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OZET

INSAN KARBONIK ANHIDRAZ III (CALIl) PROMOTORUNUN
KLONLANMASI VE GENIN EKSPRESYON PROFILININ ANALIZi
YUKSEK LiSANS TEZI
DERYA OKUYAN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BIYOLOJi ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, 2011

Insan Karbonik Anhidraz IIT geni (CAIII), karbonik anhidraz ailesinin
diger tyelerinden diisik CO; hidrataz aktivitesi ve siilfanamid inhibitérlerine
kars1 direng gosterme 6zellikleriyle ayrilir, 8. kromozomun g22 bolgesine lokalize
olan CAIIl geni kasa spesifiklik gostererek erkeklerde ve fetiislerde yiiksek
seviyelerde ifade olmaktadir.

Insan CAIIl geninin farkl hiicre serilerinde ekspresyon profili igin semi
gantitatif RT-PZR ¢aligmalar1 yapilmistir. Bu amacla Kolon Karsinom Hiicre
Hatt1 HT-29, Osteosarkom Hiicre hatin MG63 ve Saos-2, Karaciger Kanser hiicre
hatt1 Hep3B, HUVEC, Meme Kanser hiicre hatti MCF-7, Prostat Kanseri hiicre
hatt1 PC3 ve DU-145’ndan CAIIl’in ekspresyon seviyesine bakilmis ve sadece
HT-29, MG63, Saos-2 ve HUVEC hiicre hatlannnda mRNA diizeyinde ekspre
oldugu bulunmustur. Sitokinlerin CAII’iin ekspresyon seviyesinde etkisini
belirlemek amagl segilen sitokinler, TGF-8, TNF-a, IL-1a, IL-6 ve IFN-y, HT-29
hiicre hattina uygulanmig ve zamana bagli degisimi belirlemek igin gergek
zamanli qRT-PZR caligsmalan yapilmistir. CAIII proteinin HT-29 hiicre hattinda
protein diizeyinde ifadesi de western blot teknigi ile gosterilmistir. CAIII’{in
transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi amagli, Insan CAIII geninin promotor
bolgesi -939/+86 bg’lik bolgeden genomik PZR yontemiyle PGEMT-easy icine
klonlanmistir. Transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi amacli lusiferaz haberci
vektor igine alt klonlanmugtir. Ayrica olasi transkripsiyon faktérleri baglanma

bélgeleri biyoinformatik olarak analiz edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz III, CAIIL, CA3, HT-29




ABSTRACT

CLONING OF HUMAN CARBONIC ANHYDRASE III (CAIII)
PROMOTER AND EXPRESSION ANALYSIS OF GENE PROFILE
MSC THESIS
DERYA OKUYAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY !
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, 2011

Human Carbonic Anhydrase III (CAIII), differs from other membres of the
family of Cearbonic anhydrase with lower CO, hidratation activity and resistance
to classical CA sulphonamides inhibitors. CAIIIl gene localized to the 8.
Chromozome at q22 region is specifically high expressed in muscles in males and

fetuses.

The expression profile of human CAIIl gene was carried out by semi
quantitative RT-PCR analysis in different cell lines. The mRNA expression of
CAIII was determined from HT-29 (Colon carcinoma cells), MG63 (Ostosarcoma
cells), Saos-2 (Osteosarcoma cells), HUVEC (Endothelial cells) although there is
no expression was detected in MCF7 (Breést carcinoma cells), PC3 (Prostate
carcinoma cells), DU145 (Prostate carcinoma cells) and Hep3B (Hepatoma cells
cell lines. In order to the determine the effect of cytokines on the CAIII
expression, TGF-B, TNF-a, IL-1a IL-6 and IFN-y cytokines were chosen and
applied to HT-29 cells. Then, Real-Time gRT-PCR were carried out so as to
determine the selected cytokines on the time dependent chances at mRNA level of
CAIIL In addition, the presence of CAIII protein was demonstrated by western
blot analysis. In order to determine transcriptional activity of CAIII promoter, -
936/+86bp CAIII promotor region was amplified by PCR based approached and
cloned into pGEM-T easy vector. In addition, the putative transcription factor

binding motifs were analysed bioinformatically in the CAII promoter.

KEYWORDS: Carbonic Anhydrase III, CAIIL, CA3, HT-29
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1. GIRIS

1.1 Karbonik Anhidrazlar

Karbonik Anhidraz (CA) (Karbonat Hidroliyaz, Karbonat Dehidrataz,
Karbonat Ahidraz, Karbonik asit Anhidraz E.C.4.2.1.1) Prokaryot, Okaryot ve
Archae ‘da yaygin olarak bulunan ve yapisinda Zn® iyonu bulunduran bir

metaloenzimdir [1-6].

Ik olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen Karbonik Anhidraz, canllarda
COy’in hidratasyonunu ve HCOj" iyonunun dehidrastasyonunu katalizleyen bir

enzimdir [4, 7].

CO;+H0 = H:C0; =~ HCOsy +H"

Karbondioksitin  bikarbonat ve protona doniisiimiinti katalizlemeleri
aracilifiyla bu enzimler, hiicre membraninda ve hiicre icindeki degisik bir ¢ok alanda
gaz degisimi, iyon transportu, su-elektrolit dengesi ve asit baz dengesinin saglanmasi

olaylarina katilmaktadirlar [8-10].

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu
saglamasimin yan sira, bSbreklerde, gastrik mukozada ve g6z lensi gibi birgok farkli
dokuda H" ve HCO5’ birikiminde rol oynamaktadir. Histokimyasal metotlarla tiikriik
bezleri, kaslar, beyin, sinir miyelin kilifi, pankreas, prostat ve endometrium
dokularinda da CA’ya rastlanmistir. Bu enzimin baliklarin solungag ve salg

organlarinda bazi bécek ve bakterilerde, kabuklu hayvanlarin kabuk yapmminda,

‘alglerde ve bitkilerin fotosentetik hiicre kloroplastlarinda bulunmas: onun degisik

rolleri oldugunu ayrica ispatlanmustir [4, 11-13].




1.1.1 Karbonik Anhidraz Enziminin KatalizlediZi Reaksiyonlar .

Karbonik anhidraz CO; molekiiliiniin hidratasyonu reaksiyonunun yani sira,
siyanatin karbamik aside veya tirenin siyamide, aldehidin geminal diole hidratasyon
reaksiyonlarim1 da katalizlemektedir. Karboksilik, siilfonik ve fosforik asit
esterlerinin hidrolizleri de bu enzim tarafindan katalizlenmektedir. Ancak CA
enziminin hidrataz aktivitesi disinda, Tablo 1.1°de gdsterildigi gibi elektrofilik bir
merkeze, niikleofilik ataklan igeren, aldehit, pirtivat ve alkil piruvatlarin
hidratasyonu, piriivik siilfonik ve fosforik esterlerinin hidrolizi gibi reaksiyonlarin
da katalizlemektedir. Karbonik anhidrazin esteraz aktivitesi ile organizmada

fizyolojik bir rolii olup olmadig: heniiz bilinmemektedir [14, 15].

Tablo 1.1: Karbonik Anhidraz Enzimlerinin katalizledigi reaksiyonlar.

(1) 0=C=0 + H,0 HCOsy +H"

(2) O=C=NH -~ H;0 H.NCOOH

(3) HN=C=NH + H,0 === H:NCONH:
4) RCHO + H,0 RCH(OH),

(5) RCOOAr +H.0 RCOOH + ArOH

(6) RSO:Ar+ B0
(7) ArOPO:™ + H.O

RSO:H + ArOH

i s W

HPO:™ + ArOH

{8) ArF + H0 ~—=== HF + ArOH (Ar= 2,4 dinitrofenil)
9) PhCH,0COC | + H;0 PhCH,OH + CO- + HCI
(10) | RSO.Cl+H0

RSO;H — HCI (R=Me;Ph)

1.1.2 Karbonik Anhidrazlarin Siniflandirilmasi

Biitiin bilinen CA’lar, a-, B-, v-, 8- ve e-CA olmak iizere bes CA gen ailesi
olarak simiflandirilmugtir [3-7]. a-simfinin birgok izoformu biitiin omurgal: dokularda
bulunur. Bunun diginda, B- smifinin  izoformlan, yiksek bitkilerde ve
siyanobakterileri de igeren alglerde yaygindirlar. B ve vy izoformlari, basta bakteriler
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olmak tizere prokaryotlarin genis bir araliginda bulunur. Tek 8-CA, marine diatom
Thalassosira weissfloggi’de saptannmustir  [3-11]. e-siufinin  temsilcisi  son
zamanlarda, Chemolithautrophic bakteride kesfedilmistir [7]. Bu simiflarin aminoasit
dizileri diizeyinde 6nemli benzerligi yoktur ve biitiin katlanmalar onlarin bagimsiz

orijinleri oldugunu belirtir.

Akuatik fotosentetik organizmalarda ¢evredeki CO; yetersizliginin {istesinden
gelmek amaciyla CO; yi derisik hale getirici bir mekanizma olarak rol oynar [16,
24].

1.1.3 Karbonik Anhidraz Enziminin U¢ Boyutlu Yapis:

Karbonik anhidraz izoenzimlerinin ii¢ boyutlu yapilarinda biiyiik farkliliklar
gozlenmektedir. Izoenzimlerinin ti¢ boyutlu yapilanndaki farkin ¢ok belirgin
olmasina karsin, aktif bolgelerindeki katalitik gruplarin hemen hemen ayni olmasi
dikkat cekicidir. Sekil 1.1'te gosterildigi gibi, her bir izoenzimin aktif bdlgesi,
yaklagik tetrahedral geometriye sahip, {i¢ histidin imidazol halkas1 ve bir su molekiilii
ile koordine olmustur. Zn* iyonun kataliz olaymndaki fonksiyonu vazgegilmez olup,
uzaklagtinlmasiyla elde edilen apo-CA enzimleri, tam anlamiyla aktiviteden
yoksundurlar [17-19, 39].

Insan eritrosit CAI ve CAII izoenzimlerinin aminoasit dizilislerinin tespiti, bu
konudaki galismalarin baslangici olmustur. Daha sonraki yillarda sigir, at, sempanze
ve Rhesus maymunlarina ait CAI izoenzimleri ve yine sigr, at, koyun ve tavsan
kaynakli CAII izoenzimlerinin amino asit dizilisleri tam olarak tayin edilmistir. Kas
izoenzimi olarak da bilinen CAIIl izoenziminin amino asit dizilisi ise, insan igin
belirlendifi gibi sigr ve atlarda da aragtinlmigtir. Bu g¢alismalar sonucunda, iic
izoenzimin amino asit diziligleri ve ti¢ boyutlu yapilan yoéniinden biiyiik 6lciide

benzerlige sahip oldugu gésterilmistir [20, 21].

Karbonik anhidrazin s6zii edilen ii¢ izoenzimi, yapilari yoniinden c¢ok
benzemesine ragmen, aktiviteleri agisindan faklilk gostermektedir. CAII izoenzimi

CAI izoenziminden 60 ile 100 kat daha fazla aktif olup, bilinen enzimler arasinda




hiicresel yerlesimleri, siilfanamid inhibitorlerine kars: ilgileri ve katalitik aktiviteleri
bakimindan birbirlerinden farklilik gosterirler (Tablo 1.2) [27-29].

Tablo 1.2: a-CA izoenzimlerinin hiicre i¢i yerlesimleri, katalitik aktiviteleri
ve Stlfanamid inhibittrlerine kars ilgileri [28].

Izoenzim Katalitik Aktivite Siilfanamidlere Hiicresel Yerlesim
flgi
CAI ~ Diisiik ‘Orta Sitoplazmik
CAIl Yﬁksek Cok yiiksek Sitbplazmik'
CAIII ok dissitk Cokdusik =~ Sitoplazmik
CAIV Yiiksek Yﬁksek .. Mernbranlar arast
CAV . = Orta-yitksek® - Yitksek .+ Mitokondriyal
CAVI  Orta Orté»dﬁgﬁk Salgl(Hﬁére 'd1$1) "
CAIV Yiiksek Cok yiiksek Sitoplazmik
CARP VIII  Akatalitik . Sitoplazmik
CAIX = Yiksek Yiiksek - Membran arasi
CARPX  Akatalitik * Bilinmiyor
CARPXI  Akatalitik * - Bilinmiyor
CAXII Aktif Bﬂimﬁiyor Membran arast
CAXII Cok yiksek Bilinmiyor Bilinmiyor
CAXIV  Disik bilinmiyor Membran arasi

*pH 7.4 oldugu zaman orta, pH 8,2"den yiiksek oldugu zaman yiiksek.

PCAXIII heniiz protein olarak izole edilememigtir fakat ekspresyon seviyesinde tanimlanmistir ve
cDNA Kkiitiiphanesinde fareden elde edilen dizi bulunmaktadar.

Karbonik anhidraz enzimlerinin insanlardaki fizyolojik fonksiyonlarn uzun
¢alismalar sonucunda ortaya ¢ikarilmistir ve gilintimiizde hala devam etmektedir. CA
ilk olarak eritrositlerde bulunan ve insanda neredeyse biitiin doku ve organlarda var

olan izoenzimdir. CA izoenzimlerinin eritrositlerdeki en tnemli fonksiyonlari, doku



kilcallarinda metabolizma sonucunda olusan CO,’i HyCO3” e doniigtiirmeleri akciger
kapillerinde ise H,CO5’ti COy’e doniistiirerek solunum olayinda yer almalaridir.
Bobrek tiibiillerinde de sentezlenmekte olan CA’ nin diger onemli gérevi, Na' ve
H,0’nun geri emilimini saglamaktir [25- 29, 37-41 ].

Memelilerde bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli Karbonik
Anhidraz izoenzimi tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogu baskin olarak farklilagmis
hiicrelerle iligkilidir ve cesitli doku ve organlarda 6zellegsmis fonksiyonlar1 yerine
getirirler (Sekil. 1.2). Bes ¢esidi sitoplazma da bulunur (CAI, CAII, CAIII, CAVII ve
CAXIII), bes cesidi hiicre membranina bagli olarak bulunur (CAIV, CAIX, CAXII,
ve CAXV), iki cesidinin mitokondriyal enzim oldugu tespit edilmistir (CAVA ve
CAVB). Bir ¢esidi ise salgilanan bir enzimdir (CAVI). Ayrnca heniiz
siniflandirilmamais bir formu olan NonO/pS4nrb tanimlanmugtir [36-40, 14-19]. Bunun
diginda CA gen ailesine dahil {i¢ ¢esit Karbonik Anhidraz Iliskili Proteinler (CARP)
de bulunmaktadir [20, 35]. |

P e W o —
e XT3 XI;\"“‘?/ e
f m o A e LAY RS g
AN W0 Rl WO 1\3&5\\ » Membrana bagli CA'lar

( \-’1%’ Salgilanan CAVI
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/
- 4 Sitozolik CA'lar

Sekil 1.2: CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarinin sematik gésterimi
[18].




1.1.4.1 Mitokondriyal Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CAV mitokondriyel matrikste lokalize olmasi ile CA’lar icerisinde tekdir. 16.
kromozom {izerindedir ve CAVA ve CAVB olmak iizere iki farkli izoformu
bulunmaktadir. CAVA karaciger ve ¢izgili kaslarda ifade edilirken; CAVB beyin,
kalp, karaciger, akciger, bobrek, dalak, bagirsak, testis, ¢izgili kaslarda ifade edilir.
CAVA, hepatosit mitokondrilerinde glukoneogenezis ve iirogeneziste; CAVB,
pankreastan insiilin salgilanmasinin diizenlenmesinde rol oynamaktadirlar.[42, 43]

Mitokondriyal CA’lar, adipositlerde ve sinir sisteminde de bulunmaktadir [32].

1.1.4.2 Farklh Viicut Sivilarinda Salgilanan Karbonik Anhidraz

Izoenzimleri

Bu grupta bulunan tek enzim CAVI'dir. CAVI, ilk olarak, koyun parotid bezi
ve tikiiriikte 1979°da kesfedilmistir [35, 36, 44, 45] ve insan tiikiiriigiinden
saflastinlmistir. CAVI geni, 1. kromozom {izerindedir ve 42 kDa molekiil
agirligindadir. Katalitik domaini transmembran CA’larin hiicre dist CA domainleri
ile homoloji géstermektedir. CAVI, titkriikk bezlerinde iiretilir ve tiikiiriik sivisina
salinir [46]. CAVI, bakteri plag: ve dig minesi arasindaki ince bir protein tabakasmda
yerlesmistir. Gastrik mukusta CAVI bulunmaktadir, fakat gastrik yiizey epitel
hiicrelerinde ifade edilmemektedir ve tiikiiriik orjinli olmalidir. Bunlara ilave olarak,
serum, lakrimal bezler, pankreas, meme bezleri ve siitte CAVI'min varhig
gosterilmektedir. Bu protein, tiikrilkte bikarbonat seviyesinin korunmasinda 6nemli
rol oynar. Ayrica, Uist gastrointestinal sistemde asir1 asit seviyesini nétralize
etmektedir. CAVI'min kolostrumda aginn konsantrasyon da bulunmasi, gelismekte
olan gastrointestinal kanalin gelisme ve olgunlasma siirecinde 6nemli rol

oynamaktadir [9].

1.1.4.3 Membrana Bagh Karbonik Anhidraz Izoenzimleri

Membranla iligkisi tespit edilen ilk izoenzim olan CAIV, gastrointestinal
sistemi ddseyen epitelyum hiicrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. Molekiil

agirh@ 35 kDa’dur ve 17.kromozomda lokalize olmustur. Bu protein, epitel

hiicrelerinin apikal plazma membranmna baglamirlar. Gastrointestinal sistemde asir1

ifadesi gozlenirken, ince bagirsagin epitel hiicrelerinde diisiik seviyede ifade edilir.
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Safra kesesi ve safra ile ilgili epitel hiicrelerinde de ifadesi gdzlenmistir. Aym

zamanda akciger, bobrek, gbz, beyin, ¢izgili kas, kalp ve karaciger, erkek tireme

hiicrelerinde de saptanmigtir. Otoimmun pankreatitisli hastalarda CAIV serum
seviyesi, immun yamt ile korelasyon gostermektedir. Ayrica akcier ve bobrekte,
beyin, kalp, karaciger ve pankreasta da CAIV bulunmaktadir. CAIV ifadesinin oto
immun pankreatitis ile Snemli bir korelasyonu gdzlenmistir [9, 10,15-18, 57-62].

CAXIV, 37.6 kDa molekiil agirliginda transmembran bir izoenzimdir. Geni,
1. kromozom tizerinde bulunmaktadir. Bu protein ilk olarak fare b&breginden izole
edilmistir. Farelerde CA14 mRNA’s1 kalp, iskelet kasi, karaciger, beyin ve akcigerde
bulunurken; insanlarda kalp, beyin, karaciger, iskelet kas1 ve daha diisiik seviyede
incebagirsak, kolon, bobrek ve mesanede saptanmistir. Ayrica hem fare hem de insan
beyin néronal membran ve aksonlarinda da gozlenmistir [53]. Son zamanlarda
kesfedilen dugtik aktiviteli bir enzimdir [17]. CAIV ile oldukca benzerlik
gostermektedir. En fazla bobrekte iiretilmektedir. Beyin ve testis dokularinda da

ifadesi g6zlenmektedir [9].

CAXTI, birbirinden bagimsiz olarak iki farkli grup tarafindan klonlanmis ve
karakterize edilmistir. CA12 geni 15. kromozom {izerinde lokalize olmustur [54].
CAXII, mRNA’smin varligi ¢esitli dokularda gosterilmektedir. Buna gére CAXII,
Bobrek, kolon, pankreas, prostat, yumurtalik, testis, akciger ve beyinde ifade oldugu
gOsterilmistir. Bununla birlikte, {ireme hiicreleri, endometriyum epitel hiicrelerinde,
serviksde bulunmustur. Duedonum, jejenum ve ileumda ekspresyon gézlenmezken
kolon ve rektumun epitel hiicrelerinde bu proteinin {iretildigi gsterilmistir. CAXII,
CAIX gibi baz1 kanserlerde ve bazi tiim&r hiicre serilerinde asini derecede ekspre
oldugu gosterilmigtir. Glokomlu hastalarda da bu proteinin ekspresyonunun artti:
saptanmistir [55]. Cogu kolorektal tiimérde, CAXII'nin anormal ekspresyonu
gbzlenmistir [56].




1.1.4.4 Sitoplazmada Bulunan Karbonik Anhidraz Izoenzimleri

CAI, CAIL, CAII, CAVII ve CAXIII stoplazmada bulunan bes Karbonik
Anbhidraz tiyesidir.

CAl, 30 kDa molekiiler agirliginda sitoplazmik CA izoenzimlerinden biridir.
CALI eritrositlerde saptanmistir ve burada en fazla bulunan proteinlerden biridir.
Eritrositlere ilave olarak kalin bafirsak epiteli, kornea epiteli, g6z mercegi,
Langerhans adalari, plasenta ve f6tal membranlarda daha diisiik seviyede
bulunmaktadir. Yapilan ¢alismalarda, kronik miyeloproliferatif bozukluklarda
CAT’in ekspresyonunun arttif1 gosterilmistir [57, 58].

CAIl, 30kDa molekiiler agithiginda bir protein olup, insan CA2 geni, 17 kb
uzunlugunda, CA1 ve CAIII genleri gibi 8. kromozom {izerinde bulunmaktadir. Ik
basta eritrositlerde bulunmustur. Daha sonra, ¢ok farkli dokularda ekspresyonu
gosterilmigtir. CAl, renal tubiillerde ve toplama kanallarinda {irin asidifikasyonunda
onemlidir [59]. CAIl aym zamanda mide de, gastrik hiicreler tarafindan H' iyonu
sekresyonu ve kemik resorbsiyonu igin osteoklastlardan H™ iyonlarimin tedarik
edilmesine yardimei olurlar. Ayrica CAII pek ¢ok biyolojik stvinmin {iretiminde yer
alir. CAIl, pankreatik kanalimn epitelinde bol miktarda bulunurken kolerektal
adenokarsinomlarda zayif bir boyanma g&zlenmektedir. Pankreatik kanaldan
pankreatik siviya, karaciger epitel hiicrelerinden safraya ve aym zamanda titkrik
salgisina HCO3" salimimini saglamaktadir. CAII ayni zamanda serebrospinal sivinin
pH’m diizenler. Distal kolonik epitelde elektrolit ve su dengesini saglar. Ote yandan
yag asiti ve amino asit sentezine de katilirlar. CAII aym zamanda bikarbonat/klorid
tagiyicilarinin anyon degistirici ailesinin iiyeleriyle fonksiyonel ve fizyolojik olarak

etkilesime girerek etki gstermektedir [60, 61].

Insanlarda CAII eksikligi otozomal resesif bir hastaliktir. Bu sendrom,
osteoporezis, renal tubuler asidozis ve serebral kalsifikasyon ile baglantilidir. CAII
katalitik aktivite kaybi, CA2 genindeki farkli mutasyonlardan kaynaklanmaktadir
|31, 32,62].

Sitoplazmada bulunan CAVII, memelilerde en fazla korunmus olan

izoenzimdir ve geni 16. kromozom iizerinde bulunmaktadir. CAVII mRNA’s1, insan




tikrikk bezleri, sican ve farede akciger ve beyin néronlarinda bulundugu

gosterilmistir [9].

CAXIII, son zamanlarda karakterize edilen sitozolik bir izoenzimdir. Insan
dokularindan timus, ince bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik, kolon ve testiste
gozlenirken; fare dokularindan dalak, akciger, bobrek, kalp, beyin, iskelet kas1 ve
testiste tretilmektedir. Diger CA izoenzimleriyle karsilastirildiginda oldukca genis
bir yayihm g6stermektedir. Ayrica embriyogenezde de rol oynamaktadir [63].

Tezimin amacini olusturan, sitoplazmik bir enzim olan ve hakkinda ¢ok az

bilgi bulunan CAIII ile ilgili detayl bilgiler agagida verilmektedir.

1.2  Karbonik Anhidraz III (CAIII)

CAIII, CA2 gen yapisiyla olduk¢a benzerlik gdsteren fakat biitiin enzimler
icinde diistik aktiviteye sahip bir izoenzimdir. CAIIl geni (NM_005181) 8.
Kromozomun 22 kolunda lokalize olmus, 7 ekzona ve 6 introna sahip 10,3kb
uzunlugunda bir gendir. 3’ ucunun alt kisimlarinda 270 bg bilyiikliigiinde pol(A)
kuyrugu mevcuttur. 30 kDa molekiil agirligma sahip, 259-260 amino asit

rezidiistinden ibaret ve sitozolik yerlesimli monomerik bir proteindir [54].

1.2.1 CAIII hangi dokularda ifade olmaktadir?

Omurgali iskelet kaslari, 6zellikler tipl lifleri ¢ok yiiksek konsantrasyonlarda
CAIII ihtiva ederler. Kastaki sitozolik proteinlerin yaklasik %10 kadar karbonik
anhidrazlardir. CAIIl sarkoplazmamn ana bilesenlerinden biridir ve insan uzuv
kaslarinda, kas dokusu 7 mg/g civarinda CAIII ihtiva eder Erkeklerde iskelet kaslan
hem tipll (beyaz), hemde tipl (kirmuzi) fiberleri bulundurur. Beyaz fiberler, glikolitik
enzimlerce oldukca zengindir. Kirmizi fiberler ise myoglobin ve diisikk ATPaz
aktivitesi ile karakterizedir. Kaslar viicuttaki dagilim ve fiber yapilarina gére
degisiklik gosterir. Bu baglamda kaslardaki CAIIl miktar1 Tablo 1.3°de goriildiigii
gibi belirlenmisgtir [62]. Mesodermal kkenli hiicrelerin kas hiicrelerine farklilasmasi

olan miyogenez de ti¢ faz bulunmaktadir. Ik faz, mononiikleus yapisindaki

10




miyoblastin multiniikleus yapisindaki miyotiiblere déniistimiidiir, Ikinei faz,
kasilabilen yapimn ortaya ¢ikmasi ve morfogenezis ile kas yapisinin belirmesidir.
Son faz ise, &zglin kas fiberlerinin yetigkin kas fiberlerine farklilasmasidir: Tip I
vavas, oksidatif fiberler; tip 2A hizli, glikolitik-oksidatif fiberler; tip 2B hizli,
glikolitik fiberler. Bu farklilasmamin saglanmasi tamamen horrmonal ve néronal

sinyaller araciligiyla olur [73, 74].

CAIIl ayrica kalp kasi, adipoz dokuda, sindirim sistem dokulari, tiikriik
bezleri, prostat, stit bezleri gibi dokularda da diisilk miktarda mevcuttur. CAIII’lin
dokulardaki dagilimi Tablo 1.3°de gosterilmektedir [64].

Fetal ve yeni dogmus bebeklerdeki CAIII seviyeleri incelendigi zaman ise, 10
haftalik fetal kaslarda CAIII’tin ifade olmaya basladig1 ancak 15 haftalik olana kadar
onemli miktarda sentezlenmedigi gézlenmistir. CAIII seviyesi 30 hafta siireyle takip
edildiginde, enzim seviyesinin hizla yiikseldigi; bebek dogdugunda ise kaslardaki
enzim seviyesinin yetigkinlerdeki oramin yarisina ulagtigi gdzlenmistir. Kas
gelisiminde CAIII ekspresyonunun ikinci fazi, miyotozom farklilasmas: sirasinda
baglar ve biitiin iskelet kaslarmm gelisim siiresince devam eder. Hamileligin geg
dénemlerinde, CAIIl boyun ve etrafindaki yag hiicrelerinde ekspre olmaktadir.
Dogum sonrasinda ise iskelet kasinda, yetiskin beyaz vad dokusunda ve
intervertebral diskte CAIII proteini yiiksek seviyelerde bulunmaktadir [73, 74].

Gortildiigt gibi CAIII ekspresyonu embriyogenesisin erken evreleri sirasinda
mezodermal kokenli dokularinda dikkat ¢ekici hale gelmektedir ve bu da, CAIII*iin
sahip oldugu fosfotaz aktivitesinin farklilasma sirasinda spesifik rol oynadigini ve
defosforilasyon ile protein fonksiyonlarina araci olmasi gibi 6zelliklerini akla
getirmektedir [64].
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DOKU CAIII (ng/g dokuda)

;A”Kalp kasi

et

Vastus lateralis 6550

Gastrocnemius 5957

1.2.2 CAIII Enziminin Yapis1 ve Hiicredeki Girevleri

Bu enzimin gorevleriyle ilgili ¢alismalar hala devam etmektedir. CAIII
liretimi, obez sicanlarin karaciger ve yag dokusunda normal siganlara gére daha
dustik aktiviteye sahiptir [65,66]. CAIIl proteinin aktif bolgesinin kendine has bir
yapis1 vardir. Aktif bolgedeki Zn™ iyonuna bagh amino asit rezidiileri lizin 64 ve
arginin 64, arginin 67 ve arginin 197°dir. Ayrica aktif bslgedeki hidrofobik kisimda
fenilalanin 198 ve izoldsin 207 vardir. Bu yap1 farklil:gindan dolayr CAIII’tin aktif
bolgesi diger izoenzimlere gbre daha dar bir kavite olusturmaya meyildir. Aktif
bdlgenin bu 6zellikler CAIII’tin CO; hidratasyon aktivitesini ve CA inhibitdrlerine

ilgisini snirlamaktadir.

CAIll, fosfotaz aktivitesine sahip tek karbonik anhidrazdir. Fosfatirozin
residiistinii defosforilize eder. Ayrca, diisiik CO, miktarlarinda hidratize yapma,
sulfonamid inhibit6rlerine karsi direng gdsterme 6zellikleriyle CA ailesinin diger
tiyelerinden farklilik gosterir. CAIII diger bir gérevi de, iskelet kasmnda antioksidan
ozellige sahip olmasidir. Hiicreleri hidrojen peroksidin indiikledigi apoptosisten
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korur ve kanserin metastas yapmasiyla da iliskili oldugu tespit edilmistir [67].
CAIIl, oksidatif strese karsi hiicresel cevapta rol oynar. Doku hasari esnasinda,
¢izgili kaslardan CAIII ve miyoglobin salimr. Miyokardiyal infeksiyonlarda
miyoglobin salimmi doku hasarinda 6nemli bir belirtegtir fakat miyokardiyal
infeksiyonlara spesifik degildir. Bu belirtecin 6zglinliigiinti artirmak igin aym
zamanda CAIII seviyesi de lgiilmektedir. Miyoglobin/CAIIl oram, miyokardiyal
infeksiyon gegiren hastalarda nemlidir [68, 69].

CAlll’in yliksek iskelet kasi spesifikligi nedeniyle gesitli néromuskiiler
hastaliklarda ve iskelet kasi hasarina nedeﬁ olan olaylarda AST (Aspartat
Aminotransferaz) ve CK (Kreatin Kinaz)’dan daha spesifik bir markér oldugu, ayrica
serum CK  yiiksekliklerinin ayrici tamsinda Snemli bir markdr olarak

kullanilabilecegi yapilan birgok aragtirma ile ortaya konulmustur [70].

1.2.3 CAIIl ve Kanser

Son yillarda yapilan CAIII {in kanser ile olan iliskisi fizerinde durulmaktadir.
CAIII &zellikle Karaciger karsinomda (HCC) hiicre i¢i veya hiicre dig1 asidifikasyon
aractlifiyla, FAK sinyal yolu fizerinden hiicrelerin invasyonunu arttirdig: yapilan
¢aligmalar ile gosterilmistir ve CAIII ekspresyonunun 6nemli derecede azaldig: tespit
edilmigtir. Hiicrelerin metastas ve invazyon kabiliyetlerini arttirdign gosterilmistir
[69].

Aslinda Karbonik Anhidrazlarin kanserle ilskisi, sadece CAIII ile degil
ozellikle membran bagl izoenzimler olan CAIX ve CAXII igin de gdsterilmisitr.
CAIX ve CAXII nin kanserde ozellikle hipoksik kosullarda ifadesinin arttign ve
ekspresyonunun kanserde kotli prognozla beraber eslik ettigi pek cok calismada
gosterilmistir. Ozellikle CAIX kanserde prognostik marker olarak kullanilabilecegi
ile ilgili pek ¢ok calismada dnerilmistir [71, 72]. CAIII iin kanserle baglantis: {izerine
sinirh ¢calisma oldugu goze ¢arpmaktadir.

CAIIT ekspresyonu hakkinda ¢ok smirli bilgi bulunmasina ragmen gen
transkripsiyonunun regiilasyonu ile ilgili ana bilgiler bilinmektedir. CAIII 10 kb’lik
genomik bolge tarafindan kodlanmaktadir CAIII 1997 tarihinde klonlanmustir. 631
bp’lik promoter yaymnlanmistir. Bu ¢alismada CAIII promotorunun 631 bp’lik kism
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genomik dizileme ile aydinlatilmig ancak CAIII transkripisyonel regiilasyonu ile
ilgili herhangi bir bilgi bulunmamaktadir [69]. CAIII’iin son eksonun 3° ucu ile CAII
geninin 5’ ucu birbirleri fizerine denk gelmektedir. Bu iki gen arasindaki fiziksel

baglants, birbirlerinin regiilasyon seviyelerini etkilemektedirler [74].

Insan CAIII geninin proksimal promotoru birgok ozellik bakimindan CAII
geni ile ortak zellik gostermektedir. Her iki geninde Sp1 dizilerini igeren korunmus
tst dizi bolgeleri ve TATA kutulart %90 oraninda tamimlanmustir. Ayrica her iki
promotorda “housekeeping” genlerle iligiki olan CpG-zengin adalar bakimindan da
ortaktir. Ancak ekspresyon seviyelerine bakildiginda CAII geninin CAIII’e oranla
daha fazla ekspre oldugu gozlemlenmektedir [64,65].

Sigan CAIII promotor bélgesinin kas ekspresyonunu direk etkileyen cis-etkili
dizileri igerdigi gosterilmistir. -261 bp ile -7 bp arasindaki CAIIl promotor pargasi
hiicre transfeksiyon deneylerinde CAT haberci geninin ekspresyon seviyesini direk
etkiler [70, 71].

1.3  Sitokinler
1.3.1 Tiimor Nekrozis Faktor Alfa (TNF-a)

TNFa, bagisiklik yamt, infeksiyon ajanlara direng, tiimorlere direng, uyku
diizenlenmesi ve embriyonik gelisim gibi degisik terapétik rollere sahiptir. TNFa
aym zamanda nekrotik ya da apoptotik hiicre 6liimiinii indiikler. TNFa, farkli
hiicrelerde gesitli fonksiyonlara sahip pleitropik etkili proinflamatuar bir sitokindir
[72,713 .

TNFa, Tip 1 ve Tip 2 reseptérlere (TNF-RI ve TNF-RII) baglanmak suretiyle
¢esitli sinyal yolaklarim aktive eder. Tip I transmembran reseptérler, ekstraseliiler
membranda sisteince zengin 5 tekrar, sitoplazmik kuyrukta ise 6liim domaini (DD)
ierirler. TNF-RI 6liim domaini igerirken, TNF-RII b&yle bir domain icermez. TNF-
RII, &zellikle hayatta kalma sinyallerini aktiflestirirken TNF-RI hem &lim hem de
hayatta kalma sinyallerini aktiflestirir [75]. TNFa ile indiiklenmis sinyal iletimi Sekil

1.3°de gosterilmistir
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1.3.2 Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta (TGF-B)

TGF-B, hiicre proliferasyonu, hiicre dis1 matriks (ECM) sentezi, anjiyogenez,
immun yamit, apoptozis ve farklilasma gibi pekgok biyolojik olayin regtilasyonunda
rol oynar Farkli biyolojik gérevleri nedeniyle, TGF-B ailesinin kanser patogenezi,
otoimmun hastalik, doku fibrozisi, diyabet ve diger hastaliklarda katkida bulundugu
gosterilmigtir [81]. TGF-B ailesi homolog dimerik protein ailesi olup, bu aile i¢inde
TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3 olarak ii¢ memeli izoformu vardir. TGFp izoformlarinin
baglandi cesitli hiicre ylizey reseptérleri (tipl, 2, 3, 4, 5, 6) vardir. TBR-I ve TR-II
Ser/Thr-spesifik protein kinazlar, TGFP ile indiiklenmis hiicresel cevaptan

sorumludurlar [82].

TGFB, tlimér olusumu stirecinde ¢ift etkili rol oynar. Tiimorigenezisin ilk
sathalarinda bir tiimor baskilayici gibi davramirken; ileri safhalarinda timér
aktivatdrl gibi davramr [83]. TGF-B epitel hiicreleri i¢in kuvvetli bir biiyiime
inhibitériidiir. Karsinoma hiicrelerinin ¢ogunlugunda, TGF-B’nin TBR-1 /TPR-II
sinyal yolagini indiiklemesiyle meydana gelen transkripsiyonel aktivasyon saglamr.
Bu durumda TGF-B’nin agin salgilanmasi, karsinoma hiicrelerinin daha metastatik
hale gelmesine sebep olur. Epitel ve endotel hiicreleri TGF-B ile muamele
edildiginde; TGF-p’mun hiicre ylizey reseptérlerine baglanarak biiyiime inhibisyonuna
sebep olur [76, 84].

Bu reseptérlere baglanmayla aktive olan TBR-I, Smad 2 ve Smad 3
molekillerini fosforiller. Smad 2/ Smad 3/ Smad 4 oligomerleri niikleusa gegerek
hedef genlerin ekspresyonunu diizenlerler. Diger bir fonksiyonu ise; hiicresel
bliylimeyi diizenlemesidir. Epitel hiicreleri, endotel hiicreleri, embriyonik
fibroblastlar ve hematopoietik hiicreleri de igeren ¢ogu hiicre gesitinde biiytimeyi
inhibe ederken bazi mezengimal hiicrelerde bilyiimeyi diizenler. TGFp, TBR-I /TBR-
1/ Smad 2/3/4 kaskadim indiikleyerek hedef genlerin ekspresyonunu diizenler. Bu
model, $ekil 1.4’de gosterilmistir [76].
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gerceklesir. Sitozolik IL-la hiicre farklilasmasi, biiylimenin kontrolii ve bir dizi

genin ekspresyonunu kontrol eder [80].

1.3.4 Interlokin-6 (IL-6)

IL-6 hiicre bliytimesi, genlerin aktivasyonu, proliferasyonu ve farklilasma
stireglerini reglile ederek genis bir spektrumdaki hiicresel ve fizyolojik cevaplara,
O6megin immun cevap, inflamasyon, hematopoez ve onkogenezde 6nemli roller
tistlenmigir. T-hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salgilanarak inflamasyona cevapta
onemli rol oynar. Ozellikle kaslarda ve yag dokularinda enerji metabolizmasinda

gorev alarak viicut sicakliginin diismesini saglar [87].

Birgok hiicre ylizeyinde bulunan IL-6 reseptorleri iki alt iiniteden
olusmaktadir (Sekil 1.6). Ozellikle hiicre hatlar ile yapilan ¢alismalarda hepatoma ve
kemik iligihticre hatlarinda da IL-6 reseptdrlerinin bulundugu gésterilmistir. I1L-6
reseptoriiniin a alt {initesi ligand spesifikligini saglarken, diger alt iinite GP 130
(Glikoprotein) ise IL-6 ailesindeki tiim reseptorler ile ortak ozellik tagir. IL-6’in
reseptoriine baglanmasi ile JAK Kinazlarin (Janus Kinazlar) ve Ras-aracili yolaklarin
aktivasyonu saglanir. Aktive olmus JAK Kinazlar, STAT3 (Signal Transducersans
Transcription Activator) ve SHP2 [SH2 (Src Homologu-2) Domain-igeren Tirozin
Fosfat] transkripsiyon fakt6rlerini fosforilleyerek aktive ederler. Fosforillenen
STAT3 dimer olugturarak ¢ekirdege gider ve STAT3 baglanma dizisi igeren genlerin
regiilasyonunu saglar. Ras-aracili yolakta ise aktive olan JAK Kinazlar SH2’yi
fosforilleyerek, GRB2, SHC ve Ras aracilifiyla sinyalin MAPKinaz yolagina
ulasmasim saglar ve Elkl ve NF-IL-6 (C/EBP-B) gibi transkripsiyon fakt6rlerinin
aktivasyonu saglanir (Sekil 1.5) [88-90].

1.3.5 Interferon Gamma (IFN-y)

Interferon-gamma (IFN-y) interferonlarin tip II simfinin tek {iyesi olan bir
dimerize olan ¢6ztintir bir sitokindir. Tip II sinifi IFN- y’nin da iginde bulundugu ve
ilk olarak makrofaj-aktive edici faktdr olarak adlandirilan biiyiik bir protein ailesidir
o).
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IFN-vy, viral ve hiicre i¢i bakteriyel enfeksiyonlara kargi dogal ve adaptif
bagisiklik i¢in ve tlimor kontrolii saglayan Snemli bir sitokindir. IFN-y’nin bagisiklik
sistemindeki &nemi; dogrudan viral replikasyonu inhibe eder ve antijenlerin
immiinomodtilatér etkilerini ortadan kaldirir. IFN-y, dogal &ldiirlici (NK) ve
dogustan gelen bagisiklik yanitimin bir pargasi olarak dogal 6ldiiriicii T (NKT)
hiicreleri, CD4 ve CD8 sitotoksik T lenfosit (CTL) efektdr T hiicreleri tarafindan
tiretilir [91].

Hiicresel yanitlari IFN-y Interferon gama reseptor 1 (IFNGR1) ve interferon
gamma reseptdr 2 (IFNGR2) olusan bir heterodimerik reseptorii ile etkilesim yoluyla
aktif hale getirilir. IFN-y reseptore baglandigi zaman JAK-STAT yolag: aktive olur.
IFN-v da hiicre ylizeyinde bulunan glikozaminoglikan heparan siilfata baglanir (Sekil
1.6) [91]

IFN-y, interferon-a ve interferon-B aksine tiim hiicreleri tarafindan ifade
edilebilir ve Thl hiicreleri, Tc hiicreleri ve NK hiicreleri tarafindan salgilanir. IFN-

gama’mn antiviral, immun diizenleyici ve anti-tiimér 6zellikleri vardir. [91]
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CAIIl’in kanserle olan iligkisi ¢cok net aydinlatilmamistir. Literatiir taramasi
yapildiginda bu konuyla ilgili ¢ok smirli bilgi bulunmaktadir. Yine CAIIl’iin
transkripsiyonel regtilasyonu ile ilgili yapilan calismalar olduk¢a azdir.

Bu ¢alismanin amaci:

)] CAIII promotorunun klonlanmasi ve biyoinformatik analizi

(i)  Transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi i¢in bir haberci sistem olan
lusiferaz plazmidine klonlanmasi ve potansiyel transkripsiyon faktorii

baglanma bglgelerinin analizi.

(iii)  Farklt kanser ve hiicre modellerinde RT-PZR ile CAIIl mRNA

ifadesinin belirlenmesi

(iv)  Ifadesi belirlenen secilen bir hiicre hattinda bazi sitokinlerin, TGF-B,
| TNF-a, IL-la, IL-6, IFN-y CAIIl mRNA ve protein diizeyinde

ifadesinin belirlenmesi.




2. MATERYAL VE METOD

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullamilan Kimyasallar

Calismada kullamilan tiim kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji icin
uygun safliktadir. Molekiiler biyoloji materyalleri, klonlamada kullanilan vektdrler
ve RT-PZR cahsmalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler Promega, New

England Biolabs ve Fermentas firmalarindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullamlan kimyasallar

Kimyasallar Uretici
Proteinaz K Boehringer Mannheim
Amonyum asetat Merck
Tris Base Sigma
NaCl Sigma
EDTA Riedel
Boric Asit - Merck
Beta-mercaptoethanol Sigma
MgCl, Merck
LB Borth Sigma
LB Agar Sigma
Ampicilin Sigma
Gliserol Merck
DMSO Merck

23




Table 2.1°in devam

Hepes Sigma
DMEM Sigma
FCS Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
L-Glutamine Sigma
PBS Sigma
Agaroz Prona
Monoklonal Antikor (CAIII spesifik) Sigma
B-Actin Antikor (sc-47778) Santa Cruz
Goat anti-mouse IgG-HRP (sc-2005) Santa Cruz

Tablo 2.2: Calismada kullanilan cihazlar

Kullanilan gerecler Model

CO2’li inkiibatdr Nuair, ABD

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ispanya

Inverted Mikroskop Nikon, Japonya

-80°C ultralow freezer Sanyo, Japonya

Buz makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya
Buz Dolab1 Argelik, Tiirkiye

Calkalamal Inkiibatér Shel-Lab, ABD




Tablo 2.2°nin devami

Etiv

WTB, German, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karigtirer

Velp Scientifica, [spanya

Otoklav Hirayama, Japonya

pH Metre WTW, Almanya

Saf Su Cihaz1 Destilasyon 3.1 (Comecta Sa.)
Santrifiij Sigma Laborzentrifugen, Almanya

Sicak su banyosu

Consort, Ingiltere

Is1 kontrollii calkalamali inkiibator

GFL, Almanya

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Metro Lab,

Vorteks Elektromag, Tiirkiye
Hassas terazi Sartorius, Almanya
DNA elektroforezi Minicell Primo

Gel goriintiileme UVP, Ingiltere

Thermocycler

Techne Progene, Ingiltere

Mikro santrifiij

Thermo, ABD
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2.1.2 Cahsmada Kullanilan Plazmitler

Calismada pGEM-T Easy (Promega) ve pMeT-Luc (Clontech) olmak iizere
iki farkli vektor kullamlmistir ve Plazmit haritalar: sirastyla, Sekil 2.1 ve Sekil 2.2°de

gbsterilmistir.
Xmn | 2008
Scal 1890 Q‘%?‘ 7]
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Sekil 2.1: pGEM-T Easy plazmitin haritas:
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CCTGACTCTA GASCTCCACT TCGALCCTTA ACACCTCACC TCOMA TOOOG CUCCGoCSeT
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TCCACCOOTE GOLAQCATGS A
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Sekil 2.2: pMetLuc-Reporter plazmitin haritasi

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Bakteri Soyu

Caligma sirasinda klonlama igin E.coli XL1-blue (endAl gyrA96(nalR) thi-
lrecAl relAl lac gInV44 F'[ Tnl0 proAB+ laclg A(lacZ)M15] hsdR17(rK- mK+))
ve E.coli DH50 (SupE44A 1acU169 (©80 LacZ AM15) hsdR17recAl endAl gyrA96
thr-1 1l A1) bakteri soylar1 kullanildi.
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2.1.4 Bakteriyel Kiiltiir Ortam

E.coli igin gerekli kiiltir ortami olarak LB ve LB-agar kullamildi. Toz
halinde satin alinan bakteriyel medyumlar firetici firmanin belirttigi sekilde ddH,O

ile hazirlanarak otoklavda steril edildi.

2.1.5 Antibiyotikler

Ampicillin 100 mg/ml stok solusyon seklinde hazirlandi, 0,22 pm filtre ile
steril edilerek -20°C’de saklandh.

2.2 Metotlar

22.1 Cabsmada kullamlan ortammn ve malzemenin temizligi ve

sterilizasyonu

Isiya dayamkli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, epindorflar, santriftjj
tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121°C' de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda
steril edildi.

Doku Kiiltiirti Laboratuar: her hafta periyodik olarak virkon igeren sivilarla
temizlendi. Oda kullamlmadigi zamanlarda UV lamba kullamlarak odamn havasmin
sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat 6nce laminar flow

calisma ortaminin sterilizasyonu saglandi.
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2.2.2 DNA izolasyonu ve Klonlama
2.2.2.1 Kandan Genomik DNA Izolasyonu

DNA izolasyonu igin, 400 ul EDTA’L tiipten alinan kan 1,5 ml eppendorf
tiipiine alarak tizerine 1ml distile su ilave edildi ve 5 dakika siiresince ¢alkalandi.
3500 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra tist kisim atildi, {izerine yine 1 ml
distile su katilarak calkaland: ve 10 dakika 3500 rpm’de santrifiij yapildi. Ust kisim
atildiktan sonra ¢okelti tizerine 250 pl niiklei lizis tamponu, 20 ul %10°Iuk SDS ve
20 pl proteinaz K ilave edilerek alt tist edilerek galkalandi. Daha sonra 72°C su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi, siire sonunda 175 pl doymus amonyum asetat
eklenerek calkalandi ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 4500 rpm’de 20 dakika
santrifiij sonunda tist kisim temiz bir eppendorfa alinarak {izerine 2 kat: oraninda
absolu etanol eklendi. Eppendorf alt iist edilerek DNA’nin belirmesi gozlendi ve
13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢ékmesi saglandi. Ust kisim
uzaklastirild: ve ¢okelti tizerine 250 pl %75 etanol ilave edilerek tekrar 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve iist kisim atilarak DNA havada kurutuldu. Son
olarak 250 pl distile suda DNA ¢éziilerek -20 dondurucuda saklandu.

2.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PZR)

PZR reaksiyonlar1 50pul hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng
DNA, her bir primer son konsantrasyonu 2 pM, 1X Tampon (Fermentas) (50 mM
KCl, 10 mM Tris-HCL, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir dNTP ve 2,5
tinite Tag DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl; konsantrasyonu (0,5 mM, 1
mM, 2 mM, 4 mM ve 6 mM) ise her bir PZR reaksiyonu i¢in optimize edildi. PCR
programi ve déngii sayisi primerlere ve kalip DNA kaynagina bagl olarak degisiklik
gostermigtir. Ancak 94°C’deki ilk denatiirasyon basamagi ve Taq polimerazin
optimum aktivasyon gdsterdigi 72°C’de uzama basamag her PZR reaksiyonu igin
ayni kullamlrmétzr. PZR sonuglar1 agaroz jelde goriintiilenmis ve istenilen bantlar

jelden geri kazamlmugtir.
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2.2.2.3 Primer Tasarimi

Primer tasanimi igin www.restrictionmapper.org, www.ncbi.nlm.nih.gov ve
www.idtdna.com adreslerinden yararlamldi. Tasarlanan primerlerin sag tokas: yapist
olusturmamasmna, Tm sicakliklarmin birbirine yakin olmasma ve niikleotitlerin
dagilminin miimkiin oldugunca esit olmasma dikkat edildi. Bunun icin
OligoAnalyzer 3.1 kullamldi. Ayrica tasarlanan primerler databanklarda (GenBank
+ EMBL + DDBIJ + PDB DNA dizileri) bulunan DNA dizileri

ile blast yapilarak insan CAIIl geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit
edilmistir.

2.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi i¢in yatay jeller kullamldi ve 90 volt elektrik akiminda
vaklagik 1 saat &rekler yiiriitiildii. Elektroforez tamponu olarak 0,5XTBE tercih
edildi. Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromid
ilave edildi. DNA’y1 izleme boyasi olarak bromfenol mavisi kullamldi. Calismada
genellikle %0,7-1 arasindaki konsantrasyonda agaroz jeller kullamild:, Elektroforezde
ayrilan DNA pargalarmin biiytikligiiniin belirlenmesi i¢in farkl biiyiikliiklerde DNA
belirleyiciler kullamildi. Elektroforez sonuglari UVP jel gériintileme sisteminde

goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

2.2.2.5 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator tizerinde agaroz jelden kesilerek
alind1 ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA eliie edildi. Jelden
kazamlan DNA’nm kii¢lik bir kism tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA
miktar1 ve temizliginin kontrolu igin 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslari
alindi.

2.2.2.6 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taq polimeraz kullamlarak elde edilen PZR iiriinleri pGEM-T easy vektdriine
protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamasi yapildi (Promega). Buna gére 20 pl
toplam hacim olacak sekilde, 1 pl pGEM-T vektdr (50 ng), 15 pl insert DNA (jelden
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kazanilan PZR {iriinti), 2 pl 10 x T4 ligaz tamponu (Promega) ve 1 ul T4 DNA ligaz
(Promega) +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ligasyon sonuclar1 E.coli XL-1 blue
kompetent hiicrelerine transforme edildi. pGEMT easy’e vapilan klonlamalarda
rekombinantlarin se¢imi mavi-beyaz koloni yéntemine gore yapildi. Bunun igin
ampisillin igeren LB agar besiyerlerine 100 pl IPTG (100 mM stok) ve 20 pl X-Gal
(stok 50 mg/ml) yayildi. pMet luc vektdér i¢in eyapilan klonlamalarda, olasi
rekombinantlarin se¢imi bireysel olrak kolonilerin restriksiyon enzim metodu ile

tarandi,

2.2.2.7 Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Kiiciik miktarlarda DNA izolasyonu i¢in Miniprep DNA isolation kit (Qiagen)
kullamildi. Kit protokolune gére, son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin iceren 5
ml LB besiyerine transformasyon gergeklesmis olan tek koloni ekim yapilir ve bir
gece 37°C galkalamali etiivde inkiibe edilir. Kiiltir 8000 rpm’de 3 dakika santrifiij
yapilir ve bakteri pelletine protokole uygun sekilde yapilan islemlerden sonra DNA

eliie edilir,

2.2.2.8 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile dnerilen tamponlar kullanilarak 50 pl
toplam hacimde 37°C’de en az 2 saat inkiibe edilerek kesim yapildi. Iki farkli
enzimle ayni anda kesim yapildigi durumlarda da iki enzimle aym anda kesim
yapilmasim saglayan tamponlar kullanildi. Kesim sonuglan agaroz jel elektroforezi

ile goriintiilenerek degerlendirildi.

2.2.2.9 Kompetent Hiicre Hazirlanmas:

Kompetent hiicre hazirlanmasi i¢i 50mM kalsiyum kloriir kullamilda.
Oncelikle 10ml LB besiyeri igine tek koloni E.coli XL1 blue yada DH5a ekim
yapilarak 37°C’de ¢alkalamali etiivde bir gece inkiibe edildi. Daha sonra gecelik
kulttirden 100ml LB igine 100pl inokiile edilerek, ODggg 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye
kadar ¢alkalamali etiivde 37°C’de inkiibe edildi. 5000 rpm’de Sdakika santrifijj ile
hiicreler ¢oktiirtildii. 50ml 50mM soguk kalsiyum kloriir ile pellet yeniden ¢oziildii
ve buz lizerinde 20 dakika bekletildi. Daha sonra tekrar ¢ktiiriilerek stipernatant
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uzaklagtirildi. Pellet 10ml soguk kalsiyum kloriir ile ¢oziilerek 10ml %40°1ik gliserol
ilave edilerek ependorflara paylagtirild. -80 buzdolabinda saklandi.

2.2.2.10 Transformasyon

Transformasyon igin, 200 ul kompetent hiicreye 5 ul (1-50ng aras1) plazmit
ilave edilerek buz tizerinde 40 dakika bekletildi. Siire sonunda 42°C’de 90saniye 1s1
soku uygulandi. Hacim 800 pl LB ilave edilerek 1 ml’ye tamamlandi ve 37°C’de
calkalamali etlivde bir saat inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltiirden 200 pl, uygun
antibiyotigi igeren LB agar besiyerine yayildi ve bir gece inkiibe edildi.

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri
2.2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmas:

Hiicre kiiltiirh medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
i¢ine, L-Glutamine son konsantrasyonu 0,2 mM ve FCS son konsantrasyonu %10
olacak sekilde ilave edildi. Tiim bilesenler 0,22 pm steril filtreden stiziilerek steril
edildi.

2.2.3.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20°C’de sakland: ve taginmas: soguk zincirle yapildi.
Stok serum ilk kullanimdan énce 56°C 60 dakika 1s1 ile inaktive edildi ve tekrar -
20°C de sakland.

2.2.3.3 PBS Tampon Cizeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde temin edilen PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline ), her
tableti 100 ml ddH,O ile hazirland: ve otoklavda steril edildi. 2-8°C’da saklandi.

2.2.3.4 Calismada Kullanilan Hiicre Soylar

Bu ¢alismada kullamilan Insan kemik karsinom hiirce hatlari (MG63 ve Saos-

2) Cardiff Universitesi'nden Dr. Kennent'den saglanmistir. Insan karaciger
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karsinomu (Hep3B) hiicre hatt1 Cardiff Universitesinden temin edildi. Insan prostat
karsinomu hticreleri, DU145 ve PC3, Insan meme karsinomu MCF7 Ege
Universitesi, Biyomithendislik Bolimiinden Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz
tarafindan génderildi. Insan kolon karsinoma (HT-29) hiicre serisi Ankara Sap
Enstitiisti’'nde, Hiicre Bankas1 sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlarn
Organizasyonu Uyesi olan Hayvan Hiicre Kiiltiirli Koleksiyonu’ndan (HUKUK)

saglandi.

Kullamlan biitin hiicre hatlarn (HT-29, DU145, PC3, MCF7, Hep3B,
HUVEC, MG63 ve Saos-2) 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, igerisinde 0,2mM
L-Glutamine ve %10 FCS igceren DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin
pasaj yapilarak tiretildi.

2.2.3.5 Hiicre Soyunun Baslatilmas:

-80°C buz dolabinda saklanan hiicre hatlarimin biiyiitiilmesi igin -80°C’den
¢ikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna alindi ve hizlica ¢dziinmeleri
sagland1. Cdziinen hiicreler %10°luk FCS igeren medyuma alinds, alt iist edildi ve
1000 rpm'de 5dakika santriftij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, olusan pellet
medyum ile ¢oziildi ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve 37°C, %5 CO,

igeren inkiibatére konuldu.

2.2.3.6 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Kullanilan biitlin hticre hatlar1 (HT-29, DU145, PC3, MCF7, Hep3B, HUVEC,
MG63 ve Saos2) 15ml medyumda 75 cm? flasklarda, igerisinde 0,2mM L-Glutamine
ve % 10 FCS igceren DMEM medyumu igerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak

tretildi.
2.2.3.7 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar ylizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, icerisindeki
medyum uzaklagtmldi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand: ve 75cm? flasklar i¢in
1,5 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrlinca
medyum eklendi ve 1000 rpm'de S5dakika santriflij ile hiicreler ¢oktiiriildii,
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Stpernatant uzaklagtimldi, pellet medyum ile ¢6ziildi ve flasklara ekim yapildi.
Flasklar etiketlenidi ve 37°C, %5 CO; igeren inkiibattre konuldu.

2.2.3.8 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre

Sayim

Toplam hiicre stispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi hesaplamak igin,
tizeri 25 kiigtik kareye ayrilmig, Imm? alan, 0.lmm derinligi olan ve bdylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lam1 kullanild: (Sekil 2.3). Canli ve
olii hticreleri ayirt etmek igin 10ul hiicre stispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1
dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi

boyanirken canli olanlar boyanmadi ve sayim yapildi.

Sekil 2. 3: Hemositometre

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulundu.

Toplam canl1 hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*
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2.2.3.9 Hiicrelerin -80°C’de Saklanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi % 80-90 oraminda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklagtirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikandi ve 25 cm? flasklar igin
I ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifi}j ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant
uzaklagtinldi, pellet % 10 DMSO igeren FCS ile dikkatlice ¢oziildii ve soguga
dayanikli cryovial tiiplerine konularak, etiketlendi ve —80°C derin dondurucuya

konuldu.

2.2.3.10 HT-29 Monolayer Hiicre Kiiltiiriine Sitokin Uygulanmasi

HT-29 monolayer hiicre kiiltiirii 75 cm® kiiltiir kabinin yiizeyini %90-95
oraninda kapladiktan sonra tripsinizasyon ile hiicreler ylizeyden ayrildi ve serumsuz
olarak hazirlanan ve iginde %0,1 BSA (sigir serum albiimin) bulunan DMEM ile
homojenize edildi. Hiicre saymm yapildiktan sonra 2.000.000 hiicre /cm?*de olacak
sekilde 25 cm® lik kiiltiir kaplarma alindi. Uzerlerine %0,1 BSA igeren ve FCS
bulunmayan DMEM eklenerek son hacim 7,5 ml’ye tamamlandi. Uygulanacak
sitokinler (TGFB, TNFa, IL-1a, IL6, IFN-y) 500 U/ml son konsantrasyon olacak
sekilde kiiltiir kaplarina uygulandi. 24, 48, 72 saat stirelerle 37°C, %5 CO, inkiibatér
de inkiibasyona birakildi. Her bir inkiibasyon siiresi igin sitokin uygulanmamis
kontrol grubu olusturuldu. Her bir hiicre kiiltiir kabindan hiicre kaziyict kullanilarak
yiizeyden ayrildi ve DMEM ile homojenize edildikten sonra hiicre sayimlar1 yapildi.

2.2.4 Gergcek Zamanh PZR Calismalan
2.2.4.1 Hiicre Kiiltiiriinden RNA Izolasyonu

Hiicre kiiltliri 6rneklerinden RNA izolasyonlar QiaAmp RNA Blood Mini
Kit (Qiagen, Germany) hiicre kiiltiiriinden total RNA izolasyonu yéntemine gére
yapildl. Yaklagik olarak 3-3,5x10 hiicre bulunan siispansiyon 800 rpm’de 5 dak.
Santrifiij edildi. Stipernatant tamamen uzaklagtirildi. Pelet B-merkaptoetanol igeren
350 pl RLT tampon iginde pipet yardimiyla ¢éziildii. Lizat QIAshredder spin kolona
uygulandi ve 14000 rpm’de santrifiij edildi. Kolon atildi ve homojenize lizat esit
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hacimde % 70’lik etanol icerisinde pipetlenerek karigtirild. QIAamp spin kolona
uygulanir 15 san. 10000 rpm’de santrifij yapildi. Kolon yeni bir santrifiij tiipiine
aktarildi ve 700 ul RW1 tampon kolona uyguland:. 15 saniye 10000 rpm’de santrifiij
yapildi. Kolon yeni bir santrifiij tiipiine aktarildi tizerine 500 ul RPE tampon ilave
edildi ve 15 saniye 10000 rpm’de kolon yikandi. Kolona 500 pl RPE tampon ilave
edildi 3 dakika 14000 rpm’de santrifiij yapildi. Kolon 1 dakika daha santrifijj
yapililarak etanol tamamen uzaklastirildi. Kolon yeni bir toplama tiipiine aktarild: 50
pl RNase-free water ile 1 dakika 10000 rpm’de eliisyon yapildl. Elde edilen RNA
elisyonu, 65°C’ de 10 dakika inkiibasyona birakildiktan sonra 10 dak. buzda
bekletildi. Spektrofotometrik olarak konsantrasyon belirlenerek. Uzun siireli

saklama amagli -80°C’de saklanmustir.

2.2.4.2 RNA Uriiniiniin Spektrofotometrik Olgiimii

RNA izolasyonu sonunda elde edilen eliisyonlarin 260 nm ve 280 nm’de
absorbanslan 6l¢tildii. Aago/Azso saflik oranlari heasaplandi. RNA konsantrasyonu

asafida belirtilen formiile gore hesaplandi.

C=As6x40xdiliisyon faktorii

2.2.4.3 Formaldehit (FA) Jel Elektroforezi

Elektroforez tanki %0,5°1ik SDS ile yikand: daha sonra RNAs1z su ile yikandi.
Etanolden ge¢irildikten sonra kurumaya birakild:.

2.24.3.1 %]1,2 FA Jel Hazirlanmasi

1,2¢ agaroz ve 10ml 10x FA jel tampon RNaaz’'siz su ile 100ml’ye
tamamlandi.  Mikrodalga firinda 1sitilarak agaroz eritildi. Su banyosunda
sogutulduktan sonra 1,8 ml %37 formaldehit ve 1 pl etidyum bromid eklendi,
karistirildi ve tanka dokiildii.

2.2.4.4 RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

1 hacim RNA ylikleme tamponu 4 hacim RNA &rnei ile karistirild: ve 5
dakika 65°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra buz iizerine alinda.
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2.2.4.5 Komplementer DNA (¢DNA) Elde Edilmesi

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen RNA &rneklerinden ¢cDNA sentezlemek icin
Fermentas Revers Transkripsiyon kit kullanildi. RNA é&rnekleri buz igerisinde
¢oziildli ve her RNA kalibindan 1 pg olacak gekilde hesaplanarak ependorf tiipti
igersine konulur. cDNA eldesinin ilk basamag: olan bu bsamakta kullamlan tiriinler
ve PZR programi Tablo 2.3.’de gésterilmistir.

Tablo 2.3: Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde birinci Kullamlan

Bilesenler ve Program

Bilesenler Kullanilacak Miktar

KalpRNA. s

Oligo(dT) Primer 1 ul

DEPC’li dH,O 12 pl’ye tamamlayacak sekilde eklenir
70°C’de 5 dakika inkiibe edilir.

Bu basamak tamamlandiktan sonra, ikinci basamaga gegilir ve ardindan
cDNA sentezi tamamlanmus olur. Ikinci basamakta kullanilan firiin ve iiriin miktarlar:
Tablo 2.4.’de gosterilmektedir.

Tablo 2.4: Komplementer DNA (cDNA) Eldesinde ikinci basamakta |
kullamlan bilesenler | |

Bilesenler Kullanilacak Miktar

5X Reaksiyon Tamponu 4 ul

Riboniikleaz Inhibitérii (20 w/pl) 1l
10mM dNTP karisimu 2ul




RT Enzimi 1l
Son Hacim 20 pl
42°C 60 dakika

72°C’de 10 dakika

2.2.4.6 Semi Kantitatif RT- Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Insan karbonik anhidraz 3 i¢in PZR kosullari, 1 dongii 96°C de 5dakika; 37
déngii 94°C de 60 saniye, 55°C de 45 saniye, 72°C de 60 saniye; ve en son uzatma
déngiistt 72°C de 10 dakika olarak belirlendi. B-2-mikroglobilin igin baglanma
sicaklig1 60°C ve dongii sayis1 19 olacak sekilde degistirildi. Bu kosullar PZR {irlini
ve RNA kalibi (¢cDNA) arasindaki direkt korelasyonu gosterecek sekilde optimize
edildi. PZR sonuglart % 2’lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilarak, Gel Doc
documentation sistem ile fotograflandirildi ve programi ile densitometrik analizleri

yapildi.

2.2.4.7 Kantitatif Gercek Zamanh PZR Analizi ile CAIII Gen ifadesinin

Incelenmesi

SYBR Green kullanilarak PZR sirasinda, tiriiniin saptanmasi logaritmik siklus
doneminde miktar analizi yapilmasina olanak saglar. mRNA ekspresyonu real-time
RT-PZR teknigi aracilifiyla calisildi. ¢cDNA, polimeraz zincir reaksiyonunda kalip
olarak kullanildi. Buna ilaveten normalizasyon i¢in referans gen olarak Insan B-2-
mikroglobilin geni kullanildi. Her kuyu icin kullamilan tiriinler ve miktarlari Tablo
2.5"de gosterildigi gibidir.

Tablo 2.5: Kantitatif Gergek Zamanli PZR bilesenleri

Bilesenler Kullanilacak Miktar
Reverse Primer 0,5 ul
Forward Primer 0,5 ul




cDNA Kalib1 1ul
Master Mix Sul
dH20 3pul
Son Hacim 10 pl

96 kuyulu plaka her deney diizenegi 3 tekrarli olarak ¢alisilabilecek sekilde
dizayn edildi ve her kuyuya ¢izelgede verilen bilesenler koyuldu. Hava kabarcig:
kalmamasina dikkat edilerek plaka, filmle kaplanir ve 3000 rpm’de 2 dakika santrifiij
yapilan palaka cihazin plaka konulacak gziine yerlestirilir. Primerlerin sicaklik
degerleri (Tm) dikkate alinarak annealing sicakligi ve siiresi belitlenir ve PZR
programi olusturulur. Deneylerimde kullandigim program Tablo 2.6.’de
belirtilmistir.

Tablo 2.6: Kantitatif Gergek Zamanli PZR programi

Segment Déngti sayist Sicaklik Stire
o 1 95°C 15 dakika
95°C 10 saniye
2 50 85°C 10 saniye
72°C 12 saniye
3 1 7o 10 dakika

2.2.5 Western Blot Analizi

2.2.5.1 Western Blot Soliisyonlarimimn Hazirlanmasi




Tablo 2.7: Western Blot Soliisyonlari ve igerikleri:

SOLUSYON ICERIGI

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

Bromofenol mavi Solusyonu %0.05 (w/v) bromophenol blue distile su i¢inde
SDS PAGE Alt Jel 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10 (w/v) SDS
SDS PAGE Ust Jel 1 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 (w/v) SDS

SDS PAGE(Ytriitme Tampon Cozeltisi) 25 mM Tris, 250 mM Glisin, % 0.1 (w/v) SDS

Western Blot Transfer Cézeltisi 25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 (v/v) Metanol

2.2.5.2 Laemli Buffer Kullanilarak Protein Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Western blot ¢aligmalar igin 6-kuyulu plaka kullanild: ve her kuyuya 500.000
hiicre olacak sekilde 24 saat 6ncesinde HT-29 hiicrelerinin ekimi yapildi. Deney
gruplannin ¢alisma zamanlan belirlenerek 24, 48 ve 72 saat dilimlerine ait hiicreler
istenilen zaman araligina geldiginde hiicrelerinin medyumu uzaklastirilarak hiicreler

bir kez soguk PBS ile yikandi. PBS uzaklagtinildiktan sonra taze hazirlanmis Laemli

tamponundan 75 pl direkt hiicrelerin tizerine eklendi ve hiicre kaziyicist ile hiicreler
kazinarak ependorf tiipline alindi. Protein ekstraktlan 12000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edildi ve bu basamakta ya direkt SDS PAGE uygulamas: i¢in kullanild:
yada daha sonra kullanilmak iizere -80 de sakland:.

2.2.5.3 SDSPAGE

Tablo 2.8: SDS PAGE Jelinin hazirlanmasi

JEL ICERIGI %10 AYIRMA JELI %5 YIGMA JELI
Ust Buffer = 2.5ml
Alt Buffer 2.5ml -
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Akrilamid:Bisakrilamid 2.5ml 1.25 ml
(37.5:1)

ddH,0 5 ml 6.25 ml
%10 (W/v)APS 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlendi. ilk
olarak ay1rma‘ jeli yukarida belirtildigi sekilde hazirlanarak, {ist kistmda 3ecm bosluk
kalacak sekilde dokiildi ve hemen tizerine %90 izopropanol ilave edilerek hava
kabarcig1 olusumu engellendi. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu igin beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirilarak ddH,0 ile yiizey yikand: ve
kurutma kagidi ile ylizey kurutuldu. Ardindan Yigma jeli dokiildii ve tarak
yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak c¢ikarildi ve
kuyucuklardaki hava kabarciklarimin uzaklagtirilmas: igin yine ince seritler halinde
kesilmis kurutma kagidi kullamildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine
yerlestirildi.

Orneklerin Yiiklenmesi, protein ekstraksiyonu Laemli tampon ile yapildig1 i¢in

Ornekler yalmz bromofenol mavi ile kangtirilarak kuyucuklara yiiklendi ve ilk -

kuyuya 10 pl Rainbow Marker yiiklendi.

Jel 0.1 (w/v) SDS igeren 1X Running Buffer ile tank doldurularak (orta kisim
ve alt kisim) 200 volt ve 126 mA akimda yaklasik 45-50 dakika yiirtitiildi.

2.2.5.4 SDS jelinin Blotlanmasi

Proteinlerin elektroforetik transferi igin, sistemi kullamuldi. Proteinlerin
transferi i¢in PVDF (Immobilon-FL 0,45pum) membranlar kullanildi. Kisaca, jeller
cam levhalar arasindan ¢ikanldi, yigma jeli kesilerek uzaklastirildi ve jel transfer
buffer i¢ine alinarak dengelenmesi i¢in oda sicakligmnda 15 dakika inkiibe edildi.
Kurutma kagitlar1 ve PVDF membranlar (15 saniye metanolde aktive edilmis) jel ile
aym boyutlarda kesilerek hazirlandi. Bu sirada siinger pedler ve transfer aparatlari da

transfer buffer icine alindi. Daha sonra sandvi¢ hazirlamaya baslandi. Bunun igin
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transfer kasedi arasina siinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagids, siinger
olacak sekilde sandvi¢ hazirlandi. Bu s1réda hava kabarcig1 kalmamasina dikkat
edildi. Daha sonra kaset, transfer buffer ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 15
volt akimda 12-18 saatte yapildi.

2.2.5.5 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml bloklama
¢ozeltisinde (%5 (W/V) yagsiz siit tozu ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS) 1 saat
horizantal calkalayicida oda sicaklifinda inkiibe edildi. Sire sonunda bloklama
¢Ozeltisi uzaklastirnilarak 5 dakikalik stirelerle 3 kez yikama membran yikandi, bunun
igin %0.1 (v/v) Tween20 iceren 1X TBS kullanildi. Sonra membran primer antikor
ile 1-1.5 saat oda sicakliginda ¢alkalayicida inkiibe edildi. Daha sonra sekonder
antikor ile bir saat saat oda sicakliginda inkiibasyon yapildi.

2.2.5.6 Sonuglarin Filme Aktarilmasi

Membranlar 1-4 dakika arasinda substratla muamele edildi. ECL sistemi
(Pierce ECL Western Blotting Substrate-Thermo) kullanildi ve Reagent A ve
Reagent B solusyonlarindan ayr1 ayn 1,5ml alinarak membran iizerine uygulanda.
Ardindan karanlik odaya gegilerek filme membran bastirilds; sirasiyla membran film
tizerinde 10sn, 15sn, 30sn ve 60sn araliklarla bastirildi. Film, film makinesine

verilerek sonuclar goriiniir hale getirildi.

2.2.5.7 istatistiki Analiz:

Real time PZR ¢alismalarindaki kontrol ve deneysel gruplara ait ¢T degerleri
ortalamalar1 ve standart sapmalart Minitab version 14 programi kullamlarak yapildi.
Kontrol ve deney gruplari arasindaki istatiksel analiz One way ANOVA testi
kullanirak hesaplandi.




3. BULGULAR

3.1 Caliyma Plan:

Insan CAIIl geninin regiilasyonun aydmlatilmas: amaciyla, calisma iki

basamak halinde ylirtitiilmiistiir.

i. CAIII promotor bolgesinin klonlanmasi ve analizi: Ilk olarak CAIII
transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmas ile ilgili olarak, insan CAIII
promotor bdlgesi klonlamak amaciyla kandan genomik DNA izolasyonu
yapildi. Daha sonra sirasiyla genin promotorunun gogaltilmas: ve pGEMT-
easy igerisine klonlanmasi ve dizi analizi ¢alismalar1 gerceklestirildi. -
936/+86 arasindaki 1025bg lik CAIII promotorupMmet-luc lusiferaz haberci
vektorli i¢ine alt klonlama yapilmigtir. Bu bélge igin biyoinformatik
caligmalar1 ile promotordaki muhtemel transkripsiyon faktdrii baglanma
bolgeleri belirlenmistir (Sekil 3.1).
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1025b¢ B

Muhtemel Transkripsiyon

uzunlugundaki

Faktérleri Baglanma
insan CAIIl

Bdélgelerinin Belirlenmesi
promotoru

ve Biyoinformatik Analiz

Lusiferaz

vektdriine alt

klonlanmasi

Sekil 3. 1: Insan CAIIl promotorunun klonlanmasi ve analizinin akis

diyagrami




ii.

CAIII Geninin Ekspresyon Profilini Belirlenmesi: Bu konudaki ¢alismalar
iki gruba ayrilmigtir. Ik grupta 6ncelikle farkli doku modelline ait hiicreler
biiytitiildii ve total RNA izolasyonu yapildi. Semikantitatif RT-PZR ile bu
hticre hatlarinda CAIII ifade olup olmadig: gésterildi. Ikinci grupta CAIII
sitokinler tarafindan regiilasyonu konusunda caligmalar i¢in, mmRNA
diizeyinde varhgi gosterilen bir hiicre hattinda (HT-29 hiicreleri) protein
seviyesinde de var olup olmadifinin anlasilmas: icin western blot caligmasi
yapildi. Hem mRNA ve hemde protein diizeyinde varlig1 gosterilen segilen
model hiicrede, sitokin ¢aligmalarina baglanmigtir. Bunun igin farkls sitokinler
segilerek zamana bagh etkilerinin belirlenmesi amaciyla kantitatif PZR
caligmalar1 yapilmistir. Ayrica etkisi gériilen sitokinlerin etkilerinin protein
diizeyinde siirlip stirmedigini anlasilmas: icin de western blot analizi ile

dogrulanmustir. Bununla ilgili akis diyagramda Sekil 3.2°den takip edilebilir.
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Farkli Hiicre Hatlarinin Biiytitiilmesii

RNA izolasyonlari, cDNA eldesi ve semi
kantitatif RT-PZR Calismalari

CAIIl mRNAs1 Belirlenen Bir Hiicre Hattinda

Protein Ifadesinin Gosterilmesi

Secilen Hiicre Hattinda Farkl: Sitokinlerin

Uygulanmasi

Western Blot Calismalari

Sekil 3. 2: CAIIl Geninin Ekspresyon profili ¢alismasi ve analizinin akis

diyagrami
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3.2  CAIIl’iin Promotor Bilgesinin Klonlanmasi ve Analizi
3.2.1 Genomik DNA Izolasyonu

Insan CAIII promotorunun klonlanmast amaciyla éncelikle Bolim 2.2.2.1°de
belirtildigi sekilde kandan genomik DNA izolasyonu yapildi. Izole edilen DNA %
0,8 lik agaroz jelde yirtitiilerek goriintiilendi.

, 1000}
800
. 6000
- D000
- 4000
S-EEI:H?;

LI

Sekil 3. 3: Genomik DNA jel goriintiisii M: 1 kb Marker; 1: 1 no’lu

grnek; 2: 2 no’lu érnek 3: 3 no’lu 6rnek

47




3.2.2 Primer Tasarimi

CAIIl geni genomik klon ilk olarak 1997 yilinda izole edilmis fakat bu
genomik klonda 631 bp’lik dizi analiz tabi tutulmustur. Bu ylizden insan genom

projesiyle gen banka verilen diziler icin NC 000008 gen bankasi nolu diziler iginde

1025 bg’lik bolge secildi. Primer tasarimi Bolim 2.2.2.3°de belirtildigi sekilde
vapildi. Oncelikle insan CAIIl promotorunun biyoinformatik olarak restriksiyon
haritalamas1 yapilarak, promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri
saptandi. Promotor diziyi kesmeyen enzimlerin pMeT-Luc vektoriiniin klonlama
bolgesindeki enzimler ile uyum gosterip gostermedigi kontrol edildi ve Xhol ve
HindIII enzimlerinin hem promotor bélgeyi kesmedigi hem de vektériin klonlama
bélgesinde oldugu goriildt. Sonug olarak Xhol ve HindIIl enzim kesim bolgeleri
segilerek primerlerde kullanildi. Promotor dizinin dogru yénde klonlanabilmesi igin,
Xhol kesim bolgesi forward primerde, HindIII kesim bé&lgesi ise reverse primerde
kullamld: (Tablo 3.1). Bunun disinda tasarlanan primerlerin sac tokasi yapisi
olusturmamasina, Tm sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve niikleotidlerin
dagilimimin  miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Bunun igin
OligoAnalyzer 3.1 Program kullaruldi (Sekil 3.4).

Tablo 3.1: Dizayn edilen spesifik primerin dizisi, Tm degeri, ve uzunluklar

Primer Uzunluk | Tm Dizisi

(be) (oC)
CAIIl Forward | 28 78 CTCGAGTTGCAATCTCTCATTGTATCTT
CAIIl Reverse | 24 70 TTCGAACATGGTCGCCTITCCTCCG

48



Output of sir_grash (C) Ceeated Mon Sep 19 12 utput of sir_graph (0D Created Yon Sep 19 12:02:11 2011
mfold_util 4.5 nrald kil 4.5
T =— €
~
d T
o]
!
\ g
T /
@ . 10
/
" / {
/ S, a%s .,
/ 20 T
A
. / \
10 / A c
e~ - / \ T = C: =t ~ T
= c
6 @ . c a S
-~ “~ A e G
T \ L i ~ B o \
s ~ o c
T
T
1
4 \ \ == .3
G f T I
l ‘ \ i
7/
T T
] / <
\ ! ~ 6 — © =
57
G C
\ / I
c 3 56
~ e
T T
= o} by

(B) Reverse Primer

3.2.3 CAIIl promotorunun genomik DNA dan Polimeraz Zincir
Reaksiyonlar1 (PZR) ile amplifikasyonu

PZR reaksiyonlar1 Bolim 2.2.2.2. de belirtildigi sekilde 50ul hacimde yapildi.
Buna gére CAIII promotorunun ¢ogaltilmasi igin en uygun sartlarin saptanabilmesi
amaciyla ilk olarak MgCl; konsantrasyonu ve kalip DNA miktar1 degistirilerek,
tampon, distile su, dNTP karisimi, forward primer, reverse primer ve Taq DNA
polimeraz miktarlar sabit tutuldu. Tablo 3.2.’de belirtilen PZR programu kullanilarak
promotor dizi ¢ogaltildi. PZR sonucu olusan iiriinler agaroz jelde yiiriitiildii ve 1025
b¢’lik insan CAIIl promotoruna ait bant UVP Goriintilleme sistemi ile
goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi. Sekil 3.5°de gosterildigi gibi 1. Srekte tek bir
bant seklinde beklenen molekiiler agirlikta CAIII promotoru elde edildi.
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Tablo 3.2: Insan CAIII promotorunun amplifikasyonu i¢in PZR icerikleri

‘| Pozitif Negatif
Tiip Icerigi 1.Tiip Kontrol Kontrol
(GAPRDH)
gDNA 15 ul Sul | e
MgCl, 4 ul 4 ul 4l
Taq Tamponu 5ul 5l 5pul
dNTP 1pl 1 pl S5ul
Forward Primer 1 ul 1 pul 1 pl
Reverse Primer 1 ul 1pl 1wl
Tag DNA 0,5 ul 0,5 ul 0,5 pl
Polimeraz Enzimi
dH,0 22,5 ul 325l 37,5 ul
Toplam Hacim 50ul 50 pl 50 pl

Tablo 3.3: Insan CAIII promotor amplifikasyonu i¢in PZR kosullari

Segment Déngii sayis1 Sicaklik Siire
1 1 94°C 4 dakika
94°C 1 dakika
2 38 55°C 45 saniye
72°C 1 dakika
3 1 2°C 10 dakika
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|
|

1025bg

Sekil 3. 5: Insan CA3 geninin 1025 be¢’lik promotorun jel goriintiisti
M: 1 kb Marker; 1: 6mek

32.4 Insan CAIIl Promotorunun pGEM-T Easy Vektoriine

Klonlanmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

PZR ile ¢ogaltilan promotor bolge T:A klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu
amacla pGEM-T Easy Vector Systems (Promega) kullanildi. Oncelikle PZR sonucu
olusan bantlar boliim 2.2.2.5. belirtildigi gibi jelden geri kazamilarak klonlamaya
hazir hale getirildi. Daha sonra firetici firma protokoliine gére pGEM-T Easy
vektori ile jelden geri kazanilan insan CAIII promotoru bir gece +4 °C’de ligasyona
birakildi. Ligasyon firiinii E.coli XL-1 blue hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin
iceren LB agarli petrilere mavi-beyaz koloni segimi yapilabilmesi amaciyla X-Gal ve
IPTG yayildi. Bu petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir
gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan beyaz koloniler insan CAIII genini
igeren pGEM-T easy vektoriine sahip hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden 6 tanesi LB
sivi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Qiaprep Spin
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Miniprep (Qiagen) plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu
yapildi. Plazmitler EcoRI restriksiyon enzimi ile kesilerek kontrol yapild: ve EcoRI
CAIII genini 860 bg ve 140 bg’lik bolgelerden kestigi igin, bu pargalarin gzlenmesi
hedeflenmistir. Kesim sonuglari agaroz jelde yiirtitiildti. Sekil 3.6.’da da goriildiigi
gibi 6 kolonide bulunan vektorlerin 6 tanesi rekombinanttir ve insan CAIII promotor

dizisini icermektedir.

Sekil 3. 6: pGEM-T Easy vektoriine klonlanan promotorun EcoRI ile kontrol

kesim sonucu jel goriintlisti M -1 kb marker, 1 -1. koloni, 2 -2. koloni, 3 — 3. koloni, 4 -
4. Koloni, 5 -5. Koloni, 6 -6. Koloni

Olusturulan rekombinant plazmitlerden 1. Koloni, insan CAIII promotorunun
dizisinin kontroli amaciyla sirasiyla REFGEN Biyoteknoloji, Ankara’ya dizi
analizine gonderildi. Elde edilen dizi analiz sonuglari biyoinformatik olarak
NCBI’da analiz edildi insan CAIII promotor dizisi ile kargilastirild: (Sekil 3.7).
Sekilde de goriildigii gibi dizi analizi sonucu ile gen bankasinda bulunan dizi
arasindaki uyum oldukga yiiksektir bu nedenle 1. Koloniyle klonlama calismalarina

devam edildi.




Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
insan CAIII
8. Kromozom
insan CAIII
8. Kromozom
insan CAIII
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insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIIT
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insan CAIII
8. Kromczom
insan CAIII
§. Kromozom
insan CcaIII
8. Kromozom
Insan CAIII
8. Kromozom
Insan CAIII

8. Kromozom

Sekil 3.7: Klonlanan ve dizi analizine gonderilen insan CAIII promotor dizisi
ile CAIII klonunun karsilastirilmasi. 8 Kromozomla farklilik gésteren bazlar sari ile

gOsterilmistir.

CATGGTCGCCTTCCTCCGTGCTGGACGGCTCCTGCTTTCTCTTCCCCTGCGTGGTGCAGA

CELEEELEETEEED LT LD LD DR LT

CATGGTCGCCTTCCTCCGTGCTGGACGGLCTCCTGCTTTCTCTTCCCCTGCGTGGTGCAGA

GCTGCCCCGCACACTGCATGGCCTTATTAGGTC

III\\II\\\III\\IIF\IIII\II II\\IIIIII\iJII\lII\\II\\\I]\I[II\

TAGCTCCCCCGCACACTGCATGGCCTTATTAGGTC

GGGCGGGGEEGCTARACTAGATTGGGETGGTGTTTGGGAGGCCGGGTAGAG

II\\\II\I\III\\II\\III!\IIII\\II LOLELCELLEDEU LT

GGGGCGGGGEGCTARACTAGATTGGGGTGGTGTTTGGGAGGCCGGCTAGAG

GCCAATGAAT

||\\III\I\lll\\ll\\lll\\llll\\lll II\\llll\lll\\ll\\lll\llll\
AGGEGCACCCACGOCCCTCCCTECGCTCTCCCGEEAGTCETAGCTCCTGGCCCCTCCATC
COLCEETLECE LT e T ey
AGGGGCACCCACGOCCCTCOCTGCGCTCTCOOGEGAGTCETAGCTCCTEGCCCCTCCATS

TCCTCTTCCCCTCTCTCARAACTGCAGGGTTTCTAACCGGCGCCGACGTGCAGRAATGCA

COCUECEE CLEEEEE PR PP ]

TCCTCTTCTTCTCTCTCAAARCTGCAGGGTTTCTAACCGGCGCCGACGTGCAGAAATGCA

ATGCATTCTTGGGGATGGGETEGEEEC

I[\III\IIIII\III\\III\]II\\\III\\ CECUETELE L ELEET LT

CATGCATTCTTGGGGATGGGGTGGGGET

GGCCACGAACTAAAARTCTACATCCCGGCGGCTCT

I\iIII\IIII\\III\II&\\III\\]III\\ CECLELLEEL LT

TGCTTGGCCACGAACTARRATCTACATCCCGGCGGCTCT

AGCCTCACTTAAAAGTTGCTTCAAGCGCAGGCTGGCTGTCTGGCTACGATCTCTGGA

I\IIII\IIII\JII[\II\\III[\JII CLPELEEEREEL LT L]

TGCAGCCTCACTTAARAGTTGCTTCAAGCGCAGGCTGGCTGTCTGGCTACGATCTCTGGA

TTACAGAGGCTGGARAGARCTCGTT

\\III[IIEI\\III\JII\]III\JII II\]IIIII\\\II\\III\IIII\II\\\\I

GTTACAGAGGCTGGAARGAACTCGTT

GCCTGCCCCCTAAGTTTGACTCCCTTTGCAGGCAACATGTARARTCCTAGGAGCA

\IIII\[I\I\\III\IIIWIII\\IIIII\II LLLEELLEETEEE T

GCCTGCCCCCTAAGTTTGACTCCCTTTGCAGGCAACATGTARAATCCTAGGAGCA

ARGGATGGGAAGAAAGGGTCCGGAGCACGGTGAGAGGGTGARGAGGCCCTCCAAGTCCGT

FECLEEELC LR EEE L EEL P PLEE LT

ARGGATGGGAAGARAGGCTCCGCAGCAGGGTGAGAGGGTGAMGAGGCCCTCCAAGTCCGT

TATCCTTAAAGAGATGGCCCTTTCTGGAATCGCACCAGGCGGCATTTCCCAACCTAGCGG

LELULEEET T PLECCCEE LD EEEL T ETEL LT

TATCCTTAAAGAGATGGCCCTTTCTGGAATCGCACCAGGCEGCATTTCCCAACCTAGCGE

CCTTTTGGCTTGCAGGAAACCCAGGGCTGGATCTCAGAGAGCGCCAGATATCCAGGAG

III\\II\I\III\\II\HII\IIII[\JIIIII\\IIII\III\\IH\III\IIIII

TTTTCGCTTGCAGGAAACCGAGGECTGGATCTCAGAGAGCGCCAGATATCCAGGAG

GGTTCACGCGGAGCTGGAGACTGGGATTGATTTAGCCCCCCTCCCT

II\\III\IIIII\iII\III\\IIII\JIII\ FOLELEL TR L T

GGTTCACGCGGAGCTGGAGACTGGGACTGATTTAGCCACACTCCCT

GAGCTGTCCCTCTGTTCTTGAAATTTCGAGATTTTTCTGAAGGATTGGAAGGCCCCAAAC

L e e A e NN NN AN RNy

GAGCTGTACCTCTGTTCATGAARAATCAAGARTATTCTGAAGTATTGGAAGGCCACTAARC

ATAAAATGGAGTCCTATTTACTTARAACCTGTGGTCTAGEGTCTCCAAGATACAATGAGAG

ATAAAATG-AGTCATATTT-CTTAARAACCTGTGGTCTTGCTCTCCAAGATACAATGAGAG
ATTGCAA 1019

[LII]T]
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64
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3.2.6 Insan CAII Promotorunun Lusiferaz Haberci Vekttriine

Klonlama Yapilmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

pGEM-T Easy vektériine klonlanan insan CAIII promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pMET-LuC lusiferaz reportdr vektdriine alt klonlama
yapildi. Bu amacla ncelikle sekil 3.6°da gériilen kesim sonucu olusan bantlar jelden
geri kazanildi. Daha sonra aym sekilde Xhol ve HindIII enzimleriyle kesilen pMET-
Luc vektérii ile jelden geri kazamilan insan CAIIl promotoru bir gece +4°C’de
ligasyona birakildi. Ligasyon tiriinii E.coli XL-1 blue hiicrelerine transforme edildi.
Ampisilin i¢eren LB agarli petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi
yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 4 tanesi 1B
stvi besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler cogaltildi. Plazmit DNA
izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Xhol ve HindIII
restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglar1 agaroz jelde
yiriitiildii.  Sekil 3.7°de goriildiigii gibi ekilen 4 kolonin hepsinde bulunan vektsr

rekombinanttir ve insan CAIII promotor dizisini icermektedir.

P —
! :
T
Myt

Sekil 3.8: pMetLuc vektoriine klonlanan CAIIl promotorunun kesim

sonuglarinin jel goriintiisii
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3.2.7 insan CAIIl promotorunda yer alan muhtemel transkripsiyon

faktorii baglanma bdélgeleri.

Insan CAIIl promotorunda baglanabilecek muhtemel transkripsiyon faktorii
baglanma bolgeleri belirlenmistir. Bu  boélgeleri TFSEARCH: Searching

Transcription Factor Binding Sites (Ver 1.3) programi kullanilarak belirlenmistir.

BT CCAATETCTCATTETATETIGGAGAGCAAGACCACAGGTTTTAAGAAATATGACTCATTT -§90
€ap ADRI —»  @FEFj—> HSF —> PolVA cap CdXa

-889 TATGTTAGTGGCCTTCCAATACTTCAGAATATTCTTGATTTTTCATGAACAGAGGTACAGCT -826

C/EBPR CixA—> B S —> CdxA @p—> HSF—

-825 CAGGGAGTGTGGCTAAATCAGTCCCAGTCTCCAGCTCCGCGTGAACCTGGGATCCAGACATC -763
ADRI —p @ap ADRI—p

=762 TCCTGGATATCTGGCGCTCTCTGAGATCCAGCCCTCGGTTTCCTGCAAGCCAAAAGGATCCG 700

cap s — EE—
-699 CTAGGTTGGGAAATGCCGCCTGGTGCGATTCCAGAAAGGGCCATCTCTTTAAGGATAACGGA -637
fSF—» NF-kap—» CdxA CdxA
636 CTTGGAGGGCCTCTTCACCCTCTCACCCTGCTCCGGACCCTTTCTTCCCATCCTTTGCTCCT -574
—— = i |

-573 AGGATTTTACATGTTGCCTGCAAAGGGAGTCAAACTTAGGGGGCAGGCAAACAAACGAGTTC 511

-447 TAGCCAGACAGCCAGCCTGCGCTTGAAGCAACTTTTAAGTGAGGCTGCAAGAGCCGCCGGGA -385

-384 TGTAGATTTTAGTTCGTGGCCAAGCACAACTACGACACCCTGTCCCTGCCCCCACCCCATCC -322

-321 CCAAGAATGCATGGAGGAAGGAGAGAGGACGAGGTGAGGGCCGCCTGCATTTCTGCACGTCG -259

HSF— @D HSF—p cap

-258GCGCCGGTTAGAAACCCTGCAGTTTITGAGAGAGAAGAAGAGGAGATGGAGGGGCCAGGAGCC -196

cdxA [HSE—> ADRI——

-195 ACGACTCCCGGGAGAGCGCAGGGAGGGGCGTGGGTGCCCCTTCGCCCACCTCCGCCCCCGTC -134
| — HSF—> ADRI—p

-133 ACCTCGACAGCTGTCCCGCTCTTGGAATTCATTGGCTTCCTCTACCCGGCCTCCCAAACACC -7

HSF—p kap

-70 ACCCCAATCTAGTTTAGCCCCCCGCCCCACCCTCGCTBAECTAATAAGGCCATGCAGTGTGC -9
ADRi —> ADRi—>

-8 GGGGGAGCTACATAAAAGCGCGGGCTCGCGGCGECTGCACCACGCAGGGGAAGAGAAACC +54

BOR —> CdxA BDRi —> HSE—>

+53 AGGAGCCGTCCAGCABCEACEARGECCRETRTE +86
BDRi —>

Sekil 3.9: Insan CAIII promotorun da yer alan muhtemel transkripsiyon

faktorii baglanma bdlgeleri. Translasyonun baslangi¢ kodonu ATG kirmizi ile
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vurgulanmigtir. Muhtemel 6nemli olabilecek TF faktorii baglanma bélgeleri ok ile
gosterilmsgistir. Transkripsiyonun baglangic bolgesi kumizi ile, translasyonun

baslangi¢ bolgesi ise pembe ile gosterilmistir.

3.3  Insan CAIII Geninin Ekspresyon Profili Analizi
3.3.1 Ekspresyon Calismalar: amaciyla kullanilan Hiicre Hatlan

Insan CAIIl geninin hangi hiicre hatlarinda ekspres olduguna dair yapilan
calismalar oldukca simirlidir. Bu baglamda elimizde olan biitiin hiicre hatlarinda
tarama yaptik ve amagla kullanilan hiicre hatlani ise sunlardir; HT-29 (Insan kolon
karsinomu), Hep3B (Insan karaciger karsinomu), PC3 (Insan prostat karsinomu),
DU145 (Insan prostat karsinomu), MCF7 (Insan meme karsinomu), MG63 (Insan
kemik karsinomu), Saos-2 (Insan kemik karsinomu) ve HUVEC (Insan umbilikal
venlerinden elde edilen endotel hiicre). Bu hiicreler boliim 2.2.3.6 belirtildigi gibi
bityiitlilerek, yine Boltim 2.2.4.1 belirtilen sekilde total RNA izolasyonlari
yapilmustir. Primer tasarimu Bélim 2.2.2.3°de belirtildigi sekilde yapilds.
NC_000008.10 nolu gen bank numarali CAIII dizisi incelenerek iki farkli primer ¢ifti
tasarlanmustir. Birinci primer ¢ifti +1/4+595. Arasinda bulunup 595 baz ¢iftliktir. Bu
primer ¢ifti semi kantitatif RT-PZR deneylerinde kullanilmistir.

Tablo 3.4: Insan CAIII genine ait 595 b¢’lik {iriin veren primer ¢itfi

Primer Uzunluk | Tm (°C) | Dizi

(bg)
CAIIIl Forward | 24 bg 60,5°C 5’TGGGAAGACCTGCCGAGTTGTATT-3’
CAIIl Reverse | 24 be 60,5°C 5’-TTTGAAGGAAGCTCTCACCACCCT-3’
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(&) (H)

Sekil 3.10: Insan CAIII geninin ekspresyonu belirlemek amaciyla kullanilan
hiicre hatlarimin resimleri: (A) HT-29 (insan Kolon Karsinomu), (B) DU145 (Insan
Prostat Karsinomu), (C) PC3 (Insan Prostat Karsinomu), (D) MCF7 (Insan Meme
Karsinomu), (E) Hep3B (Insan Karaciger Karsinomu), (F) MG63 (Insan Kemik
Karsinomu), (G) Saos-2 (Insan Kemik Karsinomu), (H) HUVEC (Insan umbilikal
venlerinden elde edilen endotel hiicre) (10X40)

- ¥)




3.3.2 Farkh Hiicre Hatlarinda CAIII’iin ekspresyonunun belirlenmesi

Hiicre kiiltiiri ortaminda biiyiitiilen farkl hiicre hatlarina sayip hiicre soylari,
istenilen pasaj numarasina geldikten sonra hiicreler pelletler halinde toplandi. B&lim
2.2.4.1°de bahsedilen RNA izolasyonu yontemi ile pelletlerden RNA izolasyonlar:
yapild: ve ardindan ¢cDNA sentezi igin Boliim 2.2.4.5°deki ¢cDNA sentez basamaklari
uygulandi.

Hazirlanan CAIII genine spesifik primer ve ¢cDNA’lar kullanilarak PZR igin
en uygun sartlann saptanabilmesi amaciyla ilk olarak tampon, distile su, dNTP
karisimi, 595 bg’lik forward primer, reverse primer ve Taq DNA polimeraz
miktarlar1 sabit tutularak, MgCl; konsantrasyonu ve kalipp DNA miktar1 degistirildi.
Istenilen bant kalinlifina ulagildiktan sonra insan CAIIl genine ait PZR {irlinleri
agaroz jelde ylirtitlildii ve UVP goriintiileme ile fotograflar ¢ekildi (Sekil 3.12).

S —p 595 be
. i e §O 5 bg

Sekil 3.11: Insan CAIII Genine ait PCR {riinlerinin agaroz jel gériintiileri. M: 1 kb
Marker, 1- MCF7, 2- Hep3B, 3- HT-29, 4- PC3, 5- DU145, 6- MG63, 7- HUVEC, 8-
Saos-2
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Jel goriintiilerinde de gortildiigii gibi CAIII geninin HT-29, MG63, Saos2 ve
HUVEC hiicre hatlarinda ekspre oldugu belirlenmistir. CAIII mRNA s1 DU-145, PC-
3, MCF-7 ve Hep3B hiicrelerde bulunmadig1 gésterilmistir. Bu sonuglar ¢ok sayida

tekrar edilmistir.

34 CAIIT’iin HT-29 hiicrelerinde protein diizeyinde ifadesinin

belirlenmesi

CAIIl’in mRNA diizeyinde HT-29 hiicrelerinde ifadesinin belirlenmesinden
sonra model hiicre olarak muhtemel segecegimiz HT-29 hiicrelerinde protein
diizeyinde var olup olmadigini gostermek icin western blot calismasi yapilmistir.
Buna gore hiicreler Bolim 2.2.3.6°da belirtildigi gibi biyutiilmustiir. Biiyttiilen
hiicreler Laemli ekstraksiyon protokolu kullanilarak total protein izolasyonu
yapilmistir. Izole edilen protein ekstraktlar1 SDS Page yiiklenmis 1 gece +4 C de
transfere birakilmistir. Transfer sonrast protein bandlarinin transfer oldugunu
gozlemlemek igin SDS jeli transfer sonrast boyanmustir. Western blot Bélim 2.2.5
aciklandig1 tizere gergeklestirilmis, primer antikor olara 1:400 diliisyonda CAIll
antikoru (Sigma ) kullamlmistir. Sekonder antikor olarak 1:5000 diliisyonda anti-
rabbit antikoru (Santa Cruz ) kullamlmistir. 200pug/ml konsantrasyonda protein
kullanilarak CAIII proteininin isaretlenmesi yapilmistir (Sekil 3.11). Sonucta 39
kDA lik CAIII proteinin HT-29 hiicrelerinde varlig tespit edilmistir. Farkli protein

konsantrasyonlar1 SDS jele yiiklenmistir.

Pageﬂuler”’ Plus Prestained
Protein Ladder
—— kDa —— i
| -250 I i
L ~130
L ~10p S— :
I = | —39kD
L ~B5 - S |
&
| w— - ~15 = ==
| |

| =104 i§

& 2
4-20% Tris-glycine SDS-PAGE

Sekil 3.12: Insan CAIIl Proteininin isaretlenmesinin film iizerindeki
goruntist
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3.5 HT-29 Moneolayer Hiicre Kiiltiiriine Sitokin Uygulanmasi

HT-29 monolayer hiicre kiiltiirii 75 cm® kiiltiir kabmm yiizeyini %90-95
oraninda kapladiktan sonra tripsinizasyon ile hiicreler yilizeyden ayrildi ve DMEM ile

; homojenize edildi. Hiicre sayim yapildiktan sonra 2.000.000 hiicre/cm®de olacak

sekilde 25 em™lik kiiltiir kaplarina alindi. %0,1 BSA igeren serumsuz DMEM her
flaska 7,5 ml eklendi. Uygulanacak sitokinler (TGFB, TNFa, IL-1, IL-6, IFN-y)
500U/ml son konsantrasyon olacak sekilde kiiltiir kaplarina uygulandi. 24, 48, 72
saat siirelerle 37°C, %5 CO; inkiibatérde inkiibasyona birakildi. Her bir inkiibasyon
stiresi i¢in sitokin uygulanmamis kontrol grubu olusturuldu. Inkiibasyon siireleri
sonunda her bir hiicre kiltlir kabmdaki hiicrelerin morfolojik goriintiileri dijital
kamera ile cekilip kaydedildi. Her bir hiicre kiiltiir kabindan hiicre kaziyici
kullamilarak ylizeyden ayrildi ve DMEM ile homojenize edildikten sonra hiicre

sayimlar1 yapild: ve hiicrelerin canliliklar incelendi.

Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi Béliim 2.2.5.1 ve Béliim 2.2.5.2°de
belirtildigi sekilde yapilmistir. RNA miktar1 ve saflizi RNA elektroforezi ve
spektroskobik olarak belirlenmigtir. RT reaksiyonlarinda aymi miktarda RNA
kullanilmaya dikkat edilerek cDNA elde edilmigtir. Elde edilen cDNA nin Kantitatif
PZR ¢alismalarindan 6nce kullanilabilmesi igin sq RT-PZR sartlari ile kontrolii
yapilmistir. Bunn i¢in insan-B-2-mikroglobulin primerleri kullanilmistir. Insan B-2-
mikroglobilin geni insan hiicrelerinde stirekli olarak ekspre olan bir gendir. Bu gen
ayni zamanda normalizasyon amacli kullanilmigtir ve tiim deney ve kontrol
gruplarinda insan B-2-mikroglobulin PZR reaksiyonlari da yapilmistir. Urlinler
agaroz jel elektroforezi ile ytirtitiildii ve UVP ile goriintiilendi (Sekil 3.12).
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M1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18

Sekil 3.13: HT-29 sitokin deneyinden elde edilen ¢cDNA’larin kontrolii amacl insan |
beta mikroglobulin-2 kullanilarak yapilan kontrol PZR’1. M: 1 kb marker, 1- 24h
Kontrol, 2- 24h TGF-B, 3- 24h TNF-a, 4- 24h IL-1, 5- 24h IL-6, 6- 24h IFN-y, 7- 48h |
Kontrol, 8- 48h TGF-B 9- 48h TNF-a, 10- 48h IL-1, 11- 48h IL-6, 12- 48h IFN-y, 13-
72h Kontrol, 14- 72h TGF-8, 15- 72h TNF-a, 16- 72h IL-1, 17- 72h IL-6, 18- 72h IFN-y

Tablo 3.6: Insan-B-2 mikroglobilin genlerinin amplifikasyonu icin kullanilan
PZR kosullar

Segment Dongii sayisi Sicaklik Siire

1 1 95°C 5 dakika
95°C 30 saniye

2 19 60°C 1 dakika
72°C 2 dakika

3 1 72°C 8 dakika

3.6 Gergcek Zamanh gqRT-PZR Cahsmalan

Insan CAIII geninin mRNA diizeyindeki etkisini daha hassas ve daha hizli
analiz etmek amaciyla Real-Time PZR teknigi kullamilmistir. ¢cDNA’larin kontrolu
Sekil 3. 12°da gosterildigi gibi insan f-mikroglobulin-2 genine ait spesifik primerler
kullanilarak yapilmig ve ardindan ayni1 Real-Time plakasi {izerinde ayn1 cDNA’larla
insan CAIIl ve insan PB-mikroglobulin-2 genine ait primerlerle PZR programi

baglatilmistir. Kuyulardaki tirlin igerigine ve PZR programina dair bilgi Tablo 3.7 ve
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Tablo 3.8’de gosterilmektedir. Temsili olarak bir qRT-PZR deney sonucu Sekil 3.9
belirtildigi gibi ger¢eklesmisitir.

Yapilan kantitatif RT-PZR deneylerinde ayrica +124/+404 arasindaki
hedeflenen 280 b¢’lik bolge de daha sonra tasarlanmistir. Bazi semi kantitatif PZR ve
tiim kantitatif PZR calismalarinda bu ikinei primer seti kullamlmistir. Tasarlanan
primerlere ait dizi, Tm ve baz uzunluk bilgileri ise gizelge 3.4 ve ¢izelge 3.5°de
bulunmaktadir.

Tablo 3.5: Insan CAIII genine ait 280bg’hik primerlerin uzunluk, tm ve dizi
bilgileri

Primer Uzunluk | Tm Dizisi
b9 | €O
CAIII Forward 29 be 61.9 °C | TGG GAA GAC CTG CCG AGT TGT
ATT TGA TG
CAIIl Reverse 28 be 65°C | TTG ATA GGC TGT GGA GGT CGC
CAGTIGC

Tablo 3.7: Insan CAIII geni igin gergek zamanli PZR reaksiyonu

Ornek Negatif Kontrol
SYBR Green master mix | Sul 5pul
dH20 3pul 3 pul
cDNA 1l -
Forward primer 0,5 pl 0,5 ul
Reverse primer 0,5 ul 0,5 pl
Toplam 10 pl 10 ul
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Tablo 3.8: Insan CAIII geni igin Gergek zamanl PZR kosullari

Segment Déngii sayist Sicaklik Stire

1 1 95°C 15 dakika

95°C 10 saniye

2 50 55°C 10 saniye

72°¢ 12 saniye

2 1 72°C 10 dakika

Amplification Curves
49,437
iz
5
s 34.437]
o
§ i
" 19,437
14.437
e
e
W

T8 45 7

Sekil 3.14: Insan CAIII genine ait HT-29 sitokin deneyinin gercek zamanh

qRT-PZR sonuglari.

éé‘1’01'11213111'516-17D,:L1‘9202'12'22'32'4252‘6272’82’33‘03‘1323‘33‘4:&5
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3.7 HT-29 Hiicre Hattinda Farkh Sitokinlerin CAIII Ekspresyonuna

Etkilerinin Belirlenmesi

Immun yanrtta, kanserde, kalp hastaliklar ve seker hastalif1 gibi birgok
hastalikta &nemli gérevleri bulunan TGF-B, TNF-a, IL-lo, IL-6 ve IFN-y
sitokinlerinin HT-29 hticrelerindeki CAIIl mRNA ekspresyon seviyesine etkileri
Gergek Zamanli PZR analizi kullamilarak belirlendi.

HT-29 hiicreleri 25cm>lik flasklara yayildiktan bir giin sonra, 500U/ml
olarak uygulanan sitokinler 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle muamele edildi. Stire
sonunda hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilarak cDNA sentezi i¢in izole edilen
RNA’dan kullanildi.

CAIII ve insan-B-2mikroglobilin genlerinin gogaltilmas: igin kullanilan PZR
kosullar1 ve igerikleri Tablo 3.7 ve Tablo 3.8°da gésterilmistir Elde edilen Ct
degerleri Oncelikli olarak 3 tekrarl ¢alisildig: igin her deney grubu icin elde edilen
degerlerin ortalamasi alinmustir, ardindan tek bir kontrol olmasi hedeflendigi i¢in her
zaman dilimine ait kontrol gruplarmin ortalamasi alinmustir. Daha sonra kontrol
genimiz olan Human-B-mikroglobiilin 2 geninin Ct degerleri ile bulunan Ct degerinin

formiilii agagidaki gibidir;
CtH.ﬁ-z -Ctcam = ACt
Hedef ct degeri = e

Gergek zamanli qRT-PZR sonuglan analiz edildiginde her zaman sitokin
grubuna ait grafikler sekil 3.13, sekil 3.14, sekil 3.15, sekil 3.16 ve sekil 3.17 de
gortilmektedir. Her zaman dilimie ait sonuclar kontrol grubuyla karsilastirildiginda
her sitokinin zamana bagh degigimi goriilmektedir. Kontrol grubuyla
kargilagtinldiginda 500 u\ml TGF-B’nin, 500U/ml TNF-¢, 500U/ml IL-lo’in ve
500U/ml IFN-y'mn CAIIl'in mRNA diizeyindeki ekspresyonunu azalttigmu,
500U/ml IL-6’in ise 24 saatte CAIII'n mRNA diizeyindeki ekspresyonunu
arttirdigini difer zaman araliklarinda ise sitokinlerin CAIIl mRNA’s: iizerindeki
inhibe edici etkinin ortadan kalkti1 gériilmektedir. Kontrol gruplariyla deneylerin
arasindaki farkin istatisiki olarak &nemli olup olmadifi One way ANOVA testi
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kullanilarak belirlenmistir. Buna gore istatistiki olarak o6nemli sonuglar * ile

grafiklerde belirtilmistir.

0,12
0,1 -
o
= 0,08 -
EL<Ts)
[}]
o 0,06 -
B
£ 0,04 -
[<}]
[an]
0,02 - *
3
5 4 __; x 2
KONTROL 24H TGF 48H TGF 72H TGF
TGF-B| 0,103690913 0,00629 0,00174 0,000806
ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 3.15: 500U/ml TGF-B’'min CAIIl'tin mRNA diizeyine etki sonuglari

(p<0.05 olan degerler * ile isaretlendi).
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0,12
0,1
< 0,08
(]
200
(']
o 0,06 -
k3]
L]
y 0,04
%
0,02
i E
0 B - .
KONTROL 24HTNF 48H TNF 72H TNF
TNF-at| 0,103690913 0,00667 0,00255 0,00029
ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 3.16: 500 U/ml TNF-o ‘mn CAIIl mRNA diizeyine etki sonuglar

(p<0.05 olan degerler * ile isaretlendi).

0,2

IL-lx

0,18
0,16

0,14
0,12

0,1 -
0,08 -

Delta ct Degerleri

0,06 -
0,04 -

*

0,02 -

KONTROL

24H IL1

*

48H IL1

72HIL1

IL-1 0,103690913

0,10365

0,00759

0,000414

ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 3.17: 500U/ml IL-1 a’in CAIIl mRNA diizeyine etki sonuglar (p<0.05

olan degerler * ile isaretlendi).
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0,12
0,1 -
< 0,08 -
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(7]
0 0,06 -
5
o
5 0,04 - =
0,02 -
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KONTROL 24H IL6 48H IL6 72H IL6
IL-6 0,1036590913 0,005258 0,02249 0,000984
ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 3.18: 500U/m] IL-6’in CAIIl mRNA seviyesine etki sonuclar1 (p<0.05

olan degerler * ile isaretlendi).

IFN-y

0,35

0,3

0,25

0,2

0,15
0,1 -
0,05 -

0 -

Delta ct Degerleri

-

L *

KONTROL

24H IFN 48H IFN 72HIFN

|IFN—v

0,103690913

0,23046 0,000478 0,00014

ZAMAN ARALIKLARI

Sekil 3.19: 500U/ml IFN-y'min CAIIl mRNA seviyesine etki sonuglari

(p<0.05 olan degerler * ile isaretlendi).
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3.8  Protein Seviyesinde Etkilerinin Belirlenmesi

39 kD biyiiklige sahip insan CAIIl proteinini belirlemek amaciyla,

ekspresyon deneylerinde kullandiginiz kolon karsinom hiicre hatt1 olan HT-29 hiicre

hattini1 Boliim 2.2.3.6’daki metod kullanilarak biiyiitiilmesi saglandi. Biiyiiyen
hiicrelerin sayimi Bolim 2.2.3.8°de anlatildig: sekilde yapildi. 6-kuyulu plakalarin
her kuyusuna 500.000 hiicre olacak sekilde ekim yapildi (Sekil 3.20).

Sekil 3.20: 6-Kuyulu plakaya hiicre ekimi

Uzerlerine %0,1 BSA iceren ve FCS bulunmayan DMEM eklenerek son
hacim 2ml’ye tamamlandi. Uygulanacak sitokinler (TGFp, TNFa, IL-1 o, IL-6, IFN-
y) 500U/ml son konsantrasyon olacak sekilde her kuyuya ayr ayr uygulandi. 24,
48, 72 saat siirelerle 37°C, %5 CO, inkiibatér de inkiibasyona birakildi. Her bir

inkiibasyon siiresi i¢gin sitokin uygulanmamis kontrol grubu olusturuldu.

24, 48 ve 72 zaman dilimleri sonunda Bolim 2.2.5.2°de anlatildigi sekilde
Laemli buffer kulanilarak protein ekstraktrlar: olusturuldu ve ekstraktlar 1000C2de

10 dakika inkgbe edilerek protein denatiirasyonu saglandi. Bolim 2.2.5.3°de
anlatilan SDS PAGE metodu kullanilarak jel dokiildii. Protein ekstraksiyonu Laemli
tampon ile yapildifi icin Ornekler yalmz bromofenol mavi ile kanstirilarak

kuyucuklara yiiklendi ve ilk kuyuya 10 pl Rainbow Marker yiiklendi.
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Jel, 0.1 (w/v) SDS igeren 1X Running Buffer ile tank doldurularak (orta kisim
ve alt kisim) 200 volt ve 126 mA akimda yaklagik 45-50 dakika yiiriitiildii.

Orneklerin jelde yiiriimesi tamamlandiktan sonra SDS jelinin blotlamasi
Béltiim 2.2.5.4°de anlatildigi sekilde yapildi. Proteinlerin transferi i¢in PVDF
(Immobilon-FL 0,45pm) membranlar kullamldi. Membran, jel, kutuma kagitlar: ve
siingerlerden olusan sandivi¢ yapisi, transfer buffer ile dolu olan blot tankina
yerlestirildi ve 15 volt akimda 12-18 saatte yapildi.

12-18 saat sonunda membran bir petri kabina alinarak %5 (w/v) yagsiz siit
tozu ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS igeren 10ml Blocking Buffer i¢inde oda
sicakhfinda bir saat horizantal calkalayicida inkiibe edildi. Béylece olan
membrandaki proteinlerin membrana hapsolmas: saglanmis oldu. Bir saatin sonunda
5 dakika araliklarla %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS ile 3 defa yikama yapilarak
blocking bufferin ortamdan uzaklagmas: saglandi.

Yeni bir petri kabina alinan membralarin oda sicakliginda 1:400 oraninda
CAIII primer antikor bulunan %5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1(v/v) Tween20 iceren
10ml 1X TBS iginde 2,5 saat boyunca ¢alkalayicida inkiibasyonu saglandi. Ardindan
5 dakika araliklarla %0.1(v/v) Tween20 iceren 1X TBS ile 3 defa yikama yapilarak
membrana baglanmayan primer antikorlarin ortamdan uzaklasmas1 saglandi.daha
sonra 1:5000 oraninda Anti-mouse IgG Sekonder Antikoru bulunan %35 (w/v) yagsiz
siit tozu ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 10ml 1X TBS i¢inde 1-1,5 saat ¢alkalayicida
inklibasyona birakildi. 1-1,5 saatin sonunda ortamun baglanmayan sekonder
antikorlardan arindirlmas igin 10 dakika araliklarla %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X
TBS ile 3 defa yikama yapild:.

Proteinlerin belirlenmesi ve sonuclarn filme aktarimi Bélim 2.2.5.6°da
anlatildign gibi yapilmistir. Membranlar 1-4 dakika arasinda substratla muamele
edildi. ECL sistemi ( Pierce ECL Western Blotting Substrate-Thermo) kullanild: ve
Reagent A ve Reagent B solusyonlarindan ayri ayri 1,5ml alinarak membran {izerine
uyguland:. Karanlik odada film ve membran 30 saniye ve 1 dakika ayr1 ayr1 muamele
edilerek film, film makinasina verilmigtir. Isima yapan CAIII proteini filmde karart:
seklinde bantlarin olusmasina neden olmustur (Sekil 3. 21). Westren blot deneyinin
film tizerindeki CAIIl ve Human Beta Aktin bantlan denstrometrik olarak analiz
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edildiginde Sekil 3.22, Sekil 3.23, Sekil 3.24, Sekil 3.25 ve Sekil 3.26°da gosterilen
| grafik olusturulmus ve her sitokin icin 24, 48 ve 72 saat sonucundaki etkileri
gosterilmistir. Grafiklerde de goriildigli tizre sitokinlerin CAIII’{in protein diizeyinde
} de baskilayici etkisi bulunmaktadir. Boylece sitokinlerin CAIII'iin mRNA diizeyinde

gosterdigi etki protein diizeyinde de gOsterilmis ve sonuclarin uyumlu oldugu
grafiksel analizlerle de belirtilmistir.




24HK 24HTGF-f 24HTNF-a¢ 24HIL-lo0 24HIL-6 24H IFN-y
CAIIT

m—p 39kD

24HK 24HTGF-B 24HTNF-o 24HIL-10 24HIL-6 24HIFN-y

48HK 48HTGF-B 48HTNF-o 48HIL-lae 48HIL-6 48H IFN-y

48HK 48HTGF-p 48HTNF-o 48HIL-lo. 48HIL-6 48H IFN-y

Beta
aktin

42kD

72ZHK 72HTGF-B 72HTNF-a¢ 72HIL-la 72HIL-6 72H IFN-y

72HK 72HTGF-p 72HTNF-a 72HIL-la 72HIL-6 72H IFN-y

Beta
aktin

42kD

Sekil 3.21: CAIII ve B-Aktin Protein belirlemesi
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TGF-p

1,2

0,8 -

0,2

KONTROL

24H TGF

48H TGF

72H TGF

TGF

1,042725901

0,691501746

0,731610338

0,948957584

Sekil 3.22: CAIII proteininin 500U/ml TGF-P sitokin sonuglari

TNF-a

KONTROL

24H TNF

48H TNF

72H TNF

1,042725901

0,831142273

0,853322528

0,919609316

Sekil 3.23: CAIII proteininin 500U/ml TNF-a sitokin sonuglari
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1,2

IL-1a

0,8

0,6

0,4

0,2

KONTROL

24H IL-1

48H IL-1

721L-1

M IL-1

1,042725901

0,939478846

0,663011388

0,934713376

Sekil 3.24: CAIII proteininin 500U/ml IL-1a sitokin sonuglari

1,2

IL-6

0,8

0,6

0,4

0,2

KONTROL

24H IL-6

48H IL-6

721L-6

M L-6

1,042725901

0,870466321

0,546715328

0,774418605

Sekil 3.25: CAIII proteininin 500U/ml IL-6 sitokin sonuglari
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IFN-y

12

0,8 -

0,6

0,4

0,2

KONTROL 24H IFN-y

48H IFN-y

72H IFN-y

B IFN| 1,042725901 0,751501287

0,694511703

0,99078341

Sekil 3.26: CAIII proteininin 500U/ml IFN-y sitokin sonu¢lar
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4. SONUC VE TARTISMA

COy’in hidratazyonunu katalizleyen bir enzim ailesinin iiyesi olan Karbonik
Anhidraz IIT (CAIII), kromozom 8’in q22 koluna lokalize, 7 ekzon, 6 introna sahiptir
10,3 kb biiyiikligiinde bir gendir [56].

CAIIIl iskelet kasina spesifiktir ve sarkoplazmadaki proteinlerin yaklasik
%]15’ini olusturmaktadir. Ozellikle kas fiberlerinde yiiksek konsantrasyonlarda
bulunan CAIII soleus kasi diye adlandirilan bacak kasinda oldukca fazla ekspre
olurken uyluk kemigini saran kaslardan biri olan anterior tibialis ve gdgiis kaslarinda
bulunmamaktadir [55].

Kas calistikca glikojenin yikilarak laktik asite doniismesiyle ortamin
asidiklesme orani artmaktadir. Bu metabolikler hidrojen iyonlarinin artmasini ve kas
yorgunlugunun ortaya ¢ikmasma neden olmaktadir. CAIIl hidrataz aktivitesiyle,
intraseliiler pH’1 ve asit-baz dengesini regiile ederek kas yorgunlugu ortadan kaldirir

ve ortamin eski haline ddnmesini saglar [45].

Kas eksersizleri sirasinda kas yorgunlugunu tetikleyen serbest radikaller ve
gesitli reaktif oksijen tiirleri (ROS) agia ¢ikar. CAIII hiicreleri oksidatif hasarlardan
koruyan anti-oksidatif aktiviteye sahiptir. NIH-3T3 hiicrelerinde yapilan galismalar
gosteriyor ki; CAIIl eksprese etmeyen hiicrelerde ROS etkisiyle olusan H,0,
hiicrelerin 6lerek ortamdan yok olmasina neden olmustur, ancak transfekte edilen
hticreler CAIII ekspre ettiklerinde hiicrelerin oksidatif stresinin azaldig1 ve apoptotik
hiicrelerin azaldig1 gézlemlenmistir [63-65].

Yapilan bir aragtirmada aneztezi uygulanmis hastalarin iskelet kaslarindaki
CAIIl protein seviyesinin normal insanlarin iskelet kaslarindaki CAIII protein
seviyesinden daha az oldugu goriilmiistiir. Anestezi kaslarda yorgunlugu ve
gevsekligi etkisi yaratmaktadir. Bunun nedeni de aneztesi almis hastalarin iskelet
kaslarinda CAIII’{in yetersiz gelmesidir. Bagka bir ¢alismada ise, hipoksik durumda
vastus lateralis kasimin CAIIl mRNA konsantrasyonu normaksiya durumundakine
oranla %74 arttif1 gorilmustlir. Bu sonuglardan dolay1, CAIII’iin iskelet kasindaki

43




protein seviyesinin ve aktivitesinin kas yorgunlugu ve kas gevsekligi ile degisim

gosterdigi belirtilmistir [60].

Erkeklerdeki kas oraninin bayanlardakine oranla daha fazla olmasmdan
dolay1 CAIIIL, erkeklerde daha yiiksek oranlarda ekspre olmaktadir. Ayrica
gastrulasyon agamasinda CAIIl mRNAs1 énciil notokord mezoderminde ilk olak
ekspre olmaya baglar. Hamileligin ge¢ asamalarinda ise notokort kalintilar1 olan
vertebratanmin anteriyér-posteriyor aksisinde CAIIl kalntilari gdzlenmistir. Ayrica
yine fetal kaslar tizerinde yapilan ¢aligmalarda, 10 haftalik fetal kaslarinda ekspre
olmaya basladig1 30. Haftaya gelindiginde ise enzim seviyesinin hizla yiikseldigi;
bebek dogdugunda ise kaslardaki enzim seviyesinin yetigkinlerdeki oranin yarisina

ulastig1 gézlenmistir [60-65].

Bir bagka c¢aligmada ise hepatoseliiler karsinomlu (HCC) hastalarda CAIII’tin
ekspresyon seviyesinin komsu dokulardakine oranla ¢ok az ekspre oldugu
bulunmugtur. CAIIl, iki adet siilfohidroksil grubuna sahiptir ve bundan dolay:
hiicreleri serbest radikallerin etkisinden ve oksidatif stresle ortaya ¢ikan apoptozisden
korur. Bu 6zelliklerinden dolayr CAIII*iin HCC’de arastirilmasi gereken 6zel bir gen
oldugu diistintilmektedir [56].

CAIIL, CAII ve CAI genleri yan yana lokalizedirler ve amino bakimindan
%65 oraminda benzerlik géstermektedirler. Ancak ¢ok genis bir ailenin {iyesi olan
CAIIl; digtik CO; hidratize etkisi, defosforile fosfotirozin rezidiilerine sahip olma,
fosfataz aktivitesi ve sulfanamid inhibitorlerine direng gosterme kabiliyeti gibi
zellikleriyle ailenin diger iiyelerinden ayrilmaktadir. CAII ve CADl’e bu kadar ¢ok
benzerlik gostermesine ragmen bu iki genden daha az ekspresyon ve biyolojik
aktivite gosteren CAIIl'tin transkripsiyonel regiilisyonu heniiz net olarak
aydinlatilmamistir. Bu nedenle yapilan ¢alismalanimuzin  amact  CAIIl’iin

transkripsiyonel regtildsyonunu agikliga kavusturmaktir[65].

Bu nedenle 6ncelikli olarak CAIII geninin dizisi gen bankasinda tarandi ve
analiz edildi. +86/-939b¢lik promotér bolgesine 6zel primerler dizayn edilerek, bu
bolgenin ¢ogaltilmas: ve klonlanmas: saglandi. Bu amagla éncelikli olarak saglikli
bir erkek bireyden kan alinarak genomik DNA izolasyonu yapildi. Istenilen bélgeye
ait primerler dizayn edilerek CAIIl promotor bolgesi klonlanmistir. Ayrica 1025
be’lik CAIIl promotdr dizisinin olasi transkripsiyon faktérii baglanma bolgeleri
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analiz edildi. Yapilan bu analizler, 1025 bg¢ lik promotor bdlgesinde pek gok
transkripsiyon faktorii baglama boélgesi bulunmustur. Sigan CAII promotorunda
fonksiyonel regiildsyonun aydinlatilmasi sonucu, transkripsiyon faktorii ile regiile
oldugu anlasilmistir. Ayni transkripsiyon faktorleri insan CAIII promotor bélgesinde
de olup olmadif1 biyoinformatik analizlerle tespit edilmis ve bu bolgelerin gergekte
aktif olup olmadif1 ancak fonksiyonel testlerle mimkiin olacaktir. Bunun igin
transkripsiyonel regtilasyonunun ¢aligilmasi i¢in haberci bir vektor sistem olan pMet-
Iuc lusiferaz vektorii icine CAIIl promotoru klonlanmistir. Calismada gelecekte

yapilacak ilk deneyler arasinda olacaktir.

Yapilan literatiir taramalarinda CAIII geninin doku ekspresyonu ile ilgili ¢ok
simrli sayida bilgi bulunmaktadir. Asit-baz dengesinin saglanmasinda, bir ¢ok
hastaligin isleyisinde ve kanserde tamsinda ve tedavisinde ¢ok 6nemli bir yere sahip
olan CA ailesinin iskelet kasina spesifiklik ggsteren tiyesi, CAIIi’ﬁn ekspresyonunu
belirlemek amaciyla belirli hiicre hatlarindaki ifadesine bakildi. Bu amagcla éncelikli
olarak CAIIl genine spesifik, +1/+595 be¢’lik boélgeyi gogaltan primerler dizayn
edildi. HT-29, DU145, PC3, MCF7, Hep3B, Saos2, MG63 ve HUVEC hiicre
hatlarindan elde edilen hiicre pelletlerinden RNA izolasyonlar: yapildi. cDNA eldesi
saglanarak, RT-PZR teknigi ile hiicre hatlarindaki ekspresyonu belirlendi. Agaroz jel
elektroforezi ile belirlenen sonuglara gore CAIIl'in HT-29, MG63, Saos2 ve
HUVEC hiicre hatlarinda ekspre oldugu belirlendi. Buna karsin Hep3B, DU145, PC3
ve MCF7 ifade olmadip1 belirlenmistir. Literatiir taramalar1 incelendiginde 6ncesinde
CAIll’tn ekspresyonu ile ilgili bu hiicre hatlarinda bir bilgi verilmedigi ve bu

konunun aydinlatilmas: tarafimizca yapilmistir.

Sitokinlerin biyolojik sistemlerdeki etkileri oldukca fazladir. Bu nedenle
calismamizda sitokinlerin CAIIl mRNA’s1 iizerine etkisini belirlemek amaciyla
CAIIl'iin ekspresyonu belirlenen bu hiicre hatlarindan HT-29 secilerek, sitokinlerin
CAIII'tin ekspresyon seviyesinde etkisinin olup olmadig: arastirildi. Bu amagla TGF-
B, TNF-a, IL-10, IL-6 ve IFN-y sitokinlerinin her birinden 500U/ml olacak sekilde
24, 48 ve 72 saat dilimlerinde hiicre pelletleri toplanarak, bu pelletlerden RNA
izolasyonlar1 ardindan da cDNA sentezleri yapildi. Dizayn edilen spesifik primerler
kullamlarak gRT-PZR teknigiyle HT-29 hiicre hattinda sitokinlerin CAIIL
ekspresyonuna etkileri belirlendi. Ct degerleri analiz edilerek olusturulan grafiklerde
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biitiin sitokinlerin CAIII’{in ekspresyon seviyesini analiz ettik. CAIII, kasa spesifik
bir protein oldugu i¢in sitokinlerin kas dokusu tizerindeki etkilerine baktigimizda bir
¢ogunun nekrotik karakterleri baskiladigini, apoptotik faaliyetleri sinirlandirdigim
gormekteyiz. Ozellikle bu sitokinlerle ilgili yapilan ¢alismalarda, IL-lo’nin kas
dokularmda nekrotik faaliyeti azalttign ve apoptotik siireci simrladigi; IL-6’in
sarkoplazma fizerinde sarkoplazmik retikulum inhibe ederek ATPaz aktivitesini e
etmekte; TNF- a’muin kas dokusu iizerinde birgok etkisinin oldugunu ve &zellikle
hiicre siklusunu, kanser siirecini, norolojik hastaliklari, anormal kas durumlarini,
organizma zararlarinda etkin rol oynadigini, kanser hiicre hattinda yapilan
caligmalarda TNF-o uygulanan hiicre hatti ile kontrol grubu karsilastinldiginda,
TNF-a uygulanan hiicre hattinda gen ekspresyon seviyelerinin oldukea diistiigii; IL-6
mRNA’s1 kas eksersizleri sirasinda diigiik seviyelerde ekspre olurken, tiimérli kas
dokusunda IL-6 ekpsreryon seviyesi oldukea fazla artig gostermekte oldugunu; TGF-
B, normal kas dokusunun biiylimesi, farklilasmasi, rejenere ve stres durumlarinda
aktif rol oynayarak ortam §ért1m“1mn eski hale dénmesi icin sinyal molekiil gérevi
yapmakta oldugunu; IFN-y’nin ise diren¢ gdsterme ve stress kosullarinda etkin
oldugu belirtilmistir. Bizde yaptigimiz caligmalarda HT-29 hiicre hattina uygulanan
TGF-p’nin, TNF-o’nin, IL-10’nin, IL-6’in ve IFN-y’nin CAIIl mRNA’s1 tizerindeki
etkisinin bu yapilan ¢aligmalarla koorele géstermekte oldugunu ve Real-Time PZR
sonuglarimizda da bu sitokinlerin CAIIl mRNA seviyesini azalttifi gdsterilmistir
[92- 96].

mRNA diizeyinde ifade eliken CAIII geninin kolon karsinom hiicre hatt1 olan
HT-29 hiicre hattinda protein diizeyinde ekspre oldugunu belirlemek fizere, Western
Blot ¢aligmalan yapildi. 39 kD’luk CAIII proteinin HT-29 hiicre hattinda belirlendi.
Sitokinlerin CAIII geninin protein diizeyinde etkisinin belirlenmesi igin 24, 48 ve 72
saat ilgili sitokinle muamele edilen hiicrelere CAIII’e spesifik monoklonal antikor
kullamlarak, Western blot ¢aligmas: yapildi. Western blot sonucunda CAIII protein
diizeyinde sitokin uygulamasi sonucu mRNA diizeyindeki sitokin etkileri ile
koreledir. Zaman bagli degisim grafikleri incelendiginde, her zaman dilimi icin
kullamilan 500U/m! TGF-B, TNF-q, IL-la, IL-6 ve IFN-y sitokinleri CAIIl'iin

protein diizeyinde de baskilanmasina neden olmustur.
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4.1 (Gelecekteki Planlar

Gelecekteki galismalarimizda, insan CAIIl genine ait olast transkripsiyon
faktorli baglanma bolgeleri transkfeksiyon deneyleriyle belirlenecek; farkl
uzunluklardaki konstraklar olusturularak promotor dizisinin aktif dizisi
belirlenecektir. mRNA diizeyinde etkisi olan sitokinlerin CAIIl promotoru
tizerindeki etkileride transfekte edilen promotor pargalarma sitokin uygulanmasiyla

tespit edilecektir.
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6. EKLER

6.1 Kullanilan Markerlar

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0'GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil 6.1: Fermentas 1 kb DNA marker

92




-
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6.2  Olas1 Transkripsiyon Faktorii Baglanma Bélgeleri
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Total 204 high-scoring sites found.
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