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Meme kanseri kadinlarda en sik rastlanan kanser turtdir ve Tirkiye’de gdzlemlenen vaka sayisi her gegen gin art-
maktadir. Meme kanserinin iginde yer aldi§i birgcok kanser tiriinde, kanserli doku kan damarlarindan uzak bdélgelerde
blyurken oksijen eksikligine maruz kalir. Hipoksiya olarak adlandirilan bu duruma karsi dokular Hipoksi ile indikle-
nebilir faktdr (HIF) transkripsiyon faktorlerinin ifade artigi ile cevap verirler. HIF transkripsiyon faktérlerinin etkisiyle
kanserli hicreler, damar gelisimini uyararak farkli doku ve organlara go¢ ederler. Bu nedenle HIF transkripsiyon fak-
torlerinin hipoksiya strecindeki degisiminin bilinmesi onemlidir. HIF-2a hipoksik kosullar altinda ifadesi artan bir
transkripsiyon faktoridir ve farkli kanser tirlerinde ifade dizeyi degisiklik gostermektedir. Bu ¢alismanin amaci farkl
meme kanseri ve normal meme epiteli hiicrelerinde farkh strelerde hipoksiya uygulamasinin HIF-2a ifadesinin degi-
simi Uzerinde etkisinin arastiriimasidir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri, hipoksiya, HIF-2a

Analysis of Time-Dependent Alteration of HIF-2a Expression
in Breast Cancer Cells

ABSTRACT

Breast cancer is the most commonly diagnoised cancer type in women and the number of cases observed in Turkey
has increased day by day. In many types of cancer including breast cancer, tumor tissues are exposed to oxygen
deficiency while growing in areas distant from blood vessels. Against this condition, knew as hypoxia, tissues re-
spond via increasing the expression of transcription factors called Hypoxia inducible factor (HIF). By the effect of HIF
transcription factors, cancer cells migrate to different tissues and organs by stimulating vascular development. There-
fore, it is important to know the change of HIF transcription factors in hypoxia process. HIF-2a is a transcription fac-
tor, which is over expressed during hypoxic conditions and have varies the level of expression in different cancer
types. The aim of this study is that to investigate the effect of time dependent hypoxia exposure on HIF-2a expres-
sion in different breast cancer cells and normal breast epithelial cells.
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GIRiS

Meme kanseri kadinlarda en ¢ok gorilen ve 6lim orani
en yuksek kanser turiddar (Jemal ve ark., 2011).
Dinyada oldugu gibi Tirkiye'de de meme kanseri
kadinlarda en sik rastlanilan kanser tirtdir (Ozmen,
2009). Meme kanseri, diger kanser tirlerinde oldugu
gibi  bircok kompleks molekiler ve epigenetik
mekanizmanin etkisi ile ortaya ¢ikmaktadir. Sitogenetik
ve molekiler genetik calismalari meme kanserinin
birgok onkogendeki ifade degdisimi, timdr baskilayici
genlerdeki mutasyon veya ifade kaybinin birlikte etkisi
ile ortaya ¢iktigini géstermektedir. (Beckmann ve ark.,
1997). Birgok timorin olusum ve biylmesi siirecinde,
kan damarlarindan uzakta kalan tumdr dokular
hipoksiya olarak adlandirilan dugsik oksijen kosullarina
maruz kalirlar (Vaupel ve Mayer, 2007). Timorler bu
durumu anjiyojenik faktorleri ve damar gelisimini
uyaracak gen ifadelerini uyararak ¢ozerler (Burroughs
ve ark., 2013). Tumorlerin hipoksik kosullara karsi
hicresel yaniti, Hypoxia inducible factor (HIF) olarak
adlandirilan transkripsiyon faktorlerinin ifade artisi ile
saglanir (Calzada ve del Peso, 2007).

HIF proteinleri heterodimer yapida helix-loop-helix PAS
(Per-ARNT-Sim) bolgesi icerir ve slrekli olarak ifade
edilen B alt Unitesi (HIF-B/ARNT) ile ifadesi oksijen
bagimli olarak kontrol edilen a alt tnitelerinden olusur.
a alt dniteleri (HIF-1a, HIF-2a ve HIF-3a) mRNA
seviyesinde sirekli olarak ifade edilir ve translasyonu
gerceklesir (Ke ve Costa, 2006). Ancak sentezlenen
proteinlerin dmri ¢ok kisadir ve bu proteinler 6zel prolil
bolgelerinin oksijen bagimh hidroksilasyonlari aracihgi
ile surekli olarak pargalanirlar (Shah ve ark., 2015).
Yapisal ve fonksiyonel benzerlikler gésteren HIF-a alt
unitelerinin farkli dokularda ifade duzeylerinin farklilik
gOsterdigi dustunulmektedir. HIF-1a’'nin epiteliyal, HIF-
2a’'nin  endoteliyal hucrelerde baskin olarak ifade
edildigi bazi calismalarda gosterilmigtir. HIF-3a
izoformu ise fazla calisiimamistir ancak akciger
alveolar epitel hucrelerinde yuksek ifade edildigi
bilinmektedir (Bardos ve Ashcroft, 2005; Ke ve Costa,
2006; Li ve ark., 2006).

HIF-2a vyapisal olarak biydk oranda HIF-1a ile
benzerlik  gdstermektedir ve  hipoksik  yanitin
olusumunda gb6rev aldigi birgok calisma ile

gosterilmistir (Hu ve ark., 2003). Meme, rahim agzi,
kolon, bas-boyun, akciger, I6semi, deri, ovaryum ve
prostat kanserlerinde HIF-2 a ifadesinin arttigi farkh
calismalar ile gosterilmistir (Keith ve ark., 2011). Zhong
ve ark. (1999) calismalarinda kanser hicrelerinde
dedismis glikoz metabolizmasi ve hipoksik kosullara
karsi gelistirilen hicresel yanitin kanser tedavisi ve
biyolojisinin  temelini olusturdugunu ifade etmistir.
Yapilan birgok c¢alismada HIF-2a’nin hem tumér
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olusumu hem de metastaz slrecinde aktif rol alan
onkogenlerin ifadesinin dizenlenmesinde rol aldigi ve
bu durumun kanser gesidine gore degisiklik gosterdigi
belirlenmistir (Keith ve ark., 2011). HIF-a izoformlarinin
kanser tedavisi icin gelecek vadeden hedefler oldugu,
Ozellikle kanser kok hilcrelerinin  gelisim  ve
blylmelerinin durdurulmasi igin HIF-2a inhibisyonunun
¢ok o6nemli oldugu farkh calismalarda ifade edilmistir
(Semenza, 2003; Burroughs ve ark., 2013). Bu ¢calisma
kapsaminda 2 farkli meme kanseri ve 1 adet normal
meme epiteli hicresinde farkh surelerde uygulanan
hipoksik stresin HIF-2a ifadesini nasil etkilediginin
belirlenmesi hedeflenmisgtir.

MATERYAL VE YONTEM
Hiicre Kiiltiirii ve Hipoksiya Uygulamasi

SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri hucre hatlari ile
HMEC primer insan meme epiteli hucreleri American
Type Culture Collection (ATCC, Manassas, VA) temin
edildi. Batin hicre hatlari %10 FBS, %1 penisilin-
streptomisin ilave edilmig, 4,5 glukoz, L-glutamin ve
sodyum piruvat iceren hazir Dulbecco’s Modified Eagle
Medium (DMEM, Cellgro) ortaminda Dikel ve ark.
(2016)da tanimlandigi sekilde kiltire edildi. Butin
hicre gruplari %5 CO2 ve 37 °C'de hiicre kiltir
etlvinde steril sartlarda kultire edildi. Hipoksiya
uygulamasi icin bittn hicreler %1 O,, %5 CO, ve %94
N, ortaminda 4, 8, 12, 18, 24 ve 48 saat boyunca 37
*C’de inkiibe edildi. inkiibasyon sonrasi hiicreler
toplandi ve analiz igin hucre peletleri elde edildi.

RNA izolasyonu

Total RNA izolasyonu TRIzol reaktifi kullanilarak ve
Uretici firma (Invitrogen, Carlsbad, CA) tarafindan
saglanan protokole uygun olarak gercgeklegtirildi. 1 ml
TRIzol hlicre peletinin (Gzerine eklendi ve oda
sicakhginda 5 dk. inkiibe edidi. Ornekler
200 pl kloroform eklenerek oda sicakliginda 10 dk.
inkiibe edildi. inkiibasyondan sonra 4°C’de 15 dk.
boyunca 12000 rpm’'de santriflij edilerek, tapin
icerisinde en Uuste kalan seffaf renkli kisim yeni
ependorf tiipline aktarildi. 500 ul izopropanol eklendi, 8
dk. 12000 rpm’de santriflij edildi, stpernatan kismi
uzaklastirilarak ve . RNA peleti 1 ml %75 etanol ile
yikandi. Pelet (zerine 50 pl nikleaz igcermeyen su
eklendi ve 10 dk. boyunca 55 °C’de isitildi. Daha sonra
spektrofotometrede 2 pl RNA/78ul dH,O olacak
seklinde sulandirma yapilarak RNA konsantrasyonlari
belirlendi.
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cDNA Sentezi ve Reverse Transkriptaz Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (RT-PCR) Analizi

Applied Biosytems High Capacity RNA’dan cDNA’ya
kiti kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi. Butln
ornekler icin RNA konsantrasyonlarina bagl olarak en
fazla 1 ug RNA icerecek sekilde reaksiyon kurularak
uUretici firma tarafindan saglanan protokol takip edilerek
cDNA sentezi gergeklestirildi. RT-PCR reaksiyonlari
icin Promega GoTaq Green Master Mix kullanildi ve
RT-PCR reaksiyonu Uretici firma tarafindan saglanan
kit protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. Her bir
analiz igin 12.5 pyl GoTaq reaksiyon karisimi, 5 ul (5
MM) reverse-forward primer karigsimi, 2,5ul cDNA ve 5yl
ddH,O olmak tzere 25ul reaksiyon kuruldu. Kullanilan
primerlerin dizileri su sekildedir: HIF-2a Forward: 5’-
GAACAGCAAGAGCAGGTTCC-3', HIF-2a Reverse: 5’
AGAGAGTGAAGCTGGTGGGA-3’; CAIX Forward: 5'-
GTCTCGCTTGGAAGAAATCG-3’, CAIX Reverse: 5'-
AGAGGGTGTGGAGCTGCTTA-3’; a-aktin Forward: 5'-
GCACAGAGCCTCGCCTT-3, a-aktin Reverse: 5'-
GTTGTCGACGACGAGCG-3' olmak Uzere belirtilen
primerler kullaniimigtir. Elde edilen PCR drlnleri
%1,5’lik agaroz jelde elektroforeze tabi tutulup, etidyum
bromir (10 mg/ml) ile boyanarak. ImageQuart 300
(Austin, TX) cihaz ile ultraviole sk altinda
goruntilendi ve jel fotograflari gekildi.

immiinoblot Analizi

immiinoblot analizi Brown ve ark. (2000)de belirtildigi
sekilde yapilmistir. Oncelikle kiiltire edilmis hiicreler
tripsin ile muamele edilerek toplandi ve sodyum dodesil
sulfat (SDS) soltusyonu (125 mM Tris-HCI, pH 7.5, 5
mM EDTA ve %1 SDS) uygulanarak hicreler pargalan-
di. Hucre ekstratlari 5 dk kaynatilip, 1 dakika sureyle
ultrasonik parcgalayiclya maruz birakildi ve 5 dk 14000
rom’de santriflj edildi. Protein konsantrasyonu bi-
cinchoinic acid assay (BCA) protein testi uygulanilarak
belirlendi. Elektroforezden 6nce hicre ekstrakti esit
hacimde SDS tampon ¢o6zeltisi (150 mM Tris-HCI, pH
6.8, % 10b-mercaptoethanol, %20 gliserol, %3 SDS,
%0.01 bromfenol blue, %0.01 pyronin-Y) eklenerek
ornekler seyreltildi ve 2 dakika kaynatildi. SDS- Poliak-
rilamid jel elektroforezi gergeklestirildi ve daha sonra
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yurdtulen protein bantlari  nitroselliloz membranlara
aktarildi. Nitrosellloz membranlar anti-HIF-2a (1:1000,
NB100-122 Novus), anti a-aktin (1:8000, ab5694
ABCAM) ve Anti-CAIX (1:3000, ab15086 ABCAM) ile
inkiibe edildi. Ikinci antikor (1:5000, 7074 Cell Signa-
ling) ile muameleden sonra proteinlerin varligi kemili-
minesans yontemi ile belirlenip, X-ray filmine aktarildi
(Brown ve ark., 2000).

BULGULAR VE TARTISMA

Farkli Zamanh Hipoksiya Uygulamasinin HIF-2a
mRNA Ifade Degisimine Etkisi

ilk asamada SKBr3, MDA-MB-468 ve HMEC hiicreleri
kiltire edildi. Her hticre grubu igin 1 adet kontrol grubu
normal kosullar altinda kdltiire edildi. Hipoksi uygula-
masi bitin hiicre gruplarinda ayni kosullarda ve 4, 8,
16, 18, 24 ve 48 saat olacak sekilde yapildi. Hipoksi
uygulamasinin takibinde, mRNA sentezi icin materyal
ve yontem kisminda acgiklandigi sekilde total RNA izo-
lasyonu gergeklestirildi. RNA izolasyonunu takiben
cDNA sentezi gercgeklestirildi. RT-PCR reaksiyonlari
icin primerler dizayn edildi ve siparis edildi. Calisma
kapsaminda kullanilan primerlerin materyal ve yontem
kisminda sunulmustur. Hipoksik kosullarin dogru uygu-
landigini test etmek icin HIF-2a ya ek olarak karbonik
anhidraz 9 (CAIX) gen ifadesinin degisimi de analiz
edilmistir.

Sekil 1 incelendiginde a-aktin bantlari bitin hiicre ve
deney gruplarinda aynidir ve sentezlenen mRNA sevi-
yelerinin esit oldugunu gostermektedir. Meme kanseri
ve normal meme epiteli hiicrelerinde hipoksi uygulama-
sinin HIF-2a mRNA ifadesini uyardigi net bir sekilde
gozlenmektedir. CAIX ifadesinin yine bitin gruplarda
hipoksi uygulamasini takiben yukseldigi gorulmektedir.
HMEC hucre grubunda hipoksi uygulamasi sonrasi en
yogun mRNA ifade artisi 4 ve 12 saatlerde gbézlenirken
(Sekil 1C) , MDA-MB-468 hucrelerinde mRNA ifade
artisinin hipoksi uygulamasini takiben surekli olarak
ayni seviyede kaldigi (Sekil 1B) ve SKBr3 hlcrelerinde
ise 8, 12 ve 18. saatlerde en yogun olarak gergeklestigi
belirlenmistir (Sekil 1A).
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A) Hipoksi uygulamasi (261 O5)
Kontrol 4 8 12 18 24 48 (Saat)
SKBr3
B) Hipoksi uygulamasi1 (%1 O)
Kontrol 4 8 12 18 24 48 (Saat)
MDA-MB-468
O) Hipoksi uygulamasi (21 O5)
Kontrol 4 8 12 18 24 48 (Saat)

HMEC

Sekil 1. Meme kanseri hicrelerinde farkli zamanli hipoksi uygulamasinin HIF-2a ve CAIX mRNA ifadesi degisimi.
a-aktin kontrol olarak kullaniimistir (deney 3 kez tekrar edilmigtir).

Bobarykina ve ark. (1999) meme kanseri hicreleri
SKBr3, MDA-MB468 ve BT549 da hipoksi
uygulamasinin HIF-2a mRNA ifadesini duisirdigund
gOstermislerdir. Bu galismada sadece 18 saatlik hipoksi
uygulamasi yapimigtir, farkli zamanl bir uygulama
yapilmamistir. Calismamiz da ise bu c¢alismada
sunulan verilerin aksine hipoksi uygulamasinin HIF-2a
mRNA ifadesini hem normal meme epiteli hem de
meme kanseri hicrelerinde arttirdigi gdzlenmistir. Hu
ve ark. (2003) normal (HUVECs ve HUVEC-Ls) ve
transforme olmus hicreler (HEK293, HepG2, Hep3B)
ile yaptigi calismasinda HIF-1a mRNA ifadesinin
hipoksik kosullarda degismedigini, HIF-2a mMRNA

ifadesinin ise hipoksik kosullarda daha ylksek
oldugunu go6stermislerdir. Diger bir calismada
noroblastoma hicrelerinde farkli zamanh hipoksi
uygulamasinin  HIF-2a mRNA ifadesini uyardigdi

gOsterilmistir (Hamidian ve ark., 2015). Kemik kanseri
hastalarinda yapilan bir calismada kanser hicrelerinde,
normal hucrelere kiyasla HIF-2a mRNA seviyesinin
yuksek oldugu gosterilmistir (Sandlund ve ark., 2009).
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Literatirde sunulan c¢aligsmalar incelendiginde genel
olarak HIF-2a mRNA ifadesinin hipoksi uygulamasini
takiben arttigi belirtiimektedir. Bu ¢alisma kapsaminda
elde edilen veriler literatir ¢alismalari ile uyumludur ve
calismamiz kapsaminda farkli zamanh hipoksi
uygulamasinin HIF-2a ve CAIX mRNA ifadesinin
degdisimi gosterilmistir.

Hipoksi Uygulamasinin HIF-2a Protein Diizeyine
Etkisi

Farkh zamanh hipoksi uygulamasinin mRNA dizeyini
nasil etkiledigini belirledikten sonra ikinci asamada,
protein miktarinin nasil degistigi analiz edildi. mMRNA
analizinde oldugu gibi bitlin hucreler igin normal kosul-
larda kdltire edilen 1 adet kontrol grubu ve 4, 8, 16, 18,
24 ve 48 hipoksi uygulanmis gruplar olusturuldu. Pro-
tein izolasyonu ve SDS poliakrilamid jel elektroforezini
takiben proteinler nitrosellloz membranlar Uzerine
transfer edildi. Kontrol olarak a-aktin kullanildi. Gériin-
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dimi ile dizenlendi.
Hipoksi uygulamasi (%1 O3)

A)
Kontrol 4 8 12 18 24 48 (Saat)
KD s,y G Gy St ) @ C A 1<
100 kDa - Y - ” i — HIF-2a
42 kDa NN GEEEES cEEsse GEINED cEnmmn GEEEED emmmm o -aKktin
SKBr3
Hipoksi uygulamasi (%1 O3)
.. Kontrol 4 8 12 18 24 48 (Saat)
50kDa W W mm—m e GRS G W CAIX
e o Gl o 2o 8D .
100 kDa
42 kDa P U NSNS SN WSS wmp—— — ok tin
MDA-MB-468
Hipoksi uygulamasi (%1 O5)
(&)}
Kontrol 4 8 12 18 24 48  (Saat)
50 kDa dme Sm— - e - s e
———— T e TS GRS G
100 kDa HIF-2a
42 kDa

amnms NP e el Q@S ey esmme O-2ktin

HMEC

Sekil 2. Meme kanseri hucrelerinde farkli zamanl hipoksi uygulamasinin HIF-2a ve CAIX protein ifadesi degisimi.
a-aktin kontrol olarak kullaniimigtir (deney 3 kez tekrar edilmistir)

imminoblot analizi gdstermektedir ki farkli zamanli
hipoksi uygulamasinin mRNA ve protein ifadesi dizey-
lerine etkisi farklidir. Sekil 2 incelendiginde SKBr3 ve
MDA-MB-468 hiicrelerinde hipoksi uygulamasi HIF-2a
protein seviyesini, normal meme epiteli hicresi
HMEC’e kiyasla daha yogun olarak uyarmistir. HMEC
hicre grubunda HIF-2a protein ifadesi normal kosullar-
da belirlenemezken, hipoksi uygulamasi sonrasi artis
gOstermigstir (Sekil 2C). Ancak zamansal hipoksi uygu-
lamasina ragmen, HIF-2a protein seviyesinin HMEC
hiicre grubunda blylk oranda sabit kaldidi tespit edil-
mistir. CAIX protein ifadesi ise bu hicre grubu icin 4
saatlik hipoksi uygulamasi diginda, uygulanan hipoksi
suresinin uzunluguyla dogru orantili olarak artis goster-
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digi tespit edilmistir (Sekil 2C). Hem SKBr3 hem de
MDA-MB-468 hiicre grubunda hipoksi uygulamasinin
HMEC hucre grubuna kiyasla HIF-2a protein seviyesini
daha yogun olarak uyardigi goérilmustir (Sekil 2A, 2B
ve 2C). CAIX ifadesindeki artisin ise meme kanseri
hicre gruplari ile normal meme epiteli hlcrelerinde
hipoksi uygulamasinin takibinde benzer olarak ifade
artisina ugradidi belirlenmistir. En yogun HIF-2a pro-
tein ifadesi SKBr3 hicreleri igin 12 saatlik hipoksi uygu-
lamasi sonrasi, MDA-MB-468 hilcre grubunda ise 48
saatlik uygulama sonrasi gézlenmistir (Sekil 2A, B).

Liu ve ark. (2016) HIF-1a ve HIF-2a ifade artisinin troid
kanseri gelisim surecinde klinik agidan énemli oldugunu
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ve potansiyel biyo belirte¢ adayl oldugunu ifade
etmiglerdir. Wang ve Yuan (2016) HIF-2o’'nin meme
kanseri hicrelerinde CoCl, aracili hicre goci ve
invazyonunu uyardigini goéstermislerdir. Bu iki ¢calisma
HIF-2a ifadesinin kanser gelisimi sirecindeki énemini
isaret etmektedir. Bizde c¢alismamizda meme
kanserinde farkli zamanh hipoksi uygulamasinin HIF-
2a ifadesini nasil etkiledigini belirledik. Bu kapsamda
hipoksik kosullarda hem mRNA hem de protein
dizeyinde ifadesinin hangi slrelerde ne miktrada
arttiginin  bilinmesi énemlidir. Meme kanseri gelisimi
surecinde hipoksik kosullar altina yapilacak in vivo
¢alismalar i¢in uygulama surelerinin belirlenmesi igin
referans olacaktir. Calismamiz daha ileriki ¢calismalara
katki saglayacaktir.

Cavadas ve ark. (2015) MCF7 meme kanseri hiicre
hattinda hipoksi uygulamasinin HIF-2a protein ifadesini
degistirmedigini ifade etmistir. Mide kanseri hastalari ile
yapilan bir calismada, mide kanseri dokusunda HIF-2a
MRNA ve protein ifadesinin normal dokulardakine
kiyasla énemli Olgiide yuksek oldugu gosterilmistir (Li
ve ark., 2015). Diger bir calismada akcider kanseri
hicrlerinde farkli zamanlh hipoksi uygulamasinin hem
HIF-2a mRNA hem de protein ifadesini arttirdig
gosterilmistir (Uchida ve ark., 2004). Bu c¢alisma
kapsaminda SKBr3 ve MDA-MB-468 meme kanseri
hlcrelerinde HIF-2a protein seviyesinin normal meme
epiteli hiicresi HMEC’e kiyasla hipoksi kosullarinda
daha ylksek ifade edildigi gosterilmistir. Sunulan veriler
literatlrdeki diger c¢alismalari desteklemektedir ve
meme kanseri sirecinde HIF-2a ifadesinin énemini
isaret etmesi bakimindan énemlidir.

SONUGLAR

Literatirdeki c¢alismalar incelendiginde HIF-2a’nin
kanser gelisimi icin 6nemli oldugu ve bircok kanser
tirinde ifadesinin  arttigi  goésterilmistir.  Meme
kanserinde HIF-2a ifadesinin arttigi  bilinmektedir.
Ancak farkli hiicre hatlarinda hipoksiya yanit elemanlari
farkli ifade duzeyleri sergileyebilmektedir (Cavadas ve
ark., 2015). HIF-a proteinlerinin kanser tedavisi igin
potansiyel hedefler oldugu bilinmektedir ve bu konuda
arastirmalar devam etmektedir (Burroughs ve ark.,
2013). Ancak farkh kanser tirlerinde HIF-a genlerinin
ifadeleri degisiklik gdstermektedir (Bobarykina ve ark.,
1999; Uchida ve ark., 2004; Liu ve ark., 2016). Ayrica
hipoksiye maruz kalma siresi protein ve mRNA
dizeyinde HIF-a genlerini  degisik oranlarda
etkilemektedir (Cavadas ve ark., 2015). Bu nedenle
farkli sdreli hipoksi uygulamasinin kanser ve normal
epitel hlcrelerinde HIF-a genlerini nasil etkilediginin
bilinmesi 6nemlidir.
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Bu calisma kapsaminda; ilk defa iki farkli meme kanseri
ve bir normal meme epiteli hiicresinde 4, 8, 12, 18, 24
ve 48 saatlik hipoksi uygulamasinin HIF-2a mRNA ve
protein ifadesini nasil etkiledigi goOsterilmistir. Ayrica
kontrol olarak hipoksik kosullarda ifade artisina
ugrayan CAIX gen ifadesinin ayni hucre gruplarinda
degisik zamanli hipoksi uygulamasi sonrasi nasil
degistigi  gosterilmisti. Bu c¢alismanin devaminda
meme kanseri hastalarinda HIF-2a ifadesinin degisimi
analiz edilerek genin potansiyel biyo belirte¢ 6zellikleri
analiz edilebilir.

TESEKKUR

Bu calisma TUBITAK tarafindan 2214-A yurt disi dokto-
ra sirasi arastirma bursu ile desteklenmisgtir.
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