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OZET

BAZI SITOKINLERIN iNSAN KOLON KANSERI HUCRELERINDE CAIX
IFADE DUZEYLERINE ETKIiLERININ BELIRLENMESI

Rahsan ILIKCI SAGKAN

Balikesir Universitesi, Fen Bilimleri Enstitiisii
Biyoloji Anabilim Dal

(Doktora Tezi / Tez Damismani: Dog.Dr. Feray K(")(:‘_KAR)
(Ikinci Danisman: Prof. Dr. Ali SENGUL)

Balikesir, 2009

Karbonik anhidrazlar (CA), karbon dioksitin hidratasyonunu geri doniisiimlii olarak
katalize ederler. Transmembran protein CAIX, CA ailesinin tiimdrle iligkili bir tiyesidir.
CAIX ekspresyonu, bazi tiimor hiicreleri oldukca yiiksek ekspresyon diizeyinde iken, normal
dokularda olduk¢a sinirhdir. CAIX, hipoksi, malin hiicre invazyonu ve hiicre
proliferasyonunun regiilasyonunda énemli rol oynarlar.

Bu caligsmada, farkli konsantrasyonlarda TNFa, TGFp, IL1a ve bu sitokinlerin ikili
kombinasyonlar1 uygulanmis HT-29 kolon karsinoma hiicrelerinde CAIX protein ve mRNA
ekspresyon seviyeleri arastirilmigtir. CAIX protein ekspresyonu, CAIX-FITC monoklonal
antikor kullanilarak akis sitometrisinde saptanmistir ve “ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu”, mRNA ekspresyon seviyeleri i¢in kullanilmigtir. Buna ilaveten, bu sitokinlerin
etkisi, HT-29 hiicrelerinde akis sitometri kullanilarak, propidyum iyodid ile hiicre dongiisii,
“AnnexinV-FITC apoptozis saptama kiti” ile hiicre canliligi, nekroz ve apoptozis,
arastirilmistir.

TNFo uygulanmig HT-29 hiicreleri, kontrol grubu ile karsilastirildiginda, mRNA ve
protein seviyesinde CAIX ekspresyonunda, zamana bagl olarak istatistiksel olarak énemli
bir azalisa neden olmustur. TNFa,-IL1o, TNFa-TGFB ikili kombinasyonlari, HT-29
hiicrelerinde sinerjistik etkiyle CAIX ekspresyon seviyesinde daha fazla bir diisiise sebep
olmugtur. Buna ilaveten, tek basina TNFa ve kombinasyonlarinin hiicre dongiisii analizi,
hiicrelerin GO/G1 tutuklandiklarini ve hiicre canliliginda azalig, hiicre nekrozunda artisi
gostermigtir. Diger taraftan, TGFp uygulamasi, CAIX protein ve mRNA seviyesinde artigla
sonuglanmistir.  Fakat hiicre dongiisii, hiicre canliligi ve nekroz/apoptozis iizerinde bir
degisim gozlenmemistir. Benzer sekilde, IL1a ve IL1a-TGFP kombinasyonu uygulanmis
HT-29 hiicrelerinde CAIX ekspresyonu ve hiicre dongiisii analizinde anlamli bir etki
bulunmamuistir.

ANAHTAR SOZCUKLER: CAIX, ekpresyon, sitokin, TNFa, IL1a, TGFp, hiicre dongiisii,
hiicre canliligi, akis sitometrisi, Ger¢ek zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF SOME CYTOKINES ON CAIX
EXPRESSION LEVELS IN HUMAN COLUMN CANCER CELLS

Rahsan ILIKCI SAGKAN

Balikesir University, Institute of Science, Department of Biology

(PhD. Thesis / Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Feray KOCKAR)
(CoSupervisor: Prof. Dr. Ali SENGUL)
Balikesir-Turkey, 2009

The carbonic anhydrases (CAs) catalyze the reversible hydration of carbon dioxide.
CAIX, transmembrane protein is a tumor associated member of the CA family. CAIX
expression is very limited in normal tissue whereas some tumor cells exhibit very high
expression. CAIX play important roles in hypoxia, malignant cell invasion and the regulation
of cell proliferation.

In this study the CAIX protein and mRNA expression levels in HT-29 colon
carcinoma cells treated with different concentrations of TNFa, TGFp, IL1a and double
combinations of these cytokines were investigated. CA IX protein expression was detected
by CAIX-FITC monoclonal antibody by flow cytometry and Real time Polymerase Chain
Reation was used for mRNA expression levels. In addition, the effect of these cytokines was
investigated in cell cycle by propidium iodide, cell viability, necrosis and apoptosis by
“AnnexinV-FITC apoptosis detection kit” in using flow cytometry in HT-29 cells.

TNFa led to statistically significant decrease in CAIX expresion protein and mRNA
level in time-dependent manner in HT-29 cells compared to control cells. Double
combinations of TNFa/IL1la and TNFo/TGFp caused more decrease in CAIX expression
level suggesting their synergistic effect in HT-29 cells. In addition, cell cycle analysis of
TNFa in single and combinations showed GO0/G1 arrest and decrease of cell viability, the
increase cell necrosis. On the otherhand, TGF[ result in increase in CAIX mRNA level and
protein level but no change in cell cycle, cell viability and necrosis/apoptozis. .Similarly, no
significant effect in CAIX expression and cell cycle analysis was observed in IL1a and
combinations of IL1a/TGFp treated HT-29 cell.

KEY WORDS: CAIX, expresssion, cytokines, TNFa, IL1a, TGFp, cell cycle, cell viability,
flow cytometry, Real time Polymerase Chain Reaction
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1. GIRIS

1.1 Kanserde Karbonik Anhidrazlarin Onemi

Kanser, hiicrenin biiylimesi ve hiicre mitozunu kontrol eden hiicre genlerinin
mutasyonu veya anormal aktivasyonu sonucunda ortaya ¢ikan genetik bir hastaliktir.
Kanser viicut hiicrelerinin kontrolstiz bir sekilde ¢ogalarak komsu dokular1 isgal
etmesi, invazyonu ya da koken aldigi organdan daha uzak bir yere kan-lenf yoluyla
yayilmast ile Olimciil sonuglara neden olabilmektedir. Hiicreler DNA
replikasyonlar1 esnasinda meydana gelen bozulmalar nedeniyle yapi degistirirler.
Normal viicut hiicre ve dokulari, orijinal biiyiikliik ve yapilarin1 korurken, kanser
hiicreleri saldirgan bir tablo cizerler. Kanser potansiyeli olan hiicrelerin en énemli
6zelligi “onkogen” igermesi ve bulundugu dokudan tamamen farkli yeni bir hiicre

olacak sekilde bozulma potansiyeli olmasidir [1].

Bir kanser hiicresi olustugunda, viicudun immiin sistemi bu yabanci hiicreyi
tanir ve parcalar. Bu sekilde viicutta oluAsan binlerce kanser hiicresi immiin sistem
tarafindan yok edilir. Her hiicrede, onkogenlerin aktivasyonunu baskilayan timor
baskilayic1 genler bulunmaktadir. Tiimor baskilayici genlerin kaybolmasi veya
inaktive olmast durumunda, onkogen aktivitesine izin verilmis olur. Bunu da
kanserin olusumu izler. Viicutta mutasyona ugrayan hiicrelerin ancak ¢ok kiigiik bir
kism1 kansere yol agar. Insan viicudu kanserin olusma siirecinde ¢esitli yollardan
direng gelistirse de diinyada goriilen en 6nemli saglik problemlerinden birisi olarak

karsimiza ¢ikmaktadir [1].

Kanserin genel anlamda kabul edilen ve bilinen sebepleri; tiitiin, kimyasallar,
radyasyon, infeksiydz organizmalar, kalitsal mutasyonlar, hormonlar, immdiin sartlar,
metabolizmadan kaynaklanan mutasyonlar, beslenme aligkanlig1 ve sedenter hayattir.
Kansere sebep olan bu faktérler ya birlikte ya da sirayla karsinogenez siirecini

baslatirlar.



Geleneksel olarak uygulanan tedavilerde 6nemli gelismeler olmasina ragmen
yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesi gerekmektedir. Son yillarda timor
hiicrelerini yok etmek i¢in yeni hedefler ortaya ¢ikmistir. Bu hedefler arasinda yer
alan en 6nemli enzim ailelerinden biri olan karbonik anhidrazlar, (CA) yeni ilaglarin

gelistirilmesinde hedef proteinler olarak kanser tedavisinde yer almislardir [2-4].

Karbonik anhidrazlar (EC 4.2.1.1) yiiksek yapili omurgalilar, bitkiler, algler,
bakteriler ve arkealar1 da igeren bir dizi organizmada bulunan, ¢inko iceren
metalloenzimlerdir. Bu proteinler, genel olarak CO,’in geri doniistimlii olarak
hidratasyonunu katalizleyen enzimlerdir. oa-CA ailesine dahil 15 farkli CA izoformu
vardir. Bu enzimler, kinetikleri, dokulardaki dagilimlari, ekspresyon seviyelerindeki
farkliliklar, hiicre i¢indeki lokalizasyonlar1 gibi &zellikler bakimindan ¢esitlilik
gostermektedirler. Karbonik anhidrazlar, pH dengesi, iyon transportu, respirasyon,
glukoneogenezis, renal asidifikasyon, serebrospinal sivi olusumu, kemik
rezorbsiyonu gibi biyolojik olaylarda gorev alirlar [4, 5]. Bu proteinlerin inhibisyonu

ile cesitli hastaliklarin olusmasi ve devam etmesi engellenmis olur.

Kanser ile karbonik anhidrazlar arasindaki iligki yaklasik olarak 17 yildan
beri calisilmaktadir. Bu kapsamda tiimor-iligskili membran karbonik anhidraz
izozimleri (CA IX ve CA XII) tanimlanarak klonlanmis ve gen dizileri belirlenmistir

[6-8].

Karbonik anhidraz IX, membrana bagl bir glikoproteindir. CAIX hipoksik
tiimorlerde anormal bir ekspresyon profili gosterir. CAIX ekspresyonunun artisi,
Ozofagus, akciger, bobrek, kolon ve rektum, gogiis, serviks, bas ve boyun ve mesane
gibi cesitli organlardan tiireyen karsinomalarda hipoksik kosullar altinda gerceklesir
[9]. Bu proteinin prediktif ve prognostik degeri ¢esitli klinik caligmalarda
gosterilmistir [10]. Solid tiimorlerde, CAIX un ekspresyon paterni, CA izoformlari
arasinda essiz bir yere sahiptir. Bu nedenle hiicresel hipokside ©onemli bir
biyobelirtegtir [11-13]. Hiicrenin membraninda lokalize olmasi ve tiimorlerde

anormal bir sekilde ekspre olmasi ile immunoterapilerinde hedef odagi olmustur

[11].



1.2 Karbonik Anhidrazlarin Fonksiyonlar:

Karbonik anhidrazlarin en 6nemli fonksiyonu, CO,’nin hidratasyonu ile
bikarbonatin ~ dehidratasyonu  reaksiyonlarin1  katalizlemektir ~ [14,  15].
Prokaryotlarda, Karbonik Anhidrazlar baslica iki genel fonksiyonu tistlenmislerdir.
Bunlardan birincisi, organizmada farkli dokular arasinda CO,/bikarbonat transportu
ikincisi ise enzimatik reaksiyonlar i¢in COj/bikarbonat saglanmasi ag¢isindan
onemlidirler. Sucul fotosentetik organizmalar CO, yogunlastirma mekanizmalarina
sahiptirler ve bu sayede ¢evredeki CO, konsantrasyonundaki diismelere karsi
kendilerini korurlar [14]. Prokaryotik CA’larda ¢ok sayidaki karboksilasyon ve
dekarboksilasyon islemleri 6nemli bir biyolojik gérev olarak karsimiza ¢ikmaktadir

[14].

Omurgalilarda, CA’larin  fizyolojik  fonksiyonlart uzun  yillardir
arastirilmaktadir. CAI, II ve IV genel olarak respirasyonda ve asit/baz dengesinin
saglanmasinda gorev almaktadir. Go6zde CA II, IV ve XII araciligiyla bikarbonatga
zengin stvimsi salginin tiretilmesi karbonik anhidrazlarin fonksiyonlarina iligskin yeni
bir vizyon kazandirmistir. Bu durumda bu enzimlerin yanlis islenmeleri, okiiler
icindeki basincin yiikselmesine ve glokom denilen hastaligin gelismesine sebep
olmaktadir [16]. Diger taraftan CAII, osteoklastlarin farklilagsmasi ve osteoklastlarda
kemik rezorbsiyonu i¢in asit saglanmasi gibi kemik gelisimi ile ilgili islevlerde
bulunmaktadir. Ayrica, pek ¢ok doku ve organda elektrolit sekresyonunda da gorev
yapmaktadirlar.  Soyleki; koriyoid agda pH’in diizenlenmesi ve bikarbonat
saglanmasi ile CSF olusumu, duktal hiicreler ve asinarda tiikriik tiretimi, mide
paryetal hiicrelerinde gastrik asit olusumu, pankreatik sivi olusumu, safra {iretimi,
intestinal iyon transportunu igcermektedir. Karbonik anhidrazlar, tatma duyusu,
koklama duyusu, gastrointestinal sistemde asir1 asit ve bazik durumlarin olugmasi,
seminal sivida pH’in ve bikarbonat konsantrasyonunun diizenlenmesi, kaslarda ve
hiicrenin strese cevabi durumlarinda da da islev gormektedirler. Bu protein ailesinde
CAV, pankreasin beta hiicrelerinden instilin salinimindaki sinyal iletimi gibi
molekiiler sinyal yolaklarinda gorev yapmaktadir. CAII ve VA glikoneogenezis, yag
asiti sentezi, pirimidin baz sentezi gibi metabolik olaylarda bikarbonat saglamakla

gorev yapmaktadir [17].



Yukarida belirtilen islevlerinin yaninda, c¢agimizda en sik goriilen
hastaliklardan kanserle iligkili olarakta ozellikle CAIX, CAXII, CARP VIII gibi
izozimler timorlii dokularda asiri derecede sentezlenmeleri, onkogenez ve timor
olusumundaki {istlendikleri gorevlerle 6zel bir yere sahiptirler. CAIX ve CAXII,
antikanser ilaglarin gelistirilmesinde bilim adamlarinin odaklandig1 enzimler arasinda
onemli bir konumdadir [14]. Karbonik anhidrazlar, sadece kanser i¢in degil glokom
hastaligina kars1 ilag {retilmesinde, antiobezite ajanlarmin iretilmesinde,
antibakteriyal, antifungal ajanlarinin gelistirilmesi gibi karbonik anhidrazlarinin
inhibisyonunu baz alan pek cok farmokolojik ila¢ tasariminda kullanilmig ve

kullanilmaya devam edilmektedir.

1.3 Karbonik Anhidrazlar (CA) ve Siiflandirilmalar

Karbonik anhidrazlar, ¢inko igeren, geri doniistimlii olarak karbon dioksitin
hidratasyonu reaksiyonunu (CO, + H,O < HCOj; + H) katalizleyen enzimlerdir.
Evrimsel agidan bes gen ailesi (a-, B-, y-, 8- ve &-) ile temsil edilirler [18]. a-CA lar,
hayvanlar ve yesil alglerde; B-CA lar, bitkiler, diisiik dkaryotlar, ve omurgasizlarda;
v-CA lar arkeabakteri ve Obakterilerde bulunurlar. o-CA lar, omurgalilarda
dominanttir. a-CA lar, farkli hiicre lokalizasyonlari, farkli dokularda dagilimlar ve
fonksiyonlar1 vardir. pH dengesi, iyon transportu, solunum, glukoneogenezis, kemik
reabsorbsiyonu, renal asidifikasyon, serebrospinal sivi ve gastrik asit olusumu gibi
biyolojik olaylarda rol alirlar. Simdiye kadar memelilerde belirlenen 15 aktif
izoenzim Sekil 1.1°de gosterilmektedir. Bes sitoplazmik (CAI, CAIl, CAIIL, CAVII
ve CAXIII), bes membrana bagh (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXV), iki
mitokondriyal (CA VA ve CA VB) ve bir salgisal (CA VI) ve heniiz
siniflandirilmamis NonO/p54™ formu vardir [19, 20].



Cekirdek

Sekil 1.1 CA izozimlerinin hiicredeki lokalizasyonlarinin sematik olarak gosterimi

[6].

1.3.1 Sitoplazmada Bulunan Karbonik Anhidraz izoenzimleri

CAlI, CAIl, CAIIl, CAVII ve CAXIII stoplazmada bulunan bes karbonik

anhidraz tiyesidir.

CALl, 30 kDa molekiiler agirliginda sitoplazmik CA izoenzimlerinden biridir.
CAI eritrositlerde saptanmistir ve burada en fazla bulunan proteinlerden biridir.
Eritrositlere ilave olarak kalin bagirsak epiteli, kornea epiteli, gdz mercegi,
Langerhans adalari, plasenta ve fotal membranlarda daha diisiik seviyede
bulunmaktadir.  Yapilan c¢alismalarda, kronik miyeloproliferatif bozukluklarda

CAT’in ekspresyonunun arttigi gosterilmistir [21, 22].

CAII 30kDa molekiiler agirliginda ve insan CA2 geni, 17 kb uzunlugunda,
CA1 ve CA3 genleri gibi 8. kromozom iizerinde lokalize olan ve CA ailesinin en
yaygin bulunan bir izoenzimdir. Ilk basta eritrositlerde bulunmustur. CAII, renal
tubiillerde ve toplama kanallarinda {irin asidifikasyonunda énemlidir [23]. CAII ayn

zamanda midede, gastrik paryatel hiicreler tarafindan H'™ iyonu sekresyonu ve kemik



resorbsiyonu i¢in osteoklastlardan H' iyonlarmin tedarik edilmesine yardimer olurlar.
Ayrica CAII pek ¢ok biyolojik sivinin iiretiminde yer alir. CAIIL, pankreatik
kanalinin epitelinde bol miktarda bulunurken kolerektal adenokarsinomlarda zayif
bir boyanma go6zlenmektedir [24-26]. Pankreatik kanaldan pankreatik siviya,
karaciger epitel hiicrelerinden safraya ve ayni zamanda tiikriik salgisina HCOs-
salimmmini  saglamaktadir.  CAIl aym1 zamanda choroid plexus’tan iiretilen
serebrospinal sivinin pH’mi diizenler. Distal kolonik epitelde elektrolit ve su
dengesini saglar. Ote yandan yag asiti ve amino asit sentezine de katilirlar. CAII
ayni zamanda bikarbonat/klorid tasiyicilarinin anyon degistirici ailesinin iiyeleriyle

fonksiyonel ve fizyolojik olarak etkilesime girerek etki gostermektedir [27].

Insanlarda CAII eksikligi otozomal resesif bir hastaliktir. Bu sendrom,
osteoporezis, renal tubuler asidozis ve serebral kalsifikasyon ile baglantilidir. CAII
katalitik aktivite kaybi, CA2 genindeki farkli mutasyonlardan kaynaklanmaktadir
[22, 28].

CAIIl, 30kDa molekiiler agirliginda CA2 gen yapisiyla oldukca benzerlik
gosteren fakat biitlin enzimler i¢inde diisiik aktiviteye sahip bir izoenzimdir. CAIII
iskelet kas1 ve adipositlerde bulunurken, kemirgenlerin karacigerinde de bol miktarda
bulunmaktadir [29]. Bu enzimin gorevleriyle ilgili calismalar hala devam
etmektedir. CAIII {iretimi, obez sicanlarin karaciger ve yag dokusunda normal
sicanlara gore daha diisiik aktiviteye sahiptir [30, 31]. Hiicreler oksidatif strese karsi
hiicresel cevapta rol oynar. Doku hasar1 esnasinda, ¢izgili kaslardan CAIIl ve
miyoglobin salinir.  Miyokardiyal infeksiyonlarda miyoglobin salinimi doku
hasarinda 6nemli bir belirtegtir fakat miyokardiyal infeksiyonlara spesifik degildir.
Bu belirtecin 6zgilinltigiinii artirmak i¢in ayn1 zamanda CAIIl seviyesi de
Olctilmektedir. Miyoglobin/CAIII orani, miyokardiyal infeksiyon geciren hastalarda
onemlidir [32, 33].

Sitoplazmada bulunan CAVII, memelilerde en fazla korunmus olan
izoenzimdir ve geni 16. kromozom tizerinde bulunmaktadir. CAVII mRNA’s1, insan
tikkriik bezleri, sican ve farede akciger ve beyin noronlarinda bulundugu

gosterilmistir [27].



CAXIIL, son zamanlarda karakterize edilen sitozolik bir izoenzimdir. Insan
dokularindan timus, ince bagirsak, dalak, prostat, yumurtalik, kolon ve testiste
gozlenirken; fare dokularindan dalak, akciger, bobrek, kalp, beyin, iskelet kasi ve
testiste tiretilmektedir. Diger CA izoenzimleriyle karsilastirildiginda olduk¢a genis

bir yayilim gostermektedir. Ayrica embriyogenezde de rol oynamaktadir [34].

1.3.2 Mitokondriyal Karbonik Anhidrazlar

CAV mitokondriyel matrikste lokalize olmasi ile CA’lar igerisinde essiz bir
yere sahiptir. 16. kromozom {izerindedir ve CAV-A ve CAV-B olmak iizere iki
farkli izoformu bulunmaktadir. CAV-A karaciger ve ¢izgili kaslarda ifade edilirken;
CAV-B beyin, kalp, karaciger, akciger, bobrek, dalak, bagirsak, testis, ¢izgili
kaslarda ifade edilir. CAV-A, hepatosit mitokondrilerinde glukoneogenezis ve
ureageneziste; CAV-B, pankreastan insiilin salgilanmasinin diizenlenmesinde rol
oynamaktadirlar.  Mitokondriyal CA’lar, adipozitlerde ve sinir sisteminde de

bulunmaktadir [22].

1.3.3 Farkh Viicut Sivilarina Salgilanan Karbonik Anhidrazlar

Bu grupta bulunan tek enzim CAVI’ dir. CAVI, ilk olarak, koyun parotid
bezi ve tikrikte 1979°da kesfedilmistir [35, 36] ve insan tiikriigiinden
saflastirilmistir.  CA6 geni, 1. kromozom {izerindedir ve 42 kDa molekiil
agirligindadir. Katalitik domaini transmembran CA’larin hiicre dist CA domainleri
ile homoloji gostermektedir. CAVI, tiikriik bezlerinde tiretilir ve tiikriik sivisina
salmir [37]. CAVI, bakteri plagi ve dis minesi arasindaki ince bir protein
tabakasinda yerlesmistir. Gastrik mukusta CAVI bulunmaktadir, fakat gastrik yiizey
epitel hiicrelerinde ifade edilmemektedir ve tiikiiriik orjinli olmalidir. Bunlara ilave
olarak, serum, lakrimal bezler, pankreas, meme bezleri ve siitte CAVI'nin varhig
gosterilmektedir. Bu protein, tiikriikte bikarbonat seviyesinin korunmasinda énemli
rol oynar. Ayrica, Ust gastrointestinal sistemde asir1 asit seviyesini notralize
etmektedir. CAVI'nin kolostrumda asir1 konsantrasyonda bulunmasi, gelismekte
olan gastrointestinal kanalin gelisme ve olgunlasma siirecinde ©nemli rol

oynamaktadir [27].



1.3.4 Karbonik Anhidraz Iliskili Proteinler

Ayrica, yukarida agiklanan karbonik anhidraz tyeleri disinda Karbonik
anhidraz-iligkili proteinler (CARP) de bulunmaktadir. Bu enzimler CA gen ailesinin
tiyesi olup katalitik aktivite gostermezler. Biyolojik fonksiyonlar1 da tam olarak
bilinmemektedir. CARP’lerin karsinogenezisteki olas1 fonksiyonlarini belirlemek
icin ¢esitli kanser dokularinda karsilastirmali ekspresyon calismalar1 yapilmustir.
CARP VIII ekspresyonu, kolerektal ve akciger kanserlerinde artis gostermektedir.
Ayrica, kalp kast hiicreleri, osteositler, bobrek epitel hiicreleri, midede glandular
epitel hiicreleri, pankreas, meme bezlerinin asinar hiicrelerinde {tretilmektedir.
CARP X, 17. kromozomdan kodlanmktadir. Bu proteinin mRNA’sina insan merkezi
sinir  sistemi  hiicrelerinde saptanmuistir. CA-RP XI, 19. kromozomdan
kodlanmaktadir. Bu proteinin ifadesi pankreasta Langerhans adacik hiicrelerinde

saptanmugtir [38].

1.3.5 Membrana Bagh Karbonik Anhidrazlar

CAIV membrana bagli izoenzimlerden ilk olarak kesfedilen izoenzimdir.
Molekiil agirligi 35 kDa’dur ve 17. kromozomda lokalize olmustur. Bu protein,
epitel hiicrelerinin apikal plazma membranina baglanirlar. Gastrointestinal sistemde
asir1 ifadesi gézlenirken, ince bagirsagin epitel hiicrelerinde duisiik seviyede ifade
edilir. Safra kesesi ve safra ile ilgili epitel hiicrelerinde de ifadesi gozlenmistir.
Ayn1 zamanda akciger, bobrek, goz, beyin, ¢izgili kas, kalp ve karaciger, erkek
tireme hiicreleri, pankreasta da saptanmistir. Otoimmun pankreatitisli hastalarda

CAIV serum seviyesi, immun yanit ile korelasyon gostermektedir [22].

CAXIV, 37.6 kDa molekiil agirliginda transmembran bir izoenzimdir. Geni,
1. kromozom tizerende bulunmaktadir. Bu protein ilk olarak fare bobreginden izole
edilmistir. Farelede CA14 mRNA’s1 kalp, iskelet kasi, karaciger, beyin ve akcigerde
bulunurken; insanlarda kalp, beyin, karaciger, iskelet kasi ve daha diisiik seviyede
ince bagirsak, kolon, bobrek ve mesanede saptanmistir. Ayrica hem fare hem de
insan beyin ndronal membran ve aksonlarinda da gozlenmistir [39]. Son zamanlarda

kesfedilen dusiik aktiviteli bir enzimdir [40]. CAIV ile olduk¢a benzerlik



gostermektedir. En fazla bobrekte tiretilmektedir. Beyin ve testis dokularinda da

ifadesi gozlenmektedir [27].

CAXII, birbirinden bagimsiz olarak iki farkli grup tarafindan klonlanmis ve
karakterize edilmistir. CA12 geni 15. kromozom iizerinde lokalize olmustur [8].
cDNA’s1 354 amino asitten olusmaktadir: sinyal dizisi (29 aa), CA domain (261 aa),
ekstraseliiler segment, hidrofobik domain (26 aa), hidrofilik C-terminal sitoplazmik

kuyruk (29 aa). CA katalitik domainde Zn baglayan histidin rezidii icermektedir [8].

CA12 mRNA’sinin varlig ¢esitli dokularda gosterilmektedir. Bobrek, kolon,
pankreas, prostat, yumurtalik, testis, akciger ve beyinde Northern blot ile
gosterilmistir.  RT-PCR analizi ile daha fazla dokuda bulundugu saptanmuistir.
Bununla birlikte, ireme hiicreleri, endometriyum epitel hiicrelerinde, uterin serviks,
epididimal tiiplerin sporadik hiicrelerinde bulunmugtur. Duedonum, jejenum ve
ileumda ekspresyon gozlenmezken kolon ve rektumun epitel hiicrelerinde bu
proteinin tretildigi gosterilmistir. CA XII, CA IX gibi baz1 kanserlerde ve bazi
tiimor hiicre serilerinde asir1 derecede ekspre oldugu gosterilmistir.  Glokomlu
hastalarda da bu proteinin ekspresyonunun arttig1 saptanmistir [16]. Cogu kolorektal

timorde, CA XII'nin anormal ekspresyonu gézlenmistir [41].

Membrana bagli kanserle ilskisi aydinlatilmis tiyelerden en dnemlilerinden
biri CA IX” dur. Tezimizin de amacini olusturan CA IX’a dair daha detayli bilgi

asagida verilmektedir.

1.3.5.1 Karbonik Anhidraz IX (CA IX)

1.3.5.1.a Karbonik Anhidraz IX (CA IX) Tanimlanmasi ve Genel Yapisi

CA IX, ilk zamanlar tiimorle-iliskili membran antijeni MN olarak
tanimlanmistir ve serviks karsinoma hiicre hattt HelLa’ da belirlenmistir [42]. Daha
sonra insan CA9 geni klonlanarak dizi analizi yapilip [43], genomik yapisi
karakterize edilmistir [44]. CA9 geni (accesion number: NM_001216), 11 ekzon ve
10 intron igermektedir ve kromozom 17 tizerinde lokalizedir (17q21.2) [44, 45].



CA9 cDNA’st 459 amino asit (aa) buyiikliiglinde protein kodlar.
Ekstraseliiler kisim proteoglikan-benzeri (PG-benzeri) bolge (53-111aa) ve karbonik
anhidraz domain (aa 135-391) kodlarken ekzon 1, hem sinyal peptidi hem de
proteoglikan-benzeri olan hiicre dis1 bolgeyi kodlar. Ekzon 2-8 CA domaini i¢in
korunmus aktif bolge, ekzon 10 transmembran kisim, ekzon 11 ise intraseliiler bir

kuyruk igerir [44].

CA IX, transmembran glikoproteini, elektroforetik olarak 54 ve 58 kDa’luk
iki bant verir. Tim protein yapisal domainlerine gére Sekil 1.4°te gosterildigi

sekilde 4 kisimdan olusmustur.

1) N-terminal sinyal peptid (1-37 aa),
2) Hiicre dis1 kisim (38-414 aa),
3) Transmembran kisim (415-434 aa),
4) Hiicre i¢i C-terminal kuyruk

SP PG CA MIC

Sekil 1.2 CA IX yapisinin sematik gosterimi. SP: sinyal peptid bélgesi, PG: proteoglikan bolge,
CA karbonik anhidraz aktif bolgesi TM: transmembran bolge, IC: intrastoplazmik kuyruk [7].

1.3.5.1.b CA IX’un Normal Dokularda Ekspresyonu

CA IX, gastrointestinal epitel hiicrelerinin bazolateral plazma membraninda

normal olarak ekspre olur [42, 43, 46]. Bu protein, mide mukozasi ve mesanede asiri
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derecede ekspre olur. Bagirsak epitelinde en yogun ifadesi, duodenum ve jejenumda
gozlenirken rektumda gittikge azalir. Mide epitelinin aksine, bagirsak epitelindeki
protein ifadesi, hizli ¢ogalan bolgelerde gozlenir. Hiicreler, bagirsak villusu boyunca
goc ederken farklilagirlar ve CA IX ekspresyonunu kaybederler. CA IX, hiicre
proliferasyonunda ve bagirsak epitel hiicrelerinin farklilagmasinda rol oynar. Mide,
mesane, bagirsak dokularina ek olarak, CA IX ekspreyonu karaciger safra epitelinde
ve pankreatik kanal, erkek {ireme organlari, viicut kavitelerinin mezotelinde

belirlenmistir [46, 47].

Ayrica periferal ve merkezi sinir sisteminde de ekspresyon var olmakla
birlikte sinirli seviyededir. Plasentanin amniyotik, koryonik tabakasinin mezodermal
hiicreleri, baglanti bosluklarinda kartilaj dokuda ¢esitli derecelerde CAIX
ekspresyonu gozlenmektedir. CAIX ekspresyonu bazal hiicrelerde infundibulumda
ve ¢evresinde sag¢ folikiiler medullasinda, mezotel hiicrelerde, viicut kavitelerinin
s6lomik epitelde gozlenir. Viskeral organlarin epitel hiicrelerinde, yiiksek seviyede

ekspresyonu belirlenmistir [13].

1.3.5.1.c CAIX’un Tiimoérlii Dokulardaki Ekspresyonu

Anormal olarak yiiksek CA IX ekspresyonu, CA IX-negatif dokulardan
orjinlenen ¢ogu karsinomada gézlenmektedir. CA IX-pozitifligi, serviks, akciger,
renal kanserlerde ekspresyonu yiiksektir [48-50]. CA IX pozitif dokulardan

orjinlenen tiimorlerde CA IX ekspresyonu genellikle yoktur .

Bobrek hiicre karsinomasiyla iliskili olan G250 gen dizisi CAIX ile homoloji
gostermektedir [51]. Bu protein, monoklonal antikor (Mab) G250 ile isaretli bobrek
karsinoma hiicrelerinin yiizeyinde tespit edilmistir. CAIX aym zamanda
hastaliklarin tanisinda degerli bir belirte¢dir. CA9 gen ekspresyonunun beyin dokusu
[52] ya da kiigiik olmayan hiicreli akciger [53] kanseri i¢in zayif prognozla iliskili
oldugu gosterilmistir. Ayrica yumusak doku sarkomlarinda da CAIX ekspresyonu,
zayif prognozda karsimiza ¢ikmaktadir [54]. CAIX’ un yiiksek ekspresyonu bobrek
[55] ve gogiis [56] kanserinde daha iyi bir prognozda karsimiza ¢ikar.
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Ozellikle renal hiicre karsinomlarinda CA9 ekspresyonu artmaktadir [13, 57].
CAIX protein ekspresyonu seffaf hiicreli renal karsinomlarda diagnostik bir belirteg
olarak kullanilmaktadir [58, 59].

Kolerektal tiimorlerde de artan CA9 ekspresyonuna bagli olarak hastaligin

diagnozunda kullanilabilecek belirteglerden birisidir [13, 60].

Oligodendroglial beyin tiimérlerinin biiyiik ¢oginlugunda, CAIX ekspresyonu
gozlenmektedir ve bu ekspresyon seviyesi yasamda kalim ile korelasyon
gostermektedir. Cesitli malignansilerde oldugu gibi oligodendrogliyal tiimorlerde de
patofizyolojik rol oynarlar. Malin beyin timdrlerinin mikrogevresinde asiditeyi

duzenlemekle gorevlidirler [61].

Kii¢iik olmayan hiicreli akciger kanserinde CAIX pozitifligi ve kanserin
tekrar ortaya c¢ikist korelasyonu tiimor akciger tomor biyolojisi agisindan Gnem

tasimaktadir [62].

Tiimor karbonik anhidraz 9 ekspresyon seviyesi uterin serviks kanserinde lenf
nodu metastaz1 ile dogru orantili bir sekilde seyretmektedir [63]. Bas ve boyun
karsinomasinda, prostat tiimérlerinde, ovaryum tiimorlerde CA9 ekspresyonu artis
gostermektedir [13]. Melanoma ve meninjiomalarda  hipoksik ve nekrotik
bolgelerde CA9 ekspresyonu artar [13, 64, 65]. Glioblastoma hiicre serilerinde de
CA9 ekspresyonu gozlenmektedir.

Non-Hodgkin lenfomada CAIX ekspresyonu, renal hiicre karsinoma,
koleraktal karsinoma, kii¢iik olmayan hiicreli karsinoma gibi solid tiimorlerle
karsilastirildiginda ¢ok diisiik seviyededir [12, 59, 60, 66, 67].

1.3.5.1.d Insan CA9 Geninin Regiilasyonu

CAIX promotoru TATA kutusu icermez fakat AP1, AP2, p53 transkripsiyon

faktorleri i¢in konsensus dizileri ve ayni zamanda da 2 konsensus baslangi¢ element

motifi igermektedir [68].
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CA9 geninin ekspresyonu normal kosullarda proksimal susturucu elemente
bir represér baglanmasiyla kontrol edilir. CAIX, tiimor hiicrelerinin g¢evresinde
hipoksi ile indiiklenir. Hipoksi yanit eleman1 (HRE), CAIX geninde transkripsiyon
baslama bdolgesinin yakinlarinda bulunur ve bu genin promotérunu regiile eden en
onemli elemandir [69]. Sekil 1.3’te gosterildigi gibi HRE, oksijeni regiile eden a-alt
tinite ve konstitiitif B-alt {initeden ibaret olan HIF-1 ile taninir. HRE’ler cis-acting
elementlerden olugmaktadir. CA9 promoterinda 6 tane fonksiyonel cis-acting
element bulumaktadir. Bunlardan 5°i promoter aktivitesini pozitif yonde etkilerken 1
tanesi negatif olarak etkiler [12, 70]. HRE’ler G/ACGTG konsensus dizisi i¢eren
HIF baglanma bolgesi (HBS) igerir [71]. Merkezi HIF baglanma bolgesi’deki bir
mutasyon CA9 promotoriinii inaktive eder ve HIF-la eksikligi olan hiicrelerde
promoter aktivitesi gbzlenmez [11]. Son yapilan ¢aligmalara ragmen CA9 HRE’si
tam olarak karakterize edilememistir.  Hipoksi indiikleyen faktér (HIF), bir
transkripsiyonel komplekstir ve memeli oksijen homeostazinda merkezi rol
oynamaktadir [72]. Normal kosullarda HIF-1a, HIF-1a yikiminda sonu¢lanan von
Hippel-Lindau (VHL) timdr supresor proteinini igeren ubikitin ligaz kompleksi igin
bir baglanma bolgesi olusturan prolin hidroksilazlar1 ile modifiye edilir [73].
Oksijen seviyesi diistligiinde, HIF-1a, HIF-1p ile dimer olusturur ve transkripsiyonel
olarak aktif hale gelir. Boylece HRE elementine sahip CAIX, HIF-1 igin hedeftir ve
hipoksi ile regiile edilir [74]. Diger taraftan VHL allellerinde meydana gelen
mutasyonlar, regiilator HIF yolagini aksatir ve sonugcta kalitsal VHL bozuklugu ya da
sporadik bobrek hiicre karsinomasi (RCC) gelisir [75]. Timor hipoksisi, agresif
gelisim, metastaz, tedaviye zayif cevap ile iliskilidir. CAIX, tiimo6r hiicrelerinin
cevresinde hipoksiya ile indiiklenir. Tiumor metabolizmasi ve hipoksik kosullara
hiicrelerin  adaptasyonuyla baglantili mikro ¢evredeki degisiklikler, tiimor

gelisiminde onemli bilesenleri olusturmaktadir [76].
VHL gibi tiimor siipresorlerin yaninda baska tiimor siipresor genlerle de

CAIX aktivitesi arasinda bir iliski oldugu gosterilmistir. Ornegin; p53 tiimor

stipresor CAIX ekspresyonunu azalttigi gosterilmistir [11].
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Sekil 1.3 Normal ve hipoksik kosullarda CA9 geninin regiilasyonu [70].

Diger regiilator elementlerden C49’u pozitif etkileyenler PR1 (-45;-24) ve
PR5%e (-163; -145) SP1/ SP3 faktorleri baglanir [77-79]. Normoksik ve hipoksik
kosullarda SP1/SP3 ‘iin PR1/PR5’e baglanmalar1 konstitiitiftir [78, 79]. HIF1’in
aktif oldugu kosullar CA9’un transkripsiyonu agisindan kritiktir ve SP1/SP3
baglanmasini inhibe eden bir inhibit6r “mithramycin™ CAIX ekspresyonunu engeller.
PR2 (-71;-56) ise AP1 baglanma bolgesi olarak belirlenmistir [70, 79]. AP-1
komplekslerinin aktivitesi hipoksik kosullarla indiiklenen transkripsiyon fakt6lerinin
heterodimerlerine baglidir [80]. AP-1’in hiicre tipine spesifik aktivasyonu, ERK ve
MAPK ailesi tiyeleri araciligiyla olmaktadir [80, 81]. PR3 (-101;-85) regiilator
element niiklear ekstraktlardan proteinlere baglanir ve CA9 promoter aktivitesini
pozitif yonde etkiler. PR4 (-134;-110) icerisindeki delesyonlar ve mutasyonlar CA49

promoter aktivitesini artirir [11].
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CA9 ekspresyonunu kontrol eden faktorlerden biri de epigenetik faktorlerdir.
CpG adalarindaki metilasyon, histonlarin posttranslasyonel modifikasyonlar1 gen

ekspresyonunun kontroliinde 6nemli bir role sahiptir [11].

CA9 geninin regiilasyonunda iki énemli onkogenik yolak rol oynamaktadir.
Artan PI-3K aktivitesi hiicre yogunluguyla indiiklenen CAIX ekspresyonu ile
korelasyon gosterir ve PI-3K inhibit6rlerinin CAIX ekspresyonu {izerine inhibitor
etkisi oldugu bilinmektedir [82, 83]. Aymi zamanda ERK yolag: inhibitérleri de
CAIX ekspresyonunu azaltmasina ragmen ERK aktivasyonu ile CAIX ekspresyonu

arasinda tam bir korelasyon yoktur [68, 82].

1.3.5.1.e CA IX, Tiimor Metabolizmasi ve Sitokinler

Hiicrelerin hipoksi kosullarina uyumuyla baglantili tiim6ér metabolizmasi ve
mikrocevredeki degisiklikler, tiimoriin gelismesinde 6nemli faktorlerdir. Asidozisle
sonuc¢lanan hipoksik kosullarda, glikolizis ve laktat tiretimindeki artis hipoksik hiicre
Olumiiyle ifade edilir. Transmembran karbonik anhidraz izozimleri (CA IX ve CA
XII), hiicre dis1 enzim aktif bolgesi icermektedirler. Karbon dioksitin bikarbonat ve
protana hidratasyonunu katalizleyerek hiicre i¢i asidozisi diistirerek tiimor i¢i pH’1

duzenlerler (Sekil 1.4) [84].

Cesitli klinik c¢alismalar timorlerdeki CAIX seviyesi ile iyi prognoz
arasindaki iliskiyi acik¢a ortaya koymaktadir. Ayrica, CA IX tasidigi essiz N-
terminal bolge ile B-katenin ile etkilesime girerek E-kaderin aracili hiicre-hiicre

adezyonunu bozar ve tiimor invazyonunu tesvik eder.

Sitokinler, tiimor hiicre serilerinde adezyon reseptorlerinin ifadesini modiile
ederler. Boylece onlarin metastatik potansiyellerini etkilerler. Interferonlar, antiviral,
hiicre biliylimesi, immiin modiilator ve antitiimoral fonksiyonlar1 regiile eden 6nemli
sitokinlerdir ve c¢ok sayida hiicresel proteini ve interferon indiikleyici proteinleri
etkiler. Bazi sitokinlerin hiicre bolinmesini engelleyici etkileri vardir. Hiicre

boliinmesini etkileyen sitokinler, biiylime faktorlerinin hiicre boliinmesi i¢in aktive
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ettigi mekanizmalari inhibe ederler. IFNo, IFNB, TGFB, TNFa gibi hiicre disi
habercilerin ekspresyonunda azalmaya, reseptorlerin inaktive edilmesine yol agabilir
veya hiicre boliinmesini saglayacak sinyallerin iletilmesini engelleyebilirler. Bununla
birlikte otokrin biiylime faktorlerinin tiretiminde diizensizliklere yol acarak hiicre

boliinmesine yol acan mekanizmalara ket vurabilirler.

TGFp, hiicre siklusunun ilerlemesini engelleyerek etki gosterir. CA IX ve
sitokinlerle ilgili olarak literatiirde yapilan ¢aligmalar 6zellikle renal karsinomada
karsimiza ¢ikmaktadir. Renal karsinomada CAIX seviyesi yiiksek olan hastalarin,
IL-2 tedavisine, CAIX seviyesi diisiik olan hastalara gére daha iyi cevap verdigi

Atkins ve ark. tarafindan gosterilmistir [85].

Vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) anjiogeneziste rol aldigi ve
malin tiimorlerin metastazi ve invazyonuyla iliskili oldugu bilinmektedir. HIF1a,
sadece karbonik anhidrazlarin ekspresyonunda onemli bir regiilator degil aym
zamanda VEGF ekspresyonunda da onemli bir molekiildiir [86]. TNFa ve TGFf
gibi inflamatuar sitokinlerle indiiklenebildigini Dong Sun ve arkadaslar
gostermiglerdir [87]. TNFa, 6nemli bir proinflamatuar sitokin olmakla birlikte,
hiicre proliferasyonu, farklilagmasi ve apoptosis gibi hiicresel olaylarin kontroliinde

de rol oynamaktadir [88]

Hipoksik kosullarda, hipoksi indiikleyen faktor 1o (HIFla) yoluyla
indiiklenebilen 50°nin iizerinde gen vardir. Bu genlerin icinde CAIX membran

lokalizasyonu ve stabilitesi nedeniyle giivenilir bir hipoksi belirtecidir [8§9].

CAIX ekspresyonu bazi tiimorlerde, metastazla ve ko6tii prognozla iliskili
olarak asir1 derecede artmaktadir. CA inhibitérlerinden biri olan asetozolamidin
invazyonu inhibe ettigi bildirilmistir. Robertson ve arkadaslari, normal ve hipoksi
kosullarinda tiimoriin biiylimesi ve sagkaliminda 6nemli bir roli olan CAIX’un
kanser tedavisi i¢in potansiyel bir hedef oldugunu fakat tiimér invazyonunda etkili

olmadigini gostermiglerdir [90].
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Renal tiimor hiicrelerinde, farkli sitokinlerin CAIX geninin regiilasyonuna
olan etkileri arastirilmistir [91]. CAIX proteininin ekpresyonunun, renal karsinomada
ve kolorektal tiimorlerde tan1 amagli belirteg olarak kullanilabirligi arastirilmistir.
VEGF’in ekspresyonu, gogiis, serviks, kolon ve rektum, 6zafagus, bas ve boyun,
bobrek, over, deri, iiriner sistem primer malignansilerinde artar ancak VEGF-A

ekspresyonu sadece renal dokularda CA49 ile korelasyon gosterir [92].
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Sekil 1.4 HIF-1 araciligiyla gelisen metabolik degisimler. HIF-1, ya hipoksik kosullarla ya
da tiimo6r supresorlerin kaybi, onkogenlerin aktivasyonu, tiimor hiicrelerinin yeiden
diizenlenmesinde rol alan genlerin transaktivasyonunu etkileyen biiylime faktori
sinyalizasyonu gibi hipoksik olmayan onkogenik olaylarla stabilize olur. Glukoz
transporterlari (glut) ve glikolitik enzimleri kodlayan genlerin indiiksiyonu, glukoz alimini
ve laktat olusumunu saglar. Asir1 laktat olusumunun sebep oldugu hiire igi toksik asidozis,
hiicre dis1 bikarbonatin sitozole tasinmasini saglayan karbonik anhidraz 9 (CA9) ile
engellenir. Piirivat dehidrogenaz kinaz 1 (PDK1), mitokondrideki piirivat dehidrogenaz
(PDH) kompleksini inaktive ederek piirivatin asetil-CoA’ya dontisiimii siiprese edilir.
Sitokrom ¢ oksidaz altiiniteleri (COX4-1 ve COX4-2) kompozisyonu, HIF-1 ile diizenlenen
mitokondriyal elektron transfer kompleksi IV bilesenleridir. Verimsiz hipoksik mitokondride
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) olusmasi HIF-1°1i stabilize eder ve ROS iiretimi azalir. [84]
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1.4 Sitokinler

1.4.1 Tiimor Nekrozis Faktor Alfa

TNFo, farkli hiicrelerde cesitli fonksiyonlara sahip pleitropik etkili
proinflamatuar bir sitokindir. Tip 1 ve Tip 2 reseptorlere (TNF-RI ve TNF-RII)
baglanmak suretiyle ¢esitli sinyal yolaklarini aktive eder. Tip I transmembran
reseptorler, ekstraseliiler membranda sisteince zengin 5 tekrar, sitoplazmik kuyrukta
ise 6lim domaini (DD) igerirler. TNF-RI 6liim domaini i¢erirken TNF-RII boyle bir
domain i¢cermez. TNF-RII , 6zellikle hayatta kalma sinyallerini aktiflestirirken TNF-
RI hem 6liim hem de hayatta kalma sinyallerini aktiflestirir [93].

TNFa, immun stimiilasyon, infeksiyon ajanlara direng, timorlere direng,
uyku diizenlenmesi ve embriyonik gelisim gibi degisik terapotik rollere sahiptir.
Diger taraftan parazitik, bakteriyal ve viral infeksiyonlar TNFa sirkiilasyonu
nedeniyle daha patojenik ya da oldiirticii olurlar. TNFa, 6zellikle interferonlarla
kombinasyonlarinda anti-malign hiicre sitotoksisite gosterir [94]. TNFa aym

zamanda nekrotik ya da apoptotik hiicre 6liimtinti indiikler [95].

Apoptosis, TNFa aracili TNFRI sinyal yolaginin aktiflesmesi ile meydana
gelen sitotoksik bir olaydir. TNFa ile indiiklenmis sinyal iletimi Sekil 1.5°te
gosterilmistir. TNFa, reseptorii (TNF-RI) ile trimerizasyon yaparak baglanir. Ciinkii
6lim domainleri (DDs), herhangi bir hiicre i¢i enzim aktivitesine sahip degildirler.
Bu baglanma, bir adaptor molekiil olan TNF-R-bagimli 6liim domaini (TRADD)
aktifler. Diger bir adaptdr molekiil olan Fas-bagimli 61iim domaini (FADD), protein-
protein etkilesimleriyle prokaspaz-8’i aktifler. Prokaspaz-8, daha sonra otolitik
mekanizmayla aktif kaspaz-8 olusur. Bu enzim sitoplazmaya gecerek efektor
kaspaz-3,-6,7°den 6zellikle kaspaz-3’ii aktifleyerek apoptozisin morfolojik ve
biyokimyasal 6zelikleriyle sonu¢lanmasini saglar. TNFR2, dolayli olarak
sitotoksisiteye aracilik eder. Bunu da endojen TNFo salimmi ve TNFR2’ nin

ototropik ya da paratropik aktivasyonuyla saglar [96].
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TNFa, ayn1 zamanda NFkB aktivasyonuyla hiicrenin yasamda kalmasina
onciiliik eder. TNFa ile indiiklenmis NFxB aktivasyonu Sekil 1.6°da gosterilmistir.
NF«B, Rel ailesinin tiyelerinden olup ya homodimer ya da heterodimer seklindedir.
Sitokinler, kemokinler, hiicre ylizey reseptorleri, adezyon molekiilleri hedef genler
arasindadir. Son zamanlarda NFkB’nin TNFa ile tetiklenmesi ile apoptozisin inhibe
edildigi gosterilmistir [97, 98]. Dolayisiyla, TNFo’'nin 6nemli biyolojik
fonksiyonlarindan biri de apoptozisin NFxB ile supressyonu olmustur. Bu yolaktan

pek ¢ok gen indiiklenerek apoptozisin inhibisyonu gergeklesir.

TNF-a

o

'Im

! APOPTOZIS

APOPTOZIS

Sekil 1.5 TNFa ile indiiklenmis apoptozisin sinyal iletimi [93].
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Sekil 1.6 TNFa ile indiiklenmis NFxB aktivasyonu [93].

1.4.2 Transforme Edici Biiyiime Faktorii Beta

Yapisal olarak homolog dimerik protein ailesidir. Bu aile i¢inde TGF-B1,
TGF-B2, TGF-B3 olarak ti¢ memeli izoformu vardir. Hiicre proliferasyonu, hiicre disi
(ECM) sentezi, anjiyogenez, immun yanit, apoptozis ve diferensiasyon gibi pekg¢ok
biyolojik olayin regiilasyonunda rol oynar [99]. Kanser patogenezi, otoimmun
hastalik, doku fibrozisi, diyabet ve diger hastaliklarda implikasyonlar1 vardir. TGFf
izoformlari, ¢esitli biyolojik aktivitelerini responsif hiicrelerde spesifik hiicre ytlizey
reseptorleri araciligiyla gergeklestirirler. Cesitli biiytikliikte hiicre ylizey reseptorleri
(tipl, 2, 3, 4, 5, 6) membrana bagli proteinler olarak bilinirler. TPR-I ve TPR-II
Ser/Thr-spesifik protein kinazlar, TGFp ile indiklenmis hiicresel cevaptan

sorumludurlar [100].

TGFB’ nin foksiyonlarindan biri ECM proteinlerinin regiilatér proteinlerini

kodlayan genlerin transkripsiyonel aktivasyonudur. Bu transkripsiyonel aktivasyon,
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TPRR-I/TPR-II heterokompleks aracili sinyal kaskadi, araciligiyla olur [100]. Aktive
olan TPR-I, Smad 2 ve Smad 3 molekiillerini fosforiller. Smad 2/ Smad 3/ Smad 4
oligomerleri niikleusa gegerek hedef genlerin ekspresyonunu diizenlerler. Diger bir
fonksiyonu ise; hiicresel biiylimeyi diizenlemesidir. Epitel hiicreleri, endotel
hiicreleri, embriyonik fibroblastlar ve hematopoietik hiicreleri de i¢eren ¢ogu hiicre
¢esitinde biiylimeyi inhibe ederken bazi mezensimal hiicrelerde biiylimeyi diizenler.
TGFB, TPR-I /TPR-II/ Smad 2/3/4 kaskadimi indiikleyerek hedef genlerin

ekspresyonunu diizenler. Bu model, Sekil 1.7°de gosterilmistir [100].

TGFB, tiimor olusumu siirecinde ¢ift etkili rol oynar. Tiimorigenezisin ilk
sathalarinda bir tiimor baskilayict gibi davranirken; ileri safhalarinda timor

aktivatorii gibi davranir [101].

TGEFp epitel hiicreleri i¢in kuvvetli bir biiylime inhibitoridiir. Karsinoma
hiicrelerinin ¢ogunlugunda, TGF-B’nin TBR-I /TBR-II sinyal yolagini indiiklemesiyle
meydana gelen transkripsiyonel aktivasyon saglanir. Bu durumda TGFp’nin asiri
salgilanmasi, karsinoma hiicrelerinin daha metastatik ve invazif hale gelmesine sebep
olur. Epitel ve endotel hiicreleri TGFP ile muamele edildiginde; TGFB’ nin hiicre

ylizey reseptorlerine baglanarak biiylime inhibisyonuna sebep olur [100, 102].
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Sekil 1.7 Hiicre proliferasyonunun TGFp ile kontrolii [100]

1.4.3 interlokin-1 Ailesi

Bu ailenin IL1a, IL1B ve IL1 resept6r antagonisti (IL1Ra) olmak tizere 3 gen
trtini vardir. ILl1a ve IL1PB, 31kDa’luk onciil olarak sentezlenir. Daha sonra
proteazlarla islenerek 17kDa’ luk olgun forma doniisiir. IL1B-dontistiirlici enzim
(ICE) ya da kaspaz-1 sistein proteaz, IL1B’ nin inaktif prekiirsoriinii islerken; IL1a,
kalpain ile islenir. IL1a, sinyal dizisindeki eksiklik nedeniyle diger pek c¢ok
sitokinden farklidir. Bu nedenle, endoplazmik retikulum ve Golgi yolagina giremez.
Salgi mekanizmasi, tam olarak anlasilamamistir. IL1Ra, ise sinyal peptidi

icerdiginden endoplazmik retikulum ve Golgi yolagina salinir [103].

Cogu hiicre, mikroplar ve mikrobiyal trtinler, sitokinler, diger cevresel

etkenlerle aktive oldugunda; IL1a, IL1B, IL1Ra salinim1 gergeklesir [104].
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Ttimor hiicrelerinde, 6nciil IL1a, membrana bagl ve sitozolik IL1a ekspre
ettikleri belirlenmistir. Kalpaine bagh siire¢ meydana geldiginde, baz1 sitokinlerin
saliimi gerceklesir. Sekil 1.8°de gosterildigi gibi sitozolik IL1a hiicre farklilagsmasi,
biiylimenin kontrolii ve bir dizi genin ekspresyonunu kontrol eder. Membrana bagli

[L 10, anti-timor immuniteyle tiimor hiicre eradikasyonunu kontrol eder [104].

Membran iliﬁhili Il.-L_ Sitozolik TL-1a

¥
|Gen Ekspregynnul

Anti-tiimaor immunil].r

"
| Bifirme Kortrold |

Tiumcr hilcresinin
yok edilmesi

Sekil 1.8 IL1a’ nin malin hiicrelerin farkli kompartmanlarindaki etkileri [104]

1.5 Kolorektal Kanser

Kolerektal kanser hem kadinlarda hem de erkeklerde en yaygin goriilen
kanserler arasinda iiclincli sirada yer almaktadir. 2008 yilinda yaklasik olarak
108,070 kisi kolon kanseri, 40,740 kisi ise rektal kansere yakalanmistir. 2008 yilinda
tahmini olarak 49,960 6liim kolon ve rektal kanserden dolayr meydana gelmistir. Bu

oran biitlin kanser olumlerinin % 9’unu olusturmaktadir. Kolorektal kanserden
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dolay1 gerceklesen 6liim orani, hem kadin hem de erkeklerde son 20 yilda diistis
gostermektedir. Bu diisiis erken teshis ve tedavi yontemlerinin gelismesine bagh

olarak gerceklesmistir [105].

Kolerektal kanserin erken safhalar1 genellikle semptomatik degildir. Bununla
birlikte kolerektal kanserin erken sathalarinda tarama yapilarak saptanabilmesi
Onemlidir. Bu hastalik ilerleyen donemde, rektal kanama, gaitada kan, bagirsak
dogasinin degismesi, alt abdomende kramplara sebep olmaktadir. Kolorektal kansere
yakalanma riski yasa bagl olarak artmaktadir. Teshis edilmis vakalarin % 90’dan
fazlas1 50 yas ve tizeridir [105]. Ayni1 zamanda bazi kalitsal genetik mutasyonlar
(ailesel adenomotoz polipozis-FAP) ve kalitsal polipozis olmayan koloraktal kanser-
HNPCC), bireysel ya da ailesel kolorektal kanser ve/ veya polip 6ykiisii ya da kronik
inflamatuar bagirsak hastaliklar1 gegmisi hastalikla iligkili risk faktorleri arasindadir.
Ayrica obezite, hareketsizlik, sigara ve alkol tiikketimi, agir1 kirmizi et tiiketimi, sebze
ve meyve tiiketimindeki yetersizlik kolorektal kanser riskini artiran faktorler

arasindadir [105].

Kolorektal kanserde de diger kanser tiirlerinde oldugu gibi erken teshis ¢ok
onemlidir. Erken yapilan teshis 6liim oranlarinin diismesine sebep olmaktadir.
Cerrahi islemler en yaygin kullanilan tedavi yontemlerinden biridir. Kemoterapi tek
basina ya da cerrahi operasyondan once ya da sonra ¢ogu hastada kullanilmaktadir.
Son zamanlarda monoklonal antikor tedavisi de kolorektal kanserde kullanilan

tedaviler arasina girmistir [105].

Kolorektal kanserin en yaygin formu, HNPCC yani Lynch sendromudur. Bu
hastalik dort yanlis eslesme tamir geninden birinde meydana gelen gametlerde
tasinan mutasyonlar ile ortaya ¢ikmaktadir. Bununla birlikte ¢cogu kolorektal kanser,
gametlerde tasinan anormallik olmaksizin mikrosatellit kararsizlik gostermektedir.
HNPCC prognozu sporadik kanser formlarindan daha iyidir. HNPCC’li hastalarda
endometrium, ovaryum, mide, ince bagirsak, hepatobilliar sistem, iireter ve renal
pelvis gibi baz1 ekstrakolonik bolgelerde kanser riskini artirir. Genetik kararsizlik,
kolorektal kanserde yaygindir ve karsinogeneziste 6nemlidir. Bu durum hipoksi gibi

tiimor mikrogevresindeki stres faktorleriyle tetiklenir. HIFla hipoksik kosullara
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hiicrenin cevabinda énemlidir ve hipoksik bolgelerde asir1 derecede ekspre olur. Bu
transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonundaki artis hiicre yasami i¢in 6nemli olan bazi
genlerin aktivasyonunu saglar. HIFlo’nin  hedef genlerinden CA9, bazi
karsinomalarda ekspresyonu artan karbonik anhidraz IX’u kodlar. CAXII ise CA
ailesinin hipoksik kosullarla indiiklenen diger bir tiyesidir. Kolorektal kanser CA
varliginin kesfedildigi ilk kanser tiirlerinden biridir. Normal intestinal dokularla
karsilastirildiginda  tiimorli  dokularda CAII  ekspresyonu azalirken, CAIX
ekspresyonu artar. CAXII ekspresyonu ise genelikle sabittir [106].

2007 yilinda 3 farkli kolorektal karsinoma tiirtinde yapilan bir ¢alismada
CAII ve CAXII mRNA larinin downregiile oldugu, CAIX mRNA’sinin ise upregiile
oldugu gosterilmistir. Bu ¢alisma sonuglarina gore 6zellikle HPNCC’de CAIX hem
diagnostik hem de terapotik hedef olarak bulunmustur. Bagska bir ¢calismada da yine
CAIX mRNA’smin kolektal karsinomali hastalarda ekspresyonunda artis oldugu
gosterilmistir.  Kolerektal kanserde CAIX’un anormal ekspresyonu, kolerektal
mukozada proliferasyonu gosteren bir belirteg¢ olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Bundan

dolay1 CA9’u hedef alan tedavilere yonelik ¢aligsmalar 6nem kazanmaktadir [106].
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1.6 Calismanin Amaci

CAIX geni, pekcok kanser tipinde olduk¢a fazla ifade edilmektedir. Bu genin
ifadesi, hipoksi ile indiiklenebilen HIF-1 transkripsiyon faktori ile regiile edilir.
CAIX, karbondioksitin bikarbonat ve protona hidrasyonunu katalizleyerek timor
cevresinin asidifikasyonunda rol oynamaktadir. Bu protein, tiimorlii hiicrenin pH
dengesinin kontrolinde o6nemli oldugu icin, tan1 ve tedavi amagli ajanlarin

gelistirilmesinde odak noktasi olmustur.

Bu c¢aligmada, CAIX ekspresyonunun pozitif oldugu daha onceki
calismalarda gosterilmis olan HT-29 (kolon karsinoma hiicre serisi) hiicreleri
secilmistir. Bu tiimor serisi hiicreleri {izerinde farkli sitokinlerin farkli konsantrasyon
ve inkiibasyon araliklar1 optimize edilerek deney icin en uygun sitokin
konsantrasyonu ve inkiibasyon siiresi belirlendi. Flow sitometri ile apoptozis ve
hiicre dongiisii ¢alismasi yapilarak hiicrelerin hangi safhada ne kadar oldugu ve
apoptozise ugrayan hiicrelerin oranlar1 belirlendi. Bu islemleri takiben Real-time-RT-
PCR teknigi kullanilarak CAIX geninin ekspresyonu mRNA diizeyinde arastirilacak,
boylece tiimorle iligkili olarak secilen sitokinlerin CAIX geninin ekspresyonunda bir
degisiklik yaratip yaratmadigi konusunda bilgi edinilecektir. Flow sitometrede PE
(fikoeritrin) gibi bir florokromla isaretli CAIX monoklonal antikoru kullanilarak

protein diizeyinde ekspresyon seviyesi saptandi.

Bu calismada, CA9 geninin farkli sitokinlerle olan iligkisine bakilarak; bir
taraftan kanser tedavisinde en onemli noktalardan birisi olan apoptozis ve hiicre
dongiisiinde meydana gelen degisiklikler ile CA9 geninin ekspresyonu arasindaki
iligki belirlendi, diger taraftan da kanser tedavisinde kullanilan immiinoterapi i¢in

bazi temel noktalar a¢iga kavusturuldu.
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2. MATERYAL VE YONTEM

2.1 Materyal

2.1.1 Hiicre Serisi

Bu calismada kullanilan “insan kolon karsinoma” (HT-29) hiicre serisi
Ankara Sap Enstitiisii’'nde, Hiicre Bankasi sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltiir
Koleksiyonlar1 Organizasyonu {iiyesi olan Hayvan Hiicre Kiiltiirii Koleksiyonu’ndan

(HUKUK) saglandu.

2.1.2 Besi Yerleri ve Serum

Besin ortami olarak Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium (DMEM,
Biochrom AG, Almanya) ve serum olarak f6tal sigir serumu (FBS, Biochrom AG,

Almanya) kullanildi.

2.1.3 Sitokinler

Calismada sitokin olarak, interlokin 1 alfa (ILla, Peprotech, Ingiltere), tiimor
nekrozis faktor alfa (TNFo, Peprotech, Ingiltere) ve transforme edici biiyiime faktorii

(TGFB, Peprotech, Ingiltere) kullanildi.

2.1.4 QiaAmp RNA Blood Mini Kit

Hiicre vasatindan total RNA izolasyonu, QiaAmp RNA Blood Mini Kit
(Qiagen, Almanya) kullanilarak yapildi.
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2.1.5 Quantitect Reverse Transcription cDNA Kit

Elde edilen RNA o6rneklerinden c¢DNA sentezi, Quantitect Reverse

Transcription cDNA kit (Qiagen, Almanya) kullanilarak yapildi.

2.1.6 Primerler

Calismada kullanilan primerler (PrimerDesign, ABD ve Metabion, Almanya)

firmalan tarafindan tasarlandi.

2.1.7 Antikorlar

Insan CAIX unun protein diizeyinde ekspresyonunun akis sitometrik analizi
i¢in anti-human karbonik anhidraz IX monoklonal antikor-PE (R&D Systems,
Ingiltere) kullanild1. Izotipik kontrol olarak anti-mouse IgG2a-PE (BD Biosciences,
ABD) kullanildi.

2.1.8 DNA Prep Kit

DNA Prep Kit, DNA Prep LPR (%0,1 potasyum siyanid, %0,1 NaN3, iyonik
olmayan deterjanlar, salin, stabilizatér) ve DNA Prep boyama ¢ozeltisi ( 50 pg/ml

propidyum iyodid, RNAse, %0,1 NaNj3 , salin, stabilizator icermektedir.

2.1.9 AnnexinV-FITC Kit

Bu kit, AnnexinV-FITC, 10X’lik konsantre AnnexinV baglanma tamponu,
propidyum iyodid i¢cermektedir. Apoptozisin erken doneminde hiicre membrani
biitiinliigi korunurken membrandaki fosfolipid asimetrisi kaybolmaktadir. Normal
hiicredeplazma membraninin i¢ kisminda bulunan fosfotidil serin hiicre yiizeyine
cikmaktadir. Annexin V secici olarak fosfotidil serine baglanarak apoptozisin erken

ve ge¢ doneminde tespitini saglamaktadir.
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2.1.10 Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun

safliktadir.

Cizelge 2.1 Calismada kullanilan kimyasallar ve tireticileri

Kimyasallar Uretici

Tris Base Sigma, ABD
NaCl Sigma, ABD
EDTA Riedel, Almanya
Borik Asit Merck, ABD
Na,HPO,, Sigma, ABD
NaH,PO, Sigma, ABD
MgCl, Merck, Almanya
Beta-mercaptoetanol Sigma, ABD
Ampicillin Sigma, ABD
DMSO Merck, Almanya
DMEM Sigma, ABD
FBS Sigma, ABD
Tripsin-EDTA Sigma, ABD
L-glutamine Sigma, ABD
Penisilin-streptomisin Sigma, ABD
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Cizelge 2.1’in devami

Kimyasallar Uretici
PBS Sigma, ABD
Agaroz Prona, Ispanya

2.1.1.1 Cahsmada Kullanilan Laboratuar Gerecleri

Cizelge 2.2 Calismada Kullanilan Laboratuar Geregleri

Kullanilan Gere¢

Modeli

CO, 'li inkiibator

Heraeus, Almanya

Hava akisli kabin

Holten, Danimarka

Inverted mikroskop

Olympus [X71, Japonya

-80 °C derin dondurucu

Sanyo, Japonya

S1v1 azot tanki

810 Eterne, Ingiltere

Gergek zamanli PZR cihazi

Qiagen, Almanya

Isik mikroskop

Olympus CH, Japonya

Etuv

WTB, German, Niive, Tiirkiye
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Cizelge 2.2’nin devami

Kullanilan Gere¢ Modeli
Otoklav

Hirayama, Japonya
PH metre

InoLab, Almanya

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1(Comecta Sa,), Ispanya

Santrifiij

Eppendorf 5804R, Almanya

Sicak su banyosu

Memmert, Almanya

Akis sitometrisi cihazi

Beckman Coulter FC500, ABD

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Kanada

Vorteks

Elektromag, Ttrkiye

Hassas terazi

Sartorius, Almanya

Otomatik pipetler

Socorex, Cin

Thermocycler

Qiagen, Almanya

Elektroforez sistemi

Innotrain, Almanya

Floresan mikroskop

Nikon, Japonya

Mikro santrifiij

Niive NF048, Turkiye
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2.1.1.2 Formaldehit Jel Elektroforez Cozeltileri

Cizelge 2.3 Formaldehit jeli

Kimyasal Madde Miktar
Agaroz 12¢g

10 ml
10X FA jel tampon

RNazsiz su ile 100 ml’ye tamamlanir. Mikrodalgada isitilarak agaroz eritilir. Su
banyosunda sogutulduktan sonra 1,8 ml %37 formaldehit ve 1 pl etidyum bromid
eklenir.
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2.2 Yontem

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Ortamin ve Malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uclari, Ependorf tiipler, santrifiij
tiipleri, kiiltiir ortamlar1 121 "C’de 20 dakika (1.02 atm basingta ) otoklavda steril
edildi.

Doku kiilttirti laboratuar1 her hafta periyodik olarak dezenfektan (Virkon)
iceren sivilarla temizlendi. Oda kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanilarak
odanin sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat dnce akish

kabin agilarak ¢alisma ortaminin sterilizasyonu saglandi.

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Yontemleri

2.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhg:

2.2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Besi Ortamimin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiri DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) igine son
konsantrasyonu 100 U/ml olacak sekilde penisilin, son konsantrasyonu 10 pg/ml
olacak sekilde streptomisin, son konsantrasyonu 0,2 mM olacak sekilde L-glutamin

ve son konsantrasyonu % 10 olacak sekilde FBS ilave edildi. Tiim bilesenler 0,22

um gozenek capli steril filtreden stiziildii.
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2.2.2.3 FBS Hazirlanmasi

FBS (fetal bovine serum) -20°C’de saklanir ve tasinmasi soguk zincirle
yapilir. Stok serum ilk kullanimdan 6nce 56°C 30 dakika sicaklik ile inaktive edildi
ve -20°C’de saklandi.

2.2.2.4 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde temin edilen PBS (fosfat tampon salin), her tableti 100 ml

destile su ile hazirland1 ve otoklav edildi.

2.2.2.5 HT-29 Monolayer Hiicre Kiiltiiriiniin Hazirlanmasi

T25 cm® hiicre kiiltiirii iiretme kabinda bulunan HT-29 tek tabaka hiicre
kilturi, 6nce Ca-Mg igermeyen fosfat tampon ¢ozeltisi (PBS, pH 7.2) ile 6n yikama
yapildi ve Tripsin/EDTA (%0.025 tripsin / % 0.02 ethylenediamineteraacetic acid
(EDTA) (Biochrom AG, Almanya) soliisyonu ile 37°C inkiibatorde tripsinizasyona
birakilarak hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglandi. Yiizeyden ayrilan hiicreler %10
FBS serum iceren DMEM besi ortami ile homojenize edilerek T150 cm? hiicre
tiretme kabina aktarilip pasajlama yoluyla 6lgek biiyilitme islemi gerceklestirildi. Bu
asamada hiicreler yine kiiltiir kab1 ylizeyini %90-95 kapladiginda, tripsinizasyon
yapildi, serumlu besi ortami ile hiicreler homojenize edildi, canlilik kontrolii ve hiicre
sayimi i¢in 0,9 ml numune alindi. Alinan numune i¢ine 0,1 ml tripan mavisi
(Biochrom AG, Almanya) konuldu ve hemasitometre (Biirker, Almanya)
kullanilarak 151k mikroskobunda (Olympos CH, Japonya) hiicre sayimi yapilip, hem
150 cm? kiiltiir kab: hacmine pasajlandi hem de ¢alismamin devami igin bir kismi
stoklanmak tizere donduruldu. Dondurma isleminde; tripsinizasyonla yiizeyden
ayrilip serumlu besi ortami ile homojenize edilen hiicreler 5 dak. 800 devirde
santrifiij edidi. Stipernatan atilarak hiicre peleti dondurma besi ortami1 (%10 DMSO,
Applichem, Almanya ve % 90 FBS) ile homojenize edilerek 2 ml’lik hiicre
dondurma ampullerine 1-1,5 milyon hiicre/ml olacak sekilde 1ml olarak taksim edildi

ve koruyucu kopiikler icinde —80 °C ye kaldirildi.
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2.2.3 HT-29 Monolayer Hiicre Kiiltiiriine Sitokin Uygulanmasi

HT-29 monolayer hiicre kiiltiirii 75 cm? kiiltiir kabinin yiizeyini %90-95
oraninda kapladiktan sonra tripsinizasyon ile hiicreler ylizeyden ayrildi ve DMEM ile
homojenize edildi. Hiicre saymm yapildiktan sonra 80000 hiicre /cm*’de olacak
sekilde 25 cm? lik kiiltiir kaplarina alindi. Uygulanacak sitokinler (TGFB, TNFa, IL1
a) 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml son konsantrasyon olacak sekilde kiiltiir kaplarina
uygulandi. 24, 48, 72 saat siirelerle 37°C, %5 CO, inkiibatdrde inkiibasyona
birakildi. Her bir inkiibasyon siiresi i¢in sitokin uygulanmamis kontrol grubu
olusturuldu. Inkiibasyon siireleri sonunda her bir hiicre kiiltiir kabindaki hiicrelerin
morfolojik gortintiileri dijital kamera ile g¢ekilip kaydedildi. Her bir hiicre kiiltiir
kabindan hiicre kaziyict kullanilarak yiizeyden ayrildi ve DMEM ile homojenize
edildikten sonra hiicre sayimlari yapildi ve hiicrelerin canliliklar1 incelendi. Buna ek
olarak en uygun konsantrasyon belirlendikten sonra en yliksek konsantrasyonda
sitokinler arasinda ikili kombinasyonlar olusturarak (1000U/ml IL1a-TNFa,
1000U/ml IL1a-TGFB, 1000U/ml TNFa-TGFB) ¢alisma yukaridaki sekilde
tekrarlandi.

2.2.4 Ger¢cek Zamanh PZR Calismalar

2.2.4.1 Hiicre Kiiltiiriinden RNA Izolasyonu

Hiicre kiiltlirli 6rneklerinden RNA izolasyonlart QiaAmp RNA Blood Mini
Kit (Qiagen, Germany) hiicre kiiltiiriinden total RNA izolasyonu yontemine gore
yapildi.  Yaklasik olarak 3-3,5x10 hiicre bulunan siispansiyon 800 rpm’ 5 dak.
Santrifiij edildi. Siipernatant tamamen uzaklastirildi. Pelet B-merkaptoetanol iceren
350ul RLT tampon i¢inde pipet yardimiyla ¢oziildi. Lizat QIAshredder spin kolona
uygulandi ve 14000 rpm’de santrifiij edildi. Kolon atildi ve homojenize lizat esit
hacimde % 70’lik etanol icerisinde pipetlenerek karistirildi. QIAamp spin kolona
uygulanir 15 san.10000 rpm’de santrifiij yapildi. Kolon yeni bir santrifiij tiipiine
aktarildi ve 700 ul RW1 tampon kolona uygulandi. 15 san. 10000 rpm’de santrifiij
yapildi. Kolon yeni bir santrifiij tiiptine aktarildi tizerine 500ul RPE tampon ilave
edildi ve 15 san. 10000 rpm’de kolon yikandi. Kolona 500ul RPE tampon ilave
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edildi 3 dak. 14000 rpm’de santrifiij yapildi. Kolon 1 dak. daha santrifiij yapililarak
etanol tamamen uzaklastirildi. Kolon yeni bir toplama tiiptine aktarildi 50 pl RNase-
free water ile 1 dak. 10000 rpm’de eliisyon yapildi. Elde edilen RNA eliisyonu, 65
C’ de 10 dak. inkiibasyona birakildiktan sonra 10 dak. buzda bekletildi.

2.2.4.2 RNA Uriiniiniin Spektrofotometrik Ol¢iimii
RNA izolasyonu sonunda elde edilen eliisyonlarin 260nm ve 280nm’de
absorbanslart olgtildii.  Ajg0/Ago saflik oranlari heasaplandi. RNA konsantrasyonu
asagida belirtilen formiile gére hesaplandi.
C=A260x40xdiliisyon faktorii

2.2.4.3 Formaldehit (FA) Jel Elektroforezi

Elektroforez tanki %0,5°lik SDS ile yikandi daha sonra Rnazsiz su ile

yikandi. Etanolden gecirildikten sonra kurumaya birakildu.

2.2.4.3.1 %1,2 FA Jel Hazirlanmasi

1,2g agaroz ve 10ml 10x FA jel tampon RNase-free water ile 100ml’ye
tamamlandi.  Mikrodalga firinda 1sitilarak agaroz eritildi.  Su banyosunda
sogutulduktan sonra 1,8ml 37% formaldehit ve 1 pl etidyum bromid eklendi,
karistirildi ve tanka dokiildi.

2.2.4.4 RNA Orneklerinin Hazirlanmasi

1 hacim RNA yiikleme tamponu 4 hacim RNA 6rnegi ile karistirildi ve 5 dak.

65 °C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan sonra buz iizerine alind.

37



2.2.4.5 Komplementer DNA (¢cDNA) Elde Edilmesi

Hiicre kiiltiirtinden elde edilen RNA orneklerinden cDNA sentezlemek igin
QuantiTect Revers Transkripsiyon kit kullanildi. RNA 6rnekleri soguk blok
tizerinde ¢o6zildii. gDNA “Wipeout tampon”, Quantiscript RT, Quantiscript RT
Tampon, RT Primer Miks ve RNase free water ¢oziildii ve hafifce vurularak
karistirildi.  Cizelge 2.4’te gosterildigi gibi, 2ul 7X gDNA Wipeout Tampon, 7ul su
ve lizerine 5ul RNA eklendi ve 42°C’de 2 dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
Cizelge 2.5te belirtildigi gibi hemen buz tizerine alinan gDNA’s1 uzaklastirildi.
RNA tizerine 1pl Quantiscript RT, 4ul  Quantiscript RT Tampon, 1pul RT Primer
Miks eklendi ve Thermal-cycler’a kondu. 42°C 15 dak.,95°C 3 dak. inkiibasyona
birakild: ve inkiibasyondan sonra buz iizerine alindi. Elde edilen cDNAlar -20 °C’de

saklandi.

Cizelge 2.4 Genomik DNA uzaklastirma

Miktar( pl) Karisim (pl) + %10
gDNA “Wipeout tampon”
X 2 X
H,O 7
Toplam 9

- 9 ul karisim tiiplere dagitilir.
- 5 ul RNA eklenir.
- 42°C’de 2 dakika inkiibasyona birakilir. Sonra hemen buz iizerine alinir.
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Cizelge 2.5 cDNA Sentezi

Miktar( pnl) Karisim (pl) + %10
Quantiscript Revers 1 X
Transkriptaz
Quantiscript RT Tampon 4
RT Primer Karigimi 1
Toplam 6
- 6ul miks gDNA's1 uzaklastirilmis RNA {izerine eklenir. PZR cihazina
konur.
- 42°C 15
95°C 3’
4°C o

2.2.4.6 Ger¢ek Zamanh PZR Analizi ile C49 Gen Ifadesinin Incelenmesi

SYBR green kullanilarak PZR sirasinda, tirtiniin saptanmasi logaritmik siklus
doneminde miktar analizi yapilmasina olanak saglar. mRNA ekspresyonu real-time
RT-PZR teknigi araciligtyla ¢alisildi. ¢cDNA, polimeraz zincir reaksiyonunda kalip
olarak kullanildi. Buna ilaveten normalizasyon i¢in referans gen olarak TBP
kullanildi. Kalip hari¢ verilen karisim (12,51 2X SYBR green karisimi, 1,5p1
primer karigimi, 6PB1 pzr grade su) hazirlandi. Her bir tiipe bu karisimdan 201
eklendi. Uzerine 5B1 cDNA eklendi. Son hacim 25p1’de gergeklestirildi. PZR tiipleri
PZR cihazina konuldu (Rotorgene 3000) ve PZR programi olarak (95 °C 15 dak. 50
dongii i¢in 94°C 2 san., 50 °C 15 san., 72 °C 15 san.) se¢ildi. PZR tamamlaninca
kantitasyona olanak veren yazilim yardimi ile analizler yapildi (Rotorgene, Version

6.1; Qiagen).
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2.2.5 Hiicre Déngiisiiniin Akis Sitometride incelenmesi

Bu c¢alisma i¢in COULTER DNA Prep Reagents Kit protokol kullanildi.
Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika satrifiij edildi ve silipernatant uzaklastirildi. Hiicre
peleti son konsantrasyon 1x10° hiicre/ml olacak sekilde PBS ile ¢oziildi. Bu
stispansiyonda 200 pl alindi ve iizerine 100ul LPR c¢ozeltisi (<%0,1 potasyum
siyanid, <0,1 NaN3, non-iyonik deterjan, salin) ilave edildi, 500ul DNA Prep Stain
solusyonu ( 50ul/ml propidyum iyodid, 4 KU/ml RNase, salin, < 0,1% NaN3)
eklenip vortekslendikten sonra tekrar 500ul DNA prep stain ¢ozeltisi ilave edilip
vortekslendi ve oda sicakliginda 20 dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyondan

sonra akis sitometride okuma yapilana kadar +4 °C’de bekletildi.

2.2.6 Apoptozun Akis Sitometride AnnexinV Baglanmasi ile Incelenmesi

Bu ¢alisma i¢cin ANNEXINV-FITC Kit, Apoptosis Detection Kit protokolii
uygulandi. Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika satrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre peleti son konsantrasyon 1x10° hiicre/ml olacak sekilde PBS ile ¢oziildii. Bu
stispansiyondan 200pul alindi ve tizerine 1ul AnnexinV-FITC (25pg/ml), Sul
PI(250pg/ml) ilave edildi ve vortekslendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakildi.  Inkiibasyon sonunda 400ul “AnnexinV baglama tamponu” eklenip

vortekslendi ve 30 dakika i¢inde akis sitometride okuma yapildi.

2.2.7 Floresan Mikroskop Analizi

Bu calisma i¢in AnnexinV-FITC Kit, Apoptosis Detection Kit protokolii
uygulandi. Hiicreler 800 rpm’de 5 dakika satrifiij edildi ve siipernatant uzaklastirildi.
Hiicre peleti son konsantrasyon 1x10° hiicre/ml olacak sekilde PBS ile ¢oziildii. Bu
stispansiyondan 200ul alindi ve {izerine 1ul AnnexinV-FITC (25ug/ml), Sul PI
(250pg/ml) ilave edilir ve vortekslendi. Oda sicakliginda 15 dakika inkiibasyona
birakildi.  Inkiibasyon sonunda 400ul “AnnexinV binding tampon” eklenip
vortekslendi. Daha sonra, lam/lamel arasinda hazirlanan immunfloresan boyalarla
boyanmuis hiicrelerin goriintiileri, Nikon marka floresan mikroskobunda apoptotik ve

nekrotik hiicrelerin fotograflari ¢ekildi.
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2.2.8 CA IX ifadesinin Akis Sitometrik Analizi

Farkli sitokinlere maruz kalmis ve higbir sitokine maruz kalmamis kontrol
grubu HT-29 kolon adenokarsinom hiicrelerinde farkli zaman periyotlarinda (24, 48,
72 saat) CA IX ekspresyonunun akis sitometrik analizi i¢in optimizayon g¢aligsmasi
yapildi. Bunun i¢in farkl iki yontem kullanildi. Ilk olarak, kiiltiire edilen hiicreler
flasklardan tripsin ile kaldirildi. Daha sonra PBS ile 3 kez yikandi.  Son
konsantrasyonu 25ug/ml olacak sekilde PE isaretli anti-human carbonic anhydrase
IX monoclonal antibody (R&D Systems, England) seyreltildi. PBS ile yikanmis
olan hiicrelere (1x10° hiicre) reaksiyonunun son hacmi 200pul olacak sekilde 10pl
CAIX antikor ilave edildi. Isaretlenmemis monoklonal antikorlari gériintiileyebimek
icin izotip kontrol olarak PE isaretli anti-mouse IgG2A monoclonal antibody
kullanildi. Ayni islemler bu tiip i¢inde yapildi. Hiicrelerin antikorlara baglanmasi
icin reaksiyon tiipleri karanlikta, buz {izerinde 40 dak. inkiibasyona birakildi.
Baglanmayan PE-konjuge antikorlar hiicrelerden PBS ile yikanarak uzaklastirildi.
Hiicreler PBS igerisinde hiicre siispansiyonu haline getirildikten sonra akis
sitometride okumaya hazir duruma getirildi. CAIX ekspre eden hiicrelerinin floresan
boyanma yogunlugu ile CAIX ekspresyonunun yogunlugu arasinda dogrudan bir
iligki vardir. CAIX un hiicre yiizeyindeki ekspresyonu, akis sitometrik analizle 488
nm dalga boylu laser kullanilarak ve 565-605nm’de bir dedektérle emilen floresanin
monitdrlenmesi ile belirlendi. Ikinci olarak, hiicreler flsklardan hiicre kaziyici ile
kaziyarak kaldirildi. Daha sonraki islemler yukarida bahsedilen sekilde
uygulandiktan sonra hiicreler akis sitometrik analize hazir hale getirildi. Hazirlanan

ornekler hemen akis sitometride okundu.
2.3 Istatistiksel Analiz
Deney sonuglari, SPSS (Statistics program for social and science) 11.5

istatistik programinda tek yonlii ANOVA testi kullanilarak gergeklestirildi. P< 0.05

degeri anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Genel Deneysel Strateji

Sitokinlerin ~ HT-29  hiicreleri  {izerine  etkileri  farkli  agilardan
degerlendirilmistir. Her bir sitokin (TGFB ve TNFa, IL1 a) farkli konsantrasyonlar
ve inkiibasyon zamanlar1 sonucu elde edilen hiicre stispansiyonlarindaki, CAIX un
protein diizeyinde ekspresyon seviyeleri akis sitometrik olarak, uygulanan sitoinlerin
CA9 mRNA tizerinde etkileri de gercek zamanli PZR analizi ile belirlenmistir.
Ayrica ayni hiicre siispansiyonlarinda hiicre dongiisii calismasi da yapilarak
sitokinlerin hiicre dongiisii lizerine etkileri belirlenerek CA9 ile iligkileri agiklanmaya
calisilmistir. Hiicre stispansiyonlari, AnnexinV ve PI floresan boyalarla boyandiktan
sonra apoptotik ve nekrotik hiicre goriintiileri hem floresan mikroskopta

gortintiilenmis hem de akig sitometrik olarak caligilmistir.

Bu amagla, kolon kanserinde tiimér modeli olarak segtigimiz HT-29
hiicreleri yontemde agiklandigi gibi kiltiire alinmistir. Calismamizda TGFB ve
TNFa, IL1a sitokinleri 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml olacak sekilde ii¢ farkli
konsantrasyonda 80000 hiicre/cm?  hiicre iizerine uygulanmustir. Oncelikle bu
sitokinlerin tek basina etkileri degerlendirilmis ve daha sonra etki goriilen dozda ikili
kombinasyonlar Cizelge 3.1 ve Cizelge 3.2°de gosterildigi sekilde olusturularak
detaylandirilmistir.  Calismada farkli zaman araliklar1 (24, 48 ve 72 saat)
kullanilmistir. Bu islem sirasinda herhangi bir sitokinle muamele olmamis hiicreler
de calismaya dahil edilmis ve kontrol grubu olarak kullanilmistir.  Hiicre
stispansiyonu, CAIX protein seviyesi i¢in ve hiicre dongiisii ve apoptozis analizleri

icin ve gercek zamanli PZR analizleri i¢in 4’e boliinmustiir.
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Cizelge 3.1 Calsmada kullanilan sitokinler ve konsantrasyonlari

Sitokin

Son Konsantrasyon

Hiicre Serisi

TNFa

100U/ml

500U/ml

1000U /ml

TGFp

100U/ml

500U/ml

1000U /ml

ILla

100U/ml

500U/ml

1000U /ml

Insan kolon karsinoma

(HT-29)

Cizelge 3.2 Calismada kullanilan sitokin kombinasyonlar1 ve konsantrasyonlari

Sitokin Kombinasyonlari Konsantrasyon Hiicre Serisi
IL1o ve TNFa 1000U /ml
IL1a ve TGFP 1000U /ml Insan kolon karsinoma
(HT-29)
TNFa ve TGFB 1000U /ml

3.1.1 Akis Sitometrik Analizlerin Tasarm

Tim konsantrasyon gruplarindan ve zaman araliklarindan elde edilen hiicre

siispansiyonlar1 akis sitometrik analizler i¢in kullanilmistir. Her bir konsantrasyon

ve zaman araliginda 3 tekrarli olacak tarzda ¢alisiimistir. Calismada akis sitometri

cihazi Beckman Coulter FC500 ve analiz programi kullanilarak ve antikor olarak,

PE-etiketli CAIX monoklonal antikoru kullanilmuistir.

analizleri optimize edilmistir.

Oncelikle akis sitometri

Elde edilen hiicre stispansiyonlari, deneysel
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tasarimdan sonra, tripsin-EDTA ile yiizeyden kaldirilmis ve her seferinde en az
10000 hiicre olacak sekilde akis sitometrede okuma gergeklestirilmistir. Ayni hiicre
stispansiyonu, CAIX protein seviyesi i¢in ve hiicre dongiisii ve apoptozis analizleri
icin her bir deneyde 100000 hiicre/ml olacak sekilde hazirlanmistir.  Ancak
optimizayon deneylerinin  gerceklestirildigi TNFa uygulamalarinda CAIX
pozitifliginde kontrole gore bir etki goriilmemistir. Yalniz akis sitometrik analizlerde
Ozellikle yiizeye tutunmus hiicrelerin yiizeyden kaldirilmasi sirasinda yiizeyde
proteinlerin tripsin-EDTA kullanimi nedeniyle zarar gérecegi ve akis sitometredeki
pozitifligi etkileyecegi bilinmektedir. Sonucun bu anlamda metodolojik bir problem
olabilme ihtimaline karsi, aym1 deney seti hiicre kaziyicist kullanilarak
tekrarlanmistir. Elde edilen sonuglar Sekil 3.1°de karsilastirmali olarak

gosterilmistir.

(A) (B)

(A (B)

Sekil 3.1 Akis sitometride CAIX ekspresyonu i¢in optimizasyon ¢alismasi. I. Tripsin
EDTA kullanildiktan sonra elde edilen akis sitometrik histogramlar II. Hiicre kaziyici
kullanilarak elde edilen akis sitometrik hiistogramlar (A.Kontrol, B. 1000U TNFa)

Hiicre dongiistiniin degerlendirilmesinde, DNA’ya baglanan PI boyasi
kullanildi. Akis Sitometride okuma yapilirken hazirlanan hiicre siispansiyonundan
20000 hiicre gecirildi. GO0/G1, sentez ve G2/M safhalar1 hiicre yiizdesi olarak

hesaplandi. Hiicreler, PI boyasina uygun olan FL.3 dedektoriinde okumalart yapildi.

AnnexinV deneyinde, FITC isaretli AnnexinV ve PI boyasi kullanilmistir.

Sadece AnnexinV baglayan hiicreler, erken apoptotik hiicrelerin yiizdesini
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vermektedir. Hem AnnexinV hem de PI ile baglanan hiicrelerin yiizdesi geg
apoptotik hiicreleri gostermektedir. PI ile baglanan hiicreler nekrotik olan hiicreleri
gosterirken Iki boyaya da baglanmayan hiicreler canli hiicrelerin yiizdesini
gostermektedir. Bu deneyden elde edttigimiz sonuglar dikkate alindiginda, apoptotik
hiicreler agisindan kontrol ve sitokin uygulanmis hiicreler arasinda anlamli farklar
gozleyemedigimiz i¢in PI ile isaretlenen nekrotik hiicrelerin yiizdeleri ile canhi

hiicrelerin yiizdeleri karsilastirilmastir.

3.1.2 Ger¢ek Zamanh PZR Analizlerin Tasarimi

Akis sitometrik okumalar sonucunda fark goriilen sitokin konsantrasyonlari
ve zaman araliklarinda yapilan hiicre kiiltiirtinden hiicre kaziyici kullanilarak elde
edilen hiicrelerde 2x10° hiicre/ml olacak sekilde hiicre siispansiyonu hazirlanmistir.,
Bu siispansiyondan total RNA izolasyonlar1 yapilarak elde edilen RNA’larin saflig
ve kalitesi yani degrede olup olmadigi RNA jeli kullanilarak ve spektroskobik olarak
incelenmistir. Spekroskobik olarak konsantrasyon tayini de yapilmistir. Ornek bir
RNA jeli gortinttisti, Sekil 3.2° de 6rnek olarak gosterilmistir. Bu islemi takiben
cDNA sentezlenerek elde edilen cDNA’larda ger¢ek zamanli PZR kullanilarak total
RNA ekspresyon diizeyleri tespit edilmigtir. CA9 primerleri, mRNA genebank
(NM_001216) bilgisine dayali olarak “PrimerDesign” tarafindan temin edilmistir.
Amplifikasyon irtinii (105bp) tiretmek icin sens primer
“AGCAGAGGTAGCCGAGACT”  (pozisyon:1,395) ve  antisens  primer
“ATGAGCAGGACAGGACAGTTA” (pozisyon:1,499) kullanilmistir. Insan CA9
spesifik primerler ve TBP (TATA baglanma proteini) mRNA’larina 6zgii primerlerin
dizileri ve Tm (erime sicaklig), Cizelge 3.3 ve Cizelge 3.4°te gosterilmistir. CA9 ve
TBP i¢in gercek zamanli PZR reaksiyonu ve kosullar1 Cizelge 3.5, Cizelge 3.6 ,
Cizelge 3.7 ve Cizelge 3.8” de gosterilmistir. Tipik bir gercek zamanli PZR analizi,
Sekil 3.2° de gosterildigi gibi gerceklestirilmistir. Konsantrasyon hesaplamalarinda
kullanilan Standart egride, Sekil 3.2° de belirtilmistir. Ayrica ¢ogalan PZR iirtiniiniin
safligin1 kontrol etmek amaciyla elde edilen erime egrisi Sekil 3.2° de gosterilmistir.
Reaksiyon kosullart denenerek bu kosullarin amplifikasyon i¢in uygun olduguna
karar verilmis ve diger tiim analizlerde bu dongii kosullar1 kullanilmistir. Gergek

zamanli PZR analizi her 6rnek i¢in es zamanli olarak ti¢lii tekrar edilmistir.
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Cizelge 3.3 Ca9 mRNA’s1 i¢in sentezlenen primerlerle ilgili detaylar

Sense primer Pozisyon Tm GC%
AGCAGAGGTAGCCGAGACT 1,395 57.4 57,9
Antisense primer Pozisyon Tm GC%
ATGAGCAGGACAGGACAGTTA | 1,499 56,7 47,6

Cizelge 3.4 TBP mRNA’s1 i¢in sentezlenen primerlerle ilgili detaylar

Sense primer Tm GC%
CTGTTTAACTTCGCTTCC 52 44.4
Antisense primer Tm GC%
CTCTTCTCAGCAACTTCC 54 50

Cizelge 3.5 CA9 i¢in ger¢cek zamanli PZR Reaksiyonu

Ornek Negatif Kontrol
SYBR Green mix 12,5ul 12,5uL
dH,O 6uL 11ulL
cDNA 6rnek Sull -
E;lrrlr;ifn IF( (;rov;?rrlgge Primer Reverse 1.5uL 1.5uL
Toplam 25ulL 25ulL
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Cizelge 3.6 CA9 i¢in ger¢ek zamanli PZR Kosullar

Segment Dongii Sayis1 Sicakhk Siire
1 1 95 °C 15 dakika
94 °C 2 saniye
2
50 57°C 15 saniye
72 °C 1 saniye
3 1 72 °C 10 dakika
Cizelge 3.7 TBP i¢in ger¢cek zamanl PZR Reaksiyonu
Ornek Negatif Kontrol
SYBR Green mix 12,5ul 12,5uL
dH,O 5.5ulL 10.5uL
cDNA 6rnek SuL. -
Primer Forward (10 pmol) 1uL 1uL
Primer Reverse (10 pmol) 1uL 1uL
Toplam 25uLl 25uLl.
Cizelge 3.8 TBP i¢in gercek zamanli PZR Kosullart
Segment Dongii Sayis1 Sicakhk Siire
1 1 95 °C 15 dakika
94 °C 2 saniye
2 52°C 15 saniye
50
72 °C 1 saniye
3 1 72 °C 10 dakika
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Lo

Sekil 3.2 Gergek zamanli PZR analizi. I. Tipik bir amplifikasyon grafigi, II. Egrime
egrisini gosteren grafik , III. PZR triinlinii konsantrasyonunun hesaplanmasinda
kullanilan 6rnek bir standart egri.

3.2 TNF&’nin HT-29 Hiicrelerinde CA9 mRNA ve Protein Diizeyindeki
Ekspresyon Seviyelerinin ve Hiicre Dongiisii, Apoptozis Uzerinde

Etkilerinin Belirlenmesi
3.2.1 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 24 saat TNFa Uygulamasi

24 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml iinite TNFa’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin
inverted mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir.  Fakat
kontrol grubu ve en yiiksek konsantrasyon olan 1000U/ml uygulanmis hiicrelerin

morfolojik gortintiileri Sekil 3.3 te gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TNFa
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’ de aciklandig gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli insan CAIX antikoru kullanilmugtir.

24 saatlik kiiltiirde, farkli TNFa konsantrasyonlart (100U/ml, 500U/ml,
1000U/ml) uygulanan HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki

ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon c¢alismasi hem canh
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populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir. Bunun nedeni, gdzlenebilecek
etkinin hiicre oliimii ile mi yoksa ekspresyon seviyesinde gercek azalma olup
olmadigin1 agiga ¢ikartmak i¢in aymi hiicrelerin canli populasyonuna bakarak da
analiz yapilmistir. Kontrole (% 100) gére 100U/ml, 500U/ml, 1000 U/ml TNFa
uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 101.8, % 99,20, % 78,4 olarak
bulunmugtur. En yiiksek konsantrasyon olan 1000U/ml uygulamasi ii¢lii olarak
tekrar edilmistir. Sonuglar Sekil 3.4°te gosterilmistir. Hiicreler morfolojik olarak
yani biiyiiklik ve igsel yapilarina gére konumlandirilmistir. Elde edilen goriintiiden
canli populasyon segilerek kapi alindi. Her deney i¢in en az 10.000 hiicre {izerinden
inceleme yapildi. Kontrol ve TNFa uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu,
goreceli olarak % 100+£6,3 ve % 82,2+7.5 olarak bulunmustur. Total populasyon
secilerek kapi kap1 alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki
CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100£11.1 ve % 54,2+12,6 olarak bulunmustur
ve Sekil 3.5’te gosterilmistir. Bu sonuglara p<0.05 olan degerlerin istatistiksel olarak
anlamliligr  distintldiigiinde, en yiiksek sitokin konsantrasyonunda, CAIX

ekspresyonunda kontrole gore azalma tespit edilmistir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 24
saatlik kilttirde, kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki GO/Gl
fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla % 79,7+1,41 ve % 88,2+0,3; Sentez
fazindaki hiicre sayis1 yuizdeleri sirasiyla % 7.4 £1,4 ve % 4,1+0,1; G2/M fazindaki
hiicre sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 13,2+0,8 ve % 7,4+0,7 olarak bulunmustur. 24
saatlik kiiltirde yapilan AnnexinV deneyinden elde edilen sonuglara gore TNFa
uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin
uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunmamistir. Sonuglar, Sekil 3.6°da gosterilmektedir. Aynmi zamanda akis
sitometreden elde edilen AnnexinV bulgulari, floresan mikroskopta da kontrol
amagl degerlendirilmistir. TNFa uygulanmis hiicrelerde meydana gelen apoptotik

ve nekrotik hiicrelerin ¢ekilmis goriintiileri Sekil 3.7°de 6rnek olarak gosterilmistir.
Bu deneyden elde edilen kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmig

hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi sirasiyla % 91,1£1,6 ve % 81,8+5,2; nekrotik

hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %8,5+1,1 ve 18+5,1 olarak bulunmustur. 24 saatlik
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kiiltirde, kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki CA9 total RNA
ekspresyonunun Gergek zamanli PZR ile analizi sonucunda; Sekil 3.8°de gosterildigi
gibi 1000U/ml TNFo uygulanmis hiicrelerde kontrole gore 1,4+0,4 kat azalis

gosterilmistir.

Sekil 3.3 En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin
24 saat sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.4 Canli populasyonda, 24 saat sonundaki TNFo uygulanmig HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akis sitometrik analizi I. Farkli TNF-o konsantrasyonlarina maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TNFo konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.5 Total populasyonda, 24 saat sonundaki TNFo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akig sitometrik analizi I. Farkli TNFa konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiikksek TNFo konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.6 24 saat sonundaki TNFo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde
24 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek TNF-a
konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki hiicre canlilifi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir. (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.7 TNFa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde apoptotik ve nekrotik hiicrelerin immun
floresan mikroskopta ¢ekilmis goriintiileri. I. HT-29 hiicrelerinde PI ile boyanmis nekrotik
hiicrelerin goriintiisii II. HT-29 hiicrelerinde AnnexinV ile boyanmis apoptotik cisimciklerin
goriintiisi.

24 Saat Real Time PCR
C49 Total RNA Ekspresyonu

EAT AZALIS

EONTROL 10000TNFe

Sekil 3.8 En yiiksek TNFa uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki CA9
RNA ekspresyonunun kat azalisi (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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3.2.2 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 48 Saat TNFa Uygulamasi

48 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml iinite TNFo’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin
inverted mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol
grubu ve en yiiksek konsantrasyon olan 1000U/ml uygulanmis hiicrelerin morfolojik

goriintiileri Sekil 3.9°da gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TNFa
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’ de aciklandigi gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli insan CAIX antikoru kullanilmistir.

48 saatlik kiiltirde, farkli TNFo konsantrasyonlart (100U/mL, 500U/mL,
1000U/mL) uygulanan HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki
ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon c¢alismasi hem canli
populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda, kontrole
(% 100) gore 100U/mL, 500U/mL, 1000U/mL TNFo uygulanmis hiicrelerdeki
sonuclar sirastyla % 101,9, % 105,99, % 60,0 olarak bulunmustur.  Total
populasyonda, kontrole (% 100) goére 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml TNFa
uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 111,7, % 100,4, % 31,5 olarak
bulunmustur. En yiiksek konsantrasyon olan 1000U/ml uygulamasi ii¢lii olarak
tekrar edilmistir. Canli populasyon segilerek kapi alindiginda; kontrol ve 1000U/ml
TNFa uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100456 ve %
57,2412,4 olarak bulunmustur. Bu analizle ilgili olarak Sekil 3.10°da gosterilen
analiz sonuglari, istatistiksel olarak degerlendirildiginde, sitokin uygulanmis
hiicrelerdeki CAIX ekspresyonundaki diisiis anlamli bulunmustur. Total populasyon
secilerek kapr alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki
CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100+2,0 ve % 36,7+5,2 olarak bulunmustur.
Bu analizle ilgili olarak Sekil 3.11°de gosterilen analiz sonuglari, istatistiksel olarak
degerlendirildignde, sitokin uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonundaki diisiis
kontrole gore anlamli bulunmustur.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir ve

analiz sonuglar1 Sekil 3.12°de gosterilmektedir. 48 saatlik kiiltiirde, kontrol ve
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1000U TNFo uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayisi ytizdeleri
strastyla % 81,5+5,0 ve % 85,7+4,7 Sentez fazindaki hiicre sayisi ylizdeleri sirasiyla
% 9,04£3,6 ve % 4,7+2.9 ; G2/M fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla % 9,3+4,0
ve % 5,4+1,0 olarak bulunmustur. 48 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden
elde edilen sonuglara gore TNFa uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki
apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve
1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %
90,2+2.8 ve % 77,7+3,6 ; nekrotik hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %9,3+2,5 ve21,9+3,5
olarak bulunmustur. 48 saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis
hiicrelerdeki CA9 total RNA ekspresyonunun Ger¢ek zamanli PZR ile analizi
sonucunda; Sekil 3.13°te gosterildigi gibi 1000U/ml TNFo uygulanmis hiicrelerde
kontrole gore 3,5+0,6 kat azalis bulunmustur. Bu degerler istatistiksel olarak
degerlendirildiginde CA9 RNA diizeyinde en yiiksek konsantrasyondaki sitokin

uygulamasinda anlamli bir diislis gézlenmistir.

Sekil 3.9 En yiiksek TNF-a konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.10 Canli populasyonda, 48 saat sonundaki TNFa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akis sitometrik analizi I. Farkli TNF-o konsantrasyonlarina maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TNFo konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.11 Total populasyonda, 48 saat sonundaki TNFa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akis sitometrik analizi I. Farkli TNF-o konsantrasyonlarina maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.12 48 saat sonundaki TNFo uygulanmig HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde
48 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B:1000U). II. En yiiksek TNFa
konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki hiicre canliligi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.
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Sekil 3.13 En yiiksek TNFo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki
CA9 RNA ekspresyonunun kat azalis1 (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)

3.2.3 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 72 saat TNFa Uygulamasi

72 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 100,
500 ve 1000 U/ml iinite TNFo’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted
mikroskopta c¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en
yiiksek konsantrasyon olan 1000 U/ml uygulanmis hiicrelerin morfolojik goriintiileri
Sekil 3.14°te gosterilmistir. Morfolojik goriintiilerden, en yiisek konsantrasyon olan
1000 U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerde sayr acisindan bir azalma dikkat
cekmektedir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TNFa,
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’ de aciklandig1 gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli insan CAIX antikoru kullanilmustir.

72 saatlik kiiltirde, farkli TNFo konsantrasyonlart (100U/ml, 500U/ml,
1000U/ml) uygulanan HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki
ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon c¢alismasi hem canli
populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda, kontrole
(% 100) gore 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki
sonugclar sirastyla % 107,0, % 95.3, % 64,7 olarak bulunmustur. Total populasyonda,
kontrole (% 100) gore 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TNFa uygulanmig
hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 100,6, % 100,0, % 24,6 olarak bulunmustur. Bu
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analiz sonuglar1, Sekil 3.15°te gosterilmektedir. En yiiksek konsantrasyon olan
1000U/ml uygulamasi {iglii olarak tekrar edilmistir. Canli populasyon segilerek kapi
alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TNFo uygulanmis hiicrelerdeki CAIX
ekspresyonu, goreceli olarak % 100+7,7 ve % 58,6+10,2 olarak bulunmustur. Total
populasyon secilerek kapi alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis
hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100+£33.9 ve % 22.8+13,7 olarak
bulunmustur. Analiz sonuglar1 Sekil 3.16°da gosterilmektedir. Hem canli hem de
total populasyonda yapilan analiz sonuglarina gére sitokin uygulanmis hiicrelerdeki

CAIX ekspresyonunda kontrole gore gozlenen diisiis istatistiksel olarak anlamlidir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir ve
sonuclar 3.17°de gosterilmistir. 72 saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml TNFa
uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla %
79.,943,6 ve % 80,3%1,2 sentez fazindaki hiicre sayisi ylizdeleri sirasiyla % 10,6+0,7
ve % 10,1£1,1 ; G2/M fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla % 9,9+2.8 ve
9,7+1,0 olarak bulunmustur. 72 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden elde
edilen sonuglara goére TNFa uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki
apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve
1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %
85,5£1,3 ve % 79,3+1,2 ; nekrotik hiicrelerin ytizdesi sirasiyla %14+1,3 ve20,3+1,2
olarak bulunmustur. 72 saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml TNFa uygulanmis
hiicrelerdeki CA9 total RNA ekspresyonunun gercek zamanli PZR ile analizi
sonucunda; 1000U/ml TNFa uygulanmis hiicrelerde kontrole gore 2,7+1,4 kat azalis

gosterilmistir. Sekil 3.18’de gosterilen bu azalis istatistksel olarak anlamlidir.
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Sekil 3.14 En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 72
saat sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.15 Canli populasyonda, 72 saat sonundaki TNFa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akig sitometrik analizi I. Farkli TNFa konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiikksek TNFo konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.16 Total populasyonda, 72 saat sonundaki TNFa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akis sitometrik analizi I. Farkli TNF-o konsantrasyonlarina maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U). (*
p<0.05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.17 72 saat sonundaki TNFo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TNFa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde
72 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek TNFa
konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki hiicre canliligi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.
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Sekil 3.18 En yiiksek TNFa uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CA9
RNA ekspresyonunun kat azalisi (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)

3.3 TGFp’nin HT-29 Hiicrelerinde C4A9 mRNA ve Protein Diizeyindeki
Ekspresyon Seviyelerinin ve Hiicre Dongiisii, Apoptozis Uzerinde

Etkilerinin Belirlenmesi

3.3.1 HT-29 Hiicrelerinde Farkli Dozlarda 24 Saat TGFp Uygulamasi

24 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TGFB’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin
inverted mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. En yiiksek
konsantrasyon olan 1000U/ml uygulanmis hiicrelerin sayisindaki kontrole gore artis

Sekil3.19°da gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TGFp
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’ de aciklandigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli insan CAIX antikoru kullanilmistir. 24
saatlik kiiltiirde, farkli TGFB konsantrasyonlari (100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml)
uygulanan HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki
ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon c¢alismasi hem canh
populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda, kontrole

(% 100) gore 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki
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sonuclar sirasiyla % 102.4, % 94, % 109 olarak bulunmustur. Total populasyonda,
kontrole (% 100) gore 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TGF-f uygulanmig
hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 92,4, % 88,1, % 118,3 olarak bulunmustur. En
yiksek konsantrasyon olan 1000U/ml uygulamasi uglii olarak tekrar edilmistir.
Canli populasyon segilerek kapi alindiginda; kontrol ve 1000U TGFB uygulanmis
hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100115 ve % 114,6+5,90larak
bulunmustur. Sekil 3.20°de gosterildigi gibi sonuglarda anlamli bir fark olmasa da
en yiksek konsantrasyonda TGFB uygulanmis hiicrelerde kontrole goére CAIX
ekspresyonunda bir artis dikkati ¢ekmektedir. Total populasyon secilerek kapi
alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TGFp uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu,
goreceli olarak % 100+15.,2 ve % 126,4+13,2 olarak bulunmustur. Sekil 3.21°de
gosterildigi gibi sonuglarda anlamli bir fark olmasa da en yiiksek konsantrasyonda
TGFp uygulanmis hiicrelerde kontrole gére CAIX ekspresyonunda bir artis dikkati
¢cekmektedir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 24
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki G0/G1
fazindaki hiicre sayis1 ytizdeleri sirasiyla % 75,5+5,0 ve % 76,7+6,6 Sentez fazindaki
hiicre sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 9,1+£2,0 ve % 9,0£3,4 ; G2/M fazindaki hiicre
sayisi yiizdeleri sirasiyla % 15,442.7 ve 14,6+4,1 olarak bulunmustur. 24 saatlik
kiiltirde yapilan AnnexinV deneyinden elde edilen sonuglara gore TGFB uygulanmis
HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol
grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamustir.
Bu deneyden elde edilen kontrol ve 1000U/ml TGFf uygulanmis hiicrelerdeki canli
hiicrelerin yiizdesi sirastyla % 90,8+1,6 ve % 92,4+1.4; nekrotik hiicrelerin ytizdesi
stirastyla %8.,7+1,2 ve 7,3+1,0 olarak bulunmustur. Hem hiicre dengesi hem de
AnnexinV analizleri sonucglar1 Sekil 3.22°de gosterilmektedir. 24 saatlik kiiltiirde,
kontrol ve 1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki CA49 total RNA ekspresyonunun
gercek zamanli PZR ile analizi sonucunda; 1000U TGFB uygulanmis hiicrelerde
kontrole gore 2,4+0,8 kat artis Sekil 3.23’te gosterilmistir. CA9 RNA diizeyindeki
ekspresyonu, en yiiksek konsantrasyonda sitokin uygulanmis hiicrelerde kontrole

gore anlamli bir artis dikkati ¢ekmektedir.

67



Sekil 3.19 En yiiksek TGFp konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 24saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.20 Canli populasyonda, 24 saat sonundaki TGFP uygulanmig HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akig sitometrik analizi I. Farkli TGFB konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TGFP konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U).
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Sekil 3.21 Total populasyonda, 24 saat sonundaki TGFP uygulanmigs HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akig sitometrik analizi I. Farkli TGFB konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. En yiiksek TGFP konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A: Kontrol, B: 1000U).
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Sekil 3.22 24 saat sonundaki TGFB uygulanmig HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TGFP konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde
24 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek TGFpB
konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki hiicre canliligi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.
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Sekil 3.23 En yiiksek TGFp konsantrasyonu uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 24
saat sonundaki C49 RNA ekspresyonunun kat azalis1 (* p<0,05 istatistiksel olarak
anlamlidir.)

3.3.2 HT-29 Hiicrelerinde Farklh Dozlarda 48 Saat TGFp Uygulamasi

48 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TGFp’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted
mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en
yiksek konsantrasyon olan 1000 U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerin morfolojik

gortintlileri Sekil 3.24°te gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TGFp
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmustir.

48 saatlik kiltirde, farkli TGFB konsantrasyonlari (100U/ml, 500U/ml,
1000U/ml) uygulanan HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX’un protein
seviyesindeki ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon ¢alismasi hem
canli populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir ve sonuglar Sekil 3.25°te
gosterilmektedir. Canli populasyonda, kontrole (% 100) gére 100U/ml, 500U/ml,
1000U/ml TGFp uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 98,0, % 105.9, % 95.0
olarak bulunmustur. Total populasyonda, kontrole (% 100) gore 100U/ml, 500U/ml,
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1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 110,3,
%106,8, %96,5 olarak bulunmustur. Canli populasyon secilerek kapi alindiginda;
kontrol ve 1000U/ml TGFpB uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu, goreceli
olarak % 100+2,7 ve % 98,0+3,8 olarak bulunmustur. Total populasyon secilerek
kapt alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki CAIX

ekspresyonu, goreceli olarak % 100£15,1 ve % 89,0+16,0 olarak bulunmustur.

Ayni hiicrelerde akis sitometrik olarak yapilan hiicre dongiisii analizi
sonuclari, Sekil 3.26’da gosterilmektedir. 48 saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml
TGFp uygulanmis hiicrelerdeki G0/G1 fazindaki hiicre sayist ylizdeleri sirasiyla %
81,5+5,0 ve % 80,4+7,0 ; sentez fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirastyla % 9,0+£3,6
ve % 7,6+£2,9 ; G2/M fazindaki hiicre sayisi ylizdeleri sirasiyla % 9,4+4,0 ve %
11,4433 olarak bulunmustur. 48 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden
elde edilen sonuglara gore TGFp uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki
apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve
1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %
91,2+1,0 ve % 89,5+0,6 ; nekrotik hiicrelerin ytizdesi sirasiyla %8,4+1,0 ve 10,5+0,6

olarak bulunmustur ve sonuglar Sekil 3.26’da gosterilmistir.

Sekil 3.24 En yiiksek TGFp konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.25 48 saat sonundaki TGFP uygulanmis HT-29 hiicrelerinde CAIX’un akis
sitometrik analizi I. Canli populasyonda, farkli TGFP konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-
29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. Total populasyonda, farkli TGF konsantrasyonlarina maruz kalmisg
HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U)
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Sekil 3.26 48 saat sonundaki TGFB uygulanmig HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TGF konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde
48 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek TGFf
konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki hiicre canliligi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.

75



3.3.3 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 72 Saat TGFp Uygulamasi

72 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml TGFp’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted
mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en
yiksek konsantrasyon olan 1000 U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerin morfolojik
gortintlileri Sekil 3.27°de gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, TGFp
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 72 saatlik
kilturde, farkli TGFB konsantrasyonlar1 (100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml) uygulanan
HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki ekspresyonunun
akis sitometri ile yapilan optimizasyon calismasi hem canli populasyonda hem de
total populasyonda yapilmistir.  Canli populasyonda, kontrole (% 100) gore
100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml TGFp uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla %
102,4, % 90,7, % 98,7 olarak bulunmustur. Total populasyonda, kontrole (% 100)
gore 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml TGFp uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla
% 89, % 104,2, % 90,2 olarak bulunmustur. Canli populasyon segilerek kapi
alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TGFp uygulanmis hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu,
goreceli olarak % 100+£2,8 ve % 91,0+£5,9 olarak bulunmustur. Total populasyon
secilerek kapi alindiginda; kontrol ve 1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki
CAIX ekspresyonu, goreceli olarak % 100+£5,4 ve % 94,5+9.0 olarak bulunmustur.
Analiz sonuglari, Sekil 3.28’de gosterildigi gibi Kontrol ve sitokin uygulanmig

hiicrelerdeki CAIX ekspresyonu agisindan bir fark gozlenmemistir.

Ayn1 hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak hiicre dongtisii
analizi sonuglart Sekil 3.29°da gosterilmistir. 72 saatlik kiiltiirde, kontrol ve
1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri
strastyla % 81,1£5,8 ve % 81,8+1,8 Sentez fazindaki hiicre sayisi ylizdeleri sirasiyla
% 8,9+1,6 ve % 9,1+0,8 ; G2/M fazindaki hiicre sayisi ylizdeleri sirasiyla % 9,4+3.6
ve 8,8+0,4 olarak bulunmustur. 72 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden

elde edilen sonuglara gore TGFB uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki
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apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda
istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve
1000U/ml TGFB uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin ylizdesi sirasiyla %
86,2+1,2 ve % 87,3+3,5 ; nekrotik hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %13,1+1,0 ve
11,9+£3.,8 olarak bulunmustur. Bu deneyden elde edilen sonuglar Sekil 3.29°da
gosterilmektedir. Bu sonuglara gore, hem hiicre dongiisti analizinden hemde
AnnexinV analizinden elde edilen sonuglar degerlendiginde sitokin uygulanmig

hiicreler ile kontrol grubu arasinda bir fark izlenmemistir.

Sekil 3.27 En yiiksek TGF-B konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin 72 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B:1000U).
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Sekil 3.28 72 saat sonundaki TGFP uygulanmig HT-29 hiicrelerinde CAIX’un akis
sitometrik analizi I. Canli populasyonda, farkli TGFP konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-
29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. Total populasyonda, farkli TGFf konsantrasyonlarina maruz kalmisg
HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U)
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Sekil 3.29 72 saat sonundaki TGFB uygulanmig HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek TGFP konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde
72 saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek TGFp
konsantrasyonuna maruz kalmigs HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki hiicre canliligi ve
hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.
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3.4 ILle’mmm HT-29 Hiicrelerinde CAIX Protein Diizeyindeki
Ekspresyon Seviyesinin ve Hiicre Dongiisii, Apoptozis Uzerinde

Etkilerinin Belirlenmesi

3.4.1 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 24 Saat IL1a Uygulamasi

24 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 100,
500 ve 1000 U/ml IL1a’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted mikroskopta
cekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en yiiksek
konsantrasyon olan 1000 U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerin morfolojik goriintiileri

Sekil 3.30°da gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, IL1o,
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmustir.

24 saatlik kiiltiirde, farkli IL1oa konsantrasyonlart (100U/ml, 500U/ml,
1000U/ml) uygulanan HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX’un protein
seviyesindeki ekspresyonunun akis sitometri ile yapilan optimizasyon ¢aligsmasi hem
canli populasyonda hem de total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda,
kontrole (% 100) gore 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml IL10o uygulanmis hiicrelerdeki
sonuclar sirastyla % 97,0, % 106,3, % 104,2 olarak bulunmustur.  Total
populasyonda, kontrole (% 100) gore 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml ILla
uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 104,2, % 102,1, % 100,2 olarak

bulunmustur. Analiz sonuglari, Sekil 3.31°de gosterilmektedir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisli analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 24
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml ILla uygulanmis hiicrelerdeki GO0/G1
fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla % 80,7 ve % 83,3 Sentez fazindaki hiicre
sayist yiizdeleri sirasiyla % 7,3 ve % 6,2; G2/M fazindaki hiicre sayist yiizdeleri
sirasiyla % 12,6 ve 10,8 olarak bulunmustur. 24 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV
deneyinden elde edilen sonuglara gore ILl1a uygulanmis HT-29 kolon karsinom

hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki
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apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde
edilen kontrol ve 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin ytizdesi
sirastyla % 90,2 ve % 89,7 ; nekrotik hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %4,0 ve 4,6 olarak

bulunmustur. Analiz sonuglari, Sekil 3.32°de gosterilmektedir.

Sekil 3.30 En yiiksek IL-la konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin 24 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B: 1000U).
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Sekil 3.31 24 saat sonundaki IL-lo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde CAIX’un akis
sitometrik analizi I. Canli populasyonda, farkli IL-Io konsantrasyonlarina maruz kalmis HT-
29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. Total populasyonda, farkli IL-Ia. konsantrasyonlarina maruz kalmis
HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,

C:500U, D:1000U)
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Sekil 3.32 24 saat sonundaki ILIa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi L. En yiiksek [LIo konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 24
saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek ILIo. konsantrasyonuna
maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki hiicre canliligi ve hiicre nekrozu
AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.

3.4.2 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 48 Saat IL1a Uygulamasi

48 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 100,
500 ve 1000 U/ml IL1a’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted mikroskopta
cekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en yiiksek
konsantrasyon olan 1000 U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerin morfolojik goriintiileri

Sekil 3.33’da gosterilmistir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, ILla
konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 48 saatlik
kiiltirde, farkli IL1a konsantrasyonlarit (100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml) uygulanan
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HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX un protein seviyesindeki ekspresyonunun
akis sitometri ile yapilan optimizasyon calismasi hem canli populasyonda hem de
total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda, kontrole (% 100) gore
100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla %
104,0, % 108.8, % 105,5 olarak bulunmustur. Total populasyonda, kontrole (% 100)
gore 100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla
% 96,0, % 104,9, % 102,6 olarak bulunmustur. Analiz sonuglari, Sekil 3.34’te

gosterilmektedir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisti analizi akis sitometrik olarak yapilmustir. 48
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml ILla uygulanmis hiicrelerdeki GO0/G1
fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla % 65,5 ve % 65,6 Sentez fazindaki hiicre
sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 22.4 ve % 22.1; G2/M fazindaki hiicre sayisi1 yiizdeleri
sirastyla % 12,4 ve 12,7 olarak bulunmustur. 48 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV
deneyinden elde edilen sonuglara gore ILl1a uygulanmis HT-29 kolon karsinom
hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki
apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde
edilen kontrol ve 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi
strastyla % 90,1 ve % 87.9 ; nekrotik hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %7,5 ve 8,7 olarak
bulunmustur. Hem hiicre dongiisii hem de AnnexinV analizleri sonuglari, Sekil

3.35’te gosterilmektedir.

Sekil 3.33 En yiiksek IL-la konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B: 1000U).
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Sekil 3.34 48 saat sonundaki IL-lo uygulanmis HT-29 hiicrelerinde CAIX’un akis
sitometrik analizi I. Canli populasyonda, farkli IL-la konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-
29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. Total populasyonda, farkli IL-Ia. konsantrasyonlarina maruz kalmis
HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U)
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Sekil 3.35 48 saat sonundaki ILIoa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi I. En yiiksek [LIo konsantrasyonuna maruz kalmis HT-29 hiicrelerinde 48
saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek ILIo. konsantrasyonuna
maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki hiicre canliligi ve hiicre nekrozu
AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.

3.4.3 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Dozlarda 72 Saat IL1a Uygulamasi

72 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml IL1a’ya maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin inverted
mikroskopta ¢ekilen morfolojik goriintiileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve en
yiksek konsantrasyon olan 1000 U/ml ILlo uygulanmis hiicrelerin morfolojik

gortintiileri Sekil 3.36°da gosterilmistir.
Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz, IL1o

konsantrasyonunu belirleyebilmek i¢in, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik

analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 72 saatlik
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kiiltirde, farkli IL1a konsantrasyonlari (100U/ml, 500U/ml, 1000U/ml) uygulanan
HT-29 kolon kasinom hiicrelerinde CAIX un protein seviyesindeki ekspresyonunun
akis sitometri ile yapilan optimizasyon calismasi hem canli populasyonda hem de
total populasyonda yapilmistir. Canli populasyonda, kontrole (% 100) gore
100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla %
89,0, % 99.3, % 112.7 olarak bulunmustur. Total populasyonda, kontrole (% 100)
gore 100U/ml, 500U/ml ve 1000U/ml ILlo uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar
sirastyla % 90,5, % 92,3, % 107,2 olarak bulunmustur. Analiz sonuglar1 Sekil
3.37°de gosterilmektedir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 72
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U/ml ILl1a uygulanmis hiicrelerdeki GO0/G1
fazindaki hiicre sayis1 ylizdeleri sirasiyla % 76,4 ve % 74,8 Sentez fazindaki hiicre
sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 10,7 ve % 11.,4; G2/M fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri
sirastyla % 12,1 ve 14,3 olarak bulunmustur. 72 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV
deneyinden elde edilen sonuglara gore ILl1a uygulanmis HT-29 kolon karsinom
hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki
apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir fark bulunmamistir. Bu deneyden elde
edilen kontrol ve 1000U/ml IL1a uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi
sirastyla % 84 ve % 84,9 ; nekrotik hiicrelerin yiizdesi sirasiyla %15 ve %13,9 olarak
bulunmustur. Hem hiicre dongiisii hem de AnnexinV analiz sonuglari, Sekil 3.38de

gosterilmektedir.

Sekil 3.36 En yliksek ILIa konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 72
saat sonundaki morfolojik goriintiisii (A:Kontrol, B: 1000U).
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Sekil 3.37 72 saat sonundaki ILIa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde CAIX un akis sitometrik
analizi I. Canli populasyonda, farkli IL-lo konsantrasyonlarina maruz kalmig HT-29
hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U). II. Total populasyonda, farkli IL-Ia. konsantrasyonlarina maruz kalmis
HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CAIX’un akis sitometrik analizi (A:Kontrol, B:100U,
C:500U, D:1000U)
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Sekil 3.38 72 saat sonundaki ILIoa uygulanmis HT-29 hiicrelerinde hiicre dongiisii ve
AnnexinV analizi L. En yiiksek [LIo konsantrasyonuna maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 72
saat sonundaki hiicre dongiisii (A:Kontrol, B: 1000U). II. En yiiksek ILIo. konsantrasyonuna
maruz kalmig HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki hiicre canliligi ve hiicre nekrozu
AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.

3.5 Farkh Sitokin Kombinasyonlarimin HT-29 Hiicrelerinde C49 mRNA
ve Protein Diizeyindeki Ekspresyon Seviyelerinin ve Hiicre Dongiisii,

Apoptozis Uzerinde Etkilerinin Belirlenmesi

3.5.1 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Sitokin Kombinasyonlarinin 24 Saat

Uygulamasi

24 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 1000
U/ml farkli sitokin kombinasyonlarina (IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve
TGFB) maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin inverted mikroskopta c¢ekilen morfolojik

gortintlileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve farkli sitokin kombinasyonlari
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uygulanmis hiicrelerin morfolojik goriintiileri Sekil 3.43°te gosterilmektedir. TNFa
ve TGFP kombinasyonunda, kontrole gore hiicre sayisi agisindan bir azalis dikkati

cekmektedir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz sitokin
kombinasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 24 saatlik
kiiltirde, farkli sitokin kombinasyonlarinin en yiiksek konsantrasyonu uygulanan
HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki ekspresyonunun akis
sitometri ile yapilan analizi hem canli populasyonda hem de total populasyonda
yapitlmistir.  Canli populasyondaki hiicrelerden kapi alindiginda; Kontrole (%
100£12,4) gore 1000U/ml IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB, TNFa ve TGFp
uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 103,242,0, % 109,1+6,5, % 82,3+5,1
olarak bulunmustur. Total populasyondaki hiicrelerden kap1 alindiginda; kontrole (%
100+£7,4) gore 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB, TNFa ve TGFpB uygulanmig
hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 78,7+1,3, % 109,844,2, % 65,5+3,7 olarak

bulunmugtur. Analiz sonuglar1 Sekil 3.40°ta gosterilmektedir.

Ayni1 hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 24
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve
TGFP uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla %
79.7£1,4 , % 84,9404 ; % 83,3+£0,8 , % 89,7+0,7 Sentez fazindaki hiicre sayisi
ylizdeleri sirasiyla % 7,5 £0.,2 , % 4,9+0,2 ; % 5,8+0.,5 , % 3,1+0,2 ; G2/M fazindaki
hiicre sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 13,2+0,8 , % 10,3+£0,2 , % 10,9+£0,2 , % 7,4+0.4
olarak bulunmustur. 24 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden elde edilen
sonuglara goére 1000U 1000U ILla ve TNFa, ILla ve TGFB,ITNFa ve TGFf
uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin
uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve 1000U IL1a ve TNFa, IL1a
ve TGFB,TNFa ve TGFp uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin ylizdesi sirasiyla
% 89,5+0,7 , % 78.2+5,2 ; % 91,3+£0,7 , % 83,8+5.7 ; nekrotik hiicrelerin ytizdesi
sirastyla %9,5+£0,7 , 21,4+5.3 , % 8,1+0,7 , % 15,8+5,5 olarak bulunmustur. Hem

hiicre dongiisti hem de AnnexinV analiz sonuglar1 Sekil 3.41°de gosterilmektedir. 24
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saatlik kiiltiirde , kontrol ve 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve TGFf
uygulanmig hiicrelerdeki C49 RNA ekspresyonunun Gergek zamanli PZR ile analizi
sonucunda; 1000U/ml IL1a ve TNFa, TNFa ve TGFB uygulanmis hiicrelerdeki
sonuclar sirasiyla, kontrole gore 1,3+0,2 ve 2,4+0,07 kat azalis gosterilmistir. Sekil
3.46°da gosterilen TNFa ve TGFB kombinasyonundaki azalis istatistksel olarak

anlamlidir.

Sekil 3.39 Farkli sitokin kombinasyonlarina maruz kalmis HT-29 hiicrelerinin 24 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii [A:Kontrol, B:1000U(IL1a ve TNFa), C:1000U(IL1a ve
TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFB)].
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Sekil 3.40 24 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29
hiicrelerinde CAIX’un akig sitometrik analizi I. Canli populasyonda farkli sitokin
kombinasyonlari uygulamis HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki CA IX’un akig
sitometrik analizi . [A:Kontrol, B:1000U(IL1a. ve TNFa), C:1000U(IL1a. ve TGF),
D:1000U(TNFa ve TGFp)]. II. Total populasyonda farkli sitokin kombinasyonlari
uygulamis HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki CA IX’un akis sitometrik analizi .
[A:Kontrol, B:1000U(IL1a. ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve
TGEFR)]. (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.41 24 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29
hiicrelerinde hiicre dongiisii ve AnnexinV analizi I. Farkli sitokin kombinasyonlari
uygulanmis HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki hiicre dongiisii [A:Kontrol,
B:1000U(IL1ae ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve TGFp)].IL
Farkl1 sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 24 saat sonundaki hiicre
ile gosterilmistir.

canliligi ve hiicre nekrozu AnnexinV deneyi

B:1000U(IL1a ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFp)]. (*

p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)

93

B

=l

10000 Ll o-TNFe 10000 LleTGFF 10000 TNFo-TGFR

oGoG1
@ Sentez
=5G2ZM

O Hiicre Nekrozu
@ Hiicre Canhihg

[A:Kontrol,



24 Saat Real time PCR
C49 Total RNA Fkspresyonu

EAT AZALISN
= — r
= T = T k h W

EONTROL 10000 ILYee-TNFee 10000 THFe- TGES

Sekil 3.42 24 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 (100U IL1a ve TNFa ile
1000U TNFa ve TGFp) uygulanmis HT-29 hiicrelerinde RNA ekspresyonunun kat
azalist. (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)

3.5.2 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Sitokin Kombinasyonlarinin 48 Saat

Uygulamasi

48 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 1000
U/ml farkli sitokin kombinasyonlarina (IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve
TGFB) maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin inverted mikroskopta ¢ekilen morfolojik
gortintlileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve farkli sitokin kombinasyonlari

uygulanmis hiicrelerin morfolojik goriintiileri Sekil 3.43°te gosterilmektedir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz sitokin
kombinasyonunu belirleyebilmek icin, Boliim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 48 saatlik
kiiltirde, farkli sitokin kombinasyonlarinin en yiiksek konsantrasyonu uygulanan
HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki ekspresyonunun akis
sitometri ile yapilan analizi hem canli populasyonda hem de total populasyonda
yaptlmistir.  Canli populasyondaki hiicrelerden kapi alindiginda; Kontrole (%
100+3,7) gore 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB, TNFa ve TGFB uygulanmig
hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 92,3+13,4, % 117,5+£20.,4, % 104,1+£24,5 olarak

94



bulunmustur. Total populasyondaki hiicrelerden kapi alindiginda; kontrole (%
100+11,5) gore 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve TGFf uygulanmis
hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla % 66,1+11,9, % 123,5£21,5, % 61,04£8,2 olarak

bulunmustur. Analiz sonuglari, Sekil 3.44°te gosterilmektedir.

Ayni1 hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 48
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve
TGFP uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayisi yiizdeleri sirasiyla %
87,0£0,7 , % 89,4+0,2 ; % 87,3+4,2 , % 90,5+0,4 Sentez fazindaki hiicre sayisi
ylizdeleri sirasiyla % 6,5 £2.8 , % 3.,7+1,1 ; % 3.8+0.,2 , % 3,2+1,0 ; G2/M fazindaki
hiicre sayis1 yiizdeleri sirasiyla % 7,2+3,1 , % 6,7+0,8 , % 6,3+0,8 , % 6,3+0,6 olarak
bulunmustur. 48 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden elde edilen
sonuglara goére 1000U 1000U ILla ve TNFa, ILla ve TGFB,ITNFa ve TGFp
uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin
uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve 1000U IL1a ve TNFa, IL1a
ve TGFB,TNFa ve TGFp uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin ylizdesi sirasiyla
% 87,5+1,2 , % 73.8+0,7; % 85,7+0.,3, % 82,1+4,1 ; nekrotik hiicrelerin ylizdesi
sirastyla %11,7£1,0 , 25,5+0.,2 , % 13,4+0,3 , % 17,4+4,2 olarak bulunmustur. Hem
hiicre dongiisti hem de AnnexinV analizlerinden elde edilen sonuglar, Sekil 3.45°te

gosterilmektedir.

48 saatlik kiiltiirde , kontrol ve 1000U/ml IL1a ve TNFa, TNFa ve TGFp
uygulanmis hiicrelerdeki C49 RNA ekspresyonunun Gergek zamanli PZR ile analizi
sonucunda; 1000U/ml IL1a ve TNFa, TNFoa ve TGFB uygulanmis hiicrelerdeki
sonuclar sirastyla, kontrole gore 3,9+1,2 ve 3,4+2,1 kat azalis gosterilmistir. Sekil
3.46°da gosterilen hem IL1a ve TNFo hem de TNFa ve TGFP kombinasyonundaki

azalis istatistksel olarak anlamlidir.
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Sekil 3.43 Farkli sitokin kombinasyonlarma maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 48 saat
sonundaki morfolojik goriintiisii [A:Kontrol, B:1000U(IL1a. ve TNFa), C:1000U(IL1a. ve
TGEFp), D:1000U(TNFa ve TGFB)].
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Sekil 3.44 48 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlart uygulanmis HT-29 hiicrelerinde
CAIX’un akig sitometrik analizi I. Canli populasyonda farkli sitokin kombinasyonlari
uygulamis HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki CA IX’un akig sitometrik analizi .
[A:Kontrol, B:1000U(IL1oc ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve
TGFB)]. II. Total populasyonda farkli sitokin kombinasyonlari uygulamis HT-29
hiicrelerinde 48 saat sonundaki CA IX’un akis sitometrik analizi . [A:Kontrol,
B:1000U(IL1a ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFp)]. (* p<0,05
istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.45 48 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29
hiicrelerinde hiicre dongiisii ve AnnexinV analizi 1. Farkli sitokin kombinasyonlari
uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki hiicre dongiisii [A:Kontrol,
B:1000U(IL1ae ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve TGFp)].IL
Farkl1 sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 48 saat sonundaki hiicre
canliligi ve hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.  [A:Kontrol,
B:1000U(IL1ae ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFB)]. (*
p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.46 48 saat sonundaki farkl: sitokin kombinasyonlar1 (100U IL1a ve TNFa ile 1000U
TNFa ve TGFp) uygulanmis HT-29 hiicrelerinde RNA ekspresyonunun kat azalis
(* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)

3.5.3 HT-29 Hiicrelerinde Farkh Sitokin Kombinasyonlarimin 72 Saat

Uygulamasi

72 saatlik inkiibasyon sonunda sitokin uygulanmamis kontrol grubu ve 1000
U/ml farkli sitokin kombinasyonlarina (IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB, TNFa ve
TGFB) maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin inverted mikroskopta c¢ekilen morfolojik
gortintlileri degerlendirilmistir. Kontrol grubu ve farkli sitokin kombinasyonlar

uygulanmig hiicrelerin morfolojik goriintiileri Sekil 3.47°de gosterilmektedir.

Oncelikle, CAIX protein ekspresyonunda fark gorebilecegimiz sitokin
kombinasyonunu belirleyebilmek i¢in, Bolim 2’de belirtildigi gibi akis sitometrik
analiz yapilmistir. Bu analizde PE etiketli CAIX antikoru kullanilmistir. 48 saatlik
kiltirde, farkli sitokin kombinasyonlarinin en yiiksek konsantrasyonu uygulanan
HT-29 kolon hiicrelerinde CAIX’un protein seviyesindeki ekspresyonunun akis
sitometri ile yapilan analizi hem canli populasyonda hem de total populasyonda
yapilmistir. Canli populasyon segilerek kapi alindiginda; Kontrole (% 100+14,0)
gore 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve TGFB uygulanmis hiicrelerdeki
sonuglar sirastyla % 83,2+12,6, % 110,9+13.8, % 53,2+13.,4 olarak bulunmustur.
Total populasyon secilerek kapi alindiginda; kontrole (% 100+14,0) gore 1000U
[L1a ve TNFa, IL1o ve TGFB,TNFa ve TGFB uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar
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sirastyla % 47,9+£9,5, % 105,3+18,1, % 21,4+6,1 olarak bulunmustur. Analiz
sonuclar1 Sekil 3.48°de gosterilmektedir.

Ayni hiicrelerde hiicre dongiisii analizi akis sitometrik olarak yapilmistir. 72
saatlik kiiltiirde, kontrol ve 1000U 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve TGFB,TNFa ve
TGFP uygulanmis hiicrelerdeki GO/G1 fazindaki hiicre sayis1 ytizdeleri sirasiyla %
75,241,0 , % 82,0+0,9 ; % 78,9+0,3 , % 86,2+5,8 Sentez fazindaki hiicre sayisi
yuizdeleri sirasiyla % 10,9 £0.,4 , % 5,9+0,7 ; % 5,8+1,3 , % 5,7+0,7 ; G2/M fazindaki
hiicre sayis1 ytizdeleri sirasiyla % 13.,4£1,2 , % 11,9+£0,3 , % 15,1£1,1 , % 11,5+0,2
olarak bulunmustur. 72 saatlik kiiltiirde yapilan AnnexinV deneyinden elde edilen
sonuglara gore 1000U 1000U ILl1a ve TNFoa, IL1a ve TGFB,TNFa ve TGFf
uygulanmis HT-29 kolon karsinom hiicrelerindeki apoptozis ile sitokin
uygulanmamis kontrol grubu hiicrelerindeki apoptozis arasinda istatistiksel olarak bir
fark bulunmamistir. Bu deneyden elde edilen kontrol ve 1000U IL1a ve TNFa, IL1a
ve TGFB,TNFa ve TGFp uygulanmis hiicrelerdeki canli hiicrelerin yiizdesi sirasiyla
% 84,1+£0,6 , % 76,8+1,2; % 86,7+0.,4, % 75,9+1,5 ; nekrotik hiicrelerin ytizdesi
sirasiyla %14,8+0,5 , 22,4+1,0 , % 12,7+£0,4 , % 20,3+5,8 olarak bulunmustur. Hem
hiicre dongtisii hem de AnnexinV analizlerinde elde edilen sonuglar Sekil 3.49°da
gosterilmektedir. 72 saatlik kiiltiirde , kontrol ve 1000U IL1a ve TNFa, IL1a ve
TGFB, TNFoa ve TGFB uygulanmis hiicrelerdeki CA9 total RNA ekspresyonunun
Gergek zamanli PZR ile analizi sonucunda; 1000U/ml IL1o ve TNFa, TNFa ve
TGFP uygulanmis hiicrelerdeki sonuglar sirasiyla, kontrole gore 15,7+7,9 ve 7+0,14
kat azalig gosterilmistir. Sekil 3.50’de gosterilen hem IL1a ve TNFa hem de TNFa

ve TGFf kombinasyonundaki azalis istatistksel olarak anlamlidir.
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Sekil 3.47 Farkli sitokin kombinasyonlarma maruz kalmig HT-29 hiicrelerinin 72 saat

sonundaki morfolojik goriintiisii [A:Kontrol, B:1000U(IL1a ve TNFa), C:1000U(IL1a ve
TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFp)].
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Sekil 3.48 72 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29
hiicrelerinde CAIX’un akig sitometrik analizi I. Canli populasyonda farkli sitokin
kombinasyonlari uygulamis HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CA IX’un akig
sitometrik analizi . [A:Kontrol, B:1000U(IL1a. ve TNFa), C:1000U(IL1a. ve TGF),
D:1000U(TNFa ve TGFp)]. II. Total populasyonda farkli sitokin kombinasyonlari
uygulamis HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki CA IX’un akis sitometrik analizi .
[A:Kontrol, B:1000U(IL1a. ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve
TGEFR)]. (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.49 72 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29
hiicrelerinde hiicre dongiisii ve AnnexinV analizi 1. Farkli sitokin kombinasyonlari
uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki hiicre dongiisii [A:Kontrol,
B:1000U(IL1ae ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFp), D:1000U(TNFa ve TGFp)].IL
Farkli sitokin kombinasyonlar1 uygulanmig HT-29 hiicrelerinde 72 saat sonundaki hiicre
canliligt ve hiicre nekrozu AnnexinV deneyi ile gosterilmistir.  [A:Kontrol,
B:1000U(IL1ee ve TNFa), C:1000U(IL1a ve TGFB), D:1000U(TNFa ve TGFB)]. (*
p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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Sekil 3.50 72 saat sonundaki farkli sitokin kombinasyonlar1 (100U IL1a ve TNFa ile
1000U TNFa ve TGFp) uygulanmis HT-29 hiicrelerinde RNA ekspresyonunun kat
azalisi. (* p<0,05 istatistiksel olarak anlamlidir.)
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4. TARTISMA VE SONUC

Hiicrelerin hipoksik kosullara adaptasyonuyla birlikte tiimér metabolizmasi
ve mikrogevredeki degisimler, tlimoriin gelismesi agisindan ¢ok Snemlidir [107,
108]. Transmembran karbonik anhidraz enzimlerinden CAIX, tim6r metabolizmasi
ile iligkili olarak bilinen en 6nemli enzimlerdendir. Bu enzim, igerdigi hiicre dist
enzim aktif bolgesi ile CO,’in bikarbonat ve protona hidratasyonu reaksiyonunu
katalizler. Ayrica hiicre-hiicre adezyonu araciligi ile de tiimor invazyonunda rol
oynar. CAIX’un normal dokulardaki ekspresyonu olduk¢a kisitlidir. Bununla
birlikte, tiimoriin hipoksik kosullar ile artan CAIX ekspresyonu cesitli tiimorlerle
olan baglantisin1 agik¢a ortaya koymaktadir [109]. Bu indiiksiyon CA49
promotorunda bulunan HRE’ye bir transkripsiyon faktorii olan HIF-1’in baglanmasi
ile ger¢eklesir. Bu nedenlerden dolayr CAIX, tiimo6r hipoksiyasi ac¢isindan giiglii bir
belirte¢ olarak dikkati ¢ekmektedir [110]. Ayrica, prediktif ve prognostik degeri
cesitli klinik calismalarda gosterilmektedir [3].

Kanser gelisimi siirecinde hiicreler, pek ¢cok genetik ve epigenetik degisimler
gegirirler ve bu degisiklikler anormal fenotip gelismesine Onciiliik ederken timor
metabolizmast ve mikrogevresini etkiler. Bu sartlar altinda kanserin kilometre
taglarindan birisi olan hiicrelerin diizensiz proliferasyonu ortaya c¢ikar. Malin
transformasyon ve karbonik anhidrazlarin ekspresyonu arasindaki iligki tiimorle
iligkili CA izoenzimlerinden CAIX ve CAXII’nin kesfine kadar net olarak ortaya
cikarilamamisti. Son zamanlarda 6zellikle CAIX ve gesitli kanserlerle iliskili olarak
yapilan calismalar, dikkatleri bu enzim iizerine ¢ekmeyi basarmistir [3]. Bu
baglamda yapilan ¢alismalar sonucunda, kolon kanserinde 6nemli rol oynayan bazi
sitokinler ile CAIX ekspresyonu arasindaki iligkiye yonelik arastirmalarin
yetersizligi nedeniyle bu tez arastirmasi planlanmistir. Bunun yaninda kanserde
onemli mekanizmalardan birisi olan apoptozis ve timdr metabolizmasinda 6nemli rol
oynayan degisik kontrol noktalarini da igeren hiicre dongiisii de ¢alismaya dahil

edilmistir.
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Kolerektal tiimorlerde hiicre proliferasyonu ve displazi ile CAIX arasindaki
baglantiya yonelik kanitlar, Sarnio ve arkadaslar tarafindan ortaya konmustur [111].
Bu calismada, kolorektal tiimorlerde CAIX ekspresyonu ile niiklear Ki-67 antijeninin
ekspresyonunda paralellik gostermektedir [111]. Ki-67 antijeni de kolonda hiicre
proliferasyonu agisindan onemli bir belirtegtir [112]. Ayrica, Ki-67 immunoreaktif
ozelligiyle dikkat ¢eken hizli ¢ogalan hiicrelerin bulundugu bolgelerde CAIX
ekspresyonunun varligimi  gostermislerdir [111]. 2001 yilinda, Ivanov ve
arkadaslarinin yaptig1 bir ¢alismada elde edilen sonuglara gore, artan CAIX protein
ekspresyonu seffaf hiicreli bobrek karsinomasi [58, 59] ve kolorektal tiimorlerde [60,
113] diagnostik bir belirte¢ olarak kullanilabilecegini desteklemistir [13]. Bu
bulgular dikkate alindiginda CAIX’un tiimor farklilasmasinda iyi bir indikator
oldugu acik¢ca soylenemese de bu proteinin hiicre biiyiimesi ile kesin bir iligkisi
vardir, fakat mekanizmasi daha aydinlatilamamistir. CAIX’un biyobelirte¢ olarak
kullanilmasinin yaninda hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda da aktif gorevler
tstlenmektedir. Bazi timor ¢esitlerinde, CA bolgesi ve bu molekiiliin diger
bolgelerinin hiicre biiylimesinin regiilasyonunda yer almasi sebebiyle CAIX un hizli
cogalan tlimor hiicrelerindeki ekspresyonu artis gostermektedir [114]. Bizim
calismamizda, kolon hiicreleri GO/G1 evresinde iken CAIX’un kolon hiicrelerindeki
ifadesinin azalmasi bu bulgular1 destekler niteliktedir. Baska bir ¢alismada, erken
CAIX araciligryla gergeklesen hipoksik cevabin goézlendigi normal mukoza ile
kolorektal kanserler karsilastirildiginda, kolorektal kanserlerde artan CAIX
ekspresyonu gosterilmistir [111, 115, 116]. 2003 yilinda yapilan bir ¢alismada,
azalan oksijen miktarina kargi artan CAIX ekspresyonu gozlenen HT-29 kolon
karsinoma hiicreleri, nude-fare modelinde tiimorlestirici potansiyel tasidigi
gosterilmistir [117]. 2007 yilinda yapilan bir ¢alismada, HNNPC’de CAIX’un
tedavide hedef genler arasinda yer alabilecegi agik¢a ortaya c¢ikarilmistir [106].
Bizim c¢alismamizda TNF’e karsit kolon hiicrelerinin cevabinda CAIX ifadesinde
azalis bulunmustur. Bu a¢idan bakildiginda da TNF’in i¢inde bulundugu tedavi edici

kombinasyonlar, tlimoriin tedavisinde yeni ufuklar agabilir.

Kolorektal kanser diinyada g6zlenen tigiincii en yaygin kanser tiirtidiir. Kolon

ve rektal kanser, erkeklerde biitiin kanserlerin % 9’unu, kadinlarda % 10’unu
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olusturmaktadir. Diinyada her yil 395.000 kisinin hayati, kolorektal kanserden
dolay1 6liimle sonuglanmaktadir [116, 118].

Sitokinler genel anlamda, hiicresel reaksiyonlar1 diizenleyici 6zellikleri olan
aynt zamanda da gelen uyarilara karsi hiicrenin cevabinda salgilanarak hedef
hiicreleri etkileyen biyolojik molekiillerdir. Sitokinlerin tlimér metabolizmasinda,
hiicre ¢ogalmasi, farklilasmasi ve invazyonu gibi kanser ag¢isindan Onemli
olaylardaki rolleri bilinmektedir. Bunun yaninda hiicrenin 6liim mekanizmalarindan
apoptozis ve hiicre nekrozundaki rolleri ve hiicre donglistine olan etkileri
dustintldtiginde, bu c¢alismanin ic¢inde yer almislardir. Ayrica kanserde
immuntedavide kullanilmalar1 da sitokin ¢alismalarinin 6nemini daha fazla
arttirmaktadir. Bu agilardan bakildiginda kolorektal kanserde onemli bir belirteg
olan CA9un regiilasyonunda sitokinlerin katkilarinin aragtirilmasi amaciyla bu
calisma dizayn edilmistir. Sitokinlerin hiicre dongiisii ve apotozisteki fonksiyonlar
dikkate alindig1 zaman tez c¢alismasina hiicre dongiisii ve apoptozis arastirmalar1 da
ilave edilmistir. Boylece hem CAIX ve sitokinler arasindaki iliski ortaya ¢ikarilacak
hem de sitokinler, CAIX, hiicre dongiisii ve apoptozis olaylar1 arasindaki baglantilar

ortaya ¢ikarilacaktir.

Bu amagla kolon kanseri ile ilgili calismalarda model olarak kullanilan HT-29
hiicreleri kullanilmistir. Bu hiicrelerin ¢alismalardaki 6nemi, kolonik epitelin pek
cok ozelligini gostermeleridir. Diger taraftan bagirsak hiicre biiylimesine yonelik
olarak yapilan arastirmalarda yaygin olarak kullanilmaktadirlar [119]. HT-29 kolon
karsinoma hiicrelerinde G250/MN/CA9 antijen ekspresyonu, flow sitometrik olarak
analiz edildiginde, pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi % 58,0+% 18,1 olarak
bulunmustur [120]. Bu sonuglar, bizim arastirmamizda HT29 kolon hiicrelerinde

bulunan CAIX pozitifligi ile korelasyon gostermektedir.

CAIX pozitifligi daha o©nceki ¢alismalarda gosterilmis olan HT-29
hiicrelerinde, tlimor biyolojisi agisindan 6nemli ti¢ farkli sitokinin (TNFa, TGFf ve
[L1a) caligmaya tek tek etkileri incelenirken, sitokinlerin sinerjistik ve antogonistik
etkilerinin belirlenmesi i¢in, sitokinlerin ikili kombinasyonlar1 (IL1a ve TNFa, IL1a

ve TGFB, TNFa ve TGFp) da dahil edilmistir. Bu sitokinlerin, en farkli doz ve farkl
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zaman araliklarinda uygulanarak, CAIX’un hem protein hem de mRNA diizeyinde
ekspresyonuna olan etkileri arastirilmistir. Ayrica, timor gelisiminde 6nemli olan
hiicre dongiisii ve apoptozis parametreleri de bakilarak CAIX, hiicre dongiisi ve

apoptoz arasindaki iligki kolon karsinoma modelinde aydinlatilmaya ¢alisilmistir.

IL1a ve TNFa, proinflamatuar sitokinlerdir ve inflamasyonla gerceklesen
indiiksiyonlar1 pek c¢ok genin ekspresyonunda etkilidir. Karsinogenezin
patogenezinde, ayni zamanda tiimoriin biiylimesi ve yayilmasinda [L1a ve TNFa gibi
sitokinler, reaktif oksijen tiirlerinin {iretiminde ve karsinogenezde rol oynayan
notrofilleri ¢eken kemokinleri indiiklerler [121]. Kanser gelisimi ile onkogenlerin
ekspresyonu arasindaki baglantiy1 ortaya koyacak pek ¢ok arastirma vardir. Bunun
yaninda kronik inflamasyon ve sitokin {retimi arasindaki iligkinin varligi,
karsinogenez siirecinde ilave mekanizmalar1 da ortaya c¢ikarmaktadir [122].
Kanserde NFkB aktivasyonu, ¢esitli timorlerde 6nemli bir rol oynamaktadir [122].
Ayrica immun cevapta rol oynayan genlerin diizenlenmesinde de ¢ok Onemlidir.
Fakat onkogenlerin ekspresyonu ve pro-inflamatuar sitokinler arasindaki iligski halen
tam olarak ortaya ¢ikarilamamistir. Bu konudaki bulgularin eksikligi sebebiyle bu
tez calismasinda tiimorle iliskili bir gen olan CA9 ile sitokinler arasindaki iligki
arastirilmigtir. Bu konuda daha oOnceden yapilan bir calisma olmamasi

arastirmamizdaki bulgularin 6nemini daha da artirmaktadir.

Insanlarda, malin hastaliklarda immunterapi potansiyeli uzun yillardir
arastirmacilar igin ilgi odag1 olmustur. In vitro olarak insan tiimérlerini yok etme
kapasitesine sahip immun efektdr hiicreleri tanimlanmustir [123]. Insani1 da igeren
pek ¢ok omurgali hiicresinde, tiimorle iligkili antijenleri taniyan monoklonal
antikorlar tiretilmistir [123]. Host cevabinin hem aktif hem de pasif olarak artigina
yonelik yapilan immunterapiye yonelik giincel yaklasimlar arasinda, interferon ve
interlokinlerle immun efektor hiicre fonksiyonlarinin spesifik olmayan stimiilasyonu
gergeklesir. Lenfoid hiicreler ve monoklonal antikorlarla adaptif tedavi teknik olarak
daha miimkiindiir. Aktive olan immun efektor hiicreler tarafindan iiretilen TNF gibi
molekiillerin tiimdriin hiicre proliferasyonunu dogrudan regiile ettigi gosterilmistir
[123].  Pro-inflamatuar sitokinlerin en ©Onemli iiyesi olan TNF’in anti-timor

aktvitesine yonelik pek c¢ok c¢alisma vardir. Rekombinant DNA teknolojisi ile
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tretilen TNFa ile yapilan in vitro calismalarda, pek c¢ok tiimér hiicresinde
proliferasyonu inhibe ettigi bulunmustur. Yaklasik olarak %30-%40 civarinda timor
hiicre serisinin bu molekiille inhibisyonu gosterilmistir [124-126]. Endotel hiicreleri
disinda ¢ogu diploid transforme olmamis hiicrelerde TNFo’nin anti-proliferatif
etkisine direng gelistirdikleri gozlenmistir [127, 128]. TNFao’ nin pleitropik biyolojik
etkileri arasinda anjiogenezde stimiilator etkisi soyleneblir [127, 129].
Anjiogenezdeki bu etki, endotel hiicre proliferasyonundaki inhibitor etkisi ile
celismektedir. TNFo’nin anti-tiimor etkisi, anti-proliferatif etkisiyle dogrudan ilgili
gibi goriinse de bu durum olduke¢a karmasiktir. Bu molekiil ile ilgili olarak pek ¢ok
klinik calisma yapilmistir. Kolorektal karsinomlarda ve yumusak doku
sarkomlarinda faz [ denemelerinde timdr regresyonu go6zlenmistir.  Hiicre
fonksiyonlarini diizenleyen TNFa, tiimo6r hiicre proliferasyonunu dogrudan etkiler,
immun sistemi modiile eder. Bundan dolay1 pek ¢ok tiimérde terapétik rolii tespit

edilmistir [123].

IL1a ailesi molekilleri, tiimor bolgelerinde yogun bir sekilde ekspre
olmaktadirlar ve tiimorlesmeyi etkileyen potansiyel sitokinlerdir. IL1la, Timor
invazyonu, malin hiicrelerle konak¢inin immiin sistemi arasindaki baglantinin

kurulmasi gibi timdrlesme siirecinde her asamada etkilidir [104].

TGFB, c¢esitli  hiicre tiplerinde malin transformasyonu ve timor
progresyonunu destekler. TGFp tiretimi kolon kanseri de dahil ¢esitli kanserlerde
yakin komsulariyla kiyaslandiginda artis egilimindedir [130]. Onkogenlerin baskin
oldugu hiicrelerin transformasyonu TGFB genininin transkripsiyonunu aktive eder
[131, 132]. Kolerektal kanserde yapilan g¢alismalarda, primer tiimoérde yiiksek
seviyede TGFf ekspresyonu ileri sathalarla iliskilidir. Tiimoriin biiytimesini etkilyen
cesitli mekanizmalar vardir. TGFB timoér immun yasami baskilar. TGFP iyi
diferensiye olmus primer kolon karsinomalarda biiyiimeyi inhibe edici bir etki
gosterirken zayif diferensiye olmus hiicrelerin invazyonunu ve proliferasyonunu
tesvik eder [133]. Karsinogenezde TGFfB’nin divergent etkisi epitel hiicrelerinin
diferensiye durumuna ve proliferatif kapasitesine baglidir. Transformasyon meydana

geldikten sonra tiimor hiicre yasamni, invazyonunu ve metastazini tesvik eder [133].
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Spurling ve arkadaslari, 2008 yilinda kolon karsinoma hiicrelerinde, tipki
CAIX gibi pek c¢ok kanser tiiriinde ekspre olan Histondeasetilaz 3’iin ekspresyon
seviyesine TNFo’nin etkisini inceledikleri arastirmada; TNFo’nin Histondeasetilazin
ekspresyonunda diistise sebep oldugunu bulmuglardir. Ayrica, yine bu ¢alismada,
TNFa’nin kolon karsinoma hiicrelerindeki hiicre dongtisiine baktiklarinda G0/G1
sathasinda hiicrelerin tutuklandigini gostermislerdir [134].  TNFa ve IFNy

kombinasyonunun, HT-29 hiicrelerinde apoptozisi indiikledigi gosterilmistir [119].

HT-29 kolon karsinoma hiicrelerinde G250/MN/CA9 antijen ekspresyonu,
flow sitometrik olarak analiz edildiginde, pozitif boyanan hiicrelerin yiizdesi %

58,0+% 18,1 olarak bulunmustur [120].

Kimerik G250 ile timoérii hedefleyen klinik ¢alismalarda, RCC hastalarinda
radyoimmunoterapide bu antikorun potansiyel kullanimindan bahsetmislerdir. Daha
sonraki asamalarda, bu antikorun sitokinlerle birlikte kombinasyon yapilarak
kullanilabilecegini ongormislerdir [135]. Kimerik G250 antikoru ile TNFo’nin
sinerjistik etkisi, RCC hastalarindaki anti-tiimoér etkisi yeni tedavi yaklagimlarinin

gelistirilmesinde 6nemli bir ¢alisma olmustur [136].

Oncelikle CAIX ekspresyonunun akis sitometrik olarak analizini yapmak i¢in
HT-29 hiicreleri Tripsin EDTA yardimiyla flasktan alinip hiicre siispansiyonu
hazirlandi.  Yapilan okumalarda, sitokin uygulanmis ornekler ile kontrol grubu
arasinda ekspresyon acisindan bir fark gézlenemedigi icin hiicrelerin stispansiyon
haline getirmek amacl baska yontemler denenmistir. Ikinci olarak, hiicre kaziyici ile
elde ettigimiz hiicre silispansiyonunda yaptigimiz CAIX okumalarinda sitokin
uyguladigimiz ornekler ile kontrol grubu arasinda anlamli farklar bulundu. Bu
optimizasyon calismasindan elde ettigimiz sonuglara gore adherent hiicrelerden
Tripsin EDTA ile elde edilen hiicre siispasiyonundan CAIX ekspresyonun flow
sitometrik analizi i¢in uygun olmadigna karar verildi. Adherent hiicrelerde,
CAIX’un protein diizeyindeki ekspresyonunu flow sitometrik olarak ¢alismak i¢in
hiicre kaziyici kullanilarak hiicre stispansiyonu hazirlanmasinin uygun olabilecegini

soyleyebiliriz.
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Arastirmamizda ilk olarak, 24, 48 ve 72 saat sonunda, 1000U/ml TNFa’
uygulanan HT-29 hiicrelerinde CAIX ekspresyonu incelendiginde; CAIX’un
ekspresyonunda, hem protein hem de mRNA diizeyinde zamana bagl olarak azalis
gozlendi. TNFo’nin CAIX ekspresyonu tizerindeki azaltici etkisinin yaninda IL1a
ve TGFp ile kombinasyonlarinin da ekspresyon {izerindeki etkileri HT-29 kolon
hiicrelerinde arastirilmistir. 24, 48 ve 72 saat sonunda, TNFa-TGFf3 kombinasyonu,
zamana bagli olarak CAIX ekspresyonunda hem protein hem de mRNA diizeyinde,
TNFa’ nin tek basina yaptigi etkiden daha giiglii bir diisiise sebep olmustur. Bundan
baska, 72 saat sonunda, TNFa-IL1a kombinasyonu da, CAIX ekspresyonunda hem
protein hem de mRNA diizeyinde anlamli bir diistise sebep olmugstur. TNFa ve
kombinasyonlarinin sebep oldugu bu azalis 6nemlidir ve ilk defa bu g¢alismada
gosterilmistir. Bagka bir ¢alismada TNFo’nin yine tiimorle iliskili histondeasetilaz3

geni lizerinde yarattig1 etki ile 6zdeslesmektedir [134].

Buna ilaveten, TNFa ve kombinasyonlari, bir taraftan kolon hiicrelerini hiicre
dongiistiniin GO/G1 evresinde tutuklarken, diger taraftan hiicrelerin nekrozuna sebep
olmustur. Dolayist ile hiicre canliligi da bundan etkilenmistir. Bu bulgular

literatlirdeki calismalarla desteklenmektedir [124-126, 134].

Ikinci olarak, 24 saat sonunda, 1000U/ml TGFB uygulanan HT-29
hiicrelerinde CAIX ekspresyonu incelendiginde; CAIX’un ekspresyonunda, hem
protein hem de mRNA diizeyinde artis gozlendi. Bu artis anlamlidir ve HT-29
hiicrelerinde ilk defa bulunmustur. Ayni ¢alisma grubumuzdaki, Hatice Yildirim’in
doktora tezi ¢alismasinda, Hep3B hiicrelerinde TGFB’nin benzer etkisi bulunmustur.
Bu anlamda iki ¢alisma bulgulari birbirini destekler niteliktedir [137]. TGFB’nin
CAIX ekspresyonu tizerindeki artirict etkisinin yaninda IL1a-TGFf kombinasyonun
da ekspresyon iizerindeki etkisi HT-29 kolon hiicrelerinde arastirilmistir. Bu
kombinasyonun ekspresyon {iizerine anlamli bir etkisi olmadig1 gézlenmistir. 24
saatte gozlenen bu etki 48 ve 72 saatte gozlenememistir [133]. TGFp ve IL1a-TGFf
kombinasyonunu, HT-29 kolon hiicrelerinde hiicre dongiinde bir degisim
yaratmamigstir.  Ayrica hiicrenin canliligit ve nekrozunda da 6nemli bir degisim

bulunamamastir.
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ILIo uygulanmis HT-29 hiicrelerindeki CAIX ekspresyonunda, kontrol
grubuna gore bir fark gozlenmemistir.  ILIo’nin HT-29 hiicrelerinde hiicre

dongiisiine, hiicre canlilig1 ya da hiicre nekrozuna etkisi gozlenmemistir.

Ozet olarak bu calisma ile, kolon adenoma karsinoma hiicresi olan HT-29
hiicresinde, ti¢ farkli sitokinin CAIX gen ekspresyonu iizerine etkileri hem mRNA
hemde protein diizeyinde gosterilmistir. Ayrica uygulanan sitokinlerin apoptotik ve
hiicre proliferazyonu iizerine etkileri de degerlendirilmistir.  Ozellikle sitokin
kombinasyonlarinin sinerjistik yada antogonistik etkileri oldugu da ¢alismamizda 3
farkli sitokin kombinasyonu ile gosterilmistir. Sitokinlerin hiicresel bazda pek ¢ok
fizolojik olay1 kontrol ettikleri distiniildigiinde tiimor iliskili olarak adlandirilan
hatta prognostik bir timor belirteci olarak ifade edilen CA9 ile etkilerinin
belirlenmesi olduk¢a énemli olmasina ragmen konuyla ilgili literatiirdeki bir bosluk
goze carpmaktadir. Bu calisma bu konuyla ilgili ¢alismalar i¢in bir baslangi¢

niteligini tagimaktadir.
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Cizelge 4.1

Calismada kullanilan sitokinler ve sitokin kombinasyonlarinin farkli
zaman araliklarinda HT29 hiicrelerindeki CAIX ekspresyonu, hiicre dongiisi,
apoptozis, hiicre canlilig1 ve nekrozuna olan etkilerinin sematik gosterimi (|: Azalis,
1: Artig, <=>: Degisim yok)

CAIX Protein | CA9 RNA Hiicre Hiicre Hiicre |Apoptozis
Sitokinler | Saat | Ekspresyonu | Ekspresyonu | Dongiisii | Canhihgl | Nekrozu
24 l ! GO/G1 ! 1 —
tutuklanma
TNFa 48 l l GO/G1 l 1 —
tutuklanma
72 l ! GO/G1 ! 1 “—
tutuklanma
24 T T > > <~ “—
TGF [} 48 “— “— g “— “— “—
72 L d <« > <« L d <«
24 L d <« > <« L d <«
ILIa 48 — — > — — —
72 — — - — — —
24 l ! GO/G1 ! 1 —
tutuklanma
ILIa- 48 l l GO/G1 l 1 —
TNFa tutuklanma
72 l ! GO/G1 ! 1 —
tutuklanma
24 > — > — — —
L T P - o - P -
TGFp
72 L d <« > <« L d <«
24 l l GO/G1 l 1 —
tutuklanma
TNFa- 48 l ! GO/G1 ! 1 —
TGFp tutuklanma
72 l l GO/G1 l <~ —
tutuklanma
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