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Ozet

Karbonik anhidraz IX, karbonik anhidraz ailesinin bir iiyesidir. Hipoksik kosullara cevapta hiicre proliferasyonunun regiilasyonu, timor
gelisimi ve onkogenezde 6nemli bir rol oynamaktadir. Bu ¢aligmada, Karbonik Anhidraz IX’un protein diizeyindeki ifadesinin seviyesi, HT-
29 kolon karsinoma hiicre serisinde akim sitometrisi ile belirlenmistir. Akim sitometrisisi, hiicre yiizeyindeki antijenlerin tespitinde 6nemli bir
tekniktir. Bu kapsamda, HT-29 hiicrelerinde CAIX protein ifade diizeyinde 24,48,72 saat inkiibasyon siirelerinde zamana bagli olarak bir diisiis
gozlenmistir. Adherent hiicrelerde CAIX un protein diizeyindeki ifadesini akim sitometrik olarak ¢alismak igin hiicre kaziyici kullanilarak hiicre
stispansiyonu hazirlanmasi uygun bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: Karbonik Anhidraz IX, Akim Sitometri, HT-29, Kolon kanseri

Abstract

Carbonic anhydrase IX is a member of carbonic anhydrase family. It is important role in response to hypoxic conditions, regulation of cell
proliferation, tumor development and oncogenesis. In this study, the protein expression level of Carbonic anhydrase IX in HT-29 colon carcinoma
cell line was determined by flow cytometry. Flow cytometry is a significant technique in determined cell surface antigens. In this context, the time-
dependent decrease th level of the CAIX protein expression in HT-29 cells was observed at 24, 48,72 hours of incubations. It was concluded that

cell suspansions should be prepared by using cell scrabing method in order to study the protein level of CAIX by flow cytometry analysis.
Key words: Carbonic anhydrase IX, Flow Cytometry, HT-29, colon cancer

GIRIiS

Karbonik anhidrazlar (CAs, EC 4.2.1.1) yiiksek yapili
omurgalilar, bitkiler, algler, bakteriler ve arkealar: da igeren
bir dizi organizmada bulunan, ¢inko igeren metalloenzimlerdir.
Bu proteinler, genel olarak CO,’in geri doniisiimli olarak
hidratasyonunu katalizleyen enzimlerdir. a-CA ailesine
dahil, 15 farkli CA izoformu vardir. Bu enzimler, kinetikleri,
dokulardaki dagilimlari, ifade seviyelerindeki farkliliklar, hiicre
icindeki lokalizasyonlar1 gibi 6zellikler bakimindan gesitlilik
gostermektedirler. Karbonik anhidrazlar, pH dengesi, iyon
transportu, respirasyon, glukoneogenezis, renal asidifikasyon,
serebrospinal s1vi olusumu, kemik rezorbsiyonu gibi biyolojik
olaylarda gorev alirlar [1,2]. Bu proteinlerin inhibisyonu ile
cesitli hastaliklarin olusmasi ve devam etmesi engellenmis olur.
[3.4].

Karbonik anhidraz IX (CAIX), membrana bagli bir
glikoproteindir. CAIX, ilk zamanlar tiimorle-iligkili membran
antijeni MN olarak tanimlanmistir ve serviks karsinoma hiicre
serisi HeLa’ da belirlenmistir [5]. Daha sonra insan CA9 geni
klonlanarak dizi analizi yapilip [6], genomik yapist karakterize
edilmistir [7]. CA9 geni 11 ekzon ve 10 intron icermektedir
ve kromozom 17 fizerinde lokalizedir (17q21.2) [7,8]. CA9
cDNA’s1 459 amino asit (aa) bitylikligiinde protein kodlar [7].

CAIX, hipoksik tiimorlerde anormal bir ekspresyon
profili gosterir. CAIX ifadesinin artisi, 6zofagus, akciger,

bobrek, kolon ve rektum, gogiis, serviks, bas ve boyun ve
mesane gibi ¢esitli organlardan tlireyen karsinomalarda
hipoksik kosullar altinda gerceklesir [9]. Ozellikle renal hiicre
karsinomlarinda CAIX ifadesi artmaktadir [10,11]. CAIX
protein ifadesi seffaf hiicreli renal karsinomlarda diagnostik
bir belirteg olarak kullanilmaktadir [12,13]. Kolerektal
timorlerde de artan CAIX ifadesine bagl olarak hastaligin
diagnozunda kullanilabilecek belirteglerden birisidir [10,14].
Oligodendroglial beyin tiimorlerinin biiylik ¢ogunlugunda,
CAIX ifadesi gozlenmektedir ve bu ifade seviyesi yasamda
kalim ile korelasyon gostermektedir. [15]. Kiiglik olmayan
hiicreli akciger kanserinde CAIX pozitifligi ve kanserin tekrar
ortaya cikisi arasindaki korelasyon, akciger tomor biyolojisi
acgisindan onem tagimaktadir [16]. Tiimor CAIX ifade seviyesi
uterin serviks kanserinde lenf nodu metastazi ile dogru orantili
bir sekilde seyretmektedir [17]. Bas ve boyun karsinomasinda,
prostat tiimorlerinde, ovaryum tiimorlerde CAIX ifadesi
artis gostermektedir [10]. Melanoma ve meninjiomalarda
hipoksik ve nekrotik bolgelerde CAIX ifadesi artar [10,18,19].
Glioblastoma hiicre serilerinde de CAIX ifade edilmektedir.
Non-Hodgkin lenfomada CAIX ifadesi, renal hiicre karsinoma,
koleraktal karsinoma, kii¢iik olmayan hiicreli karsinoma gibi
solid tiimorlerle karsilastirildiginda ¢ok diisiik seviyededir
[14,20-23].

Kolerektal kanser, hem kadinlarda hem de erkeklerde en
yaygin goriilen kanserler arasinda ii¢iincii sirada yer almaktadir.
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Bu oran biitiin kanser 6liimlerinin % 9’unu olusturmaktadir [24].
2007 yilinda 3 farkli kolorektal karsinoma tiiriinde yapilan bir
calismada CAII ve CAXII mRNA’lariin seviyesinin diistigi,
CAIX mRNA’sinin ise seviyesinin arttigi gosterilmistir.
Bu c¢alisma sonuglarma gore oOzellikle HPNCC’de CAIX,
hem diagnostik hem de terapdtik hedef olarak bulunmustur.
Baska bir c¢alismada da yine CAIX mRNA’sinin ifadesinde
artts oldugu kolorektal karsinomali hastalarda gosterilmistir.
Kolerektal kanserde CAIX’un anormal ekspresyonu, kolerektal
mukozada proliferasyonu gosteren bir belirteg olarak kargimiza
¢ikmaktadir. Bundan dolayr CA9’u hedef alan tedavilere
yonelik ¢alismalar 6nem kazanmaktadir [24].

Bu c¢alismada, HT-29 (kolon karsinoma hiicre serisi)
hiicreleri kolon kanseri modeli olarak segilmistir. Bu timéor
serisi hiicrelerinde, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon zamanlarinda
CAIX’un protein diizeyindeki ifadesi akim sitometri ile
belirlenerek  optimize edilmistir. Hiicreleri kaldirmada
kullanilan iki farkli yontemin CAIX protein ekspresyonuna
katkilar1 belirlendi. Akim sitometride, PE (fikoeritrin) gibi bir
florokromla isaretli CAIX monoklonal antikoru kullanilarak
protein diizeyinde ifade seviyesi saptanmustir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Bu ¢alismada kullanilan “insan kolon karsinoma” (HT-
29) hiicre serisi Ankara Sap Enstitiisii'nde, Hiicre Bankasi
sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltir Koleksiyonlar
Organizasyonu iyesi olan Hayvan Hiicre Kiiltiirii
Koleksiyonu’ndan (HUKUK) saglandi. Besin ortami olarak
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM, Biochrom AG,
Almanya) ve serum olarak fotal sigir serumu (FBS, Biochrom
AG, Almanya) kullamld1. Insan CAIX unun protein diizeyinde
ifadesinin akim sitometrik analizi i¢in anti-human karbonik
anhidraz IX monoklonal antikor-PE (R&D Systems, Ingiltere)
kullanildi. Izotipik kontrol olarak anti-mouse 1gG2a-PE (BD
Biosciences, USA) kullanildi.

HT-29 Monolayer Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

25 cm? hiicre kiiltiirti tiretme kabinda bulunan HT-29 tek
tabaka hiicre kiiltiirii, 6nce Ca-Mg icermeyen fosfat tampon
cozeltisi (PBS, pH 7.2) ile 6n yikama yapildi ve Tripsin-
EDTA (%0.025 tripsin / % 0.02 ethylenediamineteraacetic
acid (EDTA) (Biochrom AG, Almanya) soliisyonu ile 37C°
inklibatérde tripsinizasyona birakilarak hiicrelerin yiizeyden
ayrilmasi saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler %10 FBS serum
iceren DMEM besi ortami ile homojenize edilerek 150 cm?
hiicre tiretme kabina aktarilip pasajlama yoluyla dl¢ek biiyiitme
islemi gerceklestirildi. Bu asamada hiicreler yine kiiltiir
kab1 yiizeyini %90-95 kapladiginda, tripsinizasyon yapildi,
serumlu besi ortami ile hiicreler homojenize edildi, canlilik
kontrolii ve hiicre sayimi i¢in 0,9 ml numune alindi. Alinan
numune ic¢ine 0,1 ml tripan mavisi (Biochrom AG, Almanya)
konuldu ve hemasitometre (Biirker, Almanya) kullanilarak 151k
mikroskobunda (Olympos CH, Japonya) hiicre sayimi yapildi.

CAIX ifadesinin Akim Sitometri ile Belirlenmesi ve
Optimizasyonu

TNFa uygulamast igin, 500 000 hiicre/ml olacak sekilde
25cm? flaska HT-29 hiicreleri ekildi. 24 saat sonra son

konsantrasyon 1000 tinite/ml olacak sekilde TNFa uygulandi.72
saat inkiibasyon sonra, akim sitometresinde CAIX protein
ifadesi degerlendirildi. Sitokin uygulanmayan kontrol grubu ile
karsilastirildi.

HT-29 kolon karsinoma hiicrelerinde farkli zaman
periyotlarinda (24, 48, 72 saat) CAIX ifadesinin akim sitometrik
analizi icin optimizasyon c¢alismast yapildi. Hiicrelerin
kaldirilmasinda hiicre kaziyici ya da Tripsin-EDTA uygulamast
yapildi. Daha sonra PBS ile 3 kez yikandi. Son konsantrasyonu
25pug/ml olacak sekilde PE isaretli anti-human karbonik
anhidraz IX monoklonal antikor (R&D Systems, England)
seyreltildi. PBS ile yikanmig olan hiicrelere (1x10° hiicre)
reaksiyonunun son hacmi 200ul olacak sekilde 10ul CAIX
antikor ilave edildi. Isaretlenmemis monoklonal antikorlari
goriintiileyebimek i¢in izotip kontrol olarak PE isaretli anti-
mouse [gG2A monoklonal antikor kullanildi. Ayni iglemler
bu tiip icinde yapildi. Hiicrelerin antikorlara baglanmasi i¢in
reaksiyon tilipleri karanlikta, buz tizerinde 40 dak. inkiibasyona
birakildi. Baglanmayan PE-konjuge antikorlar hiicrelerden
PBS ile yikanarak uzaklastirildi. Hiicreler PBS igerisinde
hiicre slispansiyonu haline getirildikten sonra akim sitometri
cihazinda okumaya hazir duruma getirildi. CAIX ekspre eden
hiicrelerinin floresan boyanma yogunlugu ile CAIX ifadesinin
yogunlugu arasinda dogrudan bir iligski vardir. CAIX un hiicre
yiizeyindeki ifadesi, akim sitometrik analizle 488nm dalga
boylu laser kullanilarak ve 565-605nm’de bir dedektdrle emilen
floresanin monitdrlenmesi ile belirlendi.

Istatistiksel Analiz

Deney sonuglari, SPSS (Statistics program for social and
science) 11.5 istatistik programinda tek yonlii ANOVA testi
kullanilarak ger¢eklestirildi.

BULGULAR

CAIX protein seviyesinin analizinde akim sitometri
kullanilmistir. Deney, her bir zaman araliginda en az 3
tekrarli olacak tarzda calisilmistir. Caligmada akim sitometri
cihazi olarak Beckman Coulter FC500 ve analiz programi
kullanilmistir ve antikor olarak, PE-etiketli CAIX monoklonal
antikoru kullamlmistir. Oncelikle akim sitometrisi analizleri
optimize edilmistir. Elde edilen hiicre siispansiyonlari, deneysel
dizayndan sonra, hiicre kaziyict ile ya da Tripsin-EDTA
kullanilarak yiizeyden kaldirtlmistir. Sitokin olrarak TNFa
uygulanan hiicrelerde, hiicre yiizey kaldirma yontemine bagl
olrak sitokin etkisinde herhangi bir farklilik olup olmadig
degerlendirilmisitr. Buna gore 72 saat 1000 {inite/ml TNFa
HT-29 hiicrelerine uygulanmis ve kontrol olarak hicbir
sitokin uygulanmamis hiicrelerle degerlendirilmistir. Her iki
yontemden elde edilen sonuglarin karsilastirmali histogramlari
sekil 1’de gosterilmistir. Bu hiicre stispansiyonu, CAIX protein
ifadesi analizleri i¢in her bir deneyde 100 000 hiicre/ml olacak
sekilde hazirlanmistir. Her seferinde en az 10 000 hiicre olacak
sekilde akim sitometride okuma gerceklestirilmistir. Buna gore,
hiicre kaziyicist ile elde edilen hiicre populasyonunda TNFa
uygulamasinda anlmali bir azalma goriilmesine karsin, Tripsin-
EDTA uygulanmus hiicrelerde ayni etkiye rastlanmamistir.

Optimize edilen hiicre kaldirma yontemi kullanilarak 24,
48, ve 72 saat zaman araliklarinda CAIX protein ifadesi, akim
sitometrik analizleri ile degerlendirilmistir. Akim sitometrisinde
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her bir 6rnek okutulup analiz edildiginde; CAIX ifadesi 24 saat
sonunda % 70.05+14.02; 48 saat sonunda % 55.68+18.60; 72
saat sonunda % 41.88+15.47 olarak belirlenmistir. Sonuglar
sekil 2 ve sekil 3’de gosterilmistir.

TARTISMA VE SONUC

Hiicrelerin hipoksik kosullara adaptasyonuyla birlikte
timor metabolizmas1 ve mikrogevredeki degisimler, tiimoriin
gelismesi agisindan ¢ok Onemlidir [25,26]. Transmembran
karbonik anhidraz enzimlerinden CAIX, tiim6r metabolizmasi
ile iliskili olarak bilinen en énemli enzimlerdendir. Bu enzim,
icerdigi hiicre dis1 enzim aktif bélgesi ile CO,’in bikarbonat
ve protona hidratasyonu reaksiyonunu katalizler. Ayrica
hiicre-hiicre adezyonu araciligi ile de timdr invazyonunda
rol oynar. CAIX’un normal dokulardaki ekspresyonu oldukca
kisithidir. Bununla birlikte, timériin hipoksik kosullar ile artan
CAIX ekspresyonu ¢esitli tiimorlerle olan baglantisini agikca
ortaya koymaktadir [27]. Malin transformasyon ve karbonik
anhidrazlarin ekspresyonu arasindaki iliski tiimorle iliskili CA
izoenzimlerinden CAIX ve CAXII’nin kesfine kadar net olarak
ortaya cikartlamamisti. Son zamanlarda ozellikle CAIX ve
cesitli kanselerle iligkili olarak yapilan ¢alismalar, dikkatleri bu
enzim lizerine ¢gekmeyi bagarmistir [28].

Kolerektal tiimorlerde hiicre proliferasyonu ve displazi
ile CAIX arasindaki baglantrya ydnelik kanitlar, Sarnio ve
arkadaglar1 tarafindan ortaya konmustur [29]. Kolon kanseri
ile ilgili ¢alismamizda model olarak kullandigimiz HT-29
hiicreleri, kolonik epitelin pek cok ozelligini gostermektedir.
[30].

Bu calismamizda membrana bagli ve pek ¢ok timor
tipleriyle korelasyonu ortaya konmus CAIX’un kolon
kanseri modeli olan HT-29 hiicrelerinde protein ifadesinin
degerlendirilmesi hedeflenmistir. Ozellikle bu sitokinlerin HT-
29 hiicrelerinde etkilerinin belirlenmesi ¢aligmada arzulanan
hedefledigimiz konular arasindadir. Oncelikle CAIX ifadesinin
akim sitometrik olarak analizini yapmak i¢in HT-29 hiicrelerine
uygulanan farkli hiicre kaldirma yontemleri bu ¢aligmada
degerlendirmigtir. Hiicre yilizey kaldirma yontemi, akim
sitometre sonuglarimi etkileyebilecek 6nemli parametrelerden
birisidir. Baz1 membran proteinlerin bu asamada, zarar gérmesi
muhtemeldir. ilk olrak Tripsin-EDTA yardimiyla flasktan alinip
hiicre siispansiyonu hazirlandi. fkinci olarak, hiicre kaziyict ile
elde ettigimiz hiicre siispansiyonunda CAIX okumalar1 yapildi.
Sonuglar degerlendirilirken sadece canli hiicre populasyonu
dikkate almmistir. Bu optimizasyon c¢aligmasindan elde
ettigimiz sonuglara gore adherent hiicrelerden Tripsin-EDTA
ile elde edilen hiicre siispasiyonundan CAIX ekspresyonun
akim sitometrik analizi i¢in uygun olmadigma karar verildi.
Adherent hiicrelerde, CAIX un protein diizeyindeki ifadesini
akim sitometrik olarak ¢aligmak i¢in hiicre kaziyici kullanilarak
hiicre siispansiyonu hazirlanmasinin uygun olabilecegini
sOyleyebiliriz.

Sonugta; HT-29 kolon karsinoma hiicrelerinde 24, 48
ve 72 saat sonlarinda CAIX ifadesi akim sitometri ile analiz
edildiginde CAIX ifadesinde zamana bagl olarak bir diisiis
bulunmustur. Ayrica, bizim ¢alismamizda HT-29 hiicrelerinde
CAIX antijeninin ekspresyon seviyesinin akim sitometrisi ile
kolaylikla saptanabildigi ortaya konmustur. Akim sitometri,

¢esitli hiicrelerde immunositokimyasal analiz igin oldukca
hizli bir aragtir ve bu ydntemle kantitatif ve multiparametrik
analiz yapmak mimkiindir. Malin hiicrelerin ylizeyinde
ifade edilen yilizey antijenlerini saptamak i¢in monoklonal
antikorlarm  kullanimini  temel almaktadir [10,20,31,32].
Ayrica akim sitometrisi hematolojik malinitelerde anormal
hiicrelerin saptanmasinda basarili bir sekilde kullanilmasinin
yani sira bizim ¢aligmamizdaki gibi transmembran bir protein
olan CAIX’un saptanmasinda da kolaylikla kullanilabilecegi
gosterilmistir.
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Sekil 2. HT-29 kolon karsinoma hiicrelerinde 24, 48, 72 saat sonundaki
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Sekil 1. HT-29 hiicrelerinde, akim sitometride CAIX ekspresyonu
igin optimizasyon calismasi. I. Tripsin-EDTA kullanildiktan sonra
elde edilen akim sitometrik histogramlar II. Hiicre kaziyic kullalarak
elde edilen akim sitometrik histogramlar (A) 72 saat HT-29 Kontrol
hiicreleri, (B) 72 saat TNFo uygulanmig HT-29 hiicreleri.
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Sekil 3. HT29 kolon karsinoma hiicrelerinde 24, 48, 72 saat sonundaki
CAIX ifadesinin akim sitometri ile elde edilen tipik histogramlari
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