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OZET

KARBONIK ANHiDBAZ 9 GENININ TRANSKRIiPSiYONEL
KONTROLUNUN MOLEKULER ANALIZi

Hatice YILDIRIM

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dah

(Doktora Tezi/Tez damismam: Dog. Dr. Feray KOCKAR)
Balikesir, 2009

Transmembran karbonik anhidraz enzimlerinden olan CAIX, timor
metabolizmasi ile iliskili olarak bilinen en Onemli enzimlerden biridir. CAIX
tiimorlii hiicrelerin hiicre i¢i ve hiicre dis1 pH diizenlenmesini saglayarak hipoksik ve
asidik kosullara adaptasyonunu saglar. Ozellikle kat1 tiimorlerdeki CAIX
ekspresyonu, tiimoriin tanist ve prognozu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu

enzimin biyobelirte¢ olarak kullanilmasina izin vermektedir.

Bu nedenle tiimdr biyolojisinde 6nemli olan CA9 geninin regiilasyonun
aydmlatilmas1 olduk¢a Onemlidir. Bu calismada, insan CA49 geninin promotor
bolgesi [-1251/+38] klonlanmis ve dizi analizi ile dogrulanmistir. Transkripsiyonel
aktivitenin detayli analizi i¢in dort farkli uzunlukta [-935/+38, -466/+38, -266/+38 ve
-116/+38] kisaltilarak yapilan promotor parcalar1 hazirlanmis ve lusiferaz vektoriine
klonlanmistir. Transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi i¢in, hazirlanan promotor
mutantlarinin  hepatoma (Hep3B) hiicrelerinde gecici transfeksiyon analizleri
yapilmistir. Sonug olarak en kiigiik promotor parcasmnin [-116/+38] bazal aktivite
icin yeterli oldugu bulunmustur. [-266/38] ve [-1251/438] bdlgelerini kapsayan
promotor parcalari en yiiksek transkripsiyonel aktiviteyi gosterirken, [-466/+38]

bolgesini kapsayan promotor pargasi ise en diisiik aktivite gostermistir.

Ayrica Hep3B hiicrelerinde TGF-B ve IL-6 sitokinlerinin C4A9 mRNA

seviyesine etkileri belirlenmistir. RT-PZR c¢alismalar1 sonucunda, TGF-j3
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uygulamasinin 72 saatte CA9 mRNA seviyesinde yiikselmeye sebep oldugu
gozlemistir. IL-6 uygulamasinin ise 24, 48 ve 72 saatte CA9 mRNA seviyesinde
anlamli bir etkisi bulunmamistir. Yine TGF-f sitokinin CAIX protein seviyesindeki
etkisi akig sitometri analizi ile belirlenmistir. mRNA seviyesindeki artis ile baglantili
olarak CAIX protein ifadesinde 72 saatte artis bulunmustur. Son olarak TGF-f’nin
CA9 geninin transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi, bes farkli uzunluktaki promotor

parcalarmnin transfekte edildigi hiicrelere TGF- uygulanmasi ile belirlenmistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: CAIX, transkripsiyonel kontrol, kanser,
Hep3B, sitokin, klonlama, TGF-f.
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ABSTRACT

MOLECULAR ANALYSIS OF TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF
CARBONIC ANHYDRASE 9 GENE

Hatice YILDIRIM

Bahlikesir University, Institute of Science, Department of Biology
(PhD. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)

Balikesir-Turkey, 2009

Membrane-associated carbonic anhydrase CAIX is one of the most important
enzyme, that is related to tumor metabolism. CAIX exerts its biological effects to
adaptation of hypoxia and asidification in tumor cells, via its influence on regulation
of intracellular and extracellular pH. Specifically the expression pattern of CAIX in
solid tumors has led to the use of CAIX as a biomarker, since it can provide evidence

about tumor identification and prognosis.

Therefore, it is so important to evaluate the regulation of CA9 gene that it is
so crucial in tumor biology. In this work, the promoter region [-1251/+38] of CA9
gene was cloned and confirmed by sequence analyzer. Four truncated constructs
were prepared for detailed analysis of transcriptional activation and subcloned to
lucifease reporter vector. Transient transfection analysis has performed in hepatoma
cell line Hep3B using promoter mutants for determination of transcriptional activity.
As a result, the smallest construct [-116/+38] was enough to exhibit the basal
transcriptional activity. while [-266/38] and ([1251/+38] promoter constructs have
the maximum transcriptional activity, [-466/+38] promoter construct has the

minimum activity.

Furthermore, we have determined the effects of TGF-f and IL-6 on mRNA
levels of CA9 expression in Hep3B cells. As a result of RT-PCR analysis, TGF-
has increased the CA9 mRNA levels at 72 hours after stimulation, while IL-6 has no

v



statistically important effect on C49 mRNA levels at any time. We have also
determined the the effect of TGF- on protein levels of CAIX by flow cytometry. In
concordance with the increase at mRNA level, CAIX protein level was increased by
TGF-pB at 72h. Finally, the increase of transcriptional activity of CA9 by TGF-3 was
also evaluated by transfecting all truncated constructs to Hep3B cells and then

stimulating by TGF-p.

KEYWORDS: CAIX, transcriptional regulation, cancer, Hep3B,
cytokine, cloning, TGF-.
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1. GIRIS

1.1 Kanser

Kanser genc-yasl, zengin-fakir, kadin-erkek ya da ¢ocuk tiim insanlar1 etkileyen
ve 6nemi giderek artan, toplumsal bir saglik sorunu durumundadir. Ulkemizde
1970’11 yillarda sebebi bilinen 6liimler arasinda 4. sirada yer alan kanser, son yillarda
kardiyovaskiiler sistem hastaliklarindan sonra 2. siraya yiikseldi. Bati toplumlarinda
her y1l 250-350 kisiden biri kansere tutulmaktadir. 60 yasin iizerindeki grupta ise
kanser siklig1 cok artmakta 300 kiside 4-5 civarina yiikselmektedir. Ulkemizde kesin
istatistikler bulunmamakla birlikte insidansin bunun yarisi kadar oldugu tahmin
edilmektedir. Yurdumuzda en sik goriilen kanserler erkeklerde akciger, prostat, kalin
barsak, rektum, mide ve pankreas; kadinlarda meme, akciger, kalin barsak, rektum,
serviks, over, mide ve pankreas kanserleri olarak siralanabilir. Deri kanseri siklig1
her iki cinste de yiiksek olmakla birlikte, habis melanom disindaki deri kanserleri

tedaviye 1yi cevap verdiklerinden 6liim oran1 ¢ok diistiktiir. [1,2]

Tedavisi ve tanist bir ¢cok uzmanlik dallarinin igbirligini gerektiren kanser i¢in,
cerrahi ve radyoterapi gibi lokal tedavi yontemleri ile birlikte kemoterapi yada
immiinoterapi gibi sistemik tedaviler de uygulanmaktadir. Bunun disinda her gecen
giin kanser arastirmalarindan elde edilen yeni gelismeler kanser tedavisi i¢in yeni
umutlar vaat etmektedirler. Hiicrenin mikroskobik diizeydeki yapis1 ve isleyisine
yonelik molekiiler biyoloji c¢aligmalari, tibba yonelik niikleer alandaki yeni
gelismeler, daha az hasar ve daha giizel goriintii olusturan yeni cerrahi teknikleri,
kisaltilmis-siireli radyoterapi gibi yeni tibbi tedaviler bugiin kanserde hem yasam
kalitesini artrmakta hem de daha uzun yasam ve diisiik maliyeti getirmektedir.
Saglikli yasami yoneten genlerin normalden sapmalarinin, kanser de dahil olmak
iizere, bircok hastaligin nedeni oldugu ortaya konulduktan sonra kanserin gen

tedavisinin saglanabilmesi i¢in ¢ok yonlii calismalar yapilmistir. Uzerinde calisilan



gen tedavisi tekniklerinin hedef aldiklar1 amaglar sunlardwr. (1) Degisikligi veya
eksikligi ile kanser nedeni olabilen bazi genlerin saglikli genlerle degistirilmesini, (i1)
bagisiklik cevabmin diizeltilmesini, (ii1) kemoterapi ve radyoterapi veya diger
tedavileri daha duyarli kilmak i¢in tiim bu yaklasimlarin birlikte uygulamasini, (1v)
kanser ilaclarinin yiiksek dozlarmin yan etkilerine karsi daha dayanikli olmasini
saglamak i¢in kan-yapic1 ana hiicreler igerisine gen yerlestirilmesine veya (v) kanser

hiicrelerinin yeni kan damarlar1 yapimini 6nleme amacina yoneliktir.

Kanser; normal hiicrelerin cogalmasi, olgunlagmasi ve diger fonksiyonlarindaki
biitlinliigiin kaybolmas1 ile karakterize edilir. Kanserli hiicreler, normal kontrol
mekanizmalarmi kaybedip siirekli olarak ¢ogalir. Bunun sonucunda tiimér olusumu
gerceklesir.  Olusan hiicreler embriyonik hiicreleri ve dokular1 andiran koloniler
halinde bulunur ve bu hiicreler tam farklilasmamistir. Hiicreler normal dokulardan
ayrilarak komsu dokulara dogru saldirganlik 6zelligi gosterirler. Bulundugu yerden
daha farkli ve yeni yerlere dogru gelismeye meyil gosterirler ve kazanilmis bu
ozellik tip tiim kanser hiicrelerinde aynen siirdiiriiliir [3,4]. Halen tiim mekanizmalari
tam olarak anlagilamamis olan kanserin aydinlatilmasi ve her evrede tedavisinin
miimkiin hale getirilebilmesi i¢in yogun olarak ¢aligmalar siirmektedir. Kanser teshis
ve tedavi maliyeti en yiiksek olan hastaliklardandir. Kisilerin 6liimiine sebep
olmasinin yam sira, kisinin hayat kalitesini diisiiren ve isgiicii kaybina ugratan bir

hastaliktir.

1.2 Kanser Biyolojisi

Cekirdegi olan her hiicre teorik olarak cogalabilme kabiliyetinde ise de,
hiicreleri ¢ogalma yetenegine gore ii¢ gruba ayirabiliriz. 1lk grup kemik iligi ve
gastrointestinal sistemin epitel hiicreleri gibi siirekli ama kontrollii bir sekilde
kendini yenileyen kok hiicrelerden olusmaktadir. Ikinci grupta karaciger hiicreleri,
periferal lenfosit ve makrofajlar gibi uyarildig1 zaman ¢ogalan hiicreler yer alirken
son grupta ise yasam boyu bir kez ¢ogalan hiicreler vardir. Bunlardan baska normal
olmayan bir grup daha vardir ki; dogal olarak apoptozise ugramayan 6liimsiiz oldugu

kabul edilen ve siirekli cogalan kanser hiicreleridir [5] .



Her hiicre, ¢ogalma, farklilagsma, yaslanma ve 6liim seceneklerini belirleyen
genetik programlarin kontroliindedir [6]. Normalde hiicreler belli bir kontrol altinda,
ihtiyaca gore boliinerek ¢ogalirlar. Hiicre siklusu, cogalmak tlizere uyarilmis bir
hiicrede gerceklesen ve bir dizi gegici biyokimyasal aktivitelerin ve morfolojik
degisikliklerin goriildiigli bir siirectir. Genel olarak, hiicreler bir béliinme sinyali
almadiklar1 siirece hiicre siklusunun aktif (G;, G2, S ve M) fazlarma girmezler ve
istirahat fazi denilen Gy fazinda beklerler. Bir siklusa giren hiicre, morfolojik ve
genetik olarak birbirine tipa tip benzeyen iki hiicre olusumuyla dongiiyli tamamlar.
Hiicre boliinme sinyalini aldiginda, sinyal iletimi adi verilen bir ileti mekanizmasi
(6rnegin, MAP kinaz, Protein Kinaz C veya JAK/STAT yollar1) devreye girer. Bu
ileti mekanizmasi hiicre siklusunu veya hiicre iskeletini kontrol eden bir substrati
fosforlar ya da nukleusa ulasip (STAT’da oldugu gibi) dogrudan transkripsiyonu
kontrol eder [7] .

Hiicre siklusu, siklinler, siklin-bagimli serin/treonin protein kinazlar (CDK)
ve siklin-bagimli kinaz inhibitorleri (CKI) tarafindan 6zgiin olarak kontrol edilir.
Siklinler, CDK ve CKI’lerinin diizeyleri hiicre siklusunun cesitli asamalarinda
farklilik gosterir ve olduk¢a karisik bir diizen iginde siklusun ilerlemesini
diizenlerler. CDK’lar kendi baslarina bulunduklarinda inaktiftirler. Ancak, siklin’e
baglandiklarinda aktiflesirler ve boylece aktif siklin-CDK kompleksleri meydana
gelir. Siklinler bu komplekslerin regiilator alt tiniteleri, CDK’lar ise katalitik alt
tiniteleridir. Siklinler (A, B1, D ve E) siklusun ¢esitli fazlarinda periyodik olarak bir
taraftan sentez edilirlerken, diger taraftan da yikilirlar.  Siklinlerin seviyeleri
transkripsiyon diizeyinde regiile edilir. Yikimlar1 ise “ubikitin (ubiquitin)” metabolik
yoluyla saglanir. D tip (D1, 2, 3) siklinler baslama siklinleri olarak adlandirilirlar ve
bliylime faktorleri veya mitojenlere yanit olarak eksprese edilirler. Mitojenler
ortamdan uzaklastirildiginda ise hizla yikilirlar. Hangi tip siklin D’nin eksprese

edilecegi doku tipine 6zgiidiir (Sekil 1.1).

Siklinlerin periyodik yapim ve yikimlari, dolayisiyla iliskide bulunduklari
CDK (CDK2, CDK4, CDKS5, CDK6, CDK7 ve CDK25)’lerin aktivitelerinin
diizenlenmesini saglar. CDK’larm aktiviteleri sadece siklinlerle diizenlenmez ayrica

0zgiin fosforilasyon/defosforilasyona yol agan baska yollarla da diizenlenir. CKI’ler



(p15, p18, p19, p21 ve p27) ise ya siklinler, ya CDK’lerin kendisi ya da siklin-CDK

komplekslerine baglanarak CDK’larin aktivitelerini inhibe ederler. [8].

INK CDK inhibitorleri
(p15, pl6, P18, p19)

Siklin B

SikinD: |
CDK4, CDKé6 "

KIP/CIP CDK inhibitsrleri
(p21, p27, p57)

Siklin E:
CDK2

. Siklin A
CDK2

Sekil 1. 3 Hiicre siklusu ve kontrol noktalar1 [9].

1.3 Transkripsiyonel Regiilasyon

Okaryotik organizmalarda gen ekpresyonunun farkli sekillerde diizenlenmesi,
hiicresel farklilasmanin ve her tiirli hiicresel islevin odak noktasini

olusturmaktadir. Cok hiicreli bir organizmanin tiim hiicreleri ayni genetik



materyale sahip olmasma ragmen, hiicre tipleri farkli fonksiyonlara sahiptir ve
cevreden gelen sinyallere farkli cevaplar verir. Hiicreler ayn1 genetik bilgiye
sahip olmalarina ragmen, bu bilgi her hiicre tipi i¢in farkli sekillerde
islenmektedir. Organizma gen regiilasyonu sayesinde, belirli bir hiicre tipinde
belirli bir gen takimini, farkli hiicre tiplerinde ise diger farkli gen takimini
calistirabilme yetenegine sahip olmaktadir. Cok hiicreli organizmalarda gen
reglilasyonu, genomun oOzgiin kisimlarin1 etkin hale geciren, diger genleri
baskilayan kontrol mekanizmalar1 ile agiklanmaktadir [10]. Gen ekspresyonu
siirecinin siki1 bir sekilde kontrol edilmesi, hiicrelerin c¢evresel uyaricilara ve
metabolik ihtiya¢larma cevap verilmesi yani gelisiminin ve farklilasmasmin da

kontrolii anlamina gelmektedir.

DNA’da sifrelenmis olarak bulunan genetik bilginin protein sekline
doniigmesi siireci, DNA’nin RNA’ya transkripte olmasi, RNA’nin islenmesi,
protein sentezi (translasyon) ve post-translasyonel degisikliklerin yapildigi
basamaklardan olusmaktadir [11] (Sekil 2). Bu basamaklarin her birinde gen
ekspresyonunun kontrolii miimkiin olsa da, hiicrelerde mutlak gerekli olan ve
maksimum enerji tasarrufu acgisindan da Onem teskil eden transkripsiyon
basamagindaki kontrol en yaygm olanidir ve genlerin c¢ogunlugunda bu
basamakta regiilasyon yapilmaktadir. Transkripsiyon basamagindaki kontrol
genin ifade olup olmayacagina dair karar verilen kontrol asamasi olarak

aciklanabilir [12].
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Sekil 1. 4: Gen ifadesi ve kontrol basamaklar1 [13].



Okaryotlarda gen ifadesinin baslangi¢ asamasi, genin diizenleyici dizisi olan
promotor bolgesine spesifik proteinlerin ve ardindan RNA polimeraz Il enziminin
baglanmasi ve transkripsiyonun baslamasi seklinde gerceklesmektedir [11,14]. RNA
polimeraz II 6karyotlarda bulunan ii¢c RNA polimerazdan bir tanesidir ve hiicrede
mRNA ve diger birgok kiiciik RNA’larin transkripsiyonundan sorumlu olan
enzimdir. RNA polimerazlI’nin aktivitesi genellikle transkripsiyon baslangic
bolgesinin yukar1 kisminda bulunan diizenleyici DNA dizileri (cis-acting elements)
ile bag yapabilen birtakim spesifik proteinler (trans-acting) arasindaki etkilesime
baghdwr [11,15,16,17]. Bu diziler genellikle transkripsiyonun baslangi¢ noktasinin
ist kisminda 5 bolgede bulunurlar. Transkripsiyonun diizenlenmesinden sorumlu
olan diizenleyici DNA dizileri; (i).Bazal promotor elementleri; baslangi¢ noktasinin
tanimlanmasinda ve transkripsiyonun bazal seviyede minumum oranda devam
etmesinde kritik rol oynarlarl8. (i1).Yukar1 bolge diizenleyici elementler [11]. (iii).
Enhansirlar; promotor aktivitesini arttirict dizilerdir [19,20].  (iv). Silensirlar;
enhansirlara benzer tarzda islev goriirler fakat transkripsiyonu baskilayici dizilerdir
[21]. (v).Lokus kontrol bdlgeleri, bircok geni igceren lokusun ekspresyonunu

diizenleyici dizilerdir [22].

Trans-acting faktorler ya da transkripsiyon faktorleri spesifik DNA dizilerine
baglanarak, direkt ya da dolayli olarak RNA polimeraz II ile etkileserek
transkripsiyonu etkilemektedirler. Genel transkripsiyon faktorleri II. smif genlerin
cekirdek promotor dizilerine baglanarak transkripsiyonun baslangi¢ asamasinda
RNA polimeraz II ile etkilesirler. Diizenleyici transkripsiyon faktorleri ise
fonksiyonlarmi c¢ekirdek promotorun alt ya da iist kisminda bulunan dizilere
baglanarak ve genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek gerceklestirirler [23].
Cekirdek promotor elementleri, RNA polimeraz II tarafindan transkripsiyonun
baglatilmas1 i¢in minimum diizeyde gerekli olan DNA elementlerini icermektedir.
Cekirdek promotorlar transkripsiyonun baslangic bolgesi olan +1 noktasini ve
yaklasik 35 niikleotitlik asagi ve yukari promotor bolgesini icermektedir. Genler
arasinda c¢ekirdek promotor elementleri agisindan varyasyonlar goriinse de, genellikle
TATA kutusu, TFIIB tanima dizisi, baslatici ve asagi ¢ekirdek promotor elementi

dizileri bulunmaktadir.[16,24,25].



1.4 Transkripsiyonun Baslangici ve Genel Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyonun baslangici sirasinda olusan Onciil-baslangic kompleksinin
olusumuna dair iki farkli model vardir. Birincisi genel transkripsiyon faktorlerinin
basamak basamak baglanarak olusan onciil-baslangi¢c kompleks olusum modeli, daha
giincel caligmalarin destekledigi diger model ise RNA polimeraz II transkripsiyon
kompleksinin  “holoenzim” modelidir. Holoenzim modeline gore, genel
transkripsiyon faktorleri ve RNA polimeraz II promotora tek basamakta baglanirlar.
Ayrica araci ad1 verilen ¢oklu protein kompleksi de RNA polimeraz II ve TFIIF ile
iliski halindedir.[20, 23, 26, 27]. Ilk olarak, Young ve arkadaslar1 tarafindan 1994
yilinda mayada bulunan holoenzim komplekslerinin, neredeyse biitiin genlerin
ifadesi i¢in araci kompleksin gerekli oldugunu gostermistir [28,29]. Memelilerde
yapilan caligmalar ise mayalarda bulunan araci kompleksin alt {initeleri ile benzerlik
gosteren (ortolog), 28 alt tiniteden olusan bir kompleksin varligini gostermistir.
Heniiz tam olarak holoenzim komplekslerinin transkripsiyondaki mekanizmalari
aydmlatilmamastir. Bununla  beraber, mekanizmanin araci kompleks,
transkripsiyonel aktivatorler, RNA polimeraz II, genel transkripsiyon faktorleri ve

ko-faktorler arasindaki kompleks bir agi1 igerdigi kesindir [27].

RNA polimeraz [I’'nin ve TFII-A, -B, -D, -E, -F ve -H genel transkripsiyon
faktorlerinin ¢ekirdek promotor bolgeye baglanmasi ile baslayan transkripsiyon,
genel olarak asagidaki basamaklardan olugsmaktadir [23].

a) TFIID’nin Cekirdek Promotora Baglanmasi Bazal transkripsiyonun
baslayabilmesi icin, dncelikle TFIID kompleksi TATA kutusuna baglanir. TFIID,
TBP (TATA Binding Protein) ve TAF (TBP-Associated Factors ) adi verilen ilave
faktorlerden olusur. TFIID’nin TATA kutusunu tanimasmi saglayan TBP alt
tnitesidir. Ayrica TFIID, hem histon asetil transferaz (HAT) hem de kinaz
aktivitesine sahiptir [30]. Kinaz aktivitesi ile kendi kendini fosforile ederken, HAT
aktivitesi ile kromatinin yapisindaki degisiklikleri diizenleyerek genel transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasini saglamaktadir [31-33].

b) TFIIA ve TFIIB’nin Baglanmasi TBP ve TATA kutusu arasindaki
etkilesim, TFIIA ve TFIIB gibi ilave faktorlerin baglanmasi ile daha kararli hale
gelir. TFIIA, TBP-DNA kompleksine baglanarak TBP’nin TATA kutusuna olan



afinitesini artirir. TFIIB ise RNA polimeraz II/TFIIF kompleksi ile TFIID arasinda
fiziksel bir baglant1 saglamasi agisindan 6nemlidir [23,25].

¢) RNA polimeraz II/TFIIF Olusumu ve Baslangic Kompleksine
Baglanmas1 TFIID ve TFIIB’nin promotora baglanmast RNA polimerazin
komplekse baglanabilmesi i¢in Onkosuldur. Ancak RNA polimeraz II, TFIIF
olmaksizin tek basina bu komplekse baglanamaz. TFIIF, RNA polimeraz II’nin
transkripsiyondaki spesifikligini ve etkinligini arttirir. Ozellikle RNA polimeraz
I’'nin DNA {izerindeki promotor olmayan boélgelere baglanmasimi engelleyerek
yanlig transkripsiyonlar1 6nler [16,23].

d) TFIIE ve TFIIH’nin Baslangic Kompleksine Baglanmasi RNA sentezi
ancak TFIE ve TFIIH nin komplekse baglanmasiyla baslayabilmektedir. TFIIE,
RNA polimeraz II ve TFIIF’nin komplekse baglanmasindan sonra katilir. TFIIE
baglandiktan sonra, kinaz ve helikaz aktivitesi olan TFIIH’nin komplekse
baglanmasiyla, RNA polimeraz II’nin transkripsiyonu baslatabilmesi i¢in uygun
sartlar saglanmis olur [16, 34].

¢) Promotor Temizlenmesi ve mRNA Uzamasi mRNA’nin ilk fosofodiester
baginin olugsmasinin ardindan, RNA transkriptinin uzamasi, RNA polimeraz II’nin
baslangi¢ kompleksinden ayrilmasina sebep olur. Buna promotor temizlenmesi adi
verilir. Promotor temizlenmesinin ardindan RNA transkripti DNA kalib1 boyunca
uzamaya devam eder. Transkripsiyonun baslangic asamasindan uzama asamasina
gecmesinde RNA polimeraz II’'nin kovalent modifikasyonu etkilidir.  RNA
polimeraz II’nin biiyiik alt biriminin karboksi terminal domaininin fosforillenmesi ile
RNA sentezinin baglamas1 ayn1 anda ger¢eklesmektedir [16, 23].

RNA polimeraz II’nin promotoru taniyrp baglanmasindan sonra, DNA kalip
zincirinin ilk niikleotitine komplementer olan birinci 5’°-riboniikleozit trifosfatin
takilmasin1 gercgeklestirerek sentezin baglama basamagini katalizler. Polimerizasyon
bir sonraki komplementer riboniikleotitin girmesi ve bir oncekine fosfodiester bagi
ile baglanmas1 seklinde devam eder [10]. Uzama basamagi olduk¢a dinamik ve
transkripsiyonun yliksek oranda kontrol edildigi basmaklardandir [35, 36, 37]. RNA
pol II’ye bagh TFIIE/H transkripsiyon faktorleri uzama sirasinda DNA onariminda
da gorevlidirler. Transkripsiyonun sonlanmasi, RNA sentezine ara vermek olarak
tanimlanabilir ¢iinkii DNA kalibindan ayrilan RNA polimeraz 11 yeni mRNA’larin

sentezinde kullanilmak iizere RNA polimeraz II havuzuna toplanir. Okaryotlarda



transkripsiyonun sonlanmasi i¢in belirgin sinyaller yoktur ve bu siirecin tam olarak
molekiiler mekanizmasmin aydinlatilmast i¢in calismalar siirmektedir [36,38].
Sentezlenen RNA molekiilii “islenme” adi verilen ve olgun mRNA olusmasini

saglayan basamaklardan sonra protein sentezinde kullanilir.

1.5 Hiicre ve Doku Tipine Spesifik Transkripsiyon Baslangici

Yakm gecmise kadar, Onciil baslangic kompleksinin olusturuldugu bazal
transkripsiyon basamaginin, organizmanin biitiin hiicre tiplerinde ayni oldugu
diistiniiliiyordu. Ancak giincel ¢aligmalar, 6zellikle yliksek yapili 6karyotlarda hiicre
tipine ve bazi durumlarda ise gene spesifik bazal transkripsiyon faktorlerinin
homologlarinin varligim1 gostermistir. Bu arastirmalar, TBP-benzeri proteinlere
(TRF=TBP-related factor) ve dokuya spesifik bircok TFIID’nin TAF bilesenlerine
homolog proteinlerin karakterizasyonlarmma onciiliik etmistir [39]. Sonug olarak,
okaryotlarda bazal transkripsiyon mekanizmas: hiicre ya da dokuya spesifik
bilesenlere sahiptir ve bu Okaryotlarda transkripsiyonun cesitliligini  ve

kompleksligini artirmaktadir.

10



TATA kutusu

(C) TFIIF Dider Faktarler

TFIIE qu

TFHER- &
ol

RNA polimeraz Il

0y &)
}-UTF‘, ATP, CTP, GTP

TRANSKRIPSIYON

Sekil 1. 3: Bazal transkripsiyonun baslangi¢c asamasi ve genel transkripsiyon

faktorlerinin yardimiyla RNA polimerazin promotora baglanma asamasi [40].
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1.6 Transkripsiyonel Regiilasyonda Gorev Alan Diger Transkripsiyon
Faktorleri ve DNA Dizileri

Yukarida in vitro sistemlerde transkripsiyonun baslangici aciklanmistir. Burada
belirtildigi gibi ¢ekirdek promotor dizileri, yalnizca RNA polimeraz II tarafindan
bazal transkripsiyonun baslatilmasinda gorev almaktadwr. Bazal transkripsiyon in
vivo olarak gdzlenmez bu yalnizca in vitro transkripsiyonu tarif etmek i¢in kullanilan
bir terimdir. In vivo sistemlerde DNA paketlenmis olarak bulundugundan ve bu
durumun genellikle transkripsiyonel baskilanmaya yol ag¢masindan dolayi,
transkripsiyonda farkli transkripsiyon faktorleri gorev almaktadir. Bu faktorler
cekirdek promotor bolgeden uzakta bulunan DNA dizilerine (enhansir, silencer,
insulator) baglanarak ve merkezi promotora baglanmis olan RNA polimeraz II ile

etkileserek transkripsiyonu diizenlerler (Sekil 1.4) [23].

Enhansirlar genin transkripsiyon baslangic bolgesine uzak ya da yakin
olmalarindan bagimsiz olarak, pozitif yonde transkripsiyonu etkileyen ve diger
promotor dizileri gibi transkripsiyon faktorlerinin baglanmasini saglayan DNA
dizileri olarak tanimlanmislardir [41].  Enhansirlara baglanan transkripsiyon
faktorleri promotora baglanan diger proteinler ile etkileserek, transkripsiyonu
arttirirlar (Sekil 1.4) [11]. Zamana ve dokuya 6zgii gen ifadesinden sorumlu olan
enhansirlar genin her iki tarafinda, genden biraz uzakta ya da genin iginde
bulunabilirler. Enhansirlar transkripsiyon etkinligini artirmada en az iki farklh islev
gosterirler.  Bunlardan ilki transkripsiyon faktorlerinin enhansira baglanmasi ile
kromatin yapilanmasinin degismesidir. Ikincisi ise DNA’y1 biikerek ya da egerek
diger enhansirlar1 yapiya yaklastirarak promotorun transkripsiyon faktorleri ve
polimerazlar ile dogrudan kompleks olusturmasini saglamasidir [10]. Baskilayicilar
da (silencir) benzer sekilde aktiviteye sahip olmalarina karsin, isimlerinden de
anlasildig1 gibi transkripsiyonu negatif yonde etkilenmesine sebep olan dizilerdir

[42].

Baskilayict ya da aktivator olarak isimlendirilen, genel transkripsiyon

faktorlerinin disindaki diger transkripsiyon faktdrleri hiicre/doku spesifik genlerin
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transkripsiyonunda ve regiilasyonunda hayati Oneme sahiptirler. Aktivator
proteinler, baskilayic1 molekiillerin promotordan uzaklastirma, Oncii-baslangic
kompleksinde konformasyonel degisiklikleri indiikleme, promotor temizlenmesi ya
da uzamay1 tesvik etme gibi bir¢cok farkli yontemle mRNA sentezini kontrol eder
[23]. Baskilayici proteinler “aktif” ya da “pasif” olarak iki grupta incelenirler. Aktif
baskilayic1 proteinler direkt kromatini hedef alirlar ve histon deasetilasyonu ya da
histon metilasyonu ile genlerin susturulmasini saglarlar. Pasif proteinler ise aktivator
proteinlerin dominant-negatif inhibitorleri gibi davranarak, ya aktivatorlerin DNA
baglanma kapasitelerini azaltir (heterodomainler olusturarak) ya da trans-aktivasyon

potansiyellerini diigiirerek aktivator proteinlerin pozitif etkilerini notrlerler [43].

DNA’ya baglanmis haldeki transkripsiyon faktorlerine baglanarak onlarin
aktivitelerinde kritik 6neme sahip olan ko-faktorler, ko-aktivatorler ve ko-represorler
olarak ikiye ayrilirlar. CBP (CREB-binding protein) ve p300 ko-faktdrlerinin,
MyoD, AP-1, p53 ve C/EBP transkripsiyon faktorlerinin aktivitesi i¢in kritik dneme
sahip olduklar1 gosterilmistir [11,44].  Ayrica karakterize edilen ko-represor
proteinlerden bir tanesi olan NCoR, cekirdek reseptor-ko represorlerindendir ve gen

susturulmasi sirasinda histon deasetilazlarin toplanmasinda etkilidir [45].

Yukari

Asagi

e
of TATA pbo{INRI }ooo{ DPE }wgﬁ

On Promotor  Cekirdek *1
Elementleri Promotor

Sekil 1.4:Bazi1 diizenleyici DNA elementlerin yerlesimin sematik gosterimi [46].
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1.7 Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidraz enzimleri (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.1.1), katalitik
aktiviteleri i¢in sikica bagl Zn>" iyonu i¢eren metaloenzimlerdir ve neredeyse biitiin

organizmalarda bulunmaktadirlar [47-49].

Ik olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen Karbonik Anhidraz, canlilarda CO,
molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCOjiyonunun dehidratasyonunu katalizleyen bir

enzimdir [50,51].

CO, + H,O H,COs HCO; + H

Karbondioksitin  bikarbonat ve protona doniisiimiinii katalizlemeleri
aracili@iyla bu enzimler, hiicre membraninda ve hiicre i¢indeki degisik bir ¢cok alanda
gaz degisimi, iyon transportu, su-elektrolit dengesi ve asit baz dengesinin saglanmasi

olaylarina katilmaktadirlar [52-59].

Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu
saglamanin yani sira, bobreklerde, gastrik mukozada ve gz lensi gibi bir¢ok farkli

dokuda H" ve HCO;  birikiminde de rol oynamaktadir [60-62].

Memelilerde bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli CA izoenzimi
tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogu baskin olarak farklilasmis hiicrelerle iligkilidir ve
cesitli doku ve organlarda 6zellesmis fonksiyonlar: yerine getirirler (Sekil.1.5). Bes
cesidi sitoplazmada bulunur (CAI, CAII, CAIII, CAVII ve CAXIII), bes cesidi hiicre
membranina bagl olarak bulunur (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXYV), iki
cesidinin mitokondriyal enzim oldugu tespit edilmistir (CAVA ve CAVB). Bir
cesidi ise salgilanan bir enzimdir (CAVI). Ayrica, heniiz smiflandirilmamis formu

olan NonO/p54™ tanimlanmistir [63-68].

Bunun disinda CA gen ailesine dahil {i¢ ¢esit karbonik anhidraz iligkili
proteinler (CARP) de bulunmaktadir [69].
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Sekil 1.5: CA izoenzimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarmin sematik gosterimi [53].

1.7.1 Karbonik Anhidrazlarin Dagilim ve Fizyolojik Onemleri

Karbonik anhidraz enzimlerinin fizyolojik fonksiyonlar1 genellikle insanda
bulunan izoenzimlerin incelenmesi sonucu ortaya cikarilmistir. CAII ilk olarak
eritrositlerde bulunan ve insanda neredeyse biitiin doku ve organlarda var olan
izoenzimdir.  CAl’de benzer sekilde eritrositlerde bulunan sitoplazmik bir
izoenzimdir. CAI ve CAIl izoenzimlerinin eritrositlerdeki en dnemli fonksiyonlari,
doku kilcal damarlarinda metabolizma sonucu olusan CO;’1t H,COj;’doniistiirmek,
akciger kapillerde ise H,COj;’ii CO;’e doniistiirerek solunum olayinda yer
almalaridir. Bobrek tubiillerinde de sentezlenmekte olan CAIl’nin diger 6nemli
gorevi, Na~ ve H,O’nun geri emilimini saglamaktir. Eritrositlerde en bol olarak
bulunan CAI enzimi, ayrica goz lensinde, fotal membranlarda ve plasentada da

bulunmaktadir [70-73].

Gen yapis1 CAll’ye benzer olan CAIII izoenzimi, iskelet kasi hiicrelerinde
baskin olarak bulunmaktadir [53,74]. CAIIIl insanda uterus, mesane, akciger ve
karacigerde de bulunmaktadir [75,76]. CAIIl’lin hiicreleri oksidatif hasardan

korudugu seklinde calismalar vardir.

Membranla iliskili tespit edilen ilk izoenzim olan CAIV, gastrointestinal

sistemi doseyen epitelyum hiicrelerinde yogun olarak bulunmaktadir. Ayrica akciger
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ve bobrekte, beyin, kalp, karaciger ve pankreasta da CAIV bulunmaktadir. CAIV

ifadesinin oto immun pankreatitis ile 6nemli bir korelasyonu goézlenmistir [77-80].

Insanlarda CAVA ve CAVB olarak isimlendirilen iki adet mitokondriyal
CAV izoenzimi bulunmaktadir. CAVA karaciger ve iskelet kaslarinda bulunurken,
CAVB beyin, kalp, karaciger ve bobrekte bulunmaktadir. CAVA iirogenez ve
glukoneogenezde gorev yapmaktadir. CAVB ise bulundugu organlara gore farkli

gorevler tistlenmistir [81,82].

Insanlarda tek salgilanan CA izoenzimi olan CAVI, tiikriik bezlerinden
salgilanarak agizda ciiriiklere sebep olan bakterilerin tirettigi asiti notrleyerek dislerin
korunmasini saglamaktadir [83,84]. CAVI ayrica serumda, pankreasta, meme

bezlerinde ve siitte de bulunmaktadir [85-87].

Memelilerde 16. kromozom iizerinde bulunan CAVII izoenzimi, mRNA

seviyesinde insanda tiikriik bezlerinde bulunmustur [88].

CA-IX ve CA-XII izoenzimleri tiimorlii hiicrelerde aktivitelerini gdsteren

buna bagli olarak da kanserle iligkili olan izoenzimler olarak tespit edilmislerdir

Insanda timuslarda, dalakta, ince bagirsaklarda, prostatta, yumurtaliklarda
bulunan CAXIII izoenzimi son yillarda karakterize edilen sitozolik enzimlerdendir

[66, 89].

Yapist CAXII ile benzerlik gosteren ve transmembran izoformlardan bir
tanesi olan CAXIV, insanlarda 1. kromozom iizerinde bulunmaktadir. CAXIV ilk
olarak fare bobreklerinden izole edilmistir. Insanlarda beyin, kalp, karaciger ve
iskelet kasnda CAXIV mRNA’st bulunmustur [90].  Immunohistokimyasal
calismalar beyinde oOzellikle aksonlarda ve noronal membranlarda lokalize olan

CAXIV’iin, sinaptik gecislerde etkili oldugu diistiniilmektedir [91].
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2005 yilinda Hilvo ve arkadaglar1 tarafindan karakterize edilen CAXV, yapisi

ve Ozellikleri ile CAIV’e benzerlik gosterir ve membrana bagli olarak bulunur [67].

Memelilerde ayrica CA domainine sahip ancak CA aktivitesi gdstermeyen, li¢

tane CA-iligkili protein (CARP VIII, X, XI) bulunmaktadir [69].

1.7.2 Karbonik Anhidraz IX

1994 yilinda Pastorek ve grubu tarafindan klonlanan tiimor iligkili karbonik
anhidraz IX (CAIX), ilk olarak serviks kanseri hiicre hatti olan Hela’dan elde
edilmistir  [53,92,93]. 1996 yilinda Opavsky ve arkadaslar1 tarafindan
karakterizasyonu yapilmistir [94]. Karbonik anhidraz 1X insanlarda bulunan 15
farkli CA izoformundan biridir ve hiicre dis1 karbonik Anhidraz domaini igeren
transmembran bir proteindir [95]. CAIX’un protein kodlayan dizisi 11 ekson
icermektedir, yaklasik 11 kb biyikligiindedir ve 9. kromozomun pl2-pl3
bolgesinde bulunmaktadir. Northern blot calismalar1 CAIX geninin transkripsiyonu
sonucunda 1,5 kb uzunlugunda mRNA transkripti olustugunu gostermistir. Olusan
mRNA 54 ve 58 kDa biyikligiinde iki transmembran proteini seklinde
islenmektedir. Kanser hiicre hatlarindan elde edilen ve normal dokulardan elde
edilen CAIX cDNA dizileri karsilastirildiginda, tiimor hiicreleri ve normal
hiicrelerde farkli fonksiyonlara sebep olabilecek herhangi bir mutasyon

bulunamamustir [94, 96-99].

CAIX, yap1 olarak bir sinyal peptit, protoglikan bolge, karbonik anhidraz
aktif bolgesi, transmembran bdlgeleri ve hiicre i¢i kuyruklara sahiptir (Sekil.1. 6)
[100].

CA-IX
sP PG CA ™IC

Sekil 1.6: CAIX un yapisal bolgeleri [100].
(SP: sinyal peptid bolgesi , PG: proteoglikan bolge, CA : karbonik anhidraz aktif bolgesi

TM: trans membran bélge, IC: intrastoplazmik kuyruklar)
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CAIX’un normal olarak ifade oldugu yerler sindirim sistemi epitellerinde
bazolateral plazma membranlaridir. Ayni zamanda midenin ve safra kesesinin
mukozasinda bulunur [97,98,101]. Duodenum, ince bagirsagin ilk boliimlerinde
ifadesi daha fazla iken rektuma dogru gittik¢e azalir [102]. Mide epitelinin aksine
bagirsak epitelinde ifadesi daha ¢ok hizli ¢ogalan alanlardadir. Bu nedenle CAIX’un
hiicre farklilagsmas1 ve ¢cogalmasinda rolii oldugu diistiniilmektedir. [103]. Pankreas
ve safra kanallarindaki epitelde, erkek lireme organlarinda ve viicut bosluklarini
doseyen mezotelde de CAIX bulunur. Normal dokulardaki CAIX ekspresyonu hiicre
orijini, hiicre farklilasmasi, iyon transferleri ve hiicresel hipoksik kosullar ile
yakindan iligkili goriinmektedir. Bir¢ok Ornekte, HIF1-a protein ekspresyonu
Olgiilerek yapilan ¢aligmalar sonucunda, CAIX ekspresyonu ve hipoksiya paternleri

birbiri ile uyumlu bulunmustur[ 104].

Kat1 tiimorlerdeki CAIX ifadesi Karbonik Anhidraz izoformlar1 arasinda
essizdir ve CAIX’un hiicresel hipoksiya belirteci olarak kullanilmasina izin
vermektedir [105]. Insan malignant tiimérlerinde, yiiksek diizeydeki CAIX ifadesi
dikkat cekici sekilde serviks kanserlerinde ve bdobrek kanserlerinde goriilmektedir.
Daha diisiik diizeydeki ifade ise diger kanser tiplerinde Ornegin gogiis kanserdi,
akciger kanseri, bas ve boyun kanserlerinde goriilmektedir. Ancak ilging olarak
CAIX pozitif olan dokulardan koken alan tiimorlerde CAIX ekspresyonu azalmis ya
da yoktur [98,106-108].

Timorlerdeki CAIX ifadesi tiimdriin tanis1 ve prognozu hakkinda bilgi
vermektedir. Ornegin beyin ve akciger kanserlerinde CAIX varligi kétii prognoz ile
iligkilidir [109]. Yine farkli meme kanseri hiicre hatlarinda CAIX spesifik RNAi ile
yapilan c¢alismalar, CAIX’un hipoksi ve normal oksijen kosullarinda timor
hiicrelerinin yasamast ve varligini siirdiirmesi i¢in 6nemli oldugunu, CAIX’un
biyolojik etkisini mikrogevredeki pH’1 etkileyerek gerceklestirdigini gostermistir.
CAIX spesifik RNA1 ile muamele edilen hiicrelerde hipoksiya sebepli Karbonik
Anhidraz aktivitesi tamamen bloke edildiginde, biiylimelerinde gerileme ve hipoksi

kosullarindaki yasamlarinda %50 azalma oldugu gézlenmistir [110].

Karbonik anhidrazlar ¢inko igeren metaloenzimlerdir ve karbondioksitin

bikarbonat ve protona doniisiimiinii doniisiimlii olarak katalize ederler ve boylelikle
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pH’nin regiilasyonunda 6nemli rol oynarlar. Timor hiicreleri, oksijen yetersizligine
bagli olarak agirlikli olarak glikolitik metabolizmadan yararlanirlar, laktat ve
protonlar1 hiicre disma atarak hiicre ici pH seviyesini fizyolojik limitler i¢inde
tutarlar. Yakin zamandaki giincel ¢calismalar, bikarbonat transporterlari ile kooperatif
kompleksler olusturarak CAIX un mikrogevredeki pH seviyesinin devamliliginda da
rol oynadigin1 gostermektedir. Hiicre i¢i Karbonik Anhidrazlar hiicre i¢indeki
bikarbonatlarin protonlarla noétralizasyonunu saglamaktadir ve karbondioksit
olusumu saglanmaktadir. Karbondioksit serbest¢e hiicre membranina dogru diflize
olarak hiicre dis1 alana ¢ikmaktadir. Burada ise hiicre disi karbonik anhidrazlar
tarafindan yakalanarak tekrar bikarbonat ve protona doniistiiriilmektedir. Bu tiim
stire¢ protonlarin hiicreden ¢ikarilmasini ve kati tiimorlerin en 6nemli gostergesi olan

hiicre dis1 asitlige katkisini igermektedir (Sekill.7).

H'+ HCO, +— CO, +H,0
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Sekil 1.7: CAIX izoenziminin tiimdérdeki pH regiilasyonu ve iyon transportuna etkisi
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Tiumorlerdeki oksijen yetersizligi yani hipoksik kosullar, tiimor saldirisini
kolaylastiran hiicre dig1 ortamin asidifikasyonu ile baglantilidir [112]. Ayrica
hipoksiya, asidik pH ile iligkili olarak tiimor biiylimesini arttirict bir faktordiir.
Karbonik anhidraz enzimleri, pH’nin diizenlenmesi i¢in énemlidirler ve literatiirde
tiimor ile iligkili olan CAIX’un sik1 bir sekilde HIF1 sinyal iletim yolu ile kontrol
edildigi belirtilmigtir.  Yiiksek hiicre yogunlugunda, CAIX transkripsiyonunun
artmastyla ¢evresel hipoksiya meydana gelir. Bu durum SP1 ile HIF-1 beraber
etkisiyle ilgilidir ve PI3K sinyal iletim yoluna gore islemektedir. Hipoksiya ve hiicre
yogunlugu CAIX ekspresyonu i¢in dnemli rol oynamaktadir, buna gére en yiiksek
CAIX ifadesi; hiicre yogunlugunun yiiksek ancak oksijen yogunlugunun diisiik
oldugu kosullarinda gerceklesmektedir [113]. Hipoksiya ve hiicre yogunlugu birbiri

ile iliskili ancak farkl iki yol aracilig1 ile CAIX promotorunu aktive etmektedir.

1.7.2.1 Hipoksiya, HIF-1a ve CAIX

CAIX geninin promotoru DNase [ footprinting’den korunan 5 bolge
icermektedir. Bunlar transkripsiyon baslama noktasindan baslayarak PR1-PRS5
bolgeleridir. PR1 ve PR2 bolgeler1 SP1/3 ve APl transkripsiyon faktorlerine
baglanir ve CAIX transkripsiyonunun aktivasyonu i¢in kritik 6neme sahiptirler. PR4
delesyonu ise promotor aktivitesinde artisa neden oldugu i¢in, transkripsiyonu
negatif yonde etkiledigi ve baskilayict olarak gorev yaptigi bulunmustur. CAIX
geninin transkripsiyon baslangici ve PR1 bdlgesi arasindaki promotor dizisi HRE
(hypoxia response element) baglanma domaini igerir ve bu element HIF1 (hipoxia
inducible factor) tarafindan taninir. HIF1 ise hipoksiyaya yanit olarak

transkripsiyonun kontroliinii saglar [113,114].

Simdiye kadar karakterize edilen biitiin HRE’ler yapisal olarak korunmus
G/ACGTg seklinde HIF baglanma bdlgesi (HBS= HIF binding site) dizilerine
sahiptirler. Korunmus HBS bolgesi hipoksiya tarafindan aktivasyon icin gereklidir
ancak tek basina HBS yeterli degildir. Korunmamis fakat fonksiyonel olarak kritik
onemli olan diziler, HRE’nin biitiinleyici pargalaridir. TACGTG seklindeki HBS,
transkripsiyonun baslangi¢ noktasinin hemen iist kismindadir (-3,-10bp). HBS

bolgesinde mutasyona sahip olan CA9 promotorunun inaktive olmasindan ve HIF1-a
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icermeyen hiicrelerde hi¢ promotor aktivitesinin gozlenmemesinden dolayi, CA9
promotorundaki en kritik diizenleyici element HBS bdlgesidir. Bu durum, HIF 1
kompleksinin CA9 promotorundaki HRE’ye baglanmasmin transkripsiyonel

mekanizma i¢in ilk kosul oldugunu desteklemektedir

CA9 promotorunda HRE bdlgesinin tanimlanmasindan sonra yapilan ¢aligmalar
sonucu elde edilen bilgiler, C49 regiilasyonundaki HIF-1 yolagmnmn kritik roliini
destekler nitelikte olmustur. CA9 transkripsiyonunu kontrol ettigi bilinen yolaklarm,
faktorlerin ve deneysel kosullarin biiylik kisminin, HIF-1a stabilitesini regiile ederek
ya da HIF-1 transkripsiyonel aktivitesini kontrol ederek veya her ikisini birlikte
yaparak HIF-la yolagi iizerinde birlesiyor olmasi dikkate deger bir durumdur.
Hipoksiya ile indiiklenebilen genlerin HRE’lerine baglanarak transaktive eden HIF
transkripsiyon faktorii O, tarafindan kontrol edilen a ve siirekli sentezlenen B alt
iinitelerinin birlesiminden olusan bir heterodimerdir. HIF-1a iki farkl tipteki oksijen
sensOrli araciligiyla regiile edilmektedir. Bunlardan birincisi oksijen bagimli
degredasyon domaininin hidroksillenmesini igerir. Oksijen varliginda, prolil-4-
hidroksilazlar tarafindan HIF-la’nin oksijen bagimli degredasyon domainindeki
(ODDD) 462. ve 564. prolin rezidilerinin hidroksillenmesi saglanir.
Hidroksillenmis domainler, HIF-la’nin von Hippel Lindau (VHL) proteinleri
tarafindan 6zel olarak tanmmasini saglar. VHL ve diger protein bilesenleri, E3
ubikitin-ligaz kompleksi olusturarak, HIF-1a’nin ubikitinilasyonuna sebep olurlar ve
bu durum HIF-1a proteinin 26S proteozom tarafindan degredasyonsouglanir. Fakat
hipoksi kosullarinda, bu aminoasitler oksijen azligindan dolayr hidroksilazlar
tarafindan modifiye edilemezler. Boylece VHL araciligi ile degredasyon ve HIF-1
araciligi ile inaktivasyon engellenir. Bu durum ise ortamda HIF-1a *nin birikmesine,
HIF-1a ile B’nin dimerler olusturmasina, hedef genlerdeki HRE bdlgelerine
baglanmaya, kofaktorler ile etkilesmesine neden olur ve HIF-1 transaktivasyon
kapasitesi uyarilir. Bunun disinda, HIF-1a, normal oksijen kosullarda farkli hiicre
dis1 sinyaller araciligiyla, PI3K ile MAPK sinyal iletim yollar1 gibi yollar araciligi ile
ya da onkojenik degisiklikler ile de artabilir.

ODDD’ye ek olarak, HIF-a, N-terminal (NAD) ve C-terminal (CAD) olmak

iizere 2 adet aktivasyon domaini icermektedir. Transkripsiyonel regiilasyonda
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gorevli ikinci tipteki oksijen sensorii, CAD’nin transkripsiyonel aktivitesinin
regiilasyonunu kontrol etmektedir.  Bu kontrolii oksijen bagimli-asparajinil
hidroksilaz faktor inhibitorii (FIH-1) araciligiyla yapar. FIH-1, HIF-la’nin CAD
bolgesinde bulunan N803 asparajin rezidiisiinii hidroksilleyerek, transkripsiyonel ko-

aktivatorler olan p300/CBP ile etkilesmelerini engellemektedir.
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Sekil 1.8: Normal oksijen ve hipoksik kosullarda C49 geninin regiilasyonu [70]

HIF-1 hipoksiya kosullarinda CAIX’un transkripsiyonunu giiclii sekilde
aktive eder fakat tam bir aktivasyon i¢in SP1/3 transkripsiyon faktoriiniin PR1 e

baglanmasi gereklidir [3].

CA9 regiilasyonunda hipoksiyanm direkt rolii, in vivo tiimor orneklerindeki
CA9 immuno tarama caligmalarindan ortaya c¢ikarimistir. Bu orneklerde C49’un
hipoksik bdlgelerle giiclii sekilde smirlandigi  gozlenmistir. Ayrica CA9
ekspresyonunda hipoksiya ve HIF-1’in dikkat cekici etkisi in vitro olarak da
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gosterilmistir.  Buna gore hiicre hatlarinin biiyiik bir kisminda yalnizca hipoksik
kosullarda CA49 ekspresyonu gozlenmektedir. Elde edilen bu bulgular, HIF yolaginn,

CA9 i¢in 6nemli oldugunu desteklemistir.

Hipoksiyaya ek olarak, diger ajanlar ve genetik faktorlerde HIF yolagini
inhibe edebilir ve CA9 ekspresyonunu indiikleyebilir. Mutasyonlarin inaktivasyonu
ya da VHL nin epigenetik olarak susturulmasi, genellikle bobrek hiicre kanseri (renal
cell karsinoma, RCC) durumlarinda, direkt olarak CA9’un ve diger hipoksiya ile
indiiklenebilen genlerin asir1 derecede ifadesi ile baglantilidir, hatta bu durum normal
oksijen kosullarinda da goriilir. Bu VHL mutasyonlar1 HIF-bozunma yolagini
poliubikitilasyon basamaginda bozar ve transkripsiyonel olarak aktif HIF’lerin
toplanmasina neden olur. PHD’ler ve FIH-1 hidroksilazlar aynm faktorlere (oksijen,
demir, oksoglutarat) bagimhidirlar ve bunlarin birlikte inhibisyonlar1 da aktif
HIF’lerin toplanmasina neden olur. Bu hidroksilazlarin inhibisyonu 6rnegin demir
selatlari, demir analoglari, 2-OG analoglarinin tiimii C49 ekspresyonunun giiclii
aktivatorleridirler. HIF-1 fonksiyonu i¢in transkripsiyonel yardimci aktivatér olan
p300/CBP’nin kritik rolii ile ilgili olarak, p300/CBP’nin yarigmali inhibitorii olan
adenoviral E1A’nin asir1 ifadesi, RCC hiicrelerindeki CA9 ekspresyonunu giiclii

sekilde azaltabilmektedir.

Toplu olarak bakildiginda, elde edilen ¢alismalar gii¢lii sekilde hipoksiyanin
CA9 regiilasyonunda 6nemli oldugu goriilmektedir fakat CA49, hipoksiya ve in vivo
kat1 tiimorlerdeki hipoksiya markerlar1 arasindaki korelasyon kesin degildir ve

kontrolde diger mekanizmalar etkili olabilirler.

1.8 Sitokinler

Hiicresel diizenleyici proteinler olan sitokinler, ¢esitli uyarilara karsi cevap
olarak 0zel hiicreler tarafindan salgilanarak hedeflenen hiicrelerin davraniglarini
etkileyen molekiillerdir. Her sitokin 6zgiin hiicre ylizey reseptdriine baglanarak,
hiicre i¢i sinyal yolaklarimin fonksiyonlarmin degisimine sebep olur. Bu degisimler
diger molekiiller i¢in hiicre ylizey reseptdr sayisinin artmasi ya da hiicrenin kendi

etkilerinin degismesi seklinde olabilir. Cogu sitokinlere hiicresel yanit hedef
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hiicrelerde gen ifadesinde degisimler ile meydana gelir ve boylece hiicreler yeni

fonksiyonlar gelistirebilir ya da prolifere olabilir [28].

Sitokinlerin tanimlanmasi ve karakterize edilmesi c¢esitli isimlendirme ve
siniflandirma sistemine gore yapilmistir. Bu smiflandirma sitokinler arasindaki
yapisal ve fonksiyonel benzerlikler ile etki mekanizmalarina dayanmaktadir.

Sitokinler baslica su ana gruplara ayrilmaktadir:

1) Biiylime faktorleri (Epidermal biiyiime faktorii, EGF; Platelet orijinli
biliylime faktorii, PDGF; insiilin benzeri biiylime faktorii-1, IGF-1; Iniisilin benzeri
bliylime faktorii-2, IGF-2; Sinir biiyiime faktorii, NGF; Asidik fibroblast biiyiime
faktorii, aFGF; Basik fibroblast biiylime faktorii, bFGF; Neurolokin, Amfiregulin;
Hepatosit biiytime faktorii, HGF v.b.)

2) Lenfokinler (interlokin-1a, IL-1a; II-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5; IL-6; IL-7;
IL-8; IL-9; IL-10; IL-11; IL-12; IL-13; IL-14; IL-15)

3) Koloni sitimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni sitimiile eden
faktor, GM-CSF; Graniilosit-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Lésemi inhibitor
faktor, LIF)

4) Transforme edici biiyiime faktorleri (TGF-o; TGF- )

5) Tiumor nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-B)

6) Interferonlar (IFN-o; IFN- ; IFN-y)

1.8.1 TGF-p

TGF-B ailesi hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, motilitesi, adezyonu ve
olimii gibi birgcok hiicresel siirecte yer alan ve gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden
ekstraseliiler biiyiime faktdrlerinin biiyiik bir grubudur. Insanlarda bulunan ii¢ farkli
TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3) ilk sentezlendiklerinde dnciil protein seklindedir
ve oldukea biiyiik yapilidirlar. Daha sonra islenerek olgun protein haline gelen TGF-
B ailesi, TGF-P kendisi basta olmak iizere, BMP (Bone Morphogenetic Protein),
Aktivinler ile biiylime ve farklilasma faktorleri olmak iizere 30’dan fazla liyeye
sahiptirler. TGF- ailesi iiyeleri transmembran protein ailesinden olan serin/treonin
kinaz aktivitesine sahip, TGF- reseptOrlerine baglanarak hiicresel hareketlerini

baslatirlar. TGF-J reseptor ailesi (TBR) yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri géz 6niine
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almarak tip I (TBR-I) ve tip II (TBR-II) reseptorler olarak 2 alt gruba ayrilirlar. Bu
reseptorler sinyalin SMAD transkripsiyon faktorleri araciligiyla ¢ekirdege ulagsmasini
saglarlar. TGF-PB sinyal ileti yolundaki eksiklik ya da hasarlar, 6rne§in SMAD
mutasyonlar1, insanlardaki birgok kanser tiri ile iliski bulunmustur. TGF-8
aktivasyonundan Once, reseptorler tarafindan regiile edilen SMAD proteinleri, SARA
(SMAD Anchor Receptor Activation) araciligiyla hiicre membranina bagh olarak
bulunurlar. SARA’lar ayrica SMAD proteinlerinin TGF reseptdr kinazlarinin
yakinina tasmmasint saglar.  TGF-B’nin baglanmas: ile stirekli aktif olan
TGFP _reseptor 2 tarafindan TGFP reseptor 1’in aktivasyonu ve fosforilasyonu
saglanir. Aktive olan TGF reseptor 1, SMAD2 ve SMAD3’ii fosforile eder.
Fosforile olan SMAD2 ve SMAD3, SMAD4’e baglanir ve ¢cekirdege hareket ederler.
Cekirdekte transkripsiyonu regiile etmek i¢in kompleks olustururlar. SMAD
transkripsiyon faktorleri transkripsiyonu farkli sekillerde regiile ederler; ornegin
direkt DNA’ya baglanabilirler veya diger transkripsiyon faktorlerine baglanarak
indirekt olarak regiilasyon saglarlar. Bunun disinda transkripsiyon represor ya da
aktivatorleri ile etkileserek (p300 ve CBP) transkripsiyonu regiile ederler (Sekil 1. 9)
[115].

Cekirdek hormon reseptoriiniin  ko-represorii olan N-CoR ile etkilesen
transkripsiyonel bir represor olan SnoN onkoproteinlerinin, SMAD proteinleri ile
etkilesimleri sonucunda, TGF-f ile indiiklenen genlerin baskilanmasina ve TGF-3

yolaginin negatif feedback ile regiilasyonunu sagladigi bulunmustur [116].

MAP Kinaz ve ERK yolaklarinin da TGF-f tarafindan aktive edildikleri ve
bu yolaklar araciligryla, SMAD proteinlerini etkiledikleri goriilmiistiir. MAP Kinaz
yolaginin 6karyotik hiicrelerdeki gen ifadesinin regiilasyonunda 6nemli gorevleri
vardr. MAP Kinazlar transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek gen ifadesini
diizenlerler. Bazi ¢aligmalar ERK yolaginin SMAD proteinlerinin transkripsiyonel
aktivitedeki pozitif etkilerini gosterirken, bazilar1 ise SMADI1, SMAD2 ve
SMAD3’iin, ERK yolag: ile fosforilasyonunun, bu proteinlerin ¢ekirdege yerlesimini
engelledigini ve boylece SMAD aracili transkripsiyonu inhibe ettigini gostermistir.
Dolayisiyla SMAD regiilasyonundaki ERK yolagmin etkisi hiicresel yapiya bagl
olarak degisiklik gosterir [117].
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Sekil 1.9: TGF- araciligi ile gen ekspresyonunun kontrolii [118].
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1.8.2 IL-6

IL-6 hiicre biiylimesi, genlerin aktivasyonu, proliferasyon ve farklilagsma
sireglerini regiile ederek genis bir spektrumdaki hiicresel ve fizyolojik
cevaplarda, drnegin immun cevap, inflamasyon, hematopoez ve onkogenezde
onemli roller ustlenmistir. T-hiicreleri ve makrofajlar tarafindan salgilanarak
inflamasyona cevapta énemli rol oynarlar. Ozellikle kaslarda ve yag dokularinda

enerji metabolizmasinda gorev alarak viicut sicakliginin diismesini saglar [119].

Bircok hiicre yiizeyinde bulunan IL-6 reseptorleri iki alt iiniteden
olusmaktadir (Sekil 1.10). Ozellikle hiicre hatlar1 ile yapilan ¢alismalarda
hepatoma ve ilik (myeloid) hiicre hatlarinda da IL-6 reseptorlerinin bulundugu
gosterilmistir. IL 6 reseptdriiniin alfa alt iinitesi ligand spesifikligini saglarken,
diger alt tinite GP 130 (Glikoprotein) ise IL-6 ailesindeki tiim reseptorler ile ortak
ozellikler taswr. IL-6’in reseptdriine baglanmasi ile JAK Kinazlarm (Janus
Kinases) ve Ras-aracili yolaklarin aktivasyonu saglanir (Sekil 1.10). Aktive
olmus JAK Kinazlar, STAT3 (Signal Transducers and Activators of
Transcription-3) ve SHP2 [SH2 (Src Homology-2) Domain-containing Tyrosine
Phosphatase] transkripsiyon faktorlerini fosforilleyerek aktive ederler.
Fosforillenen STAT3 dimer olusturarak ¢ekirdege gider ve STAT3 baglanma
dizisi igceren genlerin regiilasyonunu saglar. Ras-aracili yolakta ise aktive olan
JAK kinazlar SHP2 yi fosforilleyerek, GRB2, SHC ve Ras araciligiyla sinyalin
MAPKinaz yolagina ulagmasi saglanir ve Elkl ve NF-IL-6 (C/EBP-B) gibi
transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonu saglanir [120-122] (Sekil 1.10).
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Sekil 1.10: IL-6 aracilig1 ile gen ifadesinin kontrolii [ 122].

1.6 Calismanin Amaci

Ozellikle kat1 tiimodrlerde tiimdr belirteci olma 6zelligine sahip olan ve tiimdr
mikro cevresinin asidifikasyonunda rol alan CAIX, karbondioksitin bikarbonat ve
protona hidratasyonunu katalizlemektedir. Bir¢ok kanser tiiriinde ifade seviyesinin
arttig1 gozlenen CAIX’a spesifik ¢ok sayida inhibitorler sentezlenmekte ve kanserin

tan1 ve tedavisinde kullanilmas1 amag¢lanmaktadir.

Calismamizda kanser iligkili karbonik anhidraz IX geninin regiilasyonun
aydmlatilmas1 amaclanmistir. Ozellikle hipoksik kosullarda, CAIX geninin diisiik
oksijen konsantrasyonu ile Onemli derecede regiile oldugu bulunmustur CA9

promotorunun -173b¢’lik  bolgesinin  detayli analizleri sonucunda hipoksiya
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tarafindan regiilasyonu kismen aydmlatilmistir. Ancak CA49 geninin, normal oksijen
kosullarinda regiilasyonu hakkinda bilginin olduk¢a kisitli oldugu anlasilmistir. Bu
nedenle bu calismada daha genis promotor bolgesi kullanilarak CA9 geninin normal
oksijen kosullarinda regiilasyonunun detayli sekilde analiz edilmesi amaglanmstir.
Transkripsiyonel regiilasyonun haricinde, genin mRNA ve protein seviyesindeki
degisikliklerinin de belirlenmesi amaclanmistir. Bu cercevede planlanan ¢alismalari

basamak basamak 6zetlersek;

(i)Insan CA9 promotor bdlgesinin genomik DNA dan PCR’a dayali strateji ile
klonlanmasi.

(1)DNA dizileme ile klonlanan dizinin dogrulanmasi ve biyoinformatik
araglarla muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma bdlgelerinin tespit
edilmesi.

(11)Kisaltilarak yapilan delesyon analizleriyle farkli uzunluklarda promotor
parcalarmin olusturulmas: ve transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi i¢in
lusiferaz belirtecli vektorlere klonlanmasi.

(iv) Farkli promotor parcalarinin, model olarak secilen insan hepatoma
hiicrelerine (Hep3B) aktarilmas1 ve gecici ifadesinin saglanmasi. Bu sekilde bazal
transkripsiyonel aktitelerin belirlenerek, promotor iizerindeki, transkripsiyonel
aktivite acisindan en 6nemli bolgelerin belirlenmesi.

(v) Sitokinlerin pek ¢ok fizyolojik olay1 belirleyen 6nemli regiilatorler oldugu
bilindigi lizere, baz1 sitokinlerin (TGF-p ve IL-6) C49 geninin mRNA seviyesindeki
etkilerinin belirlenmesi i¢in, RT-PCR analizleri yapilmasi

(vi) mRNA seviyesinde farkliliga neden olan sitokinlerin, fikoeritrin (PE) ile
isaretli CAIX monoklonal antikor kullanilarak akis sitometri analizlerinin yapilmasi
ve membrana bagl bir protein olan CAIX proteinin seviyesinin belirlenmesi

(vil) Son olarak da CAIX ekspresyon seviyesinde farklilik olusturan
sitokinlerin, direkt olarak CA9’un transkripsiyonel aktivitesini etkileyip
etkilemediklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amacla farkli promotor parcalar1
transfekte edilmis olan Hep3B hiicrelerinde farkli konsantrasyon ve inkiibasyon
araliklarinda sitokin uygulanarak transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi de
hedeflenmistir. Bu sayede, etkili olan promotor bolgesinin tayininin de miimkiin

olabilecegi diistiniilmiistiir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasallar

Caligmada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢cin uygun
safliktadir. Klonlamada kullanilan vektor sistemleri ve enzimler ise Strategene,

Fermentas MBI, Promega yada New England Biolabs firmalarindan temin edildi.

Cizelge 2. 7 Calismada kullanilan kimyasallar

Kimyasallar Uretici
Proteinaz K Boehringer Mannheim
Amonyum asetat Merck
Tris Base Sigma
NaCl Sigma
EDTA Riedel
Borik Asit Merck
Na;HPOy,, Sigma
NaH,PO4 Sigma
MgCl, Merck
Beta-mercaptoetanol Sigma
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Cizelge 2.1’in devamui

ONPG Sigma
LB Sigma
LB agar Sigma
Ampicillin Sigma
Gliserol Merck
DMSO Merck
Hepes Sigma
Lusiferaz Substrat Promega
Reporter Lizis Buffer Promega
DMEM Sigma
FCS Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
L-Glutamine Sigma
Penisilin-Streptomisin Sigma
PBS Sigma
Agaroz Prona
Monoklonal Antikor (CAIX spesifik, fikoeritrin | R & D System
isaretli)
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2.1.2. Cahismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Cizelge 2. 8 Calismada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Kullanilan Gere¢

Modeli

CO», 'li inkiibator

Nuair, ABD

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, ispanya

Inverted Mikroskop

Nikon, Japonya

-80 °C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya

Buzdolab1

Arcelik, Tuirkiye
Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, ABD
Etiv

WTB, German, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistiric

Velp Scientifica, Ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya

PH Metre

WTW, Almanya

Saf'su cihazi

Destilasyon 3.1(Comecta Sa,)

Santrifiij

Sigma laborzentrifugen, Almanya
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Cizelge 2.2’nin devami

Sicak su banyosu .

Consort, Ingiltere
Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibator

GFL, Almanya
UV visible spektrofotometre Heios a (Unicam), Metro Lab,
Vorteks Elektromag, Tiirkiye
Hassas Terazi Sartorius, Almanya
Luminometre Thermo, ABD
DNA elektroforezi Minicell Primo
Gel Goriintiileme UVP, Ingiltere
Thermocycler Techne Progene, Ingiltere
Mikro santrifiij Thermo, ABD
Flow sitometre BD FACS Canto
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2.1.3 Stok Soliisyonlar

2.1.3.1 Kandan DNA izolasyonu Soliisyonlar

Cizelge 2. 9 Kandan DNA izolasyonu soliisyonlar1

Soliisyon

Icerigi

Proteinaz K

Proteinaz-K son konsantrasyon 10mg/ml
olacak sekilde hazirland1 (1ml dH,O’da
0,01g). -20°C’de sakland..

Sature Amonyum Asetat (NH;Ac)

74g  NHsAc, dH,O ile 100ml’ye
tamamlanda. Magnetik karistiricida
yaklasik 40 °C’de ¢oziildi. Filtrasyon ile
steril edildi. +4 °C’de sakland:.

Niiklei Lizis Buffer

10mM Tris Base, 400mM NaCl, 2mM
Na,EDTA. pH 8,2 distile H,O ile istenen

miktara tamamlandi. +4 °C’de saklandi.

2.1.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar

Cizelge 2. 10 Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlari

Solusyon

Icerigi

5X TBE (pH 8,00)

54¢ Tris Base, 27,5g Borik Asit tartildi.
20ml 0,5M EDTA pHS,00 ve dH,O ile 1
litreye tamamlandi.

0,5X TBE

5X TBE stok tampondan 100ml almarak

iizeri dH,O ile 1litreye tamamlanda.
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2.1.3.3 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar

Cizelge 2. 11:Formaldehit agaroz jel elektroforezi soliisyonlar1

Solusyon

Icerigi

10 X FA JEL TAMPONU (pH 7,00)

41.9g HOPS, 6.8g Na-acetate 3H,0, 20
mL EDTA(0.5M), iizeri dH,O ile 1litreye
tamamlandi. pH 7 olacak sekilde
hazirlanarak oda sicakliginda sakland:.

RNA Jelde Yiiriitme Tamponu

50mL  10XFA, 20mL Formaldehit,
450mL DEPC 1i H,O

RNAaz icermeyen dH,0O

Iml DEPC, 1000ml dH,O,otokavlandi,
37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi.
+4°C’de muhafaza edildi.

2.1.3.4 Transfeksiyon, Lusiferas ve p-gal Aktivite Soliisyonlar

Cizelge 2. 12 Transfeksiyon, Lusiferaz ve f-gal Aktivite Solusyonlari

Solusyon Icerigi

2X Assay Buffer 120 mM Na,HPO,, 80 mM NaH,PO,,
2mM MgCl,,100mM B-mercaptoetanol,
1,33 mg/ml ONPG

2mM CaCl, 14,7 g CaCl,, 50ml’ye distile su ile
tamamlandi. Otoklav yapild, filtre edildi.
+4 °Cde saklandi.

2X Hepes 1,6 g NaCl, 0,04 g Na,HPO,4 1,3 g Hepes

100 ml’ye distile su ile tamamlandi. pH
7,05 — 7,12 olmalidir. Otoklav yapild1 ve
filtre edildi. -20 de saklanidi.
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2.1.4 Calismada Kullanilan Vektorler

Klonlama amagh kullanilan pGEMT easy vektorii Promega’dan satin alindi.
pGL2-basic, betagalaktozidaz (B-Gal) ve RSV vektorleri ise Dr. Dipak Ramji’den

temin edildi.

2.1.4.1. pPGEM-T easy

X | 20
| nir | 2009 Tl \
Seal 1820 MNaa | 2707, Apal |start
11 ori i b
Sphl | 20
Hall | 76
Meal 31
Ao BstZ| | 37
pGEM®-TEasy  jac? Notl | 42
Vector T T Eﬂ-p' | ..3
(3015bp) .
Soe | gd
EcaRI| T
Mol 7
BestZ | T
Fal | Hi
o 24 an
Mg | a7
Zac 109
Betx) [ 118 3
MNerl 127 >
141 3
T sps £

Sekil 2. 7:.PGEM-T Easy vektoriiniin restriksiyon haritas1 ve klonlama bdlgesi
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2.1.4.2 pGL2-basic
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Sekil 2. 8: pGL2-Basic vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bolgesi

2.1.4.3 B-Gal

Miraed 111414

EWA0 Prosmicdar
and Enharcar

EcoR | 6815

pSV-p-Galactosidase
Veclor

{6820bp)

Ezal 13701

SAZENVALS A

Patl 4173
Sekil 2. 9: pPCMV B-Gal vektoriiniin restriksiyon haritasi ve klonlama bdlgesi
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2.1.4.4 RSV

pUC19

co R1(232)

Ml 1(256)

RSV prom

Eco R1(541)
Xho 1(635)
Sac 1(642)
Bam 1 1(929)
REV

pUC19+Amp R
Sea 1 (2681)

Sekil 2. 10: pRSV-Luc vektoriiniin restriksiyon haritas1 ve klonlama bolgesi

2.2 Metotlar

2.2.1 Calismada kullanilan ortamin ve malzemenin temizligi ve

sterilizasyonu

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

Doku Kiiltiirii Laboratuvar1 her hafta periyodik olarak virkon iceren sivilarla
temizlendi. Oda kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanilarak odanin havasinin
sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat 6nce laminar flow

acilarak ¢aligsma ortaminin sterilizasyonu saglandu.
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2.2.2 DNA izolasyonu ve Klonlama

2.2.2.1 Kandan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, 400 pul EDTA’] tiipten alinan kan 1,5 ml eppendorf
tiipiine almarak iizerine 1ml distile su ilave edildi ve 5 dakika siiresince ¢alkalandi.
3500 rpmde 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra iist kisim atildi, iizerine yine 1 ml
distile su katilarak ¢alkaland1 ve 10 dakika 3500 rpmde santrifiij yapildi. Ust kisim
atildiktan sonra ¢okelti tizerine 250 pl niiklei lizis tamponu, 20 pul %10 luk SDS ve
20 pl proteinaz K ilave edilerek alt st edilerek galkalandi. Daha sonra 72 °C su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi, stire sonunda 175 pl doymus amonyum asetat
eklenerek calkaland1 ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 4500 rpm’de 20
dakika santrifiij sonunda iist kisim temiz bir eppendorfa alinarak iizerine 2 kati
oraninda absolu etanol eklendi. Eppendorf alt {ist edilerek DNA’nin belirmesi
gozlendi ve 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA ¢okmesi saglandi. Ust
kisim uzaklastirildi ve ¢okelti tizerine 250 pl %75 etanol ilave edilerek tekrar 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapild1 ve tist kisim atilarak DNA havada kurutuldu. Son
olarak 250 pl distile suda DNA c¢oziilerek -20 dondurucuda saklanda.

2.2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PCR)

PCR reaksiyonlar1 50ul hacimde yapildi. Kalip olarak yaklasik 200 ng DNA,
her bir primer son konsantrasyonu 2 uM, 1X Tampon (Fermentas)( 50 mM KCIl, 10
mM Tris-HCl, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200mM her bir ANTP ve 2,5 linite
Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl, konsantrasyonu (0,5mM, 1mM,
2mM, 4mM ve 6mM) ise her bir PCR reaksiyonu icin optimize edildi. PCR
programi ve dongii sayisi1 primerlere ve kalip DNA kaynagina bagl olarak degisiklik
gostermistir.  Ancak 94°C’deki ilk denatiirasyon basamagi ve Taq polimerazin
optimum aktivasyon gosterdigi 72°C’de uzama basamagi her PCR reaksiyonu igin
ayni kullanilmistir. PCR sonuglar1 agaroz jelde goriintiilenmis ve istenilen bantlar

jelden geri kazanilmistir.
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2.2.2.3 Primer Tasarimi

Primer tasarimi i¢in www.restrictionmapper.org , www.ncbi.nlm.nih.gov ve

www.idtdna.com adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan primerlerin sa¢ tokas1 yapisi

olusturmamasma, T, sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve niikleotitlerin
dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasma dikkat edildi. Ayrica tasarlanan
primerler databanklarda (GenBank + EMBL + DDBJ + PDB sequences) bulunan
DNA sekanslar ile blast yapilarak insan CA9 geni ile en yliksek benzerligi gosterdigi

tespit edilmistir.

2.2.2.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi igin yatay jeller kullanildi ve 80 volt elektrik akiminda
yaklagik 1 saat Ornekler 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 kullanildi. Calismada
genellikle %0,7 ile %1 arasindaki konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi.
Elektroforezde ayrilan DNA parcalarimm biiyiikligiiniin belirlenmesi i¢in farkl
biiytikliiklerde DNA belirleyiciler kullanildi. Elektroforez sonuglart UVP jel

goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflar: ¢ekildi.

2.2.2.5 Agaroz Jelden DNA Piirifikasyonu

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek
alind1 ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA eliie edildi. Jelden
kazanilan DNA’nin kii¢iik bir kismu tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA
miktar1 ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslar1
alindu.

2.2.2.6 PCR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taq polimeraz kullanilarak elde edilen PCR fiiriinleri pGEM-T vektoriine
protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamasi yapildi (Promega). Buna gore 20 pl
toplam hacim olacak sekilde, 1 pl pGEM-T vektor (50 ng), 15 pl insert DNA (jelden
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kazanilan PCR iirlinii), 2 pl 10 x T4 ligaz tamponu (Promega) ve 1 ul T4 DNA ligaz
(Promega) +4 °C’de bir gece inkiibe edildi. Ligasyon sonuglar1 E.coli XL1blue
competent hiicrelerine transforme edildi. Transformantlarin se¢imi mavi-beyaz
koloni yontemine gore yapildi. Bunun i¢in ampicillin iceren LB agar besiyerlerine

100pl IPTG (100mM stok) ve 20 pl X-Gal (stok 50 mg/ml) yayild.

2.2.2.7 Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

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

sonra DNA elie edilir.

2.2.2.8 Plazmit DNA izolasyonu (Maxiprep)

Biiyiik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin Endo-free Maxi Prep Kit (Qiagen) kullanmildi. Kit protokolune gore, uygun
konsantrasyonda segici antibiyotik iceren 2-5ml LB besiyeri igerisine tek koloni
ekim yapilir. 37°C de 8saat 250rpm de calkalamali etiivde inkiibe edilir. Siire
sonunda baslangic kiiltliri 1/500-1/1000 arasinda secici antibiyotik iceren LB
medyumda dilue edilir. Yiksek kopyali plazmitler i¢in 100ml medyum, diisiik
kopyali olanlar i¢in 250 ml medyum kullanilir. 37°C de 12-16saat 250rpm’de inkiibe
edilirek bakterilerin biiylimesi beklenir. Bakteriler yeterli yogunluga ulastiktan sonra
4°C’de 6000rpm’de 15dakika santrifiij yapilarak protokoliin diger basamaklar1 uygun
sekilde gergeklestirilir. Sonugcta yliksek saflikta ve yogunlukta DNA elde edilir.

2.2.2.9 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile DNA’nin Kesilmesi

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile 6nerilen tamponlar kullanilarak 50 pl
toplam hacimde 37°C’de en az 2saat inkiibe edilerek kesim yapildi. Iki farkli

enzimle ayni anda kesim yapildigi durumlarda da iki enzimle ayni anda kesim
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yapilmasimni saglayan tamponlar kullanildi. Kesim sonuclar1 agaroz jel elektroforezi

ile goriintiilenerek degerlendirildi.

2.2.2.10 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kompetent hiicre hazirlanmas1 i¢ci 50mM kalsiyum kloriir kullanildi.
Oncelikle 10ml LB besiyeri i¢ine tek koloni E.coli XL1 blue ekim yapilarak 37°C’de
calkalamali etiivde bir gece inkiibe edildi. Daha sonra gecelik kiiltiirden 100ml LB
icine 100ul inokiile edilerek, ODggp 0,5 ile 0,6 arasina gelinceye kadar ¢alkalamali
etiivde 37°C’de inkiibe edildi. 5000rpm’de 5dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiirtildii.
50ml 50mM soguk kalsiyum kloriir ile pellet yeniden ¢oziildii ve buz {izerinde 20
dakika bekletildi. Daha sonra tekrar ¢oktiiriilerek siipernatant uzaklastirildi. Pellet
10ml soguk kalsiyum kloriir ile ¢oziilerek 10ml %40 lik gliserol ilave edilerek
ependorflara paylastirildi. -80 buzdolabinda saklandi.

2.2.2.11 Transformasyon

Transformasyon i¢in, 200ul kompetent hiicreye Sul (1-50ng arasi) plazmit
ilave edilerek buz tizerinde 40 dakika bekletildi. Siire sonunda 42°C’de 90saniye 1s1
soku uygulandi. Hacim 800ul LB ilave edilerek 1ml’ye tamamlandi ve 37°C’de
calkalamali etiivde bir saat inkiibe edildi. Siire sonunda kiiltiirden 200ul, uygun

antibiyotigi iceren LB agar besiyerine yayildi ve bir gece inkiibe edildi.

2.2.2.12 Cahsmada Kullanilan Bakteri Soyu

Calisma sirasinda klonlama igin E.coli XL1-blue (endA1 gyrA96(nal®) thi-1
recAl relAl lac glnV44 F'[ ::Tnl10 proAB" lacI? A(lacZ)M15] hsdR17(rx” mx')) ve

E.coli DH50 (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recAl endAl gyrA96
thr-1 rl A1) bakteri soylar1 kullanildi [123].
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2.2.2.13 Bakteriyel Kiiltiir Ortamm

E.coli i¢in gerekli kiiltlir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanildi. Toz halinde
satin alman bakteriyel medyumlar iretici firmanin belirttigi sekilde ddH,O ile

hazirlanarak otoklavda steril edildi.

2.2.2.14 Antibiyotikler

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

2.2.3 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiltiiri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
icine Penicillin son konsantrasyonu 100iinite/ml, Streptomycin son konsantrasyonu
10pg/ml, L-Glutamine son konsantrasyonu 0,2mM ve FCS son konsantrasyonu % 10
olacak sekilde ilave edildi. Tiim bilesenler 0,22um steril filtreden siiziilerek steril
edildi.

2.2.3.2. FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20 °C’de saklandi ve taginmasi soguk zincirle
yapildi. Stok serum ilk kullanimdan dnce 56°C 30 dakika 1s1 ile inaktive edildi ve
tekrar -20°C de saklandi.

2.2.3.3. PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

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

Calismada insan hepatoma hiicre hattt Hep3B kullanild.

Sekil 2. 11: Hep3B hiicrelerinin faz-kontrast mikroskobu ile goriintiilenmesi

2.2.3.5. Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Uzun donemde sivi azot i¢cinde saklanan hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi igin
siv1 azot tankindan ¢ikarilan hiicreler 37°C sicakhigmdaki su banyosuna alindi ve
hizlica ¢oziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10’luk FCS igeren medyuma
alindi, alt st edildi ve 1000 rpm'de Sdakika santrifiij edildi. Siipernatant
uzaklastirildi, olusan pellet medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar
etiketlendi ve 37°C, %5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

2.2.3.6 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi
Hiicreler 5ml medyumda 25 cm? flasklarda, icerisinde 100iinite/ml penisillin,

10pg/ml streptomisin, 0,2mM L-Glutamine ve % 10FCS iceren DMEM medyumu

icerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi.
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2.2.3.7 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, icerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikandi ve 25cm’” flasklar icin 1
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm'de S5dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant
uzaklastirildi, pellet medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi.  Flasklar
etiketlenidi ve 37°C, %5 CO; igeren inkiibatore konuldu.

2.2.3.8 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre
Sayimm

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplamak i¢in,
iizeri 25 kiiciik kareye ayrilmis, Imm’® alan, 0.1lmm derinligi olan ve boylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami kullanildi (Sekil 2.6 ). Canli ve
Oli hiicreleri ayirt etmek i¢in10pl hiicre siispansiyonu 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.

—
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Sekil 2. 12: Hemositometre
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Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulundu.

Toplam canli hiicre say1si/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10°

2.2.3.9 Hiicrelerin S1vi Azotta Saklanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, icerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand1 ve 25 cm’ flasklar icin
I ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢Oktiiriildii. Siipernatant
uzaklastirildi, pellet % 10 DMSO iceren FCS ile dikkatlice ¢oziildii ve sivi azota
dayanikli cryovial tiiplerine konularak, etiketlendi ve izole edilerek, dncelikle —80 °C
derin dondurucuya konuldu, dereceli olarak sicakligm diismesi saglandiktan sonra

s1v1 azot i¢cinde uzun dénemli saklandi.

2.2.3.10 Kalsiyum-Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Transfeksiyon

Bu metot 12 well plate ile uygulandi. Transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler
25X10* hiicre/kuyu olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA ve 2M CaCl,
ayr1 bir tiip i¢inde hazirland1. Uzerine 2X Hepes eklenerek yarmm saat prespitasyon
icin oda sicakliginda bekletilidi. DNA: Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan
sonra karisim damla damla kuyucuklara eklendi. Plate hafifce sallanarak karigimin
dagilmas1 saglanidi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile
kuyular yikandi ve taze medyum eklendi. Bir gece inkiibasyona birakildi [124].
Eger sitokin uygulacaksa sitokinler her bir {inite i¢in ii¢ tekrar olmak kosulu ile direk
medyum {iizerine eklendi. Sitokin muamelesinden 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
siireleri sonrasinda hiicreler ekstrakte edildi ve elde edilen ektraktlar (lizatlar)
kullanilarak, lusiferaz ve B-galaktosidaz aktivite tayinleri ile transfeksiyon etkinligi

saptanidi.
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2.2.3.11 Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

Kuyucuklardan medyum uzaklastirildi, 2X PBS ile yikand1 ve 150ul 1XRLB
(Reporter Lysis Buffer, Promega) ilave edilerek S5dakika horizantal calkalayicida
bekletildi. Daha sonra 1s1 soku i¢in yarim saat -80 dondurucuda inkiibe edildi. Siire
sonunda 37°C su banyosunda hizlica ¢6ziinmeleri saglandi. Daha sonra hiicre
kaziyicilart ile her bir kuyu kazinarak ependorf tiiplerine alindi. 15saniye vorteks
yapildi, ardindan 30saniye 13000 rpm’de santrifiij yapilarak siipernatant ayri bir

ependorfa alind1 ve hemen aktivite bakildi. Kalan lizat -80 dondurucuda saklandu.

2.2.3.12 Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Lusiferaz 6l¢timleri, thermo luminoscan kullanilarak yapildi. 96 well platede
belirlenen kuyucuklara hiicre ekstraktlarindan 20ul konuldu. Luminometre ayari
yapilarak 100ul substrat enjeksiyonu ile aktivite oOl¢iildii. (Tipik delay time: 2

saniyedir. Tipik read time: 10 saniyedir.)

2.2.3.13 p-Galaktosidaz Aktivite Ol¢iimii

96 well platede belirlenen kuyucuklara 50ul 2XAssay Buffer (gizelge 2.5)
konuldu. 2X Assay Buffer konulan kuyucuklara, hiicre lizatindan 50ul eklenerek
pipetaj yaparak iyice karigmalari saglandi. 37°C’de 30 dakika (sar1 renk olusumu
goriilene kadar, maximum 3 saat) inkiibe edildi. Sar1 renk olusumu goriliince
kuyucuklara 100ul 1M Sodyum Karbonat (oda sicakliginda) eklenerek reaksiyon

durduruldu. 420nm’de absorbans alindi.
2.2.4 RNA iliskili Teknikler
2.2.4.1 Toplam RNA izolasyonu (QIAGEN)
Total RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Mini kit kullanilarak yapildi. Kisaca,

ilk olarak Hep3B hiicrelerinin medyumu uzaklastirildi ve bir kez soguk PBS ile

yikandi. Daha sonra PBS i¢inde hiicreler kazinarak santrifiij tliplerine alindi.
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1000rpm de Sdakika santrifiij yapilarak stipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 350-
600ul RLT tamponu i¢inde (10ul/ml B-mercaptoethanol iceren) yeniden ¢ozildii.
Lizatin tamamen homojenize olmas1 i¢in vorteks veya 0.9mm igne ucu bulunan 1
ml’lik sirgalar kullanildi. Bu basamakta lizat ya daha sonra kullanilmak amaciyla -
80°C’de saklandi ya da RNA izolasyonu igin hemen kullanildi. RNA
konsantrasyonu ve safligi O.Dysp ve O.Dsgp spektrofotometrik Olgtimleri alinarak

belirlendi.

2.2.4.2 Reverse Transkriptase Polimeraz Zincir Reaksiyonlarn (RT-PCR)

RT-PCR iki ayr1 basamakta yapilmistir.

1. Reverse-Transkriptaz (RT) kullanilarak cDNA sentezlenmesi

2. Gene spesifik primerler ve ilk basmakta elde edilen cDNA kullanilarak
ilgili gen bolgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1

(PCR)

2.2.4.3 cDNA Sentezi (RT)

cDNA sentezi i¢in 2.2.5.1. de belirtildigi sekilde izole edilen total RNA dan
Ipg kullanilmigtir. Kisaca 1pg total RNA, 1ul random primer ve distile su toplam
hakim 10ul olacak sekilde karistirildi. Karisim 10dakika 70°C de inkiibe edildi ve
sonra buz iizerine alindi. Karigim iizerine SxMMLV (Moloney murine leukaemia
virus) tampon, dNTP mix (10mMeach of dATP, dGTP, dTTP and dCTP), RNase
inhibitorii (RNasin®) ve MMLV reverse transcriptase enzimi ilave edlirek 42°C’de
50dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA 5 kat distile su ile dilue edilerek -
20°C’de sakland1.

2.2.4.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Insan karbonik anhidraz 9 i¢in PCR kosullar1, 1 dongii 96°C de 5dakika; 30
dongii 93°C de 45saniye, 59°C de 45saniye, 72°C de 90saniye; ve en son uzatma
dongiisii 72°C de 10 dakika olarak belirlendi. B-2-mikroglobilin i¢in baglanma
sicaklig1 60°C ve dongii sayis1 19 olacak sekilde degistirildi. Bu kosullar PCR {iriinii
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ve RNA kalib1 (cDNA) arasindaki direkt korelasyonu gdsterecek sekilde optimize
edildi.. PCR sonuglart % 2 lik agaroz jel elektroforezi ile ayrilarak, Gel Doc
documentation sistem ile fotograflandirildi ve Syngene GeneTools programi ile

densitometrik analizleri yapilda..

2.2.5 Akis Sitometri Analizleri

Bu metot 6 well plate ile uygulandi. Sitokin uygulamasindan 24 saat dnce
hiicreler 5X10° hiicre/kuyu olacak sekilde yayildi. Belirlenen konsantrasyonlarda
sitokinler ile inkiibasyondan sonra medyum uzaklastirildi ve PBS ile kuyular yikandi.

Bundan sonraki biitlin basmaklar buz iizerinde yapildu.

2.2.5.1 Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi ve Analiz

Hiicreler PBS i¢inde kazmarak ependorflara alindi. 1000 rpm de Sdakika
santrifiij yapildi. Supernatant uzaklastirildi ve 2 kez %1 BSA igeren PBS ile yikandi.
1:10 oraninda dilue edilmis fikoeritrin isaretli (phcoerythrin-labeled) monoklonal
CAIX antikoru (R&Dsystem) ile 40dakika karanlikta inkiibasyona birakildi.
Baglanmamis antikorlarin ve kalintilarin uzaklastirilmasi i¢in 2 kez daha ayn1 sekilde
yikama yapildi ve %1 Paraformaldehit solusyonu ile fiksasyon yapildi. Fikse

edilmis 6rnekler analiz edilmek {izere Sml’lik tiiplere transfer edildi.

2.2.6 istatistiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri tek yonliit ANOVA testi (Minitabl5
versiyonu) kullanilarak gerceklestirildi. P < 0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

Insan CAIX geninin regiilasyonun aydmlatilmasi amaciyla ilk olarak
kandan genomik DNA izolasyonu yapildi. Daha sonra sirasiyla genin
promotorunun ¢ogaltilmasi, klonlanmas1 ve dizi analizi c¢alismalar1
gergeklestirildi. Farkli uzunluklarda promotor pargalarmin olusturulmas: ve
biyoinformatik c¢aligmalari ile promotordaki muhtemel transkripsiyon faktorii

baglanma bolgeleri belirlenmistir (Sekil 3.1).

INSAN CA9 PROMOTORUNUN KLONLANMASI VE
ANALIZi

l

GENOMIK DNA iZOLASYONU

l

PROMOTORUN PCR ILE
COGALTILMASI

l

KLONLAMA VE Dizi

ANALIZI

MUHTEMEL

FARKLI V=
TRANSKRIPSIYON

UZUNLUKLARDA FAKTORU BAGLANMA

PROMOTOR h et
BOLGELERININ

PARCALARININ - -
e BELIRLENMESI VE
$ BIYOINFORMATIK

ANALIZ

Sekil 3. 2: insan CA49 promotorunun klonlanmasi ve analizinin akis diyagrami
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3.1. Genomik DNA izolasyonu

Insan CA9 promotorunun klonlanmasi amactyla oncelikle boliim 2.2.2.1°de
belirtildigi sekilde kandan genomik DNA izolasyonu yapildi. izole edilen DNA
%0,8 lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi.

10000 «—
8000

6000
5000 .
4000 —
3500

- 2300

- 1500
— 1000
— 750
- 500

— 250

Sekil 3. 2: Genomik DNA jel goriintiisi M: 1 kb Marker; 1: 1 no’lu 6rnek; 2: 2
no’lu 6rnek

3.2 CA9 Promotorunun Klonlanmasi

3.2.1 Primer Tasarim

Primer tasarmmi boliim 2.2.2.3’de belirtildigi sekilde yapildi. Oncelikle
insan C49 promotorunun biyoinformatik olarak restriksiyon haritalamasi yapilarak,
promotoru kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandi. Promotor diziyi
kesmeyen enzimlerin pGL2-basic vektoriiniin klonlama bolgesindeki enzimler ile
uyum gosterip gostermedigi kontrol edildi ve Kpnl ve Nhel enzimlerinin hem
promotor bolgeyi kesmedigi hem de vektoriin klonlama bdlgesinde oldugu goriildii.

Sonug olarak Kpnl ve Nhe I enzim kesim bolgeleri secilerek primerlerde kullanildi.
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Promotor dizinin dogru yonde klonlanabilmesi i¢in, Kpnl kesim bdlgesi forward
primerde, Nhel kesim bolgesi ise reverse primerde kullanildi (Cizelge 3.1). Bunun
disinda tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi yapist olusturmamasina, Ty, sicakliklariin
birbirine yakin olmasina ve niikleotitlerin dagilimmin miimkiin oldugunca esit

olmasina dikkat edildi.

Cizelge 3.1. Dizayn edilen spesifik primerin dizisi, Tm degeri, ve uzunluklari

Uzunluk | Tm L.
Primer . Dizisi
(b¢) O
GGTACCGCAGAATTCATCTCTCTTCCCTCAA
1CA9 -Forward | 31 62,4 . i )
’ Kpnl kesim bolgesi
GCTAGCCTGACTGTGGGGTGTCCCAGCAC
1CA49-Reverse 29 68,7 . i )
’ Nhe I kesim bolgesi
==E
/TN
| A
\ /
= A ® T\l N
Wy~ o
G . L ' T
107\ g7—C— / 6—m
2@ = 10 L |
7 S /T G o [ |
( | G -~ . ( — |
/ N\ G—A G
G T N o / L - C
/ \ T (—7 ¢
C [ '\ . . |
f | (; — A A
¢ . L — ~ '\ |
: C C ¢
\ / T /
A i A " i
\ / by n,r
.i.\ . G~. -
c /
S A
e A -5
G= 0.2 €49 P¥rward dG = =17 (A9 reverse
A B

Sekil 3. 3: CA9 Primerlerin sa¢ tokas1 olusturma potansiyelleri A) Forward primer

B) Reverse primer.
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3.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar (PCR)

PCR reaksiyonlar1 boliim 2.2.2.2. de belirtildigi sekilde 50ul hacimde yapildi.
Buna gore CA49 promotorunun c¢ogaltilmasi i¢in en uygun sartlarin saptanabilmesi
amaciyla ilk olarak MgCl, konsantrasyonu ve kalip DNA miktar1 degistirilerek,

tampon, distile su, dNTP karisimi, forward primer, reverse primer ve Tag DNA

polimeraz miktarlar1 sabit tutuldu.

kullanilarak promotor dizi ¢ogaltildi

Goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek fotograflari ¢ekildi. Sekil 3.4°de gosterildigi

gibi 1. ve 2. drneklerde tek bir bant seklinde C49 promotoru elde edildi.

PCR sonucu olusan iirtinler agaroz jelde

yiriitildi ve 1289 [-1251/438] bg’lik insan CA9 promotoruna ait bant UVP

Cizelge 3.2.°de belirtilen PCR programi

Cizelge 3.2: Insan CA9 promotorunun amplifikasyonu i¢in PCR kosullar

Segment Dongii Sayisi Sicaklik Stire
1 1 94 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 35 65 °C 45 saniye
72 °C 1 dakika
3 1 72 °C 10 dakika
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M 1 2 3 4 5 6

-
ded | [0l 20

NI

Sekil 3. 4: PCR reaksiyon sonucu jel goriintiisii

M -1 kb marker, 1 -3 ul DNA-2 mM MgCl,, 2 -6 ul DNA-2 mM MgCl,, 3 - 3ul
DNA-4 mM MgCl,, 4 - 6ul DNA-4 mM MgCl, 5 - 6ul DNA-6 mM MgCl,, 6 -6 ul
DNA-2 mM MgCl,, % 0,5 DMSO

3.2.3 insan CA9 Promotorunun pGEM-T Easy Vektériine Klonlanmasi

ve E.Coli’ye Transformasyonu

PCR ile cogaltilan promotor bdlge T:A klonlama stratejisi ile klonlandi. Bu
amagla pGEM-T Easy Vector Systems (Promega) kullanildi. Oncelikle PCR sonucu
olusan bantlar jelden geri kazanilarak klonlamaya hazir hale getirildi (Sekil 3.5.).
Daha sonra iiretici firma protokoliine gére pGEM-T Easy vektorii ile jelden geri
kazanilan insan CA9 promotoru bir gece +4°C’de ligasyona birakildi. Ligasyon
irlinii E.coli XLIblue hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin iceren LB agarli
petrilere mavi-beyaz koloni se¢imi yapilabilmesi amaciyla X-Gal ve IPTG yayild1.
Bu petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de
inkiibasyona birakildi. Olusan beyaz koloniler insan CA9 genini iceren pGEM-T
easy vektoriine sahip hiicrelerdir. Beyaz kolonilerden 4 tanesi LB siv1 besiyerine tek
koloni ekimi yapild1 ve hiicreler ¢cogaltildi. Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen) plazmit
DNA izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi. Plazmitler Kpnl

ve Nhel restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglar1 agaroz
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jelde yiiriitiildii. Sekil 3.6.’da da goriildiigii gibi 4 kolonide bulunan vektdrlerin her

biri rekombinanttir ve insan CA9 promotor dizisini igermektedir.

S «—1289 be

Sekil 3. 5: Jelden geri kazanilan 1289 bg’lik promotorun jel goriintiisi M: 1 kb
Marker; 1: jelden geri kazanilan 6rnek

M 1 2 3 4

- e w e

Sekil 3. 6: . pGEMT easy vektoriine klonlanan promotorun Kpnl ve Nhel ile kontrol
kesim sonucu jel goriintiisiM -1 kb marker, 1 -1. koloni, 2 -2. koloni, 3 — 3. koloni,
4 -4, koloni
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3.2.4 insan CA9 Promotorunun pGL2-Basic Vektériine Alt Klonlama

Yapilmasi ve E.Coli’ye Transformasyonu

pGEM-T Easy vektoriine klonlanan insan CA9 promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pGL2-basic lusiferaz raportor vektoriine alt klonlama
yapildi. Bu amagla 6ncelikle sekil 3.6’da goriilen kesim sonucu olusan bantlar jelden
geri kazanildi. Daha sonra ayni sekilde Kpnl ve Nhel enzimleriyle kesilen pGL2-
basic vektorii ile jelden geri kazanilan insan CA9 promotoru bir gece +4°C’de
ligasyona birakildi. Ligasyon lriinii E.coli XL1blue hiicrelerine transforme edildi.
Ampisilin igeren LB agarli petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi
yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 4 tanesi LB
siv1 besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA
izolasyon kiti kullanilarak plazmit DNA izolasyonu yapildi ve Kpnl ve Nhel
restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Kesim sonuglar1 agaroz jelde
yiriitiildii. Sekil 3.7°de goriildiigii gibi ekilen 4 koloniden iki tanesinde bulunan

vektor rekombinanttir ve insan CA9 promotor dizisini icermektedir.

10000 L

SGEB

G0

5000 : — —

4000
3500

- 2500 - «——1289 bg

- 1500

1000
750

Sekil 3. 7: pGL2-basic vektoriine klonlanan promotorun Kpnl ve Nhel ile kontrol
kesim sonucu jel goriintlisi M -1 kb marker, 1 -1. koloni, 2 -2. koloni, 3 — 3. koloni,
4 -4. koloni
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3.2.5 Otomatik Dizi Analizi

Klonlanan insan CA9 promotorunun dizisinin kontrolii amaciyla sirasiyla
LARK Technologies, Ingiltere ve REFGEN Biyoteknoloji, Ankara’ya dizi analizine
gonderildi. Elde edilen dizi analiz sonuglar1 biyoinformatik olarak NCBI’da analiz
edildi ve 254349 erisim numarali insan C49 promotor dizisi ile karsilastirildl (Sekil
3.8.). Sekilde de gorildiigii gibi dizi analizi sonucu ile gen bankasinda bulunan dizi
arasinda -1176 ile -1179 niikleotitleri arasinda farklilik goriilmiistiir. Bu nedenle
dizide PCR’a dayali herhangi bir polimorfizm olusmasi olasiligina karsi, promotor
dizinin yeniden genomik DNA’dan klonlanmasina karar verildi. Taq polimeraza
bagli herhangi bir polimorfizmin ayni noktada ayni mutasyonu olusturma olasilig1
cok diisiiktiir. Bu nedenle klonlanan dizinin, tekrar dizi analizine gonderilerek

karsilastirma yapilmasi amaclandi.
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CA9 -1251

7254349 2256

CA9 -1191

7254349 2316

CA9 -1131

7254349 2376

CA9 -1071

7254349 2436

CA9 -1011

7254349 2496

CA9 -951

7254349 2556

CA9 -891

7254349 2616

CA9 -831

7254349 2676

CA9 =771

7254349 2736

CA9 =711

7254349 2796

CA9 -651

7254349 2856

CA9 -591

7254349 2916

CA9 -531

7254349 2976

CA9 -471

7254349 3036

GCAGAATTCATCTCTCTTCCCTCAATATGATGATATTGACAGGGTTTGCCCTCACTCACT

PErrrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrr e e e ettt e e e
GCAGAATTCATCTCTCTTCCCTCAATATGATGATATTGACAGGGTTTGCCCTCACTCACT

AGATTGTGAG---CTGCTCAGGGCAGGTAGCGTTTTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTTCTTT

FEETTETTT Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrer e e et e e e
AGATTGTGAGEEECTGCTCAGGGCAGGTAGCGTTTTTTGTTTTTGTTTTTGT TTTTCTTT

TTTGAGACAGGGTCTTGCTCTGTCACCCAGGCCAGAGTGCAATGGTACAGTCTCAGCTCA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
TTTGAGACAGGGTCTTGCTCTGTCACCCAGGCCAGAGTGCAATGGTACAGTCTCAGCTCA

CTGCAGCCTCAACCGCCTCGGCTCAAACCATCATCCCATTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
CTGCAGCCTCAACCGCCTCGGCTCAAACCATCATCCCATTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGG

GACTACAGGCACATGCCATTACACCTGGCTAATTTTTTTGTATTTCTAGTAGAGACAGGG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rr e ettt e e e
GACTACAGGCACATGCCATTACACCTGGCTAATTTTTTTGTATTTCTAGTAGAGACAGGG

TTTGGCCATGTTGCCCGGGCTGGTCTCGAACTCCTGGACTCAAGCAATCCACCCACCTCA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
TTTGGCCATGTTGCCCGGGCTGGTCTCGAACTCCTGGACTCAAGCAATCCACCCACCTCA

GCCTCCCAAAATGAGGGACCGTGTCTTATTCATTTCCATGTCCCTAGTCCATAGCCCAGT

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GCCTCCCAAAATGAGGGACCGTGTCTTATTCATTTCCATGTCCCTAGTCCATAGCCCAGT

GCTGGACCTATGGTAGTACTAAATAAATATTTGTTGAATGCAATAGTAAATAGCATTTCA

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GCTGGACCTATGGTAGTACTAAATAAATATTTGTTGAATGCAATAGTAAATAGCATTTCA

GGGAGCAAGAACTAGATTAACAAAGGTGGTAAAAGGTTTGGAGAAAAAAATAATAGTTTA

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rr e ettt e e e
GGGAGCAAGAACTAGATTAACAAAGGTGGTAAAAGGTTTGGAGAAAAAAATAATAGTTTA

ATTTGGCTAGAGTATGAGGGAGAGTAGTAGGAGACAAGATGGAAAGGTCTCTTGGGCAAG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rr e ettt e e e
ATTTGGCTAGAGTATGAGGGAGAGTAGTAGGAGACAAGATGGAAAGGTCTCTTGGGCAAG

GTTTTGAAGGAAGTTGGAAGTCAGAAGTACACAATGTGCATATCGTGGCAGGCAGTGGGG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GTTTTGAAGGAAGTTGGAAGTCAGAAGTACACAATGTGCATATCGTGGCAGGCAGTGGGG

AGCCAATGAAGGCTTTTGAGCAGGAGAGTAATGTGTTGAAAAATAAATATAGGTTAAACC

PErrrrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrr e rrr e e e et r e
AGCCAATGAAGGCTTTTGAGCAGGAGAGTAATGTGTTGAAAAATAAATATAGGTTAAACC

TATCAGAGCCCCTCTGACACATACACTTGCTTTTCATTCAAGCTCAAGTTTGTCTCCCAC

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrr e rrr e e e et e e e e e
TATCAGAGCCCCTCTGACACATACACTTGCTTTTCATTCAAGCTCAAGTTTGTCTCCCAC

ATACCCATTACTTAACTCACCCTCGGGCTCCCCTAGCAGCCTGCCCTACCTCTTTACCTG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrererr et rrerr e
ATACCCATTACTTAACTCACCCTCGGGCTCCCCTAGCAGCCTGCCCTACCTCTTTACCTG
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CA9 -411 CTTCCTGGTGGAGTCAGGGATGTATACATGAGCTGCTTTCCCTCTCAGCCAGAGGACATG -352

Frrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrerr et e e e e err e e
7254349 3096 CTTCCTGGTGGAGTCAGGGATGTATACATGAGCTGCTTTCCCTCTCAGCCAGAGGACATG 3155

CA9 -351 GGGGGCCCCAGCTCCCCTGCCTTTCCCCTTCTGTGCCTGGAGCTGGGAAGCAGGCCAGGG -292

Frrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrerr et e e e e err e e
7254349 3156 GGGGGCCCCAGCTCCCCTGCCTTTCCCCTTCTGTGCCTGGAGCTGGGAAGCAGGCCAGGG 3215

CA9 -291 TTAGCTGAGGCTGGCTGGCAAGCAGCTGGGTGGTGCCAGGGAGAGCCTGCATAGTGCCAG -232

Frrrrrrrrrrrrerrerrrrrrrrrrrrerrrrr e et e e e e
7254349 3216 TTAGCTGAGGCTGGCTGGCAAGCAGCTGGGTGGTGCCAGGGAGAGCCTGCATAGTGCCAG 3275

CA9 -231 GTGGTGCCTTGGGTTCCAAGCTAGTCCATGGCCCCGATAACCTTCTGCCTGTGCACACAC ~-172

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
7254349 3276 GTGGTGCCTTGGGTTCCAAGCTAGTCCATGGCCCCGATAACCTTCTGCCTGTGCACACAC 3335

CA9 -171 CTGCCCCTCACTCCACCCCCATCCTAGCTTTGGTATGGGGGAGAGGGCACAGGGCCAGAC -112

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
7254349 3336 CTGCCCCTCACTCCACCCCCATCCTAGCTTTGGTATGGGGGAGAGGGCACAGGGCCAGAC 3395

CA9 -111 AAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCTGCTCC =52

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
7254349 3396 AAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCTGCTCC 3455

CA9 -51 CCTCCAGGCTTGCTCCTCCCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCCGTACA 8

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
7254349 3456 CCTCCAGGCTTGCTCCTCCCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCCGTACA 3515

CA9 9 CACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 38

LRt rr e
7254349 3516 CACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 3544

Sekil 3.8: Klonlanan ve dizi analizine gonderilen insan CA9 promotor dizisi ile
754349 gen bankasi erisim numaralt DNA data bankasindaki insan C49 genomik
klonunun karsilastirilmasi
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3.2.6 insan C49 Promotorunun Yeniden Klonlanmasi ve Dizi Analizi

Insan CA9 promotorunun yeniden klonlanmasi i¢in PCR reaksiyonu, jelden
geri kazanma, ligasyon, transformasyon, plazmit DNA izolasyonu ve restriksiyon
endoniikleaz kesim basamaklar1 bolim 3.2.2 ve boliim 3.2.3’de belirtildigi sekilde
yeniden yapilmistir. PCR sonucu olusan bantlar sekil 3.9.A’da gosterilmistir.
Yeniden pGEM-T Easy vektoriine klonlanan insan CA9 promotoru dizi analizi i¢in
REFGEN Biyoteknoloji, Ankara’ya gonderildi. Elde edilen dizi analiz sonuglari,
754349 erisim numarali insan CA9 promotor dizisi ile yeniden karsilastirildi. Ek
Sekil A.2’de de belirtildigi gibi elde edilen dizi ile gen bankasinda bulunan dizi
arasinda yine ayni noktada farklilik goriildii. Sonug¢ olarak, --CCT--seklinde ii¢
niikleotitlik kismin, iki bagimsiz ¢ogaltma ve klonlama sonucunda analiz edildiginde

DNA veri bankasinda bulunan dizi ile eslesmedigi bulundu..

A B c
M 1 2 3 M 1 M 1

i1
i

| e ey e «—

Sekil 3. 9: Insan C49 promotorunun yeniden klonlanmasi1. Ok isareti 1289 bg bantlari
gostermektedir. A) PCR sonucu jel goriintiisii, 1 -3ul DNA-1mM MgCl, 2 -6pul
DNA-1mM MgCl,, 3 - 3ul DNA-2mM MgCl, B)Jelden geri kazanilan promotor jel
goriintiisi C) pGEMT Easy vektoriine klonlanan promotorun Kpnl ve Nhel ile
kontrol kesim sonucu jel goriintiisii, M: Marker 1 -1. koloni , 2 -2. koloni

3.3 Farkh Uzunluklarda Promotor Parcalarinin Olusturulmasi

Farkli uzunluklarda insan C49 promotor pargalarinin olusturulmasi i¢in iki
yontem kullanildi. 973bg [-935/4+38] ve 304bg [-266/+38] uzunlugundaki promotor
parcalar1 restriksiyon kesimi ile olusturulurken, 504b¢ [-466/+38] ve 154b¢ [-
116/+38] uzunlugundaki promotor pargalar1 ise PCR temelli teknikler ile olusturuldu
(Sekil 3.10).
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Sekil 3. 10: Rekombinant insan-CA49 plazmiti kullanilarak farkli uzunluklarda promotor par¢alarinin olusumunun sematik gosterimi
— ve — oklar1 primer dizilerini gostermektedir.

«» Kesintisiz oklar PCR temelli strateji ile hazirlanmis promotor pargalarini gostermektedir.

Kesintili oklar restriksiyon kesimi ile olusturulmus promotor pargalarini gostermektedir.

Dikey oklar ise klonlama i¢in kullanilan restriksiyon enzimlerini gostermektedir.

61



3.3.1 973b¢ [-935/+38] Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

1289b¢ [-1251/+38] insan-CA9 promotor dizisini iceren rekombinant pGL2-
basic plazmiti transforme edilmis olan E.coli XL1 blue hiicrelerinden tek koloni ekim
yapildi. Qiaprep Spin Miniprep (Qiagen) plazmit DNA izolasyon kiti kullanilarak
plazmit DNA izolasyonu yapildi. izole edilen plazmitler 1289b¢ uzunlugundaki
promotoru 316. bazdan kesen Smal enzimi ve Nhel restriksiyon enzimi ile kesilerek
agaroz jelde yiritildi (Sekil 3.11). Agaroz jelde kesim sonucu olusan 973bg
uzunlugundaki promotor pargasi jelden geri kazanilarak, Smal ve Nhel restriksiyon
enzimi ile kesilen pGL2-basic vektorii ile bir gece ligasyona brrakildi. Ligasyon
irlinii £.coli XL1blue ve DH5a hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin iceren LB
agarli petrilere transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece
37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerden 2 tanesi LB sivi besiyerine tek
koloni ekimi yapildi ve hiicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA izolasyonu ve ardindan
plazmitlerin Smal ve Nhel restriksiyon enzimleri ile kesilerek kontrol yapildi. Sekil
3.12°de goriildiigii gibi ekilen iki koloninin her ikisi de rekombinant vektorii

icermektedir.

10000 — 9
8000 -
ol — 973 b
4000
3500
| :l M

Sekil 3. 11: Insan CA9 promotorunu i¢eren rekombinant pGL2-basic vektdriiniin
Smal ve Nhel ile restriksiyon kesim sonucu jel goriintiisii M: 1 kb Marker, 1: 973 bg
parga

62



10000 -—— --

6000
5000
4000 — gm— <— 973bg

0
~ 2500

U0

— 1000
— 750

- 500
— 250

Sekil 3. 12: pGL2-Basic vektoriine klonlanan 973bg [-935/+38] promotorun Smal ve
Nhel ile kontrol kesim sonucu jel goriintiisi M: 1 kb Marker, 1: 1. koloni, 2: 2.
koloni

3.3.2 304bg [-266/+38] Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

plazmiti transforme edilmis olan E.coli XL1 blue hiicrelerinden tek koloni ekim
yapilarak, plazmit DNA izolasyonu yapild..  Izole edilen plazmitler 973bg
uzunlugundaki promotoru 669. bazdan kesen ve kiit u¢ olusturan Pvull ve Nhel
restriksiyon enzimi ile kesilerek agaroz jelde yiiriitiildii (Sekil 3.13). Agaroz jelde
kesim sonucu olusan 304b¢ uzunlugundaki promotor parcasi jelden geri kazanilarak,
kiit u¢ olusturan Smal enzimi ve yapiskan u¢ olusturan Nhel restriksiyon enzimi ile
kesilen pGL2-basic vektorii ile bir gece ligasyona birakildi. Ligasyon tiriinii E.coli
XLI1blue ve DH5a hiicrelerine transforme edildi. Ampisilin iceren LB agarl petrilere
transformasyon yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona
birakildi. Olusan kolonilerden 3 tanesi LB siv1 besiyerine tek koloni ekimi yapildi ve

hiicreler ¢ogaltildi. Plazmit DNA izolasyonunun ardindan kontrol kesimi yapildi.
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Pvull ile kesilen promotor dizi ile Smal ile kesilen vektdriin birlesmesi sonucu
olusan dizi Pvull i¢in spesifik restriksiyon tanima dizisi olmadig1 i¢in kontrol
kesiminde Pvull kullanilmadi.  Plazmitlerin 304b¢’lik promotor diziyi igerip
icermediginin kontrol edilmesi i¢in, diziyi 243. bazdan kesen Ncol enzimi ve pGL2-
basic klonlama bdlgesinde spesifik tanima dizisi bulunan HindIII enzimi kullanildi.
Kesim sonuglar1 agaroz jelde yiiriitiildi. Sekil 3.14°de goriildigi gibi ekilen tiim

koloniler rekombinant vektorii igermektedir.

— 1500

o0
a

Sekil 3. 13: 973bg¢ [-935/+38] insan CA9 promotor parcasini igeren rekombinant
pGL2-basic vektoriiniin Pvull —Nhel restriksiyon kesim sonucu jel goriintiisii M: 100
b¢ marker, 1: 304 bg parca
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Sekil 3. 14: pGL2-basic vektoriine klonlanan 304bg [-266/+38] promotorun Ncol ve
HindIII ile kontrol kesim sonucu M: 1 kb Marker, 1: 1. koloni, 2: 2. koloni,3: 3.
koloni

3.3.3 504b¢ [-466/+38] Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

504bg [-466/+38] uzunlugundaki promotor pargasinin olusturulmasi icin PCR
teknigi kullanildi. Daha 6nce 1289b¢ uzunlugundaki promotorun elde edilmesinde
kullanilan reverse primer 504bc¢ [-466/+38] uzunlugundaki promotor parcasmin
cogaltilmasinda kullanildi. Yalniz forward primer i¢in yeniden primer tasarimi
yapildi (Boliim 3.2.1). Buna gore tasarlanan primerde pGl2-basic vektoriine

klonlama i¢in Kpnl restriksiyon tanima bdlgesi kullanildi (Cizelge 3.3).
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Cizelge 3.3: Dizayn edilen [-466/+38] CA9 promotor bolgesine spesifik primerin
dizisi, Tm degeri, ve uzunlugu

Primer Uzunluk | Tm(°C) Dizisi

[-466/+38]
bolgesine spesifik | 26 66,17

5’- GGT ACC CAT TAC TTA ACT CAC CCT CG-3’

Kpnl kesim bolgesi
forward primer

5’-GCT AGC CTG ACT GTG GGG TGT CCC AGC

1CA9-Reverse 29 68,7 ) )
AC-3’ Nhe I kesim bolgesi
— A
" N
10 s/ T
p—1T I \r
[ —A—¢ \
C\ ¢ 0 o A— 20
/A —T—r [
b \ g
: /
\e C/

da= 0.1 H0dF

Sekil 3. 15: [-466/+38] CA9 promotor bolgesine spesifik forward primerin sa¢ tokasi
olusturma potansiyeli

PCR reaksiyonlar1 boliim 2.2.2.2. de belirtildigi sekilde 50ul hacimde yapildi.
Kalip olarak 1289b¢ uzunlugunda insan CA9 promotorunu igeren pGEM-T Easy
vektorii kullanildi.  Cizelge 3.4.°de belirtilen PCR programi kullanilarak dizi
cogaltildi. PCR sonucu olusan iirlinler agaroz jelde yiiritildii ve 504bg |-
466/+38]’lik insan CA9 promotoruna ait bant UVP goriintiileme sistemi ile
gortintiilenerek fotograflar1 ¢ekildi. Sekil 3.16’da gosterildigi gibi tiim tiiplerde tek
bir bant seklinde dizi elde edildi.
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Cizelge 3.4: 504bg [-466/+38] promotor parcasinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR
kosullar1

Segment Dongii Sayisi Sicaklik Stire
1 1 94 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 35 61 °C 45 saniye
72 °C 1 dakika
3 1 72 °C 10 dakika

PCR ile ¢ogaltilan promotor bdlge T:A klonlama stratejisi ile pGEM-T
Easy vektoriine klonlandi (Bolim 3.2.3).  Sekil 3.17°de klonlanan 504 bg
uzunlugunda insan CA9 promotor dizisini igeren rekombinant PGEM-T Easy
vektoriine sahip oldugu diisliniilen kolonilerden yapilan plazmit DNA izolasyonu
sonucglarinin  kontrol kesimleri goériilmektedir. Buna gore yalnizca 2. kolonide
bulunan vektdr rekombinanttir ve 504b¢ uzunlugunda insan CA9 promotor dizisini

icermektedir

pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 504b¢ insan CA9 promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pGL2-basic lusiferaz raportor vektoriine alt klonlama
yapild1 (Boliim 3.2.4.). Sekil 3.18’de pGL2-basic vektoriine alt klonlama yapilan
504 bg¢ uzunlugunda insan CA9 promotor dizisine sahip oldugu diisliniilen
kolonilerden yapilan plazmit DNA izolasyonu sonucglarmnin kontrol kesimleri
goriilmektedir. Buna gore birinci kolonide bulunan vektér rekombinanttir ve insan

504bg CA9 promotor dizisini igermektedir.
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Sekil 3. 16: 504b¢ [-466/4+38] uzunlugunda promotor parcasi PCR sonucu jel
goriintiisi M: Marker 1 ve 2: 1 mM MgCl,, 3 ve 4: 2 mM MgCl,,5 ve 6: 4 mM
Mng

— 10.0 M 1 2

2.0

&0
5.0

— 4.0

3.0 . ezr—

2.0

1.5 <+—504bg

S — 1.0

— 0.5

Sekil 3. 17: pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 504b¢ [-466/4+38] promotor
parcasmin Kpnl ve Nhel ile kontrol kesim sonucu jel goriintiisii M -1 kb marker, 1 -
1. koloni, 2 -2. koloni
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Sekil 3. 18: pGL2-basic vektoriine alt klonlama yapilan 504bg [-466/+38] promotor
parcast Kpnl ve Nhel ile kontrol kesim sonucu jel goriintiisi M -100 bg
marker(Promega), 1 -1. koloni, 2 -2 .koloni

3.3.4 154b¢ [-116/+38] Uzunlugunda Promotor Parcasi Olusturulmasi

154bg [-116/+38] uzunlugundaki promotor par¢asinin olusturulmasi icin PCR
teknigi kullanildi 1289b¢ ve 504b¢ uzunlugundaki promotor pargalariin
cogaltilmasinda kullanilan reverse primer, 154b¢ uzunlugundaki promotor parcasinin
elde edilmesinde de kullanildi. Yalniz forward primer i¢in yeniden primer tasarimi
yapildi (Bolim 3.2.1). Primerde pGL2-basic vektoriine klonlama igin Kpnl
restriksiyon tanima bolgesi kullanildi (Cizelge 3.5).
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Cizelge 3.5. Dizayn edilen [-116/+38] CA9 promotor bolgesine spesifik primerin
dizisi, Tm degeri, ve uzunlugu

Primer Uzunluk Tm(°C) Dizisi

[-116/+38]
bolgesine spesifik | 26 66,17

5’-GGT ACC CAG ACA AAC CTG TGA GAC

TT-3" Kpnl kesim noktasi
forward primer

5’-GCT AGC CTG ACT GTG GGG TGT CCC

1CA9-Reverse 29 68,7 ) )
AGC AC-3’ Nhe I kesim bolgesi
A
o
'|~§l"| )
A
i
J.'- ®;
.l — A @ .yflf {
- /:I \\(
c .
f
[
/ 1
§
'|. A
4 :
\
L
G- " -~
Iy = =
a0 = 0.4 1534 F

Sekil 3.19: [-116/+38] CA9 promotor bdlgesine spesifik forward primerin sa¢ tokasi
olusturma potansiyeli

PCR reaksiyonlar1 boliim 2.2.2.2. de belirtildigi sekilde 50ul hacimde yapildi.
Kalip olarak 1289b¢ uzunlugunda insan CA9 promotorunu igeren pGEM-T Easy
vektorii kullamildi.  Cizelge 3.6’da belirtilen PCR programi kullanilarak dizi
cogaltildi. PCR sonucu olusan iirlinler agaroz jelde yiiriitildi ve 154bg [-
116/+38]’lik insan CA9 promotoruna ait bant UVP goriintiileme sistemi ile
gortintiilenerek fotograflar1 ¢ekildi. Sekil 3.20°de gosterildigi gibi tiim tiiplerde tek

bir bant seklinde ¢ogalma saglandi.
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Cizelge 3.6: 154bg [-116/+38] promotor parcasinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR

kosullar1
Segment Dongii Sayisi Sicaklik Stire
1 1 94 °C 2 dakika
94 °C 1 dakika
2 35 60 °C 45 saniye
72 °C 1 dakika
3 1 72 °C 10 dakika

PCR ile ¢ogaltilan promotor bdlge T:A klonlama stratejisi ile pGEM-T
Easy (Promega) vektoriine klonland1 (Boliim 3.2.3). Sekil 3.21°de klonlanan 154 bg
uzunlugunda insan CA9 promotor dizisini igeren rekombinant PGEM-T Easy
vektoriine sahip oldugu diisiiniilen koloniden yapilan plazmit DNA izolasyonu

sonucunun kontrol kesimleri goriilmektedir.

pGEM-T Easy vektoriine klonlanan 154b¢ insan CA9 promotoru fonksiyonel
aktivitesinin belirlenecegi pGL2-basic lusiferaz raportor vektoriine alt klonlama
yapildi (bolim 3.2.4.). Sekil 3.22°de pGL2-basic vektoriine alt klonlama yapilan 154
b¢ uzunlugunda insan C49 promotor dizisine sahip oldugu diisiiniilen kolonilerden
yapilan plazmit DNA izolasyonu sonuclarinin kontrol kesimleri goriilmektedir.
Buna gore her iki kolonide bulunan vektor rekombinanttir ve insan 154b¢ CA9

promotor dizisini icermektedir.
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Sekil 3.20: 154 b¢ [-116/4+38] uzunlugunda promotor parcast PCR sonucu jel
goriintiisii M : Marker 1ve 2: 1 mM MgCl,, 3 ve 4: 2 mM MgCl,, 5 ve 6: 4 mM
Mng

—-1,517 M 1

— 1,200

— 1,000

~ oo e
— 200
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Eoo
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200 <«—154 bg
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Sekil 3.21: PGEM-T Easy vektoriine klonlanan 154bg¢ [-116/4+38] promotor
parcasinin Kpnl ve Nhel ile kontrol kesim sonucu jel goriintiisii M -100b¢ marker
(NEB), 1 -1. koloni
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Sekil 3.22: pGL2-basic vektoriine alt klonlama yapilan 154bg [-116/+38] promotor
parcast Kpnl ve Nhel ile kontrol kesim sonucu jel goriintiisi M -100 bg
marker(promega), 1 -1. koloni, 2 —2.koloni

3.4 Insan CA9 Geni Promotorunun Karakterizasyonu

Insan CA9 promotoru iizerindeki muhtemel transkripsiyon faktorleri
baglanma bolgeleri web tabanli bir program olan TF SEARCH ver. 1.3. programi
kullanilarak belirlendi (Sekil 3.23). Ayrica 2000 yilinda Cho ve arkadaglari
tarafindan belirlenen muhtemel transkripsiyonunun baslangi¢ dizileri ve bazi
transkripsiyon faktorii baglanma bdlgeleri de CA9 promotoru lizerinde isaretlendi
[125]. Belirlenen tiim transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri ise Ek 5’de verildi.
Incelenen 1289b¢ [-1251/+38] wuzunlugundaki promotor {izerinde sayisiz
transkripsiyon baglanma sinyalleri belirlenmistir. Onemli bulunan transkripsiyon
faktorii baglanma bolgelerinin promotor {izerindeki yerlesimleri ve kac¢ defa
baglandiklar1 ile ilgili bilgilere de sekil 3.23 ve c¢izelge 3,7’de ulasilabilir.
Unutulamamalidir ki bu baglanma dizilerinin islevsel olup olmadigi promotorun
fonksiyonel analizleri ile test edilecektir. Insan CA9 promotoru ile yapilan
calismalar TATA kutusu igermedigini gostermistir.  Yine yaptigimiz analiz

sonucunda da TATA kutusu olmadig1 tespit edildi.  Buna karsilik genin
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reglilasyonunda oOnemli olabilecek AP1, AP2, P53, CRE-BP ve C/EBP
transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri tespit edildi. Bunlarin disindaki
transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin ise doku spesifik transkripsiyon,
indiiklenebilir transkripsiyon ya da baskilanabilir transkripsiyondan sorumlu oldugu

diistiniilmektedir.

Insan CA9 promotor bdlgesinin Mus Musculus CA9 promotor bolgesi ile
karsilagtirilmas:  igin  BioEdit Sequence Alignment Programi kullanilmistir.
Karsilasgtrma sonucunda yaklasik 725 niikleotitlik bir bolge en yiiksek homoloji
gosterdi ve bu bdlgedeki iki tiiriin promotor dizileri arasinda %66,1 oraninda

benzerlik bulundu (Sekil 3.24).
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-1251

-1246

-1186

-1126

-1066

-1006

-946

-886

-826

-766

-706

-646

attcatctct

cttccctcaa tatgatgata

»
»

Forward primer

gtgag=---ct

gacagggtct

gcctcaaccg

caggcacatg

ccatgttgcc
ccaaaatgag

acctatggta

caagaactag
gctagagtat

gaaggaagtt

gctcagggca ggtagcgttt

tgctctgtca cccaggccag

cctcggctca aaccatcatc

ccattacacc tggctaattt

[

MyoD
cgggctggtc tcgaactcct

ttattcattt

ttgacagggt

tttgtttttg

agtgcaatgg

ccatttcagc

ttttgtattt

ggactcaagc

gcaga

ttaccctcac tcactagatt

tttttgtttt tcttttttga

tacagtctca gctcactgca

[
»

AP4
ctcctgagta gctgggacta

ctagtagaga cagggtttgg

aatccaccca cctcagcecctce

ggaccgtgtc

gtactaaata

attaacaaag

gagggagagt

ggaagtcaga

ccatgtccct

aatatttgtt gaatgcaata

[

C/EBPb
gtggtaaaag gtttggagaa
agtaggagac aagatggaaa

agtacacaat gtgcatatcg
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agtccatagc

gtaaatagca

aaaaataata

ggtctcttgg

tggcaggcag

ccagtgctgg

tttcagggag

gtttaatttg

gcaaggtttt

tggggagcca



-586

-526

-466

-406

-346

-286

-226

-166

atgaaggctt

gagcccctcet

ttgagcagga

gacacataca

-
<

cattacttaa

-

AP1
ctcaccctcg

<

CRE-BP
tggtggagtc

-

agggatgtat

<

AP1
ccccagctcece

tgaggctggc

gccttgggtt

cctcactcca

cctgceccttte

tggcaagcag

gagtaatgtg

ttgaaaaata

[

cttgcttttc
ggctccccta
acatgagctg
cccttectgtg

ctgggtggtg

»

AP4

ccaagctagt

cccccecatcecet

ccatggcccc

agctttggta

C/EBPb

attcaagctc

gcagcctgcc

ctttccctcet

cctggagctg

ccagggagag

gataaccttc

tgggggagag
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aatataggtt

aagtttgtct

ctacctcttt

cagccagagg

ggaagcaggc

cctgcatagt

tgcctgtgca

ggcacagggc

aaacctatca

cccacatacc

acctgcttcc

acatgggggg

cagggttagc

gccaggtggt

cacacctgcc

——
Myo D

cagacaaacc



-106 tgtgagactt tggctccatc tctgcaaaag ggcgctctgt gagtcagcct gctcccctcc
G ——

AP2 AP1
-46 aggcttgctc ctcccccacce cagctctcecgt ttccaatgca cgtacg geecec gtacacaccg
¢ ¢ +1
P53 Inr
+11 tgtgctggga caccccacag tcagccgcAT G

&

Reverse Primer

Sekil 3. 23: Insan CA49 promotorunda yer alan muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bdlgeleri.
Transkripsiyonun baslangic bolgesi +1 kutucukla gosterilmistir.. Translasyonel baslangic kodonu ATG ise biiyiik
harfle ifade edilmistir. Renkli olarak isaretlenen bolgeler Cho ve arkadaglari tarafindan belirlenen dizileri
gostermektedir [125].
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Cizelge 3.7: Insan CA9 promotoru iizerinde yer alan muhtemel
transkripsiyon faktorlerinin baglanma dizileri ve lokasyonlar1

TF Baglanma Dizileri BOLGE
TGAGTCAG
GTGGTGAGTCAGG
AP1 CTGACACAT -60, -394, -510
AP2 TCCATCTCT -84
CTCAGCTCACT
AP4 AGCAGCTGGG -262, -1071
P53 AGGCTTGCTC -37
TACACCTGGC
MyoD CACACCTGCC -176,-983
CRE-BP CATTACTTAACT -457
TATTTGTTGAATG
C/EBPB ATGTGTTGAAAAAT -548,-792
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Sekil 3. 24: Insan CA9 promotor bdlgesinin Mus musculus CA9 promotor bdlgesi ile karsilastiriimasi
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3.5 insan CA49 Geni Promotor Bolgesinin Fonksiyonel Analizi

Insan karbonik anhidraz 9 promotor parcalarmnin fonksiyonel aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in hepatoma (Hep3B) hiicrelerine kalsiyum fosfat prespitasyon
metodu kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Kalsiyum fosfat prespitasyon
yontemi, DNA’nin kalsiyum kloriir ile karistirilmasi ve bu karigimin fosfat igeren
tampona kontrollii sekilde ilave edilerek oda sicakliginda inkiibasyonunu igerir.
Boylece olusan prespitasyonlar hiicreler iizerine yayilarak fagositoz ya da endositoz
yoluyla hiicrelerin DNA molekiillerini almalarini saglar. Yontem 6zellikle kullanilan
materyallerin ucuz olmasi ve kolaylikla elde edilebilmesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir.  Promotor aktivitesini belirlemek i¢in raportdr gen olarak
atesbocegi lusiferaz geni igeren pGL2-basic vektor sistemi kullanilmistir. Hem
lusiferaz aktivitesini belirleme metodunun hassas, giivenilir ve hizli olmasi, hem de
bu enzimin hiicre i¢inde stabil olmasindan dolayr (uzun yar1 Omiirlii), lusiferaz
raportor geni promotor aktivitesinin belirlenmesinde yaygin olarak kullanilir. Hep3B
hiicreleri genis bir yelpazedeki hormonlar ve sitokinlere karsi duyarhidirlar ve

ozellikle kalsiyum fosfat prespitasyon yontemi ile kolaylikla transfekte edilmektedir.

Transfeksiyon ¢alismalarindan 6nce boliim 3.2.4 ve boliim 3.3’de belirtildigi
sekilde insan CA9 geni promotor pargalar1 pGL2-basic vektorii igindeki lusiferaz
raportdor genin list kismina klonlandi.  Promotor pargalarmin dizi analizi ile
kontrolleri yapildiktan sonra endo-free maxi prep kiti ile saflastirilarak,

transfeksiyonlar1 yapilda.

3.5.1 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Oncelikle bes farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan karbonik
anhidraz 9 promotor parcalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi.
Hep3B modeline aktarimda kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanildi ve
lusiferaz vektor sitemiyle aktivite belirlendi. Hiicrelere 1pg ve 2ug promotor
parcalarmi iceren rekombinant plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz
edilmesi amaciyla 0,5ug CMV-B-galaktosidaz vektorii de transfekte edildi. RSV-

lusiferaz ve pGL2-basic vektorleri de sirasiyla pozitif ve negatif kontrol olarak
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kullanild1. Pozitif kontrol olarak RSV vektori kullanilmasinin nedeni, bu vektorin
lusiferaz geninin Oniinde kontrol promotor olarak RSV wviral promotor tasimasi
nedeniyle ¢ok yiliksek lusiferaz aktivitesi gostermesidir. Transfeksiyondan 48 saat
sonra transfekte edilmis hiicreler ekstrakte edilerek, bolim 2.2.4.9 ve bolim
2.2.4.10°da belirtildigi sekilde lusiferaz ve [-galaktosidaz aktiviteleri oOlciildii.

Lusiferas aktivitesi B-galaktosidaz aktivitesine oranlanarak sonuglar normalize edildi.

Sekil 3.25°de goriildiigi gibi, transfekte edilen DNA miktar1 artis1 ile
lusiferaz aktivitesinde de artis gdzlenmistir. Hazirlanan tiim promotor parcalarinda
gozlenen aktivite, en kiiclik parca olan 154 bg [-116/+38 ] uzunlugundaki promotor
parcasinin, C49 promotorunun bazal aktivitesi i¢in yeterli oldugunu gostermistir.
CA9 promotorunun en uzun parcast olan 1289 be¢ [-1251/+38] uzunlugundaki
promotor pargasi ve 304 bc [-266/38] uzunlugundaki promotor parcalari ise en

yiiksek aktiviteyi gostermistir.
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Promotor Miktan

Sekil 3.25: CA9 promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin karsilastirmali analizi
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3.6. Karaciger Hiicrelerinde IL-6 ve TGF-p sitokinlerinin CA9
Ekspresyonuna Etkileri

FARKLI SITOKINLERIN CA9 EKSPRESYONUNA
ETKILERININ ANALIzi

l

HEP3B HUCRE HATTI

l

HUCRELERIN SiTOKINLE
MUAMELE EDILMESI

RT-PCR ANALizi AKIS SITOMETRI
mRNA PROTEIN
SEVIYESINDE SEVIYESINDE
DEGISIKLIKLERIN DEGISIKLIKLERIN
ANALIZI ANALIZI

Sekil 3.26: Farkl: sitokinlerin CAIX ekspresyonuna etkilerinin analizi

Farkli sitokinlerin insan karbonik anhidraz 9 ekspresyon seviyesine
etkilerinin belirlenmesi i¢in, hepatik akut faz gen ekspresyonu tizerinde sitokinlerin
etkilerinin belirlenmesi i¢in yaygimn olarak kullanilan model olan Hep3B hiicre hatt1
kullanilmistir [38]. Hep3B hiicrelerinde CA9 ekspresyonunun gosterildigi verilere
ilave olarak, calismamizda farkli sitokinlerin CA9 ekspresyon seviyesindeki
etkilerinin belirlenmesi amac¢lanmigtir [126, 127]. Bu amagla IL-6 ve TGF-j
sitokinlerinin C49 mRNA diizeyindeki etkili olup olmadig1 belirlenmistir. Ozellikle
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kanser siirecinde pleitropik role sahip olan TGF-f sitokinin CA9 ekspresyonuna
etkilerinin belirlenmesi olduk¢a 6nemlidir. Bu ¢alisma sonucu elde edilen bilgilerin
1s18inda,  sitokinlerin  transkripsiyonel aktiviteye etkilerinin  belirlenecegi

transfeksiyon caligmalar1 da yapilacaktir.

3.6.1 RT-PCR analizlerinin optimizasyonu

Total RNA izolasyonu ve cDNA sentezi boliim 2.2.5.1 ve bolim 2.2.5.2°de
belirtildigi sekilde yapilmistir. RNA miktar1 ve safligt RNA elektroforezi ve
spektroskobik olarak belirlenmistir (Sekil 3.27). RT reaksiyonlarinda ayni miktarda
RNA kullanilmaya dikkat edilerek ¢cDNA elde edilmistir. RT-PCR sartlarinin
normalizasyonu i¢in insan-B-2-mikroglobilin primerleri kullanilmigtir. B-2-
mikroglobilin geni insan hiicrelerinde siirekli olarak ekspre olan bir gendir ve RT-
PCR sartlarinin normalizasyonu i¢in kullanilmistir.  Tiim deney ve kontrol

gruplarinda B-2-mikroglobilin PCR reaksiyonlar1 da yapilmistir.

Calismamizda CA9 ekspresyon paternini belirlemek amaciyla CA9 genine
spesifik olarak dizayn edilen ve CA9 geninin ORF (NM 001216 erisim numarali CA9
mRNA dizisi) bolgesinde 1001-1350 niikleotitleri arasindaki bélgenin ¢ogaltilmasini
saglayan primerlerin tasarimi bolim 2.2.2.3 de belirtildigi sekilde yapildi. Ayrica
elde edilen PCR sonuglarinin normalize edilmesi amaciyla kullanilacak olan insan-f3-
2-mikroglobilin primerleri de Dr. Dipak P.Ramji’den temin edildi. Calismamizda

kullanilan primer dizilerine ait bilgiler Cizelge 3.8 ve Sekil 3.28’de verilmistir.
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Sekil 3.27: RNA agaroz jel elektroforezi goriintlisi M: RNA marker 1,2,3 ve 4
numaralar farklt RNA 6rneklerini gostermektedir

Cizelge 3.8: Dizayn edilen spesifik primerlerin dizisi ve uzunluklar1

Uzunluk Uriin
Primer Dizi
(bc) (b¢)
ORF-CA9 —
20 TCTCATCTGCACAAGGAACG
Forward
349
ORF-CA9 —
20 ACTTCAGCCGCTACTTCCAA
Reverse
h-B-2micro —F 20 TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
314
h-B-2micro—R 22 CATGTCTCGATCCCACTTAACT
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Sekil 3.28: ORF-CA9 Primerlerin sa¢ tokasi olusturma potansiyelleri. A) ORF-
CA9-Forward primer B) ORF-CA9-Reverse primer

3.6.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 ve Optimizasyonu

PCR reaksiyonlar1 boliim 2.2.2.2. de belirtildigi sekilde 50u1 hacimde yapildi.
Insan CA9 ORF bolgesine spesifik dizinin ¢ogaltilmasi i¢in 6ncelikle PCR
sartlarinin optimizasyonu yapilmistir. PCR sonuglarmin normalize edilmesi
amaciyla kullanilacak olan insan-B-2-mikroglobulin PCR kosullar1 daha 6nceden
belirlendigi i¢cin optimizasyon yapilmamistir (Cizelge 3.9). Buna gore CA9 PCR
reaksiyonlar1 icin, farkli MgCl, konsantrasyonlar1 (ImM, 0,5mM) ve DMSO
ilave edildigi durumlardaki PCR sonuglar1 elde edilmistir. DMSO 6zellikle
ikincil yapilarm olusumunun azaltilmast amaciyla PCR deneylerinde

kullanilmaktadir.

Optimizasyon caligmasi sonucunda en uygun MgCl, konsantrasyonu ve PCR
drliniiniin  doygunluga ulasmadigi en uygun dongii sayisinin belirlenmesi
saglanmistir. Buna gore en uygun sartlarin saptanabilmesi i¢in ilk olarak MgCl,
konsantrasyonu degistirilerek ve DMSO varlig1 yada yokluguna bagl olarak
Cizelge 3.10°da belirtilen 30 dongiilik PCR programi kullanilarak insan CA9

ORF bolgesine spesifik dizi cogaltildi. PCR sonucu olusan iirlinler agaroz jelde
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yiiriitiildii ve UVP goriintiileme sistemi ile goriintiilenerek fotograflar1 ¢ekildi.

Sekil 3.29’da goriildiigii CA9 ORF bolgesine spesifik diziler elde edildi.

Daha sonra ise ayni PCR kosullar1 degistirilmeden yalnizca dongii sayisi
20’ye indirilerek reaksiyonlar tekrar edildi. Ama¢ doygunlugun olmadigi en
uygun dongii sayisinin tespit edilmesidir. Sekil 3.30°de goriildiigi gibi 20 dongii
sonucunda hi¢ bant gozlenmemistir. 25 dongii ile yapilan diger reaksiyonlarda
elde edilen bantlar ¢cok zayif oldugu i¢in, deneylerde 30 dongii olacak sekilde
PCR programinin kullanilmasina karar verildi (Sekil 3.31).

Cizelge 3.9: Insan-B-2 mikroglobilin genlerinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR

kosullar1

Segment Dongii Sayisi Sicaklik Stire
1 1 95°C 5 dakika
95°C 30 saniye
) 19 60 °C 1 dakika
72 °C 2 dakika
3 1 72 °C 8 dakika
Cizelge 3.10: CA9 dizisinin amplifikasyonu i¢in kullanilan PCR kosullar1
Segment Dongii Sayisi Sicaklik Siire
1 1 96 °C 5 dakika
93 °C 45 saniye
b 30 59 °C 45 saniye
72 °C 90 saniye
3 1 72 °C 10 dakika
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Sekil 3.29: CA9 ORF bolgesine spesifik dizinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
30 dongiilik PCR sonucu jel goriintiisii M: Marker 1: 0,5 mM MgCI2 w/o
DMSO, 2: 1 mM MgCI2 w/o DMSO, 3: 1 mM MgCI2 w DMSO, 4: Negatif

Kontrol

100

Sekil 3.30: CA9 ORF bolgesine spesifik dizinin ¢ogaltilmast i¢in kullanilan
20 dongiilik PCR sonucu jel goriintiisiic M: Marker 1: 0,5 mM MgCI2 w/o
DMSO, 2: 1 mM MgCI2 w/o DMSO, 3: 1 mM MgCI2 w DMSO, 4: Negatif

Kontrol
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Sekil 3.31: CA9 ORF bolgesine spesifik dizinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan
25 dongiiliik PCR sonucu jel goriintiisii M: Marker 1: Negatif Kontrol, 2: 0,5
mM MgCl, w/o DMSO, 3: 1 mM MgCl, w DMSO, 4: 1 mM MgCl, w/o
DMSO

3.6.3 Hep3B Hiicre Hattinda TGF-f’nin C49 Ekspresyonuna Etkilerinin

Belirlenmesi

Immun yamitta, kanserde, kalp hastaliklar1 ve seker hastaligi gibi birgok
hastalikta 6nemli gorevleri bulunan TGF-f sitokinin Hep3B hiicrelerindeki CA49
ekspresyon seviyesine etkileri RT-PCR analizi kullanilarak belirlendi (Bolim 2.2.5).

Hep3B hiicreleri 25cm”’lik flasklara yayildiktan bir giin sonra, 1000U/ml ve
500U/ml TGF-p ile 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle muamele edildi. Siire sonunda
hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilarak ¢cDNA sentezi icin izole edilen

RNA’dan 1pg kullanildi.

CA9 ve insan-B-2mikroglobilin genlerinin ¢ogaltilmasi i¢in kullanilan PCR
kosullar1 ve primer dizileri ¢izelge 3.8, ¢izelge 3.9 ve ¢izelge 3.10°da gosterilmistir.
Bu kosullar PCR iirinii ve RNA kalibi (cDNA) arasindaki direkt korelasyonu
gosterecek sekilde optimize edilmistir. PCR sonuglar1 %2’lik agaroz jel elektroforezi

ile ayrilarak, Gel Doc documentation sistem ile fotograflandirilmis ve Syngene
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GeneTools software ile dansitometrik analizleri yapilmistir. Sekil 3.32’de TGF-3
uygulamasi sonucunda elde edilen C49 ve insan-B-2mikroglobilin PCR sonuglarinin
agaroz jel elektroforezi ile ayrimlar1 goriilmektedir. Verilerin dansitometrik analizi
CA9 PCR sonucunun ayni zaman araligi ve konsantrasyon i¢in elde edilen insan-f3-
2mikroglobilin PCR sonucuna oranlanmasi ile yapilmistir.  Sonuglar sitokin
uygulanmamis kontrol grubu ile karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli bir

farklilik olup olmadigi belirlenmistir.

Bu ilk calisgma sonucunda 24 saat, 48 saat ve 72 saat siireyle TGF-f
uygulamasinin yalnizca 72 saat siire sonunda CA9 ekspresyon seviyesinde artisa
sebep oldugu gozlendi. 24 ve 48 saatte ise sitokin uygulanmamis kontrol grubu ile
TGF-B uygulanmis gruplar arasinda CA9 ekspresyonu agisindan farklilik ihmal
edilebilir seviyede oldugu goriilmektedir. Bu nedenle 72 saat 1000U/ml ve 500U/ml
TGF-p uygulamas1 3 kez tekrar edilerek, CA9 ekspresyon seviyesinde gdzlenen
farkliligin istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 belirlendi (Sekil 3.33 A ve B).

Buna goére 72 saat 1000U/ml TGF-p uygulamas: Hep3B hiicrelerinde CA9

mRNA seviyesinde kontrol grubu ile karsilastirildiginda istatistiksel olarak anlamli

bir artisa neden oldugu belirlendi. (Sekil 3.33.C).
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w

Kontrol 500 U/ml 1000 U/ml  Kontrol 500 U/ml 1000 U/ml  Kontrol 500 U/ml 1000 U/ml

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.32. Hep3B hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat TGF-f uygulamasmin C49 mRNA
seviyesindeki etkileri A. 1:24 s kontrol, 2: 24 s 500U/ml TGF-B 3: 24s 1000U/ml
TGF-B 4: 48 s kontrol, 5: 48 s 500U/ml TGF-B 6: 48 s 1000U/ml TGF-p 7:72 s
kontrol 8: 72 s 500U/ml TGF-B 9:72 s 1000U/ml TGF-B M: Marker B. Hep3B
hiicrelerinde TGF-B uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarinin
dansitometrik analizi. CA9 PCR sonuglar1 insan-f-2-mikroglobilin PCR sonuclarina
oranlanarak normalize edilmistir.
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Sekil 3.33. Hep3B hiicrelerinde 72 saat TGF-f uygulamasmin C49 mRNA
seviyesindeki etkileri A. M: Marker 1:72 s kontrol (Il. Tekrar) 2: 72 s 500U/ml
TGF-B(II. Tekrar) 3:72 s 1000U/ml TGF-B (II. Tekrar) 4: 72 s kontrol (III. Tekrar)
5: 72 s 500U/ml TGF-B(III. Tekrar) 6:72 s 1000U/ml TGF-B(III. Tekrar) 7: Negatif
kontrol B. Hep3B hiicrelerinde TGF-B uygulamasi sonucunda elde edilen PCR
sonuclarinin dansitometrik analizi. C49 PCR sonuglarinin insan-f-2-mikroglobilin
PCR sonuglarma oranlanarak normalize edilmistir. C.Ug tekrarli sonuglarin
analizinin gdsterilmesi. Istatistiksel olarak anlamli deger * isareti ile gosterilmistir.
(P<0,05)
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3.6.4 Hep3B Hiicre Hattinda IL-6’in CA9 Ekspresyonuna Etkilerinin

Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerinde IL-6’in C49 mRNA ekspresyon seviyesine olan etkileri
de belirlendi. Bu amagla, boliim 2.2.5.1°de belirtildigi gibi, hiicrelerden total RNA
izolasyonu yapildi. RT-PCR analizi kullanilarak I1L-6’in CA9 ekspresyon paternine
etkileri belirlendi (Boliim 2.2.5.2). Sekil 3.34’de, IL-6 uygulamasi sonucunda elde
edilen CA9 ve insan-B-2mikroglobilin PCR sonuclarmnin agaroz jel elektroforezi ile

ayrimlar1 goriilmektedir.

Calisma sonucunda 72 saat IL-6 uygulamasmin CA49 ekspresyon seviyesinde
sitokin uygulanmamis kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma ya da artisa sebep
olmadigr goriildii. 24 ve 48 saatte ise ile IL-6 uygulanmis gruplarda CA9 mRNA
seviyesinde azalma oldugu belirlendi (Sekil 3.34).  Bu nedenle 24 ve 48 saat
1000U/ml ve 500U/ml IL-6 uygulamasi 3 kez tekrar edilerek, CA9 ekspresyon
seviyesinde gozlenen farkliligm istatistiksel olarak anlamli olup olmadig1 belirlendi

(Sekil 3.35.A, Sekil 3.35 B, Sekil 3.36.A ve Sekil 3.36.B).

24 ve 48 saat sonucunda elde edilen tiim veriler degerlendirildiginde, C49
mRNA seviyesindeki azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadig1 gozlendi (Sekil

3.36.C).
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Sekil 3.34. Hep3B hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat IL-6 uygulamasmin C49 mRNA
seviyesindeki etkileri A. M: Marker 1:24 s kontrol, 2: 24 s 500U/ml IL-6 3: 24s
1000U/ml IL-6 4: 48 s kontrol, 5: 48 s 500U/ml IL-6 6: 48 s 1000U/ml IL-6 7:72 s
kontrol 8: 72 s 500U/ml IL-6 9:72 s 1000U/ml IL-6 10: Negatif Kontrol B. Hep3B
hiicrelerinde IL-6 uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarmin dansitometrik
analizi. C49 PCR sonuglar1 insan-f-2-mikroglobilin PCR sonuglarina oranlanarak
normalize edilmistir.
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Sekil 3.35: Hep3B hiicrelerinde 24 ve 48 saat IL-6 uygulamasmin C49 mRNA
seviyesindeki etkileri (I) A. 1:kontrol, 2: 24 s 500U/ml IL-6 3: 24s 1000U/ml IL-6 4:
48 s 500U/ml IL-6, 5: 48 s 1000U/ml IL-6, 6: Negatif Kontrol B. Hep3B
hiicrelerinde IL-6 uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarmin dansitometrik
analizi. C49 PCR sonuglar1 insan-f-2-mikroglobilin PCR sonuglarina oranlanarak
normalize edilmistir.
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Sekil 3.36. Hep3B hiicrelerinde 24 ve 48 saat IL-6 uygulamasmin CA9 mRNA
seviyesindeki etkileri (I). A. 1: Kontrol, 2: 24s 500U/ml IL-6 3: 24s 1000U/ml IL-6
4: 48s 500U/ml IL-6, 5: 48s 1000U/ml IL-6, 6: Negatif Kontrol B. Hep3B
hiicrelerinde IL-6 uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarmin dansitometrik
analizi. C49 PCR sonuglar1 insan-B-2-mikroglobilin PCR sonuglarina oranlanarak
normalize edilmistir. C. Ug tekrarli sonuglarin analizinin gosterilmesi.
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3.6.5 Hep3B Hiicre Hattinda TGF-p’min CAIX Protein Seviyesine
Etkilerinin Belirlenmesi (Akis Sitometri Analizi)

Hep3B hiicrelerinde TGF-B’nin etkisiyle karbonik anhidraz 9, mRNA
diizeyinde artis meydana geldigi, bolim 3.6.3°de belirtilmistir. CA9 mRNA
seviyesinde goriilen artisin protein seviyesinde de korele olup olmadiginin
belirlenmesi amaciyla, akis (flow) sitometri analizi yapildi. Akis sitometri kisa
siirede kantitatif sonu¢ verebilen hizli ve ¢ok duyarli bir hiicre sayma yontemidir.
Membrana bagli bir protein olan CAIX proteininin ifadesi bu metotla

degerlendirilebilir.

Calismamizda 72 saat 500U/ml ve 1000U/ml TGF- B uygulamas: yapilmis
Hep3B hiicreleri, fikoeritrin-etiketli monoklonal CAIX antikoru (R&D system) ile
isaretlenerek CAIX protein seviyesindeki degisim akis sitometri ile analiz edildi

(Boliim 2.2.6).

Buna gore sitokin uygulamasi yapilmamis olan kontrol grubu (%100) ile
5000/ml ve 1000U/ml TGF-p uygulanmus hiicrelerdeki CAIX protein seviyesi
sirasiyla %166,087 ve %135,072 olarak bulunmustur. Sekil 3.37 ve 3.38°de
goriildiigl gibi her iki konsantrasyon CAIX protein seviyesinde artisa sebep olurken,
ozellikle 500 U/ml TGF-B’nin etkisi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. Bu
sonuglar, RT-PCR analizi ile belirlenen mRNA seviyesinde meydana gelen artis

verileri ile korelasyon gostermektedir (sekil 3.39).
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Sekil3.37: Hep3B hiicrelerinde kontrol gruplarinin CAIX akig sitometri analizi (background kontrol: PE isaretlenmemis grup ve PE ile
isaretlenmis ancak sitokin uygulanmamis grup)
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Sekil 3.38: Hep3B hiicrelerinde sitokin uygulanmis gruplarin CAIX akis sitometri analizi. A) 72 saat 5000/ml TGF-p B) 72 saat
1000U/ml TGF-B
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CAIX Akig Sitometri

Kontrol 500 U/ml TGFR 1000 U/ml TGFR

Sekil 3.39: Hep3B hiicrelerinde 72 saat TGF-B uygulamasinin CAIX protein
seviyesindeki etkileri (akis sitometri sonuglar1).* istatistiksel anlamli olan degerleri
gostermektedir. (p<0,05)

3.7 TGF-p’nin Karbonik Anhidraz 9 Transkripsiyonel Aktivitesine

Etkilerinin Belirlenmesi ve Sorumlu Promotor Bolgesinin Aydinlatilmasi

Immun sistem hiicreleri arasindaki etkilesmeleri diizenleyerek aktivitelerini
yonlendiren polipeptit yapisindaki sitokinler konusunda bilgiler siirekli yenilenerek
her gegen giin farkli bir boyut kazanmaktadir. Ozellikle cok sayida hastaligin
patogenez veya tedavisinde sitokinlerin Onemli rolleri bulundugunu yapilan
calismalar gostermektedir. Ornegin TNF inhibisyonu ile kontrollii klinik
denemelerde romatoid artrit ve Crohn hastaligi tedavisinde olumlu gelismeler

saglandig1 bildirilmektedir [128,129,130].

Bolim 3.6.3’de elde edilen veriler, TGF-f’nin Hep3B hiicrelerinde CA9
mRNA seviyesinde artisa neden oldugunu gostermektedir. Akis sitometri analizi
sonuclarinda da benzer sekilde CAIX protein seviyesinde artis oldugu gézlenmistir.
Dolayisiyla Hep3B hiicrelerinde TGF- uygulamasmna bagl olarak CAIX protein

seviyesindeki artigin, transkripsiyonel seviyede hangi promotor bolgesi tarafindan ve
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hangi mekanizmayla yapildiginin aydinlatilmasi amaciyla, transfeksiyon ¢alismalar:

yapilmistir.

Buna gore transfeksiyonlar bolim 2.2.4.7°de belirtildigi sekilde yapilmstir.
Kisaca 5 farkli uzunluktaki promotor parcasi [-1251//+38, -935/+38, -466/+38, -
266/+38 ve -116/+38] kalsiyum fosfat yontemi ile Hep3B hiicrelerine transfekte
edilmis ve 24, 48 ve 72 saat siireyle 500U/ml ile 1000U/ml TGF-B uygulanmustir.
Stire sonunda hiicreler ekstrakte edilerek promotor parcalarmin transkripsiyonel
aktivitelerinin belirlenmesini saglayan lusiferaz aktiviteleri bolim 2.2.4.9’da
belirtildigi sekilde dl¢iilmiistiir. Lusiferaz aktivitesinin normalizasyonunu saglamak
icin ayn1 zamanda hiicre ekstraktlarindan p-galaktozidaz aktivitesi de belirlenmistir
(Bolim 2.2.4.10). Buna gore hazirlanan biitiin promotor parcalarinda 72 saat
1000Unite/ml ve 500Unite/ml TGF-B uygulamas: transkripsiyonel aktivitede artisa
neden olmustur. Ozellikle -466/+38 promotor pargasinda bu aktivite artis1 en yiiksek
seviyede olmustur (sekil 3.41). 24 ve 48 saat TGF-PB uygulamasi ise tiim promotor

parcalarinda anlamli bir etkiye neden olmamustir.
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Sekil 3.40: TGF-B uygulamasinin farkli uzunluklardaki insan CA9 promotor pargalar1 iizerindeki etkisinin karsilastirilmasi

* istatistiksel anlamli olan degerleri gostermektedir. (p<0,05)
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4. SONUC VE TARTISMA

Karbonik anhidraz enzimleri karbondioksitin bikarbonat ve protona
doniisiimiinii  katalizlemeleri araciligiyla metabolizmada birgok alanda Onemli

gorevlerde bulunmaktadirlar.

Transmembran karbonik anhidraz enzimlerinden olan CAIX, timor
metabolizmasi ile iliskili olarak bilinen en énemli enzimlerdendir. Ozellikle kati
tiimorlerdeki CAIX ekspresyonu, tiimdriin tanis1 ve prognozu hakkinda bilgi vermesi
nedeniyle bu enzimin biyobelirte¢ olarak kullanilmasma izin vermektedir.
Literatiirde CAIX’un tiimor/hipoksi biyobelirteci olmasi ve potansiyel timor
terapotik hedef olmasi ile ilgili cok sayida caligsma olmasina ragmen, transkripsiyonel
regiilasyonu 1ile ilgili yeterli bilgi bulunmamaktadir. Transkripsiyonel regiilasyon
genel olarak spesifik sinyaller tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorlerinin
DNA’daki tanima dizilerine (cis-acting elements) baglanmasi ve transkripsiyonel
mekanizmay1 arttirmasi ya da azaltmasi seklinde biitiinleyici bir proses olarak

diistiniilebilir [95].

Ozellikle farkli tiimor tiplerinde pH regiilasyonunda énemi ortaya konulan
karbonik anhidraz 9’un regiilasyonu halen tam olarak aydinlatilmamistir. Timor
iliskili CA9 geninin ekspresyonunun regiilasyonun aydmlatilmas: ile ilgili ilk
calismalar, 1996 yilinda Opavsky ve arkadaslar1 tarafindan yapilmistr. Bu
calismada ilk olarak C49 geni klonlanmis ve karakterize edilmistir, ayrica genin iist
bolgesindeki 3,5 kb’lik bolge analiz edilmistir. Genin transkripsiyonel regiilasyonu
ile 1lgili ilk bilgilerin edinildigi bu ¢alismada, transkripsiyonun baslangicinda gorevli

olan TATA kutusunun olmadigr ve TATA-less bir promotor oldugu gosterilmistir
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[94]. Okaryotik hiicrelerde protein kodlayan genlerin promotorlar1 genis farklilik
gostermesine ragmen, TATA kutusu iceren ya da icermeyen promotorlar olarak
smiflandirilabilirler.  TATA kutusu genellikle transkripsiyon baslangi¢ noktasinin
25-30 niikleotit yukar1 kisminda bulunur ve transkripsiyonun baslangicinda ¢ok

onemli fonksiyonlar1 vardir.

1999 yilinda Kaluz ve arkadaslar1 tarafindan CA49 promotorunun -173/+31
baz ciftlik kismi detayli olarak analiz edilmistir. Buna gore -173/4+31 bg’lik
promotor kismi 5 bolgeye ayrilmaktadir. Bunlardan 4 tanesi promotor aktivitesinde
pozitif bir etkiye sahipken, bir bolgenin ise negatif etkiye sahip oldugu gosterilmistir.
Ayrica -3/-10 bg arasinda bulunan HRE (hypoxia response element) bdlgesi ve. HRE
bolgesine baglanan HIF1 (hipoxia inducible factor) araciligi ile transkripsiyonun
kontrolii incelenmistir [114]. APl ve SPI1 transkripsiyon faktorlerinin C49 gen
ekspresyonundaki dneminin ve promotordaki baglanma bolgelerinin tespit edildigi
diger bir calismada, 6zellikle AP1’in (aktivator protein) genin ekspresyonu icin
promotora baglanmasinin esansiyel oldugu, SP1’in (spesifik protein) ise
transkripsiyonel aktiviteyi arttirdigi gosterilmistir [cxxxi]. SP1 bircok hiicresel ve
viral genlerin promotorlarina baglanan diziye spesifik DNA baglanma proteini olup
cok 1yi karakterize edilmistir. Farkli dokulardaki SP1 ekspresyonlar1 farklilik
gosterir ve SP1’in DNA’ya baglanma afinitesi biiyiime faktorleri (TGFp, ganiilosit-

makrofaj koloni stimiile edici faktdr) tarafindan degistirilebilir.

Buna ragmen CA9 geninin hipoksiya haricinde diger hiicresel diizenleyicilerle
regiile edilip edilmedigi ile ilgili olduk¢a smirli bilgi bulunmaktadir. Ozellikle CA9
promotorunun -173 baz ciftlik bolgesi hipoksiya acisindan karakterize edilmesine
ragmen, normal oksijen kosullarna ve diger hiicresel uyarilara nasil cevap verdigi
konusunda yeterli bilgi bulunmamaktadir. Ayrica C4A9 geninin promotorunun daha

genis bolgelerinin detayli analizinin eksikligi yine goze ¢arpmaktadir.

Bu ylizden bu ¢alismanin amaci, CA9 promotorunun klonlanmasi ve
promotor bdlgesinin detayli analizi ile sitokinler gibi, farkli hiicresel belirteglere
karsi cevabmin belirlenmesi ve hem mRNA hem de protein diizeyinde CAIX

ifadelerinin ~ saptanmasidir. CA9 geninin transkripsiyonel regiilasyonunun



aydmlatilmas1 amacma yonelik olarak calismamizda oncelikle CA9 promotorunun
biyoinformatik analizi yapilmistir. GenBank Accession numarast 254349 olan CA9
geninin promotor bolgedeki translasyon baslangic bodlgesi ve transkripsiyonel
baslangic bolgesi (+1) belirlendikten sonra, NCBI ve IDTDNA sitelerinden
faydalanarak promotorun -1251/+38 bdlgesine spesifik primerler dizayn edildi.
Promotor bolgenin klonlanmasi i¢in kalip olarak kullanilacak olan DNA, kandan
izole edildi. Bu amacla kullanilan maniiel yontem, hem iyi sonu¢ vermesi hem de

basit ve hizli olmas1 nedeniyle tercih edilmistir.

-1251/+38 baz ciftlik CA9 promotor bolgesi PCR ile ¢ogaltilarak, pGL2-basic
lusiferaz raportor plazmitine klonlandi. Klonlanan bdlgenin dizi analiz sonuglar1 gen
bankasinda bulunan daha onceden aydnlatilmis dizi ile karsilastirildiginda, data
bankta bulunan dizide -1176 ile -1179 bazlar1 arasinda ii¢ niikleotitlik insersiyon
oldugu goriildii. Bu nedenle tekrar klonlanma yapilarak dizi analizi yapildi. Ancak
yeni analiz sonucunda da ayni1 noktada farklilik gozlendi. Buna gore klonlanan

dizinin yeniden databanka gonderilmesine karar verilmistir.

BioEdit Alignment Programi kullanilarak insan C49 promotor dizisinin Mus
musculus CA9 promotor dizisi ile karsilastirilmast yapilmistir. Buna gore iki tiiriin
promotor dizleri arasinda transkripsiyonel basalngic noktasma yakin olan 725
niikleotitlik bdlgede homoloji gozlendi ve yaklasik %66.1 oraninda iki tiiriin

promotor dizilerinin benzerlik gosterdigi tespit edildi.

Muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri ise TRANSFAC TF
SEARCH ver. 1.3. programi kullanilarak belirlenmistir. CA49 promotorunda TATA
kutusu bulunmadigi ve APl ile SP1 transkripsiyon faktdrlerinin promotora
baglanmasinin transaktivasyon i¢in Onemli oldugu daha onceki caligmalarda
gosterilmistir [114.]. AP1, SP1, p53 transkripsiyon faktorlerinin yani sira, MyoD,
CREB, C/EBP ve C/EBP-B muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgeleri calismamizda tespit edilmistir. Myo D Kas hiicrelerinin farklilagsmasinda
anahtar Oneme sahip faktorlerden biridir. Gelisim sirasinda kas hiicrelerinin
farklilagsmasindaki roliiniin yani sira, kaslarin onarimimda da gorevlidir. Myo D’nin

en Onemli fonksiyonu p21°in transkripsiyonunu indiikleyerek hiicrelerin hiicre
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siklusundan ¢ikmalarin1 saglar [cxxxii]. C/EBP proteinleri ise ilk olarak Steve
McKnight’in laboratuarinda sigan karaciger hiicre niikleusunda isiya dayanikli bir
cekirdek trans aktivator proteini olarak tanimlanmis ve ilk olarak C/EBP geni 1988
yilinda klonlanmistir [cxxxiii,cxxxiv]. C/EBP proteinlerinin tanimlanmis temel
fonksiyonlari; hiicresel farklilagsma, bagisiklik ve enfeksiyon siirecinde g¢esitli
hastaliklara karsi verilen hiicresel cevabin olusturulmasi karaciger yenilenmesi,
hiicresel metabolizma, hiicreler arasi iletisim gibi onemli yasamsal fonksiyonlardir

[exxxv].

Calismamizda, tiimor iligkili Karbonik Anhidraz 9 geninin transkripsiyonel
regililasyonu hepatoma hiicre hatt1 olan Hep3B hiicreleri kullanilarak aydinlatilmistir.
Hep3B hiicrelerine yapilan transfeksiyon caligmalar1 sonucu genin regiilasyonundan
sorumlu bolgeler belirlenmistir. Calismamizda model organizma olarak kullanilan
Hep3B hiicreleri ilk olarak 1979 yilinda Aden ve arkadaslar1 tarafindan kiiltiire
edilmistir ve bu hiicreler karacier hiicrelerine spesifik fenotipe biiylik oranda
sahiptirler [cxxxvi]. Ornegin hepatit B yiizey antijeni ya da albiimin gibi karacigere
spesifik proteinlere sahip olmalar1 bu hiicrelerin en 6nemli karakteristiklerindendir
[cxxxvii]. Ayrica bu hiicrelerin enfeksiyona cevabi, insan karaciger hiicrelerinin in
vivo cevabina yakin olmasindan dolay1 6zellikle tercih edilmektedirler. Bilindigi gibi
primer hiicre kiiltlirii ya da in vivo g¢alismalarin giicliikklerine karsi, hiicre hatti
kullanim1 ¢ok daha avantajlidir. Primer hiicre kiiltiirlerinin elde edilmesi zordur ve
laboratuvarda uzun siireli kiiltiire edilmezler. Hayvan modelli in vivo ¢alismalarda
karsilagilan en Onemli zorluk ise etik problemlerdir.  Literatiirde Ozellikle
inflamasyon (yangi) durumlarma verilen cevabin aydinlatilmasmi amaclayan
calismalarda Hep3B hiicrelerinin yaygin olarak kullamildig1 goézlenmektedir.
Ozellikle Dr. Dipak Ramji’nin laboratuvarinda bu hiicrelerle yapilan ¢ok sayida
calisma mevcuttur. Bu amagla hem transfeksiyonun basarili sekilde ¢alistig1 hem de
CAIX ekspresyonunun gozlendigi Hep3B hiicreleri ¢calismamizda kullanilmistir [13-
140].

Insan CA9 geninin fonksiyonel karakterizasyonu kalsiyum fosfat gegici

transfeksiyon metodu kullanilarak yapilmistir. Kalsiyum fosfat prespitasyon metodu

ilk olarak 1973 yilinda Graham ve van der Eb tarafindan non-viral bir metot olarak
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karakterize edilmistir [cxli]. Giiniimiizde transfeksiyon i¢in kullanilan ¢ok sayida
yontem ve kit olmasma ragmen, bu metot 6zellikle kullanilan materyallerin ucuz
olmas1 ve kolaylikla elde edilebilmesi nedeniyle hala yaygin olarak kullanilmaktadir.
Ayrica transfeksiyon protokoliiniin kolay olmasi ve bir¢ok farkli hiicre hattinda
basarili sonucglar vermesi yontemin diger avantajlaridir. 1289 bg [-1251/+38]
uzunlugundaki CA49 promotor parcast ve diger 4 farkli uzunluktaki promotor
parcalar1 [-935/+38, -466/+38, -266/+38, -116/+38] lusiferaz geni iceren pGL2-basic
vektorll icine klonlanarak Hep3B hiicrelerine transfekte edilmistir. Transfeksiyon
sonuglarina gore, [-116/+38] promotor bolgesi bazal seviyede transkripsiyon icin
yeterli olmustur. Bu bolgede gozlenen aktivite [-935/+38] promotor bolgesinin
transfeksiyonu sonucu elde edilen aktivite ile yaklagik ayni seviyededir. -466/4+38
promotor bolgesinin transkripsiyonel aktivitesi ise oldukca diisiiktiir. Bu bdlgede
muhtemel silensir elementlerin varligi, daha 6nce Kaluz ve arkadaslari tarafindan
tartistlmistir [114]. MaTu hiicrelerinde, CA9 promotorunun yaklasik 3500 bg’lik
yukar1 bolgesinin analiz edildigi ¢alismada, (-173/+31) bolgesinin minimum
transkripsiyonel aktivite i¢in yeterli oldugu ve en yiiksek aktivitenin gozlendigi bolge
ise -1706/4+31 olarak bulunmustur. (-466/+31) bdlgesindeki aktivitenin ¢ok diisiik
olmast muhtemel silencer dizinin varligina isaret etmektedir. Sekil 4.1°de de
goriildigi gibi insan CA9 promotorunun [-1251/+38] ile [-466/+38] bolgeleri
arasinda dereceli bir aktivite kayb1 vardir. En diisiik aktivite ise -466/+38 promotor
bolgesinde goriilmektedir. -266/+38 bolgesinde transkripsiyonel aktivite yeniden
yiikseliyor olmasi, -266 ve -466 muhtemel silencer bdlgenin ya da negatif kontrolii

saglayan bolgenin delesyona ugramasidir.
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Sekil4.1: Farkli uzunluklardaki insan CA9 promotor parcalarmin aktivitelerinin
Hep3B hiicrelerinde karsilastirilmasi.

Calismamizda farkli sitokinlerin insan hepatoma hiicre hatti olan Hep3B
hiicrelerinde CAIX mRNA seviyesindeki etkileri belirlenmistir. Hem kemoterapiye
hem de radyoterapiye dayanikli bobrek kanserli ve CAIX ekspresyonunun yiiksek
oldugu bireylerde IL-2 sitokin terapisine olumlu cevap alinmis olmasi sitokinler ile
ilgili calismalarinda artmasma sebep olmustur [cxlii]. Farkli sitokinler kullanarak
Blok ve ark. tarafindan yapilan ¢aligmada, bobrek kanseri hiicre hatlarinda IL-1-3 ve
IL-4tin CAIX ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [cxliii].  Calismamizda
Transforme edici biiyiime faktorii B (TGF-B) ve Interlokin-6 (IL-6)’in farkl
konsantrasyon ve zaman araliklarnda Hep3B hiicrelerinde CA49 mRNA
seviyesindeki etkileri RT-PCR teknigi kullanilarak belirlenmistir.
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Cizelge 4.1.: Sitokinlerin farkli zaman araliklarinda CAIX mRNA seviyesine etkileri

Sitokin 24 saat 48 saat 72 saat
500 U/ml TGF-p -« «— T
%k
1000 U/ml TGF-B ! «—> 1
500 U/ml IL-6 l l «—>
1000 U/ml IL-6 ! | «—
l Azalma T Artis <«— Degisim yok

Hep3B hiicre hatt1 kullanilarak 24, 48 ve 72 saat siiresince 500 U/ml ve 1000
U/ml TGF-B uygulamasi, 24 ve 48 saatte CA9 mRNA seviyesinde etkili bir
degisiklige sebep olmazken, 72 saatte 1000U/ml TGF-B uygulamasmin CA9 mRNA
seviyesinde istatistiksel olarak anlamli artisa sebep oldugu bulunmustur. TGF-$
uygulamasinin mRNA seviyesindeki artisin yani sira protein seviyesinde de artisa
sebep olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla akis sitometri analizi yapilmistir. Akis
sitometri siispansiyon haldeki hiicrelerin lazer 15181 ile aydinlatilmakta olan bir
bolmeden gegirilmesi ve hiicrelerin 151g1n Onilinden gegerken verdikleri sinyallerin
toplanarak analiz edilmesi esasina dayanir. Bu analiz ile basta DNA icerigi olmak
iizere, hiicrenin ¢ekirdek, membran ve sitoplazmasina ait bir¢ok fiziksel ve biyolojik
ozellik saptanabilmektedir. Onceleri hematoloji laboratuarlarinda yaygin olarak
kullanilan akig sitometri, hematoloji, immunoloji, onkoloji basta olmak iizere,
mikrobiyoloji, organ nakil birimleri, arastirma laboratuarlari, patoloji, histoloji,
biyokimya gibi klinik laboratuarlarda hem tani koydurucu hem de arastirma yontemi

olarak yerini almistir [cxliv].
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Hiicrelerde dogal olarak giiclii floresan veren molekiiller bulunmamaktadir.
Bu nedenle hiicresel proteinlerin monoklonal floresan 6zellikteki antikorlar
kullanilarak belirlenmesi akis sitometri ile miimkiindiir. ~Akis sitometri hiicre
yiizeyinde veya icindeki spesifik kimyasallarin varligina cok duyarhdir. Boylece
hiicreler etkili floresan yayan kimyasal boyalarla etiketlenerek analizleri
yapilmaktadir. CAIX membran proteini olmasi nedeniyle akis sitometrisinde protein
diizeyindeki varhig1 kolaylikla tespit edilebilmektedir. Akis sitometri analizi
sonucunda Hep3B hiicrelerinde 72 saatte 1000U/ml TGF-B uygulamasi CAIX
protein seviyesinde artisa sebep olurken, 500U/ml TGF B uygulamasi sonucunda

protein seviyesinde gozlenen artisin istatistiksel olarak anlamli oldugu bulunmustur.

Hep3B hiicrelerinde 1L-6 uygulamasmin ise CAIX mRNA seviyesinde 24 ve
48 saatte azalmaya sebep oldugu belirlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak
anlamli bulunmamustir..  Sitokinlerin hiicrelerin immun cevabin olusmasindaki
etkileri ve Ozellikle interlokinlerin hiicre biiyiimesi {lizerindeki etkileri dikkate
alimdiginda, CAIX ifadesinde azalmaya neden olan sitokinler kanserin sitokinlerle

kombine terapileri i¢in ¢cok dnem tagimaktadirlar.

mRNA ve protein seviyesinde istatistiksel olarak anlamli etki gosteren ve
hiicre proliferasyonu, farklilagsmasi, motilitesi, adezyonu ve Olimii gibi bir¢ok
hiicresel siiregte 6nemli rolii olan, gelisimi ¢ok yonli kontrol eden biiyiime
faktorlerinden olan TGF-B sitokininin transkripsiyonel regiilasyondaki etkisi

arastirilmstir.

TGF-f’nin hazirlanan 5 farklh uzunluktaki CA9 promotor pargalarinin
transkripsiyonel aktivitesi {izerindeki etkilerinin arastirildigi transfeksiyon
calismalarinda, tiim bdlgelerde 500U/ml ve 1000U/ml TGF-B uygulamasmin
transkripsiyonel aktiviteyi artirdig1 gézlenmistir. Ozellikle [-466/+31] bdlgesindeki
aktivasyon sitokin uygulanmamis transfeksiyon yapilmis kontrol grubu ile
karsilastirildiginda yaklasik 9 kat olarak bulunmustur. [-466/+31] promotor
bdlgesinin muhtemel baskilayict dizi igerdigi daha 6nceki transfeksiyon ¢alismalari

ile belirlenmistir. Benzer olarak Kaluz ve arkadaslarinin calismalarinda da bu
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bolgedeki transkripsiyonel aktivite en diisiik seviyede bulunmustur [114]. Hiicre
timor biyolojisinde 6dnemli bir fonksiyonu olan TGF-J sitokinin birgok tiimor tipinde
seviyesinin artig gosterdigi bilinmektedir. TGFp, timor olusumu siirecinde ¢ift etkili
rol oynar ve malignitede multifonksiyonel rolleri vardwr. Timér olusumunun ilk
safhalarinda bir tiimor siipresor gibi davranirken; ileri sathalarinda tiimor aktivatorii
gibi davranir [cxlv]. Kolerektal kanserde yapilan ¢alismalarda, primer tiimorde
yiiksek seviyede TGF-P ekspresyonu ileri sathalarla iligkilidir. TGF-f 1yi diferensiye
olmus primer kolon karsinomalarda biiylimeyi inhibe edici bir etki gosterirken zayif
diferensiye olmus hiicrelerin invazyonunu ve proliferasyonunu tesvik eder [cxlvi].
TGF-B bazi epitel ve kanser hiicrelerinin biiylimesinin inhibisyonuna neden olurken,
baz1 kanser tiirlerinde ise TGF-f reseptorleri ya da SMAD proteinleri tamamen
inaktive olmustur. Tam tersine, TGF-f bazi durumlarda ise kanser hiicrelerinin
metastaz ve invazyon Ozelliklerinin artmasma da neden olmaktadir. 2004 yilinda
Selvemurugan ve arkadaslar1 tarafindan yapilan ¢aligmada, fare hiicre hatlarinda
TGF-f uygulamasmin bir ¢esit matriks metaloproteinaz olan kollojenaz 3’iin
ekspresyonunu stimiile ettigi bulunmustur. Bu ¢alismada TGF-f’nin etkisini
gostermesinde, SMAD yolaginin yani sira ERK1/2 ve p38MAPK yolaklarinin etkili
oldugu, kullanilan inhibitorlerle gosterilmistir [cxlvii]. Benzer sekilde, meme
kanserlerinin kemige metastaz yapmasinin arastirildigi caligsmada, kemik hiicrelerinin
yetistirildigi medyum meme kanseri hiicrelerine uygulanmistir. Sonug olarak, kemik
hiicrelerinden kaynaklanan ve medyumda bulunan TGF-B nedeniyle, memeli
hiicrelerinde bulunan major adezyon molekiillerinden Bl ve B3 integrinlerinin
ekspresyon seviyelerinin arttig1 ve buna bagli olarak meme hiicrelerinin go¢ etme
ozelliklerinin de arttig1 gosterilmistir. B1 ve B3 siRNA kullanilmasi hiicrelerin gog
etme Ozelliklerinin azalmasina neden olmustur. Bu ¢alismada ayrica kemik hiicreleri
kaynakli TGF-f’nin SMAD yolagindan bagimsiz olarak Akt ve ERK yolaklarini
kullanarak etkisini gosterdigi inhibitorler kullanilarak gosterilmistir [cxlviii]. Meme
kanserlerinde kemik metastazlari en sik goriilen komplikasyonlardan oldugu i¢in bu
konuda oldukea fazla ¢alisma bulunmaktadir. Ozellikle hipoksik kosullarin metastaz
ile iligkisi lizerinde yapilan bir calismada, hipoksiya ile indiiklenen genlerden olan
VEGF ve CXCR4’iin transkripsiyonlarmimn TGF-fB yolagi araciligiyla indiiklendigi,

SMAD7 ve SnoN represor proteinlerinin ise indiiksiyonunun bloke edildigi
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gosterilmistir. BoOylece TGF-B ve hipoksiyanin birlikte etkisi ile, meme kanseri

hiicrelerinin metastazlarinin etkili sekilde onlenebilecegi ileri siiriilmiistiir [cxlix].

TGF-B genellikle etkisini SMAD yolag: lizerinden gostermesine ragmen,
calismamizda CA9 promotor bolgesinin muhtemel transkripsiyon faktdrlerinin
belirlendigi asamada herhangi bir spesifik SMAD baglanma boélgesi
bulunmadigindan, buradaki aktivasyonunun indirekt olarak gerceklestigi ve
kompleks oldugu diistiniilmektedir [cl, cli]. = MAPkinaz yolag1 kullanilarak
gergeklesebilecek bir diizenlemenin yani sira, McMahon ve grubunun yaptigi
calismada, normal oksijen kosullarinda, TGF-f’nin HIF-1 stabilizasyonunu sagladigi
gosterilmistir [clii]. Buna gére C49 promotorunda da HRE bélgesi bulundugundan
transkripsiyonel aktivitedeki artisin HIF-1 stabilizasyonu araciligiyla gerceklesmesi
muhtemeldir. Sonug olarak TGF-B stimulasyonu, Hep3B hiicrelerinde 72 saatte hem
CA9 mRNA seviyesinde hem de CAIX protein seviyesinde istatistiksel olarak
anlamli bir artisa sebep olurken, farkli uzunluklardaki C49 promotor parcalarmin

transkripsiyonel aktivitesinde de artisa sebep olmaktadir [cliii].

Sonug olarak, bu c¢alisma literatiirde sinirli bilgi bulunan insan karbonik
anhidraz 9 geninin transkripsiyonel regiilasyonu konusunda daha genis bilgi sahibi
olmamizi saglamistir.  Sitokinlerin hiicrelerde bircok fizyolojik olayda Onemli
etkileri dikkate alindiginda, tiimor iligkili karbonik anhidraz 9 ile sitokinlerin
etkilesimlerinin belirlendigi bu calisma sonucu elde edilen bilgiler CA9 geninin

regiilasyonu konusunda gelecekte yapilacak ¢aligmalara 151k tutacaktir.



5. EKLER

Aatll, Acll, Acyl, AflIl, AfllII, Agel, Alol, AIwNI, Ascl, Asull, Avrll, Bael,
BamHI, Bcegl, BeiVI, Bell, Bgll, Bglll, Bpll, BsaBI, BsePI, Bsgl, Bsp1407I, BspHI,
BspLU11I, BsrBI, BstEII, BstXI, Btrl, Cfr10I, Clal, Drdl, Eam11051, Ecil, Eco47III,
Eco571, EcoNI, EcoRV, Esp3l, Fall, Faul, Fsel, FspAl, Hgal, HindII, HindIII, Hpal,
Hpy991, Kpnl, Mfel, Mlul, Nael, Narl, Ndel, Nhel, Notl, Nrul, Olil, PI-Pspl, PI-
Scel, Pacl, PfIMI, PmaClI, Pmel, Ppil, PpuMI, PshAl, Psil, Psrl, Pvul, Rsrll, Sacll,
Sall, SanDI, Sapl, SexAl, SfaNI, Sfil, Sgfl, SgrAl, SnaBI, Spel, Sphl, Sse83871,
Stul, Swal, Tagll, Taul, Tfil, TspGWI, Vspl, Xbal, Xhol, Xholl, Xmnl

Sekil A.1 Insan C49 promotorunu kesmeyen enzimler
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CA9 -1251

7254349 2256

CA9 -1191

7254349 2316

CA9 -1131

7254349 2376

CA9 -1071

7254349 2436

CA9 -1011

7254349 2496

CA9 -951

7254349 2556

CA9 -891

7254349 2616

CA9 -831

7254349 2676

CA9 =771

7254349 2736

CA9 =711

7254349 2796

CA9 -651

7254349 2856

CA9 -591

7254349 2916

GCAGAATTCATCTCTCTTCCCTCAATATGATGATATTGACAGGGTTTGCCCTCACTCACT

PErrrrrrrerrrrrrrrrrrrrrrrr et rr e ettt e e
GCAGAATTCATCTCTCTTCCCTCAATATGATGATATTGACAGGGTTTGCCCTCACTCACT

AGATTGTGAG---CTGCTCAGGGCAGGTAGCGTTTTTTGTTTTTGTTTTTGTTTTTCTTT

FEETTETTT FEEErrrrrrrrrr e et e e e e et et e e ety
AGATTGTGAGEEECTGCTCAGGGCAGGTAGCGTTTTTTGTTTTTGTTTTTGT TTTTCTTT

TTTGAGACAGGGTCTTGCTCTGTCACCCAGGCCAGAGTGCAATGGTACAGTCTCAGCTCA

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrerr ettt e et
TTTGAGACAGGGTCTTGCTCTGTCACCCAGGCCAGAGTGCAATGGTACAGTCTCAGCTCA

CTGCAGCCTCAACCGCCTCGGCTCAAACCATCATCCCATTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGG

Frrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrrererr et rrerr e
CTGCAGCCTCAACCGCCTCGGCTCAAACCATCATCCCATTTCAGCCTCCTGAGTAGCTGG

GACTACAGGCACATGCCATTACACCTGGCTAATTTTTTTGTATTTCTAGTAGAGACAGGG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GACTACAGGCACATGCCATTACACCTGGCTAATTTTTTTGTATTTCTAGTAGAGACAGGG

TTTGGCCATGTTGCCCGGGCTGGTCTCGAACTCCTGGACTCAAGCAATCCACCCACCTCA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
TTTGGCCATGTTGCCCGGGCTGGTCTCGAACTCCTGGACTCAAGCAATCCACCCACCTCA

GCCTCCCAAAATGAGGGACCGTGTCTTATTCATTTCCATGTCCCTAGTCCATAGCCCAGT

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rr e ettt e e e
GCCTCCCAAAATGAGGGACCGTGTCTTATTCATTTCCATGTCCCTAGTCCATAGCCCAGT

GCTGGACCTATGGTAGTACTAAATAAATATTTGTTGAATGCAATAGTAAATAGCATTTCA

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GCTGGACCTATGGTAGTACTAAATAAATATTTGTTGAATGCAATAGTAAATAGCATTTCA

GGGAGCAAGAACTAGATTAACAAAGGTGGTAAAAGGTTTGGAGAAAAAAATAATAGTTTA

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GGGAGCAAGAACTAGATTAACAAAGGTGGTAAAAGGTTTGGAGAAAAAAATAATAGTTTA

ATTTGGCTAGAGTATGAGGGAGAGTAGTAGGAGACAAGATGGAAAGGTCTCTTGGGCAAG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
ATTTGGCTAGAGTATGAGGGAGAGTAGTAGGAGACAAGATGGAAAGGTCTCTTGGGCAAG

GTTTTGAAGGAAGTTGGAAGTCAGAAGTACACAATGTGCATATCGTGGCAGGCAGTGGGG

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e e e e et e e e
GTTTTGAAGGAAGTTGGAAGTCAGAAGTACACAATGTGCATATCGTGGCAGGCAGTGGGG

AGCCAATGAAGGCTTTTGAGCAGGAGAGTAATGTGTTGAAAAATAAATATAGGTTAAACC

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e rr e ettt e e e
AGCCAATGAAGGCTTTTGAGCAGGAGAGTAATGTGTTGAAAAATAAATATAGGTTAAACC

-1192

2315

-1132

2375

-1072

2435

-1012

2495

-952

2555

-892

2615

-832

2675

=772

2735

=712

2795

-652

2855

-592

2915

-532

2975

xii



CA9 -531

7254349 2976

CA9 -471

7254349 3036

CA9 -411

7254349 3096

CA9 -351

7254349 3156

CA9 -291

7254349 3216

CA9 -231

7254349 3276

CA9 -171

7254349 3336

CA9 -111

7254349 3396

CA9 -51

7254349 3456

CA9 9

7254349 3516

TATCAGAGCCCCTCTGACACATACACTTGCTTTTCATTCAAGCTCAAGTTTGTCTCCCAC

PErrrrrrrrrrrrerrrrrrrrerrr e er e et e e e e
TATCAGAGCCCCTCTGACACATACACTTGCTTTTCATTCAAGCTCAAGTTTGTCTCCCAC

ATACCCATTACTTAACTCACCCTCGGGCTCCCCTAGCAGCCTGCCCTACCTCTTTACCTG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et et err e e
ATACCCATTACTTAACTCACCCTCGGGCTCCCCTAGCAGCCTGCCCTACCTCTTTACCTG

CTTCCTGGTGGAGTCAGGGATGTATACATGAGCTGCTTTCCCTCTCAGCCAGAGGACATG

Frrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrr ettt rr et r e
CTTCCTGGTGGAGTCAGGGATGTATACATGAGCTGCTTTCCCTCTCAGCCAGAGGACATG

GGGGGCCCCAGCTCCCCTGCCTTTCCCCTTCTGTGCCTGGAGCTGGGAAGCAGGCCAGGG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrrrerrerrrr et e e e
GGGGGCCCCAGCTCCCCTGCCTTTCCCCTTCTGTGCCTGGAGCTGGGAAGCAGGCCAGGG

TTAGCTGAGGCTGGCTGGCAAGCAGCTGGGTGGTGCCAGGGAGAGCCTGCATAGTGCCAG

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et et e e e
TTAGCTGAGGCTGGCTGGCAAGCAGCTGGGTGGTGCCAGGGAGAGCCTGCATAGTGCCAG

GTGGTGCCTTGGGTTCCAAGCTAGTCCATGGCCCCGATAACCTTCTGCCTGTGCACACAC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
GTGGTGCCTTGGGTTCCAAGCTAGTCCATGGCCCCGATAACCTTCTGCCTGTGCACACAC

CTGCCCCTCACTCCACCCCCATCCTAGCTTTGGTATGGGGGAGAGGGCACAGGGCCAGAC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
CTGCCCCTCACTCCACCCCCATCCTAGCTTTGGTATGGGGGAGAGGGCACAGGGCCAGAC

AAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCTGCTCC

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
AAACCTGTGAGACTTTGGCTCCATCTCTGCAAAAGGGCGCTCTGTGAGTCAGCCTGCTCC

CCTCCAGGCTTGCTCCTCCCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCCGTACA

Frrrrrrrrrrrrrrrerrrrrrrrrrererr et e et e e rrrnd
CCTCCAGGCTTGCTCCTCCCCCACCCAGCTCTCGTTTCCAATGCACGTACAGCCCGTACA

CACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 38
LRt rr e

CACCGTGTGCTGGGACACCCCACAGTCAG 3544

=472

3035

-412

3095

-352

3155

-292

3215

-232

3275

-172

3335

-112

3395

-52

3455

3515

Sekil A.2 II. kez klonlanan insan C49 promotor dizisinin dizi analiz sonuglar1 ile

databankta bulunan insan CA49 klonunun karsilastirilmasi
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1 GCAGAATTCA TCTCTCTTCC CTCAATATGA TGATATTGAC AGGGTTTACC

251 GACTACAGGC ACATGCCATT ACACCTGGCT AATTTTTTTG TATTTCTAGT
P
P

entry
M00230

M00029

M00028

M00101

M00142

M0OO0075
M00076
M00253
M00021
M00253
M00230
M00229

entry

M00253
M00199

entry

M00148

M00148

M00148

M00028

M00029
M00160

M00148

M00022

M00094

M00094

M00172

M00009
M00120

M00160

M00160
M00093

entry

M00253
M00183
M00253
M00172
M00253
M00253
M00175
M00253

entry

M00253
M00075
M00183
M00048
M00253
M00087
M00076

M00072

M00253
M00230

entry
M00028

M00029

M00101

M00184
M00073
M00099
M00060

M00087

M00100

M00217

M00137

entry

M00048

score
Skn-1 99.2
HSF 95.4
HSF 94.3
CdxA 92.1
NIT2 88.8
GATA-1 87.8
GATA-2 87.7
cap 87.7
Kr 87.0
cap 86.5
Skn-1 85.2
Skn-1 85.2

score
cap 91.2

ApP-1 85.0

score
SRY 100.0
SRY 100.0
SRY 100.0
HSF 100.0
HSF 96.0
SRY 90.3
SRY 90.0
Hb 87.5
BR-C Z 86.8
BR-C Z 86.8
AP-1 86.7
Ttk 69 86.7
d1l 86.0
SRY 85.9
SRY 85.9
BR-C Z 85.1

score
cap 91.4
c-Myb 90.7
cap 89.9
AP-1 86.7
cap 86.3
cap 86.3
AP-4 85.4
cap 85.4

score
cap 96.2
GATA-1 92.2
c-Myb 90.7
ADR1 87.7
cap 87.2
Ik-2 86.0
GATA-2 85.8
CP2 85.4
cap 85.4
Skn-1 85.2

score
HSF 100.0
HSF 96.0
CdxA 94.3
MyoD 92.6
deltaE 86.8
S8 86.5
Sn 86.4
Ik-2 86.0
CdxA 85.9
USF 85.7
Oct-1 85.5

score

ADR1 89.2

X1V



501 AAGAACTAGA TTAACAAAGG TGGTAAAAGG TTTGGAGAAA AAAATAATAG
————>

551 TTTAATTTGG CTAGAGTATG AGGGAGAGTA GTAGGAGACA AGATGGAAAG
————>

————>

-——>

651 TGCATATCGT GGCAGGCAGT GGGGAGCCAA TGAGGCTTTT GAGCAGGAGA

<————

M00033
M00029

entry

M00253
M00073
M00271
M00253
M00226

entry

M00253
M00029
M00009
M00028

entry
M00130

MO0131
M00266

M00101

M00100

M00131

M00101

M00101

M00130
M00159

M00267

M00266

entry

M00029
M00028

M00101

M00029
M00022
M00130

M00028

M00022

M00101

M00048
M00019
M00148
M00019
M00101

M00131

M00099

entry

M00253
M00029
M00019
M00028

M00072

M00099
M00147

entry
M00028

M00029
M00253
M00183
M00046

M00192

M00110
M00147

entry

M00083
M00048
M00185
M00254
M00019

M00101

M00142

p300  88.1

HSF 87.4

score
cap 96.2
deltaE 89.7
AML-1la 88.7
cap 88.2
P 86.9

score
cap 90.5
HSF 86.9
Ttk 69 86.7
HSF 85.9

score
HFH-2 92.4
HNF-3b 90.8
Croc 90.0
CdxA 90.0
CdxA 89.7
HNF-3b 87.9
CdxA 87.1
CdxA 87.1
HFH-2 85.5
C/EBP 85.4
XFD-1 85.0
Croc 85.0

score
HSF 100.0
HSF 100.0
CdxA 98.6
HSF 96.0
Hb 90.2
HFH-2 90.1
HSF 88.5
Hb 88.4
CdxA 87.9
ADR1 87.7
Dfd 86.8
SRY 86.4
Dfd 86.2
CdxA 85.7
HNF-3b 85.5
S8 85.3

score
cap 91.2
HSF 86.9
Dfd 86.2
HSF 85.9
CP2 85.4
S8 85.3
HSF2 85.3

score
HSF 95.3
HSF 93.7
cap 87.8
c-Myb 86.6
GCR1 86.4
GR 86.4
E1f-1 86.0
HSF2 85.3

score
MZF1 100.0
ADR1 93.8
NEF-Y 89.6
CCAAT 89.2
Dfd 89.2
CdxA 87.9
NIT2 87.5

XV



<——=

851 CTGCTTCCTG GTGGAGTCAG GGATGTATAC ATGAGCTGCT TTCCCTCTCA

<———=

M00253
M00192
M00076
M00075

entry

M00266
M00076
M00048
M00075

M00101

M00100
M00019
M00131

M00012

M00101

M00268

M00199
M00101
M00109
M00253
M00154

M00101

M00101

M00130

M00267

M00077

M00142

entry

M00019

M00240

M00045

M00260

M00109
M00141
M00228

M00101

M00199
M00253
M00240

entry

M00253
M00019
M00045

M00260

M00109
M00048

M00228

M00101

M00040

M00154

M00040

M00253
M00240

M00137

M00226

entry
M00048

M00031

M00032

M00253
M00029

M00087

M00028

M00137

M00175
M00174

entry

M00048

M00048

M00028

cap 87.0
GR 86.4
GATA-2 86.2
GATA-1 86.1

score
Croc 95.0
GATA-2 90.9
ADR1 90.8
GATA-1 90.6
CdxA 90.0
CdxA 89.7
Dfd 89.2
HNF-3b 89.0
CF2-II 88.3
CdxA 87.9
XFD-2 87.5
AP-1 87.4
CdxA 87.1
C/EBPb 86.8
cap 86.5
STRE 85.8
CdxA 85.7
CdxA 85.7
HFH-2 85.5
XFD-1 85.0
GATA-3 85.0
NIT2 85.0

score
Dfd 92.5
Nkx-2. 90.7
E4BP4  89.7
HLF 89.7
C/EBPb 89.3
Lyf-1 88.3
VBP 88.1
CdxA 87.9
AP-1 87.4
cap 86.8
Nkx-2. 86.0

score
cap 93.0
Dfd 92.5
E4BP4  89.7
HLF 89.7
C/EBPb 89.3
ADR1 89.2
VBP 88.1
CdxA 87.9
CRE-BP 87.9
STRE 86.8
CRE-BP 86.7
cap 86.2
Nkx-2. 86.0
Oct-1 85.8
P 85.6

score
ADR1 93.8
MATalp 91.1
c-Ets- 89.2
cap 87.4
HSF 86.9
Ik-2 86.0
HSF 85.9
Oct-1 85.8
AP-4 85.4
AP-1 85.2

score

ADR1 98.5
ADR1 95.4
HSF 95.3

Xvi



1001

1051

1101

1151

1201

————>

TGGAGCTGGG AAGCAGGCCA GGGTTAGCTG AGGCTGGCTG GCAAGCAGCT

GGGTGGTGCC AGGGAGAGCC TGCATAGTGC CAGGTGGTPV TIIGCCTTGG

P -

M00029
M00048
M00048

M00048

M00048

M00154

M00154
M00253
M00083
M00029

M00028

M00083

entry

M00175
M00175

M00048

M00176
M00176
M00253
M00184

entry

M00184
M00175
M00175
M00176
M00176
M00184

entry

M00028

M00048

M00029

M00002

M00184
M00029
M00076

M00084

M00073
M00075
M00217

entry
M00048

M00048

M00048

M00048
M00002

M00184

M00154

M00048

M00253
M00076
M00083
M00084

M00048

M00033
M00075
M00073
M00217

entry
M00048

M00077

M00050

M00075
M00085

entry
M00048

M00199

M00174

M00173
M00083

HSF 93.7
ADR1 92.3
ADR1 89.2
ADR1 89.2
ADR1 89.2
STRE 88.7
STRE 87.7
cap 87.4
MZF1 87.0
HSF 86.9
HSF 85.9
MZF1 85.2

score
AP-4 93.8
AP-4 89.6
ADR1 89.2
AP-4 89.2
AP-4 89.2
cap 88.0
MyoD 86.2

score
MyoD 95.7
AP-4 93.8
AP-4 89.6
AP-4 89.2
AP-4 89.2
MyoD 86.2

score
HSF 95.3
ADR1 93.8
HSF 93.7
E47 93.3
MyoD 92.6
HSF 90.9
GATA-2 88.1
MZF1 87.9
deltaE 86.1
GATA-1 85.7
USF 85.5

score
ADR1 98.5
ADR1 98.5
ADR1 93.8
ADR1 93.8
E47 93.3
MyoD 92.6
STRE 92.5
ADR1 90.8
cap 90.6
GATA-2 89.7
MZF1 89.6
MZF1 87.9
ADR1 87.7
p300 87.1
GATA-1 86.9
deltaE 86.1
USF 85.5

score
ADR1 89.2
GATA-3 87.2
E2F 86.2
GATA-1 85.7
ZID 85.5

score
ADR1 98.5
AP-1 97.9
AP-1 95.7
AP-1 93.8
MZF1 93.0

xXvii



M00253
M00048

M00172

M00188

M00037

M00199
M00048
M00083
M00048

M00204

M00046
M00048
M00084

entry

M00029

M00028

M00221

entry
M00048

M00253

M00271

M00221

cap 92.5
ADR1 92.3
AP-1 92.0
AP-1 91.3
NF-E2 90.1
AP-1 89.6
ADR1 89.2
MZF1 87.8
ADR1 87.7
GCN4 86.7
GCR1 86.4
ADR1 86.2
MZF1 85.5

score
HSF 86.9
HSF 85.9

SREBP- 85.9

score
ADR1 100.0
cap 93.7

AML-1la 87.4
SREBP- 85.9

Sekil A.3 Insan CA9 promotorunun transkripsiyon faktorii baglanma motiflerinin

TRANSFAC 1.3 kullanilarak belirlenmesi
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