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Ozet

Bu ¢aligmada, insan hepotama (Hep3B) hiicrelerinde IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin, 15 farkli CA izoformundan biri olan kanser iliskili karbonik anhidraz
IX mRNA diizeyindeki etkileri belirlenmistir. mRNA diizeyi ti¢ farkli zaman zaman aralig1 24, 48 ve 72 saatlerde her bir sitokin igin iki farkli konsantrasyon
kullanilarak RT-PCR teknigi ile belirlenmistir. IL-6 ve TNF-a tiim zaman araliklar1 ve konsantrasyonlarda CAIX mRNA seviyesinde azalmaya neden olma-
stna ragmen, yalnizca 24 ve 48 saat 100 U /ml TNF-o uygulamasinin istatistiksel olarak anlamli diisiise neden oldugu tespit edilmistir.

Anahtar Kelimeler: Karbonik anhidraz IX, sitokin, RT-PCR

Determination of the effects of some cytokines on CAIX expression at Hep3B cells

Abstract

In this work, we have determined the effects of IL-6 and TNF-a cytokines at mRNA level of CAIX that is cancer related one of the isoforms of fifteen
different carbonic anhydrases, in Hep3B cells. Three different time intervals and two different concentrations for each cytokine were analyzed by RT-PCR
technique. CAIX mRNA levels of Hep3B cells were down-regulated by IL-6 and TNF-a at all time points and concentrations. Statistically decrease in the
CAIX mRNA level in Hep3B cells were only at 24 h 100 U/ml and 48 h 100 U/ml TNF-a stimulation.
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GIRiS

Karbonik anhidraz enzimleri cesitli fizyolojik ve patolojik
islemlerde 6nemli rol oynayan ve Xkatalitik aktiviteleri igin
sikica bagli Zn?* iyonu igeren metaloenzimlerdir. [1, 2]. Tlk
olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz,
canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO," iyonunun
dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir [3].
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Karbondioksitin ~ bikarbonat ve  protona  doniiglimiinii
katalizlemeleri araciligryla bu enzimler, hiicre membraninda ve
hiicre igindeki degisik bir ¢ok alanda gaz degisimi, iyon transportu
ve asit baz dengesinin saglanmast olaylarina katilmaktadirlar
[4-6]. Karbonik anhidraz IX (CAIX), insanlarda bulunan 15 farkli
CA izoformundan biridir ve ekstra seliiler CA domaini igeren
transmembran bir proteindir [7]. CAIX’un protein kodlayan
dizisi 11 ekson icermektedir, yaklasik 11 kb biiyiikliigiindedir
ve 9. kromozomun p12-p13 bolgesinde bulunmaktadir. Northern
blot ¢alismalar1 CAIX un 1,5 kb uzunlugunda mRNA transkripti
olusturdugunu gostermistir. Olusgan mRNA 54 ve 58 kDa
biiyiikligiinde 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 bulunmamustir [8-12].

CAIX tiimor olusumunda anahtar Oneme sahip kontrol
mekanizmalarindan olan pH’nin kontrolii ve hiicre adezyonunda
biiyiik 6neme sahiptir Kati timoérlerdeki CAIX ekspresyon
paterni CA izoformlar: arasinda 6zgiindiir ve CAIX un hiicresel
hipoksiya belirteci olarak kullanilmasini saglamaktadir. CAIX un
ekspresyonu bir¢ok kanser tilirtinde hastalik siireci ile iligkilidir.
Timorlerdeki CAIX ekspresyonu tiimoriin tanisi ve prognozu
hakkinda bilgi vermektedir [7, 13-15]. Normal dokulardaki
CAIX ekspresyonu olduk¢a smirli olmasina karsin, bobrek
kanserleri, kolon kanseri, mesane kanseri, serviks kanseri,
akciger ve meme kanseri gibi bir¢ok kanser tiirinde CAIX
ekspresyonu gozlenmektedir [16-22]. Kanser iliskili CAIX un
hiicre membranindaki pozisyonu nedeniyle, immunoterap6tik
hedef olarak kullanilmasini amaglayan ¢aligmalar vardir
[23,24]. Ayrica karbonik anhidrazlara spesifik inhibitér ya da
aktivatorler kullanilarak kanser, obezite ve osteoporoz gibi
hastaliklarin terapisinde kullanimi da amaglanmaktadir [25].
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 ¢alismalarinda artmasina sebep olmustur [26]. Farkli
sitokinler kullanarak Blok ve ark. tarafindan yapilan ¢alismada,
bobrek kanseri hiicre hatlarinda IL-1-f ve IL-4’tin CAIX
ekspresyonunu azalttig1 gosterilmistir [27]. Hiicresel diizenleyici
proteinler olan sitokinler, ¢esitli uyarilara karsi cevap olarak
6zel hiicreler tarafindan salgilanarak hedeflenen hiicrelerin
davraniglarini etkileyen molekiillerdir. Her sitokin 6zgiin hiicre
yilizey reseptoriine baglanarak, hiicre i¢i sinyal yolaklarmm
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fonksiyonlarimin degisimine sebep olur. Bu degisimler
diger molekiiller icin hiicre ylizey reseptdr sayisinin
artmast yadahiicreninkendi etkilerinin degismesi seklinde
olabilir. Cogu sitokinlere hiicresel yanit hedef hiicrelerde
gen ekspresyon degisimleri ile meydana gelir ve boylece
hiicreler yeni fonksiyonlar gelistirebilir ya da prolifere
olabilir [28]. Calismamizda Interlokin-6 (IL-6) ve Tiimor
Nekroz Faktor-a (TNF-o)’nin farkli konsantrasyon ve
zaman araliklarinda, Hep3B hiicrelerinde CAIX mRNA
seviyesindeki etkileri RT-PCR teknigi kullanilarak
belirlenmistir. Bu ¢alisma IL-6 ve TNF- a sitokinlerinin
etkilerinin molekiiler seviyede arastirilmast i¢in yapilan
calismalarin ilk basamagidir ve gelecek ¢alismalar igin
151k tutacak niteliktedir.

MATERYAL VE YONTEM

Materyal

Insanhepatoma hiicre hatt1 Hep3B, ECACC (European
Collection of Animal Cell Cultures)’den temin edildi.
Sitokinler Peprotech’den satin alindi. Kullanilan biitiin
hiicre kiiltlirii materyalleri Greiner ya da Gibco’dan satin
alind1.

Hiicre Kiiltiirii ve Sitokin uygulamalar:

Insan hepatoma hiicre hatt1 (Hep3B) hiicreleri, 5 ml
medyumda 25 cm? flasklarda, igerisinde 100 {inite/ml
penisillin, 10 pg/ml streptomisin, 0,2 mM L-Glutamine
ve % 10 1s1 ile inaktive edilmis FCS iceren DMEM
medyumu igerisinde, 37°C’de %5 CO, atmosferinde
biiyiitiildii. Hiicreler 500 ve 1000 U/ml IL-6 ile 100 ve
10 U/ml TNF- o uygulamastyla 24, 48 ve 72 saat inkiibe
edildi. Siire sonunda hiicrelerden total RNA izolasyonu
yapildi.

cDNA Sentezi

Total RNA izolasyonu ig¢in RNeasy total RNA
isolation kit (Qiagen) kullanildi. cDNA sentezi igin izole
edilen total RNA dan 1pg kullanildi. Kisaca 1ug total
RNA, 1pl random primer ve distile su toplam hacim
10 pl olacak sekilde karistirtldi. Karigim 10 dakika 70°C
de inkiibe edildi ve sonra buz iizerine alinarak karigim
lizerine 5XxMMLV(Moloney murine leukaemia virus)
tampon, dNTP mix (10mM of each of dATP, dGTP,
dTTP and dCTP), RNase inhibitorii (RNasin) ve MMLV
reverse transcriptase enzimi ilave edilerek 42 °C de 50
dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA 5 kat distile su
ile dilue edilerek -20°C de saklandi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonlar1 50pl hacimde yapildi. Kalip
olarak elde edilen cDNA’dan 10 pl, her bir primer son
konsantrasyonu 2 uM, 1x tampon ( 50 mM KCl, 10 mM
Tris-HCL, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her
bir ANTP ve 2,5 iinite Taqg DNA polimeraz (Fermentas)
kullanildi. MgCl, konsantrasyonu (2mM, 4mM ve 6
mM) ise her bir PCR reaksiyonu i¢in optimize edildi.
Insan Karbonic Anhidraz 9 i¢in PCR kosullar1, 1 dongii
96°C de 5dakika; 30 dongi 93°C de 45saniye, 59°C de
45saniye, 72°C de 90 saniye; ve son dongiisii 72°C de
10 dakika seklindedir. B-2-microglobilin i¢in yalnizca
baglanma sicakligt 60°C ve dongii sayist 19 olacak
sekilde degistirilmistir. Bu kosullar PCR {irinii ve RNA
kalib1 (¢cDNA) arasindaki direkt korelasyonu gosterecek
sekilde optimize edilmisti. PCR sonuglart % 2’ lik
agaroz jel elektroforezi ile ayrilarak, Gel Doc sistem
ile fotograflandirilmis ve Syngene GeneTools software
ile dansitometrik analizleri yapilmistir. Primer dizileri
Cizelge 1’de gosterildigi sekildedir.

Cizelge 1. Dizayn edilen spesifik primerlerin dizisi, uzunluklari ve iiriin boyutlart

Primer Uzunluk(bg) Dizisi Uriin (bg)
CAIX —F 20 TCTCATCTGCACAAGGAACG
349
CAIX R 20 ACTTCAGCCGCTACTTCCAA
hp2mikro —F 20 TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
314
hpB2mikro-R 22 CATGTCTCGATCCCACTTAACT
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istatistiksel Analiz

Istatistiksel analizi¢in Minitab 15. programi kullanild
(ANOVA). Istatistiksel olarak p<0.05 ise anlamli kabul
edildi.

BULGULAR

IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin Hep3B hiicrelerindeki
CAIX mRNA seviyesine etkilerinin belirlenmesi amaciyla
RT-PCR  teknigi kullanildi. Hep3B hiicreleri farkl
konsantrasyonlarda sitokinlerle (500U/ml IL-6, 10000/
ml IL-6, 100 U/mITNF-qa, 10U/ml TNF-a) farkli zaman
araliklarinda (24 s, 48 s ve 72 s) inkiibe edildi. Daha sonra
hiicrelerden total RNA izolasyonu yapilarak RT-PCR analizi
yapildi. Sekil 1’de IL-6 uygulamasi sonucunda elde edilen
CAIX ve h-B-2-mikroglobilin PCR sonuglarinin agaroz
jel elektroforezi ile ayrimlart goriilmektedir. Sekil 1.A’da
ise PCR sonuglarmin dansitometrik analizi ile elde edilen
grafik goriilmektedir. Verilerin dansitometrik analizi CAIX
PCR sonucunun ayni1 zaman aralig1 ve konsantrasyon i¢in
elde edilen h-B-2-mikro PCR sonucuna oranlanmasi ile
yapilmigtir. Sonuglar sitokin uygulanmamus kontrol grubu ile
karsilastirilarak istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup
olmadig1 belirlenmistir. Buna gore her iki konsantrasyon
icin 24, 48 ve 72 saat IL-6 ile muamele edilmis hiicrelerde
CAIX mRNA seviyesinde azalma gozlenmistir (Sekil 1).
Ancak 6zellikle 24 ve 48 saat zaman araliklarindaki azalma
daha dikkat cekici oldugundan bu gruplar en az 3 kez
tekrarlanarak sonuglar istatistiksel olarak degerlendirilmistir
(Sekil 1.C). Sonug olarak, sitokin uygulanmamis kontrol
grubu ile karsilastirildiginda 24 ve 48 saat igin 500U/ml ve
1000U/ml IL-6 uygulamasimin Hep3B hiicrelerinde CAIX
mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir degisime
sebep olmadigi belirlenmistir.

Sekil 2°de Hep3B hiicrelerine 24, 48 ve 72 saat 100U/
ml ve 10U/ml TNF-a uygulamasi sonucunda elde edilen
CAIX ve h-B-2-mikroglobilin PCR sonuglarinin agaroz
jel elektroforezi ile ayrimlart verilmistir. Sekil 2.A’da ise
TNF-o uygulamasidan sonra elde edilen PCR sonuglarmimn
dansitometrik analizi goriilmektedir. Grafikte de goriildiigii
gibi, tiim konsantrasyon ve zaman araliklarinda TNF-o
uygulamast CAIX mRNA seviyesinde diisiise sebep
olmustur. 72 saat sonucunda, ozellikle 100U/ml TNF-a
uygulanan gruplarda kontrol grubu ile mRNA seviyeleri
karsilastirldiginda, yalmzca %1 oraninda bir farkliik
oldugu g6zlenmistir. Bu nedenle 72 saat zaman aralig1 ihmal
edilerek yalnizca 24 ve 48 saat uygulamalari en az 3 kez
tekrarlannustir.  Sonugta, 100U/ml TNF-o0. uygulamasinin,
kontrol gruplart ile karsilastirildiginda hem 24 saatte hem
de 48 saatte Hep3B hiicrelerinde CAIX mRNA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli azalmaya neden oldugu
bulunmustur (Sekil 2.C).

TARTISMA VE SONUC

Karbonik anhidrazlar, hem prokaryot hem de
oOkaryotlarda bulunan ve pH regiilasyonu, CO, ve HCO,’
taginimi, su-elektrolit dengesi, timor olusumu ve biiylime
gibi birgok fizyolojik ve patolojik siirecte rol alan essiz
metaloenzimlerdir[1, 2,29, 30]. CAIX izoenzimi timorlii
hiicrelerde aktivitelerini gosteren buna bagh olarak da
kanserle iligkili olan izoenzim olarak tespit edilmistir.
[31, 32]. CAIX temel olarak kat1 timorlerde bulunur ve
normal dokulardaki ifadesi olduk¢a sinirlidir. CAIX un
normal olarak ifade oldugu yerler sindirim sistemi
epitellerinde bazolateral plazma membranlarindadir.
Ayni zamanda midenin ve safra kesesinin mukozasinda
bulunur. Duodenum, ince bagirsagin ilk boliimlerinde,
pankreas ve safra kanallarindaki epitelde, erkek lireme
organlarinda ve viicut bosluklarini1 déseyen mezotelde de
CAIX bulunur [16,17, 33].

CAIX’un genis bir araliktaki tiimdrler ile siki iliskisi,
transkripsiyonel kontroliinde hipoksiya ve yiiksek hiicre
yogunlugunun etkili olmasindan dolayidir. Timérlerdeki
CAIX ekspresyonu tiimoriin tanist ve prognozu
hakkinda bilgi vermektedir. Ornegin beyin ve akciger
kanserlerinde CAIX varligr kotii prognoz ile iligkilidir
[4]. Yine farkli meme kanseri hiicre hatlarinda CAIX
spesifik RNAI ile yapilan c¢aligmalar, CAIX un hipoksi
ve normoksi kosullarinda tiimér hiicrelerinin yasamasi
ve varligmi siirdiirmesi i¢in 6nemli oldugunu, CAIX’un
biyolojik etkisini mikrogevredeki pH’y1 etkileyerek
gerceklestirdigini  gostermistir. CAIX spesifik RNAi
ile muamele edilen hiicrelerde hipoksiya sebepli CA
aktivitesi tamamen bloke edildiginde, biiyiimelerinde
gerileme ve hipoksi kosullarindaki yasamlarinda %50
azalma oldugu gozlenmistir [34].

Tiimdrli dokulardaki ylikselmis CAIX ekspresyonunu
gosteren ¢ok sayida immunohistokimyasal calismalar
bulunmaktadir. Bas ve boyun kanserine ait incelen 79
ornegin 71 tanesinde CAIX’un yiiksek ekspre oldugu,
ayn1 Orneklerde tiimoér dokusunu gevreleyen normal
epitelyum hiicrelerinde ise CAIX’un yok veya ¢ok
diistik seviyede oldugu bulunmustur [35]. Benzer olarak
134 hastaya ait akciger kanseri patolojik ornekleri ile
yapilan ¢alisma, CAIX ekspresyonunun timor gelisimi
ve prognozu ile yakindan iligkili oldugu gosterilmistir
[22]. Ayrica Hep3B hiicre hatti ve diger hiicre hatlari
ile yapilan in vitro ¢alismalar pH degisimi, hipoksiya ya
da hiicre yogunlugu gibi faktorlere bagl olarak CAIX
ekspresyonunun degisimini gostermektedir [35, 36].
Farkli sitokinlerin bobrek kanseri hiicre hatlarindaki
CAIX ekspresyon seviyesine etkilerinin belirlendigi
calismada, IL-13 ve TGF-f CAIX ekspresyonunda
anlamli bir degisiklik olusturmamis ancak IL-1-f ve IL-
4’iin ekspresyonda azalmaya sebep oldugu bulunmustur
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Sekil 2. A) Hep3B hiicrelerinde TNF-o uygulamast sonucunda elde edilen RT-PCR analiz sonucu. 1: Kontrol, 2: 24 s 1000/ml TNF-a, 3: 24s 10U/
ml TNF-a, 4: 48 s 1000/ml TNF-a, 5: 48 s 10U/ml TNF-a, 6: 72 s 100U/ml TNF-a, 7: 72 s 100/ml TNF-a, M: Marker B) Hep3B hiicrelerinde
TNF-a uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarnin dansitometrik analizi. CAIX PCR sonuglarinin h-p-2-mikroglobilin PCR sonuglarina
oranlanarak normalize edilmesi C) Hep3B hiicrelerinde 24 ve 48 saat TNF-o uygulamasi sonucunda elde edilen PCR sonuglarinin dansitometrik
analizi. Grafikte {i¢ tekrar sonucu elde edilen veriler goriilmektedir. [* istatistiksel olarak anlamli degerler]
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[27]. Hep3B hiicre hatti kullanilarak IL-6 ve TNF-a
sitokinlerinin CAIX mRNA seviyelerine etkilerinin
belirlendigi calismamizda, IL-6 uygulamasinin 24, 48
ve 72 saatte mRNA seviyesinde azalmaya sebep oldugu
belirlenmis ancak bu azalma istatistiksel olarak anlamli
bulunmamustir. 100U/ml TNF- o ise 24 ve 48 saat
sonunda Hep3B hiicrelerinde CAIX mRNA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir diisiise neden olmustur.
Sitokinlerin hiicrelerin immun cevabin olusmasindaki
etkileri ve oOzellikle interlokinlerin hiicre biiylimesi,
timor nekroz faktorlerin ise kanserli hiicrelerin
yikimi {izerindeki etkileri dikkate alindiginda, CAIX
ekspresyon seviyesinde azalmaya neden olan sitokinler
kanserin sitokinlerle kombine terapileri i¢in ¢ok dnem
tasimaktadirlar.
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