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OZET

ANJIOGENEZIS ETKILI FAKTORLERIN KARBONIK ANHIDRAZ IX
GEN EKSPRESYONUNA ETKILERININ BELIRLENMESI
DOKTORA TEZI
AYLA SOLMAZ AVCIKURT
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJIi
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, NiSAN -2014

Karbonik Anhidraz IX kati tiimorlii hiicrelerde ifadesi olan Karbonik
Anhidraz ailesinin bir tiyesidir. CAIX’un ekspresyonu bir ¢ok kanser tiiriinde
hastalik siireci ile iligkilidir. Kanser ile iliskili olan CAIX geninin regiilasyonunun
aydinlatilmasi, kanser tani ve tedavisi igin yeni bir yaklagim olacaktir. VEGF
anjiogenez olayinin regiilasyonunda anahtar role sahip bir sitokindir. Bu anlamda
CAIX ve VEGF’in hipoksiyaya yanitta indiiklenebildigi bilinmekle beraber,
VEGEF’in CAIX un ekspresyonunu etkileyip etkilemedigi konusunda ayrintili bilgi
yoktur.

Bu ¢alismada, farkli sitokinlerin VEGF g5, TNF-a ve TGF-f karaciger
kanser hiicreleri lizerindeki proliferatif etkileri hem normal oksijen kosullarinda
hemde diisiik oksijen kosullarinda MTT testi ile degerlendirildi. Kimyasal
indiiklenmis hipoksi modeli HIFla mRNA seviyesinde dogrulandi. CAIX ve
CAXII'nin hipoksik kosullar altinda indiiklendigi mRNA seviyesinde belirlendi.
Daha sonra VEGF sitokini hem normal oksijen hemde hipoksik kosullarda, farkli
zaman araliklarinda uygulandi. VEGF hem normal oksijen kosullarinda, hem de
hipoksik kosullar altinda CAIX mRNA diizeyinde artisa neden odugu gergek
zamanli PZR analizi ile gosterildi. Ayni artis akis sitometri analizi ile protein
diizeyinde dogrulandi. VEGF etkisi, karaciger hiicreleri haricinde farkli doku
modelinde, osteosarkom hiicrelerinde de gdsterildi. Saos-2 hiicrelerinde VEGF’in
CAIX artig etkisi, gercek zamanh PZR, akig sitometrisi ve western blot analizi ile
dogrulandi. Farkli osteosarkom modeli MG-63 hiicrelerinde CAIX mRNA artist
devam etmistir. Hep3B, Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde benzer yerlesimli CAXII
mRNA diizeyinde de artis belirlendi. Ayrica farkli yolak inhibitorlerinin CAIX
mRNA iizerindeki etkileri gergek zamanli PZR ile belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz IX, CAIX, CAXII, VEGF



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS ANGIOGENESIS RELATED
FACTORS ON CARBONIC ANHYDRASE IX GENE EXPRESSION
PH.D THESIS
AYLA SOLMAZ AVCIKURT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, APRIL 2014

Carbonic Anhydrase IX expressed in solid tumor cell is a member of the
carbonic anhydrase family. CAIX expression in many cancer types is associated
with disease processes. Elucidation of CAIX regulation associated with cancer
would be a new approach in cancer treatment. VEGF is a cytokine that plays a key
role in the regulation of angiogenesis. In this sense, although CAIX and VEGF is
inducible in response to hypoxia, there is no detailed information about the effect
of VEGF of the expression of CAIX.

In this study, the proliferative effect of different cytokines, VEGF 45, TNF-o.
and TGF-fB, on liver cancer cells in normal and low oxygen conditions were
evaluated by MTT assay. Chemically induced hypoxic conditions was confirmed
the mRNA level of HIFla. The fact that CAIX and CAXII could be induced
under hypoxic conditions was determined at the mRNA level. Then, VEGF was
applied in both normal and hypoxic conditions at different time intervals. Real-
time PCR analysis demonstrated that VEGF causes an increase in CAIX mRNA
level in both normal oxygen and hypoxic conditions. The same increase at the
protein level analysis was confirmed by flow cytometry. VEGF effect was also
demonstrated in different tissue model, asteosarcoma cells as well as Hep3B cells.
Upregulation of CAIX gene with VEGF was confirmed by real time PCR, flow
cytometry and western blot in Saos-2 cells. The VEGF dependent CAIX
expression was still in the increase in the second osteosarcoma model, MG-63.
VEGF upregulates CAXII mRNA expression that is another membrane located
CA isoform in Hep3B, Saos-2 and MG-63 cells. Different inhibitors that blocks
the patways on CAIX mRNA level was also determined by real time PCR.

KEYWORDS: Carbonic anyhidrase IX, CAIX, CAXII, VEGF
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1. GIRiS

1.1 Anjiogenez

Organizmada damarlar sayesinde bir ¢ok besin maddesi, oksijen ve sinyal
molekiilleri dokulara ulasir, bunu takiben karbondioksit ve hiicrelerin metabolik
artiklar1 dokulardan ve organlardan uzaklastirilir [1,2]. Yeniden damarlanmanin iki
farkli bileseni vardir. Bunlar vaskiilogenez ve anjiogenezdir. Memeli embriyosu
gelismeye basladiginda anjioblastlar endotel hiicrelerine farklhilagir. Bu hiicreler
vaskiiler labirenti meydana getirir. Bu olaya vaskiilogenez adi verilir [3]. Embriyoda
yolk kesesinde Gncii kan damarlari basit endoteliyal tliplerin primitif damar aginin
i¢ine anjioblastlarin agregasyonu vasitasiyla gelismektedir [4]. Farkh sinyaller ven
veya arteiol farklilasmasini saglar. Bunu takip eden olaylar vaskiiler agm gelisimini
saglar. Damar aginin olugmasina genel olarak anjiogenez adi verilir. Arteriogenez
olusurken endotel kanallarinin etrafi vaskiiler diiz kas hiicreleri veya perisitler

tarafindan sarilir. Bu hiicreler endotel hiicrelerini stabilize eder ve perflizyonu saglar

[5].

Anjiogenez doku biiylimesi ve yenilenmesi igin faydali olmasina ragmen,
bazi enflamatuar ve malign hastaliklarda hastanin §liimiine bile sebep olabilecek
sonuglar dogurur. Ciinkii damarlar viicudun hemen hemen her organinda yer
almaktadir ve yeniden damarlanma sayisiz hastalifa neden olmaktadir. Aslinda
kanserde prognoz ve tedaviyi etkileyen en 6nemli kriterlerden biri metastazdir. Iste
kanserde metastazi saglayan en 6nemli olay anjiogenezdir. Sadece birkag¢ hastalik
yetersiz damarlanma yiiziinden meydana gelmektedir. Bu hastaliklar; inme, kalp
krizi, {lseratif bozukluklar, pulmoner hipertansiyon, kanamayla giden gz
hastaliklaridir. Dokular muhtemelen bagka etkiler altinda kalarak da damar ag
olusturmaktadirlar. Fakat bu mekanizmalar heniiz aydinlatiimamistir. Ornegin
varolan damarlardan yavru damarlar ayrilir ve tiimdr hiicreleri varolan vaskiiler
yapiyt kullanir buna damar mimigrisi adi verilir (Sekil 1.1). Olasi kanser kok

hiicreler yeni damar olusumunu saglar, yetiskin damar hiicrelerinin tamiri ve



patolojik yeni damarlanma kemik iligi kok hiicrelerinin bir araya gelmesi ile
meydana gelir. Onciil hiicreler daha sonra damar hattini belirlerler (Sekil 1.1).
Kolletarel damarlar iskemik dokulara kani getirirler. Iskemik dokularin tekrar damar
bulundurmasinda, terapatik anjiogenez mekanizmalari ihtiyaci karsilamaz. Bunun
yerine ozellikle kanser ve g6z hastaliklarindaki damar olusumunu hedeflemek

basariy1 beraberinde getirir.

Saglikli bireyde sessiz endotel hiicreleri uzun bir yagsam siiresine sahiptir.
Sessiz endotel hicreler, Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktérii (VEGF), NOTCH,
angiopoetin-1 (Ang-1) ve fibroblast bilyiime faktorii (FGF) gibi sinyallerden
etkilenmezler. Damarlar oksijeni tasidiklart igin entodel hiicreleri oksijen ve
Hipoksik indiiklenen Faktor (Hipoksia Inducible Factor; HIF) sensorlerine sahiptir.
Bu faktérler kan damarlarinda kan akisinin en uygun sekilde olmasina izin verir.
Sessiz haldeki endotel hiicreleri tek tabakali parmak hiicreleri olusturur, bu hiicreler
baglanti bdlgeleri, E-kaderin ve claudin’lerle baglantilidir. Bu endotel hiicreleri
perisitler tarafindan cevrilidir. Perisitler endotel hiicre proliferasyonunu baskilar ve
Angiopoetin-1 (Ang-1) ve VEGF gerektigi durumlarda salgilarlar. Perisitler bazal

membrani olusturur.

Damar olusumundaki sirali basamaklart inceledigimizde; Endotelial hiicreler
angiogenik sinyaller (VEGF, VEGF-C, Ang-2 ve TGF) ya da kemokinleri hissettigi
zaman (ki bu faktorler hipoksik, enfeksiyon durumunda ve tiimér hiicreleri tarafindan
salgilanan kemokinlerdir) perisitler ilk olarak Ang-2’ ye cevap olarak bazal
membrandan  proteolitik  degredasyonla  ayrilirlar.  Bu  olay  matriks
metalloproteinazlar tarafindan yapilir. Endotel hiicrelerin baglantilar1 gevser, VEGF
endotel hiicre tabakasinin gegirgenligini arttirir. Bdylece plazma proteinlerinin
damarin disina ¢ikmasina ve ekstraselliiler alanda ilerlemesine neden olur. Integrin
sinyal iletimine cevap olarak endotel hiicreleri matrikse dogru gé¢ eder. Proteazlar
anjiogenik molekiiller olan ve ekstra selliiler matrikste depolanan VEGF-C ve
FGF’yi serbest birakir. Tek bir endotel hiicresi segilir ve digerlerinin gé¢li engellenir
ve ekstraselliiler matriksi anjiogenez igin tekrar modellerler. Perfiiz tiipii olusturmak
tizere ve diger endotel hiicreleri anjiogeneze gitmesini engellemek igin, segilen bu
hiicre tip hiicre olarak isimlendirilir (Sekil 1.1). Tip hiicrenin komsu hiicreleri stalk
hiicreleri olusturmak {izere ¢ogalarak liimeni olusturur. Stalk hiicreleri NOTCH,

NOTCH Diizenlenen Ankrin Tekrar Proteini (NOTCH-regulated ankyrin repeat
e



protein; NRARP), Wnt’ler, Plesantal Biiyiime Faktdrii (Placental Growth Factor;
PGF) ve Fibroblast Biiylime Faktorii (FGF) tarafindan uyarilir ve liimende e-
kadherin, CD34, Sialomusinler (sialomucin), VEGF ve hedgehog protein tarafindan
uyarilarak yapilir. Tip hiicreleri yalanci ayak tasirlar, yalanci ayaklar g¢evresel
sinyalleri algilarlar. Oysa stalk hiicreleri Epidermal Biiyiime Faktorii (Epidermal
Growth Faktor; EGF17) gibi molekiilleri ekstraselliiler matrikse salgilar. Bu
molekiiller komsu pozisyonlar hakkinda bilgi verir. Bdylece stalk ilerlemesi devam

eder.

HIFla tarafindan indiiklenen endotel hiicreleri angiogenik sinyallere daha
kolay cevap verir. Miyoloid k&k hiicreler diger damar kollarinin birlesimine yardim
eder ve bdylece kan akiminin akisi saglanir. Damarin fonksiyonel olabilmesi igin
olgunlagmasi gerekir. Endotelyal hiicreler sessiz durumuna gegerler. PLGF, PDGF,
ANG-1, TGF-B, Efrin-B-2 ve NOTCH gibi sinyallerin perisitler tarafindan
sarilmasini saglar. Ayni zamanda TIMP olarak bilinen proteaz inhibitdrleri, bazal
membranin tekrar olugumuna neden olur. Baglantilar tekrar kurulur ve optimum kan

akisini saglar.

Anjiogenez siirecinde, VEGF kadar PIGF’de 6nemli bir anjiogenik faktordiir.
VEGF’in aksine gelisimle ilgili degildir. Sadece hastalik durumuyla ilgilidir. PIGF
direkt ve indirekt mekanizmalarla anjiogenezi uyarir ayni zamanda kemik iligi
kokenli myeloid hiicreleri aktive eder. Tiimor hiicreleri igin besleyici bir ortam
olusturur. Plesanta biiylime faktdriiniin antikoru ile nétralize edilmesi damar
perflizyonunun ve olgunlasmasinin iyilestirilmesini saglar ve kemdterapiye cevabi
arttirir. VEGF-B sadece bazi dokularda anjiogenik etkisi vardir (Orn. kalp). Ayni
zamanda noronal hiicre canli kalinimini da arttirir. Endotel hiicre kanallarinin kararli
olmasi i¢in endotel hiicreleri PDGF salgilar. PDGF damarlarin diizgiin gérev
yapabilmesi igin dnemlidir ve bazi biiytime faktorleri (PDGF, TGF- anjiopoetin) bu
olaya katkida bulunur. PDGF reseptériiniin duvar hiicrelerinde engellenmesi,

VEGF’in perisit kaplanmasini azaltir ve anormal tiimdr duvari olusturur [6].
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Sekil 1.1: Tiimor ve normal dokularda damar formasyonu modeli [6]

1.1 Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktorii (Vaskiiler Endotelial
Growth Faktor; VEGF)

Vertabralilarda hemen hemen biitiin dokular, oksijen ve besin maddelerine
damar sistemi sayesinde ulasabilir [7]. Birgok hastaligin ilerlemesinde ve ¢zellikle
kanserde damar agmin arttigi gozlemlenmistir [8]. Birgok hastaliin vaskiiler
sistemle yakindan ilgili olmasi, anjiogenezisin molekiiler temelinin anlasilmasini son
derece onemli kilar. Vaskiiler Endotelial Biiyiime Faktorii (VEGF), Anjiopoetin,
Platelet Kokenli Biiylime Faktorii (Platelet Derived Growth Factor; PDGF), gibi bazi
faktorler anjiogenezde son derece énemli rol oynarlar. Bu faktorlerin iginden VEGF

ve VEGF’in reseptorleri, embriyogenezisin erken donemlerinden itibaren memeli
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kan ve lenf damarlarinin olusmasini saglar ve ayn1 zamanda patolojik durumlarda da

yeni damar olusumunda rol oynayan yapilardir [9].

VEGEF ilk defa 1983 yilinda tanimlanmistir [10]. VEGF ‘in ilk kesfedildigi
zaman damar permeabilitesini arttirdigt gdzlenmis, bu ylizden ilk olarak VPF
(Vaskiiler Permeabilite Faktér) olarak isimlendirilmistir. 1990°da  VPF’'nin
dizilenmesi ve saflastirilmasi tamamlanmistir. Sonugta, Connaly 1989°da VPF ile
VEGF ‘in ayn1 molekiil oldugunu gdstermistir [11]. Su anda VEGF ‘in fizyolojik ve
patalojik anjiogenezden sorumlu oldugu bilinmektedir [12,13]. VEGF ailesi, VEGF-
A, VEGF-B, VEGF-C, VEGF-D, VEGF-E ve Plesanta Biiyime Faktor adli 6 tane

tiyeden olusmustur.

Bu ailenin en aktif tyesi VEGF-A, 45 kDa agirhiginda heparin bagh
homodimerik form olup, 6p 21.3 kromozomda lokalize olmustur Alternatif kesim ile
4 farkh tiirt vardir. Bunlar, VEGF,3;, VEGFs5, VEGF g9 ve VEGFys ‘tir [14,15].
insanlarda, VEGF geni 8 ekzon 7 introndan meydana gelir. iki kisa izoform olan,
VEGF 2 ve VEGF 45, mitojenik aktivite ve permeabiliteyi artiricr etki gosterir. Uzun
izoformlar1 VEGF g9 ve VEGF,s ise sadece permeabilite arttirici etki gosterir (Sekil
1.2) [16]. Artmigs VEGF seviyeleri akciger, pankreas, meme, ovaryum, bibrek, safra
kesesi kanserleri gibi birkag farkli insan malign hastaliklarinda gosterilmistir [17-19].
Diisiik oksijen seviyesi, VEGF ekspresyonu i¢in en biiylik uyaricidir ve nekrotik
alanlarda VEGF ekspresyonu en yiiksek seviyelere ¢ikar [20, 21]. VEGF’in
ekspresyonu biiytime faktdrleri, diger sitokinler, PDGF, Fibroblast Bilyiime Faktorii
(FGF) Insiilin Benzeri Biiyiime Faktor (IGF), Tiimor Nekrozis Faktor (TNF-a) ve

ostrodiol ile diizenlenir [22,23].
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1.2 VEGF Reseptorleri ve Aktivitesinin Diizenlenmesi

VEGF reseptorleri Tirozin Kinaz siiper familyasinin i¢indedir. Bu reseptorler
PDGF ve FGF reseptorleriyle benzerlik gosterir. Ug farkli VEGF reseptorii vardir
(Sekil 1. 3). VEGFRI1, VEGFR2 ve VEGFR3. VEGF reseptorleri hem homodimer
hem de heterodimer olabilirler. VEGF reseptoriiniin yaklagik 750 aminoasitlik,
ekstraselliiler domaini immunglobilin benzer domainleri igerir. Ornegin, VEGFR3’te
5 immunglobin domaini disiilfit bagi ile sekillenir. Ekstra selliiler domaini tek bir
transmembran bdolge, bir tirozin kinaz domaini ve C-terminal domaini takip eder
(Sekil 1.3). Yapisal ve fonksiyonel ¢alismalar farkli domainlerin VEGF aktivitesinde
farkli aktiviteleri yerine getirdigini gostermistir. VEGFR1’in  ekstraselliiler

domaininin kristal yapisi, ekstraseliiler domainin tek oldugunu ve ligandlarla



kompleks olusturdugunu gdstermistir. Immunglobiilin domain-2 ile reseptdrdeki

ligand baglayan bdlge arasinda kompleks olusur [24].

Bunun yani sira biyokimyasal analizler VEGFR2 deki Immunglobiilin
domain-3 son derece énemli oldugunu gostermistir. VEGF reseptdrlerinin alternatif
kesim veya proteolitik siiregleri VEGFR1, VEGFR2 ve VEGFR3 ‘iin farkli
varyantlarinin salgilanmasina neden olur. VEGF reseptorleri primer olarak vaskiiler
sistemde ekspre olmalarina ragmen, bazi ¢aligmalar non-endoteliyal hiicrelerde de
VEGFR ekspresyonunun oldugu gosterilmistir. Ancak genetik modeller, VEGF ve
VEGFR lerin vaskiiler sistemde g¢ok Onemli fonksiyonlari oldugunu gosteriyor.
Tirozin kinazlarin aktivitesi ligandlar tarafindan diizenlenir. Ozellikle VEGFA
ligandi hipoksik kosullar altinda dramatik bir sekilde ekspresyonu artar. Hipoksi
VEGFA’nin promotor bdlgesine spesifik olarak baglanan Hipoksi Indiikleyen
Faktériin la (HIFla) kararh hale getirir. Benzer sekilde VEGFR1’in ekspresyonu
direk olarak HIF’ler tarafindan diizenlenebilir. VEGFR2 hipoksi boyunca diizenlenir
HIF’larin bu diizenlemede rolii tam aydinlatilmamistir. VEGFR3 ekspresyonu
farklilasmis embryonik kok hiicrelerde diizenlenebilir ki bu kék hiicreler hipoksik
atmosferde kiiltiir edilebilinir. Ancak VEGFR3 reseptdr ile hipoksinin diizenlenmesi

invivo 'da hentiz aydinlatilmamistir [24].

1.2.1 VEGFRI1

Yedi tane ekstraseliiler imunoglobiiliin benzer domain, bir tek transmembran
bdlge ve hiicre i¢i tirozin kinaz bdlgesinden meydana gelir. VEGFR1, VEGFA ve
VEGFB ve Plasenta Biiylime Faktor’e (PIGF) yiiksek ilgiyle baglanir. Gelisim
boyunca VEGFRI1 ilk kez anjiyoblastlarda eksprese olur. VEGFRI'in sonraki
embriyonik asamalarda ekspresyonu devam eder. VEGFR1 ostoblastlarda, monosit,
plasental trofoblast, bdbrek mezensimal hiicrelerinde ve bazi hematopoetik kok
hiicrelerde ekspre olur. Son ddnemlerde hayvan ¢alismalarinda anjiyogenezde
VEGFRI’in kritik rolii oldugu gdsterilmistir. Birgok bulgu VEGFR1’in damar
endotelinde anahtar rol oynadigimi gostermistir. Bununla beraber doku spesifik
bilyiime faktorlerinin salinimina sebep oldugu gdsterilmistir. Selveraj ve arkadaslari
PIGF baglanmis VEGFR1’in monositlerde P13 kinaz/AKT ve ERKI1/2 yolagini

aktive ettigini gostermistir [25]. Son ¢alismalar, VEGFR1’in hemotepoezis ve

1



endotelyal progenitdrlerin etkilerini gdstermistir. Bunun yani sira VEGFR1 kollateral
damar biiylimesi kalp kasinda arteriyojenik aktivite ve kemik iligindeki hiicrelerin

(Or; monosit) yenilenmesinde énemli rol oynar [25].

1.2.2 VEGFR2

VEGFR1’e benzer sekilde yedi ekstraseliiler bdlgeye, bir transmembran
domaine ve bir trozin kinaz domaine sahiptir. VEGFR2 proteini 230kDa agirlhiginda
ve hiicre yiizeyinde ekspre olur. VEGFR2 dimerizasyonu ve giiglii ligand bagl trozin
fosforilasyon ile hiicrelerde mitojenik kemotaktik sonuglara sebep olur. VEGFR2,
VEGFA, VEGFC, VEGFD ve VEGFE’ye baglanir. Ayn1 zamanda VEGFR2 sinir
hiicrelerinde osteoblastlarda megakaryositlerde ve hematopoetik kdk hiicrelerde
ekspre olur. VEGFR2 aktivasyonu endoteliyal hiicre biiylimesini Raf-MEK-ERK
yolagini aktive ederek indiikler [26].

1.2.3 VEGFR3

VEGFR ’iin sadece alti tane immunglobiilin domaini vardir. VEGFR3
tercihen VEGFC ve VEGFD baglanir. Insanlarda C-terminal bolgeleri fakl iki
izoforma sahiptir. Bu reseptdr yaygin bir sekilde damarsal tiimérlerde bulunur. Hatta
damarsal  kanserlerin  endotelyal hiicre farklilagmasinin  belirteci  olarak
dusiintilmektedir. VEGFR3 invivo’da endotelyal hiicre-perisit/diiz kas hiicrelerinde
diizenlemeye neden olur. VEGFR3 aktivasyonu neoplastik durumlarda (Srnegin
melanoma ve goglis kanseri) gozlenir. Ayrica VEGFR3 bloke edilirse lenf
anjiyogenez ve lenf nodu metastasi 6nemli bir sekilde inhibe edilir. Bu yiizden

VEGFR3’iin 6zel inhibitorleri belki de yeni lenfatik biiylimeyi engeller [26].
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Sekil 1.3: VEGF izoformlari ve reseptorleri [27].

1.3 Tumor Nekroz Faktor (TNF)

Tumor Nekroz Faktdr, (TNF) ailesi iizerinde en ¢ok c¢alisilan protein
ailelerinden bir tanesidir ve 19 tiyeden olusan bir siiper aile olarak isimlendirilir [28].
Bunlardan TNF-a ve TNF- iizerinde en ¢ok ¢alisilanlardir. TNF—o, basta makrofaj
ve lenfositler olmak {izere gesitli immun ve somatik hiicrelerde sentezlenen, dogal ve
kazamlmig bagisiklik, hiicre regiilasyonu, farklilasma ve apoptoz siire¢lerinde 6nemli
rollere sahip, birbirinden farkli tip hiicrelerde birden fazla etkisi olan, polipeptid
yapida bir proinflamatuar bir sitokindir [29]. TNF—o’nin iki formu vardir, membrana
bagimli transmembran (pro-TNF) mTNF-a olarak da isimlendirilir, ¢oziilebilir
(solubul) formu sTNF-o veya matiir (olgun) TNF olarak adlandirthr. TNF-o’nin
aksine TNF-f sadece solubl formda bulunur ve sTNF-B olarak adlandirihir [30,31].

Hiicre membraninda sentezlenen TNF-a ilk olarak 26 kD olarak sentezlenir,



uyaranlara yanit olarak 26 kD mTNF, TNF ddniistiiriicti enzim (TACE) tarafindan
yikilir ve 17 kD’luk olgun (matiir) sSTNF-a olusur [32-34]. Spesifik olarak TNF—
a’nin bazi etkileri ise sdyledir. Ulseratif kolit, krohn hastaligi, diyabet, multipl
sklerozis, aterosklerozis ve inme hastaliklarinda TNF-o’nin fazla ifade oldugu
gbzlenmistir. Ayrica romatoid artrit ve diger immun sistem hastaliklarinda TNF-
a’nin anahtar rol oynadig1 belirlenmistir [35-38]. TNF-a bu rolleri oynarken IL-1,
IL-6, IL-8 ve GM-CSF gibi diger proinflamatuar sitokinlerin de salinimina neden

olur.

1.4  Transforme Edici Biiyiime Faktor-p (TGF- B)

Transforme Edici Biiylime Faktér- B (Transforming growth Faktor-p) bir¢ok
hiicrede proliferasyon, farklilasma, gelisme, anjiogenez, yara iyilesmesi gibi birgok
fonksiyonu diizenleyen sitokindir. Kanser gibi patolojik bozukluklara bakildiginda
TGF-B iki kritik rol oynamaktadir. Birincisi tiimor baskilanmasi ve digeri timor
olusturmasi. TGF- B erken donem kanserde baskilayici &zellik gosterirken, ileri evre
kanserde ozellikle anjiogenez ve invazyonu attirarak kanseri diizenleyici rol
tistlenmektedir. TGF-B biiyitk bir stiper ailenin tyesidir. Bu aile ii¢ TGF-f
izoformunu (TGF-B1, -2 ve -B3), aktivinler, kemik morfojenik proteinler (BMPs),
inhibinler, i¢inde barindiran biiylik bir ailedir. Kanser hiicreleri genellikle biiyiik
miktarda TGF-B ve onun benzerlerini sekrete eder [39,40]. TGF-B hiicrelerden
ekstraselliiler proteinlere bagli, inaktif latent homodimerik polipeptid olarak sekrete
edilir [41, 42]. Olgun bioaktif TGF-p latent formdan proteolitik kesilme ile olusur.
TGF-B dort reseptdr subiiniti ile iliski halindedir. Bu reseptérler bir ¢ok baska
sitokinler tarafindanda uyarilabilir [43].

1.5  Hipoksi ve Kanser

Solid tiimorlerin biiylimesi boyunca kanser ve stromal hiicreler, lokal ve genel
olarak oksijene, besinlere, biiyiime faktorlerine ve sinyal molekiillere ihtiyag
duymaktadirlar. Bu ihtiyaglar damarlar tarafindan saglanir, timér ¢evredeki normal

dokuya bas1 yapar, normal dokunun mekanini kisitlar, bunun yani sira yiiksek
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interstisyel basing metabolik atiklarin gegislerini hizlandirir (Sekil 1.4). Bu fiziksel
kosullar ve gesitli genetik alt yap1 tiimdr hiicrelerinin onkojenik organizasyonu sonug
olarak yiiksek heterojen tumdr dokusu olusmasina neden olur. Ayni zamanda

bolgesel hipoksi ve /veya asidozis ile kendini gosterir [44].

Hipoksi, ortamda oksijen miktarinin azalmasi anlamina gelmektedir. Hipoksi
timorlerin  olusmast ve biiylimesinden sorumlu anahtar rol oynar. Hipoksi
indukleyen factor -1 (HIF-1) hipoksiyaya cevapta en Onemli transkripsiyon
faktortidir. HIF-1 iki alt birimden olugur. Bunlar HIF-1a ve HIF-1f dir. HIF-1 «
oksijen seviyesine gore diizenlenen fonksiyonel alt birimdir. HIF-la oksijenle
diizenlenen bir domain icermektedir. Normal oksijenli kosullarda HIF-1a alt {initesi
prolin hidroksilazlar tarafindan hidroksillenmektedir. O, bagimli degredasyon
domaininde korunmus 2 prolin residiisii bulunmaktadir. Niikleusta HIF-1§ ile
dimerlesir ve spesifik HRE’lere (Hipoksi Response Element) baglanir. Yaklagik
olarak tiim genlerin %2.6’s1 HIF-la aktivasyonu ile regiile oldugu bilinmektedir.
CoCL,, HIF-la ‘i normal oksijen kosullarinda inhibe eden prolin hidroksilazlara
baglanarak onlarin aktivesini durdurur. Boylece HIF-1 hidroksilenmez ve aktif hale
geger. Aktif hale gegen HIF-1 oksijen yetersizligindeki seviyesine ulagir ve hipoksi

ile regiile olan diger genlerin transkripsiyonlarini etkiler [45, 46].
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Sekil 1.4: Karsinogenez boyunca hiicre ile ¢evresel etkilesimler modeli ve tiimor
biiyiimesi ve tiimor evresinin fiziksel kosullarla iligkisi. Normal epitel (gri),
hiperplastik (pembe), hipoksik (mavi), glikolitik (yesil) ve hareketli (sar1) hiicreler.
[47].

1.6 HIF1

HIF1 iki alt iiniteden olugsmaktadir; HIF-1p siirekli eksprese edilirken, HIF-1a
ekspresyonu oksijen varligina gore olmaktadir. Normalde, HIFla yapisindaki
korunmus prolin ve asparajin rezidiileri, oksijen duyarhi hidroksilazlar tarafindan
modifiye edilirler. Fakat hipoksiya kosullarinda, bu rezidiiler oksijen azligindan
dolayr hidroksilazlar tarafindan modifiye edilemez. Bdylece (pVHL) aracihigi ile
degredasyon ve HIF-1 aracilig1 ile inaktivasyon engellenir. Bu durum ise ortamda
HIF-1o. nin birikmesine, HIF-1a ile HIF-1f’nin ile dimerler olusturmasina, hedef
genlerdeki HRE bolgelerine baglanmaya, kofaktérler ile etkilesmesine neden olur ve
HIF-1 transaktivasyon kapasitesi uyarilir (Sekil 1.5 ve Sekil 1.6). Bunun disinda,
HIF-1a, normal oksijen kosullarda farkl ekstraseliiler sinyaller araciligiyla, PI3K ile
MAPK yolaklar1 gibi yollar araciligi ile yada onkojenik degisiklikler ile de
arttirilabilir. Halbuki PI3K aktivasyonu HIF-la proteininin diizeyinin azalmasi ile

sonuglanir, MAPK aktivasyonu ise onun transaktivasyon 6zelliklerini gelistirir.
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Sekil 1.5: HIF1-a’nin hipoksik ve normoksik durumlarda diizenlenmesi [48].
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Sekil 1.6: HIF tarafindan olusturulan transaktivasyon [43]

Timor biiylimesi ve metastazin bagimli oldugu bir baska olayda
anjiogenezdir. Vascular Endothelial Growth Factor (VEGF) bu olayin
regiilasyonunda anahtar bir role sahip bir sitokindir. VEGF’de hipoksi durumlarinda
HIF-1’e bagl olarak kontrol edilen bir gendir. Hem CAIX hem de VEGF her ikiside
hipoksik durumlarda indiiklenen genlerdir. Ancak VEGF gibi bazi sitokinlerin
timorlere karsi bagisiklik sisteminin araci molekiilleri gibi ¢alistiklart gibi, kanser
patogenezinde &nemli olduklari bilinmektedir. Hatta VEGF gibi bazilar1 hipoksik
durumlarda indiiklenmektedir. Sitokinler bu gibi durumlarda patogenezle ilgili
genlerin transkripsiyonunu ve ekspresyonunu arttirarak ya da azaltarak etkili olurlar.
Bu anlamda CAIX ve VEGF’in hiposiyaya yanitta indiiklenebilindigi bilinmekle
beraber, VEGF’in CAIX un ekspresyonu etkileyip etkilemedigi konusunda ayrintili
bilgi yoktur. Yalniz, her ikisinin ekspresyonunun bazi kanser tiirlerinde arttig1 ¢esitli

arastircilar tarafindan rapor edilmistir [49-51].

1.7 Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidrazlar (Karbonat Hidroliyaz, Karbonat Ahidraz, Karbonik Asit
Anhidraz, Karbonat Dehidrataz E.C.4.2.1.1) canlilarda CO; molekiiliiniin
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hidratasyonunu ve HCOj3'iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen enzimlerdir(CO; +
H,O H,CO; HCO;™ + H). Karbonik anhidrazlar katalitik

aktiviteleri igin yapisinda sikica bagli Zn*? iyonu igeren metaloenzimlerdir ve hemen

hemen biitiin organizmalarda bulunmaktadirlar [52]. Karbonik anhidrazlar bes gen
ailesi olarak siniflandirilmislardir. Bunlar a-CA, B-CA, y-CA, 8-CA ve ¢-CA gen
aileridir. Omurgali dokularda bulunan simif a-gen simifidir. Aminoasit benzerligine

bakildiginda gen siniflari arasinda 6nemli bir benzerlik goriilmemektedir [53].

Tiim karbonik anhidrazlar hipoksiya tarafindan diizenlenir. Bu enzimler pH
regiilasyonu ve iyon transportu siirecinde énemli rol oynarlar; kemik rezorpsiyonu
mide ve pankreas sivilarinin sekresyonu, g6z i¢i ve beyin omurilik sivi olusumu gibi

bir¢ok biyolojik 6nemli olayda gérev almaktadirlar [54].

Memelilerde bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli CA izoenzimi
tespit edilmistir. Bunlarin ¢ogu baskin olarak farklilasmus hiicrelerle iliskilidir ve
cesitli doku ve organlarda ozellesmis fonksiyonlari yerine getirirler. 5 tanesi
sitoplazmada bulunur (CAI, CAIl, CAIIl, CAVII ve CAXIIIl), 5 tanesi hiicre
membranina bagli olarak bulunur (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXV), 2
tanesinin mitokondriyal enzim oldugu tespit edilmistir (CAVA ve CAVB) ve bir
tanesi ise salgilanan bir enzimdir (CAVI). Heniiz siniflandirilmamis bir formu

NonO/p54nrb tanimlanmustir (Sekil 1.7) [55, 56].
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Sekil 1.7: Bazi CA izoenzimleri sematik olarak hiicredeki lokalizasyonlari

1.7.1 Karbonik Anhidraz 9 (CAIX)

CAIX, 54 ve 58 kDa agirhginda bir glikoproteindir. CA IX normal dokularda
ekspresyonu oldukga simirhdir. Ancak ¢esitli kanser tiirlerinde ekspresyonu olduk¢a
artar [57, 58]. Insan CA IX 1994 te klonlanmis, CA IX gen 1996 da karakterize
edilmistir [59, 60]. CA IX’un kristal yapisinda katalitik domain 2009°da rapor
edilmistir. a-CA enzimler arasinda essiz guaterner yapiya sahiptir. Monomerik CA
[X 422 amino asitten olusur. Epitel hiicrelerin bazolateral plazma membraninda ve
bazi durumlarda gekirdekte de ekspre edildigi gozlenmektedir. CAIX, yapi olarak bir
sinyal peptit, proteoglikan bolge, CA aktif bilgesi, transmembran bolgeleri ve hiicre

i¢i intrastoplazmik kuyruklara sahiptir (Sekil 1.8).
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sp PG CA

Sekil 1.8: Karbonik anhidraz 9 genel yapisi.
(SP: sinyal peptid bdlgesi, PG: proteoglikan bdlge, CA: karbonik anhidraz aktif

bdlgesi TM: trans membran bdlge, IC: intrastoplazmik kuyruklar,)

CAIX izoenzimi normal olarak ekspre oldugu yerler sindirim sistemi
epitellerinde bazolateral plazma membranlarindadir. Ayni zamanda midenin ve safra
kesesi mukozasinda bulunur [61, 62]. Duodenum ince bagirsagin ilk boliimlerinde

daha fazladir ve rektuma dogru gittik¢e azalir [63].

Mide epitelinin aksine bagirsak epitelinde ekspresyonu hizli prolifere olan
alanlardadir. Bu nedenle CAIX nun hiicre farklilasmasi ve ¢ogalmasinda rolii oldugu
diistiniiliir [64]. Pankreas ve safra kanallarindaki epitelde, erkek tireme organlarinda
ve viicut bosluklarini déseyen mezotelde bulunur. Bunun yani sira, anormal CAIX
ekspresyonu CAIX negatif dokularda olusan karsinomlarda da gozlenmektedir.
Serviks kanseri, akciger kanserleri, meme kanseri ve bobrek kanseri bunlarin en ¢ok
bilinen 6rnekleridir [65-67]. Ancak ilging olarak CA9 pozitif olan dokulardan kéken
alan tiimorlerde CAIX ekspresyonu azalmis ya da yoktur [68, 69].

Tiumorlerdeki CAIX ekspresyonu tiimdriin tanis1 ve prognozu hakkinda bilgi
vermektedir. CAIX ekspresyonu kétii prognozu géstermektedir. Ornegin astrositoma,
meme, kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri, bas ve boyun tiimdrleri ve serviks
kanserinde CAIX un yiiksek olmasi kétii prognozu gosterir [70-73]. Bunun aksine
bébrek berrak hiicreli timdrlerde CAIX iyi prognoza isaret eder [74]. Bunun yanisira
hem normoksik ve hemde hipoksik durumlarda HIFla’nin eksprese oldugu
hastaliklar vardir. RCCC HIF-le, ifade edildiginde, normoksik ve hipoksik
kosullarda hem de kararli olan bir VHL "hastaligi" oldugu, bununla beraber, bu
nispeten egsiz bir durumdur (Sekil 1.9). Bu nedenle, CAIX ifade eksikligi oldugu
durumlarda, hipoksik dokular ve tek HIF-2a ifade olabilir. CA9 timdr olusumu

stiresince pH kontroliinde ve hiicre adezyonunda biiyiik 6neme sahiptir [75].
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Sekil 1.9: CAIX ekspresyonu, hiicresel hipoksi ve HIF-1 aktivasyonunun
birbirleriyle iligkisi [76].

Timorde oksijen yetersizligi oldugu i¢in enerji i¢in anaerobik glikolize
gidilmektedir ve laktik asit ile H" ag1ga ¢ikmaktadir. Sonugta ortamin pH ‘1 degisir.
Hipoksiya, asidik pH ile iliskili olarak tiimor biiylimesini arttirict bir faktdrdiir.
Karbonik anhidraz enzimleri, pH’nin regiilasyonu i¢in &nemlidirler ve literatiirde
timor ile iliskili olan CAIX un siki bir sekilde HIF1 (Hipoxia Inducible Factor)
yolagi ile kontrol edildigi belirtilmistir (Sekil 1.10). Yiiksek hiicre yogunlugunda,
CAIX transkripsiyonunun artmasiyla ¢evresel hipoksiya meydana gelir. Bu durum
SP1 ile HIF-1 beraber etkisiyle ilgilidir ve PI3K yolagina gore islemektedir. En
yiiksek CAIX ekspresyonu; hiicre yogunlugunun yiiksek ancak oksijen
yogunlugunun diisiik oldugu kosullarinda ger¢eklesmektedir [77].
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Sekil 1.10: Tiimor hiicrelerin de pH diizenlenmesinde CAIX un rolii .

Membranda bulunan CAIX pH regiilasyonunda 6énemlidir. Hipoksiya ve
hiicre yogunlugu birbiri ile iligkili ancak farkli iki yol aracihg ile CAIX
promoterunu aktive etmektedir. CAIX geninin transkripsiyon baslangici ve PRI
bolgesi arasindaki promoter dizisi HRE (Hypoksi Response Element) baglanma
domaini igerir ve bu element HIF1 tarafindan tanmnir. HIF1 ise hipoksiyaya yamt
olarak transkripsiyonun regulasyonunu saglar [78, 79]. HIF-1 hipoksiya kosullarinda
CAIX’un transkripsiyonunu giiglii sekilde indiikler fakat tam bir indiiksiyon igin
SP1/3 transkripsiyon faktoriiniin PR1 e baglanmasi gereklidir.

1.7.2  Karbonik Anhidraz 12 (CAXII)

CA XII ilk kez birbirinden bagimsiz iki grup tarafindan 1998’te identifiye ve
karakterize edilmistir. Enzim 325 amino asitten olusur. CA domaine sahiptir. Kisa
ekstra selliiler kism1 bir hidrofobik transmembran domain ve C- terminal sitoplazmik
kuyruga sahiptir. CA XII'nin ekspresyonu CA IX ile benzerlik gdsterir. Her iki
enzimde hipoksi tarafindan indiiklenir ve bazolateral plazma membraninda localize
olur. Tumor hiicre hatlari ve ger¢ek kanserlerde her iki enziminde artmis
ekspresyonu gozlenmektedir. Son zamanlarda karbonik anhidrazlarin birgok fetal

dokuda eksprese oldugu gézlenmistir [80]. Karbonik anhidraz 12 (CAXII) karbonik
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anhidrazlar  ailesinden  transmembran, ekstra  selliiler, ¢inko  bagimh
metalloenzimlerden birisidir. Diger karbonik anhidrazlar gibi CO»in bikarbonata
hidrasyonunu saglamakla gorevlidir. Dolayisiyla tiimér mikro ¢evresindeki asidite ve
tlimdr malignitesini diizenlemektedir. CAXII ilk olarak bdbrek kanserinde yiiksek
miktarda eksprese oldugu gézlenmistir, fakat suan da birgok kanser tiiriinde eksprese
oldugu kesfedilmistir. Birgok kanser tiiriinde over ekspresyonu CAIX ile siki bir
iliski gostermekte ve hipoksi ile iliskili olmasina ragmen meme kanserinde CAIX ile
baglantili olmayan bir ekspresyonu vardir. Ozellikle Gstrojen reseptorii pozitif meme
kanserinde CAXII nin ekspre oldugu gézlenmistir. Bu durum CAXII nin &srojen ile

kontrol edilebilecegini isaret etmektedir [81-84].

CAIX ve CAXII izoenzimleri tiimdrlii hiicrelerde aktivitelerini gdsteren buna

bagli olarak da kanserle iliskili olan izoenzimler olarak tespit edilmislerdir [85, 86].

1.8  Cahsmanin Amaci

Karbonik anhidraz enzimleri ¢esitli fizyolojik ve patolojik proseslerde énemli
rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimler karbondioksitin bikarbonat ve protona
doniisiimiinii katalizleyerek hiicre membraninda ve hiicre i¢indeki degisik birgok
alanda 6nemli gorevler iistlenmislerdir. 14 farkli CA izoenzimi vardir ve bunlardan
kanser ile iliskisi tespit edilmis olan CAIX, genellikle kati tiimérlii hiicrelerde
aktivite gosterir. CAIX’un ekspresyonu bir ¢ok kanser tiiriinde hastalik siireci ile
iliskilidir. Kanser ile iligkili olan CAIX geninin regiilasyonunun aydinlatilmasi,

kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olacaktir.

VEGF anjiogenez olaymin regiilasyonunda anahtar bir role sahip bir
sitokindir. VEGF de hipoksi durumlarinda HIF-1"e bagli olarak kontrol edilen bir
gendir Hem CAIX hem de VEGF her ikiside hipoksik durumlarda indiiklenen
genlerdir. Ancak VEGF gibi bazi sitokinlerin tiimorlere karsi bagisiklik sisteminin
aract molekiilleri gibi g¢aligtiklari gibi, kanser patogenezisinde 6nemli olduklari
bilinmektedir. Hatta VEGF gibi bazilar1 hipoksik durumlarda indiiklenmektedir.
Sitokinler bu gibi durumlarda patogenezle ilgili genlerin transkripsiyonunu ve
ekspresyonunu arttirarak yada azaltarak etkili olurlar. Bu anlamda CAIX ve

VEGF nin hipoksiyaya yanitta indiiklenebilindigi bilinmekle beraber, VEGF nin
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CAIX’un ekspresyonu etkileyip etkilemedigi konusunda ayrintili bilgi yoktur.
Yalniz, her ikisinin ekspresyonunun bazi Kkanser tiirlerinde arttigi c¢esitli

arastirmacilar tarafindan rapor edilmistir (86).

Bu nedenle bu tez de giliniimiiziin en Onemli hastaliklarindan birisi olan
kanser ile iligkisi tespit edilmis olan CAIX geninin regiilasyonu ve tiimor
angiogenezinde 6nemli olan VEGF ile iligkisinin tespit edilmesi amaglanmigtir. Bu
bilgilerin kanser tedavisi ve kanser gelisiminin engellenmesi konusunda 1sik

tutacagini timit etmekteyiz.

Ozellikle kati timérlerde timor belirteci olma 6zelligine sahip olan ve timor
mikro g¢evresinin asidifikasyonunda rol alan CAIX, karbondioksitin bikarbonat ve
protona hidratasyonunu katalizlemektedir. Birgok kanser tiiriinde ifade seviyesinin
artti@1 gézlenen CAIX’a spesifik ¢ok sayida inhibitorler sentezlenmekte ve kanserin

tani ve tedavisinde kullanilmasi amaglanmaktadir (Sekil 1.11).
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VEGF MOLEKULER ANALIZI

|

VEGF, TGF-B ve TNF-a Sitokinlerinin Hep3B hiicre hattinda
hiicre proliferasyonu iizerine etkilerinin belirlenmesi

VEGF uygulanmis Hep3B hiicre hattinda CAIX ve CAXII
mRNAseviyesinin qRT-PCR ile belirlenmaesi

|

VEGF ,EGF uygulanmis Saos-2 ve MG63 hiicre hatlarinda
CAIX ve CAXII mRNAseviyesinin qRT-PCR ile belirlenmesi

|

VEGF sitokini uygulanmig Saos-2 hattinda CAIX protein
seviyesinin gosterilmesi icin Western-blotting yapilmasi

!

VEGF sitokin uygulanmis Saos-2 ve Hep3B hiicre hattinda CAIX
protein seviyesinin gosterilmesi icin Flowsitometri yapilmasi

VEGF sitokini uygulanmig Saos-2 hiicre hattinda CAIX protein

seviyesinin gosterilmesi icin immunflorasan yapilmasi

Yolak Calismalar

Sekil 1.11: Calisma basamaklarini 6zetleyen akis diyagrami
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2. MATERYAL YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun

safliktadir .

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar ve iireticilerin listesi

Kimyasallar Uretici Firma
Tris Base Sigma
NaCl Sigma
EDTA Riedel
Borik Asit Merck
Gliserol Merck
CaCl, Sigma
DMSO (Dimetil Siilfoksit) Merck

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum) Sigma

Taq DNA polimeraz, dNTP karigin Fermantas
L-glutamin Sigma
Tripsin-EDTA Sigma
Sigir Serum Albumini(BSA) Sigma
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Revers Transkriptaz

Fermentas

[-merkaptoetanol Sigma
SYBR-Green PCR Master Karigimi1 Sigma
Tetramethylethylenediamine(TEMED) Sigma
Amonyum Perstilfat Merck
PVDF membran Millipore
B-Aktin Antikoru(A5441) Sigma
Sekonder antikor (goat, anti-rabbit) (Ab97069) Abcam
Alexa Flour 488 Sekonder Antikor Invitrogen
Page Ruler Plus Prestained Protein Markir (26616) | Thermo
X-Ray Film Kodak
ECL (Elektrochemiluminescence) Kit Pierce
MEK Inhibitérii Sigma
Wortmannin Cell Signaling
L-Glutamine Sigma
PBS Sigma
Agaroz Prona

2.1.2

Calismada Kullanilan Laboratuvar Geregleri

Tablo 2.2: Calismada kullanilan arag geregler ve alindiklari firma isimleri

Kullanilan Gereg

Modeli

CO, 'li inkiibatdr

Nuair

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, ispanya

Inverted Mikroskop

Nikon Eclipse

-80 °C ultralow freezer

Thermo
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Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, Italya

Buzdolab:

Argelik, Tiirkiye

Calkalamali inkiibatir

Shel-Lab, USA

Etliv

WTB, German, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistiric

Velp Scientifica, [spanya

Otoklav Hirayama, Japonya

pH Metre WTW, Almanya

Saf su cihazi Destilasyon 3.1(Comecta Sa,)
Santrifiij Sigma laborzentrifugen, Germany

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

Is1 kontrollii calkalamali inkiibatdr

GFL, Almanya

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Metro Lab,

Vorteks

Elektromag, Tiirkiye

Hassas Terazi

Sartorius, Almanya

96 kuyulu plaka okuyucu spektrofotometre

Biotek

Otomatik pipetler

Finnpipette

DNA elektroforezi Minicell Primo
UVPlJel Goriintiileme UVP

PZR Thermo

Mikro santrifiij Thermo

Elekroforez Apelex, INGILTERE
SDS PAGE Aparatlari BioRad

2.1.3. Stok Soliisyonlar

2.1.3.1.

Agaroz Jel Elektroforezi Soliisyonlar:

Tablo 2.3: Agaroz Jel Elektroforezi Solusyonlari

Solusyon

Icerigi

5X TBE (pH:8,00)

54 g Tris Base, 27,5 g Borik Asit tartilir.
20 ml 0,5M EDTA pH:8,00 ve dH,O ile
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1 litreye tamamlanir.

0,5X TBE Tamponu(pH:8,00) 5X TBE stok tampondan 100ml alinarak
tizeri dH,O0 ile 1litreye tamamlanir

Etidyum Bromiir Stok Soliisyonu 10 mg/ml olacak sekilde dH,0 ile
hazirlandi.Isik gegirmesini engelleyen
koyu renk bir kapta muhafaza edildi.

DNA biiyiikliik belirteci 100 pl DNA ladder, 200 pl steril suda
coziilerek hazirlanir.

2.1.3.2.Formaldehit Jel Elektroforezi

Tablo 2.4: Formaldehit agaroz jel elektroforezi soliisyonlari

Solusyon Icerigi

10XFA Jel Tamponu (pH 7,00) 41,9 ¢ MOPS, 6,8 g, C;H;NaO, 3
H>0, 20 mL EDTA (0,5M), dH,O ile
1 L ye tamamlandi. pH 7 olarak
hazirlanip oda sicakliginda saklandi.

RNA Jel Yiiriitme Tamponu 50 ml 10XFA, 20 ml formaldehit,40
ml DEPC’li H,O
RNAaz Igermeyen dH,0 1 ml DEPC, 1 L dH,O kanstirilarak

otoklavlandi. 37 °C ‘de bir gece
bekletildi. +4 buzdolabinda sakland:.

22 METOTLAR

2.2.1 Cahsmada kullanilan ortamin ve malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Isiya dayanikli tiim pipet uglari, ependorflar, cam malzemeler santrifiij
tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121 °C' de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda

steril edildi.
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Doku Kiiltiirii Laboratuvari her hafta periyodik olarak virkon ve ¢amasir suyu
igeren sivilarla temizlendi. Oda kullanilmadigi zamanlarda UV lamba kullanilarak
odanin havasmnin sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat
once laminar flow agilarak galisma ortaminin sterilizasyonu saglandi. Ayni zamanda
calismaya baslamadan Once ve ¢alisma bittikten sonra laminar flow alkol ile

temizlendi.

2.2.1 DNA ile ilgili teknikler

2.2.1.1 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi ve 80 volt elektrik akiminda 45
dakika ornekler yiiriitildi. Elektroforez tamponu olarak 0,5 x TBE tercih edildi.
Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave
edildi. DNA’y1 izleme boyasi olarak bromfenol mavisi kullanildi. Calismalarda
plazmit DNA’lar i¢in %0,8 ve ekspresyon profillerini karsilastirmak igin %2’lik
konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA par¢alarinin
biiylikliigliniin belirlenmesi igin 1 kb DNA ladder ile karsilagtirildi. Elektroforez

sonuglart UVP jel goriintiileme sisteminde gériintiilenerek fotograflari ¢ekildi.

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii

2.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlacak Malzemelerin Hazirhig:

2.2.2.1.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)

i¢ine L-Glutamine son konsantrasyonu 0,2 mM ve FCS son konsantrasyonu % 10
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olacak sekilde ilave edilmistir. Tiim bilesenler 0,22 pm steril filtreden siiziilerek

steril edildi.

2.2.2.1.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) -20 °C’de saklamir ve tasinmasi soguk zincirle
yapilir. Stok serum ilk kullanimdan énce 56 °C 1 saat 1s1 ile inaktive edilir ve tekrar -

20 °C de saklanir.
2.2.2.1.3 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmas
Tablet seklinde temin edilen PBS (Dulbecco's phosphate-buffered saline ),
her tableti 100 ml dH,O ile hazirlanmis ve otoklav edilmistir. 2-8 °C’de saklanmustir.
2.2.2.1.4Cahsmada Kullanilan Hiicre Soylari
Calismada insan hepatoma hiicre hatti (Hep3B), osteosarkoma hiicre hatlari
(MG-63 ve SAOS-2) kullanilmistir.

2.2.2.1.5 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Uzun donemde -80°C’de saklanan hiicre hatlarinin biyitiilmesi igin -
80°C’den cikarilan hiicreler 37 °C sicakligindaki su banyosuna alinir ve hizlica
¢oziinmeleri saglanir. Coziinen hiicreler %10’luk FCS igeren medyuma alinir, alt iist
edilir ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edilir. Siipernatant uzaklastirilir, olusan
pellet medyum ile ¢oziiliir ve flasklara ekim yapilir. Flasklar etiketlenir ve 37 °C, %5

CO; igeren inkiibatore konulur.
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2.2.2.1.6 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, icerisinde 0,2 mM L-Glutamine
ve % 10 FCS igeren DMEM medyumu igerisinde haftada 1 kez rutin pasaj yapilarak

iretildi.

Oncelikle insan hepatoma hiicre hatti olan Hep3B hiicreleri galismalarda
kullanilmak tizere biiytitiilmiistiir. Calismada ayrica insan osteosarkom hiicre hatlar
MG-63 ve Saos-2 biiyiitiildii.

(A)

Sekil 2.1: Insan CAIX geninin ekspresyonu belirlemek amaciyla kullanilan hiicre
hatlarinin resimleri: (A) Hep3B (insan Karaciger Karsinomu), (B) MG-63 (insan

Kemik Karsinomu), (C) Saos-2 (insan Kemik Karsinomu).

2.2.2.1.7 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar yiizeyi %80-90 oraninda kaplaymca, igerisindeki
medyum uzaklastirilir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikamir ve 75 cm” flasklar igin 3
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant
uzaklastirilir, pellet medyum ile ¢6ziiliir ve flasklara ekim yapihr. Flasklar etiketlenir

ve 37 °C, %5 CO; igeren inkiibatére konulur.
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2.2.2.1.8 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Tripan mavisi boyamasi) ve

Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi hesaplamak igin,
tizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, Imm? alan, 0.1 mm derinligi olan ve bdoylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.2) lami kullanilir. Canli ve
ol hiicreleri ayirt etmek i¢in10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan mavi (1:1
dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Olii hiicreler mavi

boyanirken canli olanlar boyanmazlar ve sayim yapilir.

—

i - I mm

_—

I mm

+._.

I mm

<_

Sekil 2.2 Hemositometre

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi asagidaki formiille bulunur.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu X 2 X 10*

2.2.2.1.9 Hiicrelerin -80°C’de Saklanmasi

Hiicreler bulunduklari ytizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastinlir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikanir ve 75 cm? flasklar igin 3
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapilir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum

eklenir ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriiliir. Stipernatant
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uzaklastirilir, pellet % 10 DMSO igeren FCS ile dikkatlice ¢oziilir ve soguga

dayanikli tiiplerine konularak, etiketlenerek 80°C’deki dolaba konulur.

2.2.2.1.10 Sitotoksisite Deneylerinin Kurulmasi

75 cm’ flaskta biiyiimekte olan hiicreler yiizeyi %80 oraninda kapladiklarin
da , igerisindeki medyum uzaklastirilir. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikanir ve 75
cm? flasklar i¢in 3 ml Tripsin-EDTA eklenir. 3-5 dakika CO; ‘li inkiibatdrde inkiibe
edilir. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum eklenir. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij
ile hiicreler ¢oktiiriiliir. Supernatant uzaklastirhr, pellet 10ml kadar medyum ile
¢oziiliir. Siispansiyondaki canli hiicre sayisini belirlemek igin tripan mavi boyamasi
yapilir ve canl hiicre sayist belirlenir. Hiicre sayist belirlendikten sonra, 96
kuyucuklu plaka igin hiicre sayist 5000 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicre ekimi
yapilmigtir. 5000 hiicre son hacim 200 pl olacak sekilde %10 FCS iceren DMEM
medyumu igerisine ekilmistir. Hiicre uygulamasi yapildiktan sonra 1 gece
bekletilmistir. Ertesi sabah TNF-a, TGF-f ve VEGF 45 sitokinleri farkli dozlarda
uygulanmigtir. Ayrica 150 Mm CoCl; ile hipoksik ortam olusturulmustur. 1, 3, 24, 48

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

2.2.2.1.11 MTT Testi

Hiicre proliferasyonu, canlilifi ve sitotoksisite dl¢timii igin kullanilan ve
kantitatif kolorometrik bir yontem olan MTT metodu canlt hiicrelerin tetrazolium

tuzu olan MTT 'yi formazan kristallerine déniistiirmesi esasina dayanir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3: MTT metodunda gergeklesen kimyasal degisim

Bu metoda gore istenilen inkiibasyon periyodundan sonra (6, 24, 48 ve 72
saat) hiicrelerin bulundugu ortama, optimizasyon sonucu belirlenen son
konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde stok MTT soliisyonu eklenir ve 4 saat 37
°C, %5 CO, igeren ortamda inkiibe edilir. Inkiibasyon sonunda medyum
uzaklagtirihir, 0.004 M HCI igeren isopropanol ile kristaller ¢oziiliir ve UV spektro

okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans alinir.

2.2.3  RNAleilgili Teknikler

2.2.3.1 Hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu

%80-90 oraninda doluluk goriilen flasklardan hiicreler tripsin EDTA ile
kaldirnidi. Tripan mavi ile hiicre sayma islemi bolim 2.1.4.1.8 ‘de anlatildig: gibi
yapildi. Her bir kiigiik flaska 2x10° hiicre konuldu iizerine 5 ml %10 FCS igeren
medyum konuldu. Hiicrelerin yiizeye tutunmasi beklenildi. Ertesi giin %10 FCS
iceren medium uzaklastirildi. % 0,1 BSA igeren DMEM ile serum aghgi olusturuldu.
Bir gece etiivde bekletilen hiicrelere ertesi giin son konsantrasyon 20 ng/ml olacak
sekilde VEGF 45 sitokin eklendi. 1, 3, 6, 24, 48, ve 72 saatlerin sonunda her bir
flasktan medyum uzaklastirildi. Tripsin ile hiicreler yiizeyden kaldirildi. %10 FCS

igeren medyum eklendi, herbir flask protein ve RNA degerlendirilmesi yapilabilmesi
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i¢in iki ayr1 falkona ayrildi. 1000g de 5 dakika santrifiij edilen hiicrelerin {izerinden
medyum uzaklastirildi ve -80 dondurucuya kaldirildi. Pellet haline getirilerek RNA
izolasyonlar1 i¢in -80 dondurucuda saklanan o&rnekler buz iizerinde dikkatlice
¢oziildii. Fermentas RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolasyonlar1 yapild:.

RNA &rnekleri uzun dénemde -80 °Cdondurucuda saklanmaktadir.

2.2.3.2 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA’larin miktarlari ve safliklarinin tayini i¢in 260nm ve 280
nm’de absorbanslari alinmistir. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger icin 200 pl
dH,O0, RNA &lgtimleri igin 195 pl dH,O ve ilgili RNA konuldu. Elde edilen
absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller

kullanilmustir.

DNA miktar1 = Ayqx 40 x 40 ng/pl

Saflik = Az(,(]/ A230

2.2.3.3 RNA Jel Elektroforezi

Jel dokiilmeden 6nce tiim elektorforez tanki ve aparatlar1 %5 lik SDS ile
yikandiktan sonra DEPC’li sudan gegirildi. Sonra etanol ile yikandir ve kuru pegete
ile kurulandi. 0,5 g agaroz,5 ml 10XFA jel tampon ve 50 ml DEPC’li su mikrodalga
firinda kaynatildi. Uzerindeki buhar ¢ikmasi bittiginde 900 ul formaldehit ve 1 pl
etidyum bromiir eklenerek kasete dokiildii. Jelin donmasi beklendi. Tanka 1XFA jel
tamponu dolduruldu. Kaset tanka yerlestirildi. 5 pul RNA 6rnegi ve 3 pl 2X yiikleme
boyast 65 "C’ de 5 dakika bekletildi. Ornekler sogutulduktan sonra kuyulara
yiiklendi.
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2.2.3.4 cDNA Eldesi (RT -PZR)

Miktarlart belirlenen RNA rneklerinden 1000 ng olacak sekilde RNA kalibi
kullanilarak RT-PZR yapildi. RT-PZR asagidaki tabloya uygun olarak her deney
grubu icin yapildi.

Tablo 2.5: RT —PZR tablosu

RNA kalip

Oligo dT 1 pul
Distile H,0

65 °C’de 5dk

5X Reaksiyon Tamponu 4 pL.
Ribolock Rnase inhibitor 0,5pL
dNTP Karigimu 2ul
Revers Transkriptaz 2ul
Son hacim 20pL

Yavasca karistir ve kisa siireli santrifiij yap

42 °C’de 60 dk

70 °C’de 5 dk

2.2.3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA eldesinden sonra CAIX, CAXII, human (-2 mikroglobilin igin
optimize edilen sartlarda PZR yapildi.
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Tablo 2.6: Human -2 mikroglobilin PZR tablosu

B-2 mikroglobiilin Ornek N.K. |PK
cDNA kalip IplL - ne
Taq Buffer Sul 5puL 5pL
MgCl» 2uL 2uL 2pLl
Forward primer 1ul 1pL 1pL
Reverse Primer 1L e e
Taq polimeraz 0,5 uL 0,5 ulL 0,5 ul
dH,O 39,5 39.5 39,5
Son hacim 50uL 50uL 50uL

2.2.3.5.1 Primer Tasarimi

CAIX ve CAXII primer tasarimi i¢in www.restrictionmapper.org,
www.ncbi.nlm.nih.gov ve www.idtdna.com adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan
primerlerin sa¢ tokasi yapisi olusturmamasina, Ty, sicakliklarinin birbirine yakin
olmasina ve niikleotitlerin dagilimmin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat
edildi. Ayrica tasarlanan primerler databanklarda (GenBank + EMBL + DDBJ +
PDB dizileri) bulunan DNA dizileri ile blast yapilarak CAIX ve CAXII geni ile en
yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

Tablo 2.7 CAIX, CAXII ve insan B 2-mikroglobiilin primerlerinin dzellikleri

Uzunluk Dizi Uriin

(bg) (bg)

Primer

CAIX-Forward |20 5’-TCT CAT CTG CAC AAG GAA CG-3" | 349

CAIX-Reverse |20 5’-ACT TCA GCC GCT ACT TCC AA-3> | 349

CAXII-forward |20 5’-AAG AAG TAC CCG TCG TGT GG-3* | 369
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CAXIlI-reverse | 20

5’-GAG GCC TTC TGA CTT GTT GC-3°

369

H-p-2-forward | 20

5-TTT CTG GCC TGG AGG CTATC-3* | 370

H-B-2-reverse 21

5’-CAT GTC TCG ATC CCA CTT AAC-3’ | 370

2.2.4 Gergek Zamanh RT-PZR (Q-RT-PZR)

Bu ¢alismalar Light Cycler 485 aleti kullanilarak gergeklestirildi. 5 pl Master

karigimi, 1 pl cDNA, 100ng/pl ‘lik 0,5 pl forward ve reverse primerler, 3 pul distile

H>O konularak son hacim 10 pl de tamamlandi. Her bir cDNA en az ii¢ tekrarli
olmak iizere CAIX, CAXII ve insan B-2-Mikroglobiilin genleri ile ¢alisildi. B-2

Mikroglobiilin geni normalizasyon igin kullanilmuistir,

Tablo 2.8: Real Time-PZR dongii kosullari

Bolim Dongti Sayisi Sicaklik Stre

On 1sitma 1 o & 10 dakika
95 °C 10 saniye

Cogaltma 40 51 ¢ 10 saniye
722C 10 saniye
95 *C 5 saniye

Erime egrisi 1 65 °C | dakika
97 ¢ -

Sogutma | 40 °C 30 saniye

2.2.4.1 Sonuglarin degerlendirilmesi

Real-Time PZR deney sonuglari Livak metoduna gore degerlendirilmistir.

CAIX ve CAXII i¢in elde edilen Ct degerleri nin her biri insan B-2-Mikroglobiilin

geninin ortalamasindan ¢ikarildi. Elde edilen dederin 2 tabaninda kuvveti alindi.

Deney sonuglari kontrol grubuna béliindii. 1’in katlar seklinde sonuglar elde edildi.
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Minitab (One Way Anova) ile istatistik degerlendirme yapildi. p<0,05 degerler

anlamli kabul edildi.

2.2.5 Western Blot Calismalar:

2.2.6 Westernblot ve RNA izolasyonlar1 i¢cin Dondurulmus Hiicre

Hazirlanmasi

RNA deneylerinin kurulmasi sirasinda ayni populasyondaki bir kisim hiicre
westernblot i¢in kullanilabilir. Bunun igin islem basamaklari sdyledir; 25¢cm2’lik
flasktan medyum uzaklastirihr. Sml PBS ile iki kez yikanir, ImL tripsin EDTA
eklendikten sonra 37C”de etiivde 3 dk bekletildi. Hiicrelerin flask yiizeyinden ayrilip
ayrilmadiklar1 mikroskopta kontrol edildikten sonra %10 FCS igceren DMEM
besiyerinden 6mL eklenerek. 4mL’si RNA izolasyonu i¢in bir falkona ayrilir. Geriye
kalan 2mL’si protein deneyleri i¢in ependorf tiipe aktarilir. Her ikisi de 1000rpm’de
5 dk santrifiij edilerek tist kisimda kalan medyum dikkatlice uzaklastirilir. 1’er mL
PBS eklenerek pellet dikkatlice yikanmir ve 1000rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust
kisimda kalan PBS uzaklastirilirir ve hiicre pelletleri -80C"ye kaldirilir.

2.2.7 Westernblot I¢in Onceden Dondurulmus Hiicrelerden Total

Hiicre Estrakti Hazirlama

Hiicre pelletleri dondurucudan ¢ikarildiktan hemen sonra buz iizerine alinarak
islemlere baslanir. Yaklasik 500.000 hiicre olacak sekilde dondurulmus hiicreler
kullanilir. Pelletin iizerine 70 pl buzda bekletilmis soguk Laemli tamponu eklendi.
Pipet ile karigtirilarak hiicrelerin lizis olmasi saglanir. 1 dk siiresince hiicreler
vortekslenir. 30dk buz iizerinde bekletilir. (Bu sirada ¢ziinebilir proteinlerin bir¢ogu
supernatana ¢ikacaktir.) 14000g’de 30 dk siiresince santrifiij edildi. Supernatan

alinarak protein i¢in kullanilir. Pellet atilir.
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2.2.8 Waestern Blot

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar su ve %70’lik etanol ile temizlendi.

Ayirma ve yigma jeli Tablo 2.9°da belirtilen sekilde hazirlanir.

Orneklerin yiiklenmesi; protein ekstraksiyonu Laemli buffer ile yapildig:
zaman Ornekler yalmiz bromfenol mavisi ile karistirilarak kuyucuklara yiiklenir.
Protein ekstraksiyonu NP-40 tamponu ile yapildigi zaman rnekler B-Merkaptoetanol
igeren yiikleme boyasi ile kangtirillarak yiiklenir. Tank 0.1 (w/v) SDS igeren 1X
Yiiriitme Tamponu ile doldurularak (orta kisim ve alt kisim) 200 volt ve 126 mA

akimda yaklasik 45-50 dakika jelde 6rneklerin go¢ etmesi saglanur.

Proteinlerin transferi i¢in PVDF (Millipore) membran kullanilir. Kisaca;
yigma jeli kesilerek uzaklastirilir ve jel transfer tamponu igine alinarak dengelenmesi
i¢in oda sicakliginda 15 dakika inkiibe edilir. Whatman 3 MM kagit ve PVDF
membran (1dk metanolde aktive edilmis) jel ile ayni boyutlarda kesilerek hazirlanir.
Bu sirada siinger pedler ve transfer aparatlar1 da transfer tamponu igine alinir. Daha
sonra transfer kaseti arasina siinger, Whatman kagidi, jel, membran, Whatman
kagidi, siinger olacak sekilde hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek
yerlestirilir. Kaset, transfer tamponu ile dolu olan blot tankina yerlestirilir ve 15 volt,

400 mA akimda 1 gece boyunca transferin ger¢eklesmesi saglanir.

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membran ilk olarak 20 ml bloklama
¢ozeltisinde (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS ) | saat
horizantal ¢alkalayicida oda sicaklidinda ¢alkalanir. Siire sonunda bloklama ¢dzeltisi
uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikanir, bunun igin %0.1(v/v)
Tween 20 igeren 1X TBS kullanilir. Sonra membran primer antikor ile 1-1.5 saat oda
sicakhiginda ya da +4°C’de 1 gece horizantal ¢alkalayicida inkiibe edikten sonra 5
dakikalik siirelerle %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS ile 3 kez yikanir. Membran
sekonder antikora alinarak 1 saat oda sicakliginda inkiibasyona birakilir. Pierce ECL

Western Blotting Substrati kullanilarak bantlar gériintiilenir.
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2.2.9 PVDF Membrandan Antikorlarin Ayrilmasi (Stripping)

PVDF membrandan antikorlarin ayrilmasi amaciyla membran % 0.05 Tween

20 igeren 1X TBS ile yikanir. Stripping tamponundan (gizelge 2.9) 10ml eklenerek

iki kez 15 dk boyunca oda sicakliginda galkalanarak yikandiktan sonra musluk

suyunda durulanir. % 0.05 Tween 20 iceren 1X TBS ile yikanir. Membran bu

basamaktan sonra ECL substrat: ile muamele edilerek kontrol edilir. % 0.05 Tween

20 igeren 1X TBS ile tekrar yikanir ve bloklama tamponu (%5 yagsiz siit tozu ve

%0.05 Tween 20 iceren 1X TBS) eklenerek Isaat c¢alkalayicida inkiibasyona

birakilir. Yeni antikorlar tatbik edilir.

Tablo 2.9: Western blot ¢alismalarinda kullanilan tampon ve ¢dzeltiler

Soliisyon

Igerigi

Laemli Tamponu

0.125 M Tris-HCI(pH: 6,8), %4 (w/v)
SDS, %10 (v/v) Gliserol, %10 (v/v) B-
Mercaptoetanol

Bromfenol Mavisi Solusyonu

%0.05 (w/v) bromfenol mavi distile su

icinde ¢oziilerek hazirlandi.

SDS Page Alt Jel

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

SDS Page Ust Jel

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

SDS Page Yiiriitme Tampon Cozeltisi

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

Western Blot Transfer Cozeltisi

25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20 (v/v)

Metanol

Otoklavlanmis 10X TBS (Tris
Buffered Saline)

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

Yiikleme Boyasi

1,4 gr Tris 4 gr SDS ,20 gr Siikroz,4AMG
bromfenol mavisi pH:6.8 de 100ml ye

tamamlanarak hazirlanir.

Boyama Cdzeltisi

0,25 g Coomassie Brillant Blue 250
,100m1%95°1ik Etanol,%10 Asetik Asit
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Stripping Tamponu IM Glycine,%1 SDS ,pH:2,5

Film yikama Tamponu 3,5 L suigine 1,25 LL A solusyonu 125ml
B solusyonu,125 ml C solusyonu

eklenerek hazirlandi.

Fiksator Tampon 1,4 L su igine 500 ml A solusyonu ve 50

ml C solusyonu eklenerek hazirlandi.

Panceou Boyasi 10 ml saf su i¢ine 300 pl glasiyel asetik
asit, 0,033 g Poncau boyasit konuldu. Saf

su ile 30 ml ye tamamlanarak hazirlandi.

Tablo 2.10: SDS-PAGE Ayirma ve wyigma jeli bilesen miktar ve son

konsantrasyonlari

Jel Icerigi %10 %35
Ayirma Jeli Yigma Jeli

Yigma Jeli Tamponu - 2,5ml
Ayirma Jeli Tamponu 2,5ml -
Akrilamid:Bisakrilamid(37,5:1) 2,5 ml 1,25 ml
DdH,0 5ml 6,25 ml
%10(w/v) Amonyum PerSiilfat 100 pl 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl

2.2.10 Akis Sitometri Analizleri

Bu metot 6 kuyucuklu plakalar ile uygulandi. Sitokin uygulamasindan 24 saat
once hiicreler 5x10° hiicre/ kuyu olacak sekilde yayildi. Belirlenen
konsantrasyonlarda sitokinler ile inkiibasyondan sonra medium uzaklastirildi ve PBS

ile kuyular yikandi. Bundan sonraki basamaklar buz iizerinde yapild:.

2.2.11 Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi
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Hiicreler PBS i¢inde kazinarak ependorf i¢ine alindi. 1000 rpm de 5 dakika
santrifuij yapildi. Siipernatan uzaklastirildi ve 2 kez %1 BSA iceren PBS ile yikandi.
1:10 oraninda diliie adilmis fikoeritrin isaretli monoclonal CAIX antikoru (R&D
system) ile 40 dakika karanlikta inkiibasyona birakildi. Baglanmamis antikorlarin ve
kalintilarin uzaklastirtlmasi igin 2 kez daha ayni sekilde yikama yapildi. Ve %]l
Paraformaldehit solusyonu ile fiksasyonu yapildi. Fikse edilmis Ornekler analiz

edilmek tizre 5 ml lik tiiplere transfer edildi.

2.3 Yolak inhibisyon deneyleri

Inhibisyon deneylerinde kullanilan inhibitorler cycloheksimid, MEK-1 ve

wortmanin’dir.

2.3.1 Deney Dizayni:

ilk giin hiicreler sayilarak herbir kiiciik flask igin 2.000.000 olacak sekilde
hiicreler flasklara konuldu. Sitokin deneyleri i¢cin DMEM+BSA’lI medyumda |
gece bekletildi. Ertesi giin hiicrelerde bir sorun olup olmadigi mikroskopta
kontrol edildi ve daha sonra uygun konsantrasyonda inhibitér uygulandi.
(Kullanilan inhibitére gore Kontrol grubu DMSO veya su) 1 saat beklendi. 1 saat
sonunda uygun konsantrasyonda sitokin uygulandi. 6 saat beklendi. 6 saat
sonunda medyum uzaklastirildi. Herbir flaska 2 ml Tripsin EDTA eklendi. 3
dakika etiivde bekletildi. Uzerine %10 FCS igeren DMEM medyumdan 6 ml
konuldu. Protein ve RNA analizi igin 2 ayni falkona konulup ¢okiiriiliir. Usteki
sliernatan dokiiliir. Hiicre pelletleri, RNA ve protein igin ayrilmig olarak -80°C’e

kaldirilda.

2.3.2 Kullanilan inhibitérler

2.3.2.1 Sikloheksimid
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Protein sentezi inhibitdriidiir. 1g olarak satin alinan cycloheksimid’den 0.01gr
tartildi ve ImL suda ¢oziildii. Daha sonra ependorflara béliinerek -20°C’de doku
kiiltlirti buz dolabina konuldu. Ana stok 1mg/ml olarak hazirlanmis oldu. Calisma

son konsantrasyonu kiigiik flasklar igin 10pg/ml olarak belirlendi.
10.000 pg/ml . x =10pg/ml . 5000pl

x =5 pl ana stoktan alinarak uygulandi.

23.2.2 MEK1

Protein kinazlari inhibe eden bir kimyasaldir. Protein sentezini inhibe eder.
1,5 mg olarak satin alinan MEK1 280 pl. DMSO igerisinde ¢oziildii. Daha sonra
ependorflara boliinerek -20°C’de doku kiiltiirii buz dolabina konuldu. Ana stok 20
mM olarak hazirlanmis oldu. Calisma son konsantrasyonu kiigiik flasklar i¢in 10 pM

olarak belirlendi.
20.000 uM . x =10 pM. 5000 pl

x= 2,5 pl ana stoktan alinarak uygulandi.

2.3.2.3 Wortmanin:

Yaygin olarak kullanilan Fosfoinositid 3-kinaz (PI3Ks) inhibitoriidiir.1 mg
Wortmanin 1160 p. DMSO igerisinde ¢6ziildii. Daha sonra ependorflara boliinerek -
20°C’de doku kiiltiirii buz dolabina konuldu. Ana stok 2mM olarak hazirlanmis oldu.

Calisma son konsantrasyonu kiigiik flasklar i¢in 1puM olarak belirlendi.
2000 uM . x =1 pM . 5000 pl

x = 2,5 pl ana stoktan alinarak uygulandi.

2.3.2.4 SP600125
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Hiicrelerde doza bagl c-JUN fosforilasyonunu inhibe eder.inflamatuar
genlerin (IL-2, COX-2, TNF-a, IFN-y) ekspresyonunu bloke eden bir inhibitdrdiir.
JNK-1,-2, and -3 inhibitor ii olarak kullanilir.

2.4 Immunflorasan Boyama Calismalari

Hiicreler her bir kuyucukta 125.000 hiicre olacak sekilde 24’liik kuyucuklu
plakalarda ekildi. Ekimden 6nce her bir kuyucuga | tane yuvarlak lamel konuldu.
Hiicreler flaskta %80-90 doluluk olana kadar buyiitiildii. Son konsantrasyon 20 ng/ml
olacak sekilde VEGF 45 eklendi ve 6 saat beklendi. Uzerlerindeki medyum dokiildii,
hiicrelerin tizerine PBS icerisinde ¢oziilmiis %4 paraformaldehid 150 pl miktarda
zemini kaplayacak sekilde eklendi. Oda sicakliginda 15 dakika hiicreler fikse edildi.
Bu sekilde fiksasyon islemi tamamlandi. Fiksatif uzaklastirildi. Daha sonra her bir
plate 3 kez PBS ile yikandi. Spesifik baglanmalari engellemek i¢in %l BSA igeren
medyumda 1 saat beklendi. Daha sonraki basamakta PBS ile 5 dakika yikandi.
Bloklama soliisyonu uzaklastirildi ve primer antikor eklendi. (Primer antikor 1/100
oraninda %1 BSA igeren serum ile sulandirild). 60 dk +4°C de inkiibe edildi. islem
humid chamber de yapildi. Daha sonra 3 kez PBS ile 5 er dakika yikandi. Bundan
sonraki basamaklara karanlikta devam edildi. Immun floresan boya igeren anti rabbit
sekonder antikor 1/100 oraninda %1 BSA I1 medyumda hazirlandi. 1 saat sekonder
antikorda bekletildi. Uygulamanin sonunda 3 kez PBS ile 5 dakika yikandi. Sekonder
antikor ortamdan uzaklastirildi. Tekrar PBS ile 3 kez 5’er dakika yikandi. Tiim
kuyucuklara 0.5mg/ml DAPI (4-6 diamino-2-phenylindole) eklendi. Disarda bir lam
hazirlandi, lamin iizerine 1 damla %30 gliserol eklendi. DAPI hiicrelerin ¢ekirdegini
boyama amaciyla kullamilmistir. Lameller kapatma solusyonu damlatilmis lam
tizerine ters kapatildi. Preperat ilgili sekonder antikora uygun dalga boylarinda

floresan mikroskobunda goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1  VEGF, TNF-a ve TGF-g sitokinlerinin normal oksijen ve hipoksik
kosullar altindaki Hep3B hiicre canlihig iizerine etkilerinin

degerlendirilmesi

Sitokinler hiicreler iizerinde pleitropik etkiye sahip protein yapisindaki
hiicreler arasi iletisim molekdlleridir. Calismamizda VEGF,¢5, TNF-a ve TGF-p
sitokinlerinin normal oksijen ve hipoksik kosullar altindaki Hep3B hiicre canlilig

tizerine etkilerinin degerlendirilmesi igin MTT testi kullaniimistir.

Basta VEGF 5 olmak iizere, farkli sitokinlerin hiicreler {izerindeki etkilerinin
belirlenmesi amaciyla Bolim 2.2.3.10°de belirtilen sekilde Hep3B hiicrelerine
uygulama yapilmistir. Caligmada doza bagimli cevabin olup olmadigini gérmek igin
iki farkli sitokin dozu kullanilmigtir. Hem hipoksi hem de normoksik kosullarda
VEGF 65 , 5 ng/ml ve 20 ng/ml olarak, TNF-a 50 U/ml ve 500 U/ml olarak ve TGF-f3
50 U/ml ve 500 U/ml olarak Hep3B hiicrelerine eklenmistir. Hipoksik kosullar i¢in
ayrica CoCly eklenmigtir. CoCl, kimyasal uyarilmis hipoksi modeli son yillarda
yaygin olarak kullanilan bir hipoksi modelidir. Sistemde CoCl, prolin hidroksilazlari
spesifik olarak inhibe eder. Béylece Hifla'nin ekspresyonu hiicrede artar. Hiicrede

hipoksik ortam olusurf [87].

iki farkli sitokin konsantrasyonu 1 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat zaman
araliklarinda uygulanarak, her zaman araliginin sonunda MTT testi uygulanmistir.
550 nm’de alinan absorbanslara gore grafikler olusturulmustur. Sonuglarin
ortalamalari, standart sapmalart alinmig ve Mini Tab, One Way analizi kullanilarak
kontrol hiicreleri ile karsilastirilarak p<0,05 altindaki degerler anlamh kabul

edilmistir.

Hiicre canlilig: {izerine yapilan ilk deney VEGF¢s sitokini ile olmustur.
Normoksik kogullarda VEGF 65 uygulamasi ile 1 ve 72 saatlerde herhangi bir etki
goriilmemisken 24 saatte 20 ng/ml dozunda ve 48 saatte hem 5 ng/ml ve 20 ng/ml
VEGF 45 dozunda anlamli azalis gozlenmistir (Sekil 3.1). Hipoksi kosullarinda ise 48
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saatte 20 ng/ml dozunda, 72 saatte de hem 5 ng/ml ve 20 ng/ml VEGF s dozunda

anlaml azalis gozlenmistir (Sekil 3.2).
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Sekil 3.1: 1, 24, 48 ve 72 saat zaman ve 2 farkli konsantrasyonda normoksik
kosullarda, 5 ng/ml ve 20 ng/ml VEGF 45 uygulanmis insan karaciger kanseri modeli
Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda
hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis kontrol hiicrelerini temsil etmektedir. *

Istatistiki analizler sonucu anlamli gériilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri

temsil etmektedir.

45



04 -

0,35 i

0.25 A

o
w

i anT
0.15 X _ * S ng/ml VEGF
B 20 ng/ml VEGF

Absorbans 550 nm
o
~
#

o
b

Sekil 3.2: 1, 24, 48, 72 saat zaman araliklari ve 2 farkli konsantrasyonda hipoksik
kosullarda, 5 ng/ml ve 20 ng/ml, VEGF 65 uygulanmis insan karaciger kanseri modeli
Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda
hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis kontrol hiicrelerini temsil etmektedir.®
Istatistiki analizler sonucu anlamli gériilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri

temsil etmektedir.

Hiicre canlilig1 iizerine yapilan ikinci deney TGF sitokini ile olmustur. Sekil
3.3.” de normoksik kosullarda TGF- uygulamasi ile 1 saat, 24 saat ve 48 saatlerde
herhangi bir etki goriilmemisken 72 saatte 50 U/ml  dozunda anlamli artis
gdzlenmistir. Sekil 3.4.’te hipoksik kosullarda ise 1 saat 50 U/ml dozunda ve 72 saat

500 U/ml dozunda anlaml artis gézlenmistir.
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Sekil 3.3: 1, 24, 48, 72 saat 2 farkl1 konsantrasyonda normoksik kosullarda, 50 U/ml
ve 500 U/ml TGF-B uygulanmis insan karaciger kanseri modeli Hep3B hiicrelerinin
sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir
madde uygulanmanus kontrol hiicrelerini temsil etmektedir.* Istatistiki analizler

sonucu anlamli goriilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri temsil etmektedir.

0,45 -
04 -

0,35
0.3 - :

0,25 1
| ONT

*
T T
2 1 T =, n
015 A : - 50 U TGF
1 : | 500 U TGF
0,05 |_|
g
1 24 48

72

Absorbans 550 nm
©
N

Q
b
.

Saat

Sekil 3.4: 1, 24, 48, 72 saat 2 farkli konsantrasyonda hipoksik kosullarda, 50 U/ml ve
500 U/ml TGFpP uygulanmis insan karaciger kanseri modeli Hep3B hiicrelerinin
sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir
madde uygulanmamis kontrol hiicrelerini temsil etmektedir.* Istatistiki analizler

sonucu anlamli goriilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri temsil etmektedir.
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Sekil 3.5 *de normoksik kosullarda Hep3B hiicre hattinda 48 saat ve 72
saatlerde kontrol grubuna gdre herhangi bir etki goriilmezken, 24 saatte 50 U/ml ve
500 U/ml dozlarda proliferasyonda artis goriilmiistiir. Sekil 3.6’da hipoksik
kosullarda da 24 saatte normoksik kosullardaki gibi bir etki gdzlenirken, 48saatte
5000/ml TNF-a uygulanmasinda da hiicre proliferasyonunda anlamli artig
gbzlenmistir. 72 saatte ise 500U/ml TNF-a uygulamasi hiicre proliferasyonunda

istatistiksel olarak anlaml azalisa sebep olmustur.
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Sekil 3.5: 1, 24, 48, 72 saat 2 farkh konsantrasyonda normoksik kosullarda, 50 U/ml
ve 500 U/ml TNFa uygulanmis insan karaciger kanseri modeli Hep3B hiicrelerinin
sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman araliklarinda hiicrelere herhangi bir
madde uygulanmamuis kontrol hiicrelerini temsil etmektedir. * Istatistiki analizler

sonucu anlamli goriilen yani p<0,05’in altinda olan degerleri temsil etmektedir.
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Sekil 3.6: 1, 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda ve 2 farkli konsantrasyonda
hipoksik kosullarda, 50 U/ml ve 500 U/ml TNFauygulanmis insan karaciger kanseri
modeli Hep3B hiicrelerinin sitotoksik degerleri. NT, belirtilen ilgili zaman
araliklarinda hiicrelere herhangi bir madde uygulanmamis kontrol hiicrelerini temsil
etmektedir.* Istatistiki analizler sonucu anlamli gériilen yani p<0,05’in altinda olan

degerleri temsil etmektedir.

3.2  Hep3B hiicrelerinde membran bagh ve tiimor ilgili CAIX ve
CAXII mRNA seviyelerinin normal oksijen ve hipoksik kosullar

altinda karsilastirlmasi

CAIX ve CAXII proteinlerinin her ikisi de membran baglh olarak ¢alistig1 ve
tlimdr durumunda arttigi rapor edilmistir. Halbuki bu proteinlerin ayni hiicre tipinde
ve normal ve hipoksik kosullar altinda ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi ile

herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.

Bu nedenle ilk olarak Hep3B hiicrelerinde 25cm’ lik flasklarda 2 milyon
hiicre konularak 24 saat sonra bir flask normal oksijen kosullarinda devam edilmis ve

diger flask 150 pM CoCl, uygulamasi ile hipoksik ortam olusturulmustur. 1 saat, 3
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saat, 6 saat ve 24 saat sonrasi hiicreler alinarak Béliim 2.2.3.1°de anlatildig tizere
RNA izolasyonu yapilmistir. B6lim 2.2.3.2°de belirtildigi sekilde RNA miktari
olgtildi. Bolim 2.2.3.4’te anlatildigi sekilde RT-PCR gergeklestirildi ve ¢cDNA’lar
yapildi. ¢cDNA’larin g¢aligip calismadigi klasik PZR ile bakildi. Real time PCR
sonucunda elde edilen cT degerleri Bolim 2.2.4.1°de anlatildigi sekilde
degerlendirilmistir. CAIX ve CAXII mRNA’lari normoksi ve hipoksi kosullar
altinda durumu degerlendirilmistir. Buna gore CAIX ve CAXII mRNA’larinin
hipoksik kosullar altinda transkripsiyonel olarak regiile oldugu anlasilmistir (Sekil
3.7. ve Sekil 3.8.).

CAIX-Hep3 B
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Sekil 3.7: Hep3B hiicre hattinda normoksi ve hipoksi kosullarinda CAIX mRNA

seviyesinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.8: Hep3B hiicre hattinda normoksi ve hipoksi kosullarinda CAXII mRNA

seviyesinin karsilastirilmasi.
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Sekil 3.9: Normoksi kosullarinda CAIX ve CAXII mRNA seviyelerinin

karsilagtirilmas.

51



Ikinci olarak CAIX ve CAXII mRNA’larinin miktarlarina bakildiginda
CAXII mRNA seviyesinin Hep3B hiicrelerinde daha fazla oldugu goriilmektedir
(Sekil 3.9).

3.2.1 Hipoksi ve normoksi kosullarinda HIF1 in mRNA seviyesinin

belirlenmesi

Hep3B hiicreleri Béliim 2.2.2.1.6 belirtildigi tizere biiytitildi. 2 milyon hiicre
olacak tarzda kiigiik flasklara hiicreler 24 saat 6ncesinden konuldu. Hipoksi kosullari
son konsantrasyon 150 pM olacak tarzda CoCl; uygulanarak saglandi. Deneylere
normal oksijen kosullari da dahil edildi. Farkli zaman araliklarinda 1 saat, 3 saat, 6
saat ve 24 saatte hiicreler flasklardan kaldirildi. B&lim 2.2.3.1°de anlatildig1 sekilde
hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu yapildi. Bsliim 2.2.3.2°de belirtildigi gibi RNA
miktar tayini yapildi. RT-PZR ile cDNA’lar yapildi. cDNA’larin ¢alisip ¢alismadigi
klasik PZR ile bakildi. Calisan cDNAlardan HIF1 primerleri kullanilarak gergek
zamanl PZR deneyi kuruldu. qRT-PZR ¢alismalar: iig tekrarli olacak sekilde yapildi.
Sonuglar Boliim 2.2.4.1 de anlatildig: sekilde Livak metoduna gore degerlendirildi.
[statistik analiz i¢in Mini Tab (One Way ANOVA) program kullamildi. Buna gore
p=<0,05 olan degerler istatistik olarak anlamli kabul edildi.
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Sekil 3.10: HIF’in hipoksi ve normoksi kosullar altinda mRNAseviyesinin
karsilastirilmasi.

Yaptigimiz ¢alismada kimyasal olarak 150 pM CoCl, ile olusturulan kimyasal
hipoksi ile HIF1 seviyesinde anlamli artig saptannustir (Sekil 3.10).

3.3. Anjiogenez ilgili VEGF;4 sitokinin CAIX ekspresyonuna

etkilerinin belirlenmesi

VEGF g5 sitokinin CAIX geninin regiilasyonunda etkisi baglica modelimiz
olan Hep3B hiicrelerinde gergeklestirilmistir. VEGF 45 sitokini 1 saat, 3 saat, 6 saat
ve 24 saat zaman araliklarinda Hep3B hiicrelerine muamele edilerek mRNA
seviyeleri ger¢cek zamanli PZR ile belirlenmistir. Benzer etkinin benzer gérev yaptigi
diigtiniilen CAXII mRNA seviyesine bakilarak da kontrol edilmistir. Ayrica protein
diizeyindeki etki akig sitometri analizi yapilarak belirlenmistir. Etkinin
belirlenmesinden sonra bu etkinin He3B’ye spesifik olup olmadigi farkli bir hiicre
modeli olan Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde belirlenmistir. Hem CAIX ve hemde
CAXII mRNA seviyelerinde etkinin belirlenmesinden sonra CAIX protein seviyesi
akis sitometrisi ve Western blot ile belirlenmistir. Deney basamaklar1 Sekil 3.11°da

gosterilmistir.
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Sekil 3.11: Yapilan deneylerin akis diyagrami.

3.3.1. VEGF,¢s sitokinin Hep3B hiicrelerinde CAIX gen ifadesine

etkilerinin belirlenmesi

Hep3B hiicreleri Bolim 2.2.2.1.6 belirtildigi tizere biiyiitiilmiistiir. 2 milyon
hiicre olacak tarzda kiiclik flasklara hiicreler 24 saat 6ncesinden konuldu. Hipoksi
kosullar1 son konsantrasyon 150 pM olacak tarzda CoCl; uygulanarak saglandi. Ayn
zamanda deneylere normal oksijen kosullari da dahil edildi. Hep3B hiicrelerinde
hipoksi ve normoksi kosullarinda sitokin uygulamasi olusturuldu. Hep3B
hiicrelerinde son konsantrasyon 20 ng/ml VEGF s uygulanmasi gergeklestirildi.
Hep3B hiicrelerine VEGF 45 sitokini farkli zaman araliklarinda (1saat, 3 saat, 6 saat,
24 saat, 48 saat ve 72 saat) araliklarinda uygulanmig ve CAIX ve CAXII ekspresyon

seviyelerine etkileri analiz edilmistir.

RNA izolasyonu Bdlim 2.2.3.1°da belirtildigi lizere gergeklestirildi.
RNA’larin kalitesi RNA jeli kullanilarak kontrol edildi. Bunun i¢in Boliim 2.2.3.3’te
belirtildigi tizere RNA jeli hazirlandi. Sekil 3.12 elde edilen RNA’larin durumunu
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gostermektedir. RNA’larin  konsantrasyonu Bolim 2.2.3.2 belirtildigi tizere
belirlenmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu B&liim 2.2.3.4.’te anlatildig1 iizere
1000 ng RNA olacak sekilde gergeklestirilmistir. Elde edilen c¢DNA’larin
validasyonu igin klasik RT-PZR insan B-mikroglobulin primerleri kullanilarak
gergeklestirilmistir. Insan B -mikroglobulin primerleri ayn1 zamanda gergek zamanh
PZR reaksiyonunda normalizasyon amagl kullanilmistir. RT-PCR ve real time
PCR’da kullanilan primer bilgileri Tablo 2.7°de belirtilmektedir. Primerler birbirini

takip eden farkli ekzonlardan olusturulmustur. Tabloda primer dizileri ve son (iriin
biiyiikliikleri goriilmektedir.

Klasik PZR reaksiyonu Bolim 2.2.3.5°te belirtildigi tizere 2 mM MgCl,, 1pl
¢DNA kullanilarak son hacim 50 pl olacak sekilde gergeklestirilmistir. Reaksiyon

kosullar: Tablo 2.5°te belirtilmistir.
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Sekil 3.12: RNA jel Elektroforezi.

RT-PZR triinlerinden 5pul % 2’lik jel elektroforezinde yiiriitiilerek PZR

sonucu degerlendirilmistir. Jel elektroforezi Bolim 2.2.1.1 belirtildigi lizere
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gergeklestirilmistir  (Sekil 3.13). Buna gore c¢DNA’larin ¢alisir oldugu tespit
edilmistir. Calismayan kuyularda tekrar cDNA sentezi yapilarak tekrar cDNA’larin

kaliteleri kontrol edilmistir.

-
3
-
g
-
=

Sekil 3.13: Yapilan cDNA’larin insan -2 mikroglobiilin primerleri ile klasik PZR

sonucu jel elektroforez goriintiisil.

Kontrolii saglanan ve ¢alistig1 anlagilan cDNA‘lar realtime PZR reaksiyonlari
lic tekrarli olacak sekilde gergeklestirildi. Normalizasyon amagli insan p-
mikroglobulin primerleri de her reaksiyon igin ikili olarak g¢alisildi. Elde edilen Ct
degerleri  kullanilarak delta Ct degerleri hesaplanarak mRNA analizleri

gerceklestirildi.

Oncelikli olarak 20 ng/ml VEGF;ss CAIX mRNA iizerinde Hep3B
hiicrelerinde etkileri degerlendirilmistir. Hep3B hiicrelerine normoksik kosullarda
VEGF 5 sitokini 1 saat, 3 saat, 6 saat ve 24 saat zaman araliklarinda uygulannus ve
CAIX ekspresyon seviyelerine etkileri analiz edilmistir. VEGF g5 sitokini 1 saat, 6
saat ve 24 saatte kontrol grubuna gore CAIX mRNA seviyesinde anlamli artma
bulunmustur($ekil 3.14). Hep3B hiicre hattina hipoksik kosullarda VEGF s
uygulandiginda 6zellikle 24 saatte CAIX mRNA seviyesinde artig gézlenmistir(Sekil
3.15).
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Sekil 3.14: Hep3B hiicre hattinda normoksi kosullarinda VEGF 45 sitokininin 1, 3, 6
ve 24 saatlik zaman araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi (p <0,05)
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Sekil 3.15: Hep3B hiicre hattinda hipoksi kosullarinda VEGF 45 sitokininin 1, 3, 6,
24 saatlik zaman araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi (p <0,05).
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Sekil 3.16: Hep3B hiicre hattinda normoksi kosullarinda VEGF 65 sitokininin 1, 3, 6
ve 24 saatlik zaman araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi (p <0,05).
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Sekil 3.17: Hep3B hiicre hattinda hipoksi kosullarinda VEGF165 sitokininin 1, 3, 6
ve 24 saatlik zaman araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi (p <0,05)

Hep3B hiicre hattina VEGF165 sitokini uygulandiktan sonra hipoksi ve
normoksi durumunda CAIX mRNA seviyelerine bakildiginda; CAXII mRNA

seviyelerinde ozellikle 6 saatte normokside anlamli artis gozlenmistir (Sekil 3.16).
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Hipoksik kosullarda normoksik kosullara parelel olarak CAXII mRNA seviyesine
bakildiginda 6 ve 24 saatte anlamli artis gozlenmistir ($ekil.3.17).

3.3.2. Hep3B Hiicre Hattinda VEGF¢s sitokininin CAIX protein

diizeyine etkisinin Akis sitometri Deneyleri ile belirlenmesi

VEGF¢s uygulmasinin membrana bagh olarak bulunan CAIX protein
seviyesine etkileri akis sitometrisi ile belirlenmistir. Caligmada bolim 2.2.10°da
anlatildig1 iizere 20ng/ml VEGF 45 uygulamast yapilmis ve 3 zaman araliginda 3
tekrarh olarak ¢alisilmistir. Hep3B hiicreleri, fikoeritritin-etiketli monoklonal CAIX
antikoru ile isaretlenerek, CAIX protein seviyesindeki degisim akis sitometri ile
analiz edildi. Akis sitometri analizleri Giilhane Askeri Tip Fakiiltesi Immunoloji
labaratuvarinda gergeklestirilmistir. Ayrica, sitokin uygulamasi yapilmamis olan
kontrol grubu deneye dahil edilmistir (Sekil 3.18). 20 ng/ml VEGF 65 uygulanmis
hiicrelerdeki CAIX protein seviyesi ile karsilastirlmistir (Sekil 3. 19, Sekil 3. 20,
Sekil 3. 21).

SET 1-IZOTIPIK KONTROL SET 1-1ZOTIPIK KONTROL

P3

10° 10° 10

10° 10*
IGGZA PE-A IGG2APE-A

Sekil 3.18: Akis sitometri Hep3B hiicre hatti kontrol gruplan
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SET 1_001-1SAAT SET 1_001-33AAT-1

Count

CADX PE-A CAIXPE-A

Sekil 3.19: Akis sitometri 1 saat VEGF s uygulanmis Hep3B hiicreleri

SET 1_U001-35AAT:1

SET1 (01-38AAT-1

Count

CAIXPEA

Sekil 3.20: Akis sitometri 3 saat VEGF 65 uygulanmis Hep3B hiicreleri.

SET 1_001-BSAAT-1 SET ! _D01-6SAAT-1

Count
Count

o0
CAICPE-A

Sekil 3.21: Akis sitometri 6 saat VEGF 45 uygulanmis Hep3B hiicreleri
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Sekil 3.22: Hep3B hiicrelerinde 1, 3 ve 6 saat VEGF 45 uygulamasiin CAIX protein
seviyesindeki etkileri (p <0,05).

Hep3B hiicre hattina 20 ng/ml VEGF 65 sitokini uygulandiginda 1 saat ve 3
saatin sonunda CAIX protein seviyesinde anlamli artis oldugu gozlenmistir (Sekil

3.22).

3.3.3.VEGFy4s Sitokinin CAIX proteinine farkhh doku modeli olarak kemik
kanser hiicreleri Saos-2 ve MG-63 hiicre hattinda ekspresyon seviyelerinin

belirlenmesi

VEGF g5 sitokininin Saos-2 ve MG-63 hiicreleri Bslim 2.2.2.1.6 belirtildigi
lizere biiylitiilmistiir. 2 milyon hiicre olacak tarzda kiigiik flasklara hiicreler 24 saat
oncesinden konuldu. Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde normoksi kosullarinda sitokin
uygulamasi olusturulmustur. Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde son konsantrasyon 20
ng/ml VEGF 45 ve Saos-2 ve MG-63 hiicrelerine VEGF 45 sitokini farkli zaman
araliklarinda (lsaat, 3 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat) araliklarinda

uygulanmig ve CAIX ve CAXII ekspresyon seviyelerine etkileri analiz edilmistir.
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RNA izolasyonu B&lim 2.2.3.1°da belirtildigi iizere gergeklestirildi.
RNA’larin kalitesi RNA jeli kullanilarak kontrol edildi. Bunun i¢in Bélim 2.2.3.3’te
belirtildigi tzere RNA jeli hazirlandi. RNA’larin konsantrasyonu Bolim 2.2.3.2
belirtildigi tizere belirlenmistir. Revers transkripsiyon reaksiyonu Boélim 2.2.3.4.’te
anlatildigi iizere 1000 ng RNA olacak sekilde gerceklestirilmistir. Elde edilen
cDNA’larin validasyonu igin klasik RT-PZR reaksiyonu insan beta mikroglobulin
primerleri kullanilarak gergeklestirilmistir. Insan B-mikroglobulin primerleri ayni
zamanda real time reaksiyonunda normalizasyon amagh kullanilmistir. RT-PZR ve

real time PZR’da kullanilan primer bilgileri Tablo 2.7 belirtilmektedir.

MG 63 CAIX

10 4

Relatif mRNA Ekspresyonu
@

4 -
2 -
o " e B
kontrol 1h 3h 6h 24h 48h 72h
20 ng VEGF

Sekil 3.23: MG-63 hiicrelerinde 1saat, 3 saat, 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat
VEGF 65 uygulamasinin CAIX mRNA seviyesindeki etkileri.(p <0,05)

MG-63 hiicre hattina 20 ng/ml VEGF s uygulandiginda 3 saatte CAIX
mRNA seviyesinde artig istatistiki olarak anlamhidir (Sekil 3.23). CAXII mRNA

seviyesi 3 saat ve 24 saatte artis istatistiki olarak anlamhidir (Sekil 3.24).
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Sekil 3.24: MG-63 hiicrelerinde 1, 3, 6, 24 48 ve 72 saat VEGF 45 uygulamasinin
CAXII mRNAseviyesindeki etkileri (p <0,05).

3.3. Anjiogenez katkida bulunan faktirlerden VEGF4s’in farkh zaman
araliklarinda, normal oksijen ve hipoksik kosullar altindaki Saos-2

Hiicrelerinde CAIX ve CAXII mRNA ve protein seviyesine etkileri

3.3.1. VEGF¢s’in farkh zaman arahklarinda, normal oksijen ve

hipoksik kosullar altindaki Saos-2 Hiicrelerinde CAIX ve CAXII

mRNA seviyesine etkileri

Hep3B hiicrelerine uygulanan VEGF¢s sitokininin etkisi farkli bir doku
modeli olan osteosarkom modelinde Saos-2 hiicrelerinde arastirilmistir. Oncelikli
olarak Saos-2 hiicrelerinde CAIX proteinin ifade olup olmadiginin gésterilmesi igin,
CAIX antikoru immunoflorasans teknigi kullanilarak gdsterilmistir. Bu teknik Saos-2
hiicrelerinde Béliim 2.4’de agiklandig: tizere gergeklestirmistir. Hiicre niikluslarina
spesifik DAPI boyamasi ile hiicreler es zamanli olarak boyanmustir. Sekil 3.25 da
Saos-2 hiicrelerinde CA-IX proteinin olduk¢a yiiksek ifade oldugu goriilebilir.
Ayrica CAIX proteinin genellikle zar yerlesimli olarak membran ¢evresinde lokalize

oldugu gériilmektedir.
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Sekil 3.25: Saos-2 hiicreleirnde CAIX proteinin immunoflorasans teknigi ile

gosterilmesi

Saos-2 hiicre hattina 20 ng/ml son konsantrasyonda VEGF s sitokini
uygulanmig, normal oksijen kosullarinda, 1, 3 ve 6, saat CAIX mRNA diizeyi,
bakilmis bunun sonucunda, Saos-2 hiicre hattina 20 ng/ml VEGF 45 uygulandiginda
tim saat dilimlerinde CAIX mRNA seviyesindeki artis istatistiki olarak
anlamhdir.(Sekil 3.26).

Buna gore erken saat dilimlerinde VEGF165 sitokini, CAIX ve CAXII
mRNA’larina artis sebepe oldugu goriilmektedir (Sekil 3.26, Sekil 3.27, Sekil 3.28
ve Sekil 3.29) Oysaki daha ge¢ zaman dilimlerinde bu artigin devam edip etmedigi
ile ilgili VEGF165 sitokini, 24 saat, 48 saat ve 72 saatte uygulanmis ve hi¢
uygulanmayan kontrol hiicreleri ile karsilagtirilmistir. Buna gore CAIX da artis
spesifik 48 saatte istatistiki anlamli bulunmus ve aym artisin CAXII i¢in de korele

oldugu anlasilmistir (Sekil 3. 30, Sekil 3.31,Sekil 3.32).

Hipoksik kosullarda VEGF 45 sitokinin CAIX ve CAXII mRNA diizeylerine
etkileri yukarida anlatildigi iizere ilk once 1 saat, 3 saat, ve 6 saat de
degerlendirilmistir. Erken saat cevap haricinde CAIX ve CAXII'nin 24 saat, 48 saat
ve 72 saat gibi ge¢ dénem etkileri ayrica belirlenmistir.(Sekil 3.31 ve Sekil 3.33)
Saos-2 hiicre hattina 20 ng/ml VEGF¢s uygulandiginda hipoksik kosullarda 6 saatte
CAIX mRNA seviyesindeki azahs istatistiki olarak anlamlidir (Sekil 3.27). Diger

zaman dilimlerinde énemli bir artisa rastlanmamuistir.
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Sekil 3.26: Saos-2 hiicre hattinda VEGF 45 sitokininin 1, 3 ve 6 saatlik zaman

araliklarinda, normoksi kosullarinda CAIX ekspresyonuna etkisi. (p <0,05)

Hipoksi-CAIX-Saos-2

0,6 -

katmRNA

0,2 -

Kontrol 1h
Zaman(sa)

Sekil 3.27: Saos-2 hiicre hattina VEGF 45 sitokininin 1, 3 ve 6 saatlik zaman

araliklarinda, hipoksi kosullarinda CAIX ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.28: Saos-2 hiicre hattina VEGF 45 sitokininin 1, 3 ve 6 saatlik zaman

araliklarinda, normoksi kosullarinda CAXII ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.29: Saos-2 hiicre hattina VEGF,¢5 sitokininin 1, 3 ve 6 saatlik zaman

araliklarinda, hipoksi kosullarinda CAXII ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.30: Saos-2 hiicre hattina VEGF 45 sitokininin 24, 48 ve72 saatlik zaman

araliklarinda, normoksi kosullarinda CAIX ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.31: Saos-2 hiicre hattina VEGF¢5 sitokininin 24, 48 ve72 saatlik zaman
araliklarinda, hipoksi kosullarinda CAIX ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.32: Saos-2 hiicre hattina VEGF 45 sitokininin 24, 48 ve72 saatlik zaman

araliklarinda, normoksi kosullarinda CAXII ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.33: Saos-2 hiicre hattina VEGF g5 sitokininin 24, 48 ve72 saatlik zaman
araliklarinda, hipoksi kosullarinda CAXII ekspresyonuna etkisi.
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3.3.2. VEGF165 Uygulanmis Saos-2 Hiicre Hattinda Westernblot

Uygulamalan

Son konsantrasyon 20 ng/ml olacak sekilde VEGF¢s sitokini uygulanmis
Saos-2 hiicre hattindan CAIX protein seviyeleri western blotting ile gdsterilmistir.
Bu ¢alismanin sonucunda Sekil 3.34’de hipoksik kosullarda 20 ng/ml VEGF s
sitokin uygulandiginda 1 saat, 3 saat ve 6 saatin sonunda CAIX protein seviyesinde

artig anlamhidir (Sekil 3.34 ve Sekil 3.35).

0, s 8 & £ 8 4
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01
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Hih Hlh vegf  03h  03h vegf H3h  H3h vegf

Sekil 3.34: VEGF s uygulanmig Saos-2 hiicre hattinda CAIX protein seviyeleri (1

ve 3 saat)

69



6h 6h 6h 6h 24h 24h

Beta Aktin |48

CAIX-VEGF

45
4 |
£

2,5

CAIX / beta aktin
M~

15

1 |
i
| i B »

‘ 06s 06sVEGF  Hbs HOsVEGF 0245 024s VEGF

Sekil 3.35: VEGF 65 uygulanmis Saos-2 hiicre hattinda CAIX protein seviyeleri (6

ve 24 saat)

3.3.3. Saos-2 Hiicre Hattinda Flowsitometri deney sonuglari

CAIX mRNA seviyesinde goriilen artigin protein seviyesinde korele olup
olmadiginin belirlenmesi amaciyla akis (flow) sitometri analizi yapildi. Akis
sitometri kisa siirede kantitatif sonug verebilen hizli ve ¢ok duyarli bir hiicre sayimi

yontemidir. Membrana bagli bir protein olan CAIX proteininin ifadesi bu metodla

degerlendirilebilir.

Béliim 2.1.10°da anlatildigi sekilde Saos-2 hiicreleri 6 ¢ukurlu plakalara
ekildi. Calismada hipoksik ve normoksik kosullarda 20 ng/ml VEGF¢s uygulamasi
yapilmig Saos-2 hiicreleri, fikoeritritin-etiketli monoklonal CAIX antikoru ile

isaretlenerek , CAIX protein seviyesindeki degisim akis sitometri ile analiz edildi.
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Buna gore sitokin uygulamasi yapilmamis olan kontrol grubu (%100)(Sekil
3.36, Sekil 3.37, Sekil 3.38, Sekil 3.40,) ile 20 ng/ml VEGF s uygulanmis (Sekil
3.39, Sekil 3.41, Sekil 3.42) hiicrelerdeki CAIX protein seviyesi bakilmistir. Saos-2
hiicre hattina 20 ng/ml VEGF 5 sitokini uygulandiginda 6 saat in sonunda hipoksik
kosullarda CAIX protein seviyesinde anlamh artis oldugu gézlenmistir ($ekil 3.43).
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Sekil 3.36: Akis sitometri Saos-2 hiicre hattt normoksi kontrol gruplari
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Sekil 3.37: Akis sitometri Saos-2 hiicre hatti normoksi kontrol gruplari
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Sekil 3.38: Akis sitometri Saos-2 hiicre hatti normoksi kontrol gruplari

CAIX-VEGF2

10 10° 10t
CAIX PE-A

10

Count

CA-VEGF2

10” 10*
CAK PE-A

Sekil 3.39: Akis sitometri VEGF165 uygulanmis Saos-2 hiicre hatti hipoksi
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Sekil 3.40: Akis sitometri Saos-2 hiicre hatti hipoksi kontrol gruplari
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Sekil 3.41: Akis sitometri VEGF 65 uygulanmig Saos-2 hiicre hatti hipoksi gruplari
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Sekil 3.42: Akis sitometri VEGF 45 uygulanmig Saos-2 hiicre hatt1 hipoksi gruplar
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Sekil 3.43: Saos-2 hiicrelerinde 6 saat VEGF 45 uygulamasmin CAIX protein
seviyesindeki etkileri (p <0,05)

3.4. Inhibisyon Deneyi Sonuclari

Deney béliim 2.3.1.°de anlatildigi gibi kuruldu. Ilk giin Hep3B hiicreler
sayilarak her bir kiigiik flask i¢in 2.000.000 olacak sekilde hiicreler flasklara
konuldu. Sitokin deneyleri igin DMEM ve BSA’li medyumda 1 gece bekletildi.
Ertesi giin hiicrelerde bir sorun olup olmadigi mikroskopta kontrol edildi ve daha
sonra uygun konsantrasyonda inhibitdr uygulandi. (Kullanilan inhibitére gore
Kontrol grubu DMSO veya su) 1 saat beklendi. 1 saat sonunda uygun
konsantrasyonda sitokin uygulandi. 6 saat beklendi. 6 saat sonunda medyum
uzaklastirildi. Herbir flaska 2 ml Tripsin EDTA eklendi. 3 dakika etiivde bekletildi.
Uzerine %10 FCS igeren DMEM medyumdan 6 ml konuldu. RNA analizi igin
falkona konulup ¢okiiriiliir. Usteki siipernatan dakiiliir. Hiicre pelletleri, RNA ve
protein igin ayrilmis olarak -80’e kaldirildi. Protein sentezi inhibitdrii olan
sikloheksimid son konsantrasyonu 10 pg/ml olarak belirlendi. Sikloheksimid suda
¢oziildi. MEKI protein kinazlari inhibe eden bir kimyasaldir. MEKI1, DMSO
icerisinde ¢ozlildli. Calismada son konsantrasyonu kiigiik flasklar i¢in 10 uM olarak
belirlendi. Wortmanin yaygin olarak kullanilan Fosfoinositid 3-kinaz (PI3K)
inhibitoriidiir. Wortmanin DMSO igerisinde ¢oziildii. Calisma son konsantrasyonu

kiigiik flasklar i¢cin 1 pM olarak belirlendi.
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Normal oksijen kosullarinda (Sekil 3.44) transkripsiyon inhibitorii
Aktinomisin D beklenildigi iizere mRNA ifadesini azaltudi gozlenmistir. Protein
sentezi inhibitdrii siklohegzimid ve VEGF j¢s/siklohegzimid uygulamasi VEGF45’in
transkripisyonu aktive ederek mRNA diizeyinde artisa neden oldugu gozlenmistir.
MEKI1 ve MEK1/VEGF s uygulamasinin VEGF 45 artisint bloke ettigi anlasilabilir.
Ayni durum wortmanin ve wortmanin/VEGF¢s5, PMA ve PMA/VEGFss ve
SP600125 ve SP600125/VEGF s uygulamasinda goriilmektedir. Buradan
normoksik kosullarda VEGF 45 cevabinin MEK 1, JNK ve PI3K yoluyla ger¢eklestigi

anlasilmaktadir.

Diisik oksijen kosullarinda (Sekil 3.45) transkripsiyon inhibitdrii
Aktinomisin D  beklenildigi {izere mRNA ifadesini azalttigi gozlenmistir.
AKt/VEGF 65 uygulamasinin VEGF45’in hipoksik kosullar altinda ¢ok fazla CAIX
mRNA diizeyini arttirdigi goriilmektedir. Sadece MEKI1, wortmanin, PMA ve
SP600125’in hipoksik cevabin daha artmasina neden oldugunu gdstermektedir.
Yalniz, MEK]1/VEGF 65, wortmanin/VEGF es, PMA/VEGF 45 ve
SP600125/VEGF 65 uygulamasinin VEGF 65 artisin1 bloke ettigi anlasilmaktadir.
Buradan hipoksik kosullarda da VEGF 45 cevabinin MEK1, JNK ve PI3K yoluyla
gerceklestirdigi anlagilmaktadir.
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Sekil 3.44: Hep3B hiicre hattina normoksi gesitli inhibitérler uygulandiginda CAIX

ekspresyonuna etkileri.
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Sekil 3.45: Hep3B hiicre hattina hipoksi gesitli inhibitdrler uygulandidinda CAIX

ekspresyonuna etkileri.

3.3 Epidermal growth faktoriiniin (EGF) CAIX ve CAXII mRNA

iizerine etkilerinin belirlenmesi

Epidermal growth faktdriiniin CAIX ve CAXII mRNA iizerine etkilerinin
belirlenmesi Epidermal growth factor CAIX ve CAXII mRNA iizerine etkileri
osteosarkom modeli hiicrelerinde belirlenmistir. Oncelikli olarak MG-63 hiicrelerin
daha sonra da Saos-2 hiicrelerinde deneyler ger¢eklestirilmistir. Deneyler sadece
normal oksijen kosullarinda gergeklestirilmistir. MG-63 hiicre hattina 20 ng/ml EGF
uygulandiginda 3 ve 6 saatte CAXII mRNA seviyesinde artig vardir. 3 saatteki artis
istatistiki olarak anlamlidir. MG-63 hiicre hattina 20 ng/ml EGF uygulandiginda 3 ve
6 saatte CAIX mRNA seviyesinde artis istatistiki olarak anlamlidir. Saos-2 hiicre
hattina 20 ng/ml EGF uygulandiginda 3 saatte CAIX mRNA seviyesinde yine artig
gbzlenirken bu artis istatistiki olarak anlamli degildir. MG-63 hiicre hattina 20 ng/ml
EGF uygulandiginda 3 ve 6 saatte CAIX mRNA seviyesinde artis istatistiki olarak
anlamhdir (Sekil 3.46). MG-63 hiicre hattina 20 ng/mInEGF uygulandiginda 3 ve 6
saatte CAXII mRNA seviyesinde artis vardir. 3 saatteki artig istatistiki olarak
anlamhdir (Sekil 3.47). Saos-2 hiicre hattina 20 ng/ml EGF uygulandiginda CAIX
seviyesinde herhangi anlamli bir artis goriilmemistir (Sekil 3.48). Saos-2 hiicre
hattina 20 ng/ml EGF uygulandiginda 3 ve 72 saatte CAXII mRNA seviyesinde yine
artis gbzlenirken bu artig istatistiki olarak anlamlidir (Sekil 3.49).
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Sekil 3.46: MG-63 hiicrelerinde 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat EGF uygulamasinin CAIX
mRNA seviyesindeki etkileri.(p <0,05)
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Sekil 3.47: MG-63 hiicrelerinde 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat EGF uygulamasinin CAXII
mRNA seviyesindeki etkileri (p <0,05)
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Sekil 3.48: Saos-2 hiicrelerinde 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat EGF uygulamasinin CAIX
mRNA seviyesindeki etkileri (p <0,05)
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Sekil 3.49: Saos-2 hiicrelerinde 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat EGF uygulamasinin CAXII
mRNA seviyesindeki etkileri (p <0,05)
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4. SONUC VE ONERILER

Karbonik anhidraz enzimleri gesitli fizyolojik ve patolojik proseslerde 6nemli
rol oynayan enzimlerdir. Bu enzimler karbondioksitin bikarbonat ve protona
doniisiimiinti katalizleyerek hiicre membraninda ve hiicre igindeki degisik bir¢ok
alanda 6nemli gorevler tistlenmislerdir. 14 farkli CA izoenzimi vardir ve bunlardan
kanser ile iliskisi tespit edilmis olan CAIX, genellikle kati tiimdrlt hiicrelerde
aktivite gosterir. CAIX un ekspresyonu bir ¢ok kanser tiiriinde hastalik stireci ile
iligkilidir. Kanser ile iliskili olan CAIX geninin regiilasyonunun aydinlatilmasi,
kanser tedavisinde yeni bir yaklasim olacaktir. CAIX geni hipoksiada regiile olan bir
gendir. Pek ¢ok ¢alismada &zellikle hipoksi belirteci olarak CAIX bilinmektedir.
Ayni sekilde CAIX pek c¢ok kanser tiirlerinde ekspresyonunu arttirdigi rapor
edilmistir. Ik olarak bobrek hiicreli karsinomada, meme kanserinde, akciger
kanserinde akciger, kolon kanserinde CAIX ‘un ekspresyonunun arttigi gésterilmistir
[57, 58, 65, 66, 67, 68, 69, 70, 73]. CAIX ‘un kanserle ilgili bir protein oldugu
diisiiniilmektedir. Bu nedenle CAIX ile ilgili ¢alismalar olduk¢a nemlidir. Ozellikle
hipoksik durumlarda artan bu genin ekspresyonunu azaltmaya yonelik pekg¢ok
terapatik yaklasimlar giindemdedir. CAIX gibi CAXII de membrana bagl bir CA
tiyesidir. Ve ayni sekilde CAXII’ninde hipoksik durumlarda arttigi rapor edilmistir.
[73, 74]. Yalmz CAIX ile CAXII'nin birbirleriyle iliskisi konusunda litaratiirdeki
bilgiler olduk¢a simirhdir. Calismamizda CAIX ve CAXII'nin farkli sitokinlerle
regiilasyonu konu alinmistir. Oncelikli olarak hipoksiyle regiile olmasindan dolayt
gen ifadeleri hem normal oksijen kosullarinda hemde diisiik oksijen kosullarinda
yapilmistir. Diisiik oksijen kosullarinda hipoksik model olarak kimyasal indiiklenmis
hipoksiya modeli kullanilmistir. Bu model ¢esitli kimyasallarla uygulanabildigi gibi
ozellikle 150mM CoCly esliginde calismamizda kullanilmistir. CoCly bu hipoksik
etkiyi hipoksiya da ana regiilatuar olan HIF la degradasyonunu engelleyerek yapar.

HIF 1a’y1 degrade eden prolin hidroksilazlarin CoCl; spesifik inhibitoriidiir[45].
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Calismamizda model hiicremiz insan hepatoma hiicresi (Hep3B)'dir. Hep3B
hiicresinde CAIX ekspresyonu ilk olarak c¢alisma grubumuz tarafindan
gosterilmistir[ 105, 106]. CAXII’'nin de Hep3B hiicrelerinin tizerinde iyi ekspre
oldugu gosterilmektedir. CAIX ve CAXII'nin hangi nedenlerle ekspre oldugu ve
birbiri arasindaki iliski su ana kadar rapor edilmemistir. Caliymamizda &ncelikli
olarak CAIX ve CAXII'nin kullandigimiz model hiicrelerdeki mRNA diizeyindeki
ifadelerine bakilarak hangisinin daha fazla oldugu incelenmistir. Buna gore Hep3B
hiicrelerinde CAXII’nin daha fazla mRNA diizeyinde ifade oldugu gdzlenmistir.
Ayni zamanda c¢alismamizda uyguladigimiz tiim sitokin deneylerine farkli model
hiicre hatlari eklenmis ,bu hiicre hatlarinda ki bu hiicre hatlar1 osteosarkom hiicre
hatlaridir. SaoS-2 ve MG63 hiicre hatlarinda da hem CAIX hem de CAXII mRNA
seviyelerine bakilmistir. Calismamizda CAIX tizerinde Hep3B hiicrelerinde farkls
sitokinlerin etkileri dncelikle degerlendirilmistir. Kullanilan sitokinler TNFa, TGFf3
ve VEGF165’tir. Bu sitokinlerin pek¢ok kanser tiirtinde etkisi olduguna dair detayl
calisma olsada bunlarin Hep3B hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda ve diisiik
oksijen kosullarinda sitotoksik etkileri konusunda ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. Bu
yiizden biz dncelikli olarak bu sitokinlerin hipoksik durumlarda hiicreler tizerinde

etkisini aragtirmak tizre MTT testi yapildu.

Canlilarda bulunan segici bazi molekiiller bunlar sitokinler/ faktérler/
molekiiller olabilir dogal olarak kanser hiicrelerini d&ldiirebilirler ve kanser
olusmasini engelleyici potansiyele sahiptirler [88, 89]. TNF-u kanserde iki zit etki
gostermektedir. TNF-a tiimor mikrogevresinde endojen tiimor arttirict etki gosterir
¢linkii TNF-a kanser hiicrelerinin biiylimesini, ¢ogalmasini, invasyon, metastaz ve
timdr anjiogenezini uyarir [90]. Hepatoseliiler (HCC) kanser diinyada en yaygin 10
kanserden birisidir. Geg¢misteki c¢alismalar gostermistir ki, TNF-a preneoplastik
fazdan once oval hiicre proliferasyonunu saglayarak karaciger kanserinin geligsimine
katkida bulunur [91]. Bu yiizden TNF-a ve hepatoseliiler kanser arasindaki iligkinin
aydinlatilmasi 6nemlidir. Hem protiimor ve hem de antitiimér rolti oldugu bilinen
TNF—«’'nin Hep3B karaciger hiicrelerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi
amaciyla yapilan ¢alismamiz sonucunda ozellikle, 24 saatte hem hipoksik hem de
normoksik ortamda sitokinin sitotoksik etkisinin olmadigi belirlenmistir. Normal
oksijen kosullarinda 48 ve 72 saatte sitokinin proliferatif etkisi ortadan kalmis, ancak

hiicreler {izerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etkisi goriilmemistir.
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Hipoksiyada ise 48 saatte proliferatif etki devam etmesine ragmen yalnizca 500 U/ml
TNF—o uygulamasi istatistiksel olarak anlamli bulunmustur. 72 saatte ise sitokinin bu
etkisi tamamen kaybolmus ve sitotoksik etki g@stererek hiicrelerin 6liimiine sebep
olmustur. Genel olarak kanserli hiicrelerin yikiminda gérev aldigi bilinen TNF—a,
insan karaciger hiicrelerindeki (Hep3B) iki yonlii (protimdr ve antitiim&r) etkisinin
gosterildigi ¢alismamiz, TNF—a farkli hiicrelerde, farkli doz ve zaman araliklarinda
etkilerinin farkli olabilecegini gdstermektedir. Hiicre proliferasyonundaki artigin
sebebinin, sitokinin protimor 6zelligi nedeniyle meydana gelmis olabilecegini
diisiindiirmektedir. TNF-o’nin isimlendirilmesi, hiicre &liimiinii yapmasindan
kaynaklanmasina ragmen, TNF-a ‘nin protiimér 6zelligi, transkripsiyon faktorii NF-
kB’y1 aktive ederek gdsterilmistir [92]. Birgok normal hiicre NF-kB transaktivasyona
bagl olarak TNF-a tarafindan &ldiiriilmemektedir. NF-kB inhibe oldugu zaman
TNF-a. bagh hiicre §liimiine neden oldugu gosterilmistir. Ote yandan TNF-a, NF-
kB’y1 aktivasyonunda sirasiyla, IkB kinaz kompleksi fosforilasyonuna ve sonug
olarak IkBa’nin degredasyona neden olur ve NF-kB serbest birakir ve NF-kB aktive
olur. Mdr2 (p-glyco-protein 2)-eksik farelerde, TNF-a NF-kB’y1 aktive ederek HCC
olusumunu baslattig1 gortilmiistir [93]. Ayrica, Kou ve arkadaslari, TNF-a cevabin
serum varligi ve yoklugunun bile degistigini, TNF-a, yiiksek dozlarda serum agligi
indiiklenmis apoptozu arttirdifi fakat diisik dozlarda, apoptozu yavaslattigini
bulmuslardir [94]. Bizim ¢alismamiz, TNF-a’nin 6zellikle hipoksik kosullarda hiicre
proliferasyonunu normal oksijen kosullarna gére daha fazla arttirdigini
gostermektedir. Hipoksik kosullar hiicre proliferasyonunu tetikleyen timor
saldirganlifimi ve hasta yasam siiresini kisaltmasi agisindan Snemli oldugu

diistiniildigtinde, TNF-a’nin prolifere edici etkisinin artmasi siirpriz degildir.

Sonug olarak pleitropik bir sitokin olan TNF-a’nin sadece inflamasyon igin
degil hepatoselliiler kanserin gelisimi ve kanser hiicrelerindeki mikrogevreye bagh
olarak etkisinin siirekli bir varyasyon gosterdigi anlasilmaktadir. Bu sonuglarin TNF-
a’nin hepatoselliiler kanseri i¢in onemli oldugu ve etkinin detayli arastirilmasi

gerekliligini ortaya koymaktadir.

Baz sitokinlerin tiimérlere karsi bagisiklik sisteminin araci molekiilleri gibi
calistiklar1 gibi, kanser patogenezisinde 6nemli olduklari bilinmektedir. Sitokinler bu

gibi durumlarda patogenezle ilgili genlerin transkripsiyonunu ve ekspresyonunu
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arttirarak yada azaltarak etkili olurlar. VEGF165 anjiogenez olayinin regiilasyonunda
anahtar bir role sahip bir sitokindir. VEGF165’de hipoksi durumlarinda HIF-1’e
bagh olarak kontrol edilen bir gendir. Hem CAIX hem de VEGF165 her ikiside
hipoksik durumlarda indiiklenen genlerdir. Ancak, VEGF165’nin CAIX gen
ckspresyonu etkileyip etkilemedigi konusunda ayrintili bilgi yoktur. VEGF165
sitokinin CAIX geni tizerindeki etkilerinin arastirilmis oldugu bu c¢alismada,
oncelikle farkli sitokinlerin kullanilan ana modelimiz, Hep3B hiicreleri {izerinde
sitotoksite deneyleri yapilmistir. Sitotoksisite deneylerinde VEGF165, TNF-a ve
TGF-B sitokinleri kullanilmistir.

Yaptigimiz ¢alismada Hep3B hiicre hattinda CAIX ve CAXII mRNA’larinin
hipoksik kosullar altinda normoksik kosullara gére mRNA seviyesinde artig oldugu

gdzlenmistir.

Calismamizda ana konu VEGF s sitokinin CAIX ekspreyonuna etkisin
arastirmak olmustur. Farkli dozlar taranarak calismada 20ng/pl doz kullanilmaya
karar verilmistir. 20ng/pl VEGF¢s farkli zaman araliklarinda uygulandi. Farkli
zaman uygulamalarinin nedeni bazi sitokinlerin etkisini erken saatlerde bazilarinin
isc ge¢ saatlerde gostermesidir. Calismada kullandigimiz VEGF 65 sitokininin
ozellikle Hep3B hiicrelerinde normoksiyada ve hipoksiadaki zamana baglh olarak
mRNA diizeyinde artmaya neden oldugu goézlenmistir. Ayni etkinin protein
seviyesindede olup olmadigi arastirilmigtir. Flow sitometre deneyi ile protein
diizeyinde artis dogrulanmistir. CAIX bir membran proteini oldugu i¢in fikoeritrin ile
kolayca boyanmis ve flov sitometri deneyi yapilmistir. Yine CAIX un flow sitometri
ile gosterildigi yine grubumuz tarafindan daha Once yapilan bir ¢alismada
gosterilmistir. Ayni zamanda bu etki farkli modellerde de arastirilmig, VEGF165’in
farkli zaman araliklarinda CAIX mRNA seviyesinde etkisine baktigimizda
osteosarkom modellerinde Hep3B hiicre hatti gibi benzer mRNA seviyesinde artig
gosterilmis, ayn1 zamanda CAXII seviyesindede artis gdzlenmistir. Bu artis protein
diizeyinde artis ile korelasyon gostermektedir. Saos-2 hiicrelerinde protein
seviyesinde ki artis western blot analiziyle de gosterilmistir. Yine farkli bir
osteosarkom modeli olan MG63’ tede VEGF45’in CAIX lizerinde etkisi mRNA
diizeyinde dogrulanmistir. MG63 hiicre hattinda yine VEGFs5°in CAXII nin

tizerinde etkisi gdzlenmistir.
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Sonug olarak VEGF¢s uygulanmis Hep3B, Saos-2, MG63 hiicre hatlarinda
CAIX tizerinde Mrna ve protein seviyesinde arttigi gézlendi. Bu etki ayni zamanda
hipoksiyada regiile olan CAXII i¢inde benzer bir sekilde devam etmektedir. Bu etki
dokuya spesifik degildir. Hem karaciger kanser hiicre hattinda hemde kemik kanseri

hiicre hatlarinda gdsterilmistir.

Sitokinler etkilerini hiicre yiizey reseptdrlerine baglanarak gosterirler. Bir
sitokin hiicre yiizey reseptorlerine baglanir, ve hiicre iginde sinyal yolaklarini aktive
ederek etki gdsterir. Kanserde ve bazi otoimmun hastaliklarin tedavisinde sitokin
kullanilmas1 bu sitokin ¢alismalarimin = 6nemini daha fazla arttirmaktadir.
Kemoterapiye ve radyoterapiye direngli bobrek kanseri hastalarinda ve CAIX
ekspresyonunun yiiksek oldugu bireylerde IL-2 sitokin tedavisi olumlu yanit
vermistir. Bu durum sitokin ¢alismalarinin artmasina neden olmustur. IL-1 ve IL-
4’tin kullamildig1 bobrek kanseri hiicre hatti ¢galismalarinda, CAIX ekspresyonunun
azaldig1 gosterilmistir [95] VEGF’in VEGFRI1, VEGFR2, VEGFR3 olmak tizere 3
reseptdrii vardir. VEGF’in bes ayri izoformu vardir. Biz ¢alismamizda VEGF 5’1
kullandik. VEGFs hem VEGR1 hemde VEGFR2 ‘ye baglanir. VEGFR2 tirozin
kinaz ailesine ait bir reseptordiir. Tirozin kinazlar aktive oldugunda protein kinazlar
tarafindan hiicresel protein fosforilasyonunu kaskadini baslatirlar. Burada hiicresel
protein kaskadi ERK1/2, AKTI, ve p38 MAPK tr. ERK1/2 threonin ve tirozin
kinazdir ve sitoplazmada Oncelikle MEK1/2 aktive eder. Daha sonra niikleusa
yerdegistirir ve erken cevap genlerinin transkripsiyonunu stimiile eder [96-100].
AKTI (genellikle protein kinase B (PKB) olarakta isimlendirilir.) bir serin ve treonin
kinazdir ve hedefi PI3K’dir. MEK1/2/, ERK1/2 ve PI3K/AKT1 sinyal yolaklar
agirhikla hiicre regiilasyonu, hayatta kalma, proliferasyon ve migrasyondan sorumlu
olan yolaklardir.[101-102]. p38 MAPK serin ve threonin kinazdir MEK3/6
tarafindan aktive edilir. p38 MAPK aktivasyonu g¢evresel stres ve inflamatuar
sitokinler tarafindan baglatlir [103]. ERK1/2, AKT1"in aktivasyonu, ve p38 MAPK
endoteliyal FGF2 ve VEGFA stimiilasyonuyla hiicre proliferasyonunda ve
farklilasmasinda &nemli rol oynar. VEGF sitokinin ekspresyonu tiimérlii dokudaki
hipoksi, pH dengesizligi, besin yetersizligi, serbest radikallerin artmasi ile
olugmaktadir. Biz yaptigimiz bu ¢alismada VEGF sitokinin hangi yolak lizerinde
CAIX ekspresyonunu etkiledigini bulmak amaciyla inhibisyon c¢alismalari yapildi.

Cesitli farkli yolak inhibitdrleri; MEK-1 inhibitorii yani MAP Kinaz yolag
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inhibitorii, Fosfoinositid 3-kinaz (PI3Ks) inhibitorii, JNK-1,-2, and -3 inhibit&ri,
protein sentezi inhibitdrii kullanildi. Hep3B hiicrelerine uygulanan inhibit&rlerden,
MEK-1, CAIX mRNA seviyesinde diisiise neden olmustur. Fakat hicbir sitokinin
uygulanmadigi hipoksi durumunda MEK-1 inhibitdrii uygulandiginda CAIX

seviyesinde 6nemli artig olmasi arastiriimalidir.

Calismanin son basamaginda kullanilan sitokinlere EGF o6zellikle MG63
hiicrelerine dahil edilmistir. EGF &zellikle tirozin kinazlarla c¢alisgan ve hiicre
proliferasyonunda ¢ok onemli olan bir sitokindir. Kanserle ilgili olan CAIX ve
CAXII'nin tizerinde etkileri 6nemlidir. Ve buna gére EGF’nin CAIX ve CAXII'nin

tizerinde artis gosterdigi bulundu.

Sonug olarak CAIX’un farkl sitokinlerle regiilasyonu kontrol edildigi bu tez
calismasinda, CAIX un VEGF s sitokini ile uygulama sonrasi hem karaciger hemde
osteosarkom hiicre modelinde, hem mRNA hemde protein diizeyinde arttig1 ilk defa
gosterilmistir. Bu ¢alismalar 6zellikle kanser tani ve tedavisinde CAIX ve CAXID

nin etkisi a¢isindan genisletilmelidir.
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6. EKLER

kDa
--170-
130
oo
0 L
—-— |— ~55 —| -
|

Gel | ] | Blot

Sekil 5.1 Protein biiyiikliik belirteci

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,

ready-to-use
bpng/0Spy %
10000 300 6.0
8000 300 16.0
5o 208 48
000 300 60
3500 300 6.0
2000 700 14.0

= 2500 250 50

2 — 2000 250 50

% 1500 250 50

g ~ 1000 60.0 120

§ — 750 250 50

o — 500 250 50

(=]

i* — 250 250 50

2

£

2

=

0.5 pafane, 8 cm length gel,

1XTAE, 7V/icm, 45 min

Sekil 5.2 Fermantas 1kb DNA belirteci
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RiboRuler™ High Range RNA Ladder
bases_ng/2 pl bases

- 6000
— 4000
- 3000
- 2000
— 1500
- 1000

— 120
- 120
— 120
- 120
- 120
- 120

(#R0491)

e 120

— 200

1 0% nateve TopVisan ™
1.0% formaloehyoe agacose

2 1 of SM1821 fane, 2 gl of #SM18212ane,
8 cm length gai 8 ¢m length gel,
1X TAE. 5 Viem 1X MOPS. 5Viem

Sekil 5.3:RNA biiyiikliik belirteci.



