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OZGUN ARASTIRMA

!(arbonik Anhidraz-IX Enziminin Asetazolamid ile
Inhibisyonunun Glutatyon Reduktaz ve Glutatyon
Peroksidaz Aktiviteleri Uzerine Olan Etkisinin Incelenmesi
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OZET

Oksidatif stres, renal kanser igin dnemli parametrelerden birisidir. Antioksidan sistem renal kanser olusumunda devreye girerek oksidatif
strese kars1 koyar. Endojen antioksidanlar olarak tanimlanan GR ve GPx, bobreklerin antioksidan sistemindeki énemli enzimlerdir. Renal
kanserdeki onemli parametrelerden biri olan CA-IX, bir pH pompasi olarak gérev yaparak timor mikrogevresinin asidifikasyonuna sebep
olur ve karsinogenezde rol oynar. Caligmamizin temel amaci, bir karbonik anhidraz enzim inhibitorii olan AZA’nin glutatyon mekanizmasi
iizerine olan etkisinin renal kanserde incelenmesidir. Deneysel ¢aligmalarda oncelikle renal kanser hiicre hatti olan CAKI-2 g¢ogaltilarak
WST-1 sitotoksisite testi ile AZA’nin uygun dozu 48. saatte 8.65 uM olarak bulunmustur. AZA’nin CAKI-2 hiicrelerinde CA-IX enzimi
iizerine olan etkisi belirlenmek i¢in ELISA testi yapilmistir. CAKI-2 hiicrelerine AZA uygulandiktan sonra GR ve GPx {iizerine olan etkisini
belirlemek i¢in “Glutathione Reductase Assay Kit” ve “Glutathione Peroxidase Assay Kit” kullanilarak Epoch™ Microplate
Spectrophotometer cihazinda 340 nm’de 6l¢lim yapilmistir. AZA uygulamas: sonrast GR ve GPx enzim aktivitelerinde artis gorilmiistiir
(p<0.05). Calismanin sonucu olarak AZA inhibisyonunun, renal kanserde glutatyon mekanizmasinin devreye girmesi igin 6nemli bir ajan
olabilecegi soylenebilir. Renal kanserde hem CA-IX enziminin énemli bir terapédtik biyobelirteg olmast hem de glutatyon mekanizmasinin bu
kanser tiiriindeki 6neminden dolay ¢alismamuz literatiire 6nemli bir katki saglamaktadir. Bu ¢alismanin devamu niteliginde olmasi planlanan
diger endojen antioksidan enzim aktivitelerinin renal kanserde arastirilmasi yeni terapotik yaklasimlarin gelistirilmesini saglayacaktir.

Anahtar Kelimeler: Asetazolamid. Glutatyon peroksidaz. Glutatyon rediiktaz. Karbonik anhidraz. Renal Kanser.

Investigation of the Effect of Carbonic Anhydrase-IX Enzyme Inhibition with Acetazolamide on Glutathione Reductase and
Glutathione Peroxidase Activities

ABSTRACT

Oxidative stress is one of the important parameters for renal cancer. The antioxidant system plays a prominent role and resists oxidative
stress in the development of renal cancer. The endogenous antioxidants GPx and GR, are defined as crucial enzymes in the antioxidant
system of the kidneys. The main purpose of this study is to determine the effect of AZA, a carbonic anhydrase classical enzyme inhibitor in
the renal cancer cell line CAKI-2 to evaluate the GPx and GR enzyme activities. The optimal dose of AZA was found to be 8.65 uM at the
48™ hour by WST-1 cytotoxicity test. ELISA test was performed to determine the effect of AZA on CA-IX enzyme in CAKI-2 cells. All
measurements were performed at 340 nm by Epoch™ Microplate Spectrophotometer using “Glutathione Reductase Assay Kit” and
“Glutathione Peroxidase Activity Assay Kit”. After AZA application, an increase was observed in GR and GPx enzyme activities (p<0.05).
As a consequence, AZA may be an important therapeutic agent for the glutathione mechanism related to renal cancer. Our study makes a
valuable contribution to the literature due to the importance of the CA-IX enzyme related to renal cancer. The investigation of other
endogenous antioxidant enzymes in renal cancer may be designed for further prospective studies.
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molekiillerini uzaklastirmak ve bu molekiillerin sebep
oldugu etkileri onarmak i¢in antioksidan enzimleri
devreye sokar’. Antioksidanlar, ROS'un oksidatif
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Endojen antioksidanlardan, glutatyon rediiktaz (GR)
ve glutatyon peroksidaz (GPx) hiicresel redoks
kontroliinde rol oynayan glutatyon mekanizmasinin
bilesenleridir®. GR, oksitlenmis glutatyonu (GSSG),
indirgenmis glutatyona (GSH) donistiiren, NADPH
tarafindan indirgenebilen, prostetik grup olarak iki
FAD molekiilii iceren bir flavoproteindir ve
hiicrelerde yeterli diizeyde GSH'in bulunmasini saglar.
Ayrica bu enzim, organizmay1 kimyasal ve oksidatif
stresten korur’. GPx ise hidrojen peroksiti (H,0,),
suya (H,O) ve alkole doniistiiren 6nemli bir hiicre ici
enzimdir. GPx, lipid peroksidasyonunu inhibe ederek
hiicreleri oksidatif stresten korur®. Sitozolik bir protein
olan GPx'ler GSH’1 GSSG’ye c¢evirerek ROS'un
detoksifikasyonunda 6nemli bir rol oynar ve yiiksek
seviyelerde ROS altinda aktive olan ilk enzim oldugu
bilinmektedir’.

Kanserde diisiik oksijen miktar1 nedeniyle glikozun
oksidatif fosforilasyonu bozulur ve bu durum laktik
asit olusumuna yol agar. Onemli bir enzim ailesi olan
karbonik anhidraz enzim ailesi (CA, E.C.4.2.1.1) de,

en basit kimyasal reaksiyonlardan biri olan
karbondioksitin (CO,), bikarbonat (HCO5") ve protona
(H)  doniisiimiinii  katalize  ederek  kanser

mikrogevresinin asidifikasyonunu daha da arttirir. Bu
sebeple CA inhibitorlerinin klinik kullanimi, son
yillarda olduk¢a dikkat c¢ekmektedir. Biyosentetik
reaksiyonlarda ve tlimdrogenezde onemli fizyolojik
rollere sahip olmalarindan dolay1, CA enzim ailesinin
farkli izoformlarinin inhibitérleri; glokom, retinopati,
hemolitik anemi, epilepsi, obezite ve kanser dahil
olmak ftizere ¢esitli hastaliklarin tedavisi i¢in klinikte
uygulanmaya baslanmistir'® ' Asetazolamid (AZA),
1956 yilindan beri arastirilmakta olup klinikte
kullanilan, en iyi bilinen CA inhibitdriidiir ayrica bu
ilacin konjugatlar1 metastatik bobrek kanseri tedavisi
icin umut verici ajanlara aday gosterilmektedir'’.

ROS’un zararli etkilerine karsi koyan antioksidan
enzimler bdbreklerde mevcuttur. Bobreklerdeki
antioksidan sistem GSH ve ROS'n katalitik olarak
daha az zararli formlara doniistiiren enzimler igerir.
GPx ve GR, bobreklerin antioksidan yetenegine
katkida bulunan glutatyon bagimli enzimlerdir'.
Bobreklerde ekspresyonunun yiiksek oldugu bilinen
bir diger enzim olan CA-IX da 6nemli bir timor
belirteci olup renal kanserde yiiksek ekspresyon

gostermektedir. CA-IX  enziminin AZA ile
inhibisyonu ortam asiditesini degistirerek kanser
mikrogevresinin pH’s1 iizerinden glutatyon

mekanizmasint etkileyecegini diisiinmekteyiz. Hem
glutatyon mekanizmasinin hem de CA-IX’un renal
kanserdeki oneminden dolay:r bu ¢aligmada, klinikte
kullanilan bir CA inhibitorii olan AZA’nin renal
kanser hiicrelerinde glutatyon enzimleri {izerine olan
etkisini incelemeyi amagladik.
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Gereg ve Yontem

Hiicre Kiiltiirii

CAKI-2 berrak hiicreli renal karsinom hiicre hatti
Bilkent Universitesi’nden temin edilmistir. Hiicreler,
%10 Fetal Bovin Serum (FBS, sicaklik inaktif,
Capricorn, CP17-1756), %]1 penisilin-streptomisin
(Capricorn, CP17-1828) ve %1 non-esansiyel
aminoasit (Biowest, MSO00LD2019) igeren Low
Glucose DMEM (Diagnovum,D823) besiyerinde 37
C° ve %5 CO, kosullarinda biiyiitiilmiistiir. Besiyeri,
hiicrelerin canliliklarin1 koruyabilmesi i¢in her iki
giinde bir degistirilmistir. Hiicreler %80-90 yogunluga
ulastiginda pasajlama islemi yapilmistir. Pasajlama
isleminde, hiicreleri kaldirmak ig¢in Tripsin-EDTA
(Gibco, 25200-056) soliisyonu kullanilmistir.

Inhibitor Hazirlanmasi

Calismada kullanilan inhibitér olan AZA (Sigma,
BCBZ9159), konsantrasyonu 300 uM olacak sekilde
DMSO igerisinde ¢o6zdiiriilerek stok ¢ozelti olarak
hazirlanmistir. Daha sonra 24. ve 48. saatlerde; 0, 2.5,
5, 10, 25, 50, 100 puM’lik konsantrasyonlarda
hazirlanip test edilmistir.

Sitotoksisite Analizi

AZA’nin  hiicreler iizerindeki uygun dozunun
belirlenmesi icin WST-1 testi yapilmistir. Bu canlilik
testinin prensibi hiicresel mitokondriyal

dehidrojenazlar tarafindan tetrazolyum tuzu olan
WST-1'in formazan kristallerine donilismesi esasina
dayanir. Canli hiicrelerin sayisi ne kadar fazla ise
mitokondriyal dehidrojenazlarin aktivitesi de o kadar
yliksek olur ve bu da olusan formazan boyasinin
miktarini artirir'™®,

WST-1 testi i¢cin CAKI-2 hiicreleri 96 kuyucuklu
platelere ekilip inkiibasyona birakilmustir.
h]kiibasyondan sonra hiicrelere sirasiyla 0, 2.5, 5, 10,
25, 50, 100 pM’lik konsantrasyonlarda hazirlanan
AZA uygulanmistir. Olgiim 24. ve 48. saatlerde
yapilmistir.  Inhibitériin ~ ¢ozdiiriildiigic.  DMSO’nun
etkisini ortadan kaldirmak i¢in negatif kontrol
kuyucuklarma  besiyeri ile Dbirlikte AZA’nin
¢Ozdiiriildiigii oranda DMSO da eklenmistir. Her bir
kuyucuga 10 pL  WST-1 solisyonu (Cayman
Chemical, 10008883) ilave edilip 37 °C’de 2-4 saat
inkiibasyon gerceklestirilmistir. Inkiibasyon sonrasi
450 nm dalga boyunda 6l¢iim yapilarak hiicreler i¢in
uygun olan inhibitor konsantrasyonu belirlenmistir.

Hiicrelerin canlilik degerleri hesaplanirken;

% Canlilik = (Ort.absorbansipipis: %
Ort.absorbanso) formiilii kullanilmaistir.

100) -

Inhibisyon degeri hesaplanirken;



Glutatyon Mekanizmasinda CA-IX inhibisyonu

% Inhibisyon = 100—((Ort.absorbansimis: X 100) +
Ort.absorbans o) formiili kullanilmastir.

Sonrasinda bulunan inhibitor konsantrasyonu degerleri
Graphpad Prism 9.1.0 programina girilerek grafige
doniistiiriilmiis ve hiicrelerin % 50’sini inhibe eden
inhibitér dozu (ICsy) degeri hesaplanmustir.

Hiicre Lizati Hazirlanmasi

Hiicre lizat1 hazirlamak icin 6ncelikle hiicreler fosfat
tamponlu tuz ¢ozeltisi (PBS) ile yikanmis sonrasinda
ise 50 mM Tris, 150 uM NaCl, %1 NP-40 (Intron
Biotechnology, IBS-BNO15) ve proteinaz inhibitor
faktorii (Intron Biotechnology, PIC001) igeren lizis
tamponu ile lize edilmistir. Lizis tamponu hazirlanip
pH’s1 6.0 olarak ayarlanmustir. Hiicreler lize edildikten
sonra santrifiij edilmistir (+4°C, 17000 g, 15 dk). Daha
sonra, siipernatant kismi alinmig ve iki kez PBS ile
yikanmustir.

ELISA

CAKI-2 hiicre hattinda AZA’nin CA-IX diizeylerinde
yaptigi degisimi belirlemek i¢in ELISA (Enzyme
Linked Immunosorbent Assay) yontemi kullanilmistir.
Calismada BT Lab marka Human Carbonic
Anhydrase IX ELISA Kit (E2273Ha) kullanilmigtir.
ELISA protokolii i¢in oncelikle standart cozeltiler
hazirlanmistir. Standart ¢ozelti 20 ng/mL standart stok
soliisyon olusturmak i¢in 120 pL standardi (40 ng
/mL) ve 120 pL standart seyrelticiyi igerir. Standart
stok soliisyonu 1: 2 oraninda diliie edilerek sirasiyla
10 ng/mL, 5 ng/mL, 2.5 ng/mL ve 1.25 ng/mL
standart ¢ozeltiler elde edilmistir. Standart koyulacak
olan kuyucuklara tiim standartlar 50 pL olarak
eklenmistir. Orneklerin konulacag1 kuyucuklara 40 pL
numune eklenmis daha sonra 10 pL biyotinlenmis
anti-CA-IX antikoru eklenmistir. Ardindan tiim
kuyucuklara 50uL Streptavidin-HRP eklenmis ve
37°C'de 60 dk inkiibasyon yapilmistir. inkiibasyon
sonrast kuyucuklar 5 kez yilkama tamponu ile
yikanmigtir. Daha sonra her bir kuyucuga 50 pL
substrat soliisyonu A ve 50 pL substrat soliisyonu B
eklenmis. 37°C'de karanlikta 10 dk inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonras1 her kuyucuga 50 pL durdurma
soliisyonu eklenmis ve ardindan Epoch Microplate
Reader cihazinda 450 nm’de okuma yapilmstir.

Glutatyon Rediiktaz ve Peroksidaz Aktivitesinin
Olciimii

GR ve GPx aktivitelerinin ol¢iimi igin sirasiyla

Glutathione  Reductase  Assay  Kit  (Sigma,
124M4055V) ve Glutathione Peroxidase Cellular
Activity  Assay Kit (Sigma, SLBHS8190V)

kullanilmstir. GR aktivitesi dlgiiliirken kor kiiveti i¢in
500 pL Oxidized Gluthatione, 50 uL. NADPH, 450 uL
Assay Buffer kullamlmustir. Ornek kiiveti igin 500 uL
Oxidized Gluthatione, 50 uL. NADPH, 400 pL Assay

Buffer ve 50 pL hiicre lizatt kullamilmistir. GPx
aktivitesinin Ol¢liimii igin ise kor kiiveti i¢cin 940 pL
GPx Assay Buffer, 50 uL NADPH Assay Reagent ve
10 uL  Tert-Biitil  Hidroperoksit  (t-Bu-OOH)
kullamlmstir. Ornek kiiveti icin 910 pL GPx Assay
Buffer, 50 uLL NADPH Assay Reagent, 30 puL hiicre
lizati1 10 pL Tert-Biitil Hidroperoksit (t-Bu-OOH)
kullamlmistir. ~ Ornekler ~ Epoch™  Microplate
Spectrophotometer cihazinda 340 nm’de
okutulmustur.

GR ve GPx aktiviteleri;
(AAs;x DF) /(622x V)

AAszyp:
degisimi
DF: Diliisyon Faktorii

V: Ornek hacmi

formiiliine gore hesaplanmistir.

340 nm’de Oolgiilen 1 dk’daki absorbans

Istatistiksel Analiz

Istatistiksel analiz GraphPad Prism 9.1.0 programinda
Student’s t testi kullamlarak yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi p<0.05 olarak kabul edilmistir.

Bulgular

WST-1 Sonuclar

CAKI-2 hiicrelerine 24. ve 48. saat dilimlerinde 0, 2.5,
5, 10, 25, 50 ve 100 uM dozlarinda AZA uygulamasi
yapilmis ve hiicreler ig¢in uygun olan sitotoksik doz
belirlenmistir. WST-1 sonucglarina gére AZA ile 24
saat muamele edilen CAKI-2 hiicreleri i¢in 100, 50,
25,10, 5, 2.5, 0 konsantrasyonlarinda sirasiyla canlilik
oranlart %100, %98.6, %96.1, %90.5, %84.2, %72.8,
%70 olarak bulunmustur. AZA ile 48 saat muamele
edilen CAKI-2 hiicreleri i¢in 100, 50, 25, 10, 5, 2.5, 0
konsantrasyonlarinda sirasiyla canlilik oranlar1 %100,
%100, %67, %35.5, %32.2, %?29.2, %25 olarak
bulunmustur (Table I). Bu sonuglara gore, CAKI-2
hiicreleri i¢in uygulanacak AZA konsantrasyonu 8,65
UM olarak belirlenmistir.

Tablo 1. AZA konsantrasyonlarinin 24. ve 48. saatte
hiicre canlilif iizerine etkisi

Hiicre Hiicre
AZA (uM) Canhh@ Canhh@
24. saat (%) | 48. saat (%)
0 100 100
2.5 98.6 100
5 96,1 67
10 90,5 35,5
25 842 322
50 72,8 292
100 70 25
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Hiicrelerin yapisin1 incelemek amaciyla 48 saatlik
AZA uygulamasindan sonra Inverted mikroskop
kullanilmistir ve igsi yapida bir morfolojiye sahip olan
CAKI-2 hiicrelerinin bu siire sonunda sayisinin
azalarak  hiicre = morfolojilerinin  igsi  yapidan
farklilagtig1 gézlemlenmistir (Sekil 1).

|

Sekil 1.

AZA uygulamasi oncesi ve sonrast CAKI-2
hiicrelerine ait inverted mikroskop goriintiileri. A)
CAKI-2 hiicrelerinin AZA uygulanmadan onceki
goriintiisii B) CAKI-2 hiicrelerinin AZA uygulandiktan
48 saat sonraki goriintiisii (Bar= 200 um).

ELISA Sonuclar

CAKI-2 hiicrelerinde AZA uygulanmasinin CA-I1X
iizerine olan etkisinin belirlenmesi igin ELISA testi
yaptlmistir. AZA uygulanan ve uygulanmayan
hiicrelerdeki absorbans degerleri o6lgiilerek CA-IX
diizeylerindeki  degisim  belirlenmistir. ~ Yapilan
Olciimler sonucu AZA uygulanmamis CAKI-2
hiicrelerinde CA-IX konsantrasyonu 6.48 ng/mL,
AZA wuygulanmis CAKI-2 hiicrelerinde ise 2,88
ng/mL olarak bulunmustur (Sekil 2). AZA uygulanan
CAKI-2 hiicrelerinde CA-IX diizeylerinin anlamli
olarak azaldig1 goriilmiistiir (p<0.0001).

%k %k %k %k
—

co
|

D
|

CA-IX Konsantrasyonu (ng/mL)
FoN
|

p—
2 -
0 T
AZA () AZA (+)

Sekil 2.
AZA uygulanan ve uygulanmayan CAKI-2
hiicrelerinde CA-IX konsantrasyonlari
(¥***: p <0.0001).
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Glutatyon Rediiktaz ve Peroksidaz Aktivitelerinin
Ol¢iimii

AZA’nin  CAKI-2 hiicrelerinde GR iizerine olan
etkisinin belirlenmesi icin spektrofotometrik olarak
enzim aktivitesi 6l¢limii yapilmistir. AZA uygulanan
CAKI-2 hiicrelerinde uygulanmayanlara gore GR
aktivitesinin istatistiksel olarak anlamli bir sekilde
yiikseldigi goriilmistiir (p<0.05). AZA’nin CAKI-2
hiicrelerinde GPx tizerine olan etkisinin belirlenmesi
spektrofotometrik olarak enzim aktivitesi O6l¢iimi
yapilmigtir. AZA uygulanan CAKI-2 hiicrelerinde
uygulanmayanlara gore GPx aktivitesinin istatistiksel
olarak anlamli bir sekilde yiikseldigi goriilmiistiir
(p=<0.05) (Sekil 3).

*
0.0010 1 0.0008 = *
£ 0.0008+ £ 0.0006
2 =
-« ~
3 0.0006 =
= = 0.0004
= £
= 0.0004 &
H 5
z 2z 0.0002
£ 0.00024 3
= s
0.0000- 0.0000 -
Inhibitirsiiz ~ AZA Inhibitorsiiz ~ AZA

Sekil 3.

AZA uygulamasinin glutatyon mekanizmasi tizerine
olan etkisi. A) AZA uygulamasimin GR aktivitesi
tizerine olan etkisi B) AZA uygulamasinin GPx

aktivitesi tizerine olan etkisi (*: p <0.05).

Tartisma ve Sonug¢

Renal hiicreli karsinom (RCC), renal tiibiiler epitel
hiicrelerinden  koken alan ve birincil renal
neoplazilerin % 85'ini kapsayan bir kanser tiridiir'’.
Renal asidifikasyondan sorumlu CA-IX enzimi hiicre
dist asidik pH"1 koruyarak kanser hiicrelerinin
biliylimesine ve metastaz yapmasina yardimci olur. Bu
siirecte hiicre i¢i ndtral pH'' korumak i¢in timdr
hiicrelerinden elimine edilmesi gereken fazla proton
ve CO, iiretilir'®"”. Bu siirecin tetikledigi oksidatif
stres ve antioksidan savunma sistemindeki zayiflama

renal hiicre karsinomunun gelisimine katkida
bulunur'®. Bu antioksidan sistemdeki en Gnemli
enzimler olan GR ve GPx’deki aktivite
degisikliklerinin gosterilmesi tiimdr bagimli bir enzim
olan CA-IX ile olan direkt iliskisini
diistindiirmektedir.

Bobreklerin antioksidan sistemi, glutatyon enzim
sistemi ve ROS'u katalitik olarak daha az zararh
formlara doniistiiren enzimleri igermektedir'’. Bu
caligmadaki amacimiz, bir CA inhibitéri olan
AZA’nin renal kanser hiicrelerine uygulanarak GR ve



Glutatyon Mekanizmasinda CA-IX inhibisyonu

GPx enzim aktivitesi T{izerine olan etkilerinin
belirlenmesidir. Tiimor iliskili bir CA izoenzimi olan
CA-IX renal kanserde yiiksek aktivite gosteren bir
biyobelirtec;tirm. Biz de calismamizda bu amagla CA-
IX ekspresyonunun yiiksek oldugu renal kanser hiicre
hatt1 olan CAKI-2 hiicre hattinda AZA’nin glutatyon
enzimleri {izerine olan etkisini inceledik.

Oksidatif stres DNA hasarina sebep olarak hiicre i¢i
sinyal iletim yollari etkiler, hiicre proliferasyonu ve
migrasyonunu  artirdit  i¢in  bobrek  kanseri
gelisiminde de 6nemli rol oynar®. Ganesamoni ve
ark.’lar1 renal kanser hastalarinda oksidatif stres
seviyelerinin arttigimm  belirlemistir’’.  Antioksidan
sistemin O6nemli enzimlerden olan GR ve GPx renal
kanserde ¢alisilmis ve 6nemli bulgular elde edilmistir.
Piring¢i ve ark.lar1 renal kanser hastalarinda kontrol
grubuna gore diisik diizeyde GPx ve GR enzim
diizeyleri saptamustir™”. Lusi ve ark.’lar1, evre I ve evre
II renal karsinomda diisik GPx ve GR enzim
diizeyleri bulmustur ve RCC'nin farkli evrelerinde
glutatyon antioksidan sisteminde cesitli
varyasyonlarin bulundugunu gostermistir™. Pljesa-
Ercegovac ve ark.’lar1 tarafindan renal kanserde GPx
ve GR seviyelerinin saglikli dokuya kiyasla azaldigi
belirtmistir”. Cheng ve ark.’lari GPxl'in yiiksek
ekspresyonunun renal hiicre karsinomunun koti
prognozuna sebep oldugunu dogrulamistir. Ayrica bu
grup GPx1’in, berrak hiicreli renal karsinom (ccRCC)
hastalarinin teshisi ve prognozu i¢in umut verici bir
biyobelirteg olma potansiyeline sahip oldugunu
belirtmistir”®. Biz de ¢alismamizda renal kanser
hiicrelerine  bir CA inhibitérii olan AZA’y1
uyguladigimizda GR ve GPx seviyelerinde anlamli bir
artis oldugunu goézlemledik ve AZA’nin bir inhibitdr
olarak kullanimiin glutatyon mekanizmasi iizerine
olan etkisini gosterdik.

Kanser mikrogevresinin asidik 6zellik kazanmasinda
onemli bir rolii olan CA-IX izoenzimi renal kanserde
yikksek ekspresyonu sebebiyle olduk¢a dikkat
cekmektedir. Renal kanserin gelisiminde glutatyon
enzim  sisteminin  6nemi CA-IX’un  yiiksek
ekspresyonu  ile  birlikte  degerlendirildiginde
calismamiz Oncli ¢alisma niteligi tagimaktadir.
Calismamizda CA-IX izoenziminin glutatyon sistem
ile iligkisi gosterilmis olup bundan sonraki yapilacak
calismalarda, CA-IX inhibisyonunun renal kanserde
glutatyon mekanizmas1 hari¢ diger antioksidan
sistemler {izerine etkisinin gosterilecek olmasi da
oksidatif strese kargt direngte bu izoenzimin dnemini
ortaya cikaracaktir.

Etik Kurul Onay Bilgisi:
Calismada hiicre kiiltiirii ¢alismasi oldugu i¢in etik kurul onay
bilgisine ihtiya¢ duyulmamustir.

Arastirmaci Katki Beyani:

Fikir ve tasarim: E.T., B.E.O.B., 0.0.G.; Veri toplama ve isleme:
E.T., B.E.O.B.; Analiz ve verilerin yorumlanmas:: B.E.0.B.,
0.0.G.; Makalenin énemli bsliimlerinin yazilmasi: 0.0.G.

Destek ve Tesekkiir Beyam:

Yazarlar finansal destegi kendi biitgelerinden saglamislardir.
Cikar Catigmasi Beyani:

Makale yazarlarinin ¢ikar ¢atigmasi beyani yoktur.
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