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Kolon Kanserinde EGF Sitokininin insan Karbonik Anhidraz 111 (CAIII)
Geninin mMRNA Ekspresyon Seviyesine EtKisi
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Ozet — Karbonik anhidraz enzim ailesinin iiyeleri karbondioksitin bikarbonat iyonuna geri doniisiimlii
hidratasyonunu Kkatalizleyerek dokulardaki CO> taginimini, pH dengesini, solunum reaksiyonlarini, iyon
dengesini, biyolojik reaksiyonlar1 ve kemik olusumu gibi birgok 6nemli siireci katalizleyen ailenin kasa
spesifik tiyesi olan Karbonik Anhidraz III (CAIII)’{in kolon kanser modeli HT-29 hiicre hattinda EGF etkili
mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyesi analiz edilmistir. Ozellikle hiicrenin hayatta kalmas1, biiyiimesi,
invazyonu ve proliferasyonu gibi 6énemli mekanizmalar1 regiile eden EGF sitokininin CAIII mRNA

seviyesini diisiirdiigii bu ¢alisma ile belirlenmistir.
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. GIRIS

Sitokinler hiicresel diizenleyici proteinlerdir.
Cesitli uyarilara karst cevap olarak 6zel hiicreler
tarafindan salgilanir ve hedeflenen hiicrelerin
davranigint etkilerler. Belli bir sitokin c¢esitli
hiicreler tarafindan farkli dokularda salgilanir fakat
ayni biyolojik etkiyi gosterir. Sitokinlerin etkileri
sistemik veya lokaldir. Bazilar1 klasik hormon gibi
davranirlar. Soyle ki; belli hiicreler tarafindan kana
veya ¢esitli hiicresel sivilara salgalanip viicudun
diger bolgelerindeki  hiicresel  reseptorlerine
baglanirlar. Diger sitokinler daha lokalize olmus
etkiler gosterirler. Bunlar otokrin (bir hiicre
tarafindan salgilanan sitokinin ayni hiicre iizerine
etkisi) ve parakrin (belli bir hiicre tarafindan
salgilanan sitokinin yakindaki komsu hiicreye
etkisi) etkilerdir [1]. Sitokinler hiicre boliinmesi ve
farklilagsmasinin kontrolii, hematopoez ve bagisiklik
sisteminin regulasyonu, yaralarin iyilesmesi, kemik
formasyonu  ve  hiicresel = metabolizmanin
degistirilmesi  gibi  biyolojik  olaylarda rol
oynamaktadir [2].

Epidermak Biiyiime Faktorii Reseptorii (EGFR);
HER2 (ErbB2), HER3 (ErbB3) ve HER4 (ErbB4)
iceren ErbB reseptor tirozin kinaz (RTK) ailesinin
bir iliyesidir. EGFR, epidermal biiyiime faktorii
(EGF) ve Transforming biliytime faktorii o (TGFa)
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dahil olmak iizere ¢esitli ligandlarin baglanmasiyla
aktive edilen tek zincirli bir transmembran
glikoproteindir [3]. EGFR'nin hiicrenin hayatta
kalmasi, biiylimesi, invazyonu ve proliferasyonu ile
iliskili sinyal aglarmi aktive ettigi g6z Oniine
alindiginda, EGFR'nin hiperaktivasyonunun ciddi
anormalliklere sebep vererek bir¢ok kanserde
yaygin olmasi1 sasirtict degildir. Bu, EGFR'nin
terapotik bir hedef olarak kapsamli bir sekilde
arastirilmasina yol agmistir. EGFR'nin onkojenik
hale geldigi mekanizmalar, esas olarak yapisal
olarak aktif varyantlara yol agan genomik lokustaki
amplifikasyon = ve nokta  mutasyonlarindan
kaynaklanmaktadir. EGF’nin  asin  ifadesi,
transkripsiyonel regiilasyonu, EGFR'nin etkiledeigi
bircok genin transkripsiyonel regiilasyonu gibi
Oonemli arastirma konularinin alt1 ¢izilmistir [4].
Insan Karbonik Anhidraz 111 geni (CAIII),
karbonik anhidraz ailesinin diger iiyelerinden diigiik
CO2  hidrataz  aktivitesi ve  siilfanamid
inhibitorlerine kars1 direng gosterme Ozellikleriyle
ayrilir. 8. kromozomun q22 bolgesine lokalize olan
CAIII geni kasa spesifiklik gostererek erkeklerde ve
fetlislerde yliksek seviyelerde ifade olmaktadir.
Son yillarda yapilan CAIII iin kanser ile olan iligkisi
iizerinde durulmaktadir. CAIIl 6zellikle Karaciger
karsinomda (HCC) hiicre i¢i veya hiicre dis1



http://as-proceeding.com/
https://as-proceeding.com/index.php/icras
https://as-proceeding.com/index.php/icras

asidifikasyon araciligiyla, FAK sinyal yolu
tizerinden hiicrelerin invasyonunu arttirdig1 yapilan
calismalar  ile gosterilmistir  ve CAIII
ekspresyonunun onemli derecede azaldigi tespit
edilmistir. Hiicrelerin metastas ve invazyon
kabiliyetlerini arttirdig1 gosterilmistir [5].

Liteartiirde CAIIl ve EGF ile ilgili herhangi bir
calisma yoktur. Bu ¢alisma CAIIl'linn mRNA
diizeyindeki regiilasyonuna EGF sitokinin etkisini
belirlemek iizerinedir.

I. MATERYAL VE YONTEM

A. Hiicre Kiiltiirii

Ana basliklarin detaylandirilmasi i¢in 2. seviye ve
3. seviye bashklar kullanilabilir. insan kolon
karsinom (HT-29) hiicre hatt1 15 ml medyumda 75
cm? flasklarda, igerisinde 0,2mM L-Glutamine
ve %10 FCS iceren DMEM medyumu igerisinde
haftada 2 kez rutin pasaj yaparak biiyttiilmiistiir.
Hiicrelere 10ng EGF uygulanarak 24, 48 ve 72 saat
zaman araliklarinda hiicre pelletleri toplanarak -
80°C’de depolanmustir.

B. RT-PCR ve Q-PCR

Hiicre  pelletlerinden = RNA  izolasyonlari
yapildiktan sonra miktar1  belirlenen RNA
orneklerinden 1000 ng olacak sekilde RNA kalib1
kullanilarak RT-PCR yapilmastir.

CAlll ve H-B-2 Mikroglobulin i¢in optimize
edilen sartlarda PCR yapilmistir. PCR reaksiyonlari
50ul hacimde yapilmistir. Kalip olarak yaklasik
CAIll i¢in 4pul ve H-B-2 Mikroglobulin i¢in lul
c¢cDNA kullanilmigtir. Her bir primer son
konsantrasyonu 2 ng, 1X Tampon (Fermentas)(50
mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton
X-100), 200mM her bir ANTP ve 2,5 iinite Taq
DNA polimeraz (Fermentas) kullanilmistir. MgCl>
konsantrasyonu 2mM olarak kullanilmistir. PCR
sonuclar1 agaroz jelde goriintiilenerek DNA bantlari
H-B-2 Mikroglobulin  bantlar1 ile normalize
edilmistir.

C. Istatiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri tek
yonli  ANOVA testi (Minitabl5 versiyonu)
kullanilarak gergeklestirildi. P < 0.05 degeri anlaml
olarak kabul edildi.

1. BULGULAR

HT-29 hiicre hattinda EGF etkili CAIIl mRNA
ekspresyon seviyesinin belirlenmesinde elde edilen
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analiz sonuglarina gore 24, 48 ve 72 saat zaman
araliklarinda CAIIT’iin mRNA seviyesindeki ifadesi
digmiistiir. Sekil 1°de gosterilmekte olan veriler
dogrultusunda kontrol grubuna kiyasla 6zellikle geg
zamanda CAII’in mRNA diizeyindeki ifadesi
maksimum diizeyde baskilanmaktadir.
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Sekil 1. HT-29 Hiicre hattinda EGF etkili CAIIT kat mRNA
seviyesi

IV.TARTISMA

Karbonik anhidraz enzim ailesinin iyeleri
karbondioksitin bikarbonat iyonuna geri doniisiimlii
hidratasyonunu katalizleyerek dokulardaki CO2
tasinimini, pH dengesini, solunum reaksiyonlarini,
iyon dengesini, biyolojik reaksiyonlari ve kemik
olusumu gibi bir¢ok 6nemli siireci katalizlerler [6].
Kasa spesifik olan CAIII’ iin kanserle olan iligkisi
cok net aydmlatilmamistir. Literatiir taramasi
yapildiginda bu konuyla ilgili ¢ok smirli bilgi
bulunmaktadir. Yine CAIIl’ iin transkripsiyonel
reglilasyonu ile ilgili yapilan ¢aligmalar hemen
hemen yoktur.

Karbonik anhidraz ve EGF ile ilgili ¢aligsmalar
incelendiginde, EGF'nin renal karsinom hiicre hatti
olan SKRC-01 hiicrelerinde CAIX fosforilasyonunu
uyardigini  belirlenmistir. CAIX’in sitoplazmik
bolgesinde EGF reseptdr kinazinin hedefi olan
tirozin domainine sahip oldugu ve fosforile
edildiginde PI3 kinaz sinyal yolagiin aktive
edildigi gosterilmistir. Ayrica yine renal karsinom
hiicre hatti olan ve de CAIX’i ifade etmeyen
SKRC-17 hiicre hattinda yapilan ¢alismalarda,
CAIX’ilin ekspresyonunun EGF ifadesini daha da
arttirdig1 gosterilmistir. Bu durum, EGF'nin EGF



sinyal yolundan bagimsiz olarak CAIX ile ifade
oldugunu ifade etmektedir [7]. Kiigiik hiicreli
olmayan akciger kanseri hiicrelerinde yapilan
calismada EGFR, HIF-la ve CAIX ekspresyon
seviyelerine bakilarak tiimor nekrozunun boyutu da
degerlendirilmistir. Karbonik anhhidraz ailesinin
hipoksik markor gen olmasindan dolayr yapilan
calismada periniikleer CAIX ve yiiksek Hipoksi ile
indiiklenebilir faktor-la (Hifla) ekspresyonunun
kot progrnozla iligkili oldugu; artmis EGFR ve
membrandz CAIX ekspresyonunun dogrudan kotii
prognoz ile iligkili olmadigi bulunmustur [8]. Ancak
yapilan kapsamli c¢alismada EGFR, HIF-la ve
CAIX arasinda yakindan iliski oldugu ve EGFR
sinyalinin CAIX iizerinden hipoksiye hiicresel
yanit1 gelistirerek hayatta kalma faktorii olarak islev
gordigiic  belirlenmistir  [9].  Watson  ve
arkadaslarinin yaptig1 ¢alismada CAXII ve EGF’in
meme karsinomunda prognostik karakterle iliskili
oldugu, 6zellikle invazyonik karakteri regiile ederek
kanserlesme siirecinde aktif rol oynadigini
belirlemiglerdir [10]. Kallio ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada ise insan renal karsinom hiicre
hatlar1 Caki-1 ve A-498, insan hepatoselliiler
karsinom hiicre hatti HepG2, insan meme kanseri
hiicre hattt MCF7 ve insan glioblastoma hiicre hatti
U373 kullanilmistir. Bu hiicre hatlarima EGF
uygulandiginda Hifla ve CAXII’iin ekspresyon
seviyelerinin arttig1  belirlenmistir. CAXII’nin
ekspresyon seviyesindeki bu artis hipoksik yanit
olusumunda Onemli olmakla beraber, hiicre ici
sinyal yolaklarini regiile ederek hiicreyi apoptotik
slirgten korumaktadir [11]. Ancak CAlll ve EGF ile
ilgili literatiirde herhangi bir bilgi
bulunmamaktadir. Bu ¢alisma ile CAIIl ve EGF
arasindaki regiilasyon ortaya konmustur.

V. SONUCLAR

Sonug olarak, HT-29 hiicre hattinda EGF sitokini
etkili CAllIl mRNA ekspresyon seviyesinin inhibe
oldugu yapilan ¢alismalarla gosterilmistir.
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