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OZET

KARACIGER (HEP3B), PROSTAT (PC3) VE MEME (MCF7) KANSERI
HUCRE HATLARINDA TGF-B VE TNF-a SITOKINLERININ TUMOR
ILISKILI CATX VE CAXII EKSPRESYONUNA ETKILERI
YUKSEK LiSANS TEZi
GULINAY SELCUK
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJI ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. HATICE YILDIRIM)
BALIKESIR, ARALIK - 2011

Kanser glintimiiziin en énemli saglk sorunlarindan biridir. Sik goriilmesi
ve §ldiriciiligiintin yiiksek olmasi nedeniyle de bir halk sorunu durumundadsr.
Anormal hiicrelerin kontrolsiiz ¢cogalmasi ve yayilmasi olarak tamimlanan kanser
viicuttaki tiim doku ve organlan etkilemektedir. Cinko iceren karbonik anhidraz
enzimleri, gaz degisimi, iyon transportu ve asit-baz dengesinin saglanmasi gibi
cesitli fizyolojik stireclerde Onemli rol oynayan enzimlerdir. Memelilerde
bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli CA izoenzimi tespit edilmistir ve
bu enzimlerin gérevi canlilarda CO; molekiiliinin hidratasyonunu ve HCOj5
iyonunun dehidratasyonunu katalizlemektir. CAIX izoenzimi tiitmérlii hiicrelerin
hiicre ici ve hiicre dig1 pH diizenlenmesini saglayarak hipoksik ve asidik kosullara
adaptasyonunu saglar. Ozellikle kat1 timérlerdeki CAIX ekspresyonu, timériin
tanis1 ve prognozu hakkinda bilgi vermesi nedeniyle bu enzimin biyobelirtec
olarak kullamlmasina izin vermektedir. CAXII izoenzimi timérli hiicrelerde
aktivitelerini gdsteren buna bagli olarak da kanserle iliskili olan izoenzimdir.
CAXII izoenziminin varligi ilk olarak renal kanserde bulunmus, daha sonra ise
diger kanser tiirlerindeki ekspresyonlar da belirlenmigtir. Buna gére pankreas,
prostat, testis, akciger, beyin, normal endometrium hiicreleri, over hiicreleri ve
epididimis kanali hiicrelerinde CAXII ekspresyonu gériilmektedir.

Caligmamiz kapsaminda, ti¢ farkls hiicre hattinda iki farkli sitokinin CAIX
ve CAXI gen ekspresyonu tizerine etkileri hem mRNA hem de protein diizeyinde
gosterilmistir. 72 saat sonunda, 10, 100, 200, 500 uw/ml TNF-a uygulanan PC3
hiicrelerinde CAIX ekspresyonu incelendiginde; CAIX un ekspresyonunda, hem
protein hem de mRNA diizeyinde azalis gozlendi. Benzer sekilde CAXII
ekspresyonunda, hem protein hem de mRNA diizeyinde diisiis belirlenmistir. Yine
72 saatin sonunda, 10, 100, 200, 500 w/ml TGF-B uygulamasmin ise PC3
hiicrelerindeki CAIX ve CAXII mRNA seviyesinde azalmaya neden oldugu ancak
bu azalmanin istatistiksel olarak anlamli olmadif1 gértilmiigtiir, MCF7 hiicreleri
ile yapilan ¢alismalar sonucunda, TNF-o uygulamasi MCF7 hiicrelerinde CATX
mRNA seviyesinde azalmaya neden oldugu ve bu degisimin protein seviyesindeki
degisimler ile paralellik gosterdigi bulunmustur. Hep3B hiicreleriyle yapilan
calismalar sonucunda ise 72 saat zaman aralifinda TNF-o’mn mRNA verileri ile
uygun olacak sekilde CAXII protein seviyesinde diislise neden oldugu
bulunmustur.

ANAHTAR KELIMELER: Karbonik Anhidraz, CAIX, CAXII, mRNA, HEP3B
Huiere Hatti, MCF7 Hiicre Hatti, PC3 Hiicre Hatti, Ekspresyon, Sitokin.




ABSTRACT

EFFECTS OF TGF-B AND TNF-o. ON THE EXPRESSION OF TUMOUR-
RELATED CAIX AND CAXII IN HEP3B (HUMAN HEPATOMA), PC3
(HUMAN PROSTATE CANCER) AND MCF7 (HUMAN BREAST
ADENOCARCINOMA) CELL LINES
MSC THESIS
GULINAY SELCUK
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. HATICE YILDIRIM)

BALIKESIR, DECEMBER 2011

Cancer is the one of the most important health problem of today’s and
because of the high death risk and being so widespread, it has became to public
health disease. Cancer is described as uncontrolled cell proliferation and
invasion, it effects all the tissues and organs of the body. Zinc containing
carbonic anhydrase enzymes have important roles in different physiological
processes as gas exchange, ion transport and acid-base balance. There are 15
different enzymatically active CA isoforms in mammalian and the role of these
enzyme is catalysis of the hydration of CO> molecule and dehydration of HCO3
ions. CAIX is related to tumour metabolism, that exerts its biological effects to
adaptation of hypoxia and asidification in tumour cells, via its influence on
regulation of intracellular and extracellular pH. The expression pattern of CAIX
in solid tumours has led to use of CAIX as a biomarker, since it can provide
evidence about tumour identification and prognosis. CAXII is a transmembrane
enzyme that is associated with tumour because of its expression in tumour cells.
Carbonic anhydrase XII was originally identified in human renal cancer cells and
after that, expression patterns of the CAXII in other cancer cells has been
evaluated. CAXII expression positive regions are pancreas, colon, prostate,
ovaries, testicles, lung, brain, normal endometrial cells and epididiymis duct cells.

In this study, we have evaluated the effects of two different cytokines on
the expression of tumour-related CAXII and CAIX at mRNA and protein levels in
three different cell lines. Treatment of PC3 cell line for 10, 100, 200, 500 u/ml
TNF-o 72 h resulted decrease in CAIX mRNA and protein levels. With same
consantrations TGF-§ treatment, also decrease the CAXII mRNA levels but this
decreasing level was not significantly important. Experiments with MCF7 cell
line showed that TNF-a treatment decreased mRNA and protein levels of CAIX.
Hep3B cells treated with TNF-a for 72 h also showed that mRNA levels of
CAXII decreased in paralel to protein levels of CAXIL

KEYWORDS: Carbonic Anhydrase, CAIX, CAXII, mRNA, HEP3B Cell Line,
MCEF?7 Cell Line, PC3 Cell Line, Expression, Cytokine.
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1. GIRIS

Sehirleri bir siire boyunca kusatan, savunmasi zayif olanlari ele geciren, fakat
geride hala fethedilmemis direnis adalar: birakan bir ortagag ordusu gibi bilimeiler,
tamamen, kendi yontemlerinin isledigi sorunlar1 ele alirlar. Pratigini yaptifimiz
bilim kendi ydntemleri ve kavramlarinin elverisli oldugu sorunlart ¢zer ve basarili
bilimciler sadece coziilmesi muhtemel sorunlar Snermeyi kisa siirede Ggrenirler.
Gorece kolay olan sorunlarla ugrasilarindaki kusku vermeyen bagarilarina igaret edip,
sonra da, aym1 yontemlerin daha zor olanlar {izerinde sonunda zafer kazanacagina
bizi ikna ederler. Eger DNA dizisinin belirlenmesi protein yapisi hakkindaki bilginin
hiicrede nasil saklandigi sorununu ¢ézmiigse, o zaman bazi molekiillerin yapisimin
belirlenmesi, belki de DNAnin kendisi, sosyal yapiya iliskin bilginin beyinde nasil

depolandig1 sorununu kuskusuz ¢dzecektir.

Elbette, protein yapisina iligkin bilginin tamami1 DNA dizisinde depolanmaz;
¢linkii polipeptitlerin katlanmip proteinlere dniigmesi tamamen onlarin aminoasit
dizileriyle belirlenmez. Bu ger¢ek yaygin olarak g6z ard: edilir, ¢linkii normal
hiicrelerin fizyolojik kosullari altindaki katlanma emsalsiz bir olaydir. Bununla
birlikte, hiicreler normal disi durumlara sahip oldugunda ya da insan genleri sivi
kiiltiirde biyilyen mikroorganizmalara konuldugunda, katlanma siireci farkl tirtinler
verebilir; ¢linkil bir proteinin “dogru” olan nihai vapisi, digsal kosullar elverisli
olmadifinda olusmayacak olan, dogru katlanma ara-molekiillerinin meydana
gelmesine baghdir.  Aslinda, protein katlanmasi kurallarimin ne oldugunu
bilmemekteyiz; bu yiizden su ana dek hi¢ kimse bir polipeptitteki aminoasit
dizilimini alip molekiilin katlanmasin1 tahmin edecek bir bilgisayar programi
yazmay1 bagaramamustir. Hatta, proteindeki b&lgelerin alfa-heliksler ve beta-pileliler
gibi belli bagli yapisal simiflara katlanmasim son derece kaba bigimde karakterize
etmeye calisan programlarin gilivenilirligi %75’ten fazla degildir. Buradaki giicliik,
onlardan yapilmus olsa bile, bir proteinin, aminoasitlerden ibaret bir sicim
olmamasidir. Kismi katlanma siirecinde degisen kendine has titresimsel ve {i¢
boyutlu sterik dzelliklere sahip, benzersiz bir molekiildiir o. Sonug olarak serbest

enerjiyi diigtiren slireg, hareketli bir hedefi kovalamaktadir. Molekiiler biyologlar
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protein yapisinin saptanmasina iliskin bu ihmale genellikle dikkati cekmezler, onun
yerine DNA’nin proteinleri yaptig1 mistik déniistimiinii tekrarlayip dururlar[1]. Iste
bu durumun disinda kalan gizemin nedenleri arasinda buglin bilim diinyasmnin

ayagina hala takilmaya devam eden ana problem KANSERdir.

1.1 Kanser Nedir?

Kanser, hiicrelerde DNA'min hasari sonucu hiicrelerin kontrolsiiz veya
anormal bir sekilde biiylimesi ve cogalmasidir. Giinde viicudumuzda (DNA'da)
yaklasik 10.000 mutasyon olmasina ragmen bagisiklik sistemimiz her milisaniye
viicudumuzu tarar ve kanserli hiicreleri yok eder. Saghklh viicut hiicreleri
bsliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve yaralanan
dokularin onarilmasi1 amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar., Fakat bu yetenekleri de
siurhidir. Sonsuz bélinemezler. Her hiicrenin hayati boyunca belli bir béliinebilme
sayis1 vardir. Salikli bir hiicre ne zaman ve nerede béliinebilecegini bilme
yetenegine sahiptir. Buna kargin kanser hiicreleri, bu bilinci kaybeder, kontrolstiz
boliinmeye baslar ve gogalirlar. Kanser hiicreleri toplanarak tiimérleri olustururlar,
tiimdrler normal dokular sikigtirabilirler, igine sizabilirler ya da tahrip edebilirler.
Eger kanser hiicreleri olustuklan tiimérden ayrilirsa, kan ya da lenf dolasimi aracilig
ile viicudun diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiim&r kolonileri
olusturur ve biiylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger
boélgelerine yayilmasi olayina metastaz adi verilir. Kanserler olugsmaya bagladiklar1
organ ve mikroskop altindaki gorlintiglerine gére simiflandinlirlar. Farkli tipteki
kanserler, farkli hizlarda biiyiirler, farkli yayilma bigimleri gosterirler ve farkli
tedavilere cevap verirler [2]. Bu konuda hiicre siklusu dikkatle incelenmesi gereken

bir dongiidiir.




1.2 Hiicre Siklusu

Normal dokularda cogalan hiicre sayisi organizmamn ihtiyaclarimn bir
fonksiyonudur. Azaltilmis hiicre ¢ogalmasi ya da artrms hiicre 6liim hizi herhangi
bir agin artig1 6nler [3]. Hiicrenin kendine benzer iki hiicreye ¢ogalmasi dig uyarilar
sonucu biyokimyasal olarak baslatilan bir seri fazdan gecer ve hem dis, hem de i¢
biiyiime faktorleri tarafindan diizenlenir. Bazi onkogenler (bir hiicreye malign
fenotipik ©zellik kazandiran genler) ve hiicre dongisiine 6zgii proteinler hiicre

dongiisii boyunca senkronize bir sekilde aktiflestirilir ve ardindan inaktiflestirilir.

Sekil 1: Hiicre Siklusu [4].

Siklusta; GO fazinda, hiicreler genellikle spesifik bir iglevi gérmek igin
programlanir. G1 fazinda ise spesifik hiicre fonksiyonlan icin gereken proteinler ve
RNA sentezlenir. Ayrica DNA sentezi i¢in gereken bir¢ok enzim sentezlenir.S
fazinda hiicre i¢indeki DNA’nin miktan ikiye katlanir. G2 fazinda ise DNA sentezi
durur, RNA ve protein sentezi devam eder. M (mitoz) fazinda, protein ve RNA

sentez hizi aniden yavaslar, genetik materyal olugan iki yeni hiicreye dagilir [5,6,7].




1.2.1 Hiicre Déngiisii ve Sinyal fletimi

Bir hiicre boliinmesinden digerine kadar gegen stiregte meydana gelen olaylar
hiicre dongiistinii olusturur. Hilcre déngiisiiniin interfaz asamasi, mitotik béliinmeler
arasindaki siiregtir. Bu arada, hiicre biiylir ve DNA’ sim1 kopyalar. G1 sirasinda
hiicre, DNA kopyalamasi igin gerekli olan enzim ve molekiilleri biriktirerek DNA
sentezi i¢in hazirlik yapar. G1’ i hiicrenin kromozomal DNA’ sinin kopyalandiga S
faz1 izler. G2 sirasinda hiicre blylimeye ve bdliinmeye hazirlanmaya devam eder. M
fazi sirasinda, ¢ogalmig olan kromozomlar yogunlastirilir, kardes kromozomlar zit

kutuplara aynlir ve hiicre ikiye béliintir.

Gl’in erken safhalarindan ortalarina kadar hiicre, ya bir sonraki hilcre
déngtlistine girme ya da hiicre dongiisiinden ¢ikarak sessiz faza girme karari verir.
Devamli olarak bdliinen hiicreler, hiicre dénglisiinden ¢ikmaz ama G1, S, G2 ve M
asamalarinda biiytimelerini durdurmalar1 igin gerekli sinyalleri alana dek ilerlerler.
Hiicre ¢cogalmay1 durdurursa, hiicre déngiisiiniin GO fazina girer. GO esnasinda hiicre,
metabolik olarak aktiftir fakat biiylimez ya da boliinmez. Cok hiicreli organizmalarda
bulunan birgok farklilasmis hiicre, sonsuza dek bu GO fazinda kalabilir. Néronlar gibi
bazi hiicreler de asla hiicre dongiisiine giris yapmazlar. Buna zit olarak, kanser
hiicrelerinin GO fazina girebilme yetenekleri yoktur. Bu hticrelerin ¢ogalma oramnin
normal ¢ogalan bir hiicreden daha biiyiik olmas: da 6nemli degildir, ¢linkii uygun

zaman ve yerde duragan ve sessiz olamazlar [8].

G0°daki hiicreler siklikla, dis bilylime sinyallerince hiicre déngiisiine yeniden
girmeleri yoniinde uyarilirlar. Bu sinyaller hiicrelere; sinyali plazma zarindan
sitoplazmada yerlesmis olan sinyal iletim molekiillerine nakleden biiyiime faktrii ve
hiicre ylizey reseptérlerine tutunmus hormonlar gibi molekiiller tarafindan iletilirler.
Sitoplazmada yapilan sinyal transferleri genelde yogun bir protein fosforilasyon akisi
ve protein konfigiirasyon degisikliklerini kapsamaktadir, bdylece sinyal, multiprotein
yolagindan gegerek cekirdege iletilir. Sinyal iletimi, eninde sonunda hiicreyi GO’dan
¢ikarp hiicre déngiisiine geri dénmesi igin gerekeni yapan bir gen ifade programim
baslatir. Genel olarak kanser hilcrelerinin sinyal iletim yolag:i kusurludur. Bazen
anormal hiicre ylizey reseptorleri ya da sitoplazmik sinyal iletim molekiilleri

cekirdege dis biliylime sinyallerinin yoklugunda bile siirekli biiyiime sinyalleri




génderir. Dahasi, kanserli hiicreler, cevrelerindeki hiicrelerden aldiklar dig sinyallere
yamt vermeyebilirler. Bu sinyaller olgunlasmis dokulardaki hiicre g¢ogalmasini

normal olarak inhibe eden sinyallerdir [9].

1.2.2 Hiicre Dingiisii Kontrolii ve Kontrol Noktalar:

Normal hiicrelerde, hiicre déngiisii siireci siki bir gsekilde diizenlenmistir ve
her asamanin tamamlanmasi, bir sonraki asamaya gecmeyi baglatmaktadir. Hiicre
déngiistinde, bir sonraki asamaya ilerlemeden Once, hiicrenin kendi i¢ dengesini
izledigini ve kontrol ettigi en az ii¢c farkli nokta vardir. Bunlar G1/S, G2/M ve M
kontrol noktalaridir [10].

G1/S kontrol noktasmnda hiicre, kendi boyutunu izler ve DNA’ simn hasar
goriip gbrmedigine karar verir. Eger hiicre uygun boyuta ulagsmayi basaramamis ya
da DNA’ s1 hasar gormiis ise hticre dongiistindeki ileri agamalar bu kogullar
dogrulanana kadar durdurulur. Eger hiicre boyutu ve DNA bitiinligi normal ise

G1/8 kontrol noktas1 gegirilmis olur ve hiicre S agamasina ilerler.

Ikinei 6nemli kontrol noktasi, mitoza giris i¢in hiicredeki fizyolojik kosullarin
izlemesinin yapildigt G2/M kontrol noktasidir. Eger DNA kopyalamasi ya da
herhangi bir DNA kusurunun onarimi tamamlanmamis ise bu sliregler

tamamlanincaya kadar hiicre déngiisii islemi durdurulur.

Uktineii ve en biiyiik kontrol noktas: mitoz sirasinda ortaya cikar M kentrol
noktasi olarak adlandirilir. Bu kontrol noktasinda, hem ig iplik¢ikleri sisteminin
olusmast hem de ig iplik¢iklerinin, sentromere tutunan kinetekorlar ile baglanmasi
kontrol edilmektedir, Eger bu ig iplik¢ikleri uygun bir bicimde sekillendirilmemis ya
da baglanmalar1 uygun olmamig ise mitoz durdurulur [11, 12].




1.2.3 Siklinler

Hiicre dongiisii kontrol noktalarindaki diizenlenmelere ek olarak, hiicre
déngiistintin diizenlenmesi stirecinde siklinler ve siklin bagimh kinazlar (cyclin-

dependent kinases; CDKs) ad: altinda iki sinif proteinin daha rolii vardir.

Hiicreler hiicre doéngiisii boyunca belirli durumlarda siklin proteinlerini
sentezler ve parcalarlar. Ortamda var olan siklin, spesifik bir CDK’ ya baglanarak
CDK/siklin kompleksinin aktivitesini tetikler. CDK/siklin kompleksleri hiicre
dongtisli boyunca hiicre gelisimi igin gerekli degisiklikleri saglayan diger proteinleri
secici olarak fosforlar ve aktive ederler. Omegin, G1 asamasinda CDK4/siklin D
kompleksleri, S asamasinda DNA replikasyonu icin gerekli olan firiinleri (DNA
polimeraz 6 ve DNA ligaz gibi) sifreleyen genlerin transkripsiyonunu tetikleyen
proteinleri aktive eder. Bir bagka CDK/siklin kompleksi olan CDKl1/siklin B
cekirdek zannin yikimi, kromozom yogZunlasmas: ve hiicre ici iskeletin yeniden
organizasyonu gibi mitozun erken olaylarimi tetikleyen bazi proteinleri fosforlar.
Mitoz siklin B’ nin yikildiginda ve M asamasimin karakteristik protein
fosforilasyonlar sona erdiginde tamamlanabilmektedir. Hiicrelerde her ne kadar ¢ok
sayida farkli protein kinaz bulunsa da, ¢ok hiicre dongiisiinlin regiilasyonundan

sorumludur.

Hiicre dongiisti kontrol noktalarinin her biri, tipki hiicre déngiisii kontrol
molekiillerinin  aktivitelerinin diizenlenmesinde oldugu gibi genetik olarak
diizenlenirler. Genel olarak hiicre donglist, trlinleri dongliyli ilerleten ya da
baskilayan genlerin kargilikli etkilegimleri tarafindan diizenlenmektedir [10, 13].

Hiicre dongiisiinii kontrol eden herhangi bir gende olusan mutasyon ya da
yanlis ifade, bir ¢ok yoldan kanserin gelisimine katkida bulunur. Omegin, G1/S ya da
G2/M kontrol noktalarim1 kontrol eden genler kusurluysa, hiicre DNA hasarim
onarmadan dénglide ilerlemeye devam edebilir. Bu durum genlerde daha fazla
mutasyon birikmesine ve boylece kontrolsiiz ¢ogalma ve metastaza neden olabilir.
Benzer sekilde eger hiicre dongiistiniin ilerleyisini kontrol eden siklinleri kodlayan
genler uygun olmayan sekilde ifade edilirlerse, hiicre belki de dongliniin devami i¢in

hazirlanir ve b&ylece hiicre dongiistinden ¢ikip GO’a girmeyi bagaramayabilir [14].




Eger DNA replikasyonu, DNA onarimi ya da kromozom diizenlenmesinde
hata olursa, hiicreler hiicre dongiistindeki ilerlemelerini kogullar diizelinceye kadar
durdururlar. Bu sayede hiicre mutasyon sayisim ve ¢ogalan hiicrelerde biriken
kromozomal anormalliklerini azaltir, E§er DNA hasar1 ya da kromozomal hasar
onarim imkansiz derecede ciddi ise, hiicre ikinci bir‘savunma hatti kurabilir. Bu
slirece apoptoz ya da programli hiicre 6liimii adi verilir [15]. Apoptoz; hiicrenin
genetik olarak kontrol edildigi ve sonunda intihar ettifi bir siiregtir. Apoptoz aym
zamanda normal ¢ok hiicreli ve yiiksek yapili canlilarin gelisimi sirasinda, son
vetiskin organizmaya ulasilana kadar gelisime katkisi olmayan belli hiicreleri elemek
icin de baglatilir. Apoptoz, nekroz gibi diger hiicre 6liimii tiplerinden farkliliklar
gbsterir; konagin bagisiklik sistemi apoptotik bir hiicre 6liimii ile aktive edilmez
ancak bu hiicre §liimii nekrotik bir hiicre 8limii olsaydi konagin immiin sistemi
onarilirdi [9, 16]. Apoptoz basamaklar: hasarli hiicreler ve geligim sirasinda elenen

gereksiz hiicreler i¢cin de aymidir. Bu basamaklar sirasi ile;

o Niikleer DNA parcalara ayrilir.

e Hicre i¢i yapilar bozulur.

o Hiicre apoptotik cisimcikler olarak bilinen kii¢lik kiiresel yapilara
béliintr.

e Apoptotik cisimcikler bagisikli sisteminin fagositik hiicreleri tarafinda
yutulurlar.

Kaspazlar olarak adlandirilan bir grup proteaz, apoptozu baslatan ve hiicre

icin bilesenlerin sindiriminden sorumlu enzimlerdir.

Apoptoz genetik olarak, apoptozu tetikleyen ya da engelleyebilen Bel2 (B
Cell Lymphome-2) ve BAX (Bcl-2-associated X) proteinleri gibi &zel gen
iirtinlerinin diizenlenmesi ile kontrol edilmektedir. Programlanmis hiicre 6liimii
hasarli hiicreleri ortadan kaldirmak suretiyle, bir sonraki nesle kalitm yoluyla
gecerek ve kansere sebep olabilecek olasi genetik mutasyonlarin da sayisim
azaltmaktadir. Hiicre déngiistiniin kontrol noktalarim diizenleyen bu genler pek ¢ok

kanser tipinde mutasyona ugramigtir.




1.2.3.1 Proto-onkogenler

Kanser hticrelerinde proto-onkogenler ve tiimér baskilayici genler olmak

tizere iki genel gen kategorisi mutasyona ugrar ya da yanlis ifadelenir.

Proto-onkogenler, iiriinleri hiicre bilylimesini ve béliinmesini ilerleten
genlerdir. Bu gorevlerini, diger genlerin ifadelerini uyaran transkripsiyon faktérlerini
kodlayarak, hiicre bdliinmesini uyaran sinyal iletim molekiillerini ya da hiicrenin
hiicre dongiisii boyunca ilerlemesini saglayan hiicre dongiisi diizenleyicilerini

kodlayarak yaparlar.

Proto-onkogenler, Urlinleri hiicre biiylimesini ve bdlinmesini ilerleten
genlerdir. Bu gorevlerini, diger genlerin ifadelerini uyaran transkripsiyon faktdrlerini
kodlayarak, hiicre béltinmesini uyaran sinyal iletim molekiillerini ya da hiicrenin
hiicre déngiisii boyunca ilerlemesini saglayan hiicre dongilisii diizenleyicilerini

kodlayarak yaparlar.

| Proto-onkogenlerin triinleri plazma zarinda, sitoplazmada ya da g¢ekirdekte
bulunabilirler ve aktiviteleri; trankripsiyon, translasyon ve protein modifikasyonu
seviyelerinde yapilan diizenlemenin de i¢inde bulundugu ¢ok ¢esitli yollarla kontrol
- edilmektedir. Hiicreler sessiz dSneme girdiklerinde ve béliinmeyi sona
erdirdiklerinde, bircok proto-onkogen {iriiniiniin ifadesi ile baskilanir. Kanser
hiicrelerinde béyle bir yolla bir ya da daha fazla proto-onkogen degistirilmis olup
bunlarin aktiviteleri normal bir sekilde kontrol edilemez. Bunun nedeni ise, proto-
onkogenin mutasyonu sonucu anormal davranan bir proteinin iiretilmesi olabilir.
Bagka durumlarda, proto-onkogenler normal protein triinleri kodlamasina ragmen
asin ifade edilir ya da dogru zamanda transkripsivonel olarak baskilanamazlarsa
benzer bir durum ortaya ¢ikabilir. Bu kosullarda proto-onkogenlerin iiriinleri devamli
olarak hiicreyi béliinmesi i¢in uyarirlar. Bir proto-onkogen mutasyona ugradiginda
va da hatali ifade edildiginde ve kanser gelisimine katkida bulundugunda onkogen
olarak adlandirilir [17].

Kontrol edilemeyen hiicre béliinmesini uyarabilmesi icin sadece bir proto-
onkogen allelinin mutasyona ugramis olmasi yeterlidir. Bu yiizden onkogenler

baskin bir kanser fenotipine neden olurlar.




1.2.3.2 RAS Proto-onkogeni

Insan tlimorlerinde siklikla mutasyona ugrayan genlerin bazilari ras gen
ailesindendir. Bu genler insan timorlerinin %40°1inda mutasyona ugramislardir. Ras
gen ailesi hiicre zar ile iligskilendirilen ve hiicre biiylimesini ve boliinmesini
diizenleyen sinyal iletim molekiillerini kodlar. Ras proteinleri normalde dis biiyiime
faktorlerine yanit olarak hiicrenin bdéltinmesini uyaran sinyallerin hiicre zarindan
cekirdege gegmesini saglamaktadir. Ras proteinleri yag GDP’ye ya da GTP’ye
baglanarak inaktif ya da aktif durum arasinda dongtisel bir yapi olustururlar, Bir
hiicre biiylime faktorli ile karsilagtifinda hiicre zarinda bulunan biiyiime faktorii
reseptorleri biiytime faktSriine baglanmir ve biliyime faktérii reseptoriiniin
sitoplazmaya baglanan kismi otofosforilasyona ugrar. Bu durum niikleotit degisim
faktorleri olarak bilinen proteinlerin plazma zarina yerlesmesine yol agar. Niikleotit
degisim faktorleri Ras’in GDP’yi birakip salmasma, GTP’ye baglanmasina neden
olur. Bdylece Ras’mn aktivasyonu gerceklesir. Ras'in GTP-bagh aktif formu
sitoplazmadaki bir dizi proteinin fosforilasyonu i¢in gerekli sinyali génderir. Sinyal
gonderimi ile gergeklesen protein fosforilasyonunun son noktasi, hiicreyi
duraganliktan hiicre dongisiine tasiyan genlerin ifadesini uyaran ¢ekirdek
transkripsiyon faktorlerinin aktif hale getirilmesidir.

Ras, sinyallerini gekirdege bir kez génderdiginde GTP, GDP’ye hidroliz olur
ve inaktif forma gecer. Proto-onkogenler Ras’1 onkogene déniistiiren mutasyonlari
(GTP’yi GDP’ye doniistiiren hidrolizi) engeller. Bdylece Ras proteinini stirekli acik
konumda tutarak hiicreyi slirekli bolinmeye tegsvik eder. Normal ve kanser
hiicrelerindeki Ras proteinlerini aminoasit sekanslarinin karsilagtiriimasi, onkogenik
Ras proteinlerinin hem 12. hem de 61. pozisyonlarinda tek aminoasit degisimi
icerdigini gdstermektedir. Bu aminoasit degisikliklerinden her biri, Ras genindeki

tek bir niikleotit degisikligiyle gergeklesmektedir [18].

1.2.3.3 Siklin D1 ve Siklin E

Siklinler, CDK molekiilleri ile kompleksler olustururlar ve onlarin
aktivitelerini diizenlerler. Olugturulan CDK/siklin kompleksleri hiicre déngiisiiniin
her asamasinda 6nemli olan diizenleyici molekiillerdir. Bir¢ok siklin geninin kanser
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gelisimiyle iliskili oldugu bilinmektedir. Ornegin, siklin D1’ i kodlayan genler;
meme, mesane, akcifer ve yemek borusu kanserlerinde g¢ogaltilmistir. DNA
amplifikasyonu, siklin D1 geninin ¢oklu kopyalarini yaratir ve bu ylizden bu kanser
hiicrelerinde normal seviyeden ¢ok daha fazla siklin D1 proteini bulunur. Yiksek
sevivelerdeki siklin D1 proteini belki de S fazina kontrolsiiz giriglere katkida
bulunmaktadir, Diger kanserlerde siklin D1, gen ¢ogalmas: olmasada fazla miktarda
ifade edilmektedir.

Belirli paratiroit tiimérlerinde ve B-hticre lenfomalarinda siklin D1 geni,
translokasyonlar gibi kromozomal anomalilerde de bulunmaktadir. Siklin D1
genindeki bu degisimler belki de anormal gen ifadelerinin ortaya ¢ikmasina neden
olmaktadir. Benzer olarak, siklin E geni bazi l6semilerde, meme ve kolon
kanserlerinde g¢ogalarak agir1 ifade edilmektedir. Bu anahtar hiicre ddnglsi
diizenleyicilerini asir1 ifadesi ya da periyodik olarak pargalanma kayiplar: hiicrelerin
hiicre dénglistine devam etmeye hazir tutulmalarim saglar ve hiicreler déngliyii terk
edemez, GO hareketsiz asamasina giremezler ya da hiicre farklhilasmasina

ugrayamazlar [18].

1.3 Tiimér Baskilayic1 Genler

Timoér baskilayict genler, iiriinleri hiicre dongtisi kontrol noktalarini
diizenleyen ve apotoz siirecini baslatan genlerdir. Normal hiicrelerde tlimér
baskilayici genler tarafindan kodlanan proteinler DNA hasarina ya da dig ¢evreden
biylimeyi  bastiran sinyallere yanmit olarak  hiicre dongiisi  siirecini
durdurabilmektedir. Tiimér baskilayici genler mutasyona ugradiklarinda ya da
inaktive olduklarinda hiicreler, hiicre déngiisti kontrol noktalarina yanit verme ya da
DNA hasan1 arttifinda 6liim programina gegme yeteneklerini kaybederler. Bu olay
hiicrenin hiicre dongisiinii terk etmesine ve sessiz déneme girmesine engel olur ve
mutasyon artisina yol agar. Su anda bilinen 200" den fazla onkogen ve timor
baskilayici gen vardir. Kanser aragtirmalari devam ettigi siirece ¢ok daha fazlasi
kesfedilebilecektir [18-20].
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1.3.1 p53 Tiimor Baskilayic1 Gen

Insan kanserleri i¢inde en stk mutasyona ugrayan p53° tiir. p53 geni 50°den
fazla genin transkripsiyonunu uyaran ya da baskilayan bir transkripsiyon faktorii gibi
calisan cekirdek proteinlerinden birini kodlamaktadir. Normalde p53 proteini siirekli
olarak sentezlenir fakat hizla parcalanir ve bu yiizden de hiicrelerde ¢ok diisiik bir
seviyede bulunur. p53 proteini kendisini inaktif formdan aktif formda doniislimiine
neden fosforilasyonunu ve asetilasyonunu engelleyen, Mdm2 (Murine Double
Minute 2) olarak adlandirilan bir baska proteine baglanir. Bir ¢ok olay c¢ekirdek
icerisinde aktif p53 proteininin hizli bir sekilde artisina yol agmaktadir. Bu olaylar
arasinda; DNA’ nin kimyasal hasara ugramasi, DNA'nin iyonize radyasyon ile
uyanlmastyla ¢ift iplik kiriklarinin meydana gelmesi ya da hiicrelerin ultraviyole
1isinlarina maruz kalmalarindan 6tiiri meydana gelen DNA - tamir ara Griinlerinin
olusmast yer almaktadir. Aktive edilen p53 proteininin artisi, protein
fosforilasyonundaki, asetilasyonundaki wve p53 proteini kararhlifindaki artisin
sonucudur [19, 20].

p33 proteini, DNA hasarina karsi iki farkli yanmiti baslatmaktadir;

e DNA onarimi i¢in hiicre déngiistiniin durdurulmas:

e DNA onarilmazsa hiicrenin apoptoza ve hiicre liimiine yénlenmesi

Olusan her iki tepki de iligskili genlerin ifadelerinin baskilanmas1 ya da
uyarilmasini saflayan ve bir transkripsiyvon faktrli gibi davranan p53 tarafindan

basarilir.

Normal hiicrede p53 proteini hiicre déngiisiint bir cok agamada durdurabilir.
G1/8 kontrol noktasinda hiicre dongiistinii durdurabilmek i¢in, aktif p53 proteini, p21
proteinini kodlayan bir genin transkripsiyonunu uyarir. p21 proteini CDK4 /siklin
D1 kompleksini inhibe eder ve hiicrenin G1 asamasindan S asamasina gegigini dnler.
Aktif p53 proteini DNA replikasyon siirecini geciktiren genlerin ifadesini diizenler,
boylece S asamas: sirasinda DNA hasar onarimi igin zaman kazamilmig olur. Eger
DNA hasar1 S asamasinda meydana gelirse, aktif p53 diger genlerin ifadesini

diizenleyerek hiicrelerin G2/M kontrol noktasinda kalmasim saglar.
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Aktif p53 hasarli bir hiicreye apoptoz yoluyla intihar edebilmesi i¢in yol
gosterir. Bunu BAX geninin transkripsiyonunu aktive ederek ve Bel2 geninin
transkripsiyonunu baskilayarak gerceklestirir. Normal hiicrelerde BAX proteini Bel2
proteini ile heterodimer halde bulunur ve hiicre yagsamina devam eder. p53’iin BAX
gen transkripsiyonunu uyarmasina yamit olarak BAX protein seviyeleri arthginda
BAX homodimerleri olusur ve bu homodimerler hiicrelerin kendi kendilerini yok
etmelerine neden olan hiicresel degisiklikleri aktive eder. Islevsel p53 kaybi olan
kanser hiicrelerinde, hiicresel hasara karsi BAX protein seviyeleri artmaz ve apoptoz
olusmayabilir. Béyle hiicreler hiicre ddngtisii kontrol noktalarinda tutulamazlar ya
da DNA hasarma kargi apoptoza yonelemezler. Sonug olarak hiicreler hiicrenin
DNA’sim1 g6z oniinde bulundurmadan, hiicre dongiisii boyunca kontrolstiz bir
seklilde ilerlerler. p53° iin eksik oldugu hiicrelerde mutasyon oranlar1 yliksektir ve
bu hiicrelerde kansere neden olan farkli tiplerde mutasyonlar ile kromozomal
anomaliler birikir. Genomik biitiinliik acisindan p53 geninin dnemini vurgulamak

i¢in bu gene genomun gardiyan: ad1 verilir [13, 21].

1.3.2 RB1

RB1 (retinoblastomal) tiimdr baskilayici gendeki kayip ya da mutasyon;
meme, kemik, akcifer ve mesane gibi kanser tlirlerini iceren bir ¢ok kanserin
gelisimine neden olur. Retinoblastoma proteini (pRB), p53 proteini gibi hiicre
doéngiisiinin G1/S kontrol noktasii kontrol eden bir tiimor baskilayici proteindir.
pRB tiim hiicre tiplerinde ve hticre dongiisiintin biitlin sathalarinda ¢ekirdekte
bulunmaktadir ancak hiicre doéngiisii boyunca kendisinin fosforillenme durumuna
bagli olarak farkh aktivite gésterir. Hiicreler hiicre doéngtistiniin G0 fazinda iken pRB
fosforillenmemistir ve E2F () gibi transkripsiyon faktérlerinden birine baglanarak,
baglandig1 transkripsiyvon faktdriinG inaktive eder. Hiucre, biiylime faktdrleri ile
uyanldiginda G1 fazina gecer ve S fazina yaklasir [18, 22]. G1 faz1 boyunca pRB;
CDK4/ siklin D1 kompleksi tarafindan fosforillenir. Fosforillenmis pRB inaktiftir ve
bagladig1 diizenleyici proteinleri serbest birakir. pRB tarafindan salinan E2F ve diger
regiilatdr proteinler serbest kaldiklarinda {irlinleri G1 fazindan S fazina gegis icin

gerekli olan otuzdan fazla genin ifade edilmesini uyarir.
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Hiicreler S, G2 ve M fazlarimi gegtikten sonra pRB fosforillenmemis haline
déner ve E2F gibi regiilatér proteinlere baglanarak bir sonraki ddngiide bﬁnlara.
ihtiya¢ duyuluncaya kadar tutuklar. Normal dinlenme halinde pRB proteini aktiftir
ve S fazina gegisi engeller. Retinoblastoma hticreleri gibi birgok kanser hiicresinde

RB1 geninin her iki kopyasi da hatali, inaktif ya da yoktur [23].

1.4  Bir Hiicre Neden Kanser Hiicresine Doniigiir?

Apoptoz, programli hiicre 6liimii demektir ve DNA’sinda hasar bulunan
hiicreleri yok eder [24]. Anormal DNA’I hiicreler ya tamiri olanaksiz DNA hasari
olusmus ya da yanlis, eksik veya gereksiz olarak fazla transkript olmug DNA’dan

dolayi olusur.

Apoptoz normal doku kaybindan sorumludur. Yaglanmis ve yararsiz hale
gelen normal hiicrelerin ortamdan yok edilmesini saglar. Apoptoz genetik olarak
diizenlenir ve malign hiicrelerde bozulabilir. Ornegin p53 tiimor baskilayict geni apoptozu
uyartr. Bcl-2 onkogeni ise apoptozu inhibe eder. Boylece, normal hiicre Sliimiini

yavaslatarak asir1 hiicre birikmesine yol agar [25].

Hiicre proliferasyonunu anormal sekilde uyaran genetik bozukluklar, normal
proliferasyon mekanizmasindan bagimsiz olarak olusur. Reseptorlerin veya sinyal
aktarict proteinlerin mutasyonlart veya agirt firetimleri hiicrelerin  biylime
faktorlerinden veya diger mitotik faktorlerden bagimsiz hale gelmesine ve hiicrelerin

kontrolsiiz bsliinmesine yol agarlar, Bu gen anomallikleri genellikle dominanttir.

Timér  baskilayici  genlerdeki  anormallikler, hticre  siklusunun
baskilanmasindan sorumlu genlerdir. Bozukluklar: halinde organizma genetik olarak

anormal hiicreleri yok edemediginden kanser gelisir.

Retinoblastoma geni (RB1) bu genler arasinda ilk kegfedilen gendir.
Ardindan, &zellikle sik rastlanmayan kalitsal hastaliklarda etkili baskilayici gen
anormallikleri de saptanmustir. Wilm’s tiimérd (WT1), ailesel polipozis (APC),
ailesel melonoma (CDKN20), ailesel meme ve over kanserleri (BRCA-1 ve BRCA-

2) diger timér baskilayic1 gen anormalliklerine 6rnek olarak verilebilir.
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Elbette p53 tlimd&r baskilayici geni bircok kanser tiirlinde etkili olan en
dnemli genlerden bir tanesidir. Bu genin {irlinii olan p53 proteini bir¢ok kompleks
aktivitesi olan ve hiicre siklusunu baskilayan bir protendir. Bu protein DNA
sarmalinin kiriklart gibi DNA lezyonlarim ve ayrica radyasyon veya kemoterapi ile

olusan DNA hasarini saptayabilir.

DNA lezyonu saptandiginda, p53 hiicre siklusunu G1 fazinda durdurur,
boylece hticrenin S fazina girisini &nler. Ardindan, ya tamir mekanizmasi
proteinlerini ya da apoptoza yol agan proteinlerini indiikler. In vitro caligmalar, bazi
kemoterapi gjanlarinin ve radyasyonun kanser hiicrelerinde DNA hasar1 olusturarak
ve boylece p53 ile indiiklenen apoptoz sayesinde hiicreleri 6ldiiklerini g@stermigtir.
p53 proteininin eksik oldugu fare timositlerinde ve dinlenme halindeki lenfositlerde

radyasyonun bu 6ldiiriicii etkisi gériilmez, hiicreler canlilifini stirdiiriir.

Bircok kanser tipinde mutant p53 tlimér baskilayici geninin etkili olugu
bulunmustur. Ayrica mutant p53, Li-Fraumeni sendromunun karakteristik
bulgusudur. Bu sendrom hem yumusak doku hem de epitel kaynakli kanserlerin
birgok organda goriildiigi ve erken bir yasta basladifi dominant bir sendromdur
[26].

1.5 Kanser Hiicrelerinin Karakteristik Ozellikleri

Kanser, hiicrelerin siirekli birikmesiyle karakterize bir diizen bozuklugudur.
Bu durum siirekli ¢ogalarak asiri miktarda artan hiicre sayisinin, normal olarak
gerceklesen hiicre kaybiyla dengelenmemesi sonucu gerceklesir. Bu hiicreler

invazyon yaparlar ve organizmanin organlarim hasara ugratirlar.

Kanser hiicreleri kaynaklandiklar: normal hiicrelere gére daha kisa zamanda

béliiniirler ve yeni hiicre olusumu o kadar hizlidir ki sonugta hiicreler devamli birikir.

Bu dengesizlik hem kanser hiicrelerindeki genetik anormalliklerden hem de

organizmanin bu hiicreleri tanimada ve yok etmedeki basarisizlifindan dolayidir.
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Kanser hiicrelerinin baz1 dzellikleri sunlardir;

a)

b)

d)

Klonal orijin: Cogu kanser hiicresi tek bir anormal hiicreden dogar.
Bu klonlar ya bir saha hasart sonucu (dokunun birden fazla
hiicresinin karsinojene maruz kalmasi) ya da bazi genlerdeki kalitsal

defektler sonucu olugurlar.

Oliimsiiztiik: Cogu normal hiicrenin boliinme sayis1 smirlidir.
Kanser hiicreleri ise simirsiz sayida béliintirler ve gok miktarda hiicre
olustururlar. Oltimsiizlikk mekanizmalarindan biri kromozom uglan
olan telomerlerdir. Hiicre diferansiye olurken ¢ogu normal hiicre
tipinde telomerler gittikge kisalir. Fakat kanser hiicrelerinde ve kk
hiicrelerde telomerler telomeraz enziminin etkisiyle yenilenitler. Bu
enzim, normal olarak hiicreler diferansiye olurken programli bir
sekilde azalir. Tamamen diferansiye olmus bir hiicre dinlenme
durumuna gecer ve sonunda gogalma kapasitesini yitirdiginden 6liir.
Oysa birgok kanser tipinde telomeraz etkinligini siirdliriir veya
aktive edilir. Sonugta telomerlerin uzunlugu sabit kalir ve hiicre

sinirsiz sayida ¢ogalir.

Genetik kararsizhk: Bu durum DNA tamirindeki ve bazi
mutasyonlar1 tamimadaki eksikliklerden dolayidir ve kanser
hiicrelerinin heterojen olmasina yol acgar.  Kanser hiicreleri
proliferasyon kontrol mekanizmalarina gittikce daha az yanit veren
klonlar olugtururlar. Bu klonlarin ayrica yabanci ortamlarda yasama
yetenegi de gittikce artar ve bdylece metastaz yaparlar.

Kontakt inhibisyonu kaybi: Kiiltiir ortaminda biiyllyen normal
hiicreler, hiicrelerin normalde tutundugu ylizeye yapisamazlarsa
béliinemezler. Normal hiicreler ¢ogalip tizerinde biiytidiikleri tim
yiizeyi tek tabaka halinde doldurduklarinda da boliinme &zelliklerini
kaybederler. Hatta besiyerleri béliinmeleri igin gerekli tiim biiylime

faktorleri ve diger besin elemanlarimi icerse bile boliinmezler.
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Kanser hiicreleri ise yari kati bir besiyerinde ylizeye yapismaya
gereksinim duymadan bagimsiz olarak bdlinmeye devam
edebilirler. Hatta hiicre kiiltlirtinde birden fazla tabaka olugsa bile
biiylimeye devam edebilirler.

e) Proliferasyonun biiyiilme faktérlerinden ve nlitrientlerden
bagimsiz olarak devamh artis: Bu durum kiltiir ortamindaki
kanser hiicrelerinin bir 6zelligidir. Kanser hiicreleri beslenmeleri
icin gerekli besin fakttrlerini tiiketmelerine ragmen biiyiimeye

devam ettiklerinden aslinda kendi kendilerini dldiirmektedirler.

f) Metastaz: Benign tiimérlerde veya normal hiicrelerde bulunmayan
bir ozelliktir.  Metastaz, ekstraselliller matrikse yapismaktan
sorumlu hiicresel proteinlerin kaybi ya da anormalliklerinden,
hiicreleraras:1 interaksiyonun bozuklugundan, hiicrelerin bazal
membrana tutunmalarindaki anormalliklerden, bazal membranin
firetimindeki anormalliklerden, metalloproteaz gibi bazi enzimlerle
(kolejenazlar) bazal membranin yikilmasmdan dolay: gergeklesir.
Sorumlu proteinler kegfedildikce ve onlarin mekanizmalan
aydinlatildikca metastatik slire¢ daha iyi anlasilacaktir [2].

1.6 Kanseri Meydana Getiren Etkenler

Kanserin esas nedeni hiicre boliinmesi esnasinda DNA replikasyonunun hatali
olmast sonucu hiicrenin farklilasmasidir. DNA replikasyon anormalisine sebep
oldugu sanilan birgok faktér mevcuttur ve bunlara predispozan (hazirlayicy) faktorler
denir. Hiicre béliinmesi, doku tamiri ve yenilenmesi amaciyla yapilir. Doku tamiri ve

yenilenmesini hizlandiran tiim etmenler aslinda bir kanser hazirlayicisi olabilir [27].

1. X-ginlari, gama 1ginlari, radyoaktif maddelerden yayilan partikiil
radyasyonlari ve ultraviyole ismnlari gibi iyonize edici radyasyonlar
kansere zemin hazirlamaktadir ve DNA zincirlerini kopararak mutasyona

sebep olmaktadir.
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2. Bazi kimyasal maddelerin mutasyon potansiyeli yiiksektir. Mutasyona
neden olan kimyasal maddelere kanserojen denir. Anilin boya tiirevleri,
sigara dumanindaki ¢ok sayidaki kimyasal, metilmetakrilat, asbest, silika

tozlart, komiir ve al¢1 tozu bunlara 6rmektir.

Kanser olusumunda viral faktorlerin etkisi de vardir.6megin Papilloma viriisii
ile rahim kanseri; Epstein-barr viriisii ile Burkitt lenfomast ve nazofaringal

karsenomasi arasinda kesin etkilesimler bulundugu saptanmistir [31].

Diinya Saghk Orgiitii 2009 yili istatistik verilerine gére (sekil 2), kadinlarda
en ¢ok meme, kalin bagirsak, akciger kanserleri; erkeklerde ise en cok akciger,

prostat, mide ve kalin bagirsak kanserleri gorilmektedir [28].

Erkekler Kadinlar
1.821.000 vaka 1.601.00C vaka
1.034.000 olom 812.000 dlim

Meme e e
Kolorekium |—_*_
Akciger -
Prostat
Mide
Mesane
Bobrek
Hodgkins harici lenfoma
Losemi
Fankreas
Korpus uteri
Cilt metanomu
Serviks uteri
Adiz boglugu
Yumurtalik
Karacifier
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O jnsidans (Bin)
Cilim oran

Sekil 2:Balkanlar ve Tiirkiye genelinde teshis edilen kanser gesitlerinin dagilimi [28].

1.7 Karbonik Anhidrazlar

Karbonik Anhidraz (Karbonat hidroliyaz, karbonat dehidrataz, karbonat
anhidraz, karbonik asit anhidraz E.C.4.2.1.1) yapisinda Zn® iyonu bulunduran,

prokaryotlarda ve 6karyotlarda bulunan bir metaloenzimdir [29-30].

Karbonik anhidraz enzimleri cesitli fizyolojik ve patolojik siireglerde énemli

rol oynayan enzimlerdir. Ilk olarak sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik anhidraz
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enzimleri, canlilarda CO, molekiiliiniin hidratasyonunu ve HCO; iyonunun
dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir. Bunun disinda karbonik anhidraz
metaloenzimleri glukoneogenez, lipogenez, tirogenez, timor olusumu ve birgok
patojenin biiylimesi ve virlilans1 gibi ¢ok sayida fizyolojik agamalarda da yer
almaktadirlar.

Karbonik anhidraz enzimlerinin katalizledigi tepkime agagida verilmigtir:

Karbonik Anhidraz

CO,+H,0 < > H,CO; <> HCO, +H*

Tepkime yiiksek karbondioksit konsantrasyonu olan dokularda gergeklesir.

Karbonik anhidraz grubu enzimler substrat diflizyonu gerceklestigi siirece
alaninda en hizli &rneklerdendir. Enzimin farkli formlarinin izi saniyede 10 ile 10°

reaksiyondur [32].

Reaksiyonun tersinir hali 15 kat daha yavas ger¢eklesmektedir. Bu da hiicre

ici iyon — tuz oranimi dengelemektedir [33].

Karbonik anhidraz ilk defa eritrositlerden 1933 yilinda [34] saflastirilmis,
daha sonra yapilan yogun ¢aligmalarda ti¢ farkli tipte karakterize edilmistir.

Bunlardan hayvan ve bitki kékenli olanlar sirasiyla a ve P smnifi igerisinde
gruplandinilmislardir. Izoenzimlerin hepsinde ortak olan nokta aktif bolgelerinde bir
¢inko (Zn*?) iyonu bulundurmalaridir. IIk tespit edilmis ve {izerinde en fazla ¢alisma
yapilmig izoenzimleri biinyesinde bulunduran o-simfindaki enzimler monomerik

yapidadir. Cok az sayida prokaryotik a-simfi karbonik anhidraz tespit edilmistir.

a-Smmfi karbonik anhidrazlarin katalitik mekanizmasinda aktif bolgeden
protonun dig ¢dziicl ortamina aktarilmasinda His-64 birimi araci rol oynamaktadir.
Proton His-64’¢ onunla ¢inko atomu arasindaki su molekiilleri araciligiyla aktanlr.
Yapilan caligmalar Lys-91 ve Tyr-131 birimlerinin de porton transfer
mekanizmasinda rol aldigim gostermektedir [34, 45]. B-Simfindakiler ¢iftler seklinde
dimerler, tetramerler, hekzamerler ve oktamerler halindedirler. Bu sinifa ait ilk

kristal yapt 2000 yilinda bildirilmistir. Onceleri sadece bitkilerde bulundugu sanilan
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bu siuftaki izoenzimler sonralar: alg, bakteri ve arkeon tiirlerinde de tespit edilmistir.
Bu siftaki izoenzimlerde aktif bolgedeki Zn atomu iki sistein ve bir histidin
ligantiyla baglanmaktadir. Dizi analizleri bu simiftaki izoenzimlerde yalmzca bes
amino asit biriminin ve aktif bélgede ii¢ ¢inko ligantinm, bir aspartat ve bir de
arginin birimlerinin korunmus oldugunu gostermektedir. Yakin zamanda f-
simfindaki izoenzimlerin iki alt gruba ayrilabilecegi savunulmaktadir. Buna sebep
olarak aralarindaki yapisal fark ve inhibitorlere karsi verilen cevaptaki farklar
gosterilmektedir [40]. Uglincii simf olan y enzimleri trimer yapida olup bu smifin
yapisi aydinlatilmig tek tyesi 1994’te  Methanosarcina thermophila’dan izole
edilmis izoenzimdir. Izole edilen bu izoenzimin ¢inko yerine kobalt kullarldiginda
daha vyiiksek hidrataz aktivitesi g&sterdigi ve p-nitrofenil asetatla esteraz aktivitesi
gostermedigi tespit edilmigtir. Metal baglanma bolgesinde a-simfindaki gibi i¢
histidin birimi ligand olusturmaktadir, ancak bunlarin ikisi bir monomere, bir tanesi
ise bitigikteki monomere aittir. Son zamanlarda Thalassiosira weissflogii’den izole
edilen karbonik anhidraz TWCA1’in diger karbonik anhidraz simiflarindan ayr bir
sinifa (8-simfi) ait oldugu bildirilmistir. TWCAT1 diger siniflardaki karbonik anhidraz

izoenzimlerine yapisal ve aminoasit dizilisi bakimindan benzememektedir [45].

Enzim, hidrataz aktivitesi yaninda esteraz aktivitesine de sahiptir, ancak
fizyolojik acidan hidrataz aktivitesi énemlidir. Bu sayede organizmanmn asit — baz
dengesinin diizenlenmesinde O6nemli rol dstlenir. Bu dengenin bozuldugu
durumlarda, 6regin gbz i¢i tansiyonunda, karbonik anhidraz enzim aktivitesine
mildahale siklikla uygulanan bir tedavi yontemidir. Bu acidan karbonik anhidraz
inhibitérleri klinik olarak énemli bilesiklerdir [35].

Karbonik anhidraz enzimi bircok fizyolojik olayda rol almaktadir. Bunlar

arasinda en Snemlileri s6yle siralanabilir:
1) Asit-baz dengesi
2) Kardiovaskiiler tonusun regiilasyonu
3) Sindirim

4) Hiicre bsliimleri arasindaki iyon degisimi
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5) Degisik enzimatik reaksiyonlar i¢in gerekli bikarbonatin saglanmasi

1.7.1 Alfa Karbonik Anhidrazlar

Memelilerde bulunan bu aile 15 farkli izoformla dort grupta incelenmektedir
(Sekil 3):

1) Sitoplazmik CAlar (CA-I, CA-II, CA-III, CA-VII ve CA XIII)

2) Mitokondrial CAlar (CA-VA ve CA-VB)

3) Salg1 CAlar (CA-VI)

4) Membrana bagli CAlar (CA-IV, CA-IX, CA-XII, CA-XIV ve CA-XV)

Bu enzimlerle beraber "katalitik olmayan" CA izoformlarinin (CA-VIII, CA-
X ve CA-XI) hala fonksiyonlar net degildir [36].
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7 CA alktivitest

norm

sitoplazma

Sekil 3:Karbonik Anhidraz ailesi Uyelerinin Hiicredeki Dagilimi [37].

1.7.2 CAIX ve CAXII

Giiniimiiziin en onemli hastaliklarindan birisi olan kanser ile iliskisi tespit

edilmis olan iki Karbonik Anhidraz izoformu vardir, CATX ve CAXIL

CAIX, bir 54/58 N-glikozilat transmembran izoformu olarak hiicre

adezyonuna neden olmaktadir [38].

CAIX ozellikle bobreklerle ilgili hiicre karsinomlarinda (RCC), serviks, over,
kolon, bas, boyun karsinomlarinda ekspre olmaktadir. Hiicre yiizeyinde aktivite
gostermesi COpin hidratasyon ve dehidratasyonu sonucunda kloriir-anyon
degistiricisi olarak yine hiicre zarinda yer almasi CAIX’un HCO; iyonunun tekrar
sitoplazmaya tasinmasinda onemli bir rol iistlenmektedir. Membrana bagli timdr
iligkili CAIX izoenziminin ekstraselliiler asiditeyi kontrol ettigi ve boylece Katepsin

B ve matriks metaloproteaz B (MMP-9) gibi hiicre yiizey proteazlarinin
21

YRl




aktivasyonunu etkilemesi, bu enzimin sadece hypoxia igin defil ayrica kanser
terapisi igin de dnemli oldugunu gostermektedir. Kati tlimérlerdeki CAIX ifadesi
Karbonik Anhidraz izoformlar: arasinda en iyi gézlenebilendir ve CAIX un hiicresel
hipoksiya belirteci olarak kullanilmasina izin vermektedir [39]. Insan malignant
tiimorlerinde, viiksek diizeydeki CAIX ifadesi dikkat gekici sekilde serviks
kanserlerinde [41] ve bobrek kanserlerinde goriilmektedir [38]. Daha disiik
diizeydeki ifadesi ise diger kanser tiplerinde 6rnegin gogiis kanseri, akciger kanseri,

bas ve boyun kanserlerinde gdriilmektedir.

CAXII bébrek kanser hiicrelerinde %10 olarak ekspre edildigi belirlenmistir
[56, 59]. Klonlanmig olan bu izoenzim yeni von-Hippel-Lindau (VHL) hedefi olarak
belirlenmis ve ekspresyonun VHL’nin dogal tipi tarafindan RCC’de gliglice inhibe
edildigi ve ayrica diger timér iligkili CAIX gibi aym regiilasyona sahip oldugu tespit
edilmistir [42]. Karbonik anhidraz enzifnleri canlilarda CO, molekiiliiniin
hidratasyonunu ve HCO3;  iyonunun dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir.
Karbondioksitin bikarbonat ve protona déniiglimiinii katalizlemeleri araciliiyla bu
enzimler, hiicre membraninda ve hiicre igindeki degisik bir ¢cok alanda gaz degigimi,
iyon transportu ve asit baz dengesinin saglanmasi olaylarina katilmaktadirlar [43].
Karbonik anhidraz enzimi, genel olarak metabolik CO, transportunu saglamanin
yan1 sira, bircok dokularda H ve HCO5™ birikiminde de rol oynamaktadir [46-57].
Memelilerde bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli CA izoenzimi tespit
edilmistir. Bunlarin ¢ogu baskin olarak farklilagmig hiicrelerle iliskilidir ve cesitli
doku ve organlarda 6zellesmis fonksiyonlar yerine getirirler.

[zoenzimlerin bir kismu sitozolik formda (CA-I, CA-II ve CA-VII)
bulunurken, 4 tanesi ise membrana baghh (CA-IV, CA-IX, CA-XII ve CA-XIV)
olarak bulunmustur. CA-VI bir salgt enzimi ve CA-V izoenziminin ise bir
mitokondriyal enzim oldugu tespit edilmistir. CAIX ve CAXII izoenzimleri ise
kanserle iliskili olan izoenzimler olarak tespit edilmislerdir. Ayrica, bugiin heniiz

siniflandirilmamis olan NonO/pS4nrb tanmimlanmistir [44, 54, 57-60].

Asidosis  ozellikle kati tlimdrlerin  malignant fenotipinin  tipik

dzelliklerindendir. Hiicrelerin tamami karbondioksitin déntistimlii olarak bikarbonat
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ve protona déniigiimiinii katalizleyen karbonik anhidrazlardan birini ekspre ediyor
olmalar ile birlikte, dzellikle tiimor hiicreleri transmembran ve HIF1’e bagh olarak
regiile edilen CAIX ve CAXII izoenzimlerini ekspre etmektedir. Chiche ve
arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada, tiimér hiicrelerinde bu enzimlerin
ekspresyon seviyelerinin artiy gosteriyor olmasiun  tlim&r hiicrelerine olana
avantajlan aragtirilmistir [42]. Buna gore hipoksik kosullarda CAIX yada CAXII
enzimlerinden en az birini ekspre eden hiicre hatlarina karbondioksit yiiklemesi
sonucunda, hiicre dis1 ortamin daha asidiklestigi bunun yaninda hiicre i¢i ortamin
daha alkali hale geldigi gozlenmistir. Bu durumda her iki CA izoformunun
susturulmas1 ile yapilan caligmalarda tiimor hacminin %85 oraminda azaldif
gosterilmistir. Bu nedenle CAIX ve CAXII'nin kombine olarak ¢alismasi ve
regililasyonlarinin aydinlatilmasi kanser terapisi agisindan oldukga Onem arz
etmektedir. CAXII, ilk olarak renal kanserlerde mRNA seviyesindeki artig ile
belirlenen tiimér iligkili ve membrana bagli bir enzimdir. Daha sonra CAIX’a benzer

olarak diger kanser tiirlerindeki ekspresyonlari da belirlenmistir.

CAIX ve CAXII'nin regiilasyonlarinin da benzer oldugu bilinmektedir. Her
iki enzim de hipoksik kosullarda transkripsiyonel seviyede HIF1 tarafindan
indiiklenmekte veya VHL genindeki mutasyonlar bu genlerin inditksiyonuna sebep
olmaktadir. Ozellikle Wykoff ve arkadaglari tarafindan yapilan galismada, CAIX ve
CAXII’nin bazi hiicre hatlarinda hipoksiya tarafindan gliglii bir sekilde kontrol
edildigi gosterilmistir [39]. Bu g¢alismada ozellikle CAIX promotoru iizerindeki
hipoksiya cevap elementinde meydana getirilen mutasyonlarla hipoksik kogullardaki
regillasyonun mekanizmas: daha detayll olarak belirlenmistir (Sekil 4). CAXIL
karakterize edildiginde yap1 olarak CA-IX’a benzerlikleri gdzlenmistir (Sekil 5).
Ancak CATIX’dan farkli olarak peptidoglikan bélge bulunmamaktadir. CAXII 39,448
kDa agurlhifinda ve 354 aminoasit uzunlugunda bir polipeptidi kodlamaktadir.
Enzimin geni kromozom 15° te haritalanmaktadir. 354 aminoasit uzunlugundaki
polipeptit bir sinyal dizi, bir CA domaini, kisa bir ekstraseliiler dizi, transmembran

domaini ve C-terminal sitoplazmik kuyruktan olusmustur [61].
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Sekil 4: CAXII izoenziminin yapisi ve boltiimleri [62].

Sekil 5: CAIX izoenziminin yapisi ve boliimleri [63].

(SP: Sinyal Peptid Bolgesi, TM: Transmembran Bélge, IC: Intrastoplazmik
Kuyruklar, CA: Karbonik Anhidraz Aktif Bolgesi)

CAII, bazi normal dokulardaki ekspresyonunun yani sira bir¢cok kanserli doku
ve hiicrelerde de ekspre olmaktadir. Yapilan ilk northern blot ¢aligmalar: sonucunda,
bébrek, pankreas, kolon, prostat, over, testis, akciger ve beyinde tespit edilmistir.
Daha sonra yapilan RT-PCR analizleri CAXII ekspresyonunun daha yaygin olarak
bulundugunu géstermistir. son yapilan immunohistokimya ¢aligmalari, CAXII® nin
dzellikle tiretken dokularda, O6megin normal endometrium hiicrelerinde, over
hiicrelerinde ve epididimis kanali hiicrelerinde de ekspre oldugu gdsterilmisgtir.
Kolon ve rektum epitelyum hiicrelerinde de yogun CAXII ekspresyonu gézlenirken
onikiparmak bagirsaginda CAXII ekspresyonu negatif ¢ikmistir. Yapilan son
calismalarda CAXII yiiksek bir seviyede glokom hastalarinda da gbze carpmaktadir
[61]. Bundan dolayi, bu izoenzimin glokom tedavisinde CA-Il ve CA-IV
izoenzimleri gibi ©nemli bir hedef olabilecedi diistintilmektedir. CAXII
izoenziminin karakterizasyonu sonucunda sitozolik CA-I ve CA-IV izoenzimleriyle
ayni katalitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir [59]. CAIX ve sitozolik CA-II
izoenzimlerine gore diigiik bir aktiviteye sahiptir ancak yine de kanser tedavisinde
onemli bir timor marker olarak kullanilabilecegi yapilan ¢aligmalarda
gosterilmektedir. Yine CAXII, kii¢lik hiicreli akcifer dis1 dokularda yiiksek dozda
ekspresyona ugrayarak prognoz olusturdugu icin kusursuz bir belirtegtir [64].
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CAIX ve CAXII izoenzimlerinin asidik tlimor mikro ¢evresinin olugmasi ve
kanser hiicrelerinin invasyonundaki iligkileri g6z oniine alinarak, embriyonik gelisim
sirasindaki  hiicre gociinde de etkili olup olmadiginin belirlenmesi ile ilgili
calismalarda bulunmaktadir. Farkli evrelerdeli, ozellikle organogenez evresinin
farkli asamalarindaki fare embriyolarinda CAIX ve CAXII ekspresyon seviyeleri
- karsilastinlmigtir, Buna gore CAIX ekspresyonu oldukea yaygin olarak goriilmesine
ragmen, farkli dokulardaki ekspresyon seviyeleri farklilik gostermistir. Buna gore
beyin, akciger, pankreas ve karacigerde giiclii ekspresyon gozlenirken, bébrek ve
midede diisiik ekspresyon paterni gozlenmigtir. Embriyonik dokulardaki CAXII
ekspresyonu da oldukea yaygin olmasimna ragmen, hemen hemen biitlin dokulardaki
ekspresyonu diisiik seviyede oldugu bulunmustur. CAXII pozitif dokular arasinda
baslica beyin, mide, pankreas, karaciger ve bobrek bulunmaktadir. CAIX ve CAXII
izoenzimlerinin insan embriyonik gelisimi sirasindaki ekspresyon seviyelerinin
belirlenmesine yonelik calisma sonucunda, fare embriyolar1 ile elde edilen
sonuclardan farkli oldugu gozlenmistir. Ornegin CAIX’ un insan beyin, pankreas,
mide ve akcigerdeki ekspresyonlari, pankreasin ya da midenin epitelyum hiicreleri
gibi belirli hiire tipleri ile simulandinlmistir. Yine farelerin  embriyonik
dokularindaki, bobrek ve bazi organlardaki, CAXII" nin ekspresyonlan zayif ve
Seliikle vetiskin farelerde bu dokulardaki ekspresyon negatif hale gelirken,
insanlarda bu dokulardaki embriyonik asamadaki CAXII ekspresyonu yetiskin
evrede de kaybolmamaktadir. Sonu¢ olarak timdr iliskili CAIX ve CAXII
enzimlerinin farkli doku ve hiicrelerdeki ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi hem

tiimér ile iliskili olarak hem de embriyonik gelisim agisindan oldukca Snemlidir [63].

1.8 Sitokinler

Hiicresel diizenleyici olarak proteinler olan sitokinler, gesitli uyarilara karsi
cevap olarak 6zel hiicreler tarafindan salgilanarak hedeflenen hiicrelerin
davramiglarini etkileyen molekiillerdir. Her sitokin kendine ©6zgii hiicre ylizey
reseptdriine baglanarak, hiicre i¢i sinyal yolaklarimn etkinliginin degismesine sebep
olur. Bu degisimler diger molekiiller igin hiicre ylizey reseptdrlerinin sayisinin

artmasit ya da hiicrenin kendi etkilerinin deZismesine neden olabilir. Hiicrelerden
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sitokinlere gelen yanit genellikle gen ifadesinin degisimidir. Bdylece hiicreler yeni

fonksiyonlar gelistirebilr ya da prolifere olurlar.

Bugiin sitokinler yapisal ve fonksiyonel benzerlikler ile etki mekanizmalari
dikkate alinarak siniflandirilmaktadir [73]. Sitokinler 6 gruba ayriimaktadir:

1) Biiyiime faktdrleri (Epidermal biiylime faktori, EGF; Insillin benzeri
bitylime faktorii-1, IGF-1; Insiilin benzeri biiyiime faktorii-2, IGF-2; Platelet orjinli
biiyiime faktérii, PDGF; Noral biiytime faktorii, NGF; Asidik fibroblast bliylime
faktorii, aF GF; Bazik fibroblast biiylime faktéri, bFGF vb.)

2) Lenfokinler (Interlokin-1a, IL-1a; IL-1b; IL-2; IL-3; IL-4; IL-5 vb.)

3) Koloni stimiile eden faktorler (Graniilosit/makrofaj koloni stimuli eden

factor, GM-CSF; Multi-CSF; Eritropoietin, EPO; Lésemi inhibitor factor, LIF)
4) Transforme edici bityiime faktorleri (TGF-o; TGF-B)
5) Tiimér nekroz faktorleri (TNF-a; TNF-B)
6) Interferonlar (IFN-a; IFN-B; IFN-y)

Calismamizda TGF-p ve TNF-o olmak tizere iki sitokin kullanilmagtir:

1.8.1 TGF-p (Transforming Growth Factor - Beta)

Pek ¢ok sitokine hiicrenin verdii cevap gen ekspresyon diizeyinde
degisimlerle, yeni fonksiyonlar gelistirerek yada proliferasyonla acifa ¢ikmaktadir.
TGF-p ailesi hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, motilitesi, adezyonu ve 6liimii gibi
bircok hiicresel siirecte yer alan ve gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden ekstraseliiler
bilylime faktorlerinin biiyiik bir grubudur. Hiicre tiimdr biyolojisinde énemli bir
fonksiyonu olan TGF-f sitokinin birgok timér tipinde seviyesinin artig gésterdigi
bilinmektedir. Insanlarda bulunan ti¢ farkli TGF-B (TGF-B1, TGF-B2, TGE-B3) ilk
sentezlendiklerinde &nciil protein seklindedir ve oldukca biiylik yapilidirlar. Daha
sonra olgun hale gelen TGF-f ailesi, BMP (Bone Morphogenetic Protein), Aktivinler
ile biiylime ve farklilagsma faktorleri olmak tizere 30°dan fazla {iyeye sahiptirler [69].
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Sekil 6: TGF- yolag: [69].

TGF-P ailesi iiyeleri transmembran protein ailesinden olan serin/treonin kinaz
aktivitesine sahip, TGF-P reseptorlerine baglanarak hiicresel hareketlerini baslatirlar
(Sekil 6). TGF-B reseptor ailesi (TBR) yapisal ve fonksiyonel dzellikleri goz éniine
alinarak tip I (TBR-I) ve tip Il (TBR-II) reseptorler olarak 2 alt gruba ayrilirlar. Bu
reseptorler sinyalin SMAD transkripsiyon faktorleri aracilifiyla ¢ekirdege ulasmasim
saglar. TGF-J sinyal yolundaki eksiklik yada hasarlar, 6regin SMAD mutasyonlari,

insanlardaki birgok kanser tiirii ile iligki bulunmustur [74].

Kolerektal kanserde yapilan ¢alismalarda, primer tlimérde ylksek seviyede
TGF-B ekspresyonu ileri sathalarla iligkilidir. TGF-p iyi farklilasmis primer kolon
karsinomalarda biiylimeyi inhibe edici bir etki gosterirken zayif diferensiye olmusg
hiicrelerin invazyonunu ve proliferasyonunu tesvik eder. TGF-B baz1 epitelyum ve
kanser hiicrelerinin bilyiimesinin inhibisyonuna neden olurken, bazi kanser tiirlerinde
ise TGF-P reseptorleri ya da SMAD proteinleri tamamen inaktive olmustur. Tam
tersine, TGF-B baz: durumlarda ise kanser hiicrelerinin metastaz ve invazyon
Ozelliklerinin artmasina da neden olmaktadir. 2004 yilinda Selvemurugan ve

arkadaslan tarafindan yapilan ¢alismada, fare hiicre hatlarinda TGF-p uygulamasinin
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bir ¢esit matriks metaloproteinaz olan koolojenaz 3’iin ekspresyonunu stimiile ettifi
bulunmustur [69]. Benzer sekilde, meme kanserlerinin kemige metastaz yapmasinin
aragtinildigi ¢alismada, kemik hiicrelerinin yetigtirildifi medyum meme kanseri
hiicrelerine uygulanmustir. Sonug olarak, kemik hiicrelerinden kaynaklanan ve
medyumda bulunan TGF-B nedeniyle, memeli hiicrelerinde bulunan major adezyon
molekiillerinden B1 ve B3 integrinlerinin ekspresyon seviyelerinin arttig1 buna bagli
olarak meme hiicrelerinin go¢ etme 6zelliklerinin de arttif1 gdsterilmistir [65, 66].
Meme kanserlerinde kemik metastazlari en sik gériilen komplikasyonlardan oldugu
icin bu konuda oldukea fazla calisma bulunmaktadir. Ozellikle hipoksik kosullarn
metastaz ile iliskisi {izerinde yapilan bir calismada, hipoksiya ile indiiklenen
genlerden olan VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) ve CXCR4 (Chemokine
Receptor Type 4)° tin transkripsiyonlarimin TGF-p yolag: araciligiyla indiiklendigi,
SMAD7 ve SnoN (Ski-related Novel Protein N) reseptdr proteinlerinin ise
indiiksiyonunun bloke edildigi g@sterilmistir. Bdylece TGF-f ve hipoksiyann
birlikte etkisi ile, meme kanseri hiicrelerinin metastazlarimin etkili sekilde

Onlenebilecegi ileri siirtilmiistiir [67].

1.8.2 TNF-a (Tumor Necrosis Factor - Alpha)

TNF-a birgok hiicre tipi tarafindan salgilanan ve kanserli hiicrelerin yikimini
saflayan bir sitokindir. TNF-o i¢in iki resepttr bulunmaktadir. TNFR1 neredeyse
biitiin dokularda ekspre olmaktadir ve hem membrana bagli hem de ¢éziinmiis
haldeki trimerik TNF-a ler tarafindan aktive edilebilir. TNFR2 ise yalmizca immun
sistem hiicrelerinde ekspre olur ve membrana bagli TNF trimerleri tarafindan aktive
edilir. TNF-a sinyal iletim yolaginin aydinlatilmasi ile birgok veri TNFR1 ile yapilan
calismalardan elde edilmistir. TNF-oo molekiilleri trimer halde ligandlarima baglanir

ve baglanmayi takiben 3 yolak aktive olabilir.

Birincisi, NF-xB’nin (Nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated
B cells) aktivasyonu: NF-«xB hiicre canlilify, hiicre proliferasyonu, immun cevap ve
anti-apoptotik faktorleri de igine alan c¢esitli proteinlerin transkripsiyonel

regiilasyonunda gérev alan heterodimerik transkripsiyon faktoriidiir.
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Sekil 7: TNF-u yolag [68].

TNF aracilign ile NF-kB’nin inhibitériiniin  yikimu yapilarak NF-kB’nin
aktivasyonu saglanir (Sekil 7). Ikincisi ise MAPK (Mitogen-activated protein kinase)
yolagimin aktivasyonu: TNF, stres iligkili JNK(c-Jun N-terminal kinase) yolaginin

gliclii sekilde aktivasyonunu saglar.

JNK yolag hiicre proliferasyonu ve hiicre farklilasmasinda yer alir ve
genellikle proapoptotik etkilidir. TNF-a ayrica p38 MAPK ve ERK(Extracellular
signal-regulated kinase) yolaklarin1 da minimal diizeyde aktive eder. Son olarak ise
6lim sinyalinin indiiklenmesi: TNF resept6r siiper ailesinin 6liim domaini igeren
diger tiim {yeler gibi, TNFR1’ de 6lim domaini igerdigi icin bu siiregte rol
oynamaktadir. Ancak TNF tarafindan indiiklenen hiicre olimii, TNF-o’nin
inflamatuvar siiregteki Genmli gorevlerinin yaminda yalmzea kiigiik bir rol
ustlenmektedir. TNF-a’'nin 6liim indiikleme kapasitesi diger aile {yeleri ile
karsilastinldiginda olduk¢a zayiftir ve sikhikla ~ NF-xB’ min antiapoptotik etkisi

tarafindan maskelenmektedir [70-73].
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1.9 Amacg

Calismamizda &zellikle kanser iligkili karbonik anhidraz izoenzimleri olan
CAIX ve CAXII genlerinin karaciger, prostat ve meme kanseri hiicre hatlarindaki
ekspresyon seviyeleri ve bazi sitokinler tarafindan gen ekspresyon seviyesinde
meydana getirilen degisikliklerin hem mRNA hem de protein seviyesinde

belirlenmesi amaclanmigtir.
Bu amacla;

Ik olarak TNF-a ve TGF-B sitokinlerinin tiim hiicre hatlarindaki CAIX ve
CAXII mRNA seviyesindeki etkileri real time analiziyle belirlenmistir.

mRNA seviyesinde etki gériilen konsantrasyon ve zaman araliklar igin
hticrelerdeki CAIX ve CAXII protein seviyesindeki degisiklikler Western Blot
Analiziyle g@sterilmistir.
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2. MATERYAL VE METOD

2.1 Cahsmalarda Kullanilan Ortamin ve Malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Isiya dayamkh biitlin cam malzemeler, pipet uglari, epindorflar, santrifii]
tiipleri, bakteri kiiltiir ortramlar1 121°C’ de 20 dakika ( 1,02 atm basingta ) otoklavda
steril edildi. Doku Kiiltiirti Laboratuvar: her hafta periyodik olarak temizlendi. Oda
kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullamlarak odanin havasimn sterilizasyonu

saglandi.

2.2 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hicre kiltliri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
icine L-Glutamine son konsantrasyonu 0,2 mM ve FCS son konsantrasyonu %10

olacak sekilde ilave edildi. Tiim bilesenler 0,22 pm steril filtreden siiziilerek steril
edildi.

2.2.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) -20°C de saklandi ve tasinmasi soguk zincirle
yapildi. Stok serum ilk kullamimdan &nce 56°C sicaklik 30 dakika siire ile inaktive
edildi ve tekrar -20°C de saklandi.
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2.2.3 PBS Tampon Cdzeltisinin Hazirlanmasi

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

2.2.4 Hiicre Soylarmin Baslatilmasi

Uzun dénemde siv1 azot iginde saklanan hiicre hatlarinin bliytimesi i¢in sivi
azot tankindan cikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna alindi ve hizlica
coziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10° luk FCS i¢eren medyuma alinds, alt
iist edildi ve 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi, olusan
pellet medyum ile ¢oziildli ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve 37°C,
%35 CO; igeren inkiibatsre konuldu.

2.2.5 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 5ml medyumda 25 cm®  flasklarda, icerisinde 0,2 mM
L-Glutamine ve %10 FCS iceren DMEM medyumu icerisinde haftada 2 kez rutin
pasaj yapilarak tiretildi.

2.2.6 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklan yiizeyi %80-90 oraminda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklagtirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand: ve 25 cm?® flasklar igin 1
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden aynlinca medyum
eklendi ve 1000 rpm’ de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢6ktiiriildi. Siipernatant
uzaklagtirldy, pellet medyum ile ¢ozildli ve flasklara ekim yapildi. Flasklar
etiketlendi ve 37°C sicaklikta %5 CO; igeren inkiibatore konuldu.
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2.2.7 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

13

ol Wr

Sekil 8: Hemositometre lami

Toplam hiicre slispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisim: hesaplamak igin
tizeri 25 kiiclik kareye ayrilmus, Imm?® alan 0.1 mm derinligi olan ve béylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre lami kullanildi, Canli ve &l
hiicreleri ayirt etmek icin 10 pl hiicre siispansiyonu egit hacimde trypan blue (1:1
dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakhifinda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi
boyanirken canli olanlar boyanmad: ve sayim yapildi.

Stispansiyon mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulundu:

Toplam canl1 hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*

2.2.8 Hiicrelerin Sivi Azotta Saklanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraminda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand: ve 25 cm? flasklar icin 1
ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm’ de 5 dakika santriftij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant
uzaklastirildi, pellet %10 DMSO iceren FCS ile dikkatlice ¢oziildli ve sivi azota
dayanikli cryovial tiiplerine konularak etiketlendi ve izole edilerek, éncelikle -80 °C
derin dondurucuya konuldu, dereceli olarak sicaklifm diismesi saglandiktan sonra

sivi azot i¢inde uzun dénemli saklandi.

33




PC3 Hep3B MCF7

Sekil 9:Calismada kullanilan hiicre hatlar

2.2.9 Serum Ac¢hgmm Olusturulmas: ve Sitokin Uygulamasi

Her bir sitokinin spesifik aktivitesi dikkate alinarak steril distile su ile
seyreltilmeleri yapilacak ve -20°C’ de saklanacaktir. Sitokin uygulamadan Once,
serumun tammlanmams bir ortam oldugu disiiniiliirse, sitokin icerecegi
muhtemeldir. Bu nedenle her bir hiicre hatti igin serum aghginin olusturulmasi
amaclanmistir. MCF7 ve Hep3B hiicreleri igin sitokin uygulamasindan 24 saat 6nce,
serum igermeyen %0,1 BSA iceren ortama hiicreler alinmis ve daha sonra sitokin
uygulamalan yapilmistir. Ancak PC3 hiicreleri i¢in serum agligi spesifik olarak

serum konsantrasyonu %10’ dan %3’e diisiiriilerek gerceklestirilmistir.

Calismamizin bu doneminde hiicrelere TGF-B uygulamas: 10, 100, 200, 500,
1000 u/ml olarak ve TNF-a uygulamasi 10, 100, 200, 500, 1000 u/ml olarak 24, 48
ve 72 saat zaman araliklarinda gerceklestirilmistir. Real Time Analiziyle CAIX ve
CAXII mRNA seviyelerinin belirlendikten sonra etki goérilen konsantrasyon ve

zaman araliklar icin Western Blot Analizi yapilmistir.

2.3 RNA lliskili Teknikler

2.3.1 Total RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu Qiagen RNeasy Mini kit kullanilarak yapildi. Kisaca,
ilk olarak hiicrelerin medyumu uzaklastirild1 ve bir kez soguk PBS ile yikandi. Daha
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sonra PBS icinde hiicreler kazinarak santrifijj tiiplerine alindi. 1000 rpm de 5 dakika
santrifiij yapilarak stipernatant uzaklastirildi. Hiicre pelleti 350-600 pl RLT tamponu
icinde (10 ul/ml PB-mercaptoethanol igeren) yeniden ¢oziildil. Lizatin tamamen
homojenize olmasi i¢in vorteks veya 0,9 mm igne ucu bulunan Iml® lik siringalar
kullanildi. Bu basamakta lizat ya daha sonra kullamlmak amaciyla -80°C° de
sakland: ya da RNA izolasyonu igin hemen kullaruldi. RNA konsantrasyonu ve
saflig1 O.Daso ve O.Dago spektrofotometrik dlgtimleri alinarak belirlendi.

2.3.2 Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (RT-PCR)

RT-PCR iki ayn basamakta yapilmistir:

1. Reverse-Transkriptaz (RT) kullanilarak cDNA sentezlenmesi

2. Spesifik primerler ve ilk basamakta elde edilen ¢cDNA kullamilarak
ilgili gen bélgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlar
(PCR).

2.3.3 c¢DNA Sentezi (RT)

cDNA sentezi icin 2.1.” de belirtildigi iizere izole edilen total RNA’ dan Ipg
kullamilmistir. Kisaca 1pg total RNA, 1ul random primer ve distile su toplam hacim
10 pl olacak sekilde kanstinldi. Karigim 10 dakika 70°C’de inkiibe edildi ve sonra
buz {izerine alindi. Karigim tizerine 5xXMMLV (Moloney murine leukaemia virus)
tampon, dNTP mix (10 mMeach of dATP, dGTP, dTTP and dCTP), RNase
inhibitérii (RNAsin®) ve MMLYV reverse transcriptase enzimi ilave edilerek 42°C’
de 50 dakika inkiibe edildi. Sentezlenen cDNA -20°C’ de sakland:.

2.3.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PCR) ve Optimizasyonlar:

Insan karbonik anhidraz IX, XII igin PCR kosullan, daha &nceki
calismalarimizda optimize edildigi igin belirlenen kosullar kullamldi. Internal kontrol
olarak kullamlan Insan-B-2-mikroglobilin (H-B-2) icin PCR kosullar1 da
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laboratuvanimizda bircok c¢alismada kullanildift igin daha &nceden optimize

edilmistir. CAIX ve CAXII igin primer dizayni ve PCR kosullarinin optimizasyonu

yapilmigtir.

Tablo 1: Kullamilan spesifik primerlerin dizileri ve uzunluklarn

Primer Uzunluk Dizi Uriin

(bg) (be)

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°

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

CAXII - reverse | 20 5°-GAG GCC TTC TGA CTT GTT GC-3°

H-B-2-forward 20 5°-TTT CTG GCC TGG AGG CTA TC -3° 370

H-B-2-reverse 21 5°-CAT GTC TCG ATC CCA CTT AAC-3’

2.3.5 Real Time PZR Analizleri

Real time analizleri i¢in Roche 480 Light Cycler cihazi ve Roche Light cycler
SYBR Green kiti kullanild1. CAIX, CAXII ve insan B-2 mikroglobilin geni real time

PCR’lan1 igin optimizasyonlar yapildiktan sonra, gen ekspresyonu kantitatif
miktarlar1 Ct metodu kullanilarak hesaplandi [72].




Tablo 2: Real Time PCR igin Kullamlan Program

Bolim Dongil Sayisi Sicaklik Stire

On 1s1tma 1 95 °C 10 dakika

Cogaltma 40 95 °C 10 saniye
S176 10 saniye
72 %C 10 saniye

Erime egrisi 1 a5 *C 5 saniye
65 °C 1 dakika
97 °C -

Sogutma 1 40 °C 30 saniye

Sogutma 1

2.3.6 Primer Tasarimi

CA49 ve CAI2 oprimer tasanmi i¢in www.restrictionmapper.org,
www.ncbinlm.nih.gov ve www.idtdna.com adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan
primerlerin sag¢ tokasi yapisi olusturmamasina, Tr sicakliklarnimin birbirine yakin
olmasina ve niikleotitlerin dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat
edildi. Ayrica tasarlanan primerler databanklarda ( GenBank + EMBL + DDBIJ +
PDB sequences ) bulunan DNA dizileri ile blast yapilarak C49 ve CA412 geni ile en
yitksek benzerligi gosterdigi tespit edilmisgtir.
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2.4  Protein Iligkili Teknikler

2.4.1 Western Blot Analizi

2.4.1.1 Laemli Buffer Kullanilarak  Protein  Ekstraktlarmnin

Hazirlanmasi

Western blot calismalan igin 6 well plate kullamldi. Kisaca, hiicrelerinin
medyumu uzaklastirilarak hiicreler bir kez soguk PBS ile yikandi, PBS
uzaklastirildiktan sonra taze hazirlannus Laemli bufferdan 75 pl direkt hiicrelerin
lizerine eklenerek ve hiicre kaziyicisi ile hiicreler kazinarak ependorfa alindi. Protein
ekstraktlann 12000 rpm’ de 5 dakika santrifilj edilerek, bu basamakta direkt SDS
PAGE uygulamasi i¢in kullanildi.

Tablo 3: Western Blot i¢in kullanhlan solusyonlar

SOLUSYON ICERIGI

0.125 M Tris-HCI(pH: 3.8), %4
(w/v) SDS, %10 (v/v) Gliserol, %10 (v/v)
B-2-Mercaptoetanol

Laemli Tamponu

Bromfenol Mavi %0.05 (w/v) bromfenol mavi

.distile su i¢inde

SDS Page Alt Jel 1.5 M Tris-HCI (pH:8.8), %10
(w/v) SDS
SDS Page Ust Jel 1 M Tris-HCI (pH:6.8), %10 (w/v)
SDS
SDS Page Yiirlitme Tampon 25 mM Tris, 250 mM Glisin, %
Cozeltisi 0.1 (w/v) SDS
Western Blot Transfer 25 mM Tris, 192 mM Glisin, % 20
Cozeltisi (v/v) Metanol
Otoklavlanmig 10X TBS 10 mM Tris-HCL, 20 mM NaCl,
(Tris Buffered Saline) pH: 7.4
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2.4.1.2 SDS Page

Elektroforez aparatlar ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlendi. Ik
olarak ayrima jeli hazirlanarak, tist kismina 3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii ve
hemen {izerine %90 izopropanol ilave edilerek hava kabarcigi olusumu engellendi.
Jel polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirlarak ddHO ile yiizey yikand:
ve Whatman 3MM kagidi ile yiizey kurutuldu. Ardindan yigma jeli dokiildi. Yigma
jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak c¢ikarilarak ve kuyucuklardaki hava
kabarciklarmin uzaklagtirilmas: igin yine ince geritler halinde kesilmis Whatman
3MM kagidi kullanildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine yerlestirildi.
Orneklerin  bromophenol blue ile kanstinlarak kuyucuklara yiklendi. Jelin
yiirtitiilmesi, 0.1 (w/v) SDS iceren 1X Yiirtitme Tamponu ile tank doldurularak (orta
kisim ve alt kisim) 200 volt ve 126 mA akimda yaklasik 45-50 dakika yiirtitiildi.

2.4.1.3 Waestern Blot

Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar kullanildi. Kisaca,
jeller cam levhalar arasindan ¢ikarildi, yigma jeli kesilerek uzaklastinldi ve jel
transfer buffer icine alinarak dengelemesi icin oda sicakliginda 15 dakika inkiibe
edildi. Whatman 3MM kagit ve PVDF membranlar (15 saniye metanolde aktive
edilmis) jel ile aym1 boyutlarda kesilerek hazirlandi. Bu sirada stinger pedler ve
transfer aparatlar1 da transfer buffer icine alindi. Daha sonra sandvig hazirlandi.
Bunun i¢in transfer kasedi arasina stingeri Whatman kagidi, jel, membran, Whatman
kagidi, siinger olacak sekilde dizildi. Daha sonra kaset, transfer buffer ile dolu olan
blot tankina yerlestirilerek 150 volt, 400 mA akimda 75 dakika transfer yapildi (15
volt akimda 12-18 saatte yapilabilir).

2.4.1.4 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml bloklama
cozeltisinde (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS) 1 saat
horizontal calkalayicida oda sicaklifinda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama
¢Ozeltisi uzaklagtirlarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilarak membran
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yikandi, bunun i¢in %0.1 (v/v) Tween20 igeren 1X TBS kullamldi. Sonra membran
primer antibody ile 1-1.5 saat oda sicakliginda horizontal ¢alkalayicida inkiibe edildi.
Primer antibodyler %5 (w/v) yagsiz siit tozu (veya %5 (w/v) FBS) ve %0.1 (v/v)
Tween20 iceren 1X TBS icinde hazirlandi. Stire sonunda primer antibody ¢ozeltisi
uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez yikama yapilarak membran yikandi. Daha
sonra uygun sekonder antikorlar kullanilarak (10-20 ml horseradish peroxidase-
conjugated, anti-rabbit 1gG, anti-mouse 1gG ya da anti-goat 1gG, 1:2000-1:10000
oraninda sulandirilmis, %5 (w/v) yagsiz siit tozu (veya %5 (w/v) FBS) ve %0.1 (v/v)
Tween20 igeren 1X TBS) 1 saat oda sicaklifinda horizontal galkalayicida inkiibe
edildi. Son basamakta tekrar yukanda belirtildigi gibi yikama islemleri tekrar
edilerek proteinlerin belirlenmesi igin ECL (Enhanced Chemi-Luminescent) kit
kullarmldi. membranlar Kodak X-Ray filmi tizerine ahinarak, 10 saniye ile 10 dakika
arasinda degisen siirelerde, sinyal giiciine bagh olarak, kasetler iginde bekletildi.
Daha sonra film banyo edilerek olugan bantlar taranarak dansitometrijk analizleri

yapildi.

2.5 Istatistiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri tek yonliit ANOVA testi (Minitab15
versiyonu) kullamilarak gergeklestirildi. P < 0.05 anlamli olarak kabul edildi (p <
0.05).
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3. BULGULAR

3.1 mRNA Diizeyinde Ekspresyon Calismalar

Calismamiz kapsaminda karaciger, prostat ve meme kanseri hiicre hatlarinda
ilk olarak CAIX ve CAXII ekspresyonu mRNA seviyesinde belirlenerek farkls
sitokinlerin mRNA seviyesindeki etkileri aragtirilmistir. Bu amagla deneylerimizin
TGF-B sitokini uygulanmig hiicre hatlarindaki CAIX ve CAXII gen ekspresyon
seviyelerinin arastirilmasi Balikesir Universitesi Bilimler Arastirma Merkezindeki
(BUTAM) Roche Light Cycler 480 Real Time cihazi kullanilarak
gerceklestirilmistir.

Yapilan Real time PCR galigmalari birbirinden bagimsiz en az iki tekrar
olacak sekilde ve bir PCR uygulamasinda her bir deney grubu i¢in en az {i¢ tekrar
olacak sekilde gergeklestirilmistir.

Gen ekspresyon seviyeleri Cr (delta Cr) metodu kullamlarak belirlenmis ve
rolatif kuantifikasyon olarak presente edilmigtir [72].

Buna gore gen eckspresyon seviyeleri internal gen dikkate alinarak
hesaplanmustir. [statistiksel analizler tek yonlit ANOVA testi ( Minitab15 versiyonu )
kullanilarak yapilmistir.

3.1.1 Hep3B Hiicrelerinde TGF-f ve TNF-o Sitokinlerinin Etkilerinin

mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerine TNF-a sitokini 1, 3, 6, 24 ve 48 saat zaman araliklarinda
uygulanmis ve CAIX ve CAXII ekspresyon seviyelerine etkileri analiz edilmisgtir.
Genel olarak tiim zaman araliklarinda ve konsantrasyonlarda CAIX mRNA
seviyesinde azalmaya neden olan TNF-o'mn &zellikle 48 saatte tiim degerler

istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 10 ve 11).
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CAXII mRNA seviyesinde ise ozellikle 1. ve 3. saatte artis gozlense de,
sonraki zaman araliklarinda bu etki kaybolmustur. CAIX mRNA seviyesinde diisiis
ile paralel olacak sekilde CAXII mRNA seviyesinde 48 saat zaman araliginda

gozlenen azalma istatistiksel olarak anlamli bulunmustur (Sekil 11).

Hiicre hattinda TGF-B sitokini ile yapilan 24, 48 ve 72 saat zaman
araliklarinda sitokin uygulama sonuglarina gore ise, genel olarak ekspresyon

seviyesinde artis géze carpmaktadir (Sekil 12 ve 13).

CAIX mRNA seviyesi analiz edildiginde erken saat dilimlerinde, CAXII
mRNA seviyesi analiz edildiginde ise homojen ve tiim saat uygulamalarinda dogru
orantil artis mevcuttur (Sekil 12 ve 13).
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Sekil 10: Hep3B hiicre hattinda TNF-a sitokininin 1, 3, 6, 24 ve 48 saatlik zaman
araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 11: Hep3B hiicre hattinda TNF-a sitokininin 1, 3, 6, 24 ve 48 saatlik zaman
araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi

jj ,, HEP3B-CAI
12 4
10 -
| o
4 | a i
3 j
oL m_ Wl . B N B N
K *100 *1000 *2000 5000 *100 *1000 2000 5000 *100 *1000 *2000 5000
< > < > < >
24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 12: Hep3B hiicre hattinda TGF-f sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman

araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 13:Hep3B hiicre hattinda TGF-B Sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman

araliklarinda CAXII ekspresyonu iizerine etkisi

3.1.2 MCF7 Hiicrelerinde TGF- ve TNF-a Sitokinlerinin Etkilerinin

mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

Meme kanseri model hiicre hatt MCF7 hiicrelerinde TNF-a ve TGF-
uygulamasi 10 u/ml ve 500 w/ml olacak sekilde 2 farkl konsantrasyon ve 24, 48, 72
saat olmak tizere ti¢ farkli zaman araliginda yapilmistir. Calisilan tiim konsantrasyon
ve zaman araliklarinda TNF-a hem CAIX hem de CAXII mRNA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli azalmaya sebep olmustur (Sekil 14 ve 15). TGF-B ise
dzellikle 24 ve 48 saatte hem CAIX hem de CAXII mRNA'sinda istatistiksel olarak

anlamli artisa neden olurken, 72 saatte bu etki giderek azalmustir (Sekil 16 ve 17).
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Sekil 14: MCF7 hiicre hattinda TNF-a sitokinlerinin 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklaninda CATIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 15: MCF7 hiicre hattinda TNF-a sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi
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Sekil 16: MCF7 hiicre hattinda TGF-B sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman

araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 17: MCF7 hiicre hattinda TGF-f sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi
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3.1.3 PC3 Hiicrelerinde TGF-p ve TNF-a Sitokinlerinin Etkilerinin

mRNA Seviyesinde Belirlenmesi

PC3 hiicrelerinde 10, 100, 200 ve 500 w/ml TNF alfa uygulamasina bagh
olarak CAIX ve CAXII mRNA seviyesindeki degisiklikler belirlenmistir. Buna gore
TNF-o uygulamas: CAIX ve CAXII mRNA seviyesinde azalmaya neden olmustur
(Sekil 18 ve Sekil 19). TGF-p ise 10, 100 ve 500 u/ml olacak sekilde 6, 24, 48 ve 72
saat siiresince PC3 hiicrelerine uygulanmistir ve ozellikle 6 saat ve 24 saat zaman
araliklarinda CAIX mRNA seviyesinde azalmaya neden oldugu bulunmustur.
CAXII mRNA seviyesindeki etkide CAIX i¢in bulunan etkiye benzer olarak 6 ve 24
saatte azalma geklinde iken, Ozellikle 48 saatte CAXII mRNA seviyesinde
istatistiksel olarak anlamli bir artis gézlenmistir (Sekil 20 ve Sekil 21).
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Sekil 18: PC3 hiicre hattinda TNF-a sitokinlerinin 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 19: PC3 hiicre hattinda TNF-o sitokininin 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi
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Sekil 20: PC3 hiicre hattinda TGF-f sitokininin 6, 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAIX ekspresyonuna etkisi
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Sekil 21: PC3 hiicre hattinda TGF-B sitokininin 6, 24, 48 ve 72 saatlik zaman
araliklarinda CAXII ekspresyonuna etkisi

Real Time PCR Analizlerinde kullanilan asteriks isareti (*) istatistiksel olarak

anlamli bulunan (p < 0.05) dozlarda kullanilmistir.

3.2  Protein Diizeyinde Ekspresyon Analizi

Sitokinlerin hiicrelerdeki CAIX ve CAXII protein seviyesine etkilerinin
belirlendigi western blot analizleri hiicrelere 10, 100, 200 ve 500u/ml TGF-B ve
TNF-a uygulamasi yapilarak 72 saat zaman aralifinda gergeklestirilmistir. Sitokin
uygulanmis hiicrelerden 72 saat sonunda Laemli Tamponu kullanilarak hiicre
kaziyic ile hiicre lizati elde edilmistir. Elde edilen hiicre lizatinda protein dl¢timleri,
Quanti-iT Protein Assay Kit (Invitrogen, Eugene, Oregon, USA) ile Qubit
Fluorometer kullamlarak gerceklestirilmistir. SDS Page ve proteinlerin membrana
transfer edilmesinden sonra spesifik antikorlar ile inkiibe edilerek proteinlerin

belirlenmesi saglandi. Elde edilen bantlar dansitometrik olarak analiz edildi.
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3.2.1 Hep3B Hiicrelerinde TGF-p ve TNF-a Sitokinlerinin Etkilerinin

Protein Seviyesinde Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerinde TNF-a uygulamasi mRNA seviyesinde 72 saatte CAIX
ve CAXII seviyesinde anlamli bir azalmaya neden oldugu bulunmustur. Benzer
sekilde 100 w/ml ve 500 w/ml TNF- a uygulamasi CAIX ve CAXII protein
seviyesinde de azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 22). TGF-f uygulamasi
da mRNA seviyesinde belirlenen degisikliklerle paralel olacak sekilde CAIX protein
seviyesinde ¢ok anlamli bir degisiklik olusturmazken, CAXII protein seviyesinde 72

saatte artisa neden olmustur (Sekil 23).
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Sekil 22: HEP3B hiicrelerine 72 saat TGF-B uygulamasinin protein ekspresyon

seviyesine etkileri
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Sekil 23: HEP3B hiicrelerine 72 saat TNF-o uygulamasinin protein ekspresyon |

seviyesine etkileri |
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cAIX |

caxil |

Sekil 24: Hep3B hiicre hattinda TGF-B ve TNF-a sitokinlerinin protein seviyesine

etkileri-Western Blot Géruntiileri

A: CA9 protein seviyesine etkisi B: CAXII C:p-Aktin (1: 72 saat kontrol, 2: 10u/ml
TGEF-B, 3: 100u/ml TGF-B, 4: 200u/ml TGF-f, 5: 500u/ml TGF-B, 6: 72 saat kontrol,
7: 10u/ml TNF-a, 8: 100uw/ml TNF-a, 9: 200u/ml TNF-a, 10: 500u/ml TNF-a).

3.2.2 PC3 Hiicrelerinde TGF-p ve TNF-a Sitokinlerinin Etkilerinin

Protein Seviyvesinde Belirlenmesi

PC3 hiicrelerinde TNF-o uygulamasi CAIX ve CAXII protein seviyesinde
azalmaya neden oldugu belirlenmistir (Sekil 25). TGF-p uygulamasi ise hem CAIX
hem de CAXII protein seviyesinde ¢alisilan tiim konsantrasyonlarda artisa neden

olmustur (Sekil 26) .

57 - PC3-CAIX i - PC3-CAXII
2,6 “f P E—
£ S o
£25 — g =
< = < =y A
[ 1 ]
824 | 2 -
= e | : ‘g‘ |
223 f -
3 . 1 1
2,2 ]
Kontrol 10U TGELOOU TGROOU TGEOOU TGF Kontrol 10ii TGF 100ii TGF200i TGF500i0 TGF

Sekil 25: PC3 hiicrelerine 72 saat TGF-B uygulamasimin protein ekspresyon

seviyesine etkileri
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Sekil 26: PC3 hiicrelerine 72 saat TNF-o uygulamasinin protein ekspresyon

seviyesine etkileri

CAlX

Sekil 27: PC3 hiicre hattinda TGF-p ve TNF-o sitokinlerinin protein seviyesine

etkileri-Western Blot Gorilintiileri

A: CA9, B: CAXII, C:B-Aktin (1: 72 saat kontrol, 2: 10u/ml TGF-8, 3: 100u/ml
TGF-B, 4: 200u/m] TGF-f, 5: 500u/ml TGF-f, 6: 72 saat kontrol, 7: 10u/ml TNF-a,
&8: 100u/ml TNF-0, 9: 200u/ml TNF-¢, 10; 500u/ml TNF-a).

3.2.3 MCF7 Hiicrelerinde TGF-p ve TNF-a Sitokinlerinin Etkilerinin

Protein Seviyesinde Belirlenmesi

MCF7 hiicrelerinde ise 200 uw/ml TNF-a ve 200 u/ml TGF-B uygulamasi
(Sekil 27) CAIX protein seviyesinde azalmaya neden olurken (Sekil 28), CAXII i¢in

ozellikle TGF-B uygulamasi protein seviyesinde artisa neden olmustur (Sekil 29).
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Sekil 28: MCF7 hiicrelerine 72 saat 200'er tinite/ml TGF-p ve TNF-a sitokinlerinin

| uygulanmasinin protein ekspresyon seviyelerine etkileri

Kontrol TNF-o TGF-B Kontrol TNF-o TGF-

MCF7 CAIX

Sekil 29: MCF?7 hiicrelerine 72 saat 200'er {inite/ml TGF-B ve TNF-a sitokinlerinin

uygulanmasim sonucunda CAIX ve CAXII seviyesinde Western Blot gériintiisti
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4, TARTISMA VE SONUC

Kanser gelisimi surecinde hticreler, pek ¢ok genetik ve epigenetik degisimler
gecirirler ve bu degigiklikler anormal fenotip gelismesine onciilik ederken tiimor
metabolizmas1 ve mikro gevresini etkiler. Bu sartlar altinda kanserin kilometre
taglarindan birisi olan hiicrelerin diizensiz proliferasyonu ortaya ¢ikar. Maling
transformasyon ve karbonik anhidrazlarin ekspresyonu arasindaki iliski tiimoérle
iligkili CA izoenzimlerinden CATX ve CAXII'nin kesfine kadar net olarak ortaya
¢ikarilamamisti. Son zamanlarda dzellikle CAIX ve gesitli kanserlerle iliskili olarak

yapilan ¢aligmalar, dikkatleri bu enzim {izerine ¢ekmeyi basarmustir [3].

Sitokinler genel anlamda, hiicresel reaksiyonlar1 diizenleyici ézellikleri olan
aym1 zamanda da gelen uyarilara kargi hiicrenin cevabinda salgilanarak hedef
hiicreleri etkileyen biyolojik molekillerdir. Sitokinlerin tiimér metabolizmasinda,
hiicre c¢ogalmasi, farklilagmasi ve invazyonu gibi kanser acisindan Onemli
olaylardaki rolleri bilinmektedir. Ayrica kanserde immun tedavide kullanilmalar da
sitokin ¢aligmalarimin 6nemini daha fazla arttirmaktadir. Hem kemoterapiye hem de
radyoterapiye dayamkli bobrek kanserli ve CAIX ekspresyonunun yliksek oldugu
bireylerde IL-2 sitokin terapisine olumlu cevap alinmig olmas: sitokinler ile ilgili
calismalarinda artmasina sebep olmustur. Farkli sitokinler kullanarak yapilan
caligmalarda, bobrek kanseri hiicre hatlannnda IL-1-f ve IL-4%lin CAIX

ekspresyonunu azalttifi gésterilmistir [76].

Buna gére yapilan ¢alismamiz sonucunda, karacier, meme ve prostat kanseri
hiicre hatlarinda TGF-p ve TNF-o sitokinleri ile CAIX ve CAXII ekspresyonu
arasindaki iligki hem mRINA hem de protein seviyesinde belirlenmistir.

TNF-o sitokininin tiimére direng 6zelligi ile nekrotik ya da apoptotik hiicre
dlimlerini indiikledigi bilinmektedir [78]. Buradan yola ¢ikarak TNF-a sitokiniyle
ilgili bulgularimizda genel olarak protein ve mRNA seviyelerinde CAIX ve CAXII

ekspresyonunda azalma kesinlik kazanmaktadir.
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Prostat ve kolon kanseri hiicrelerinde yapilan Microarray Analizleri
sonuglarina gére apoptoz baglantili genlerin ekspresyon seviyeleri bu hiicre

hatlarinda azaldig: belirlenmistir [79,80].

Hep3B hiicrelerinde TGF-B uygulamasmin CAIX mRNA ve protein
seviyesinde seviyesinde artisa neden oldugu bilinmektedir [77]. TGF-p
uygulamasina bagli olarak CAXII mRNA seviyesindeki artis da bazi zaman
araliklarinda homojen olmamakla beraber nettir.  Erken saatlerdeki TGF-B
uygulamasimin birgok farkli genin ekspresyon seviyesindeki azalmaya neden
oldugunu gdstéren mikroarray c¢alismasi elde edilen sonuclar uygunluk
gostermektedir [81].

Hepatoma modeli hiicre hatti Hep3B ile yapilan erken saat ¢alismalari
sonucunda 1, 3 ve 6 saatlik zaman dilimlerinde yapilan 200 ve 500 wml TNF-u
uygulamast CAIX ekspresyonunda azaltici etki yaparken, 100 wml TNF-o

uygulamasi CAXII ekspresyonunu arttiric etkisi gézlenmistir.

24 saatlik zaman diliminde yapilan tiim dozlardaki TNF-a uygulamalar
CAIX ve CAXII ekspresyonlarini azaltici etki yapmustir. Yine aym saat diliminde
yapilan TGF-B uygulamasi CAIX ve CAXII i¢in 10 ve 100 uw/ml’de azaltici, diger
birimlerde ise arttiric etki yapmaktadir.

48 saatlik zaman diliminde yapilan tim TNF-o uygulamalar1 CAIX igin
azaltici, CAXII icin 10, 200 ve 500 w/ml dozlarda azaltici, 100 w/ml’de ise arttirict
etki yapmaktadir.

72 saatlik zaman diliminde ise 10, 100 ve 500 wml TGF-B uygulamasimn
CAIX ekspresyonunu arttirici etkisi gézlenirken, CAXII i¢in sadece 100 wml
uygulamas: ekspresyonu arttiric1 etki yapmistir (Tablo 4).

INF-o ile yapilan in vitro calismalarda, birgok tiimér hiicresinde
proliferasyonu inhibe ettigi bulunmugtur. Yaklasik olarak %30-40 civarinda timor
hiicre serisinin bu molekiille inhibisyonu bilinmektedir [82-83]. TNF-o’nin tiimdre
direng ozelligi ve cesitli nedenlerden dolayr gelisen hiicre Sltimlerini indiikledigi

bilinmektedir [78].
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TGF-p ise ¢esitli hiicre tiplerinde malin transformasyonu ve timor
progresyonunu destekler. Onkogenlerin baskin oldugu hiicrelerin transformasyonu
TGF-p geninin transkripsiyonunu aktive eder [84-85]. Apyrica transformasyon
meydana geldikten sonra tiimér hiicre yasamini, invazyonunu ve metastazim tegvik

eder [86].




Tablo 4: Hep3B hiicre hattinda yapilan tiim Real Time PCR
Analizlerinin kontrol degerlere gire yorumu ((1) arttiricr etki, (]) azaltic1 etki,
(=) etki yok)

SAAT SITOKIN | uYGULANAN | CAIX CAXII
CESITI DOZ(u/ml)

10

100

1 saat TNF-a 200

500

10

100

3 saat TNF-g 200

500

10

100

6 saat TNF-a 200

500

10

100

TNF-a 200

500

24 saat 10

100

TGF-B 200

500

10

W w T o m

100

TNF-a 200

500

48 saat 10

100

| TGF-p 200

500

10

100

72 saat TGF-p 200

nlnl=lul——l—l—l—l—|— o e e e f— = o | o = o = [ | |

500

Sl e e e = == [ | e e e e [ | [ [~ — [ = [ | [— — |— —
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Protein analizi sonuglarinin goriildiigd Tablo 5’de, TNF-a uygulamalarindan
sonraki CAIX ve CAXII protein seviyesinde azalma ile TGF-B uygulamalarindan
sonra CAIX ve CAXII protein seviyelerindeki artis real time analiz sonuglan ile

uygunluk g8stermektedir.

Tablo 5:Hep3B hiicre hattinda yapilan tiim Western Blot Analizlerinin
kontrol degerlere gire yorumu ((1) arttirici etki, (|) azaltict etki, (=) etki yok)

SAAT SITOKIN | UYGULANAN | CAIX CAXII

H CESITI DOZ (w/ml)
E TNF-a 100 ! i
P 500 L I
3 72 saat 10 1 T
B 100 I 1
TGF-p 200 ik 1
500 i 1

Prostat kanseri modeli olarak kullamlan PC3 hiicrelerine 72 saatte tim
konsantrasyonlarda TNF-a uygulamasi, CAIX ve CAXII ekspresyonunda mRNA ve

protein diizeyinde azalmaya neden oldu.

6 saatlik zaman diliminde yapilan 10, 100 ve 500 wml TGF-f uygulamas:
CATIX ve CAXII i¢in ekspresyonu azaltici etki yapmuistir.

24 saatlik zaman diliminde yapilan 10 ve 100 w/ml TGF-$ uygulamasi CAIX
icin ekspresyonu azaltici, 500 arttirier etki yapmigtir. CAXII igin ise 100 ve 500 w/ml
arttirie1, 10 w/ml azaltici etki yapmigtir. TNF-0. uygulamasi CAIX i¢in tiim dozlarda
azaltici, CAXII i¢in 100 ve 500 u/ml’de azaltic1 yénde etkilidir (Tablo 6).

CAIX ve CAXII protein analiz sonuglar1 degerlendirildiginde TNF-o
uygulamasinin yapildigy tiim konsantrasyonlarda ekspresyon seviyesinde azalma
gorillmektedir. TGF-B uygulamas: ise CAIX ve CAXII protein seviyesinde 100 wml
digindaki tiim konsantrasyonlarda arttiric: etki g6stermistir (Tablo 7).
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Table 6: PC3 hiicre hattinda yapilan tiim Real Time Analizlerinin
kontrol degere gore yorumu ((1) arttiric: etki, (]) azaltic etki, (=) etki yok)

SAAT SITOKIN | UYGULANAN | CAIX CAXII
CESITI DOZ (w/ml)
10 1 !
6 saat TGF-p 100 1 l
500 1 !
TGF-p 10 I J
100 Il 1
500 i 1
24 saat 10 1 1
100 I} 1
P TNF-o. 200 ! T
' 500 ! 1
TGF-B 10 | 1
100 ! 1
C : ]
48 saat 10 L l
100 ! i
3 TNF-a 200 ! I}
500 ! 1
TGF-p 10 ! "
100 + 1
500 1 1
72 saat 10 l !
100 1 l
TNF-a 200 4 !
500 1 !

Tablo 7: PC3 hiicre hattinda yapilan tiim Western Blot Analizlerinin
kontrol degere gire yorumu ((1) arttirie: etki, () azaltic1 etki, (=) etki yok)

SAAT | SITOKIN | UYGULANAN | CAIX CAXII

P CESITI DOZ (u/ml)
C TNF-a 10 l i
3 100 L !
72 saat 10 1 i)
100 1 i
TGF-p 200 1 T
500 1 1
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MCF-7 hiicre hattindaki 24 ve 48 saat real time PCR ¢alismalarinda CAIX ve
CAXII igin TGF-B ile yapilan tiim deneyler ekspresyon seviyesini arttirici, TNF-o. ile

yapilan tiim deneyler ise azaltic1 yonde etkilidir (Tablo 8).

Western Blot sonuglan ise CAIX ve CAXII’de TNF-o uygulamalan azaltici,

‘ TGF-p uygulamas: ise CAIX i¢in azalticiyken, CAXII igin arttiric1 etkiye sahiptir
| (Tablo 9).
|

Tablo 8: MCF7 hiicre hattinda yapilan tiim Real Time PCR
Analizlerinin kontrol degerlere gire yorumu ((1) arttinct etki, (]) azaltic1 etki,

(=) etki yok, (-) veri yok )

SAAT SITOKIN UYGULANAN
CESITI DOZ (w/ml)

E
:

' 10

TGF-p 100

500

1000

24 saat 10

TNF-u 100

500

10

TGF-p 100

500

1000

48 saat 10

TNF-u 100

NN <

500

10

TGF-B 100

500

10

72 saat TNF-o 100

— |1 f—|u| ol || |=| =] =] || |—
—— =[N N | = [ = = |—

500
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Tablo 9: MCF7 hiicre hattinda yapilan tiim Western Blot Analizlerinin
kontrol degere gore yorumu ((1) arttiric etki, (]) azaltici etki, (=) etki yok)

MCF7 SAAT SITOKIN | UYGULANAN CAIX CAXII
CESITI DOZ (w/ml)
72 saat TNF-a 200 l l
TGF-B 200 ! 1

Ozet olarak, ti¢ farkli hiicre hattinda TGFbeta ve TNF alfa sitokinlerinin
CAIX ve CAXII gen ekspresyonu iizerine etkileri hem mRNA hem de protein
diizeyinde gésterilmigtir. Sitokinlerin hiicresel bazda pek cok fizyolojik olay: kontrol
ettikleri diigliniildiigiinde tiimor iliskili olarak adlandirilan hatta prognostik bir tiimor
belirteci olarak ifade edilen CAIX ve yine tiimér iligkili CAXII ile etkilerinin
belirlenmesi olduk¢a dnemlidir. Calisma sonucunda elde edilen veriler literatiirdeki

eksikligi giderecek ve gelecekte yapilacak calismalara 11k tutacak niteliktedir. ..
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