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Kolon Kanserinde I1L-6 Sitokinin Karbonik anhidraz III Gen ifadesi Uzerindeki Etkisinin incelenmesi

Derya OKUYANY", Siimeyye AYDOGAN TURKOGLU?, Feray KOCKAR?

One Cikanlar: OZET:

» Karbonik Anhidraz 111 Yiiksek IL-6 seviyeleri, birgok kanser tiiriinde agresif tiimor biiylimesi ve tedaviye yanit ile iligkilidir.

» Kolon kanseri Dolagimdaki IL-6 diizeyi yiiksek olan hastalar genellikle kotii prognoz ve daha kisa sagkalim ile

« IL-6 iliskilendirilirken, daha diisiik bir IL-6 diizeyi tedaviye daha iyi yanit ile iliskilidir. Kolorektal kanser
(KRK)’in IL-6 ile regiile oldugu ve KRK hastalarinda serum IL-6 seviyesinin arttig1, bu artisinda timor

Anahtar Kelimeler: boyutuyla iliskili oldugu gosterilmistir.

» Karbonik anhidraz 11l Organizmalarda uygun asit-baz dengesini saglamada 6nemli rol oynayan hidrataz aktivitesine sahip olan

» Kolon kanseri CAIII bu gorevinin disinda reaktif oksijen radikallerinin yok edilmesi ile oksidatif stresin neden oldugu

« |L-6 hasardan hiicreleri korumada, ayrica glikolitik ara iiriinlerinden oksaloasetatin ve sitratin hizli doniistimiinii

kolaylastirarak bunlarin yag asit metabolizmasina katilmasini da saglamaktadir. Son yapilan caligmalarda
ise CAIll’in ve kanser iliskisi iizerinde durulmaktadir. Karaciger karsinomda (HCC), CAIIl
ekspresyonunun 6nemli derecede azaldigi ve hiicrelerin invasyonunu arttirdigt gosterilmistir. Kolon
kanserinde ise CAIlll ifadesinin MEK-1 ve PI3K yolaklari yoluyla baskilandigi da tespit edilmistir. Prostat
kanserinde de hipoksik yolun regiilatr proteini olan HIF1-a'nin dogrudan CAIIl promotoruna baglandig
ve kanser siirecinde aktif rol oynadigi gosterilmistir.

Calismamizda IL-6 sitokinin CAIII geni tizerindeki regiilasyonu 2 farkli basamakta degerlendirilmistir. 500
U IL-6 sitokini uygulanan HT-29 hiicrelerinde CAIIl mRNA seviyesi Real Time PCR ile degerlendirilmis
ve yine 500 U IL-6 uygulanan HT-29 hiicrelerinden elde edilen protein ekstraklarinin kullanildigi western
blot teknigi ile CAIII protein seviyesi lizerindeki etkisi tespit edilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada IL-6
etkili CAIII regiilasyonunda CAIII’iin hem mRNA hem de protein diizeyindeki ifadesinin, IL-6 muamelesi
gbrmemis kontrol grubu hiicrelerine kiyasla azaldigi tespit edilmistir. Buna gore; IL-6 sitokininin kanser
ilgili bir protein olan CA3 {izerindeki diizenleyici etkisi oldugu tespit edilmistir.

Investigation of the Effect of I1L-6 Cytokine on Carbonic Anhydrase 111 Gene Expression in Colon Cancer

Highlights: ABSTRACT:

« Carbonic anhydrase Ill High IL-6 levels are associated with aggressive tumor growth and response to therapy in many types of

« Colon cancer cancer. Patients with high circulating IL-6 levels are generally associated with poorer prognosis and shorter

e IL-6 survival, while a lower IL-6 level is associated with better response to treatment. Studies conducted in recent
years emphasize that colorectal cancer (CRC) is regulated by IL-6, serum IL-6 level is increased in CRC

Keywords: patients and this increase is correlated with tumor size.

« Carbonic anhydrase IlI Having hydratase activity, which plays an important role in maintaining the proper acid-base balance in

« Colon cancer organisms, CA3 also protects cells from damage caused by oxidative stress by destroying reactive oxygen

e IL-6 radicals, and also facilitates the rapid conversion of glycolytic intermediates oxaloacetate and citrate,

enabling them to participate in fatty acid metabolism. Recent studies have focused on the relationship
between CAIll and cancer. It has been determined that CAIlIl increases the invasion of cells and the
expression of CAlIl is significantly decreased in Liver carcinoma (HCC). It has also been determined that
CAIII expression is suppressed through MEK-1 and PI3K pathways in colon cancer cell line HT-29 cells.
Finally, it has been shown that HIF1-a, the regulatory protein of the hypoxic pathway in prostate cancer,
directly binds to the CAIlll promoter.

In our study, the regulation of IL-6 cytokine on the CAIlll gene was evaluated in 2 different steps. The effect
of CAIIl mRNA levels and protein levels were determined by Real Time PCR and Western blot analysis,
respectively. The sample in which total RNAs and protein obtained from HT-29 cells treated with 500 U of
IL-6 cytokine were used for both analysis.

It was determined that the expression of CAIlIl at both mRNA and protein levels were decreased by the
effective regulation of IL-6.In conclusion, this study elucidates the regulatory effect of IL-6 cytokine on
cancer-related protein CA3 gene regulation.
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GIRIS

Sitokinler, bagisiklik, iltihaplanma, embriyonik gelisim, rejenerasyon, anjiyogenez, metabolizma,
obezite, yaslanma gibi yasamsal ve hastalik geligimi gibi birgok 6nemli siirecte gérev almaktadir. Birgok
farkli iglevlerinin arasinda inflamasyondaki rolleri, 6zellikle hastalik gelisiminde ve tedavisinde dikkat
cekici Ozellikler kazanmalarina neden olmustur (Balkwill ve Mantovani, 2001; Hirano, 1998).
Inflamasyon, homeostaz ve yara iyilesmesi gibi rejeneratif siireglerde rol alan sitokinler, akut faz
reaksiyonlarinda ve patojenlere kars1 bagisiklik sistemin regiile olmasinda da rol oynar (Acosta, 2008;
Campisi, 2005; Coussens ve Werb, 2002; Grivennikov ve ark., 2010; Ishihara ve Hirano, 2002; Kuilman
ve ark., 2008; Mantovani ve ark., 2008; Murakami ve ark., 2013). Ayrica kanser gelisiminde de aktif
olarak regiile olurlar (Atsumi ve ark., 2014; Kuilman ve ark., 2008; Mantovani ve ark., 2008).

Interldkin-6 (I1L-6), tiim&r hiicreleri de dahil olmak iizere gesitli hiicre tiirleri tarafindan iiretilen ve
salgilanan inflamatuar sitokinidir (Dethlefsen ve ark., 2013; Waldner ve ark., 2012). Malign hiicrelerin
cogalmasinda ve farklilagsmasinda rol oynarken kolorektal kanser, meme kanseri, prostat kanseri,
yumurtalik kanseri, pankreas kanseri, akciger kanseri, renal hiicreli karsinom, rahim agzi kanseri ve
coklu miyelom basta olmak iizere bir¢cok kanser tiiriinde yiiksek seviyede ifade olmaktadir (Altundag ve
ark., 2005; Chang, 2013; Culig ve Puhr, 2012; Dethlefsen ve ark., 2013; Maccio ve Madeddu, 2013;
Miura ve ark., 2015; Singh ve ark., 2015; Wei ve ark., 2003). Yiiksek IL-6 seviyeleri, bircok kanser
tiirtinde agresif timor biiyiimesi ve tedavilere yanit ile iliskilidir. Dolasimdaki IL-6 diizeyi yiiksek olan
hastalar genellikle kotii prognoz ve daha kisa sagkalim ile iligkilendirilirken, daha diisiik bir IL-6 diizeyi
tedaviye daha 1yi yanit ile iliskilidir (Chen ve ark., 2013; Guo ve ark., 2012; Shibayama ve ark., 2014;
Wu ve ark., 2013). IL-6/STAT-3 sinyal yolaginin aktivasyonu ile kanser hiicrelerinde birgok hayatta
kalma sinyal yolu aktif hale gelir ve tiimor olusumu regiile edilir (Mihara ve ark., 2012). IL-6, apoptozun
inhibisyonu, hayatta kalmanin desteklenmesi, proliferasyon, anjiyogenez, invazivlik ve metastaz gibi
kanserlesme siirecindeki hemen hemen tiim mekanizmalar1 regiile eder (Chang ve ark., 2013;
Grivennikov ve ark., 2009; Jourdan ve ark., 2003; Lin ve ark., 2001; Mauer ve ark., 2015; Oh ve ark.,
2013; Wegiel ve ark., 2008; Wei ve ark., 2003; White ve ark., 2015; Yeoh ve ark., 2009; Zou ve ark.,
2015).

Son yillarda yapilan caligmalar, kolorektal kanser (KRK)’in IL-6 ile regiile oldugu iizerinde
durmaktadir. Oyle kiKRK hastalarinda serum IL-6 seviyesinin arttig1 ve bu artisinda timér boyutuyla
korele oldugunu gosteren galismalar mevcuttur. Ornegin, Kaminska ve arkadaslari, TNF, IL-8, IL-6 ve
VEGF'nin serum diizeylerinin KRK’nin klinik prognozu hakkinda 6nemli bulgular sundugunu
belirtmislerdir (Kaminska ve ark., 2005). Schneider ve ark. ise, IL-6'nin bazi kolorektal karsinom
hiicrelerinin ankrajdan bagimsiz biiylimesini indiikledigini gdstermislerdir. Ayrica bunlara ek olarak, IL-
6'nin, Bcl-xl ekspresyonunun aktivasyonu yoluyla KRK hiicrelerinin Fas aracili apoptozun 6nledigi
belirtilmistir (Schneider ve ark., 2000; Yuan ve ark., 2004).

Karbonik Anhidraz ITT (CAIII) aktif bolgesinde ¢inko (Zn+2) iyonu bulunan, karbondioksit (CO2)
ve bikarbonat (HCO3-)’in geri doniigiimlii reaksiyonu katalizleyen, karbonik anhidraz (Karbonat
Hidroliyaz E.C.4.2.2.1.) ailesinin bir {iyesidir (Imtaiyaz ve ark., 2013). Insan CAIII geni (NM_005181)
8022 pozisyonunda lokalize olmus, 10.3 kb uzunluguna sahip, 6 intron ve 7 ekzon iceren bir gendir
(Carter ve ark., 1979). Karbonik anhidraz ailesinin diger sitozolik proteinlerinden CAI ve CAIl’ye gen
yapist bakimindan olduk¢a benzerlik gostermektedir. Ancak biitiin enzimler i¢inde en diisiik aktiviteye
sahip olanidir. Bunlara ek olarak siilfonamid inhibitdrlerinin ¢coguna direng gostermektedir (Koester ve
ark., 1981; Sanyal ve ark., 1982; Tashian ve ark., 1980).
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CAIlI'in farkli fizyolojik gorevleri vardir. Glikoliz basamaginin ara iiriinii olan oksaloasetat ve
sitratin doniistimiinii kolaylastiran CAIII, bu molekiillerin yag asit metabolizmasina girmesini saglar
(Feng ve ark., 2016; Kim ve ark., 2004). Karaciger ve iskelet kasindaki oksidatif stres hasarlarinin
onlenmesinde gorev alan CAIII, reaktif oksijen radikallerinin yok edilmesinde de aktif olarak rol
oynamaktadir. Hidrataz aktivitesine sahip olan CAIII, hiicre i¢i pH'y1 regiile. Ayrica, hiicreleri oksidatif
stres hasarlarindan koruyabildigi i¢in antioksidan aktivite de gostermektedir (Cabiscol ve ark., 1995;
Raisanen ve ark., 1999).

Yapilan ¢alismalar CAIIl’iin kanser ile olan iliskisine dikkat ¢ekmektedir. Ozellikle karaciger
kanserinde (HCC) hiicre i¢i/ hiicre dis1 asidifikasyon mekanizmasiyla, FAK sinyal yolu iizerinden
hiicreleri invazyona yoOnlendirmektedir. Bu siirecte CAIII ekspresyonunun 6nemli derecede azaldigi
hiicrelerin ise metastaz ve invazyon kabiliyetlerini arttirdigr gosterilmistir (Dai ve ark., 2008). Ayrica
Tirkoglu ve ark. Yaptiklar1 caligma ile kolon kanseri hiicre hatti olan HT-29 hiicrelerinde TGF-f etkili
CAIIl ifadesinin MEK-1 ve PI3K yolaklar1 yoluyla baskilandigi, ayni etkinin delesyon protomor
konstraklarinda yapilan transfeksiyon calismalarinda da TGF-B sitokinin CAIIl regiilasyonunu
baskiladig1 gosterilmistir. Sonug olarak hem kolon kanseri hem de osteosarkom hiicrelerinde hiicrelerde
ROS"'u artiran TGF-, hiicrey1 ROS’tan koruma mekanizmasinda rol oynayan CAIII ekspresyonunda
azalmaya neden olarak karsinogenez siirecine katkida bulunmustur (Turkoglu ve ark., 2019).

Okuyan D. ve ark. yaptig1 bir baska calismada ise hipoksik durumda mRNA diizeyinde CAIII
ekspresyonunun zamana bagli olarak arttig1 ve hiicre modeli bazinda degisiklik gosterdigi bulunmustur.
Ozellikle androjenden bagimsiz prostat kanseri hiicre modeli olan PC3 hiicre hattinda hipoksik durumda
CAIIl mRNA seviyesi maksimum seviyede ifade olurken, bu etkinin protein diizeyinde arttig1 da
bulunmustur. EMSA analizi ile HIF1-a'nin dogrudan CAIIl promotdriine baglandigi ve hipoksik
sartlarda CAIII promotoriindeki HIF1-o bolgeleri iizerinden regiile ettigi gosterilmistir (Okuyan ve ark.,
2020)

Tim bu calismalar 1s181nda mevcut ¢alismamizda 6zellikle kanser gelisim sirasinda apoptozun
inhibisyonu, hayatta kalmanin desteklenmesi, proliferasyon, anjiyogenez, invazivlik ve metastaz
karakterler gibi onemli basamaklar1 regiile eden IL-6 sitokinin 6zellikle oksidatif stres ve pH dengesi
iizerinden kanser gelisim mekanizmasinda dikkat ¢eken bir gen olan CAIII geninin regiilasyonuna etkisi
arastirilmistir. Bu amagla kolon kanserinde IL-6 sitokin muamelesinin CAIIIl gen ifadesi tizerindeki
etkisi mRNA, protein ve tranksipsiyonel aktiviteye etkisi i¢cin promoter regiilasyonu calisilmistir.

MATERYAL VE METOT

Hiicre Kiiltiiri

Kolon kanseri hiicre hatti (HT-29) hiicre kiiltiiriinde %10 FCS (Fetal Calf Serum) ve 2 mM L-
Glutamin (Hyclone) iceren DMEM (Sigma, Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium) igerisinde rutin
pasaj ile ¢ogaltilmistir. Hiicreler 370C’de 5 % (v/v) CO2 igeren ortamda inkiibe edilmistir (Okuyan ve
ark., 2020).

MTT Deneyi

Hiicre canliligi, sar1 tetrazol deneyi olan MTT ile belirlenmistir. MTT c¢aligmalar1 Tiirkoglu ve
arkadaglarinin anlattig1 sekilde yapilmistir (Tiirkoglu ve ark., 2020). Kisaca, hiicreler 96 kuyulu
plakalara (goz basina 5x103 hiicre) ekildi. Hiicreler, IL-6 sitotoksisitesini l¢gmek i¢in 500 U/mL IL-6
ve kontrol grubu olarak IL-6 uygulanmamis sekilde 1-72 saat inkiibe edilmistir. Uygulamadan 24, 48 ve
72 saat sonrasinda son konsantrasyonu 0.5 mg/mL olacak sekilde her kuyuya stok MTT soliisyonu
eklenmis ve 4 saat 370C, %5 CO2 ‘de inkiibe edilmistir. Inkiibasyon sonunda kuyulardan pipet

yardimiyla medyum ¢ekilmis ve 0.004 M HCI iceren izopropanol ile kristaller ¢oziilmiis ve 550 nm’de
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absorbans alinmistir Muamele edilmemis hiicrelerin ortak OD degerleri, her zaman noktasinda IL-6 ile
muamele edilmis her hiicre grubundaki OD degeri ile oranlanmistir. Deney en az ii¢ tekrarli olacak
sekilde yapilmistir.

RNA izolasyonu ve RT-PCR Analizleri

RNA izolasyonu, kit talimatlarina gére GeneJETTM RNA Saflastirma Kiti (Thermo Scientific)
kullanilarak HT-29 hiicrelerinden ele edilmistir. Ayrica IL-6 etkisinin belirlenmesi amaciyla 24, 48 ve
72 saat zaman araliklarinda 500 U/mL IL-6 cklenmis deney ve kontrol grubu olusturulmustur.
Hiicrelerden RNA izolasyonlar1 sonrast RNA kontrolleri yapildiktan sonra cDNA eldesi basamagina
gecilmistir. Bu amacgla 1 mikrogram toplam RNA, primer (100 pmol) olarak Revert Aid Reverse
Transkriptaz (200 U) ve oligo(dT) kullanilarak komplementer DNA sentezlenmistir (Fermentas).

RT-PCR, 1 pl cDNA ve Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanilarak 50 pl toplam hacimde
gerceklestirilmistir. Insan CAIII geni icin reaksiyon kosullari, 940C’de 3 dakika (940C’de 30 sn,
550C’de 30 sn, 720C’de 30 sn), 35 dongii ve 720C de 10 dakikadir. Internal kontrol olarak insan p-2-
mikroglobulin  kullanilmis ve RT-PCR sartlar1 550C baglanma sicakligt ve 22 dongi
olarakgerceklestirilmistir. Kullanilan primerler; CAIII igin, ileri 5'-TGG GAA GAC CTG CCG AGT
TGT ATT TGA TG-'3 ve geri 5-TTG ATA GGC TGT GAG GTC GCC AGT TGC-3'; B-2 i¢in, ileri
5-TCC CTG GAG AAG AGC TAC GA-'3 ve geri5'-AAG AAA GGG TGT AAC GCA AC-'3) PCR
tirtinleri, %1 (a/h) agaroz jeli lizerinde yiriitiilerek boyut fraksiyonlarina gore ayrilmistir. Gel-Doc analiz
sistemi kullanilarak fotograflanmistir ve dansitometrik analiz ImagelJ yazilimi ile yapilarak normalizator
gen olan B-2-mikroglobulin ile CAIII kiyaslanarak kat analizi yapilmistir. Deneyler istatiksel olarak
analiz edilmesi i¢in 3 tekrarli olarak gergeklestirilmistir (Okuyan ve ark., 2020).

Western Blot Analizi

RNA deneylerine benzer sekilde protein deneyleri icin hiicreler 25cm? flasklara sayilarak alindi
ve sitokin uygulamasi 24, 48 ve 72 saat dilimleri i¢in yapilmustir. Sitokin uygulanmayan gruplar kontrol
grubuna IL-6 sitokinin sulandiriken kullanilan su ayni hacimde uygulanmustir. Flasklardan uygun zaman
dilimleri sonrasi pellet haline getirilen hiicrelere protein ekstraklarinin hazirlanmasi i¢in hiicrelere RIPA
tamponu ile uygulanmistir. Ornekler %10 (a/h) poliakrilamid jeller kullanilarak boyut fraksiyonlarmna
gore ayrilmig, ardindan Immobilon-P PVDF membrana (Millipore, Burlington, MA, ABD) transfer
edilmistir. Insan CAIII (CA3 Polyclonal Antibody- PA5-25977, Pierce Antibody) ve B-Aktin (B-Aktin
Monoclonal Antibody- A2228, Sigma-Aldrich) spesifik antikorlar1 kullanilarak membranlar
etiketlenmistir. Etiketleme islemi sonunda spesifik bantlarin kemiliiminesans saptama kiti (Pierce
Chemical Co., Dallas, TX, ABD) araciligiyla 1s1mas1 ve X-1s1nina duyarh filme (Kodak, Rochester, NY,
ABD) basilmasiyla goriinlir hale getirilmistir. B-Aktin ve CAIIl'lin nispi protein ekspresyonunun

kantitatif analizi i¢in Image J yazilimi kullanilmigtir. Deneyler 3 tekrar kurulmustur (Turkoglu ve ark.,
2019).

Istatistiksel analiz
Standart sapmalar ve p degerleri Mini Tab. 14 yazilimi kullanilarak hesaplandu. Istatistiksel analiz
icin ¢iftler arasinda One-way Anova analizi uygulanmistir.

BULGULAR VE TARTISMA

IL-6’in Hiicre Canhhgina Etkisi

Hiicre canliligin1 belirleme amaciyla yapilan MTT deneylerinde 96 kuyulu plakanin her
kuyusuna HT-29 hiicreleri ekildikten sonra IL-6 etkisini belirlemek amactyla 500 U/mL IL-6
eklenmis ve eklenmemis olmak iizere 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda sonuglar elde edilmistir.
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Bu sonuglar 1s1ginda elde edilen bulgular Sekil 1°de gosterilmektedir. Sonuglar incelendiginde
maksimum dozda uygulanan IL-6 sitokinin HT-29 hiicrelerine sitotoksik bir etkisinin bulunmadig1
belirlenmistir.

Jiumao ve arkadaglarimin yaptig1 calismada IL-6’in HT-29 hiicre hattinda 24 saatte hiicre
proliferasyonunu arttirdigi gosterilmistir. Ancak Xiao ve arkadaglarinin yaptigi ¢calismada ise IL-6’in
HT-29 hiicre hattinda 48 saat ve sonraki zaman araliklarinda kontrol grubuna oranla hiicre
proliferasyonunun azaldig1; iki ¢alismada da sitotoksik etkisinin goriilmedigi belirtilmistir (Jiumao
ve ark., 2015).
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=
'_
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Sekil 1. HT-29 hiicre hattinda IL-6 sitokininin sitotoksik etkisinin test edilmesi; MTT sonuglar1

IL-6 etkili CAIll geninin mRNA ve Protein ifadesi

Oncelikle mRNA ¢alismalarinda kullanilacak olan CAIIl genine spesifik olarak sentezlettirilen
primerlerin optimizasyon ¢alismalar1 yapilmistir. Real Time ¢alismalarinda bu primerler kullanildiginda
dogru biiyiikliikte ve tek bant verdigi PCR sonrasi iirlinlerin agaroz jelde yiiriitiilmesi ile kontrol
edilmistir (Sekil 2A).

IL-6 sitokininin CAIII geni tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla HT-29 hiicrelerine 500 U/mL
IL-6 sitokini uygulanmis ve 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda RNA izolasyonlar1 ve c-DNA
sentezleri tamamlanmistir. Zaman bagimli etkinin godzlemlenebilmesi icin mRNA diizeyindeki
ekspresyon seviyesi i¢in PCR teknigi uygulanmis ve sonug olarak CAIII’Gn IL-6 etkili ifadesinde
zamana bagli olarak mRNA seviyesindeki ekspresyonun azaldigi, 6zellikle de 72 saat zaman diliminde
kontrol grubuna kiyasla maksimum azalisin ortaya c¢iktigi gozlenmektedir. Elde edilen sonuglar Sekil
2B’de gosterilmektedir.

Ayni etkinin protein diizeyindeki etkisinin belirlenebilmesi i¢in HT-29 hiicre hatlarinda 500 U/mL
IL-6 uygulanmis, zaman bagimli olarak 24, 48 ve 72 saat zaman araliklarindaki deney gruplarindan
RIPA tamponu ile protein ekstraklart olusturuldu. CAIIIl spesifik antikor kullanilarak elde edilen
Western Blot goriintiileri B-Actin spesifik antikoru elde edilen goriintiilerle normalize edilmistir.
Western Blot deney sonuglar1 ve sonuglarin densometrik analizleri Sekil 3A ve 3B’de gosterilmistir.
Elde edilen sonuclar 15181nda CAIII protein ifadesinin yine zamana bagli olarak azaldig: belirlenmistir.

Kolon kanserinin biyolojisi hakkinda daha derin bir kavrayis elde etmek i¢in bir yaklasim, kanser
hastalarinda potansiyel tan1 ve prognostik belirtegler olarak biiyiik ilgi géren dolagimdaki sitokinlerin ve
sitokin reseptorlerinin degerlendirilmesidir. Kolon kanserinde dnemli bir sitokin, pleiotropik 6zellikleri

ile interlokin-6'dir (IL-6). IL-6, aktive edilmis monosit, makrofaj veya tiimor hiicresinden salgilandiktan
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sonra hedef hiicreler lizerinde etkili olabilir.
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Sekil 2. A: CAIII bolgesine spesifik primerlerin PCR ile ¢ogaltilmasi sonrasi tiriinlerin agaroz jel elektroforez goriintiisii,
B: HT-29 hiicre hattinda IL-6 sitokinin CAIll mMRNA seviyesine etkisi; Real Time PCR sonucu
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Sekil 3. A/B: HT-29 hiicre hattinda IL-6 etkili CAIII protein seviyesine etkisi; Western Blot goriintiisii

IL-6 once zara bagli IL-6 reseptdriine baglanir (IL-6R; esas olarak hepatositler, nétrofiller,
monositler/makrofajlar ve bazi lenfositlerde eksprese edilir). IL-6 ve IL-6R'nin bu kompleksi, sinyal
ileten membran proteini gp130 ile birleserek dimerizasyonunu ve sinyallesmenin baslamasini indiikler.
(Heinrich ve ark., 2003; Lust ve ark., 1992; Rose-John ve ark., 2007).

Gilinimiizde IL-6, glioma, lenfoma, melanomun yan1 sira meme, yumurtalik, pankreas, prostat,
bobrek ve kolorektal kanser dahil olmak iizere cesitli insan kanseri tiirlerinde 6nemli bir timor tesvik
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edici faktor olarak kabul edilmektedir. Cesitli calismalar, hastalarin serumunda ve tiimor dokusunun
kendisinde IL-6 seviyelerinin yiikseldigi, kolorektal kanserli hastalarda IL-6 ekspresyonunun arttigi ve
kanser hiicrelerinde IL-6 yoluyla énemli onkojenik yollarin aktive edildigi gosterilmistir (Chung ve
Chang, 2003; Galizia ve ark., 2002; Komoda ve ark., 1998).

Kolon kanseri HT-29 hiicrelerinde kansere bagli sitokin TGF-f'nin karbonik anhidraz (CA) I1I gen
ekspresyonu iizerindeki etkisi Tiirkoglu ve ark. tarafindan aydinlatilmigtir. HT-29 ile osteosarkom hiicre
hatt1 Saos-2 hiicreleri ile yapilan ¢aligmada CAIII'iin TGF-B etkili regiilasyonunun mitojenle aktive olan
protein kinaz/hiicre dis1 sinyalle diizenlenen kinaz (MAPK/ERK) ve fosfoinositid-3-kinaz (PI3K) yollar1
araciligiyla azaldigir gosterilmistir. Bu sonuclar 1s1ginda TGF-B’nin, kanser hiicrelerinin kendisini
korumasini 6nlemek i¢in CAIII gen ekspresyonunu baskiladigini gostermistir (Tiirkoglu ve ark., 2019).

Bazi CA iiyelerinin (CAIX, CAXII), HIF1-a tarafindan kuvvetli bir sekilde Karaciger kanserinde
yukar regiile edildigi gosterilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde, PCa'da CAIll'in transkripsiyonel
regiilasyonu ile ¢aligsmalar ise Okuyan D ve ark tarafindan 2020 yilinda aydinlatilmistir. Bu ¢alismada
tarafimizca CAlll'nin hipoksi ile diizenlenen bir gen oldugu ve hipoksik durumdaki prostat kanseri
tlimorlerinin hedeflenmesi i¢in degerli oldugunu gosterilmistir (Okuyan ve ark., 2020).

SONUC

Bu calisma ile IL-6 sitokinin CAIIl geni {izerindeki regililasyonu 2 farkli basamakta
degerlendirilmistir. HT-29 hiicrelerine uygulanan 500 U/mL IL-6 sitokininin CAllIl mMRNA ve protein
ifadesine etkisi belirlenmistir. I1L-6 sitokini etkili CAIII regiilasyonunda kanserle iliskili bir gen olan
CAIIl’tin hem mRNA hem de protein diizeyindeki ifadesinin azaldig: tespit edilmistir.
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