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OZET

YONLENDIRILMIS MUTAGENEZ iLE KARBONIK ANHIDRAZ 9
PROMOTORUNUN FONKSIYONEL ANALIzi

YUKSEK LiSANS TEZi
MERVE KARAMAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BIiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: YRD. DOG. DR. HATiCE YILDIRIM )
(ES DANISMAN: PROF.DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, ARALIK - 2013

Karbonik anhidrazlar hayvanlardan, fotosentetik canlilara kadar neredeyse
tim canli hiicrelerde bulunan metaloenzimlerdir. Karbonik anhidraz 9 pH
regiilasyonunda rol oynayarak tiimor hiicrelerinin metastazinda ve hiicre
biliylimesinde 6nemli rol oynar. Kat1 tiimdrlerde CA9 ekspresyonu yiiksektir ve
biyobelirteg olarak kullanilmaktadir.

CA9 ve hipoksik kosullarin iligkisi ile ilgili c¢ok sayida caligma
bulunmaktadir. Calismamizda hipoksik kosullarda CA9’un regiilasyounda
onemli olan ve genin promotorunda bulunan HRE boélgesi mutasyona
ugratilmigtir. Transfeksiyon analizleri ile mutasyona ugratilan CA9 geninin
regiilasyonu 6zellikle hipoksik kosullarda incelenmistir. Ayrica tim caligmalar
normal oksijen sartlar1 altinda da yapilmistir. Normal oksijen seviyesinde ve
hipoksik sartlarda HRE mutant olan CA9 promotorunun aktivitesinin diistiigi
gozlemlenmistir.

Ayni1 zamanda calismamizin ikinci kisminda, TGFp sitokininin CA9
ekspresyon seviyesine etkileri hem hipoksik hem de normoksik kosullarda analiz
edildi. Hem RNA hem de protein seviyesinde TGFp sitokini uygulanan gruplarda
CA9 ekspresyonunun hipoksik sartlarda arttigi gozlemlendi. TGFp sitokinin
etkisinin aydinlatilmas1 ve sinyal yolaginin belirlenmesi amaciyla da gergek

zamanli PZR temelli mRNA analizleri ve protein analizleri yapildi.

ANAHTAR KELIMELER: CA9, Hipoksiya, HRE, mutasyon



ABSTRACT

FUNCTIONAL ANALYSIS OF CARBONIC ANHYDRASE 9 PROMOTOR
BY SITE-DIRECTED MUTAGENESIS
MSC THESIS
MERVE KARAMAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY _
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. HATIQ_E YILDIRIM )
SUPERVISOR: PROF.DR. FERAY KOCKAR
BALIKESIR, DECEMBER 2013
Carbonic anhydrases are metaloenzymes that found in almost all
organisims, animals to photosynthetic systems. Carbonic anhydrase 9 plays an
important role in pH regulation processes critical for tumor cell growth and

metastasis. CA9 expression in solid tumors is high and can be used as biomarker.

There are numerous studies on the relationship of CA9 and hypoxic
conditions. In our study, promoter region of the CA9 that has an important role in
the regulation of gene in hypoxic conditions, was mutated. Transfection assays
with mutated gene, particularly under hypoxic conditions was studied for the
analysis of the mutated gene regulation. In addition, all studies were performed
under normal oxygen conditions. We obtained that under hypoxic and normal
oxygen conditions, promoter activity of HRE mutated CA9 was decreased.

Also in the second part of this study, the effect of TGFf cytokine on CA9
expression level in both hypoxic and normoxic conditions were analyzed. Both
RNA and protein level in the group treated with TGFp cytokine, increased CA9
expression was observed under hypoxic conditions. Real time PCR based mMRNA
analysis and protein analysis were done aiming to determine the signalling

pathway of the TGFp cytokine.

KEYWORDS: CA9, Hypoxia, HRE, mutation
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1. GIRIS

1.1 Karbonik Anhidraz Ailesi

Karbonik Anhidraz enzimleri (CA, karbonat hidroliyaz E.C.4.2.1.1) ilk olarak
1932 yilinda kirmizi kan hucrelerinde kesfedilmislerdir. Mide ve bébrek ile yapilan
calismalarda temel olarak asit baz dengesini sagladiklari belirlenmistir [1]. Karbonik
anhidrazlarla ilgili ilk derleme makale ise Maren (1967) tarafindan yazilmistir.
2000’lere gelindiginde ise molekuler biyolojinin gelismesi sureci hizlandirarak kirmizi

kan hicrelerinde birgok CA izoformu kesfedilmesini saglamistir [2].

Karbondioksit molekulinin bikarbonat iyonu ve arti yukli hidrojen iyonuna
doénlsimunu katalizleyen bu enzimler, hlicre membraninda ve hiicre igindeki bir gok
yerde gaz degisimi, iyon transportu ve asit-baz dengesinin saglanmasi gibi olaylara

katilmaktadirlar.

CO, + H,O H,COg3 HCO; +H

Sekil 1.1: Karbonik Anhidrazlarin Genel Tepkime denklemi

1.1.1 Karbonik Anhidraz Ailesinin Simiflandirilmasi ve Fonksiyonlari

Karbonik anhidrazlar canlilarin hemen hemen hepsinde bulunmakla beraber
pH dengesi, iyon transportu, glukoneogenesis, bdbreklerde asit birikiminin
dizenlenmesi, beyin sivisinin olusumu, kemiklerin olusumu gibi bircok metabolik

aktivitede rol oynayan ginko metalloproteaz enzimlerdir.

Karbonik anhidrazlarin en ¢ok bilinen 3 sinifi a, 3, y'dir. Evrimsel agidan farkh
kdkenden gelip ayni gorevi Ustlendiklerinden dolayl konvergent evrime O6rnek
gosterilmektedir. y-sinifi CA’lar ilkin canhlar arkealarda ve eubakterilerde bunun
yaninda bazi bitkilerde bulunmustur. B-sinifi  CA’larin bitkilerde, alglerde,
mantarlarda, arkealar, eubakterilerde ve bazi omurgasizlarda gen ekspresyonunun

oldugu go6zlemlenmistir. Son olarakta Drosophila’da bulundugu kesfedilmistir. a-



sinift CA’lar arkealar harig diger tim canlilarda 6zellikle hayvanlarda gen
ekspesyonunun baskin oldugu en blylk gruptur. Bu gruplara ek olarak deniz

canlilarinda 6zellikle diatomlarda bulunan & ve ¢ siniflarida kesfedilmistir [3, 4, 5].

CA molekulinin aktif bélgesinde a, B, & ve y-sinifinda ¢inko bulunmaktadir.
y-sinifinda ¢inko yerine demir, deniz canlilarina ait ¢-sinifinda da c¢inko yerine

katmidyum bulunabilir.

a-sinifi CA’lar ailesine bagh 16 farkli CA izoenzimi agik¢a aydinlatiimistir [6].
Sadece onuglnln katalitik aktivitesi ve bir tanesinin (CAXV) insanlarda yalancigen
(psodogen) olarak inaktif halde bulundugu gosterilmistir [7]. Diger CA’lara gore a-
sinift CA’lar ¢ogunlukla monomerik haldedirler [1]. Ug¢ tane CA-bagimli protein
(CARP VIII, X, XI) bulunmustur ancak enzimatik bir fonksiyonlari bulunmamaktadir
[8,9].

a-sinift CA izoenzimlerin hicre icindeki dagihimlari farkhlik géstermektedir.
CA I-lll, CA VII memeli sitoplazmalarinda NHE1 izoformu Na(+)/H(+) degisimini
saglar, CA IV, CA9, CA Xll ve CA XIV hucre zarinda anyon dedgistiricisi olarak
bikarbonat iyonlarini tagimada goérevlidir. CA VI sut ve tukrik salgilarida gorevlidir.
CAV A — CAV B mitokondride bulunmaktadir ve pankreas beta hicrelerinden insilin
salgilanmasinda molekiller sinyal yolaginda gérev yapmaktadir. NonO/p54™
nlikleusta bulunmaktadir (Sekil 1.1) [10-18].

CA 1l biyolojik sivilarin uretiminde 6nemli rol oynar 6rnegin midede gastrik
paryatel hiicrelerin H* iyonu dengelenmesini saglar. CA 1l ve CA IV proteinleri bazi
tirlerde (murine ve porcine) inaktif haldedir, bunun nedeni bikarbonatga zengin
salginin dretilmesini sagladidi igindir [19-28]. Ayrica bircok kanser tirtiinde CAII
ekspresyonunda azalma goérilmekte. CAll'nin ektopik ekspresyonu yapildiginda
endotelyumda ki melanomlarda, ézefagus, bdbrek, akciger ve beyin kanserlerinde

yeni damar olugsumuna neden oldugu goérulmastar [29].



CA aktivitesi

Yiksek _E A
Orta I CAX
Daslk
Yok — CAVIII

— CAIl
— CAl

— CAIll

— CAXIII

CAVII

CAV

CA IV

CAVI

CAIX

CAXIV

CAXII

Sekil 1.2: Memeli hiicrelerindeki karbonik anhidraz izoformlarinin molekiiler soy
agaci, yapisal yerlesimleri ve enzimatik aktivitelerinin sematik gosterimi [30].

CA9 hicre biylimesi, hicre adezyonu ve malin hicre invazyonunda
gorevlidir ve genel olarak CA9 ekspresyonunu normal bdbrek dokularinda gérmek
olasi degdilken kanserli dokular da asir ekspresyonunun oldugu goérulmastar.

Bdylece kanser biyobelirtegi olarak kullaniimasini mimkun kilmaktadir.

1.2 Karbonik Anhidraz 9

1986 yilinda monoklonal antikor mMAbG250 olarak bdbrek kanseri
hucrelerinde ve normal dokularda ayni ekspresyon modelini gosterdigi tanimlandi.
Ancak bu ekspresyon seviyesindeki benzerlik normal bobrek hucrelerinde mAbG250
antijen ekspresyonu olmadigi onkogen aktivasyonu ya da viral bir enfeksyonun
neden olugu bulunmustur [31]. Ginimuzin en énemli hastaliklarindan birisi olan ve
kanser ile iligkisi tespit edilmis olan CA9 proteini 1994 yilinda MN/CA9 olarak
tanimlanmis ve ilk kez 1997 de izole edilmigtir. Daha sonra 1999 yilinda Pastorek ve

arkadaslari tarafindan promotoru karakterize edilmistir [32].



CA9 proteini 54 ve 58 kDa agirhginda bir glikoproteindir. Yapi olarak bir
sinyal peptit, protoglikan bodlgeye, CA aktif bolgesine, transmembran bolgesine ve
hiicre ici intrastoplazmik kuyruklara sahiptir [33]. Ug boyutlu yapisina bakildiginda
proteinin plazma membrani ile iligkili oldugu (Sekil 1.2) gérilmekte. CA9 dimer halde
bulunan bir proteindir ve 4 énemli domaini bulunmaktadir; N-terminal proteoglikan
(PG) domaini, katalitik domain (CA), transmembran domain (TM) ve intrasitoplazmik
(IC) domaini [34]. CA9 geninin lokasyonu 9.kromozomun kisa kolunda p13.3 ile

p13.2 arasinda olan boélgededir.

SP PG CA TMIC
1-37 53-111 135-391 415-459

156,174 226,228,239 336,409
His Cys

Cys

Sekil 1.3: CA9 proteinin ve geninin sematik gosterimi [35].

Karbonik anhidraz ailesinde PG domain sadece CA9’da bulunmaktadir ve bu
Ozellik hicre adezyon kuvveti, hucreler arasi iletisimi saglama gibi Ozellikler
vermektedir [36]. Bu yapisal 6zellikten yola g¢ikarak tumor hcrelerine invazyon
Ozelligi kazandirdigi  dusundlmektedir. CAQun  katalalittk domain  tam

aydinlatiimamasina ragmen evrimsel olarak korundugu icin diger izoformlarinda
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oldugu gibi fonksiyon gdstermekte oldugu dusunulmektedir. Yiksek seviyede CA9
ekspresyonu serviks kanseri, meme kanseri, akciger kanseri, beyin tumoru gibi

birgok kanser ¢esidi ile iligkilendirilmistir.

Metastatik 6zellie sahip bdbrek kanseri ile yapilan bir calismada yuiksek
CA9 ekspresyonunun hastalarin %62,5’inde tespit edilmis. Oranin bir yil iginde %83
ile %63 oranini (p=0,01) buldugunu gézlemlenmis [37].

CA9 aktivitesi etkisi altinda 6énemli bir protein vardir. Memeli hicrelerinde
Ozellikle epitel hicrelerde E-kaderin hiicre adezyonunda anahtar rol oynar. B-
kateninler E-kaderin ile iligkili olup adherinlerin baglanma bdlgesinde énemli bir

kompleks pargadir [38].

1.3 Karbonik Anhidraz 9 ve Kanser iliskisi

CA9 transmembran protein olup bilinen kanser iligkili karbonik anhidraz
izoenzimlerindendir Bobrek kanseri hlcre hattinda yapilan c¢alismalarda CA9
ekspresyonunun arttigi gorulirken normal bébrek hiicre hattinda CA9 ekspresyonu

gbzlenmemektedir.

[Kanser hi]creleri]

Glioma

"‘V’:'; T U

Kolon kanseri
Safra kesesi kanseri -----------
Pankareatik kanser ------------
Renal kanser

Mide
Kolon
Safra kesesi-----------------
Pankreas

cil

Sekil 1.4: Saglikli ve Kanser hiicrelerinde CA9 ekspresyon seviyesi [kaynak 39’dan
modifiye edilmistir]



CA9 ve CA 12 tumor iligkili CA ailesi tyeleridir ve ekspresyonlari hipoksiya
ile indlUklenmektedir. CA9 hlicre blylUmesi, hicre adezyonu ve malingn hicre
invazyonunda gorevli oldugu icin daha ¢ok arastiriimistir. Genel olarak CA9
ekspresyonunu normal dokular da gérmek olasi degilken kanserli dokular da asiri
ekspresyonunun oldugu goérulmuistir [40-46]. Birgok galismada belirtilen CA9'un
roli; tumoér hicre blyUmesi, adezyonu ve tUmorll  hicrelerin yasamini
desteklemektir [47-49]. Ozellikle kati timérlerde CA9 ekspresyonu, timoriin teghisi
ve gelisimi hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu enzim biyobelirte¢ olarak

kullanilabilmektedir.

Bu membran bagl timor iligkili izoenzimin eksrasellller pH’y1 kontrol ettigi ve
boylelikle katepsin B ve matriks metaloproteaz B (MMP-9) gibi hicre yuzey
proteazlarinin aktivasyonuna etkimesi bu enzimin sadece hipoksiya igin degil ayrica

kanser tedavisi icin de 6nemli oldugunu gostermektedir [50-51].

CAQ9 ile bobrek kanseri hastalarinda klinik ve klinik dncesi yapilan galismada,
kanser tanisini koymada ekspresyon seviyesindeki artisin ylksek dozda IL-2

uygulamasi ile engellenebildigi gosterilmistir [21].

Kanser hicre hatlaninda CA9a 06zgu tasarlanan RNAIi ile yapilan
¢alismalarda CA9Q’un hipoksiya ve normal oksijen kosullarinda timor hiicrelerinin
yasamasi ve varligini surdurebilmesi igin dnemli oldugunu, gostermigtir. CA9’a 6zgu
tasarlanan RNAI uygulanan huicrelerde hipoksiya sebepli CA aktivitesi tamamen
bloke edildiginde, timor hicrelerinin blyumelerinde gerileme ve hipoksik

kosullardaki yagsamlarinda yari yariya bir azalma oldugu gézlenmistir [52-53].

1.4 Hipoksik Durum Nedir?

Kati timoérlerin kilit o&zelliklerinden biri de timoér merkezinde hipoksik
bélgelerin varhigidir. Timorlerin boyutu buyidikge, hicreler yetersiz kalan oksijenini
ve besinini kandan saglar. Tumorler bu sorunu anjiogenesisde 6enmli olan VEGF’in
artan ekspresyonu ve timérde damarlasmayi arttirarak ¢ézmektedirler. Sonug
olarak timdrun merkezindeki bdlge ciddi sekilde hipoksik hale gelmektedir. Bu
baglamda, hipoksik kosullardaki tumor hucreleri incelendiginde, oksijen yogunlugu
5-10 mm/Hg araliginin altina dugmeye baslar baslamaz hucrelerin 0ldugu

belirlenmigtir [54]. Bu 0zel sistemin en 6nemli Uyesi olan HIF-1 tumaor hucreleri igin



hayatta kalma genlerinden biridir ve enerji metabolizmasi, anjiyogezesis ve

metastasta duzenleyicilerin aktivasyonundan sorumlu genlerdendir.

Mikrogevredeki hipoksiya halinde ise adaptasyon protein aktivite degisimleri
ve gen ekspresyon degisimleriyle kontrol edilmektedir [55-57]. Hipoksi-indUklenebilir
faktér 1 (HIF-1) oksijen dengesinin temel dizenleyicisidir [58]. Oksijen miktarinda
azalma durumunda transkripsiyon faktéri olan Hif-1 proteininin transkripsiyonel
aktivesini saglayarak ilgili genlerin ekspresyon seviyelerinde degisikliklerine neden
olmaktadir [59].

Hif-1 proteini heterodimer halde bulunan trankripsiyonel komplekstir.
Hucresel oksijen konsantrasyonu seviyesindeki degisimde hedef gen haline gelir. Bu
proteinin kodlanmasi onkojenik olusumlar, hicrelerin hayatta kalimi, proliferasyon
invazyon ve metastas gibi siUreclerde dnemlidir. Hif-1 hetorodimer yapisi sdrekli
ekspre olan Hif1p alt Unitesi ve dlUzenleyicisi Hifta alt Unitelerinden olusmaktadir.
Hif1a alt Unitesi ekspresyonu ve transkripsiyonel aktivite dizeyi hlicre i¢i oksijen

miktarina bagh olan bir proteindir [60].

Hif1a’'nin G¢ izoformu oldugu kesfedilmistir bunlar; Hif1a, Hif2a ve Hif3a’dir
(Sekil1.4). Hifta ve Hif2a yapisal olarak benzerdir ve hizli bir sekilde hipoksik
kosulara vyanit verebilmektedirler. Hif3a hakkinda literatirde fazla bilgiye
rastlanmamistir ve tam olarak agiklanamamistir. Bu izoformlarinin haricinde cgesitli
varyantlari bulunmaktadir. Bu varyantlari Hifta alt Unitesi gibi Hifin gen
ekspresyonunda goérev almamaktadirlar. Hif1a dokularda genis bir dagilima sahip
iken Hif2a hicre tiplerine 6zgudur ve ayri biyolojik roli bulunmaktadir. Her ne kadar
Hif-1 ve Hif-2 benzer sekilde reglle etselerde farkli genlerde goérev alirlar [61]. Daha
spesifik olarak; karaciger hiicrelerinde her iki izoformun farkl kinetik profilleri vardir.
Hif1a hipoksik yanita ¢ok hizli bir sekilde cevap verir ve bazal seviyeye erken doner.
Hif2a ekspresyonu geg¢ olur ancak uzun surelidir. Bu da iki alt Gnitenin koordineli

calistigini akla getirir [62].

1

HiF-1a [CTBACET FAS T [ Sooo_|nTAD]] [STAD) s2e
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Sekil 1.5: Hifla, Hif2a ve Hif30’nin yapisal olarak domainlerinin gosterilmesi [63].



Hif1a ve Hif2a bazik sarmal-halka-salmal yapisina sahip bir traskripsiyon
faktortidir ve N-terminal kisminda PER-ARNT-SIM (PAS) domaini bulunmaktadir
(Sekil1.4). Heterodimerizasyonu ve DNA’'ya baglanma bdlgesi olan Hipoksiya
Response Element (HRE)'e baglanmayi bu domainle gergeklestirmaktedir. Hipoksik
ortamda upregiile olan HIF proteini gen promotér bolgeleri (izerinde yer alan hipoksi
yanit elementi (HRE; CGTG) baz dizisine baglanir [64]. Oksijen seviyesi duyarhligi
ve regullasyonu Oksijen Depended Degradation (ODD) domain olarak adlandirilan
Ozellige dayanmaktadir. Bu domain Hif1a regllasyonunda normoksik kosullarda
Von Hippel Lindau proteini (pVHL) boélgesine baglanarak proteinin ubikitinlenmesini
gerceklestirir [65].

Prolinlerin hidroksillenmesi demir ve oksijen bagiml olarak prolin hidroksilaz
enzimlerince gergeklesir. Hipoksi varliginda hidroksilaz enzimleri oksijen azlhdina
bagl olarak fonksiyon géremezler ve Hif1a proteini yikimi engellenerek hiicre iginde
birikkmeye baglar. Oksijen varliginda Hif1a’nin transkripsiyonel aktivasyonu da
engellenmektedir. pVHL proteininin ve bir ko-represor olan HiF baskilayici faktor
(FIH) proteininin (zerine, histon deasetilaz (HDAC) kompleks proteininin
baglanmasiyla HIF aktivasyonu baskilanir. Hif1a proteini 803 nolu asparajin amino
asitinin de hidroksillenmesi ile transkripsiyonel ko-aktivator protein p300’Gn bu
bolgeye baglanmasi engellenmektedir. Hipoksik kosullarda gerek Hifta’'nin
yikilmasina neden olan gerekse transkripsiyonel baskilanmasina neden olan
enzimler calisamazlar ve Hif1a hiicre sitoplazmasinda birikir, cekirdek icine goc¢
eder ve burada Hif1 alt Unitesiyle birlesir. Bu sayede oksijen varliginda Hif1a
proteini yikilirken, oksijen miktari azalinca hiicre igi HiIF1a protein miktari artar ve

transkripsiyonel olarak da aktif duruma gecer [55].



Normoksik Hipoksik
Ortamda AR Ortamda

P Kin  pse

——

—Hedef GEN

Sekil 1.6: Hipoksik ve Normoksik ortamlarda Hiflo’ nin regiildsyonunun sematik
olarak gosterimi [55]

insan ve hayvanlardan elde edilen érneklerde Hifla’nin mRNA ve protein
seviyesinin kanser olugsumu sirasinda artis oldugu goérulmis ve anjiyogenesis
(VEGF), glukoz transport (GLUT1) ve PI3K/AKT yolagindaki artigla korele oldugu
tespit edilmistir [66]. Bircok timdrde Hif-1 proteinin asiri ekspresyonu gorulmuagtir
[67-68]. Hif yolaginda Hifta’'nin asirn ekspresyonunun radyoterapi ve kemoterapiye
dire¢ gelistirmesine yol agmaktadir. TUmor igerisinde hipoksiya gelismesi timorin
agresif ve metastazik 6zellik kazandirmasina neden olmaktadir. HiF miktarinin

timor evresi ve prognozuyla da korelasyon gdsterdigi 6ne sirilmektedir [69].

Bu baglamda, Hif1a regulasyonunu anlamak Hif yoladi ¢alismalarinda bize
kansere kargi tedavi stratejilerinde gesitli bilgiler saglayacaktir.



1.5 Hipoksiya Yolagi ve CA9’u Regiile Etmesi

Karbonik anhidraz enzimleri, pH'nin regulasyonu igin onemlidirler ve
literatiirde timorle iliskili olan CA9'un siki bir sekilde HiF1 (Hipoksiya inducible
Factor) yolagi ile kontrol edildigi belirtilmistir. Hipoksik kosullarda, Hifl& yoluyla aktif

hale gelen 50’den fazla gen bulunmaktadir. Bu genlerden CA9 hiicre zarina lokalize

oldugu ve kararhhigi nedeniyle gtvenilir bir hipoksi belirtecidir [70-71].

CA9 ekspresyonu dusuk oksijen varhiginda artmakta ve CA9un
transkripsiyonu temel olarak Hipoksiya arttirici faktdr (HiF-1) transkripsiyon faktori
tarafindan kontrol edilmektedir [72]. Diger pozitif regllatér elementlerininde CA9'da
olan etkisi aydinlatimasina ragmen (6rnedin SP1 transkripsiyon faktorl) asiri
regulasyonu HIF-1 aktivitesi ile iligskilendiriimektedir. Buna 6rnek olarak Hipoksiya
cevap faktord (HRE) CA9 promotdr bolgesinde yaygin olarak karakterize edilmis ve
tek basina CA9'un transkripsiyonel regilasyonunda énemli bir genetik faktor oldugu
gOsterilmistir [73]. Diger pozitif dizenleyicilerin CA9 transkripsiyonel kompleksinin

dizgun siralanmasi i¢in 6nemli oldugu hipotezi 6ne strilmustir [74].

Tumorde oksijen yetersiz oldugu icin enerji saglamak icin anaerobik glikolize
gidilmektedir ve laktik asit ile H" agiga ¢ikmaktadir. Sonugta ortamin pH'1 degisir.
Hipoksiya, asidik pH ile iligkili olarak tim&r buyidmesini arttirici bir faktordir. Yuksek
hicre yogunlugunda, CA9 transkripsiyonunun artmasiyla c¢evresel hipoksiya
meydana gelir. Bu durum SP1/SP3 ile HIF-1 beraber ekspresyonuna etki etmesiyle
iliskilidir (Sekil 1.5) [75-76].

Normal oksijen sartlarinda CA9 promotor bdlgesi bazal durumda bulunur.
Yuksek hicre yogunlugunda olusan hipoksik kosullarda ise Faktor X ile SP1/SP3‘Un
kompleks olusturmasiyla HIF-1’in transkripsiyonu arttirilir. Hiicre yogunluguna bagh
olmayan hipoksi durumunda ise HIF-1'in normal transkripsiyonu s6z konusudur.
Hipoksik kosullarda ve duguk hicre yodunlugu oldugu durumlarda ise SP1/SP3

transkripsiyon faktorleri HIF-1’intranskripsiyonunu asiri drecede arttirir [69,77].
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Sekil 1.7: CA9 promotérunun transkripsiyonuna degisik oksijen ve hiicre yogunlugu
durumlarida SP1/SP3 ve HIF-1 trankripsiyon faktorlerinin etkisi [77]

Hipoksiyada inaktive olan VHL HIF-1'in hlcre igerisinde birikmesine neden
olur. CA9 Iliskili timorlerde hipoksik sartlarin HIF-1 aktivasyonuna ve CA9’un
upregulasyonuna neden oldugu belirlenmigtir. CA9 promotdrinde HIF-1 baglanma
bolgesi oldugu (HRE) biyoinformatik analizlerle gosterilmistir [78]. Bir¢cok ¢aligmada
CA9Q'un asiri ifadesi hlcreler arasi pH 6nemli rol oynadigi ve bdylece tumorli
hicreler uygun ortam olusturdugu tespit edilmistir [79-81]. Hlcreler arasi boélgede

disUk pH tiumore invazyon ve metastatik 6zelligi kazandirmaktadir [82-84].

insan kolon kanseri hiicrelerinde HIF-1'in asiri ifadesi Matrigel’de invazyon
artisina neden olmustur. HIF-1 proteini a-altbirim yonelik RNA engellenmesi (RNAI)
ile invazyona etki ettigi gortlmastir [85]. Bircok g¢alismada HIF-1 ekspresyonu ile
CA9un asiri ifadelenmesi arasinda pozitif bir korelasyon oldugu goérulmastar.

invazyonun HIF-1 ile dogrudan etki gdsteren objektif bilgi literatiirde eksiktir.
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1.6 Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGFp ) ve CA9’a Etkisi

TGF-B (Transforming Growth Factor) bilinen en gugli immun baskilayici
faktordar. TUmor hicreleri tarafindan salgilanan TGF-3 duzeyi metastatik potansiyel
ile dogru orantihdir [86,87]. Cogu dnemli sitokinin salgilanmasini baskilar. Sitotoksik

T-lenfositlerin diferansiye olmalarini engeller [36].

TGF-B; 112 amino asitten olusan ayni buyuklikte iki alt Unite igeren 25kDa
agirhgindaki peptidlerdir. Yapisal olarak transforme edici blyime faktérii homolog
dimerik protein ailesidir. a tek zincirli bir polipeptitdir, B ise disilfid bagl iki aminoasit
zincirine sahip, dimerik bir polipeptitdir [88,89]. Bu aile TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3
olarak U¢ memeli izoformundan olugsmaktadir. Bu aile Uyelerinin reseptorleri
digerlerinden farkl olarak serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir ve bu nedenle

sinyal transduksiyonunu farkl etkiler [86,69].

Cesitli hiicrelerde; hiicresel gog, proliferasyon ve farklilagsma stimilasyonu ile
birlikte inhibisyonunu da gergeklegtirebilen multifonksiyonel bir peptidtir.
Ekstraselller matriks formasyonu ve hicre ylzey molekillerinin olusmasinda goérev
alir [86].

TGF, timor olusumunda iki farkh etkisi bulunmaktadir. Timor olusumunun
ilk safhasinda tiumor baskilayici gibi davranirken; ileri safhalarinda timoéru aktive
edici gibi davranir [69,90]. In vivo ¢aligmalar da TGF-B’'nin virislere ve allojenik

tumorlere karsi bagisiklik yanitini baskiladigr gésterilmistir. [91]

TGF-B sitokinlerin baslattigi hidcre igi sinyal iletim kaskadinida bloke
etmektedir (6rnegin: protein tirozin kinazlar PTK, JAK2; mitojenle aktiflenen protein
MAP; nukleer protein STAT1) [91]. MAP Kinaz ve ERK yolaklari TGF-f tarafindan
fosforillenerek aktif hale getirildikleri ayni zamanda bu yolaklar ile, SMAD
proteinlerini etkilerler. MAP Kinaz yolagli Okaryotik hicrelerde gen ifadesinin
dizenlenmesinde rol almaktadir. Bazi calismalar ERK yolaginin SMAD
proteinlerinin fosforillenerek pozitif etkileri oldugunu goésterirken, bazilarida SMAD
2/3/4 aktivasyonunun ERK yolagi ile, bu proteinlerin c¢ekirdege yerlesimini
engelledigini ve bdylece SMAD aracili transkripsiyonu durdurdugunu gdéstermistir
[53,92].
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Sekil 1.8: TGF-B Yolag1 veGen Regiilasyonu [ 93].
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1.7 Amag

Bu tez galismasinda TGF B baglantili, insan karbonik anhidraz 9 geninin
regllasyonunun detaylandiriimasi amaglanmigtir. CA9 promotorunun hipoksik

cevap elementi tasididi ve hipoksik kosullar altinda Hif 1 a tarafindan regule oldugu

daha énce, Pastorek ve arkadaslarinca gésterilmistir [21]. Ote yandan TGF B
sitokinin CA9 genin ifadesini mMRNA ve protein dizeyinde arttirdigi Yildirm ve
Kockar tarafindan ifade edilmistir [94]. Calismamizin temel amaci; TGF B sitokinin
etkisini hipoksik response element Uzerinden mi yoksa farkli mekanizmalarla mi
gerceklestirdiginin  belirlenmesidir ve bu baglamda asagida detaylari verilen

basmaklarin sirasiyla gergeklestiriimesi amaglanmigtir.

1. PGL2 vektorine klonlanmis hCA9 promoturunun 154 bg¢'lik kisminin
salinan haberci vektor sistemi olan pMetLuc vektori icine PCR stratejisi
ile alt klonlama yapilmasi.

2. DNA dizileme ile klonlanan hCA9 promotorunun 154 bg¢’lik kisminin
biyoinformatik programlarla dogrulanmasi.

3. Yonlendirilmis mutagenez teknigi ile pMetLuc igerisinde klonlanan hCA9
promotorunun 154 bg¢’lik dizisinde HRE dizisinin oldugu bdlge Adenin
bazi yerlestirilerek mutasyon yapilmasi.

4. HRE mutant ve vyabanil 154bg¢’lik promotor parcalarinin gegici
transfeksiyon yontemi ile insan hepatoma hicrelerine (Hep3B)
aktariimasi, gegcici ifadesinin olusturulmasi, hipoksik ve normoksik
ortamlarda karsilastiriimali fonksiyonel analizinin yapilmasi.

5. Bazal aktiviteleri gegcici transfeksiyon ile belirlenen, yabanil ve mutant
hCA9 promotor bdlgesine, TGF sitokininin etkisinin belirlenmesi.

6. HRE dizisinin normal oksijen kosullari altinda ve hipoksik kosullar altinda
etkisinin arastiriimasi icin 9 tekrarli HRE bodlgesi pMetLuc vektorl icine
klonlanmasi.

7. TGF B sitokinin insan hepatoma hucrelerine (Hep3B) normoksik ve
hipoksik kosullardaki sitotoksik etkisinin MTT yontemi ile arastiriimasi.

8. TGF B sitokinin CA9 promotoruna etkisinin normoksik ve hipoksik sartlar
altinda, mRNA duzeyinde Real-time PZR yontemiyle ve protein
diizeyinde immunofloresans yéntemi ile belirlenmesi.

9. CA9 promotoru ve TGF B sitokinin iligkisine bazi inhibitérlerin etkisinin
mMRNA dizeyinde Real-time PZR yoéntemiyle ve protein dizeyinde

western blot ydntemi ile belirlenmesi (Sekil: 1.9).
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insan CA 9 Promotorunun Yonlendirilmis Mutagenez Teknigi ile
Fonksiyonel Analizi

Sekil 1.9: insan CA9 promotorunun Y®&nlendirilmis Mutagenez Teknigi ile
Mutasyonu ve Molekiiler Analizinin ¢alisma diyagrami
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Geregler

Tablo 2.1: Cahsmada Kullamlan Laboratuvar Gerecleri

Kullanilan Gereg¢

Modeli

-20°C ve +4°C Buzdolabi

Arcelik, Turkiye

-80°C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Calkalamali inkiibator

Shel-Lab, ABD GFL, Almanya

COz2'li inkubator

Nuair, ABD

DNA elektroforezi

Minicell Primo

Etuv

WTB German, Nuve Turkiye

Hassas Terazi

Sartorius, Almanya

inverted Mikroskop

Nikon, Japonya

Isitmali Manyetik Karigtirici

Velp Scientifica, ispanya

Jel Goruntileme UVP, ingiltere
Laminar Air Flow Telstar BIOII, ispanya
Luminometre Thermo, ABD
Mikro santrifuj Thermo, ABD

Otoklav Hirayama, Japonya

Otomatik pipetler Finnpipette

PZR cihazi Biolab, Thermo

PH Metre WTW, Almanya

Qubit invitrogen

Saf su cihazi Destilasyon 3.1(Comecta Sa,)
Santrifyj Sigma laborzentrifugen, Almanya

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

Vorteks

Elektromag, Turkiye

Spektrofotometre

Thermo Scientific™ Multiskan GO
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2.1.2 Cahsmada Kullamlan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tdmu molekuler biyoloji igin uygun
safliktadir. Molekdler biyoloji materyalleri, klonlamada kullanilan vektdrler ve PZR
¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler Promega, New England Biolabs

ve Fermentas firmalarindan alinmistir.

Tablo 2.2: Cahsmada Kullamilan Kimyasallar

DNA Caligsmalarinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic Sigma

acid (HEPES)

Biotin 3' End DNA Labeling Kit Thermo Scientific
Genopure Plasmid Maxi Kit Roche Applied Science
LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit Thermo Scientific
Nylon Membran Thermo Scientific
pPpGEM-T Easy Vektor Sistemi Promega
pGL2-basic Vektorl Promega
Plasmid Maxi Prep Kiti Fermentas
pMetLuc Haberci ve Kontrol vektori Clontech
Ready-To-Glow Secreted Luciferase Reporter Clontech
Assay Kiti

Restriksiyon Endontikleaz Enzimleri Fermentas,NEB
T4 DNA Ligaz Enzim ve Buffer Fermentas

Hiicre Kiilturi Caligsmalarinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

CacCl, Sigma
Dimetilsulfoksit (DMSO) Merck
Dulbecco's Modified Eagle's Medyum (DMEM) Gibco
EDTA Sigma
Fetal Sigir Serumu (FCS) Sigma
Fosfat tamponu tabletleri (PBS) Sigma
Si1gir Serum Albumini (BSA) Sigma
Tripan mavi solusyonu Sigma
Tripsin Sigma
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RNA Caligmalarinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler ve Kitler

GeneJET™ RNA Purification Kit Fermentas
SYBR® Green PZR Master Mix ve Gradiend su Roche
B -Merkaptoetanol Sigma

Protein Caligmalarinda Kullanilan Kimyasal Malzemeler

Amonyum persulfat

Merck

B-aktin antikor

Sigma

CA9 antikoru (monoklonal, anti-rabbit)

Sigma, Abcam

Page ruler plus prestained protein ladder (26619) Thermo
Pierce ECL (Western Blotting substrat) Thermo
PVDF Membran Millipore
Sekonder antikor (monoklonal goat,anti-mouse) Sigma
Sekonder antikor (monoklonal goat,anti-rabbit) Abcam
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma
Tris Sigma
Sekonder Antikor Floresans Dye invitrogen
Mounting medyum invitrogen
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2.1.3 DNA ileilgili Caliymalarda Kullamilan Soliisyonlar

2131 Transfeksiyon ¢ahisamalarindaki soliisyonlar

Tablo 2.3: Salinan sistem ile gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan tampon ve

¢ozeltiler
14,79 CaCl,, balon jojede 50ml'ye saf su ile tamamlanir.
2mM CacCl, Otoklavlandiktan sonra filtre edilir ve +4 °C’ de saklanur.
1,6 g NaCl, 0,04 g Na,HPO,, 1,3 g Hepes distile su ile 100
ml'ye tamamlanir. pH 7,05 - 7,12 araliginda olmasina ¢ok
2X HEPES

dikkat edilmeli. Otoklav yapilarak filtre edilir ve-20°C °C’ de

10X Substrat Solusyonu

Liyofilize olarak gelen substrat, substrat tamponu ile ¢ézulUr.

1X  Substrat/Reaksiyon

Tamponu

10X Substrat solusyonu, reaksiyon tampon ile 10kat olacak

sekilde sulandirilir. Her élgtim icin 5ul kullanilir.

1X Dilusyon Tamponu

5X dilisyon tamponu ddH,O ile 5 kat sulandirilarak her bir

ornek’e 75 pl eklenerek kullantlir.

2132 Agaroz Jel Elektroforezindeki Soliisyonlar

Tablo 2.4: Agaroz Jel Elektroforezinde Kullanilan Cozeltiler

5X/L Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)

tamponu pH:8,00

54g Tris Baz, 27,59 Borik Asit, 20ml 0,5M EDTA
(pH:8,00) tartilir. Balon jojeye alinarak distile su ile 1

litreye tamamlanir. Otoklavlanir

0,5X/L TBE Tamponu pH:8,00

5X/L TBE tamponu 1:10 olacak sekilde sulandirilarak

pH’si ayarlanir ve otoklavlanir.

1kb DNA marker

1 pl (DNA ladder):2 pl (yukleme boyasi):2 pl (steril

distile su) oranlarinda ¢6zulur.

Etidyum BromUr Stok Soltsyonu

10mg/mL olacak sekilde steril dH,O ile hazirlanir.
Koyu renkli 1sik gegirmeyen bir sisede muhafaza edilir.
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2133 Cahsmada Kullanilan Vektorler

Xmn | 2009
T71
1 start
Sca |l 1890 \ ae 12707 | Apal | 14
5 Aatll 20
f1 on Sph | 26
stZ| | 31
Ncol | 37
Kook ’%sle' I 43
PGEM™-T Easy lacZ Sg:-_ I 23
Vector T EcoR 1| 52
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Sekil 2.1: pGEMT easy Vektoriiniin Restriksiyon Haritasi ve Klonlama Bolgesi

., MCS1

\ Bglll  Sall

| Xhol  Sacli
\ Sacl  Apal

| HindHi BamH!
\EcoBl Agel

\,Psti
|

r—

Sepreted
Metridia
Lucferase

pMetLuc-
Reporter
4030 hp

Natl

i759)

o

Kag'/
Hao?

Sekil 2.2: pMet-Luc Reporter Vektoriiniin Restriksiyon Haritas1 ve Klonlama
Bolgesi
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Sekil 2.3: Transfeksiyonda Kullanilan pMetLuc Kontrol Vektorii
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Sekil 2.4:Transfeksiyonda Kullanilan SEAP Kontrol Vektorii
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2.1.34 Cahsmada Kullamilan Bakteri Soylari

Calisma sirasinda klonlama igin E.coli XL1-blue (endAl gyrA96(nalr) thi-1
recAl relAl lac ginV44 F'[ ::Tn10 proAB-+ laclq A(lacZ)M15] hsdR17(rk- mk+)) , E.coli
DHb5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recA1 endAl gyrA96 thr-1 rl
Al), One Shot® TOP10 E.Coli (F- mcrA A( mrr-hsdRMS-mcrBC) ®80lacZAM15A
lacX74 recAl ara D139A (araleu) 7697 galU galK rpsL (StrR) endAl nupG)

kompetent hticreleri kullanildi.

2135 Bakteriyel Kiiltiir Ortanm

E.coli igin kultdr ortami olarak LB sivi besi yeri kullanildi. Toz halinde alinan
bakteriyel medyum firmanin dnerdigi miktarda ddH20 ile hazirlanarak otoklavda
steril edildi.

2.1.3.6 Stok Antibiyotiklerin Hazirlamsi

Ampicilin 100 mg/ml, kanamisin ise 50 mg/ml stok solusyon olacak sekilde

hazirlanarak 0,22 um filtre ile steril edildi ve -20°C'de sakland..

2137 Antibiyotik i¢ceren Kat1 Besiyerinin Hazirlamisi

Kati besi yeri firmanin dnerdigi gibi 8,75 gr LB-agar tartilir ve 250 ml distile
su i¢inde ¢dzulir. Otoklavlanir ardindan ilimasiyla bereber ilgili antibiyotik eklenerek

petrilere dokllir. Donmasinin ardindan parafilmlenip +4°C’ye kaldirilr.

2138 Kompetent Hiicre Hazirlama Cozeltisi

Tablo 2.5: DHS5a Kompetan hiicre hazirlanmasinda kullanilan soliisyonlar

Kimyasal madde Son konsantrasyon
1M CaCl; 100mM
%99 gliserol %40
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2.1.4 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Materyallerin Hazirlanmasi

2141 Hiicre Kiiltiiriinde Medyumun Hazirlanmasi

Hucre kultarinde ticari olarak alinan DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles
Medium) medyumu igine, son konsantrasyonu % 10 olacak sekilde FCS eklendi.
TUm bilesenler 0,22 um steril filtreden stzllerek steril edildi.

2.1.4.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) tasinmasi soduk zincirle yapildi ve -20 “Cde
saklandi. Stok serum ilk kullanimdan énce 56 “C 30 dakika su banyosu kullanilarak

inaktive edildi 0,22’lik steril filtrelerden gegirilerek tekrar -20°C’de saklandi.

2143 BSA Hazirlanmasi

Stok %15’lik BSA hazirlanirken 0,75 gr BSA 5 mit PBS iginde ¢dzindu ve

0,22 um steril filtreden sizllerek steril edildi.

2144 PBS Hazirlanmasi

Tablet seklinde satin alinan PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline ),
her tableti 100 ml dH-O ile hazirlandi ve otoklavda steril edildi. 2-8°C’'da saklandi.
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2.151

2.1.5 Proteinile ilgili Caliymalardaki Tampon ve Cozeltiler

Western Blot Teknigindeki Cozeltiler

Tablo 2.6: Western Blot Tekniginde Kullanilan Cozeltiler

10X Tris Buffered Saline (10X TBS)

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

Boyama Cozeltisi

0,25g Coomassie Brillant
%95’lik Etanol, %10 Asetik Asit

250,100ml

Bromfenol Mavisi Sollisyonu

cozllerek hazirlanir.

%0.05 (w/v) bromfenol mavisi distile su iginde

Laemli Tamponu

0.125 M Tris-HCI(pH:6.8), %4 (w/v) SDS, %10
(v/v) Gliserol, %10 (v/v) B-2-Merkaptoetanol

Renk Agma Cozeltisi

87,5 mL distile su

Hacimce %. 7,5 Asetik Asit, % 5 Metanol ve %

SDS PAGE Ayirma

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

SDS PAGE Yigma Jeli Tamponu

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

SDS PAGE Yiritme Tamponu

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

Temizleme Tamponu 1M Glycine, %1SDS, pH 2.5

Western Blot Transfer Tamponu

25 mM Tris, 192 mM Gilisin, % 20 (v/v) Metanol

Yukleme Boyasi

1,4gr Tris, 4g SDS, 20gr Sukroz, 4mg Bromfenol

mavisi,pH=6,8’eayarlanarak100mL’ye tamamlanir.

2152

Immiimofloresans Teknigindeki Céozeltiler
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Tablo 2.7: immiinofloresan Tekniginde Kullanilan Kimyasallar

Triton X 100

PBS ile %0,1 ve 0,3 olacak sekilde seyreltilir

Bovine Serum Albumin (BSA)

1 gr tartilir ve Gzerine 10 ml PBS eklenerek son

konsantrasyonu %10 olacak sekilde tamamlanir

Paraform aldehid

16 gr paraform aldehid tartilir Gzerine saf su eklenir ve

80°C'de magnetik karistiricida eritilir. 0,22'lik filtreden
gegirilerek steril edilir eppendorflara paylastirildi ve -20°C

‘de saklandi. Eritildikten sonra tekrar kullanimaz. Stok ¢ozelti
%16lik olacak sekilde hazirlanir. Kullanilirken %4’e

seyreltilir.

2.2 Metotlar

2.2.1 Cahsmada
Sterilizasyonu

Kullanillan Ortamin ve Malzemenin Temizligi ve

Istya dayanikh tim malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santrifij tlpleri,
bakteri kultar ortamlari 121 °C’de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda steril

edildi. Calismaya baslamadan ©Once ortam ve pipetmenler %70’lik alkol ile

temizlendi. Doku Kiltliri Laboratuvari her hafta diizenli olarak alkol ve virkon igceren

sivilarla temizlendi. UV lamba kullanilarak ortamda bulunan mikroorganizmalarin en

aza indiriimesi saglandi. Calismaya baglamadan en az yarim saat 6nce laminar flow

acilarak galisma ortamindaki havanin sterilizasyonu saglandi.

2.2.2 DNA ile iliskili teknikler

2221 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR reaksiyonlari 50 yl hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng DNA,

her bir primer son konsantrasyonu 2 pM, 1X Tampon (Fermentas)( 50 mM KCI, 10
mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir dNTP ve 2,5 Unite Taq

DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgClz2 konsantrasyonu (2 mM, 4 mM ve 6
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mM) ise her bir PZR reaksiyonu i¢in optimize edildi. PZR programi ve déngu sayisi
primerlere ve kalip DNA kaynagina bagh olarak degisiklik godstermistir. Ancak

94°C'deki ilk denatlrasyon basamagi ve Taq polimerazin optimum aktivasyon
gosterdigi 72°Cde uzama basamagdi her PZR reaksiyonu igin ayni kullaniimistir.

PZR sonuglari agaroz jelde UV sistemi ile gorintilenmis ve istenilen bantlar jelden

geri kazaniimistir.

2222 Primer Tasarim

Primer tasarimini yapmak icin www.restrictionmapper.org,

www.ncbi.nim.nih.gov,www.idtdna.com ve www.bioinformatics.org/primerx/ adresleri

kullanildi. Tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi yapisi olusturmamasina, Tm
sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve nukleotitlerin dagiliminin  mimkin
oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Tasarlanan primerler databanklarda
(GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences) bulunan DNA sekanslari ile blast
yapilarak insan CA9 geni promoter ile en iyi benzerligi gosterdigi ve mutasyonunda

belirgin sekilde tespit edilebilir oldugu gorilmustir.

2223 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi yapmak Uzere yatay jeller kullanildi ve 90 volt elektrik
akiminda yaklasik 30 dakika érnekler yaritildi. Elektroforez tamponu olarak 0,5 X
TBE kullanildi. Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum
bromid eklendi. DNA'yi izleme boyasi olarak bromfenol mavisi tercih edildi.
Calismada % 0,8 ve % 1 konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde
ayrilan DNA pargalarinin buydkliguana tespit etmek icin farkli blylkliklerde DNA
belirleyiciler kullanildi. Elektroforez sonuglari UVP jel goérintileme sisteminde

goruntilenerek fotograflari ¢ekildi.

2224 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu
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istenilen blyuklikte olan DNA bantlari UV transilluminator lizerinde agaroz
jelden bisturi ile kesilerek alindi ve DNA jel ekstraksiyon kiti kullanilarak DNA elte
edildi. Jelden geri kazanilan DNA’nin bir miktari tekrar jelde yudrutilerek kontrol
edildi. DNA miktar1 ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki

absorbanslar alindi.

2.2.25 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taq polimeraz kullanilarak elde edilen PZR uUrunleri pPGEM-T easy vektorine
proseduriin onerdigi sekilde T:A klonlamasi yapildi. PZR Urinimizde olusan
Adenin kuyruklari pGEM-T easy vetérinde kullanilan Timin nukleotitine dimer
olusturarak ligasyon bdlgesi olusturuldu. Buna goére 20 ul toplam hacim olacak
sekilde, 1 yl pGEM-T vektor (50 ng), 15 ul iDNA (jelden kazanilan PZR Grlna), 2 pl
10 x T4 ligaz tamponu ve 1 ul T4 DNA ligaz ( +4 “Cde bir gece inkibe edildi.

Ligasyon sonuglari E.coli DH10B ve DH5a kompetent hucrelerine transforme edildi.

Rekombinant kolonilerin se¢imi mavi-beyaz koloni yontemi ile yapildi. Bunun icin

ampisillin iceren LB agar besiyerlerine 100 ul IPTG (100mM stok) ve 20 ul X-Gal
(stok 50 mg/ml) yayildi.

2226 Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Kiguk miktarlarda DNA izolasyonu icin Fermentas Miniprep DNA isolation kit
kullanildi. Kit prosedurine goére, son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin iceren 10
ml LB besiyerine transformasyonu yapilmis olan tek koloni ekim yapilir ve bir gece

37°C galkalamali etlivde inklbe edilir. Kultir 4000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilir ve

bakteri pelletine prosedire uygun olacak sekilde yapilan islemlerin ardindan DNA

elie edilir.

2227 Plazmit DNA izolasyonu (Maxiprep)
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Buyuk miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin (Fermentas) Maxi Prep Kit kullanildi. Kit proseddrine goére, uygun
konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 5-10 ml LB besiyeri icerisine tek koloni

ekim yapilir. 37°C de 8 saat 250 rpm’de calkalamali etlivde inkiibe edilir. Siire

sonunda baslangi¢c kultiri 1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik iceren LB
medyumda seyreltilir. Yiksek kopyali plazmitler igin 100 ml medyum, distk kopyali
olanlar i¢in 250 ml medyum kullanilir. 37°C de 12-16 saat 250rpm’de inkiibe edilirek

bakterilerin blylmesi beklenir. Bakteriler yeterli yogunluga ulasinca 4°C'de 6000

rom'de 15 dakika santrifiij yapilarak prosediriin diger basamaklari yapilr. islem

sonunda yuksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edilir.

2.2.2.8 DNA Miktarimn ve Safligimin Belirlenmesi

Plazmid DNA izole edildikten sonra miktarinin ve safligini belirlenmesi icin iki
yontem kullanildi. ilk ydntemde spektrofotometrik olarak dlgiim alindi. DNA dH,0 ile
40 kat sulandirilir ve kuvartz kiivet kullanilarak spektrofotometrede 260 nm ve 280
nm dalga boylarinda absorbans alinir. ikinci yéntemde ise qubit (Invitrogen)
kullanilarak Olgim alindi. Qubitte 6lgim alabimek icin gerekli solusyonlar
hazirlandiktan sonra okutulacak materyele goére standartlari okutulur ardindan
ornekler icinde boya olan solisyon ile seyreltilir. DNA'ya baglanan boyanin
IsSimasina goére miktar belirlenir. Aso/Azgo Orani hesaplanarak DNA ’'nin safligi
belirlenir. DNA konsantrasyonu (DNA miktari = 50 pug/ml x Azso X seyreltme miktari

= ug/mL) DNA formuline gbre hesaplanir.

2229 Restriksiyon enzimleri ile DNA nin kesilmesi

Restriksiyon endonikleaz enzimleri ile DNA igin O6nerilen tamponlar

kullanilarak 30 gl son hacimde ve ticari alinan enzimlerin optimum sicakliklarina

gore o6nerilen inkiibasyon sirelerinde kesim yapildi. iki farkli enzimle ayni anda
kesim yapildigi kosullarda da iki enzimle ayni anda kesim yapilmasini saglayan

tamponlar kullanildi. Kesim sonuglari agaroz jel elektroforezi ile goruntilendi.

2.2.2.10 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi
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Kompetent hiicre hazirlanmasi igin 50 mM kalsiyum klorir kullanildi. ilk

olarak 10 ml LB besiyerine tek koloni E.coli DH5a ekim yapilarak 37°Cde

calkalamali etlivde bir gece inkiibasyonu saglandi. Daha sonra 16 saatlik kultirden
100 ml LB igine 100 pl inokile edilerek, ODsoo 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye kadar
calkalamali etlivde 37°C'de inkiibe edildi. 5000 rpm’de 5 dakika santrifljj ile

hicrelerin ¢okmesi saglandi. 50 ml 50 mM soguk kalsiyum klortr ile pellet ¢ozuldu
ve buz Uzerinde 20 dakika bekletildi. Daha sonra tekrar ¢oktirllerek supernatant
uzaklastirildi. Pellet 10 ml soduk kalsiyum klorur ile ¢gézulerek tGzerine 10 ml %40’k

gliserol eklenerek ependorflara paylastirildi. -80°C buzdolabinda saklandi.

22211 Transformasyon

Transformasyon igin, 200 pyl kompetent hiicrenin tzerine 5 pl (1-50ng arasi)

plazmit DNA eklenerek buz lizerinde ~ 40 dakika bekletildi. 42 “*C’de 90 saniye IsI
soku uygulandi. Uzerine 800 pl LB ilave edildi ve 37 *Cde calkalamal etiivde bir

saat inkubasyonu saglandi. Slre sonunda kdltirden 200 pl alinarak, uygun

antibiyotik iceren LB agar besiyerine steril 6ze ile yayildi ve bir gece 37°C’de inkiibe

edilir.

2.2.3 Yonlendirilmis Mutagenez Teknikleri

Stratagene Quick Change Site Directed Mutagenez kiti modifiye edilerek
teknik uygulanmistir. Temel olarak cift zincirli halkasal plasmitte PZR teknigi ile
mutasyon olusturulmak icin kullanilan bu prosedur farkli kimyasallar kullanilarak
gerceklestirilmigtir. Tek zincirli olan DNA’ya diger yontemlerde oldugu gibi ek
klonlamaya gerek kalmamistir. Mutagenez tekniginin guvenirligi icin PZR'da Taq
polimeraz enzimi yerine duguk ihtimalle yanhs baglanma yapan pfuTurbo DNA
polimeraz enzimi kullanilarak arttinimistir. Kalip DNA’y1 taniyacak ve mutasyonu
olusturacak primerler bolum 2.2.2.2’deki kosullara uygun olacak sekilde dizayn
edilmistir. Dpnl enzimi kullanilarak metilenmis olan kalip DNA’y1 yeni sentezlenmis
DNA’dan ayiriniz. Dpnl enzimi ile segilen mutant DNA kendini onarmasi i¢in One
shot kompetant hicrelerine transforme edildi. Transformasyon sonrasi segilen

kolonilerin plazmid izolasyonlari yapildi. Plazmid DNA’lar dizi analizi ile kontrol edilir.
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Kalip DNA'nin
denatiire edimesi ve
Mutant primerlerin
DNA’ya eklenmesi

pfuTurbo enziminin
zinciri tamamlamasi

Kalip DNA'nin Dpnl
enzimi ile kesilmesi

Transformasyon

Sekil 2.5: Yonlendirilmis Mutagenez Teknigi Temel Basamaklar1 [90‘dan adapte
edilmistir]
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2.2.4 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Teknikler

2241 Calhismada Kullamilan Hiicre Soyu

Calismanin tamaminda karaciger kanseri hiicre hatti olan adherent Hep3B

hidcreleri kullanildi.

Sekil 2.6: Hep3B hiicrelerinin invert mikroskop ile goriintiilenmesi

2242 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

-80°C dolabinda muhafaza edilen hicre hatlarinin bayattulmesi icin -80°C

*Cden c¢ikarilan hiicreler 37 °C sicakhgindaki su banyosuna alindi ve hizli bir sekilde

¢ozunmeleri gerceklestirildi. C6zinen hicreler % 10 luk FCS igeren medyuma alindi
ve 1000 rpm de 5 dakika santriflij edildi. Stpernatant uzaklastirildi, olusan pellet
medyum ile ¢dzildu ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve 37 “C ,% 5 CO;

iceren inklbatére koyuldu.
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2243 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, igerisinde, 0,2 mM L-Glutamine
ve % 10 FCS iceren DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak

dretildi.

2244 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hucreler bulunduklar ylzeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hlcreler 2 kez énceden steril edilmis PBS ile yikandi ve 75
cm? flasklar igin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden
ayrilinca medyum eklendi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifijj ile hicreler ¢oktlraldu.
Supernatant uzaklastirildi, pellet %10 FCS igceren medyum ile ¢6zuldu ve flasklara

ekim yapildi. Flasklar etiketlenidi ve 37°C, % 5 CO2 igeren inkubatére konuldu.

2245 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayim

Toplam hucre suspansiyonun mililitresindeki hicre sayisi hesaplamak igin,
uzeri 25 kiguk kareye ayriimig, 1 mm?alan, 0.1 mm derinligi olan ve bdylece toplam
hacmin hesaplanabildigi (10%) hemositometre lami kullanildi (Sekil 2.7). Olii
hicreleri ayirt etmek icin hicre stispansiyonu ve esit hacimde trypan mavisi (1:1) ile
1-2 dakika oda sicakliyinda inkibe edildi. Ol hicreler difizyon sonucunda mavi

boyanirken canli olanlar boyayi almadi ve renksiz olanlar sayildi.
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Sekil 2.7: Hiicre sayiminda kullanilan Thoma Lamu [ 91]

Suspansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi verilen formulle bulundu.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10¢

2.2.4.6 Hiicrelerin -80°C ‘de saklanmasi

Hicreler bulunduklari ylzeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hicreler 2 kez énceden steril edilmis PBS ile yikandi ve 75
cm? flasklar icin 3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden
ayriinca medyum eklendi ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifijj ile hicreler ¢okturuldu.
Sipernatant uzaklastirildi, pellet % 10 DMSO iceren FCS ile dikkatlice ¢ozildi ve

cryovial tliplerine konularak etiketlendi ve —80 “C derin dondurucuya konuldu.
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2.2.5 Hiicre Kiiltiiriinde kurulan deneyler ve analiz yontemleri

2251 Sitotoksisite deneyinin kurulmasi

75 cm? flaskta biiyimekte olan hicreler vyiizeyi % 80 oraninda
kapladiklarinda, igerisindeki medium uzaklastirilir. Hicreler 2 kez steril PBS ile
yikanir ve 75 cm?® flasklar igin 3 ml Tripsin-EDTA eklenir. 3-5 dakika CO, ‘li
inkibatoérde inkibe edilir. Hiucreler ylizeyden ayrilinca medyum eklenir ve 1000
rom’de 5 dakika santrifij ile hlcreler ¢dkturillr. Supernatant uzaklastirhr, pellet 10
ml kadar medium ile ¢ozulur. SUspansiyondaki canli hicre sayisini belirlemek icin
trypan mavisi uygulanir ve canli hiicre sayisi belirlenir. Hiicre sayisi belirlendikten
sonra 96 kuyucuklu plaka icin hiicre sayisi 5000 hlcre / kuyu olacak sekilde hlicre
ekimi yapilmistir. 5000 hicre son hacim 200 pl olacak sekilde %10 FCS igeren
DMEM medyumu icerisine ekilmistir. Hlcre uygulamasi yapildiktan sonra 24 saat
adherent hucrelerin ylzeye yapismasi icin bekletiimistir. TGF sitokinleri farkl
dozlarda uygulanmistir. Ayrica CoCl, ile hipoksik ortam olusturulmustur. 1, 3, 24, 48

ve 72 saatlerde MTT testi yapilarak 550 nm de absorbanslari alinmistir.

2252 MTT Testi

Hicre proliferasyonu, canliliyi ve sitotoksisite 6lgimu icin kullanilan ve
kantitatif kolorometrik bir ydntem olan MTT metodu canli hicrelerin tetrazolium tuzu

olan MTT 'yi formazan kristallerine dénustirmesi esasina dayanir (Sekil 2.8) .

N Reduction Ry —N
Ry~ R N
N ™ R
| ?j > Hf Y
N=N N=N
F
R R
Tetrazolium Formazan

Sekil 2.8: MTT metodunda gerceklesen kimyasal degisim.

Bu metoda gore istenilen inkiibasyon periyodundan sonra (1, 3, 6, 24, 48 ve
72 saat) hdcrelerin bulundugu ortama, optimizasyon sonucu belirlenen son

konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde stok MTT sollisyonu eklenir ve 4 saat 37
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°C, %5 CO, iceren inkiibatérde inkiibe edilir. inkiibasyon sonunda medyum
uzaklastiriir, 0.004 M HCI igeren isopropanol ile kristaller c¢o6zilir ve

spektrofotometre ile 550 nm dalga boyunda absorbans alinir.

2253 Kalsiyum Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Transfeksiyon

Kalsiyum—Fosfat presipitasyon metodu 12 kuyulu plakada vyapildi.
Transfeksiyondan 24 saat dnce hicreler yaklasik 25X10* hicre/kuyu olacak sekilde
yayildi. Transfekte edilecek DNA ve 2M CaClz ayri bir tip i¢inde hazirlandi. Uzerine
2X Hepes eklenerek yarim saat prespitasyon icin oda sicakliginda bekletilidi. DNA:
Kalsiyum-fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karisim pipetaj yapmadan yavasca
damla damla kuyucuklara eklendi. Plate hafifce sallanarak karigimin hicrelerin
Uzerine dagilmasi saglanidi. 6 saat sonra icerisinde transfeksiyon solusyonu olan
medyum degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi ve %10 FCS iceren DMEM medyum
eklendi. Eger sitokin uygulamasi yapilacaksa medyuma FCS yerine serum achgi
olusturmak icin BSA iceren medyum hazirlanarak eklenir. 48 ve 72 saat sonra

ortama salinan lusiferaz ve SEAP aktivitesi alinan medyumla oélcildu.

2254 Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Lusiferaz olctimleri, thermo luminoscan kullanilarak yapildi. 96 kuyucuklu
plakada belirlenen kuyulara lusifaraz enzimi iceren hiicre medyumlarindan 20 ul
konuldu. Luminometre ayari yapilarak 1X Substrat/Reaksiyon tamponu eklenerek

aktivite Olguldu.

2255 SEAP Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Salinan sistem igine klonlanmis boélgenin aktivitesini dlgmek igin 48 ve 72
saatlik inkibasyon sureleri sonunda lusiferaz ve alkalin fosfataz enzimi iceren 25 pl
hucre kulturd medyumu 96 kuyucuklu plakalara koyulur. 1X dilisyon tamponundan
75 ul medyumlarin Gzerine eklenir. Plaka 65 °C’de yaklasik 30 dakika inkibe edilir.
2-3 dk sogumasi igin buzda bekletilir ve oda sicakligina gelmesi beklenir. Oda

sicakligindaki SEAP substrat solusyonundan &érneklere 100 pl eklenir ve 6rnekler
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oda sicakhiginda 10-60 dakika bekletilir. islem sonunda érnekler luminometrede

okutulur.

2256 RNA Deneyinin Kurulmasi

RNA deneylerinin kurulmasi icin islem basamaklari soyledir; 25 cm?lik
flasktan medyum uzaklastirilir ve 5 ml PBS ile iki kez yikanir. 500 pl Tripsin-EDTA
eklendikten sonra 37°C’de etlivde 3 dk bekletilir. Hucrelerin flask yluzeyinden ayrilip
ayrilmadiklari mikroskopta kontrol edildikten sonra %10 FCS iceren DMEM
besiyerinden 5 ml eklenerek RNA izolasyonu igin bir falkona ayrilir. 1000 rpm’de 5
dk santriflij edilerek Ust kisimda kalan medyum dikkatlice uzaklastirihr. 1 ml PBS
eklenerek pellet dikkatlice yikanir ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilir. Ust kisimda

kalan PBS uzaklastirilir ve hiicre pelletleri -80°C’de muhafaza edilir.

2257 Protein deneylerinin Kurulmasi

Yaklasik 500.000 hucre iceren pelletler hemen buz lizerine alinarak islemlere
baslanir. Pelletin Gzerine bdlum 2.1.5.1’de belirtildigi gibi hazirlanilan 300 pl soguk
Laemli tamponu eklenir. Pipet ile karistirilarak hicrelerin lizis olmasi saglanir. 1 dk
boyunca hucreler vortekslenir ve 30 dk buz Uzerinde bekletilir. 14000 g’de 30 dk
suresince santriflij edilir ve Ustte kalan sivi kisim alinarak protein analizleri igin

kullanilir.

2258 Sitokin deneylerinin kurulusu

Hicreler medyum uzaklastirilarak PBS ile yikanir tripsin-EDTA uygulanarak
kaldirilir. Canli hiicreleri tespit edebilmek igin tripan mavisi ile boyanarak sayilir ve
0lu olan hlcreler boyayi icine alarak mavi renkte gozikurler. %10 FCS iceren
DMEM besiyeri kullanilarak 25 cm? ‘lik flasklara 2.000.000 hiicre sayilarak eklenir.
Adherent olan hdcrelerin ylzeye yapismasi igin yaklagik 24 saat beklenir. Yuzeye
tutunan hicreler %0,1 BSA iceren DMEM besi yeri ile degistirilir. 16 saat

inkibasyondan sonra ilgili sitokinler uygulanir.
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2259 inhibitér Deneylerinin kurulmas

Hucreler medyum uzaklastirilarak PBS ile yikanir tripsin-EDTA
uygulanarak kaldirilir. Canl hcreleri tespit edebilmek igin tripan mavisi ile
boyanarak sayilir ve 0&l0 olan hicreler boyayi icine alarak mavi renkte
goziikiirler. %10 FCS iceren DMEM besiyeri kullanilarak 25cm? ‘lik flasklara
2.000.000 hucre sayilarak eklenir. Adherent olan hucrelerin yuzeye yapismasi
icin 24 saat beklenir. Eger inhibisyon deneyinde sitokin uygulamasi yapilacaksa
%0,1 BSA iceren DMEM besi yeri ile degistirilir. 24 saat sonra inhibitorlerin
uygulamasi uygun gorilen konsantrasyonlarda yapilir. Bir saatin sonunda sitokin
uygulamasi yaplilir. 6 saat muamelenin sonunda her flask ¢okturilerek, RNA ve

protein icin ayrilmis olarak -80°C’e kaldirilir.

2.2.6 RNA ile flgili Teknikler

2261 RNA izolasyonunun Yapilmasi

Hure kultirinde kurulan deney ve kontrol 6rneklerinin RNA izolasyonu ticari

kit ile (Fermentas) gerceklestirildi.

2262 RNA Miktarmin ve Safliginin Belirlenmesi

RNA izole edildikten sonra miktarinin ve safligini belirlenmesi igin iki yontem
kullanildi. ilk yéntemde spektrofotometrik olarak élgiim alindi. RNA dH,O ile 40 kat
sulandirihr ve kuvartz kavet kullanilarak spektrofotometrede 260 nm ve 280 nm
dalga boylarinda absorbans alnir.  ikinci yéntemde ise qubit  (Invitrogen)
kullanilarak dlgim alindi. Qubitte 6lgum alabimek icin gerekli sollisyonlar
hazirlandiktan sonra okutulacak materyele goére standartlari okutulur ardindan
ornekler icinde boya olan solusyon ile seyreltilir. RNA’ya baglanan boyanin

Isimasina goére miktar belirlenir. Asgo/Azg0 Orani hesaplanarak DNA ’nin safligi

belirlenir. RNA miktar1 = 40ug/ml x OD2g x Seyreltme Faktorii= png/mL RNA
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2.2.6.3 RT- PZR Reaksiyonu

cDNA sentezi icin tlipe 6ncelikle 11,5 pl son hacimde, 1 ug/mL RNA kalibi,
200 pmol Anchored Oligo (dT),s primer eklenenir ve 65°C’de 5dk 6n inkubasyona
birakilir. Reaksiyona son konsantrasyonlari 10 U Revert Aid Reverse Transkriptaz
enzimi, 1X Reaksiyon Tamponu, 20U/ul RNaz inhibitéri ve 1 mM dNTP karigimi
eklenerek 20ul'ye tamamlanir. Reaksiyon PZR makinesine konularak 37°C ’de 60

dk ve 70°C ’de 10 dk programi ayarlanir. Elde edilen cDNA -20°C ’de saklanir.

2.26.4 insan Beta Mikroglubulin Primerleri ile RNA’nin Q-PZR’la Kontrol

Edilmesi

Elde edilen cDNA’nin kontroli icin PZR da kalip olarak kullaniimis ve
miktarinin optimizasyonu yapilmistir. Pozitif kontrol olarak kullandigimiz insan beta
microglubulin primerlerinden son konsantrasyonu 2 uM olacak sekilde bdlim 2.2.2.1
‘de Dbelirtildigi gibi PZR reaksiyonu hazirlandi. PZR sonuglari agaroz jelde

goruntilendi ve istenilen bantlarin blyuklagu tespit edilir.

2.2.6.5 RealTime PZR

Realtime PZR calismalari 10 pl son hacimde 5 pl SYBR® Green PZR Master
Mix,1 ul cDNA, 100 ng/ ul ‘lik forward ve reverse primerleri stogundan 0,5’er pl ve 3

pl dH,O kullanilarak yapilir. Sonuglar AA CT degerine gore degerlendirilir. Buna goére

her bir cDNA en az iki tekrarli olarak ilgili gen ve internal kontrol icin ¢alisilir. Elde
edilen Ct degerlerinin ortalamasi alinir. internal kontrol genin Ct ortalamasindan,
ilgili genin Ct ortalamasi ¢ikarilir. Daha sonra elde edilen degerin 2’nin Ussu olacak
sekilde kuvveti alinir. Elde edilen kontrol grubu kendine bélindr ve 1 sayisi elde
edilir. Daha sonra ilgili saatte calisilan deney sonucu kontrol degerine bollinir ve

1’in kati seklinde sonuclar elde edilir.
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2.2.7 Protein ile ilgili Teknikler

2271 SDS PAGE

Elektroforez aparatlari ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlendi. ilk
olarak ayirma jeli bélim 2.1.5.1’de belirtilen sekilde hazirlanarak, Ust kisimda 3 cm
bosluk kalacak sekilde dokulir ve hemen Uzerine %90 izopropanol ilave edilerek
hava kabarcigi olusumu engellenir. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu i¢in beklenir.
Jel polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirildi. UzerineYigma jeli bdlim
2.1.5.1’de belirtildigi gibi hazirlandi ve d&rnekleri yUkleyebilecegimiz kuyu
olusturabilmak icin tarak yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak
cikarildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine yerlestirildi. Orneklerin Yiklenmesi,
protein ekstraksiyonu Laemli buffer ile yapildigi igin érnekler protein miktarlari
belirlendikten sonra yaklasik 20-40 ng olacak sekilde upper buffer ve bromophenol
mavisi ile karigtinlarak kuyucuklara yuklendi ve ilk kuyuya 5 pl protein Buyukluk
belirteci (Fermentas) yiklendi. Jelin yuritilmesi, 0.1 (w/v) SDS iceren 1X Running
Buffer ile tank doldurularak (orta kisim ve alt kisim) her jele 0,4 amper akim gelecek

sekilde yaklasik 90 dakika yuratulda.

22172 Western Blot

Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar kullanildi. Kisaca,
jeller cam levhalar arasindan cikarlir, yigma jeli kesilerek uzaklastiriidi ve jel
transfer buffer icine alinarak dengelenmesi igin oda sicakliginda 5 dakika inkibe
edildi. Whatman 3MM kagit ve PVDF membranlar jel ile ayni boyutlarda kesilerek
hazirlandi. Bu sirada siinger pedler ve transfer aparatlari da transfer buffer igine
alindi. Daha sonra sandwi¢ hazirlandi. Bunun igin transfer kasedi arasina slnger,
Whatman kagidi, jel, membran, Whatman kagidi, singer olacak sekilde sandwi¢
hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra kaset,
transfer buffer ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 100 volt akimda 60 dakika

transfer yapildi.

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL bloklama
cOzeltisinde (%5 (w/v) yagdsiz sut tozu ve %0.1(v/v) Tween-20 iceren 1X TBS) 1 saat
horizantal calkalayicida oda sicakhdinda inkiibe edildi. Sire sonunda bloklama

¢Ozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik surelerle 3 kez membran yikandi, bunun igin
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%0.1 (v/iv) Tween20 igeren 1X TBS kullanildi. Membran primer antikor ile 1-1.5 saat

oda sicakliginda inkibe edildi.

Membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL (Western Blotting
Substrate-Thermo) substratla muamele edildi. Reagent A ve Reagent B
cOzeltilerinden ayri ayri 1,5 ml alinarak membran Uzerine uygulandi. Ardindan

karanlik odaya gecilerek membran filme aktarildi.

2273 Immiinofloresans

24’10k kuyu platelere énce medyum eklenir cover slipler tabana iyice
yerlestirilir lizerine yaklasik 125x10° olacak sekilde hiicre yavasca eklenir.
Coversliplere yapisan hicrelere uygulama yapilir. Egder sitokin uygulamasi
yapillacaksa hucreler BSA’I medyuma alinir ilgili sitokin uygulamasi yapilir.
Hucrelerin tutunmasi igin gereken inkubasyon suresinin sonunda medyum
uzaklastinhr. PBS ile 2 kez yikama yapilir. Hucrelerin fiksasyonu igin % 4’luk
parafilm ile yaklasik 15 dk muamele yapilir. Paraformaldehid uzaklastirilir ve 2 kez
PBS ile yikanir. Hicre zarindan primer antikorun ve floresans boya iceren sekonder
antikorun gecgebilmesi icin farkl konsantrasyonlarda Triton-X-100 ile muamele edilir.
PBS ile yikanarak Triton-X-100ortamdan uzaklastirilir. Spesifik olmayan proteinlere
antikorun baglanmamasi icin % 10 BSA iceren PBS ile 30 dk oda sicakhginda
bloklama islemi yapilir. Srenin sonunda solusyon ortamdan uzaklastirilir ve PBS ile

yikama yapllir. Bir gece +4°C’'de nemli bir ortamda primer antikorla muamele edilir.

Ertesi sabah primer antikor uzaklastirilip PBS ile yikama yapilir. Sekonder antikor ile
yaklasik 30 dk inkube edilir. Uygulamanin sonunda PBS ile yikama yapilir. 4,6-
diamidino-2-phenylindole  (DAPI) uygulamasi yapilir. Bu uygulama hiicre
¢akirdeginin boyanmasini saglar. Lameller (Cover slipler) kapatma sollisyonu
(mounting medyum) damlatiimis lam (zerine ters kapatiir. Lam (zerinde
kaymamalari igin karsilikh olacak sekilde 4 yerden sabitleme islemi yapilir. Preparat

ilgili sekonder antikora uygun dalga boylarinda floresan mikroskobunda goéruntulenir.
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3. BULGULAR

3.1 pGL2 basic vektorii icindeki 154b¢’lik hCA9  promotériiniin pGEM-T easy

vektoriine alt klonlama yapilmasi

Yrd.Do¢.Dr Hatice YILDIRIM'In doktora calismasi sirasinda olusturdugu
154b¢’lik insan CA9 (hCA9) promotorl iceren pGL2 vektdriinden transfeksiyon
calismalarinda kullaniimak igin salinan lusiferaz haberci sistem iceren pMetLuc
vektoriine klonlama yapildi. ilk asamada klonlama bélgesinde uygun enzimler
bulunduran pGEM-T easy vektdriine PZR stratejisi ile alt klonlama yapildi. ikinci
asamada pMetLuc vektoriine 154b¢’lik promotdr parcasi aktarildi. hCA9 154 bg lik

promoter bdlgesinin ¢ogdaltiimasinda kullanilan primerler tablo3.1’de belirltiimigtir.

Tablo 3.1: hCA9 154b¢’lik promoter bolgenin klonlanmasinda kullanilan primerler

Primer Uzunluk | Tm(*C) | Dizi

hCA9 154 bg'lik 26 66,17 | 5-GGT ACCCAG ACA AAC CTG TGA GACTT-3
primer F Kpnl kesim noktasi

hCA9 154 bg'lik 26 68,7 5-GCT AGC CTG ACT GTG GGG TGT CCCAGC
primer F AC-3’ Nhe | kesimbdlgesi

Primerlerle yapilan PZR reaksiyonunda 6ncelikli olarak tablo 3.2’de belirtilen
PZR sartlari kullanildi. Farkli MgCl, konsantrasyonlari kullanilarak en uygun olan
PZR reaksiyonu tespit edildi. (Sekil 3.1) Kullanilan bu PZR reaksiyonu ile 154bg¢’lik
istenilen bolge elde edildi. (Sekil 3.2) Bantlar jelden jel ekstraksiyon Kkiti ile geri
kazanildi.

Tablo 3.2: PZR kosullar

94°C 2
94 °C 1
35 Dongu
61°C 45”
72°C 1
72°C 10°
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Sekil 3.1: 154 bp’lik PZR sonucu ( M; marker, 1; 2pl MgCl,, 2 ve 3; 4 I MgCl, 4
ve 5; 6 ul MgCl, konsantrasyonda PZR ile elde edilen 154bg’lik promotor pargalar)

Jelden geri kazanilan 154 b¢"lik bantlar PGEM-T easy vektoru ile ligasyona
birakildi. Ligasyon +4 C"de 1 gece yapildi. Ligasyondan sonra transformasyon
asamasina gecildi. Transformasyon bolum 2.2.2.11°de belirtildigi gibi yapildi. pPGEM-
T easy vektor sisteminde bulunan ampisilin direnci ve mavi beyaz koloni secgimi
Ozelliklerinden yararlanarak rekombinant koloni segildi ve EcoRI enzimi ile kontrol

kesimi yapildi sonuglari Sekil 3.2'de goérulmektedir.

M 1 2 3 4 5 6 7

Sekil 3.2: pGEM-T easy vektorii EcoRI ile kontrol kesimi (M; 1kb marker 1-2; 1.
Koloni, 3-5; 2. Koloni 6-7; 3. Koloni)
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3.2 pMetLuc reporter vektoriine alt klonlama

PGEM-T easy ve pMetLuc vektdrlerinde ortak bulunan restriksiyon
endonukleaz enzimleri tespit edildi. pPGEM-T easy vektorunde iki tane EcoRI kesim

bdlgesi bulunmakta bdylece 154bg¢’lik kismi tek enzimle kesildi.

10000
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Sekil 3.3: pGEM-T easy vektoriiniin EcoRI enzimi ile kesim sonucu (M 50bp
marker, 1-3; 1. Koloni 4-7; 2. Koloniden elde edilen plazmidlerin kesim sonuglari)

Jelde gorulen bantlar bolum 2.2.4’te belirtildigi gibi jelden geri kazanildi.
pMetLuc vektorinde ise tek EcoRI enzim kesim bdlgesi bulunmakta. Vektori EcoRl
enzimi ile kesitik ve vektoru dogrusal hale getirdik. Dogrusal hale gelen vektorin
ligasyon asamasinda tekrar kendi Uzerine yapismasini engellemek icin alkalin

fosfataz ile 37°Cde 2 saat muamele edildi. PZR purifikasyon kiti kullanilarak

ortamdan enzim ve buffer gibi bilesenler uzaklastirildi.

Ligasyon kosullarini belirlemek igin kesilmemis pMetLuc vektorl, kesilmis
pMetLuc vektord, jelden geri kazanilan 154 bg¢'lik bolge 5 ul olacak sekilde %0,8’lik

agaroz jelde yiratulerek gérintilendi.

Ligasyonun kontrolu yapildiktan sonra ligasyon drunleri E.coli DH5a
susundaki kompetan hucrelere bélim 2.2.11’de belirtildigi gibi transforme edildi.
Transformasyon sonucu petrilerde olusan kolonilerden pMetLuc vektdriinde bulunan
Kanamisin direncinden yararlanarak rekombinant koloniler segcildi. Tek koloni ekimi
yapilarak bolim 2.2.2.6 'da belirtilen sekilde DNA izolasyonu ve kesimi BamHI ve

Xhol enzimleriyle kesimi yapildi. (Sekil 3.4)
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Sekil 3.4: pMetLuc vektoriinde rekombinant kolonilerin tespit edilmesi igin BamHI
ve Xhol enzimleriyle yapilan kesim (M1 1kb’lik marker, M2 50bp’lik marker, 1,2,3; 1.
Koloni, 4; 2. Koloniden yapilan plazmid izolasyonu)

Dizinin vektordeki dogrultusunun tespit edilebilmesi icin dizi analizine

gonderildi. Dizi analizi sonuclari MEGA 5 programi ile DNA dizisi acildi. Sekil 3.5'te

belirtildigi gibi NCBI blast ile dogru sekilde yerlestiriimis koloni tespit edildi.

754349
CA9 154bc
754349
CA9 154bc
754349

CA9 154bg

CAGACAAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCT

FErrrrrrrrrrerr et er e e e e e e e e e e e e e e
CAGACAAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCT

GCTCCCCTCCAGGCTTGCTCCTCCCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCC
GTACACACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 154
FEETTEErrrrrr e et r el
GTACACACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 183

Sekil 3.5: Data bankasinda 754349 koduyla bulunan CA9 dizisi ile klonlanan dizinin
karsilastirilmasi

60

90

120

149

Dizi analizi sonucunda pMetLuc vektérinin igine dogru oryantasyonda

klonlanan

rekombinant koloni tepit edildi.

3.3 Yonlendirilmis Mutagenez Teknigi ile HRE bélgesinde mutasyon olusturulmasi ve

DNA dizi analizinde kontrolii

Yoénlendirimis mutagenez teknigi Stratagene QuikChange site-directed mutagenesis Kkiti

modifiye edilerek bolim 2.2.3 belirtildigi sekilde yapilmistir.
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Mutegenez primerleri Primer X programinda 80 °“Cnin Ulzerinde olmamasina,

mutagenez olusturulacak bdlgenin primerin ortasinda olmasina ve %GC igerigini géz énlne

alarak calisilmistir. [94] Olusturulan primerler tablo3.3'teki gibidir.

Tablo 3.3: Mutagenez primerleri

Primerin adi Tm | Uzunluk bg Primer dizisi (5°-3’)

HRE mutant 154bq 72 36 AGCTCTCGTTTCCAAAAAAAAAAAAGCC
CGTACACA

HRE mutant 154bq 72 36 TGTGTACGGGCTTTTTTTTTTTTGGA
AACGAGAGCT

PZR sonrasi olugan Urlnlerin kalip DNA’dan ayrilmasi i¢in olan temel teknik
bolum 2.2.3'te belirtildigi gibi Dpnl enzimi ile kesilmesidir. Dpnl enzimi ile kesim
yapilarak metilenmis kalip DNA ortamdan uzaklastiriir ve sadece mutant DNA

kalmis olur.

Kesim sonuclari One Shot® TOP10 E. Coli susundaki kompetan hiicrelere
bolum 2.2.2.11’de belirtildigi gibi transforme edildi. Transformasyon sonucu
petrilerde olusan kolonilerden pMetLuc vektdriinde bulunan Kanamsin direncinden

yararlanarak rekombinant koloniler segildi.

Tek koloni ekimi yapilarak bélim 2.2.6’da belirtilen sekilde DNA izolasyonu
yapildi ve dizinin vektdrdeki mutasyonunun tespit edilebilmesi igin dizi analizine
gonderildi. Dizi analizi sonuglart MEGAS5 programi ile histogramlari acildi. Sekil
3.6’da belirtildigi gibi NCBI blast ile mutant koloni tespit edildi.

7254349 CCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCCGTACACACCGTGTGCTGGGACAC 143
FEEEEEErrr et \ et r e e
Mutant CCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAAAAAAAAAAAAGCCCGTACACACCGTGTGCTGGGACAC 59
754349 CCCACAGTCAG 154
FEEEEErrr
Mutant CCCACAGTCAG 70

Sekil 3.6: Data bankasinda 754349 koduyla bulunan CA9 dizisi ile mutant dizinin
karsilastirilmasi
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Mutant koloni tespit edildikten sonra gecici transfeksiyon ile fonksiyonel
analizini yapabilmek igin bolum 2.2.2.7°de belirtildigi gibi buyuk Olgekli plazmid DNA

izolasyonu yapildi.

3.4 pMetLuc vektoriine 9 tekrarli HRE bolgesi eklenmesi (9XHRE)

HRE bdlgesinin fonksiyonel analizini yapabilmek icin cogaltiimis HRE
bdlgesinin haberci vektér olan pMetLuc igerisine klonlanmasi gerceklestirildi.
Korunmus HRE dizisi saptandiktan sonra primer dizayni yapildi. Daha dnceden en
iyi ikili kesim enzimleri Hindlll ve Xhol oldugu tespit edilen pMetLuc vektoru ile
ligasyona kolayca birakabilmek icin iki adet restriksiyon kesim bdlgesi eklendi.
EMSA tekniginde de kullanabilmek igin proteinlerin baglanmasini saglayacak
baglanma bdlgesi disina Adenin bazi eklendi. Primerler bélum 2.2.2.2°de belirtildigi
gibi olasi sa¢ tokasi yapilari oligoanaylizer programinda analiz edilerek tablo 3.4
‘deki sekilde dizayn edildi (Sekil 3.7). Hindlll ve Xhol enzimleriyle kesilmis pMetLuc
vektorl ile son konsantrasyonu 100 ng olan primerler ile son hacim 20 pl olacak

sekilde T, ligaz enzimi ile 95°C ‘de 5 dk ligasyona birakildi.

Tablo 3.4: 9X HRE primer dizileri, forward primer alt1 ¢izili dizi Hindlll , reverse
primer alt1 ¢izili dizi Xhol tanima bolgesi

Primerin adi | Tm Uzunluk bg Primer dizisi (5°-3°)
9X HRE F ACTCGAGCGTGAAACGTGAAACGTGAAACGTGAAA
81 67 CGTGAAACGTGAAACGTGAAACGTGAAA CGTG
9X HRER TAAGCTTCACGTTTCACGTTTCACGTTTCACGTTTCA
78 67 CGTTTCACGTTTCACGTTTCACGTTTCACG
a \ .' b \G.!\V ; '
- et
et~ _ I %
N /"’h-.(,.~ H \
\:‘;_;\‘/ o/.r,’L)o ! '1 )
. .‘\/a, > “Se
e N ot 2 N

Sekil 3.7: 9X HRE (a) forward ve (b) reverse primerlerinde olusabilecek sa¢ tokasi
yapilari.
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Ligasyon ornekleri oda sicakligina geldikten sonra bolim 2.2.2.11'de
belirtildigi gibi transforme edildi. Transformasyon sonuclari Kanamisinli petrilere
ekildi. Buyuyen kolonilerden sivi besi yerine tek koloni ekimi yapildi. Bakteriler
cOkturaldi ve bolum 2.2.2.6'da belirtildigi gibi plasmid izolasyonu yapildi. Plazmidler

dizi analizi icin REFGEN gen arastirma ve biyoteknoloji'ye yollandi.

9XHRE CCAACATCGACATCGTGGGCCTGGAAGGCAAGTTCGGCATCACCAACCTGGAAACCGACC 226
pMetLuc CCAACATCGACATCGTGGGCCTGGAAGGCAAGTTCGGCATCACCAACCTGGAAACCGACC 380

9XHRE ACTCGAGCGTGaaaCGTGaaaCGTGaaaCGTGaaaCGTGaaaCGTGaaaCGTG 286

FEEEErrrrrrrr e rrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr e
pMetLuc ACTCGAGCACGtttCACGtttCACGtttCACGtttCACGtttCACGLtLECGTG 440

9XHRE aaaCGTGaaalCGTGtaagct tGTGGCCACCGAGACCGACGCCAACCGGGGCAAGAT 346
Crrrrrrerrrrrrerrerrrrrreerr e et errr et r e
pMetLuc tttGCACtttGCACTAAGCTTGTGGCCACCGAGACCGACGCCAACCGGGGCAAGATGC 500

Sekil 3.8: pMetLuc reporter vektori ile 9XHRE pMetLuc dizilerin karsilagtiriimasi

Dizi analizi sonuglari MEGA5 programi ile histogramlari acildi. Sekil 3.8'de
belirtildigi gibi NCBI blast ile mutant koloni tespit edildi.

3.5 hCAQ9 154 b¢’lik Promotorun Fonksiyonel Analizi

3.5.1 Hep3B Hiicre Hattinda Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu ile Gegici

Transfeksiyonun Salinan Lusiferaz Sisteminde Optimize Edilmesi

Gegici Transfeksiyon calismalari kalsiyum fosfat presipitasyonu yontemiyle
Hep3B hicre hattinda yapildi. Hem 2X HEPES'in kontroli hemde Hep3B
hicrelerinde transfeksiyonun optimizasyonu igin éncelikle pMetLuc Kontrol, pMetLuc
Reporter, pSeap 2-Basic, pSeap 2-Kontrol vektorleri kalsiyum fosfat presipitasyonu
ile hicrelere transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat dnce hiicreler 12 kuyucuklu
plakalara 250.000 hlcre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Transfekte edilecek
0,5ug 154 bg DNA, 1 ug 154 bg DNA, 2 ug 154 b¢ DNA ve 2M CacCl, ayri ayri tipler
icinde bolim 2.2.5.12’de belirtildigi gibi hazirlandi. Lusiferaz/Seap oranlari
MiniTab16 (ANOVA One Way) programinda istatiksel olarak degerlendirildi (Sekil
3.9). Hep3B hicre hattina transfeksiyonu yapilan kontrol gruplarinin pMetLuc
Kontrol, pMetLuc haberci vektdéri ve pSeap2 Kontrol vektorlerinin lusiferaz
aktiviteleri Sekil 3.10’da verilmistir. pMetLuc Kontrol, pMetLuc haberci vektéra ve

pSeap2 Kontrol vektorlerinin alkalin fosfataz aktiviteleri Sekil 3.11’de verilmigtir.
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Sekil 3.10 : 48 ve 72 saat optimizasyon Lusiferaz aktivitesi
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Sekil 3.11: 48 ve 72 saat optimizasyon SEAP aktivitesi

3.5.2 Mutant ve yabaml tip hCA9 154°b¢’lik promotoriin bazal aktivitesinin

belirlenmesi

hCA9 promotor bdlgesine ait 154 b¢ ve HRE mutant 154 b¢ biyikliginde ve
pMetLuc haberci vektdrt icine klonlandigi dizi analizi ile dogrulanmis parcgalarin
bazal aktivitelerine gegici transfeksiyon analizi olan kalsiyum fosfat presipitasyonu
yontemiyle bakildi. Hucrelere 0,5 pg, 1 pg ve 2 pg promotor plazmitleri ile birlikte
normalizasyonlari i¢in 0,5 yg PSEAP 2 Basic vektorl de transfekte edildi. Pozitif
kontrol olarak yliksek miktarda lusiferaz aktivitesi gdsteren pMetLuc Kontrol plazmiti
kullanildi. Salinan alkalin fosfataz aktivitesinin kontroli icin de pSEAP-2 Kontrol
vektori kullanildi. Hiposik ortamin olusturulmasi i¢cin CoCl, kullanildi. lusiferaz
salinimi igin gereken 48 ve 72 saat sureleri sonrasinda medyum alinarak bolum
2.2.5.13 ve bolum 2.2.5.14’te belirtilen sekilde aktiviteleri dlguldu. Lusiferaz aktivitesi
SEAP aktivitesi ile normalize edilerek MiniTab16 (ANOVA One Way) programinda
hesaplandi (Sekil 3.12, Sekil 3.13, Sekil 3.14 ve Sekil 3.15) .
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Sekil 3.12: 48 saat Normoksik Lusiferaz/SEAP bazal aktivite

Lusiferaz/SEAP oran

14

1.2
1
0.2
0

154bp 0,5 pg Mutant 0,5 154bp 1 ng Mutant 1 pg 154bp 2 pg Mutant 2 g
DNA ng DNA DNA DNA DNA DNA

it
w0

=
o>

e
L

Sekil 3.13: 72 saat Normoksik Lusiferaz/SEAP bazal aktivite
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Sekil 3.14: 48 saat Hipoksiya Lusiferaz/SEAP bazal aktivite
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Sekil 3.15: 72 saat Hipoksiya Lusiferaz/SEAP bazal aktivite
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3.5.3 Mutant ve yabanil tip hCA9 154 bg¢’lik promotoriin TGF p sitokini ile

olan aktivitesinin belirlenmesi

hCA9 promotor bdlgesine ait 154 b¢ ve HRE mutant 154 b¢ biyikliginde ve
pMetLuc Reporter vektodrl igindeki optimizasyonu yapilmis miktarlardan 1ug’lk
miktarin bazal aktivite igin yeterli oldugu saptanmistir ve TGF  ile olan aktivitelerine
gecici transfeksiyon analizi olan kalsiyum fosfat presipitasyonu yontemiyle bakildi. 1
Hg promotor plazmitleri ile birlikte normalizasyonlari igin 0,5 pug pSEAP2-Basic
vektorl ile transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak fazla miktarda lusiferaz aktivitesi
gosteren pMetLuc Kontrol plazmiti kullanildi. Salinan alkalin fosfataz aktivitesinin
kontroll icin de pSEAP-2 Kontrol vektérl kullanildi. Hiposik ortamin olusturulmasi
icin CoCl, kullanildi. Hipoksik uyaridan yaklasik bir saat sonra TGF B sitokini ile
muamele elden transfeksiyon sonuglari 48 ve 72 saat lusiferaz salinimi igin gereken
sureleri sonrasinda medyum alinarak bdlim 2.2.2.13 ve bolim 2.2.2.14’de belirtilen
sekilde aktiviteleri Olclldu. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesi ile normalize edilerek
MiniTab16 (ANOVA One Way) programinda hesaplandi (Sekil 3.16, Sekil 3.17).

1,5

M 48 saat

B 72 saat

Lusiferaz/SEAP katlari

0,5

154bp 1 pg DNA 154bp + TGF Mutant 1 pg DNA Mutant + TGF

Sekil 3.16: 48 ve 72 saat Normoksia 200 unite /ml TGF Buygulanmis
Lusiferaz/SEAP transfeksiyon sonuglari
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Sekil 3.17: 48 ve 72 saat Hipoksia 200 tinite/ml TGF Buygulanmis
Lusiferaz/SEAP transfeksiyon sonuglari

3.6 TGFp’nin Hep3B Hiicre Hattinda Sitotoksik Etkilerinin Belirlenmesi

Hep3B hucrelerinde son konsantrasyonu 50 ng/pl ve 500 ng/ul olacak
sekilde TGF B uygulanmasi gergeklestirildi. Hep3B hucrelerinde normoksi ve CoCl,
uygulanarak olusturulan hipoksi kosullarinda sitokin uygulamasi yapilmistir. 1, 3, 24,
48, 72 zaman aralklarinda MTT testi uygulanarak sitotoksik etkisi arastirildi.
Sonuglar MiniTab16 programi kulllanilarak Anova one way testi ile analiz edildi
(Sekil 3.18 ve Sekil 3.19). Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak

anlamh bir fark olusturmadigi gérilmektedir (p>0,05).
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Sekil 3.18: Hep3B hiicrelerinde normoksik ortamda TGFf’in sitotoksik etkisi
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Sekil 3.19: Hep3B hiicrelerinde hipoksik ortamda TGFp’in sitotoksik etkisi
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3.7. TGFp Sitokinin CA9 ekspresyon seviyesine etkilerinin mRNA seviyesinde

Belirlenmesi

Hep3B hiicreleri 25 cm?lik kiiciik flasklara yaklasik 2 milyon olacak sekilde
eklendi. Bir gece hicrelerin flaskin ylzeyine tutunmalari igin beklendi. Normal
oksijen kosullarinda ve CoCl, ile uyarilarak olusturulan hipoksik kosullarda
c¢alismalar yapildi. Hicrelerin ekilmesinden 24 saat sonra 200 U/ml olacak sekilde
TGF B sitokini eklendi. Sonuclar 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonrasinda alinarak
pelletler -80°C’e kaldirildi. RNA izolasyonlari bolim 2.2.6.2°de belirtildigi gibi yapild1.
Bolim 2.2.6.3'te belirtildigi gibi RNA'nin safligi belirlendi. cDNA eldesi igin bdlim
2.2.6.4'te belirtildigi gibi revers transkriptaz enzimi ile reaksiyon olusturuldu. CA9 ve
insan beta 2 mikroglobulin primerleri ile real time PZR yapildi. Real time PZR 10 ul
son hacimde 5 pl SYBR® Green PZR Master Mix, 1 pl cDNA, 100ng/ pllik insan
beta 2 micoglobulin ve CA9 forward ve reverse primerleri stogundan 0,5’er pl ve 3 pl
dH,O kullanilarak yapildi. PZR’'nin dongu kosullari tablo 3.6 ve Primer bilgileri tablo
3.5'te gosterilmistir. insan beta mikroglobulimin primerleri normalizasyon amagli

kullaniimistir. Sonuglar AA CT degerine gore bolim 2.2.6.5'te belirtildigi gibi

degerlendirildi (Sekil 3.20 ve Sekil 3.21) .

Tablo 3.5: Real Time PZR primer bilgileri

Primerin adi Tm Uzunlik Primer Dizisi

be
CA9 ekspresyon F 63 20 5-TCTCATCTGCACAAGGAACG-3
CA9 ekspresyon R 63 20 5-ACTTCAGCCGCTACTTCCAA-3
insan beta 2 micro F 60 20 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3
insan beta 2 micro R 60 21 5-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3

Tablo 3.6: RealTime PZR kosullar

Bf;samaklar Do6ngl sayisi Sicakhk Sire

On 1sitma 1 95 *C 10 dk

95 *C 10 sn

Cogatma 40 51 C 10n

72°C 10 sn

95°C 5sn

Erime 1s1sI 1 65°C Tdk
97°C

Sogutma 1 40°C 30 sn
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Sekil 3.20: Hep3B hiicrelerinde Zaman araliklarina gére normoksik kosullarda
TGFp uygulanmis 6rneklerin Realtime PZR sonuglari
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Sekil 3.21: Hep3B hiicrelerinde zaman araliklarina gore hipoksik kosullarda TGF 3
uygulanmis 6rneklerin Realtime PZR sonuglart

Buna gore TGF B normoksik durumlarda CA9 mRNA sini arttirmaktadir.
Hipoksik kosullrada ise CA9 mRNA’sinin 1 saatten sonra 6 saate kadar dustuga ve
6 saatten sonra arttigi gorilmastir.
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3.8 TGFp Sitokinin CA9 Protein Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

3.9 Hep3B Hiicre Modelinde immiinofloresan Yénteminin Optimizasyonu

Bolim 2.2.8.3'te belirtildigi gibi deney kuruldu paraformaldehid ile hlcreler
coverslip ylzeyine sabitlendikten sonra boyanin hicre zarindan geg¢mesini
saglamak icin yapilan Triton-X-100 muamelesinin uygunlugu igin % 0,1 % 0,2 ve %
0,3’luk Triton-X-100 PBS ile seyreltilerek hazirlandi. % 0,1’lik Triton-X-100 miktarinin
hiicre membranina bagli olan CA9 proteini icin yeterli oldugu ancak DAPI ile yapilan
¢ekirdek boyamalari icin yeterli olmadigi tespit edildi. % 0,2’lik Triton-X-100 oraninin
her iki boyama icinde uygun oldugu tespit edildi(Sekil 3.22). Bloklama i¢in FCS ve
BSA olmak Uzere farkl iki ajan kullanildi. % 10 ve % 5 oraninda kullanilan FCS’nin
bloklama asamasi icin yeterli olmadigi tespit edildi. % 5 oraninda kullanilan BSA'nin
bloklamada kullanilabilecedi ancak %10 oraninda kullanilan BSA kadar iyi olmadigi
gorilmustar (Sekil 3.23). CA9 primer antikoru icin yapilan optimizasyonda oda
sicakliginda yapilan 1 ve 3 saatlik muamelede gdruntilemede sorun olusturdugu

gortilmustir. Bir gece +4°C'de nemli bir ortamda primer antikorla muamele

edildiginde spesifik goruntuler elde edilmistir. Sekonder antikor ile yaklagik 30 dk

inktbe edildiginde arka gdruntide spesifik olmayan baglanmalar gértlmemistir.

Sekil 3.22 : imiinofloresans optimisazyonu (a) 0,1 Triton-X-100 muamelesi (b) 0,3
Triton-X-100 muamelesi
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Sekil 3.23: Imiinofloresans optimisazyonu (a) FCS ile bloklama (b) BSA ile
bloklama

3.9.1 Hep3B Hiicre Modelinde CA9 Protein Diizeyinin Immiinofloresan ile

Belirlenmesi

Bolim 2.2.8.3'de belirtildigi gibi hlicreler hazirlanir. Bloklama asamasindan

sonra CA9 primer antikoru bir gece +4°C’de nemli bir ortamda lameler Uzerini

kaplayacak sekilde muamele edildi. Ertesi sabah primer antikor uzaklastirilip PBS ile
yikama yapildi. Sekonder antikor ile yaklasik 30 dk inkibe edildi. Uygulamanin
sonunda sekonder antikor kalintisi gérmemek icin PBS ile yikama yapilir. 4,6-
diamidino-2-phenylindole (DAPI) uygulamasi yapildi. Lameller, mounting medyum
damlatiimis lam Uzerine ters kapatildi. Preparat ilgili sekonder antikora uygun 420-

510 nm dalga boyunda floresan mikroskobunda gorintilendi.
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Sekil 3.22: 3h Normoksia (a) CA9 ekspresyonu (b) DAPI boyamas: floresans
mikroskopi goriintileri

Sekil 3.23: 6 saat hipoksiya (a) CA9 ekspresyonu (b) DAPI boyamasi floresans
mikroskopi goriintileri
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3.9.2 Hep3B Hiicre Modelinde CA9 Proteini Uzerine TGF B Sitokinin

Etkisinin immiinofloresan ile Belirlenmesi

Sitokin uygulamasi yapilacagi igin hiicrelere besin aghdina birakilmak igin
BSA'lI ortama alinir. 24 saat sonrasi Boélim 2.2.8.3’'de belirtildigi gibi htcreler
hazirlanir. Yukaridaki bolumde belirtildigi gibi preparat hazirlanmasi yapildi.
Florasans géruntiler alinrak image J programinda densitometrik analiz yapildi [91] .
Sonugclarin degerlendiriimesinde, ¢ok sayida tekli hicre kullanildi (Sekil 3.26 ve
Sekil 3.27). Grafik olarak degerlendirildiginde hipoksiik kosullar altinda TGF B
uygulamasi CA9 potein dizeyinde istatistiki olarak anlamh olacak artis gdstermistir.
Normal oksijen kosullarinda da ayni artisin devam ettigi gézlenmistir. (Tablo 3.25
ve Tablo 3.26)

Sekil 3.24: CA9 proteinine TGF sitokininin etkisinin belirlenmesi (2) 1 saat
Normosik (b) 1 saat Normoksik TGF uygulanmis
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Sekil 3.25 : CA9 proteinine TGF sitokininin etkisinin belirlenmesi (a) 1 saat
Hipoksik (b) 1 saat hipoksik TGF uygulanmis

30000

25000

20000
15000
10000
5000
0

1 saat 1 saat TGF 3 saat 3 saat TGF O saat o saat TGF

Piksel sayisi

. Sekil 3.26: CA9 proteinine normoksik sartlarda TGF 3 sitokinin etkisi
Immiinofloresan sonuglarinin dansitometrik olarak degerlendirilmesi
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Sekil 3.27: CA9 proteinine hipoksik sartlarda TGF [ sitokinin etkisi
Immiinofloresan sonuglarinin dansitometrik olarak degerlendirilmesi

3.10 Baz inhibitorlerin ve TGF B sitokinin CA9 ekspresyon seviyesine etkilerinin

MRNA seviyesinde Belirlenmesi

Hicreler bolum 2.2.6'de belirtildigi gibi hazirlanir ve eppendorflara
cokturilerek, RNA ve protein icin ayrilmis olarak -80°C’e kaldirilhr. Alinan
ornekler bélum 2.2.7.1 ve bolum 2.2.7.2'de belirtildigi gibi RNA izolasyonu yapilir
ve miktari belirlenir. mMRNA’dan bélum 2.2.7.3 ve bolum 2.2.7.4'te belirtildigi gibi
cDNA elde edilir ve Realtime PZR 3 tekrarli olacak sekilde kurulur. Sonuglar

AACT degerleri hesaplandiktan sonra MiniTab16 istatistiksel analiz programinda

Oneway ANOVA medodu ile degerlendirilerek analiz edildi. istatiksel
degerlendirmeler sonucunda normal oksijen sartlari altinda MEK-I ve
sikloheksimid (6karyotik ribozomlarda peptidil transferaz aktivitesini inhibe eder )
inihibitérlerinin MRNA duzeyinde azalisa neden oldugu goruimuastir. Yine ayni
deney hipoksik kosullar altinda yapilmis ve wortmannin inhibitériinin CA9

mRNA dizeyinde dislse neden olugu tespit edilmigtir.
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Sekil 3.29: Hipoksiya TGF [ ve bazi inhbitorlerin CA9 ekspresyon seviyesine
etkileri, Realtime PZR sonuglari
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3.11  Baz inhibitorlerin ve TGF p Sitokinin CA9 Protein Ekspresyon Seviyesine

Etkilerinin Western Blot Analizi ile Belirlenmesi

Hucreler bolim 2.2.6’da belirtildigi gibi hazirlandi ve eppendorflara
¢oktlrilerek, protein icin ayrilmis olarak -80°C’e kaldirilidi. Deney gruplarina JNK,
MEK-I ve PI3K inhibitérleri ve TGF sitokini uygulandi. Alinan 6érnekler bélim
2.1.5.1'de belirtildigi gibi hazirlanan laemli ¢ozeltisi ile total protein elde edilidi ve
bolim miktari belirlendi. Proteinler boélim 2.2.8.1’de belirtildigi gibi SDS jel
elektroforezinde yuritilerek buytkliklerine gére ayrilidi. Bélim 2.2.8.2’de belirtildigi
gibi western blot islemleri gerceklestirildi. Proteinlerin transfer edildigi membrana
CA9 spesifik primer antikoru ve normalizasyonun gerceklestiriimesi icinde beta aktin
antikoru ile muamele edildi. Sekonder antikor olarakta CA9 primerine spesifik anti-
rabbit uygulandi. Membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL
substratla muamele edildi. Otoradyoaktifolarak belirlenen bantlar dansitometrik
olarak image J programi ile analiz edildi. Degerlendirmeler sonucunda normal
oksijen sartlari altinda yapilan bu deneyde JNK ve MEK-I inhibitérlerinin CA9
proteini Uzerine etkisinin degistirici olmadigini ancak PI3K inhibitériintin azaltici
etkisi olugu goéruldi. TGF sitokininin CA9 protein dizeyinde inhibitérler Uzerine

anlamli bir etkisi gorilmedi.
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Sekil 3.30: Normal oksijen kosullarindaCAS9 proteinine inhibitorlerin etkisinin
dansitometrik analizleri (1 Kontrol, 2 DMSO Kontrol, 3 TGF uygulamasi, 4 JNK inhibitorii
uygulamasi, 5 INK inh + TGF uygulamasi, 6 MEK-I uygulamasi, 7 MEK-I + TGF
uygulamasi, 8 PI3K uygulamasi, 9 PI3K + TGF uygulamasi)
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4. SONUC VE ONERILER

Kansere karsi birgok modern tani ve tedavi yaklagim stratejileri gok sayida
arastirmaya hedef olmaktadir. Kanser Molekuler biyolojisi ¢alisanlarin temel amaci
kanserin altinda yatan nedenleri agiga kavusturmak ve tedavisine yonelik sratejiler
gelistirmektir. Bu stratejilerde genellikle ilgili molekullerin hedeflenmesi temel alinir.
Potansiyel hedefler, molekullerin etkilerini duzenleyici, genlerin ve proteinlerin
fonksiyonel olan pargalarini, timor gelisimini etkileyen, ekspresyon paternini ve

malign timorleri taniyan ayni zamanda yok etmeye calisan bir arag saglamaktir [97].

Birgok kati timdrde oldugu gibi karaciger kanseri hipoksiya ile karakterize
edilmektedir. Karaciger htcrelerinde hipoksik sartlar yada disik oksijen seviyesinde
hicresel metabolik aktivite canlihdint korumak icin farkli adaptasyonlar
go6stermektedir. Tumorin blyimesini etkileyen gesitli mekanizmalar bulunmaktadir.
Bunun yani sira hipoksik kosullar olusmasi ile olusan hlicresel cevap bir¢cok genin

etkisi ile olmaktadir.

Karbonik anhidrazlar enzimatik aktiviteleri icin ¢inko iyonu iceren
metaloenzimlerdir. Hemen hemen tim canh hicrelerde karbondioksit molekulinin

hidrotasyonunu katalizlemek icin karbonik anhidraz enzimleri bulunmaktadir.

Membran bagimh CA9 geni ile ilgili ilk ¢galismalar, 1996 yilinda Opavsky ve
arkadaslari tarafindan yapilmistir. Bu ¢alismada ilk olarak CA9 geni klonlanmis ve
karakterize edilmistir. Genin transkripsiyonel regulasyonu ile ilgili ilk bilgilerin
edinildigi bu c¢alismada, transkripsiyonun baslangicinda godrevli olan TATA

kutusunun olmadigi ve TATA-less bir promotor oldugu gosterilmistir [53]

Literatire genel olarak bakildigina yapilan calismalarda guglu bir sekilde
hipksiya’nin CA9 regulasyonunda ©6nemli roli oldugu goérulmektedir. CA9
promotorunun -3/-10 bg¢ arasinda bulunan -173 baz iftlik bdlgesi HRE (hypoxia
response element) bolgesi ve HRE bodlgesine baglanan HIF1 (hipoxia inducible
factor) araciigi ile transkripsiyonun kontroli hipoksiya acgisindan karakterize
edilmesine ragmen, normal oksijen kosullarina ve diger hucresel uyarilara nasil
cevap verdigi konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir [111]. CA9’un hipoksiya ve in
vivo timér olusumunda hipoksiya belirtecleri arasindaki baglanti kesin olarak

molekuler yontemlerle dogrulanmig degildir.
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Calismamiz kapsaminda CAQ’un ekspresyonunun kontroliinde énemli olan
hipoksiya transkripsiyon faktérinin baglanma bélgesi olan (RCGTG) dizisini, HRE
bolgesinin etkisini arastirmak igin mutasyona ugrattik. in-vitro ydénlendirilmis
mutagenez teknigi proteinlerin yapi ve fonksiyonlarinin aydinlatimasinda, gen
ekspresyonu, vektdor ve enzim aktivitelerinin modifiye edilmesinde siklikla
kullaniimaktadir. HRE bdlgesinin mutasyonu igin oncelikle biyoinformatik analiz ve
literatlr taramalariyla RCGTG dizisini belirledikten sonra hCA9 154 b¢’lik promotor
bdlgesindek dizi mutasyona ugratildi. Mutasyonla bdélgedeki nikleotitler A bazi ile
degistirildi. Bu mutasyonu hipoksik ve normoksik ortamda fonksiyonel olarak analiz
ettigimize yabanil tip olan hCA9 promotor bdlgesine oranla aktivitesinde istatiksel
olarak anlamli azalig géruldi. Ayrica bolgenin 9kez artarda eklenmesiyle olusturulan

9XHRE bdlgesi pMetLuc vektorine klonlandi ve dizi analizi ile dogrulandi

Karbonik anhidraz enzim ailesinden membrana bagh olarak bulunan CA9,
kati timor ile iligkili olarak bilinen enzimlerdendir. CA9 enzimi, icerdigi hlcre digi
memrana bagl enzim aktif bolgesi ile CO,’in bikarbonat ve protona hidratasyonu
reaksiyonunu katalizler. Karbonik anhidraz 9 timérli hicrelerin hipoksik ve asidik
kosullardaki adaptasyonunu saglar. Tumorlerdeki CA9 ekspresyonu, tumorin tanisi
ve ilerleyisi hakkinda bilgi vermesi nedeniyle biyobelirte¢ olarak kullaniimaktadir
Bdylece CA9'un ifadesinin belilenmesi mihim bir hale gelmektedir. CA9 'un normal
dokulardaki ifadesi yok denilecek kadar azdir. Bu ifadenin tam tersi olarak timorli
dokularda hipoksik kosullar ile artan CA9 ekspresyonu cesitli timorlerle olan
baglantisini kanitlar niteliktedir [99]. TUmorlu Huacrelerdeki artis CA9 promotorunda
bulunan HRE bdlgesine bir transkripsiyon faktori olan HIF-1'in baglanmasi ile
gerceklesir. Bu nedenlerden dolayr CA9, tumor hipoksiyasi acisindan gugla bir
belirte¢c olarak dikkati cekmektedir [100]. CA9 E-kaderin ile hlicre-hiicre adezyonu

aracihigi ile de tumor invazyonunda gorev alir [69].

Mesane hicrelerinde yapilan galismada CA9 ekspresyonuna rastlanmazken
mesane kanseri hlcrelerinde asiri derecede ekspre oldugu ve bu ekspresyonun

invaziv karakterde olan mesane hiicre hattinda daha da arttigi gézlemlenmistir [98].

Sitokinler kisaca; hicresel dizenleyici proteinlerdir, gesitli uyarilara kargi
cevap olarak o6zellesmis hucreler tarafindan salgilanir ve hedeflenen hucrelerin
davranisini  etkileyen  biyolojik  molekillerdir  [101].  Sitokinlerin  tGmor

metabolizmasinda, hlcre c¢ogalmasi, farklilasmasi ve invazyonu gibi kanser
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agisindan o6nemli olaylarda goérev almaktadirlar. Kanserde immuntedavide

kullaniimalari da sitokin ¢calismalarinin dnemini daha fazla arttirmaktadir [69].

TGF, cesitli hicre tiplerinde malin degisimi ve timor gelisimini destekler.
TGFB dretimi bircok kanser turinde komsu hdcrelerindeki salinimiyla
karsilastiriidiginda artmakta olugu goéralmuastir [102]. Onkogenlerin aktif oldugu
hicrelerde transformasyonu TGFB genininin transkripsiyonunu baglatir [69,103,
104]. Genel olarak tim hdcre tiplerinin matriks sentezini artirir, kemik hicreleri i¢in
kemotaktiktir ve farklilasma durumu, kiltdr kosullari ve TGF-B konsantrasyonuna
bagl olarak proliferasyonlarini artirabilir ya da azaltabilir. Osteoblastlarin ve
prekursorlerinin farkllasma durumunda ve tip | kollajen gibi ekstraselUler matriks
bilesenlerinin artig1 gézlemlenmistir [105]. TGF-3 reseptorleri periodontal hiicreler ve
dokulardan ekspresse olur ve hasarli dokularda artmaktadir. Ayrica TGF-B1 matriks
metalloproteinaz ve plazminojen aktivatorlerinin sentezini azaltarak bagdokusu
matriksinin yikimini yavaslatir [106,107]. TGFB’nin timo&r hicrelerinin tzerinde iki
etkisi bulunmaktadir. Timor gelisiminin ilk safhasinda timoér yasamini baskilar.
ilerleyen safhalarda tiimoér hiicrelerin invazyonunu, proliferasyonunu ve metastazini
tesvik eder [69, 108]. Aslinda, TGF-B’nin hicre aktiviteleri Gzerindeki ¢ift yonlu etkisi
nedeniyle elde edilen veriler; yapilan calismalarin kosullarina, ortamdaki diger
blylime faktorlerine ve hiicre popllasyonuna bagl olarak degisiklikler gosterebilir
[107].

Hep3B hiicrelerinde normoksi ve CoCl, uygulanarak olusturulan hipoksi
kosullarda 1, 3, 24, 48, 72 zaman araliklarinda TGF-B sitokininin sitotoksik etkisi
MTT testi uygulanarak arastirildi. Sonuglar kontrol grubu ile karsilastirildiginda,

istatistiksel olarak anlamli bir fark olugturmadid1 bulunmustur (p>0,05).

TGF B nin CA9 protein seviyesine etkilerinin arastirildigi ¢alismamiz
kapsaminda, literatirde normoksik durumlarda TGF-B sitokinin CA9 mRNA’sini
arttirdigi gosterilmigtir [110]. Normal oksijen kosullarinda yapilan galismalarimiz
literaturdeki veriler ile korelasyon gostermekte, hipoksik kosullarda ise CA9

mRNA’sindaki artisin 6 saatten sonra basladigi goéralmustar.

TUmorli  dokulardaki asir ifadelenmis CA9 ekspresyonunu gdsteren
immunohistokimyasal calismalar bulunmaktadir. Hep3B hicre hatti ve diger hicre
hatlari ile yapilan in vitro ¢caligmalarda pH degisimi, hipoksiya ya da hucre yogunlugu
gibi faktorlere bagh olarak CA9 ekspresyonunun degisimini gdstermektedir [35, 36].
Farkl sitokinler kullanarak Blokve ark. tarafindan yapilan ¢alismada, bobrek kanseri

hucre hatlarinda IL-1-f ve IL-4’Gn CAIX ekspresyonunu azalttigi gosterilmigtir.
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Bunun yaninda IL-13 ve TGF-f CA9 ekspresyonunda anlamli bir degisiklik
olusturmadigr bulunmustur [109]. Bagka bir calismada ise Hep3B hicre hatt
kullanilarak IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin  CA9 mRNA seviyelerine etkilerinin
belirlenen, IL-6 uygulamasinin mRNA seviyesinde azalmaya sebep oldugu
belirlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmamigtir. TNF- a
uygulamasinda ise Hep3B hicrelerinde CA9 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak
anlamh bir distse neden olmustur. Sitokinlerin hcrelerin immun cevabin
olusmasindaki etkileri ve 6zellikle interlokinlerin hicre buylmesi, timoér nekroz
faktorlerin ise kanserli hicrelerin yikimi tzerindeki etkileri dikkate alindiginda, CA9
ekspresyon seviyesinde azalmaya neden olan sitokinler kanserin sitokinlerle

kombine terapileri igin cok 6nem tasimaktadirlar [110].

Farkh inhibitorler ve TGFB kullanilarak yapilan inhibisyon deneyleri ile hem
MRNA seviyesindeki CA9 dulzeyindeki degismeler hem de protein seviyesindeki
degisimler belirlendi. Calismamizin istatiksel degerlendirmeleri sonucunda Hep3B
hicre modelinde CA9 mRNA diizeyinde TGF (3 sitokinin etkisi normal oksijen sartlari
altinda PI3K, MEK-I ve sikloheksimid inihibitorleri ile azalmaya neden oldugu
belirlendi. Hipoksik kosullar altinda ise PI3K inhibitdrinin CA9 mRNA dizeyinde
disise neden olugu tespit edildi. Protein seviyesinde ise normal oksijen

kosullarinda yalnizca PI3K uygulanan grupta CA9 seviyesnde bir azalma belirlendi.
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6. EKLER

EK A DNA Cahsmalarinda Kullanilan Biiyiikliik Belirtegleri

GeneRuler” 1kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

10000 200 40
8000 240 43
6000 300 6.0
5000 300 6.0
4000 400 80
3500 510 10.2
3000 880 176
2500 335 6.7
2000 920 184
1500 240 48
1000 100 20
750 215 43

2 500 145 29

=

S 250 215 43

S

0.5ug/lane,
8cm length gel,
1X TAE, 7V/cm, 45min

Sekil 6.1: Fermentas 1 kb DNA biiyiikliik belirteci
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EK B Protein Calismalarinda Kullanilan Biiyiikliik Belirtecleri

-
—nelfyr

Gel| Blot

Sekil 6.2: PageRuler Prestained Protein biiyiikliik belirteci
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