLAR (APA)

Abudara V, Jiang RG, Eyzaguirre C. Behavior of junction channels between rat glomus
cells during normoxia and hypoxia. J Neurophysiol. 2002 Aug;88(2):639-49. doi:
10.1152/jn.2002.88.2.639. PMID: 12163517.

Ahlskog JK, Schliemann C, Marlind J, Qureshi U, Ammar A, Pedley RB, Neri D. Human
monoclonal antibodies targeting carbonic anhydrase IX for the molecular imaging
of hypoxic regions in solid tumours. Br J Cancer. 2009 Aug 18;101(4):645-57. doi:
10.1038/sj.bjc.6605200. Epub 2009 Jul 21. PMID: 19623173; PMCID:
PMC2736829.

Banova Vuli¢ R, Zdurien¢ikova M, Tyciakova S, Benada O, Dubrov¢akova M, Lakota J,
Skultéty I. Silencing of carbonic anhydrase I enhances the malignant potential of
exosomes secreted by prostatic tumour cells. J Cell Mol Med. 2019
May;23(5):3641-3655. doi: 10.1111/jcmm.14265. Epub 2019 Mar 27. PMID:
30916466; PMCID: PMC6484292.

Barriére A, Félix MA. Isolation of C. elegans and related nematodes. WormBook. 2014
May 2:1-19. doi: 10.1895/wormbook.1.115.2. PMID: 24803426.

Bootorabi, F., Haapasalo, J., Smith, E., Haapasalo, H. and Parkkila, S. (2011) Carbonic
anhydrase VIl-a potential prognostic marker in gliomas. Health, 3, 6-12.
doi: 10.4236/health.2011.31002.

Bottcher, A. Waheed, W.S. Sly, Membraneassociated carbonic anhydrase from the crab
gill: Purification, characterization, and comparison with mammalian Cas, Arch.
Biochem. Biophys., 312 (1994) 429-435

Carter, N.D.; Fryer, A.; Grant, A.G.; Hume, R.; Strange, R.G.; Wistrand, P.J. Membrane
specific carbonic anhydrase (CAIV) expression in human tissues. Biochim.
Biophys. Acta 1990, 1026, 113-116.

Cerami, E.; Gao, J.; Dogrusoz, U.; Gross, B.E.; Sumer, S.0O.; Aksoy, B.A.; Jacobsen, A,;
Byrne, C.J.; Heuer, M.L.;Larsson, E.; et al. The cBio Cancer Genomics Portal: An
open platform for exploring multidimensional cancer genomics data: Figure
1. Cancer Discov. 2012, 2, 401-404.

63



Dai HY, Hong CC, Liang SC, Yan MD, Lai GM, Cheng AL, Chuang SE. Carbonic
anhydrase Il promotes transformation and invasion capability in hepatoma cells
through FAK signaling pathway. Mol Carcinog. 2008 Dec;47(12):956-63.
d0i:10.1002/mc.20448. PMID: 18444244,

Datta R, Waheed A, Bonapace G, Shah GN, Sly WS. Pathogenesis of retinitis pigmentosa
associated with apoptosis-inducing mutations in carbonic anhydrase 1V. Proc Natl
Acad Sci USA 2009;106(9):3437e42.

Davis MW, Somerville D, Lee RY, Lockery S, Avery L, Fambrough
DM. Mutasyonlar Caenorhabditis elegans . 1995;15 : 8408-8418.

De Simone G, Scozzafava A, Supuran CT. Which carbonic anhydrases are targeted by the
antiepileptic  sulfonamides and sulfamates? Chem Biol Drug Des
2009;74(3):317e21.

Del Giudice R, Monti DM, Truppo E, Arciello A, Supuran CT, De Simone G, Monti SM.
Human carbonic anhydrase VI protects cells from oxidative damage. Biol Chem.
2013 Oct;394(10):1343-8. doi: 10.1515/hsz-2013-0204. PMID: 23851572.

Derry, W. B., Putzke, A. P., & Rothman, J. H. (2001). Caenorhabditis elegans p53: role in

apoptosis, meiosis, and stress resistance. Science, 294(5542), 591-595.

Di Fiore A, Monti DM, Scaloni A, De Simone G, Monti SM. Protective Role of Carbonic
Anhydrases Il and VII in Cellular Defense Mechanisms upon Redox Unbalance.
Oxid Med Cell Longev. 2018 Aug 5;2018:2018306. doi: 10.1155/2018/2018306.
PMID: 30154947; PMCID: PMC6098850.

Dodgson, S.J.; Forster, R.E.; Storey, B.T. The role of carbonic anhydrase in hepatocyte
metabolism. Ann. N. Y. Acad. Sci. 1984, 429, 516-524.

Fasseas, M. K., Tsikou, D., Flemetakis, E., & Katinakis, P. (2010). Molecular and
biochemical analysis of the B class carbonic anhydrases in Caenorhabditis

elegans. Molecular biology reports, 37, 2941-2950.

Fasseas, M. K., Tsikou, D., Flemetakis, E., & Katinakis, P. (2011). Molecular and
biochemical analysis of the a class carbonic anhydrases in Caenorhabditis

elegans. Molecular biology reports, 38, 1777-1785.

64



Fujikawa-Adachi, K.; Nishimori, I.; Taguchi, T.; Onishi, S. Human carbonic anhydrase
XIV (CA14): CDNA cloning, mRNA expression, and mapping to chromosome
1. Genomics 1999, 61, 74-81.

Gao BB, Chen X, Timothy N, Aiello LP, Feener EP. Characterization of the vitreous
proteome in diabetes without diabetic retinopathy and diabetes with proliferative
diabetic retinopathy. J Proteome Res 2008;7(6):2516e25.

Gilbert F. Disease genes and chromosomes: disease maps of the human genome.
Chromosome 16. Genet Test. 1999;3(2):243-54. doi: 10.1089/gte.1999.3.243. No

abstract available. Citation on PubMed

Haapasalo, J., Nordfors, K., Jarveld, S., Bragge, H., Rantala, 1., Parkkila, A. K., Haapasalo,
H., & Parkkila, S. (2007). Carbonic anhydrase Il in the endothelium of glial
tumors: a potential target for therapy. Neuro-oncology, 9(3), 308-313.
https://doi.org/10.1215/15228517-2007-001

Hall, R. A., Vullo, D., Innocenti, A., Scozzafava, A., Supuran, C. T., Klappa, P., &
Miihlschlegel, F. A. (2008). External pH influences the transcriptional profile of
the carbonic anhydrase, CAH-4b in Caenorhabditis elegans. Molecular and
biochemical parasitology, 161(2), 140-149.

Halmi P, Parkkila S, Honkaniemi J. Expression of carbonic anhydrases Il, IV, VII, VIII
and XII in rat brain after kainic acid induced status epilepticus. Neurochem Int.
2006 Jan;48(1):24-30. doi: 10.1016/j.neuint.2005.08.007. Epub 2005 Nov 4.
PMID: 16271802.

Hanahan, D. and Weinberg, R.A. (2000) The Hallmarks of Cancer. Cell, 100, 57-70.
https://doi.org/10.1016/S0092-8674(00)81683-9

Hars, E. S., Qi, H., Jin, S. V., Cai, L., Hu, C., & Liu, L. F. (2007). Autophagy regulates
ageing in C. elegans. Autophagy, 3(2), 93-95.

Hen N, Bialer M, Yagen B, Maresca A, Aggarwal M, Robbins AH, et al. Anticonvulsant
4-aminobenzenesulfonamide derivatives with branched-alkylamide moieties: X-
ray crystallography and inhibition studies of human carbonic anhydrase isoforms I,
I1, VII, and XIV. J Med Chem 2011;54(11):3977e81.

65


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/10464676
https://doi.org/10.1215/15228517-2007-001

Hen N, Bialer M, Yagen B, Maresca A, Aggarwal M, Robbins AH, et al. Anticonvulsant
4-aminobenzenesulfonamide derivatives with branched-alkylamide moieties: X-
ray crystallography and inhibition studies of human carbonic anhydrase isoforms I,
I1, VI, and XIV. J Med Chem 2011;54(11):3977e81

Hewett-Emmett D, Tashian RE. Functional diversity, conservation, and convergence in the
evolution of the alpha-, beta-, and gamma-carbonic anhydrase gene families. Mol
Phylogenet Evol. 1996 Feb;5(1):50-77. doi: 10.1006/mpev.1996.0006. PMID:
8673298.

Idrees, D.; Kumar, S.; Rehman, S.A.A.; Gourinath, S.; Islam, A.; Ahmad, F.; Imtaiyaz
Hassan, M. Cloning, expression, purification and characterization of human
mitochondrial carbonic anhydrase VA. 3 Biotech 2016, 6.

Ivanov, S., Liao, S. Y., Ivanova, A., Danilkovitch-Miagkova, A., Tarasova, N., Weirich,
G., Merrill, M. J., Proescholdt, M. A., Oldfield, E. H., Lee, J., Zavada, J., Waheed,
A., Sly, W., Lerman, M. |., & Stanbridge, E. J. (2001). Expression of hypoxia-
inducible cell-surface transmembrane carbonic anhydrases in human cancer. The
American journal of pathology, 158(3), 905-919. https://doi.org/10.1016/S0002-
9440(10)64038-2

Jiang B,Ren C, Li Y, Lu Y, Li W, Wu Y, Gao Y, Ratcliffe PJ, Liu H, Zhang C. Sodium
sulfite is a potential hypoxia inducer that mimics hypoxic stress in Caenorhabditis
elegans. J Biol Inorg Chem. 2011 Feb;16(2):267-74. doi: 10.1007/s00775-010-
0723-1. Epub 2010 Oct 30. PMID: 21057967.

Joseph R. Nevins, The Rb/E2F pathway and cancer, Human Molecular Genetics, Volume
10, Issue 7, 1 April 2001, Pages 699-703, https://doi.org/10.1093/hmg/10.7.699

Kaletta T, Hengartner MO. Finding function in novel targets: C. elegans as a model
organism. Nat Rev Drug Discov. 2006 May;5(5):387-98. doi: 10.1038/nrd2031.
PMID: 16672925.

Kingsley LA, Fournier PG, Chirgwin JM, Guise TA. Molecular biology of bone
metastasis. Mol Cancer Ther. 2007 Oct;6(10):2609-17. doi: 10.1158/1535-
7163.MCT-07-0234. PMID: 17938257.

66


https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64038-2
https://doi.org/10.1016/S0002-9440(10)64038-2
https://doi.org/10.1093/hmg/10.7.699

Koltai, Tomas (2020). An Innovative Approach to Understanding and Treating Cancer:
Targeting pH || Carbonic anhydrases, 157-176. doi:10.1016/B978-0-12-819059-
3.000071

Kummola, L.; Himéldinen, J.M.; Kiveld, J.; Kiveld, A.J.; Saarnio, J.; Karttunen, T.;
Parkkila, S. Expression of a novel carbonic anhydrase, CA XIll, in normal and

neoplastic colorectal mucosa. BMC Cancer 2005, 5, 41.

Kummola, L.; Himéldinen, J.M.; Kiveld, J.; Kiveld, A.J.; Saarnio, J.; Karttunen, T.;
Parkkila, S. Expression of a novel carbonic anhydrase, CA XIll, in normal and

neoplastic colorectal mucosa. BMC Cancer 2005, 5, 41.

Lakkis MM, Bergenhem NC, Tashian RE. Expression of mouse carbonic anhydrase VII in
E. coli and demonstration of its CO> hydrase activity. Biochem Biophys Res
Commun. 1996 Sep 4;226(1):268-72. doi: 10.1006/bbrc.1996.1344. PMID:
8806625.

Lakota J, Dubrovcdkova M. Overexpression of CA1 mRNA and the CA I Protein in
Tumor Cells Does Not Change the Gene Expression of the ECM Proteins. Int J
Mol Sci. 2020 Jan 18;21(2):639. doi: 10.3390/ijms21020639. PMID: 31963697,
PMCID: PMC7014291.

Lehtonen J, Shen B, Vihinen M, Casini A, Scozzafava A, Supuran CT, et al.
Characterization of CA XIlI, a novel member of the carbonic anhydrase isozyme
family. J Biol Chem 2004;279(4):2719e27.

Liu, L.-C. Overexpression of carbonic anhydrase Il and Ki-67 proteins in prognosis of
gastrointestinal stromal tumors. World J. Gastroenterol. 2013, 19, 2473.

Lu X, Horvitz HR. lin-35 and lin-53, two genes that antagonize a C. elegans Ras pathway,
encode proteins similar to Rb and its binding protein RbAp48. Cell. 1998 Dec
23;95(7):981-91. doi: 10.1016/s0092-8674(00)81722-5. PMID: 9875852.

Matsui H, Murakami M, Wynns GC, Conroy CW, Mead A, Maren TH, et al. Membrane
carbonic anhydrase (IV) and ciliary epithelium. Carbonic anhydrase activity is
present in the basolateral membranes of the non-pigmented ciliary epithelium of
rabbit eyes. Exp Eye Res 1996;62(4):409e17.

67



Mincione F, Scozzafava A, Supuran CT. The development of topically acting carbonic
anhydrase inhibitors as antiglaucoma agents. Curr Pharmaceut Des
2008;14(7):649e54.

Montgomery JC, Venta PJ, Eddy RL, Fukushima YS, Shows TB, Tashian RE.
Characterization of the human gene for a newly discovered carbonic anhydrase,
CA VII, and its localization to chromosome 16. Genomics. 1991 Dec;11(4):835-
48. doi: 10.1016/0888-7543(91)90006-z. PMID: 1783392.

Murakami, H.; Sly, W.S. Purification and characterization of human salivary carbonic
anhydrase. J. Biol. Chem. 1987, 262, 1382—-1388.

Nagao, Y.; Platero, J.S.; Waheed, A.; Sly, W.S. Human mitochondrial carbonic anhydrase:
CDNA cloning, expression, subcellular localization, and mapping to chromosome
16. Proc. Natl. Acad. Sci. USA 1993, 90, 7623-7627.

Nishimori I, Minakuchi T, Onishi S, Vullo D, Scozzafava A, Supuran CT. Carbonic
anhydrase inhibitors. DNA cloning, characterization, and inhibition studies of the
human secretory isoform VI, a new target for sulfonamide and sulfamate
inhibitors. J Med Chem 2007;50(2):381e8.

Nyman, P.; Lindskog, S. Amino acid composition of various forms of bovine and human

erythrocyte carbonic anhydrase. Biochim. Biophys. Acta 1964, 85, 141-151.

Okuyan D, Aydogan Turkoglu S, Kockar F. Carbonic anhydrase Il is a new target of
HIFla in prostate cancer model. Gene. 2020 Dec 15;762:145034. doi:
10.1016/j.gene.2020.145034. Epub 2020 Aug 8. PMID: 32777521.

Parkkila, S., Lasota, J., Fletcher, J. et al. Carbonic anhydrase Il. A novel biomarker for
gastrointestinal stromal tumors. Mod Pathol 23, 743-750 (2010).
https://doi.org/10.1038/modpathol.2009.189

Pastorekova, S.; Zavadova, Z.; Kostal, M.; Babusikova, O.; Zavada, J. A novel quasi-viral

agent, Matu, is a two-component system. Virology 1992, 187, 620-626

Poyrazli, F. (2022). Prostat kanserinde normal ve hipoksik kosullarda KLK4 geninin TGF-
B ile regiilasyonu (Doktora tezi). Balikesir Universitesi Kurumsal Akademik Arsiv

veri tamanindan erisildi.

68



Proescholdt, M. A., Mayer, C., Kubitza, M., Schubert, T., Liao, S. Y., Stanbridge, E. J.,
Ivanov, S., Oldfield, E. H., Brawanski, A., & Merrill, M. J. (2005). Expression of
hypoxia-inducible carbonic anhydrases in brain tumors. Neuro-oncology, 7(4),
465-475. https://doi.org/10.1215/S1152851705000025

Raizen DM, Zimmerman JE, Maycock MH, Ta UD, You YJ, Sundaram MV, Pack Al.
Lethargus is a Caenorhabditis elegans sleep-like state. Nature. 2008 Jan
31;451(7178):569-72. doi: 10.1038/nature06535. Epub 2008 Jan 9. Erratum in:
Nature. 2008 Jun 12;453(7197):952. PMID: 18185515.

Ruusuvuori E, Li H, Huttu K, Palva JM, Smirnov S, Rivera C, et al. Carbonic anhydrase
isoform VII acts as a molecular switch in the development of synchronous gamma-
frequency firing of hippocampal CAl pyramidal cells. J Neurosci
2004;24(11):2699e707.

Sage J, Mulligan GJ, Attardi LD, Miller A, Chen S, Williams B, Theodorou E, Jacks T.
Targeted disruption of the three Rb-related genes leads to loss of G(1) control and
immortalization.  Genes  Dev. 2000 Dec  1;14(23):3037-50.  doi:
10.1101/gad.843200. PMID: 11114892; PMCID: PMC317090.

Sarnella, A., Ferrara, Y., Auletta, L., Albanese, S., Cerchia, L., Alterio, V., De Simone, G.,
Supuran, C. T., & Zannetti, A. (2022). Inhibition of carbonic anhydrases IX/XII by
SLC-0111 boosts cisplatin effects in hampering head and neck squamous
carcinoma cell growth and invasion. Journal of experimental & clinical cancer
research : CR, 41(1), 122. https://doi.org/10.1186/s13046-022-02345-x

Shaye DD, Greenwald I. OrthoList: a compendium of C. elegans genes with human
orthologs. PLoS One. 2011;6(5):e20085. doi: 10.1371/journal.pone.0020085. Epub
2011 May 25. Erratum in: PLoS One. 2014;9(1). doi:10.1371/annotation/f5ffb738-
al76-4a43-b0e0-249cdead5fe0. PMID: 21647448; PMCID: PMC3102077.

Sherman, T. A., Rongali, S. C., Matthews, T. A., Pfeiffer, J., & Nehrke, K. (2012).
Identification of a nuclear carbonic anhydrase in  Caenorhabditis
elegans. Biochimica et Biophysica Acta (BBA)-Molecular Cell Research, 1823(4),
808-817.

Sherr CJ, McCormick F. The RB and p53 pathways in cancer. Cancer Cell. 2002
Aug;2(2):103-12. doi: 10.1016/s1535-6108(02)00102-2. PMID: 12204530.

69


https://doi.org/10.1215/S1152851705000025

Sherr CJ. Principles of tumor suppression. Cell. 2004 Jan 23;116(2):235-46. doi:
10.1016/s0092-8674(03)01075-4. PMID: 14744434.

Sherr, C.J. (2000) The Pezcoller Lecture: Cancer Cell Cycles Revised. Cancer Research,
60, 3689-3695.

Sulston JE, Horvitz HR. Post-embryonic cell lineages of the nematode, Caenorhabditis
elegans. Dev Biol. 1977 Mar;56(1):110-56. doi: 10.1016/0012-1606(77)90158-0.
PMID: 838129.

Sulston JE, Schierenberg E, White JG, Thomson JN. The embryonic cell lineage of the
nematode Caenorhabditis elegans. Dev Biol. 1983 Nov;100(1):64-119. doi:
10.1016/0012-1606(83)90201-4. PMID: 6684600.

Supuran CT. Diuretics: from classical carbonic anhydrase inhibitors to novel applications
of the sulfonamides. Curr Pharmaceut Des 2008;14(7):641e8.

Swenson ER, Teppema LJ. Prevention of acute mountain sickness by acetazolamide: as
yet an unfinished story. J Appl Physiol 2007;102(4):1305e7.

Tang Y, Xu H, Du X, Lit L, Walker W, Lu A, et al. Gene expression in blood changes
rapidly in neutrophils and monocytes after ischemic stroke in humans: a
microarray study. J Cereb Blood Flow Metab 2006;26(8):1089¢e102.

Turkoglu, S. A., Okuyan, D., &amp; Kockar, F. (2019). TGF-B downregulates CAIII
expression via MAPK and PI3K signaling pathways in colon carcinoma and

osteosarcoma cells. Archives of Biological Sciences, 71(3), 393-401.

Tirkoglu, S. A., & Kogkar, F. (2012). Expression of Gapdh, B-Actin And B-2-
microglobulin genes under chemically induced hypoxic conditions in Hep3b and

Pc3 cells. Journal of Applied Biological Sciences, 6(3), 1-6.

Tiirkoglu, S. A., Poyrazli, F., Babacan, D., & Kocgkar, F. (2021). Hipoksi ve
Kanser. Journal of Advanced Research in Natural and Applied Sciences, 7(3), 450-
463.

Tiirkoglu, S. A., Tosun, S. G., & Kogkar, F. Farkli Hiicre Hatlarinda Hipoksik Kosullarda
ADAMTS-2 Ifadesinin Degisimi. Afyon Kocatepe Universitesi Fen Ve
Miihendislik Bilimleri Dergisi, 19(1), 22-33.

70



Uhlen, M.; Zhang, C.; Lee, S.; Sjostedt, E.; Fagerberg, L.; Bidkhori, G.; Benfeitas, R.;
Arif, M.; Liu, Z.; Edfors, F.; et al. Apathology atlas of the human cancer

transcriptome. Science 2017.

Vullo D, Voipio J, Innocenti A, Rivera C, Ranki H, Scozzafava A, Kaila K, Supuran CT.
Carbonic anhydrase inhibitors. Inhibition of the human cytosolic isozyme VII with
aromatic and heterocyclic sulfonamides. Bioorg Med Chem Lett. 2005 Feb
15;15(4):971-6. doi: 10.1016/j.bmcl.2004.12.052. PMID: 15686895.

Work Efficiently in Developmental Biology with Stereo and Confocal Microscopy: C.
Elegans. 2016 Sep; Leica microsystems. https://www.leica-
microsystems.com/science-lab/applied/work-efficiently-in-developmental-biology-
with-stereo-and-confocal-microscopy-c-elegans.

Wykoff CC, Beasley NJ, Watson PH, Turner KJ, Pastorek J, Sibtain A, Wilson GD,
Turley H, Talks KL, Maxwell PH, Pugh CW, Ratcliffe PJ, Harris AL. Hypoxia-
inducible expression of tumor-associated carbonic anhydrases. Cancer Res. 2000
Dec 15;60(24):7075-83. PMID: 11156414,

Yang GZ, Hu L, Cai J, Chen HY, Zhang Y, Feng D, Qi CY, Zhai YX, Gong H, Fu H, Cai
QP, Gao CF. Prognostic value of carbonic anhydrase VII expression in colorectal
carcinoma. BMC Cancer. 2015 Apr 1;15:209. doi: 10.1186/s12885-015-1216-y.
PMID: 25885898; PMCID: PMC4406128.

Yildirim, H., Karaman, M., & Kdogkar, F. (2017). The role of hypoxia response element in
TGFB-induced carbonic anhydrase 1X expression in Hep3B human hepatoma
cells. Archives of Biological Sciences, 69(4), 593-601.

Yoshiura K, Nakaoka T, Nishishita T, Sato K, Yamamoto A, Shimada S, Saida T,
Kawakami Y, Takahashi TA, Fukuda H, Imajoh-Ohmi S, Oyaizu N, Yamashita N.
Carbonic anhydrase 1l is a tumor vessel endothelium-associated antigen targeted
by dendritic cell therapy. Clin Cancer Res. 2005 Nov 15;11(22):8201-7. doi:
10.1158/1078-0432.CCR-05-0816. PMID:16299253.

Zévada, J., Zavadova, Z., Zat'ovicova, M., Hyrsl, L., & Kawaciuk, I. (2003). Soluble form
of carbonic anhydrase IX (CA IX) in the serum and urine of renal carcinoma
patients. British journal of cancer, 89(6), 1067-1071.
https://doi.org/10.1038/sj.bjc.6601264.

71



Zheng G, Peng C, Jia X, Gu Y, Zhang Z, Deng Y, Wang C, Li N, Yin J, Liu X, Lu M,
Tang H, He Z. ZEBL1 transcriptionally regulated carbonic anhydrase 9 mediates the
chemoresistance of tongue cancer via maintaining intracellular pH. Mol Cancer.
2015 Apr 15;14:84. doi: 10.1186/s12943-015-0357-6. PMID: 25890268; PMCID:
PMC4404088.

Zolfaghari Emameh, R., Barker, H. R., Syrjdnen, L., Urbanski, L., Supuran, C. T., &
Parkkila, S. (2016). Identification and inhibition of carbonic anhydrases from
nematodes. Journal of Enzyme Inhibition and Medicinal Chemistry, 31(sup4), 176-
184.

72



EKLER
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EK B: Biyoinformaik Analizler
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Sekil B.1: C.elegans CAH-3, CAH-4, CAH-5 ve insan CA I-CA XII amino ait

dizilerinin bioedit programi ile karsilastirilmasi
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Tablo B.1: insan CA ailesi iiyelerinin aminoait dizileri ile ve C.elegans CAH aminoait
dizilerinin benzerlik oranlar:

CeCAH-3 CeCAH-4 CeCAH-5
hCA 1 96% 91% 96%
hCA 2 98% 91% 97%
hCA 3 98% 91% 96%
hCA 4 83% 64% 77%
hCA 6 81% 76% 74%
hCA7 97% 79% 96%
hCA 8 82% 85% 88%
hCA9 53% 50% 57%
hCA 10 73% 74% 55%
hCA 11 80% 72% 83%
hCA 12 71% 62% 80%
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