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OZET

Tighh H. Anjiyogenez ile Ilgili Trombospondin-1, HIF-1a. ve CA9 Molekiillerinin
Bobrek Kanserli Hastalarda Arastirilmasi. Istanbul Universitesi Saglik Bilimleri
Enstitiisii, Temel Onkoloji ABD. Doktora Tezi. Istanbul. 2008.

Tiimorlerin biiylimesinde ve metastazinda 6nemli role sahip olan tiimor anjiyogenezi,
pro ve antianjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu etmenler dogrudan
ya da dolayli olarak HIF-1a (Hipoksi ile indiiklenen etmen) tarafindan diizenlenir. CA9
(Karbonik Anhidraz9), diisiik oksijen varliginda HIF-1a araciliiyla diizenlenen bir
zargegen hiicre yiizey proteini, TSP (Trombospondin)-1 ise potansiyel anjiyogenez
baskilayicisidir. TSP-1 geninin promotdr bolgesinde meydana gelen metillenmenin
genin anlatimini engelledigi gozlenmistir. Bu nedenle bizim ¢alismamizda anjiyogenez
ile ilgili olan TSP-1, HIF-1a ve CA9’ un nicel gen ifade diizeyleri ve TSP-1 geninin
promotdr metilasyon durumu incelenmistir. Ayn1 zamanda TSP-1, HIF-la ve CA9
genlerinin {riinleri olan proteinlerin miktarlar1 tayin edilmistir. HIF-1oo ve CA9 gen
ifade diizeyleri arasinda beklendigi gibi anlamli korelasyon gozlenmektedir (p=0,029).
Tiimor doku oOrneklerinde HIF-1a gen ifadesinin anlamli derecede yiiksek oldugu
gorlilmiistiir (p=0,017). HIF-1a protein diizeyleri tiimérde normal dokuya gore anlaml
derecede yiiksektir (p=0,035). Calismamizda tiimor 6rneklerinde, hem CA9 gen ifadesi
hem de protein diizeyi anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p<0,001). CA9 gen
ifadesi ve grad arasinda zit yonde bir iligki vardir(p=0,010). Normal dokudaki TSP-1
gen ifadesi (p=0,026) ve protein diizeyi (p=0,001) tiimdér dokusuna oranla anlaml
derecede yiiksektir. TSP-1 gen ifadesinin ve protein diizeyinin metilasyona bagli olarak
azaldig1 goriilmektedir (p=0,052 ve p=0,011). Sonuglarimiz c¢alhistiimiz {ig
parametrenin (CA9, HIF-1a ve TSP-1) bobrek kanserinin olusum ve seyri ile yakindan
ilgili olabilecegini gostermekte olup hastaligin takibi agisindan da uygun belirleyiciler

olabileceklerini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler : Bobrek kanseri, Anjiyogenez, TSP-1, HIF-1a, CA9

Bu ¢alisma, Istanbul Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi tarafindan
desteklenmistir. Proje No: T-845/02062006
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ABSTRACT

Tigli H. Investigation of Angiogenesis Related Genes TSP-1, HIF-1a and CA9 in
Patients  with Renal Cancer. Istanbul University, Institute of Oncology, Basic
Oncology Department. Doctorate Thesis. Istanbul. 2008.

Tumor angiogenesis, a major requirement for tumor outgrowth and metastasis, is
regulated by pro- and antiangiogenic factors. These factors are regulated directly or
indirectly by HIF (Hypoxia Inducible Factor)-la. The transmembrane CA (Carbonic
anhydrase) 9 cell surface protein, is mediated by HIF-1a under hypoxic conditions. TSP
(Thrombospondin)-1 is a potent inhibitor of angiogenesis. Alterations in DNA
methylation also appear to play a role in TSP-1 regulation, and promoter- associated
CpG island methylation has been implicated recently in transcriptional inactivation of
TSP-1. In our study quantitative expression levels of angiogenesis related genes HIF-1a.,
TSP-1, CA9 and methylation of the TSP-1 promoter region were investigated. Protein
levels of CA9, HIF-1a and TSP-1 were also determined. HIF-1a gene expression level
was significantly higher in tumor tissues (p=0.017). A positive correlation was detected
between HIF-1a and CA9 gene expression in neoplastic tissue samples (p=0.029). HIF-
1 protein levels were significantly higher in tumor tissue compared to normal kidney
tissue (p=0.03). In our study both expression and proteins level of CA9 were
significantly higher in tumor tissues (p<0.001). There was a negative correlation
between CA9 gene expression and grade (p=0.010). TSP-1 gene expression and protein
levels were significantly higher in normal tissue compared to tumor tissue (p=0.026,
p=0.001,respectively). There was a negative correlation between TSP-1 gene
methylation and TSP-1 gene expression and protein levels (p=0.052, p=0.011,
respectively). Our findings are consistent with the fact that HIF-1a, CA9 and TSP-1

gene products are involved in the tumorigenesis and pathogenesis of renal cell cancer.

Key Words: Kidney cancer, angiogenesis, HIF-1a , TSP-1, CA9.
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1. GIRIS VE AMAC

Bobrek kanseri, damarlanmast yogun olan tliimorlerden oldugundan
anjiyogenezin etkinlesmesi ve baskilanmasindan sorumlu molekiiller bu kanserin
prognozunda 6nemli yer tutmaktadir. Calismamizda HIF-1a, CA9 ve TSP-1 genlerinin

bobrek kanseri ile iliskisi arastirilmistir.

Tiimoriin baskilanmasi ile ilgili genlerin promotdér bdlgesinde yer alan CpG
adalarinin asirn  metillenmesi ile yazilimsal olarak sessizlesmesi bu genlerin
etkinsizlesmesinde yaygin bir mekanizmadir. TSP-1 geninin baskilanmasi {izerinde
metillenmenin etkisini degerlendirmek amaciyla TSP-1 geninde promotor bolge
metillenmesi arastirilmistir. Caligma sonuglarimiz, bu molekiilleri hedef alarak yapilan

tedavi caligmalari agisindan da yol gosterici olabilecektir.

Tilimorlerin biiyiimesinde ve metastazinda 6nemli role sahip olan anjiyogenez,
pro ve antianjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilmektedir. Bu etmenler dogrudan
ya da dolayl olarak doku oksijen dengesinin diizenleyicisi olan HIF-la tarafindan

diizenlenir.

HIF-1a, doku O, seviyesi azaldiginda (hipoksi) anjiyogenez, glukoz tasinmasi
ve anaerobik metabolizma ile ilgili genlerin anlatimini etkinlestirir. Bir ¢ok anjiyogenik
etmeni etkinlestirerek damar olusumuna yol agar ve oksijen seviyesini yiikseltir. HIF-
la etkinligi nedeniyle CA9 gibi pro-anjiyogenik etmenlerin hedef genlerinin yazilimi
etkinlesir. CA9, hipoksik kosullar altinda hizla ve asir1 derecede ifade edilen, timor
hiicre hipoksisi ile ilgili oldugu en iyi bilinen genlerden biridir. CA9, timor biliyiimesi
ve hastaligin ilerlemesindeki roliinii hipoksiye cevap olarak pH’y1 azaltarak saglar. Bu
da CA9’un gen ifade diizeylerinin klinik seyri tahmin etmek i¢in uygun bir belirteg

olabilecegini gostermektedir.

TSP-1, potansiyel bir anjiyogenez baskilayicisidir. Bir¢ok anjiyogenik uyariya
karsin endotel hiicre gogiinii baskilayabilir, yeni damar olusumunu onleyebilir ve

endotel hiicre apoptozunu etkinlestirebilir.



Calismamizda bobrek kanserli hastalardan alinan normal ve tiimor dokularinda
anjiyogenezin etkinlesmesinde onemli role sahip olan HIF-1a’nin ve onun etkinlesmesi
ile uyarilan CA9’un gen ifade diizeylerine Gergek Zamanli Kantitatif PCR ile
bakilmistir. Ayn1 zamanda bobrek kanserinde damarlanmanin yogun olmasi nedeniyle
anjiyogenezi baskilayan etmenlerin etkisini kaybetmesi de beklendiginden
anjiyogenezin baskilanmasinda gorevli olan TSP-1’in gen ifade diizeyine de bakilarak
bu varsaymmin gecerliligi arastirilmistir. TSP-1 geninin baskilanmasindan sorumlu
olarak promotor metillenmesi incelenmistir. Ayrica uygulanan bu yontemlere ek olarak
ilgili molekiillerin protein seviyeleri Olciilerek gen ifadeleri ile aralarindaki iliski

arastirilmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Bobrek Tiimorleri

Uriner sistemde ¢ok cesitli selim ve habis tiimorler goriiliir. Bobrekte en sik
goriilen habis tiimorlerden biri bobrek hiicreli karsinomlar (BHK) dir (1). Bunu Wilms
tiimorleri ile kaliks ve pelvislerin birincil tiimérleri izlemektedir. Uriner yollarda timor

goriilme siklig1 bobrek hiicreli karsinomdan iki kat daha fazladir.

2.1.1. Bobrek Hiicreli Karsinom (BHK)

BHK, genellikle bobrek kanseri terimi ile tanimlanan neoplazmdir. BHK,
tiibiiler epitelden koken alan bir adenokarsinom olup bobrekte goriilen tiim habis
timorlerin - % 80-90’m1  ve tiim solid tiimorlerin yaklasik %3’linii olusturur (1-4).
BHK’lar prostat ve mesane kanserinden sonra iiglincli en sik gozlenen genitoiiriner
kanser olup iirolojik kanserler igerisinde en oOldiiriicii olanidir. Prostat ve mesane
kanserli hastalarin %20’si hastaliklar1 nedeniyle oliirken, BHK’li hastalarin yaklagik
%40’1 bu hastaliktan 6liir (5). Hastaligin goriilme sikligi 100.000 de 7,5’ tur (1,2,6) .
Tiim diinyada ve Avrupa’da BHK’da yillik yaklasik %2 oraninda artis gozlenmektedir
(7). Avrupada ve Amerikada her yil yaklasik 30.000 yeni hastaya bobrek kanseri tanisi
konulmakta ve bunlarin yaklasitk 12.000 kadar1 bu hastalik nedeniyle hayatini
kaybetmektedir. Goriilme sikligi Kuzey iilkelerinde daha fazla, Asya iilkelerinde ise
daha azdir (7-11). Ayrica bobrek kanserinin zencilerde goriillme orani daha yiiksektir
(1,2).

Bobrek kanseri genellikle ileri yaslarda ortaya ¢ikar ve 60-70°1i yaslarda en
yiiksek seviyelere ulasir (5). Erkeklerde goriilme siklig1 kadinlara gore 1,5 kat fazladir.
BHK c¢ocuklukta ender goriiliir. Cocukluk yasindaki tiim bobrek tiimorlerinin ancak
%2-6’s1 BHK” dir. Kiigiik ¢ocuklarda Wilms tiimorii ¢ok daha sik goriiliir. Cocuklarda
ortalama goriilme yasi 8-9 olup, cinsiyet dagilimi erigkinlerden farkli olarak kiz ve

erkek ¢ocuklarinda aynidir.



Ulusal Kanser Enstitiisii BHK olgularinin ¢ogunun sporadik, % 4’iiniin ise

ailesel oldugunu belirlemistir (5,12,13).

VHL (Von Hippel-Lindau) sendromlu hastalarin %40’inda bilateral ve
cogunlukla da multiple BHK’lar gelisir ve 60 yaslarinda siklig1 %75’in tizerindedir.
(14,15). VHL sendromuyla birlikte goriilen tiimorler primer olarak berrak hiicreli
tiptedir ve kromozom 3p’de lokalize VHL tiimér baskilayici geninin mutasyonuyla
iligkilidir (16). VHL, otozomal dominant geg¢is gosteren, tiimor baskilayict gen
kusurlarindan kaynaklanan bir hastaliktir. VHL geni yazilimin diizenlenmesinden ve

bliylime etmenlerinin sentezinden sorumlu pVHL proteinini kodlar (17).

Birt-Hogg-Dube ve Kalitsal Leiomiyomatdz genetik sendromlar1 da BHK ile
iligkilendirilmislerdir. Bu sendromlar hem bobrek kanserine, hem de deri hastaliklarina

neden olur. Ayrica tiiber6z sklerozlu hastalar da ytliksek kanser riskine sahiptir (1,2).

2.1.1.1. BHK’un Etiyolojisi

Gilinlimiizde bilimsel olarak en ¢ok kabul goren ve kismen de kanitlanan risk
etmenleri, obezite, sigara kullanimi, son donem bdbrek yetmezligi ve diyaliz ile
bobregin edinsel kistik hastaliklaridir. Ancak genel olarak risk etmenleri 3 grupta ele
alimmaktadir (Tablo1). Sporadik formlarda etiyoloji kesin olarak bilinmemekle birlikte,
en Onemli risk etmenleri son donem bobrek yetmezligine eslik eden diyaliz veya

edinsel bobrek kisti, obezite ve sigara kullanimi olarak gosterilmektedir (5,18,19).



Tablo 2-1: Sporadik Bobrek Hiicreli Karsinom I¢in Risk Etmenleri

Yasam Tarzi / Diyet Cevresel Etmenler Diger Etmenler

Sigara ve Tiitlin Kadmiyum Uzun Dénem Diyaliz

Obezite Klorlu Coziiciiler Hipertansiyon

Yagdan zengin gida Petrol-kimya tirtinleri Uzun dénem analjezik kullanim

Asbest

Tablo 2-2: Sporadik Bobrek Hiicreli Karsinomda Risk Etmenlerinin Genel

Topluma Gore Risk Oranlar

Risk Etmeni Kanser Riskinde Artis
Son dénem bdbrek yetmezligi ve diyaliz 32 kat
Son dénem bobrek yetmezligi ile birlikte edinsel kistik hastalik |> 100 kat
Obezite 3,6 kat
Sigara ve tiitiin kullanimi 2,3 kat
Hipertansiyon 1,4 kat
Kuru temizlemede ¢alisan isgiler 1,4 kat
Hipertansiyon olmaksizin diiiretik kullananlar 1,3 kat
Trikloretilene maruz kalma 1 kat
Uzun dénem fenasetin kullanimi 1,1-6 kat
Polikistik bobrek hastaligi 0,8-2 kat
Kadmiyuma maruz kalma 1-3,9 kat
Arsenik maruziyeti 1,6 kat
Asbestozis 1,1-1,8 kat

Son donem bdbrek yetmezligi olan hastalarda basta bobrek hiicreli karsinom

olmak iizere, bircok organda kanser goriilme sikliginin arttig1 artik bilinen bir gercektir.

Ayrica son donem bobrek yetmezligi olan hastalarda (6zellikle diyaliz tedavisi

gorenlerde) edinsel bobrek kistik hastaligi goriilme sikligi da artmaktadir (5,19,20).



Uzun siire diyalize giren hastalarda kanser6z kistler olusabilir. Ancak bunlar genellikle
erken fark edilirler.

Sporadik BHK’larin 6nemli ikinci risk etmeni obezite olarak kabul
edilmektedir. EAU (Avrupa Uroloji Birligi) 2006 kilavuzunda sporadik bobrek hiicreli
karsinom i¢in en dnemli risk etmeninin obezite oldugu bildirilmis ve genel topluma
gore bu timori arttirma riskinin 3,6 kat oldugu belirtilmistir (21). Riski arttiran bir
diger etmen yliksek yagli diyettir (1,2). Bobrek hiicreli karsinom riski BMI (viicut kitle
indeksi) ile paralellik gostermektedir (9,22,10). Son yillarda asir1 sismanlik ile iligkisi
Ostrojen hormonlar1 ile de iliskili olabilecegini diistindiirmektedir. Bazi Ostrojen
muadillerinin hayvanlarda bdbrek tiimorlerine neden oldugu gosterilmistir. Ayrica
bobrek hiicreli karsinom ile hipertansiyon arasinda da bir iliski saptanmistir (1,2,9).
Obezitenin bobrek kanserine yol agma mekanizmasi kesin olarak bilinmemekle birlikte,
birka¢ mekanizmanin bobrek kanserine neden olabilecegi belirtilmektedir. Obezlerde
insulin ve insulin benzeri biiylime etmeni-1 (IGF-1)’in artmasi ve bunlarin kanser
uyarict molekiiller olmasi, obezitenin hipertansiyon ve diyabete yol agmasi ve bu her
iki hastalikta da bobrek kanseri riskinin artmasi, ayrica obezitenin Ostrojen diizeyini,
glomeriiler filtrasyon hizin1 ve renal plazma akimini artirmasi da olasi mekanizmalar

olarak diistiniilmektedir (10,15,22).

Sigara kullanimi ve tiitiin ¢igneme obeziteden sonra 6nemli ikinci risk etmeni
olarak kabul edilmektedir. Sigarada bulunan yiizlerce karsinojen madde, diger bir¢ok
organda degisik rolatif risk oranlar1 ile kansere yol agtigi gibi, bdbrek hiicreli
karsinomun gelisme riskini de 1,4-2,3 kat arttirmaktadir. BHK’lerin erkeklerde
%30’una, kadinlarda ise %25’ine sigara sebep olmaktadir (23,24).

I¢cme suyunda yer alan arsenigin riski arttirdig1 belirtilmektedir. Bunun disinda
organik coziicliler, pestisidler ve mantar toksinleri gibi bir¢cok cevresel kimyasal da

BHK’dan sorumlu tutulmug ancak ispatlanamamustir (9).



2.1.1.2. BHK’un Evrelemesi

Primer
Tumdrin
Evresi

SEMA

T1

T2

T3a

T3b

veya

T3c

T4

Bobrege sinirli,<2,5cm

Bobrege sinirli,>2,5cm

Siirrenal veya periferik doku tutulumu

Tiimor bobrek venine ulasmis

Tiimor gerota fasyasi digina ¢ikmig

Sekil 2-1: Bobrek Hiicreli Karsinomun Evreleri

2.1.1.3. BHK’un Smiflandirmasi

Bobrek hiicreli karsinomlarin %70-80 kadar1 berrak hiicreli, %10-15 kadari

papiller, %4-5 ‘i kromofobik, %3-7’ si de onkositom tip olarak siniflandirilmaktadir.



2.2. Timor Anjiyogenezi

Mevcut kan damarlarindan yeni kan damarlarinin gelismesi demek olan

anjiyogenez, proanjiyogenik ve anti anjiyogenik etmenler tarafindan kontrol edilir (25).

Endotel Endotel Boliinen
hicreler Hﬁcre\A.% & endotel
/@ v gogi @ hiicre
W ‘% ‘%ﬁ ’I
— i>v - PO ;E 4
v
@ CQC:%T N/ &g B, .

Perisit Bazal membran

Sekil 2-2: Yeni Damar Olusumu

Aniyogenezin fizyolojik ve patolojik olmak tizere 2 ¢esidi vardir. Fizyolojik
angiyogenez gelismekte olan fetlisde baslar ve dogum sonrasinda, erigkin dokulardaki
normal kan damarlarini olusturacak bigimde devam eder. Fizyolojik anjiyogenez kendi
kendini sinirlayan bir olay olmasina ragmen patolojik anjiyogenez uzun siire devam

eder (26).

Fizyolojik anjiyogenezde kan damarlari, diizenli, birbirinden yakin bosluklarla
ayrilmis ve iyi diizenlenmis bir dagilim gosterirler. Patolojik anjiyogenezde ise uyarilan
yeni kan damarlar1 (6rnegin tlimoérler tarafindan) son derece anormaldir, diizensiz
dallanirlar ve belirli bir diizene uymazlar. Ayrica yapisal ve islevsel agidan heterojen ve
plazma proteinlerine ve plazmaya karst genellikle yiiksek derecede gegirgendirler.
Yiizeylerinde pek ¢ok biiyiime etmen almaglari tagirlar (27,28) (Sekil 2-3).

Anjiyogenezin siki bi¢cimde denetlendigi ddllenmeden sonra plasentanin
gelismesi, yara iyilesmesi, menstruasyondan sonra uterus i¢ tabakasinin yenilenmesi
gibi fizyolojik durumlar disinda anjiyogenez organizmada olduk¢a simirlidir (29).
Normal kosullarda anjiyogenez, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini ve etkinlesmesini
saglayan pek c¢ok biiylime etmeni ile, buna kars1 gelen anti-anjiogenik etmenler
arasinda olusan bir denge ile diizenlenir (30). Bu etmenler arasindaki denge
bozuldugunda anjiyogenez kontrol edilemez. Bu olay 6zellikle timorlerin yayilmasinda

onemlidir. Anjiyogenez ayrica iskemik kardiyovaskiiler hastaliklar, retinopatiler, yara



tyilesmesi ve enflammasyon gibi pek ¢ok dnemli hastalik durumunu da 6nemli 6l¢iide

etkiler (27,31).

Normal
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bozulmalari

Tamor

Sekil 2-3: Normal ve Patolojik Anjiyogenez

Anjiyogenez olduk¢a karmagsik bir mekanizma ile gerceklesir. Hiicre dis1 matris

ve matrisi ¢evreleyen hiicrelerden saliman pek c¢ok biiylime etmeni, sitokinler ve

bunlarin almaglar1 anjiyogenezde temel rol oynar (28,32-34).

Tablo 2-2: Anjiyogenezi Uyaran ve Engelleyen Etmenler

Anjiyogenezi Uyaran Etmenler

Anjiyogenezi Engelleyen Etmenler

VEGF (Vaskiiler endotelyal biiyiime etmeni)

Trombospondin- 1

PGF (Plasental biiyliime etmeni) Anjiostatin
FGF (Asidik, bazik fibroblast biiylime etmeni) Endostatin
FGF-3 (Fibroblast biiyliime etmeni-3) Vazostatin

FGF-4 (Fibroblast biiyiime etmeni-4)

Vaskuler eldotelyal biiyiime faktorii inhibitorii

TGF-a (Transforme edici biiylime etmeni-a)

Trombosit factor-4 pargacigi

TGF-B (Transforme edici bilylime etmeni-f3)

Prolaktin derivesi

EGF (Epidermal biiyiime etmeni)

Restin

HGF (Hepatosit biiylime etmeni)

Proliferinle ilgili protein

TNF-a (Tiimdr nekroz etmeni-o)

Interferon-o-B

PDGF (Trombosit kaynakli bitylime etmeni)

Anjiopoetin-2

GCSF (Graniilosit koloni uyaran etmen)

Antitrombin-3 fragmani

IL- 8 (Interlokin-8)

Interferon ile indiiklenebilen protein- 10

Anjiogenin

Proliferin
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Tiimérin biyikligi 0,5 mm’’iin istine ¢ikinca timdriin beslenmesi yeni
damarlarin olusumuna bagimlidir. 0,5 mm®’den daha kiiiik bir timér, oksijen ve giday1
difiizyon ile alabilir (32-34). Tiimoriin biiylimesi sirasinda ortamdaki oksijen miktarinin
azalmasi ve tlimor hiicrelerinin yeterli oksijen alamamasi durumunda mikrodamarlar,
tiimore besin, oksijen ve biliylime etmenleri saglayabilmek i¢in sayica biiylik oranda
artis gosterirler. Heniiz tam olarak belirlenememis bazi1 uyaranlar, timdr hiicrelerini,
enflamasyonda rol alan hiicreleri ve bag dokusu hiicrelerini uyararak anjiyogenezi

baslatan molekiillerin (VEGF, FGF, TGF-beta, PDGF gibi) olusumuna yol agar (35,36).

Sekil 2-4: Normal Doku Onarimi ve Tiimorde Anjiyogenezin Ortak Yollar

YTRA Tl"iMOR
DOKU HASARI SUREKLI COGALMA
HIPiKSI |
VEGF,TNF- , FGF, TGF- 4
|
HIPERPERMEABILITE 4

FIBRIN fLUSUMU A

ANJIYOGENEZ VE FiBRINOLiZ

DOKUNUN YENIDEN SEKILLENMESI TUMOR GELISIMi VE
VE NORMAL DAMARLANMA ISLEVI BOZULAN DAMARLANMA

Timorlerde anjiyogenezin diizenlenmesi, fizyolojik anjiyogeneze gore
farkliliklar gostermektedir. Uyaranlar ve engelleyiciler arasindaki dinamik denge
bozulurken, bu dengenin bozulmasinda tiimdr ve endotel hiicreleri temel rol oynar.
Anjiyogenik biliylime etmeni belirgin olarak asir1 ifade edilmedikge, tlimoriin
bliyliyemeyecegi gosterilmistir. Anjiyogenezi uyarmak i¢in yalnizca anjiyogenik
etmenlerin artmasi yeterli olmayip, tlimoriin anjiyogenik ozellik kazanmasi igin

anjiyogenez engelleyicilerinin de azalmasi gerekmektedir (35,36).
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Timo6r dokusunda yeni damar olusumu, anjiyogenezi uyaran ve engelleyen

etmenler arasindaki ince bir denge ile diizenlenir.

Trombospondin

Endostatin

Interferonlar , ,
PDGF

Anjiyopoietin-1
VEGF ) ! y p
Fibrinojen-E-
Trombin

fragmenti
FGF

TNF-
IL-8

MMP ANJIYOGENEZ
Fibrin-E-

fragmenti

Sekil 2-5: Anjiyogenezin Etkinlesme ve Engellenmesi

2.2.1. Baz1 Anjiyogenik Etmenlerin Ozellikleri

2.2.1.1. Vaskiiler Endotel Biiyiime Etmeni (VEGF)

Baglangicta damar gegirgenligini arttiran bir etmen olarak tanimlanan VEGF,
endotel hiicrelerinin ¢ok sayidaki biyolojik islevini, sitokin sentezi ve salinimini,
trombolitik ve pihtilasma yollarinda yer alan molekiillerin ifade edilmesini ve diiz kas
hiicre hiperplazisini diizenler. VEGF postnatal damarlanma, yara iyilesmesi, kanser,
romatoid artrit, retinada yeni damarlanma ve kalp-damar hastaliklar1 dahil olmak {izere

cok sayidaki patofizyolojik durumda onemlidir (37-42).

VEGTF iiretimi, tiimorler tarafindan yaygin sekilde ifade edilen EGF, TGF- ve
, fibroblast biiyiime etmeni (FGF) ve trombosit tiirevi biiyiime etmeni (PDGF) gibi

cesitli onemli biiylime etmenleri tarafindan diizenlenmektedir.
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VEGF, bir¢ok kanser tiirlinde, anjiyogenezde rol oynayan en Onemli
etmenlerden biridir. VEGF mikrovaskiiler gecirgenligi arttirir, endotel hiicrelerin
gdciinii, boliinmesini ve anjiyogenezi uyarir. Gen ifadesini tekrar programlar ve endotel
hiicrelerinde apoptozu oOnler. Kanser tedavisinde onemli bir hedeftir. VEGF gen
ifadesinin BHK damarlanmasi ile uyum gosterdigi bulunmustur. VEGF geninin ifadesi
BHK’lerin %70’inde artmaktadir. Ayrica VEGF gen ifadesi ile tiimor evresi arasinda

iliski oldugu da belirlenmistir (43).

Hipoksi, VEGF mRNA diizeylerinde hizl1 ve giiclii bir artis1 tetikler. Bu durum
ozellikle, tiimorlerin nekrotik alanlar etrafinda daha belirgin bir sekilde goriiliir.
Hipoksik hiicrelerden salgilanan adenosin, adenosin A2 almaglarina baglanir ve c-AMP

bagimli protein kinaz (PKA) yolagi tizerinde VEGF nin ifadesini arttirir (44).

VHL geninin etkinsizlestirilmesi, p53 mutasyonlar1 ve ras’in onkojenik
mutasyonu ya da amplifikasyonu gibi ¢esitli olaylar da VEGF’nin ifade edilmesini
uyarabilmektedir (45).

2.2.1.2. Epidermal Biiyiime Etmeni (EGF)

EGF, polipeptid yapisinda olup bircok dokuda bulunur ve trombosit
degraniilasyonu sirasinda salmnir. Epitel hiicreler, endotel ve fibroblastlar igin

kemotaktiktir. Anjiyogenezi ve kollagenaz etkinligini uyarir (46).

2.2.1.3. Fibroblast Biiyiime Etmeni (FGF)

FGF, mezenkimal hiicreler i¢in bir mitojendir. Endotel hiicre ¢ogalma ve
hareketliligini artiirip yeniden damarlanmay1 hizlandirarak anjiyogenezde etkili olur.
Ayrica heparinin etkilerini giiclendirmek, kollajen sentezini uyararak, yaranin
kontraksiyonunu ve epitellenmesini saglamak ve fibronektin ve proteoglikan sentezini

uyararak yapismay1 kolaylastirmak gibi etkileri vardir (47).
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2.2.1.4. Trombosit Kokenli Biiyiime Etmeni (PDGF)

PDGF, trombositlerin alfa graniilleri i¢inde bulunur. Tiimoérler, endotel hiicreler,
makrofajlar, diiz kas hiicreleri ve trombositler PDGF benzeri biiylime etmenleri
salgilar. PDGF, makrofajlarin ve polimorf niiveli 16kositlerin kemotaksisini uyarir.
Fibroblastlarda ve diiz kas hiicrelerinde hem kemotaksisi, hem mitogenezi etkinlestirir.
PDGF, kollajen ve fibronektin sentezini de uyarir; ayrica kollajenaz etkinligini de

arttirir (48).

2.2.1.5. Transforme Edici Biiyiime Etmeni-p (TGF-p)

Trombositler, makrofajlar, lenfositler, kemik, bobrek gibi farkli dokulardan
izole edilmis olan TGF-f trombositlerin alfa graniilleri i¢inde yogun miktarda bulunur,
hasarlanan bolgeye degraniilasyonla salinir. TGF-f diisiik dozda anjiyogenik, yiiksek
dozda antianjiyogenik 6zellikler gosterir ve monositleri uyararak FGF, PDGF, TNF-a,
IL-1 gibi biiylime etmenlerinin salgilanmasini saglar. TGF-B makrofajlar i¢in
kemotaktik olup fibroblast kemotaksisi ve c¢ogalmasin1 uyarir, fibroblastlarda
fibronektin ve proteoglikan sentezini uyarak yara kontraksiyonunda rol oynar. Ayrica

epitel hiicrelerin cogalmasini uyarir (49).

2.2.1.6. Tiimor Nekroz Etmeni-Alfa (TNF)

TNF, kanser kaseksisi ve endotoksik sokta yer alir. Ates ylikseltici 6zelligi
vardir. TNF diisiik dozda endotel hiicre ¢ogalmasini ve tiibiil olusumunu saglarken,
yiksek dozda zit etki gosterir. Proenflamatuar ozellikleri ile in vivo olarak yeni

damarlarin olusumuna yol agar (44).

2.2.2. BHK’ da Anjiyogenez

BHK uzun yillardan beri en ¢ok damarlanma goriilen kanserlerden birisi olarak
bilinmektedir. BHK’da anjiyogenezi baslatanin VEGF oldugu diistintilmektedir (50).
BHK olgularinin ¢ogunda tiimor baskilayict VHL geninin etkinsizlegsmesinden dolay1
VEGF geninin ifadesi artmaktadir (5,51). VHL geninin etkinsizlesmesi ya da
mutasyona ugramasi, hipoksi, aglik ve diger streslere karsi olusan hiicresel cevabin

diizenlenmesinde rol oynayan HIF-1a’in diizensiz ifade edilmesine yol agmaktadir. Bu
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etmen hiicre ¢ogalmasi, yeniden damarlanma ve hiicre disi matris olusumunda
gorevlidir. HIF-1a’in etkinlesmesi sonucunda VEGF, BHK a 6zgii tiimore bagli antijen
olan tiimor biiytime etmeni (TGP), karbonik anhidraz-9 gibi hipoksi ile uyarilan genler

etkinlesir (5,14,50,52).

BHK’da fibroblast biiyiime etmeni (bFGF) diizeylerinde artis bildirilmistir.

Artig gosteren diger etmenler, TGF- 1, anjiogenin, IL-8 ve hepatosit biiyiime etmenidir

(51).

2.2.2.1. Anjiyogenez Engelleyicileri Ile Tedavi

Anjiyogenez bagimliligi ve etkin sistemik tedavilerin yoklugu BHK i¢in bazi
antianjiyogenik yaklasimlar giindeme getirmistir (53-55).

Antianjiyogenik ilaclarin kimyasal tedavi ve 151n tedavisi ile biraraya getirilerek
yapildig1 tedavi ¢aligmalarinda ilerlemeler saglanmistir. Anjiyogenez engelleyicileri,
farkli mekanizmalar ile etki gostermektedir (56). Matris yikiliminin engellenmesi,
anjiyogenez etkinlestiricilerinin engellenmesi veya endotel hiicrelerinin dogrudan
engellenmesi gibi etkiler gozlenebilir. Tek bir anjiyogenez baskilayicisi ile yapilan
tedavilerin kanser hiicreleri tarafindan olusturulan ¢ok sayidaki anjiogenik etmen ile
miicadelede yetersiz kalabilecegi diisiinlilmektedir. Tiimor tedavisinde anjiyogenez
baskilayicilarinin ve diger klasik ajanlarin birlikte kullanilmas1 daha da etkili olabilir.
Anjiyogenez engelleyicilerinin, kemoterapi ile birlestirilmesi daha etkili sonuglar
vermistir. Kemoterapi ile tiimor kitlesi kiigiiltiiliip antianjiyogenik ajanlarla tlimoriin
duragan kalmasi saglanabilir. Bu nedenle gelecek yillarda anjiyogenezin molekiiler
temellerinin daha iyi belirlenmesi yeni tedavi modellerinin gelistirilmesi acisindan
onemli olabilecektir. Cok daha 6nemli bir konu anjiyogenik yanitin bireyler arasinda
farkl olabileceginin de diistiniilmesidir (42).

Timorlerin i¢indeki damarlanma, endotel biliyiime etmeni almaclarinin sahte
ligandlar, protein kinaz engelleyicileri veya monoklonal antikorlar ile durdurulmasiyla
engellenebilmektedir. Bundan dolay1 6zellikle berrak hiicreli BHK’de VEGF ve VEGF
almac1 (VEGFR) gibi etkenler ilag¢ tedavisi i¢in ilging hedeflerdir. ileri evre BHK’li
hastalarda VEGF, VEGFR, CA9, EGFR, PDGFR, bFGF, TSP-1, Endotelin-1 almaci
ve m-TOR‘u hedef alarak hazirlanan ilaglar giincel tedavi stratejilerinde

kullanilmaktadir (57).
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2.3. Hipoksi le Indiiklenen Etmen-1 (HIF-1 )

Ortamda yeterli oksijen bulunamadigi durum olarak tanimlanan hipoksi,
aralarinda kanserin de bulundugu pek cok hastaligin patogenezinde 6nemli rol oynar
(58). Bir tiimoriin oksijen aliminin, tiimoriin agresifligi veya metastaz yetenegi ile
iliskili oldugu bildirilmistir. Oksijenin eksik olmasi durumunda, kanser hiicrelerinin
anjiyogenik proteinler salarak hipoksiye uyum sagladig1 ve yayilmasinin kolaylastigi
gozlenmistir.

Hipoksik tiimorler daha agresif ve tedaviye direnglidir. Hipoksinin kotli prognoz
ile ilgili oldugu ve hipoksi ile etkinlesen molekiiler yollarin (anjiyogenez, anaerobik
metabolizma veya apoptozun inhibisyonu) Radyoterapi (RT) ve Kemoterapi (KT)’ye
diren¢ olusturdugu, ayni zamanda kanser hiicrelerinin go¢ etme ve metastazla

sonu¢lanan farkli organlarda yasama yeteneklerini de arttirdigi belirlenmistir (59).

Radyoterapi sirasinda serbest radikallerin sabitlenmesi ve maksimum hiicre
Olimii i¢in ortamda molekiiler oksijen bulunmalidir. Tiimérde kan damarlarindan
uzakta kalan bolgeler asirt derecede hipoksik oldugundan i1ginlama bu bolgeler igin

kiigiik bir etkiye sahiptir.

Sekil 2-6: Tiimor Dokusunda ve Normal Dokuda Hipoksi

T: Timodr dokusu, N: Normal doku. Yesil renkli alan hipoksik kismi

belirlemektedir.
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Hipoksi, HIF-1o yazilim etmeni tarafindan denetlenir (55). Disiik oksijen

basinct (hipoksi), HIF-la diizeylerini ve ayrica HIF-loa’nin DNA’ya baglanma

kapasitesini de arttirir. Hipoksik kosullarda HIF-1a, hipoksiye hiicresel cevap ig¢in

gerekli olan hedef genlerin yazilimini etkinlestirir (60).

Normal kosullarda tiimor baskilayict VHL geni, HIF-1a ve -2 a etmenlerinin

ubikiitin aracili yikimini diizenler. Oksijen miktar1 normal oldugunda HIF-1a’nin prolin

kalintis1 oksijen bagimli prolil 4-hidroksilazlar (PHD) tarafindan hidroksillenir. Bu olay

pVHL’ye bagimli ubikiitinlesmeye yol acar ve HIF-la’nin hizli proteazomal yikimi

gergeklesir (61). Hidroksillenmemis HIF-la’lar ise VHL’ye baglanamaz ve hiicrede

birikir (53,61-68) (Sekil 2-7).

A Normal Oksijen Kosullar:

@
©OAS

7

_HRE_}

,

Anjiyogenez

N

Apoptoz

Eritropoiezis

Hiicre ¢ogalmast

ve sagkalim
Prolinin Hidroksillenmesi ile HIF-1 ’nin Diizenlenmesi

26s
proteazom

Proteoliz

pH diizenlenmesi

Glukoz metabolizmasi

Proteolitik
yikim

Sekil 2-7: HIF’ in Diizenlenmesi ve Etkinliginin Sematik Gosterimi

A: HIF’in normal oksijen igeren ortamda VHL aracili yikimi. B: Hipoksik ortamda HIF-

1 ve HIF-1

(ARNT) altbirimlerinin birleserek kalimlilik kazanmasi ve hiicrede

etkiledikleri mekanizmalar.



17

HIF-1a altbirimleri oksijen diizeyi normal olan hiicrelerde bulunmaz, ancak,
hipoksik kosullarda HIF’'nin o ve  altbirimleri birleserek hipoksiye karsi hiicresel
cevap i¢in gerekli olan hedef genlerin yazilimini uyarir. HIF-1a birgok anjiyogenik
etmeni etkinlestirerek damar olusumuna yol acar ve oksijen diizeyini ytikseltir (69). Bir
yazilim etmeni olan HIF-la hipoksik kosullrda anjiyogenez, glukoz tasinmasi ve
anaerobik metabolizma ile ilgili genlerin ifade edilmesini uyararak damarlanmanin
yogun oldugu doku hiicrelerinde hayati bir rol oynar (70). HIFla’nin engellenmesi
yalniz timoOr anjiyogenezine degil, ayn1 zamanda glikolitik metabolizmaya ve tiimor

hiicre biiyiimesine de miidahele anlamina gelir (64).

VHL mutasyonu tagiyan tiim bdbrek tiimorlerinde HIF-1oa’nin  ubikiitinlenmesi
kusurludur. VHL etkinsizlestiginden dolayr HIF-1a’nin yikimi durur. Bunun sonucunda

hiicrede HIF birikimi olur (61-68).

Etkinsizlesen VHL geni

|

T HIF-1 a

}

HIF o /HIF karisim

|

HIF-1 geninin etkinlesmesi

AN

» VEGF  APDGF- ATGF-a 4EPO

Sekil 2-8: VHL ve HIF-1 (iliskisi
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Sekil 2-9: Dokuda O, , HIF-1 ve Anjiyogenez

Hipoksik kosullarda artan HIF-la etkinligi nedeniyle VEGF, PDGF, bFGF,
eritropoetin ve TGF-o gibi bilylime etmenleri salgilanir (71). Salgilanan VEGF ve
PDGF kendilerine ait 6zel almaglara baglanir ve bu da hiicre i¢inde tirozin kinaz (TK)
almaglarinin uyarilamasi ile sonuglanir. TK almaglarinin uyarilmasi endotel hiicre
cogalmasi, hiicre sag kalimimin artmasi, anjiyogenezde artis ve tipik yogun damarh

BHK histolojisi ile sonuglanir (57).
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Sekil 2-10: HIF-1¢’in VEGF Uzerine Etkisi

HIF-1a aracili gen ifadesi dogrudan veya dolayli olarak PTEN, p53, pl6, pl4
ve EGFR’ nin de dahil oldugu onkogen ve tiimor baskilayici genlerdeki degisimleri de
diizenler. Genetik degisimlerin ayni zamanda HIF-la dan bagimsiz trombospondin-1
(TSP-1) gibi anti-anjiyogenik etmenlerin ifadesini de etkiledigi diigiiniilmektedir (60).

HIF-1a birikimi ayrica birgok zar proteininin de etkinlesmesine yol agar.
Bunlardan bir tanesi G250 zar proteini olarak da adlandirilan bir karbonik anhidraz

(CA9) izoenzimidir (72).

2.4. Karbonik Anhidraz 9 (CA9)

Bobrek Hiicreli Karsinomda tiimoriin immun Ozellikleri PRAME, RAGE-1,
gp75 ve CA9 gibi bir¢ok tiimdrle iliskili antijen (TAA) tarafindan belirlenir.

CA9, simdiye kadar bobrek kanserleri i¢in tanimlanmis en dnemli tiimor iliskili
antijendir. G250 veya MN olarak da adlandirilan CA9, berrak hiicreli bobrek kanseri
olgularinda potansiyel bir belirte¢ gibi goriilmektedir (73).

CA9 diisiik oksijen varliginda HIF-1a araciligiyla hizla ve asir1 derecede ifade

edilen, tiimdr hiicre hipoksisi ile ilgili en iyi bilinen genlerden biridir. CA9 proteini,
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zargecen bir hiicre yiizey glikoproteinidir. Bu protein tiimor biiyiimesi ve hastaligin
ilerlemesi sirasinda etkisini hipoksiye cevap olarak pH’y1 azaltarak gosterir (74).
CA9’un enzimatik etkinligi karbondioksidin karbonik aside doniismesini saglayarak,

tiimoriin ¢evresinde asidik ortamu arttirir (58,59).

HCO; + H «=—CO, + H,0

H=0
* — HEO + COE
COs
CA
' .
HaCO4 Hiicreleraras:
HEDs L A Alan
Tiibiiler ! r

liimen H*  HCOs Z HCOS
N3 mz cr

Sekil 2-11: Karbonik Anhidraz Aracigiyla HCOj iin CO;‘e Doniigiimii

Bobrek hiicreli karsinomlarin ¢ogunda tiimor baskilayict VHL geninde islev
kayb1 goriiliir. VHL nin etkinsizlesmesinden dolay1 HIF-la yikimi engelleneceginden
HIF-1a’ nin ifadesi artar (61). Bu da HIF-1a ile diizenlenen CA9 gibi pro-anjiyogenik
hedef genlerin yaziliminin artmasina neden olur (75). Hipoksi aracili bu yolda VEGF,
PTEN gibi molekiiler proteinler de gorev alir. CA9, CA12 ve PTEN, hipoksi yolunun
kritik elemanlaridir ve tiimorlerin oksijenden yoksun ortama uyumunu saglarlar. CA9
geninin agir1 ifadesi, VHL mutasyonlarinin dogrudan bir sonucudur (76,77). BHK’I1
olgularda normal VHL geninin {iriinii olan proteinin verilmesinin CA9 gen ifadesini

baskiladig1 gézlenmistir (59).

CA9 geni insan tiimorlerinin birgogunda ifade edilirken, normal dokularda
genellikle ifade edilmez (78). Solid timorlerde Ozellikle berrak hiicreli bdbrek
karsinomu, serviks, over, kolon, bas-boyun, mesane ve kiigiikk hiicre dis1 akciger

karsinomlarinda CA9’un asir1 ifade edildigi goriilmiistiir (78,79).
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CA9’un hiicrenin i¢ bolgesinde bulunan tirozin birimi EGF bagimli yolda
fosforillenir (59). Fosforillenmis CA9’un, PI-3-kinazin diizenleyici altbirimi ile iligki
kurarak Akt etkinlesmesine katki sagladigi disiiniilmektedir. Bu da BHK’un

ilerlemesine ve kotli prognoza katkida bulunabilir.
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Sekil 2-12: CA9’un BHK daki Olas1 Etki Mekanizmasi

CAD9 hiicre dis1 ortamin asitlesmesine katki saglamasi nedeniyle katepsin B ve
matris metalloproteinaz 9 gibi hiicre ylizey proteazlarinin etkinlesmesine destek olur ve
biiylime etmenleri serbest kalir.

Hipoksi ile diizenlenen genlerin ifadesinin tiimoriin agresifligini etkiledigine
dair artan kanitlar mevcuttur (58,78). Calismalar CA9 ifadesinin kotii prognozla iliskili
ve anjiyogenezden bagimsiz olarak anlamli bir prognostik etmen oldugunu

gostermektedir (59,80).
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Hem hipoksi, hem de asidik pH agresif tiimor davranist ve kanserin RT ve
KT’ye direnci ile ilgilidir. Bu nedenle CA9 hipoksi belirteci olmasinin yaninda tedavi
icin de ¢arpict bir hedeftir. CA9’un ifade diizeyi, hipoksiye yonelik tedavilerden ya da
indirgeyici ilaglardan fayda gorecek hastalar belirlemek amaciyla kullanilabilmektedir

(78).

2.5. Trombospondin-1 (TSP-1)

Pro ve antianjiyogenik etmenler tarafindan diizenlenen tiimor anjiyogenezi
tiimoriin biliylimesi ve metastaz i¢in onemli bir gereksinimdir. 450 kDa agirliginda
matris bagimli bir glikoprotein olan TSP-1, yapisal 6zellikleri ayn1 olan, ¢ok islevli, 5
tiyeden olusan bir ailenin iiyesidir (81,82). Trombospondinler kalsiyum baglayan
hiicredis1 glikoproteinlerdir. TSP-1, anjiyogenik uyaranlarin degisik tiirlerine cevap
olarak endotel hiicrelerde hiicre gociinii durdurma, apoptozu uyarma ve yeni damar
olusumunu 6nleme yetenegine sahip potansiyel bir anjiyogenez baskilayicisidir. TSP-1
kanser hiicrelerinde, endotel hiicre ¢ogalmasini, hiicre hareketini ve metastazi

baskilayici role sahiptir (83-84).

Transforme hiicreler ve tiimor hiicre soylarinda TSP-1 geni genellikle ¢ok diisiik
diizeyde ifade edilir. Bu hiicre soylarinda TSP-1’in ifadesi arttiginda tiimérogenezin
baskilandig1 gozlenmistir. Artan TSP-1 gen ifadesi damarlanmanin da azalmasina
neden olur. TSP-1 ayrica endotel hiicrelerinde bulunan CD36 almaglarina baglanabilir
ve apoptotik yolaklar1 da etkinlestirebilir (45) (Sekil 2-15). p53, anjiyogenezin temel
engelleyicisi olan ve hiicre dig1 matrisin normal bilesiminde yer alan TSP-1’1 uyarir.

Buna karsilik mutant p53 bunu yapamaz (85).
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Sekil 2-13: TSP-1 ile Anjiyogenezin Baskilanmasi (86)

Doku oksijen seviyesindeki azalma sonucunda CA9 gibi hiicrenin hipoksiye
uyumunda gerekli genlerin uyarildigi TSP-1’in ise engellendigi goriilmiistiir. Bunun

sonucunda da yeni damar olusumlar1 gézlenmistir (87) (Sekil 2-16).

Anjiyogenez

Hiicre farklilasmasi

I P, Hiicre gocii

Hiicre boliinmesi

Baskilanan TSP-1

Sekil 2-14: TSP-1’nin Baskilanmasi ile Yeni Damar Olusumu
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TSP-1’in bir ¢ok caligmada tiimor baskilayict ozelliklere sahip oldugu
gozlenmistir. Farklilasmamis ileri evre tiimorlerde TSP-1 sessiz iken, lokalize
tiimorlerde bu genin ifade edildigi goriilmiistiir (82).

TSP-1’in diizenlenmesinde DNA metillenmesindeki degisimlerin rol oynadigi,
genin ifadesinin promotdr bolgesinde meydana gelen metillenmeyle engellendigi
bildirilmistir (83,84). Metillenme ortadan kaldirildiginda genin yeniden ifade edilerek

tiimdriin baskilanmasinda etkili oldugu gosterilmistir (83,84,88).

2.6. Epigenetik Mekanizmalar

Epigenetik mekanizmalar, DNA dizisinde bir degisme olmaksizin, genlerin
islevini  diizenleyen kalitsal degisimlerdir. Epigenetik degisimler genlerin
sessizlesmesine neden olur. Bu olay geni sessizlestiren mutasyon veya delesyon gibi
genetik mekanizmalara esdegerdir ve kanser olusumunda bunlar kadar etkilidir. Ancak
epigenetik degisimler geri doniisiimlii oluglart ve DNA’nin baz dizisinde bir degisime

neden olmamalar1 gibi 6zellikleriyle genetik degisimlerden ayrilirlar (89).

Metillenme, en onemli epigenetik degisikliklerden biridir. DNA metillenmesi,
insanlarda ve pek ¢ok memelide bilinen tek dogal DNA modifikasyonudur ve yalnizca
Guanozin (G)’den once yer alan Sitozin (C) bazlarimi etkiler. Boylelikle, DNA

metillenmesi yalnizca CpG alanlarinda gozlenir (Sekil 2-17).

N|H; N|H
[ DNA metiltransferaz C CH,
o
Tﬁ Hﬂ S-adenozilmetionin T"f “”f
—>
o~ o
| |
Sitozin 5-Metilsitozin

Sekil 2-15: DNA Metillenmesi (90)

Sitozin bazina (C) DNA Metil transferaz araciligiyla metil (M) grubunun eklenmesi
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Bir DNA dizisinde herhangi bir ikili niikleotidin bulunma olasilig1 1/16 ya da
~ %6 iken insanlarda CpG ikili niikleotidi tiim genomun % 1’°lik kismini olusturur. Bu
alanlara CpG adaciklar1 denilmektedir (CpG yogunlugunun fazla oldugu yerler). CpG
adaciklarimin oncelikli olarak, ifade edilen genlerin 5° boélgesinde bulunduklar
gbzlenmistir. Insanda promotorlerin % 60’indan fazlast CpG adaciklari igerir. CpG
alanlarinin  %70-80°1 metillenmistir. Bu diizenleyici bdlgelerdeki CpG  ikili
niikleotidlerindeki somatik metillenme yazilim etkinligini diizenler. Diger bir deyisle,
DNA’nin metillenmesi genlerin etkin olup olmamasmi diizenleyebilir. Promotorle
iligkili CpG adaciklarinda ilgili genin yazilabilmesi i¢in metillenme olmamasi

gerekmektedir (91-93).

A. Normal hiicre

T s D Tt 000 P

Exen Exon2
Gen ifadesi (+)
ﬁ: Metillenmemis CpG adasi
B. Kanserli hiicre ? Metillenmis CpG adasi
Exen 1 Exon 2

Gen ifadesi (-)

Sekil 2-16: Normal ve Kanser Hiicresinde Metillenme Durumu (94)

A ve B’de promotdr bolgedeki metillenmenin gen ifadesi lizerine etkisi goriilmektedir. A’da

gen ifadesi olurken B’de ise metillenen promotor bolge nedeniyle gen ifade edilemez.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. GEREC

Calismamizda Subat 2006 ve Mart 2008 tarihleri arasinda 1.U. Tip Fakiiltesi
Uroloji Anabilim Dali’na bobrek kanseri tanisi ile basvuran, ameliyatina karar verilmis
hastalardan elde edilen tiimor ve normal dokular kullanilmistir. Dokularin saklanmasi
ve deney asamalar1 1.U. Onkoloji Enstitiisii Temel Onkoloji Anabilim Dali Arastirma
Laboratuarlari’nda yapilmistir. Hastalardan ameliyat sirasinda alinan tiimor ve normal
doku &rnekleri buz iginde bolimiimiize nakledilerek -80°C de saklanmustir. Ortalama
yaglar1 61,6 ( 11,5) olan bobrek kanserli 60 hastanin tiimér ve normal dokularinda
HIF-1a, CA9 ve TSP-1 genlerinin gen ifade diizeyleri ve protein miktari nicel olarak
tayin edilmistir. Ayrica TSP-1 geninin promotor metillenme durumu da incelenmistir.
Calisma 1.U. Istanbul Tip Fakiiltesi Yerel Etik Kurul’unun 07.03.2006 tarih ve T-
845/02062006 say1li karar1 ile uygun goriilmiistiir.

3.1.1. Kimyasal Maddeler ve Malzemeler

Agaroz (Sigma, Almanya), Benzamidine(Sigma, Almanya), Bromfenol Mavisi (BFB)
(Ambresco, ABD), Borik Asit (Applichem, Almanya) , Deoksiriboniikleotitfosfatlar
dNTP’ler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP) (Fermentas, Litvanya), DTT
(Dithiothreitol)(Sigma, Almanya), Etilen-diamin-tetraasetikasit (EDTA) (Sigma,
Almanya), Etidyum Bromiir (EtBr) (Merck, Almanya), Etanol (Riedel De Haen,
Almanya), HEPES (2-Hidroksietilpiperazine 2-etansulfonikasit) (Sigma, Almanya),
Izopropanol (Merck, Almanya), Magnezyum kloriir (MgCl,) (25mM) (Fermentas,
Litvanya), PMSF (Fenilmetilsiilfonilflorid) (Sigma, Almanya), Primerler (IDT, ABD),
Problar (TIB MOLBIOL, ABD), Taq Polimeraz (Fermentas, Litvanya) , 10XPCR
Tamponu [100mM Tris-HCI (pH:8.8, 25 C), 500mM KCI, %0,8 Nonidet P40], Tris
(Applichem, Almanya), Tripsin inhibitorii (Sigma, Almanya) .

- MagNA Lyser Green Beads ( Roche, Almanya).

- Lightcycler Kapillerleri (Roche, Almanya).
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- ¢cDNA Sentez Kiti - Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu 5X, RNaz inhibitor
40U/ L, Deoksiniikleotid karisimi-herbiri 10mM, Ters Transkriptaz enzimi 20U/ L,

Random hexamer primerler 600pmol/ L (Fermentas, Litvanya).

- SV Total RNA izolasyon Sistemi - Niikleazs1z su, RNA Par¢alama Tamponu, RNA
Sulandirma Tamponu, MnCl12, 0,9M, Yellow Core Tamponu, DNaz I, RNA Yikama
Tamponu , Spin Kolon , Eliisyon tiipleri, DNase Durdurma Tamponu, -merkapto

etanol (Promega, ABD).

- Human-G6PDH Housekeeping Gen Set - h-G6PDH Tespit Karisimi-10X, MgCl,-
25mM, h-G6PDH Standart1,2,3,4,5 (Roche, Almanya).

- Fast Start DNA Master Hibridizasyon Prob Kiti - Light Cycler Fast Start Enzim,
Light Cycler Fast Start Reaksiyon Karigim1 HybProb, MgCL-25mM (Roche,
Almanya).

- Light Cycler Fast Start DNA Master Syber Green I Kit - LC Fast Start Enzim,
LC Fast Start Reaksiyon Karisimi, SYBR Green I[-10X, MgClL-25mM (Roche,
Almanya).

- Wizard Genomik DNA Saflastirma Kiti - Pargalama Tamponu, RNaz Tamponu,
Protein Coktiirme Tamponu, DNA Sulandirma Tamponu (Promega, ABD).

- EZ DNA Metilasyon-Gold ™ Kit - CT Déniisiim Soliisyonu, M-Sulandirma
Tamponu, M-Coziici Tamponu, M-Baglanma Tamponu, M-Yikama Tamponu, M-
Kiikiirtsiizlestirme Tamponu, M- Eliisyon Tamponu, Zymo-Spin IC kolonlari, Toplama

Tiipleri ( Zymo Research, ABD).

- Insan Karbonik Anhidraz IX immunoassay - Karbonik Anhidraz IX Mikroplate,
Karbonik Anhidraz IX Konjugat , Karbonik Anhidraz IX Standart, Ornek Céziicii RD1-
21, Kalibrator Coziicii RD6-12, Yikama Tamponu, Renk Tamponu A, Renk Tamponu
B, Durdurma Tamponu (Quantikine -R&D Systems, ABD).
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-insan  Trombospondin-1 Immunoassay - Trombospondin-1 Mikroplate,
Trombospondin-1 Konjugat , Trombospondin-1 Standart, Ornek Coziicii RD1-56,
Kalibratér Coziicii RD5-33, Yikama Tamponu, Renk Tamponu A, Renk Tamponu B,
Durdurma Tamponu ( Quantikine- R&D Systems, ABD).

- Surveyor ™ 1C (Intracellular) insan/ Fare Total HIF-lo - Total HIF-la
Mikroplate, Total HIF-la Standart, Total HIF-la Tespit Antikoru, Parcalama
Tamponu, Coziicii Tampon 2(10x), Yikama Tamponu (25X), Renk Tamponu A, Renk
Tamponu B, Streptavidin-HRP, Durdurma Tamponu ( R&D Systems, ABD).

3.1.2. Kullanilan Cihazlar
- Bidistile Su Cihazi (Labconco, ABD)
- Calkalayic1 (Edmund Biihler, Almanya)
- Derin Dondurucu (-20°C) (Ariston)
- Derin Dondurucu (-80°C) (Nuaire, ABD)
- Etiiv 56°C (Elektromag, Tiirkiye)
- Etiiv 37°C (Heracus, Almanya)
- Gli¢ Kaynagi - Power Pack P25 (Biometra, Almanya)
- Homojenizator-MagNA Lyser (Roche, Almanya)
- Jel Dokiimentasyon Sistemi ( Vilber Lourmat, Fransa)(Bio-Profil 1D Software)
- Lightcycler Real Time PCR cihazi 1.2 (Roche, Almanya)
- Manyetik Karistirici (Snijders, Hollanda)
- Mikropipetler (Gilson, ABD)
- Sogutmal1 Santrifiij- Mikro 200R (Hettich , Almanya)
- Spektrofotometre (ND-1000 , ABD)
- Spektrofotometre (Rayto, Cin)
- Su Banyosu (Kottermann, Almanya)
- TermalCycler - Progene (Techne, Ingiltere)
- TermalCycler - Touchgene (Techne, Ingiltere)
- Vortex (Snijders, Hollanda)
- Yatay Elektroforez Tanki - HORIZON11.14 (BRL, ABD)
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3.1.3. Tampon ve Cozeltiler

3.1.3.1. Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlar:

10X TEB (Tris-Borat Tamponu) : : 0,88 M Borik Asit

5 M Tris bazi

0,02M EDTA (pH:8,0)

Etidyum Bromiir : : 10 mg / ml

3.1.3.2. Jel Yiikleme Tamponlar:

10X Yiikleme Tamponu (2ml) : % 1 SDS
Smg BFB
2ml Gliserol

3.1.3.3. DNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cézeltiler

DNA Sulandirma Tamponu : 10mM Tris-HCl (pH: 7,4)

ImM EDTA (pH: 8,0)

RNaz A : 4mg/ml
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3.1.3.4. RNA izolasyonunda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

SV Pargalama Tamponu : 4M Guanidinyumizotiyosiyanat
0,01M Tris (pH: 7,5)
%0,97 Merkaptoetanol
SV Yikama Tamponu :162,8 mM Potasyumasetat
27,1 mM Tris-HCI (pH: 7,5)
SV DNaz Durdurucu Tamponu : 5M Guanidiniumizotiosiyanat
10mM Tris-HCI (pH: 7,5)
DNaz I Karisim :0,0225 Tris
0,0025 % sar1 renkli boya
0,09M MnCl,

5 LDNazl

3.1.3.5. ¢cDNA Sentezinde Kullanilan Tampon ve Cozeltiler
Ters Transkriptaz Tepkime Tamponu-5X 250mM Tris-HC1

150mM KCl1
40mM MgCl,

RNaz inhibitér 40U/ L
Deoksiniikleotid karisimi-herbiri 10mM

Ters Transkriptaz enzimi 20U/ L

Random hexamer primerler 600pmol/ L



3.1.3.6. DNA Uzunluk Belirtecinin Parca Boyutu

100bp DNA Uzunluk Belirteci : 1.200, 1000, 900, 800, 700, 600, 500,

400, 300, 200,100 bg

3.1.3.7. Polimeraz Zincir Tepkimesinde Kullanilan Tampon

10X PCR Tamponu : 20mM Tris-HCI ( pH: 8,0)

100mM KCl
0,ImM EDTA
ImM DTT

%0,5 Tween20
%0,5 Nonidet P-40

%50 Gliserol

3.1.3.8. Ger¢ek Zamanh PCR da Kullanilan Tampon

Light Cycler FastStart Tepkime Karigimi : DNA Master HybProb 10X

FastStart Taqg DNA Polimeraz

Reaksiyon tampon dNTP karisimi

MgCl, 10mM

31
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3.1.3.9. ELISA Oncesi Doku Parcalama Tamponu (HEPES Tamponu)

20mM HEPES, PH 7,4

1,5 mM EDTA

0,5 mM PMSF

0,5 mM Benzamidine

10 g/ml Tripsin inhibitori

ImM DTT

3.2. YONTEM

Ameliyat esnasinda bdbrek kanserli hastalardan alinan normal ve tiimorlii
dokular ii¢ pargaya ayrilarak -80°C de muhafaza edildi. Birinci grup doku pargalar:
RNA ve gen ifade analiz islemleri icin, ikinci grup DNA izolasyonu ve metillenme
analizleri i¢in, liglincli grup ise ELISA islemi i¢in kullanildi. Hastalara ait timorlii ve
normal dokular ayr1 ayr1 DNA, RNA ve ELISA pargalama tamponlari ile -80°C de
sogutulmus havan i¢cinde veya MagNA Lyser Green bead tiiplerine alinarak MagNA

Lyser (Roche, Almanya) cihazinda homojenlestirildi.

3.2.1. Dokudan RNA izolasyonu

Dokudan RNA eldesi i¢in SV Total RNA Izolasyon kiti (Promega, ABD)

kullanildi. Yontemin akis semasi1 Tablo 3-1’de verilmektedir.



Tablo 3-1: Dokudan RNA izolasyonu

30-60 mg doku + 175ul RNA Par¢alama Tamponu
Homojenlestirme

350 ul RNA sulimdlrma tamponu

70°C 3 dakika ir*lkﬁbasyon

3000xg 10 dak. %antriﬁij

Ust faz + 200 ul %95°lik etanol

Filtreli toplama l:olonuna yikleme

3000xg 1 dak. Santrifiij

600 ul RNA ylkiama tamponu

13000xg 1 dak. Santrifiij

50 ul DNase karTslml filtreli toplama kolonuna eklenir
Oda smakhgmd: 15 dak. Inkiibasyon
200ul SV DNast: durdurma tamponu
13000xg 1 dak. gantriﬁij
600 ul SV RNA*ylkama tamponu
v

13000xg 1 dak. Santrifiij

250 ul SV RNA*ylkama tamponu
13000xg 2 dak. gantriﬁjj

Filtreli tiip temiz bir eppendorfa alinir
Filtre iizerine 10% ul niikleazs1z dH,O

v
13000xg 1 dak. Santrifiij

v
RNA’lar -80°C’de saklanur.
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3.2.2. Dokudan DNA izolasyonu
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Dokudan DNA Izolasyonu igin Wizard Genomik DNA Saflastirma Kiti

(Promega, ABD) kullanildi. Yontemin akis semasi Tablo 3-2°de verilmektedir.

Tablo 3-2: DNA izolasyonu

30-60 mg doku + 600ul sogutulmus DNA Parcalama Tamponu
v

Homojenlestirme

v
65°C de 15-30 dakika inkiibasyon
v
3ul RNaz soliisyonu
v
37°C de 15-30 dakika inkiibasyon

v

Oda 1s1s1inda sogutma

v
200ul Protein ¢oktiirme Tamponu

v
Vorteks

v
5 dakika buzda sogutma

v
13000xg - 16000xg 4 dak. Santrifiij

600 nul izop*ropanol

13000xg - 1600 *xg 1 dak. Santrifty
600 ul %70 etanol

13000xg - 16003xg 1 dak. Santrifijj

v
Pellet 15 dakika kurumaya birakilir

'

100 ul DNA sulandirma tamponu
v

1 saat 65°C de inkiibasyon
v

DNA lar +4°C de saklanir.
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3.2.3. Spektrofotometrik Analiz
DNA orneklerinin derisimi spektrofotometrede (Nanodrop, ABD) 260nm dalga
boyunda, RNA orneklerinin ise 280 nm dalga boyunda optik yogunluklar1 okunarak

belirlendi.

3.2.4. Agaroz Jellerin Hazirlanmasi
RNA ve PCR iiriinlerinin izlenmesi i¢in %1,5’lik, DNA Orneklerinin izlenmesi
icin ise 9%0,8’lik agaroz jel 0,5XTBE tamponu ile hazirlandi. Bantlarin jelde
izlenebilmesi i¢in  0,5mg/ml olacak sekilde etidyumbromiir eklendi. Jel,
polimerlestikten sonra 0,5X TBE tamponu igeren jel tankina alindi. Ornekler, son
derisimi 1X olacak sekilde yiikleme tamponu ile jele yiiklendi ve 100-160 V’ta
yirtitiilerek UV 151k altinda incelendi.

RNA izolasyon kiti araciligiyla elde edilen RNA’lar, spektrofotometrede
Olctimleri yapilarak miktarlariin esit olarak uygulanmasi amaci ile 250 ng/ul olacak
sekilde sulandirilarak cDNA sentez kiti (Fermentas, Litvanya) araciligiyla cDNA’ya
donistiirildii. Tepkime kosullar1 Tablo 3-3 ’de gosterilmistir.

Tablo 3-3: cDNA Sentez Kosullar:

Kimyasallar Derisim

Toplam RNA 100ng

Random hexamer primer |2,5 uM

Toplam hacim 12 pl’ye tamamlanir

Karisim 70°C’de 5 dakika inkiibe edilir

Tepkime tamponu (5x) |1 X

RNA engelleyici 20U

dNTP karigimi ImM her biri

25°C’de 5 dakika inkiibe edilir

Ters transkriptaz 10U

25°C’de 10 dakika inkiibe edilir

42°C’de 60 dakika inkiibe edilir

70°C’de 10 dakika inkiibe edilir
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3.2.5. Gen ifade Analizleri

TSP-1, HIF-1a ve CA9 genlerinin nicel anlatim analizleri Lightcycler Fast
Start DNA Master Hibridizasyon Prob kiti (Roche, Almanya) ve hG6PDH House
Keeper Gene Set (Roche, Almanya) kullanilarak Light Cycler cihazinda (Roche,
Almanya) yapildi.

LightCycler cihaz1 kullanilarak ilgili genlerin hedef bolgelerine 6zgii primerler
ve hedef bolge ile melez olusturacak sekilde melezleme prob giftleri dizayn edildi.
(LightCycler Software-Roche-Almanya). Melezleme prob c¢iftinin biri 5’ucundan Red
640 ile (alic1 boya) digeri ise 3’ucundan “florescein” adli floresan boya ile isaretli

olarak sentezletildi.

Floresanla isaretli olan prob, floresan rezonans enerji transfer (FRET) vericisi
olarak, 5’ucundan Red 640 ile isaretli prob ise alici olarak gorev yapar. Enerji transferi
ancak iki prob melezlendigi zaman floroforlarin yaklagmasi ile gergeklesir (Sekil 3-1).
Birkac nukleotid uzakliktaki iki florofor arasinda gerceklesen enerji transferi sirasinda

aci8a ¢ikan floresan emisyonu PCR dongiileri esnasinda eszamanli olarak goriintiilenir.

Red-640 ! Florofor alcisi
N

.-'
h Tl
- N " L
—
L
A }
T, #
Wesoarrereeeeesd A
¥

Floresan
—_—

Florofor vericisi

Sekil 3-1: Lightcycler Cihazinda Kullanilan HybProb Sistemi
TSP-1, HIF-1a ve CA9 genlerinin ifade analizi i¢in 4mM MgCl,, 0,5uM primer
karisimi, 0,2uM prob karisimi, 1X Hybprobe tampon karisimi ve 12,5ul’ye

tamamlanacak sekilde dH,O eklenerek hazirlanan karisim kapillerlere koyuldu ve her

bir kapillere 2,5 pul cDNA eklendi.
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Ayni cDNA’lar referans gen G6PDH’1n ifadesi i¢in de kullanildi. Kapillerler

700g’de 10 saniye santrifiijjlenerek LightCycler (Roche, Almanya) rotoru igine

yerlestirildi.

Normal ve timor dokularinda gen ifade diizeyleri GO6PDH gen kopya sayilari

ile karsilastirilarak hesaplandi.

Kullanilan primer ve prob dizileri Tablo 3-4’de, tepkime i¢in uygulanan

protokol ise Tablo 3-5°de verilmistir.

Tablo 3-4: TSP-1, HIF-1

ve CA9 Primer ve Prob Ciftleri

HIF-1 Primer Ciftleri:

CA9 Primer Ciftleri:

TSP-1 Primer Cifti:

fleri-5>-GAC ACC TAG TCC TTC CG-3’

fleri-5’- CGT GGT TCA CCT CAG C-3’

fleri-5°- CTG CGA TAG CCT CAA CA-3’

Geri-5’-TTG GGA TAT AGG GAG CTA AC-3’

Geri-5’- CAT ATT GGA AGT AGC GGC-3’

Geri-5’- AGG GTT TCC CGT TCA T-3’

HIF-1 Probl

CA9 Prob 1

TSP-1 Prob 1

5’- CTG AAG ACA CAG AAG CAA AGA
ACCC-FL

5’- GAA GGC TCA GAG ACT CAG GTC C--FL

5’-TCC TCG GTC CAG ACA CGG—FL

HIF-1 Prob2

CA9 Prob 2

TSP-1 Prob 2

5°-LC640-TTT CTA CTC AGG ACA CAG ATT
TAG ACT TGG-PH

5’-LC640-
PH

GGACTGGACATATCTGCACTCC-

5’- LC640- CTG CCA CAT TCA GGA GTG
TGAC-PH

Tablo 3-5: Gen ifade Analizleri icin Gercek Zamanlh PCR Kosullar:

G6PDH, TSP-1, HIF-10, ve CA9

islem Sicakhk Siire

Inkiibasyon 95 C 10dk

Denatiirasyon 95 C 10sn 45
Doéngii

Primer baglanmasi 58 C 10sn

Uzama 72 C 10sn

Soguma 40 C
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3.2.6. Metillenme Analizi :
Tiimor ve normal doku DNA o6rnekleri 200-500 ng olacak sekilde sulandirildi.
TSP-1 geninin promotdr bolgesindeki metillenmeyi tespit etmek i¢in EZ DNA
Methylation-Gold Kit (Zymo Research, ABD) kullanilarak modifikasyon
gerceklestirildi (Tablo3-6).

Tablo 3-6: Bisiilfit Modifikasyon Islemi

130 1CT Degisim Soliisyonu +20 1 DNA
98°C 10 dakika inkiibasyon

64°C 2,5saat inkiibasyon

4°C !

600 1 M- Baglama Tamponu Zymo Spin kolona eklenir.

DNA ornegini ekleyerek karigtirilir.

|

Maksimum hizda 30 saniye santrifiijlenir
100 1  M-Yikama Tamponu kolona eklenir

Maksimum hizda 30 s%niye santrifiijlenir

v

Kolona 200 1 M-Desiilfonasyon Tamponu eklenir

15-20 dakika inkiibasyona birakilir
\/

Maksimum hizda 30 saniye santrifiijlenir

200 1 M-Yikama Tamponu kolona eklenir

|

Maksimum hizda 30 saniye santrifiijlenir

|

Tekrar 200 1 yikama tamponu eklenerek santrifiijlenir

|

10 1 M-Eliisyon Tamponu 1.5 ml’lik yeni tiipe yerlestirilmis kolon
matriksine uygulanir

|
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Elde edilen iiriinler -20°C de ya da -80°C de saklanr.
Modifikasyon araciligiyla DNA 6rneklerindeki metillenmemis sitozinler urasile

dontstiiriliir (Sekil 3-2). Metillenmis sitozinler ise degismeden kalir.

L NH,
Siilfonasyon e
s o
I HE0, +HN
| * :E.
H H
Sitozin Sitozin Siilfonat

pr&

/
NH, ¥
a Alkali 0
J___.r'"'“w Desiilfonasyor
Hil HM
HS0,,
D*HHL OH ¢ S0,
1
Urasil Urasil siilfonat

Sekil 3-2: Sitozinin Bisiilfit Modifikasyonu le Urasile Doniisiimii

Modifiye edilen Ornekler Lightcycler Syber Green kit (Roche, Almanya)
kullanilarak, ilgili gene ait metillenmis diziye uygun primer ¢ifti ile uygun kosullarda

cogaltildi. Primer dizisi ve uygun PCR kosullar1 Tablo 3.8. de verilmistir.

Bu calismada kullanilan Ger¢ek Zamanli PCR yonteminde yalnizca ¢ift sarmalli
DNA’ya baglandiklarinda floresan veren bir boya olan Syber Green kullanilmustir.
Sekil 3-2’de Syber Green’in ¢aligma prensibi gozlenmektedir.
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Yayilan Isin

% Y

Polimeraz

Sekil 3-3: SYBR Green Calisma Prensibi (95)

Primer DNA iplik¢igine baglandiginda az miktarda boya molekiilii de baglanir ve 151n yaymaya
baglar. Uzama asamasinda ise yeni sentezlenmekte olan DNA ya daha fazla boya molekiilii

baglanir ve yayilan floresan artar.

Tablo 3-7: Primer Dizileri ve Tepkime Kosullari

Metillenmis Uriinleri Tespit Etmek Icin Kullanilan Primer Cifti:

fleri -5°- TGC GAG CGT TTT TTT AAA TGC-3’

Geri- 5°- TAA ACT CGC AAA CCA ACT CG-3°

islem Sicakhik Siire
Inkiibasyon 95 C 10dk
Denatiirasyon 95 C 10sn 45

. Dongi
Primer baglanmasi | 58 C 10sn
Uzama 72 C 10sn
Soguma 40 C

Olusan PCR iiriinleri etidyum bromid i¢eren agaroz jelde yiirtitiildii. Metillenme
diizeyleri jel dokiimentasyon sisteminde (Vilber Lourmat, Fransa) BIO-1D programi

kullanilarak jel goriintiisii lizerinde hacim oranlar1 yardimiyla belirlendi.
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3.2.7. ELISA (Enzim Linked immuno Sorbent Assay)

Hastalarin tiimor ve normal dokulart HEPES tamponu kullanilarak MagNA
Lyser Green bead tiiplerine alinarak MagNA Lyser cihazinda (Roche, Almanya)
homojenize edildi. Elde edilen homojenatlarin toplam protein miktarlart 1mg/ 1 olacak
sekilde ayarlandi. Homojenatlarin CA9, TSP-1 ve HIF-la protein miktarlari Insan
Karbonik Anhidraz IX, Insan Trombospondin-1 Immunoassay ve HIF-1a kitleri (R&D
Systems, ABD) kullanilarak ELISA yontemi ile belirlendi.

Homojenattaki ilgili proteinin miktarini saptamak i¢in standartlar ve 6rnekler
6zgiil monoklonal antikor ile dnceden kaplanmig bir plagin kuyucuklaria pipetlendi.
Ortamdaki 1ilgili protein kendine 06zgili antikora baglandiktan sonra baglanmayan
molekiiller yikama ile uzaklastirildi ve kuyucuklara ilgili proteine karsi biotin isaretli
ikincil antikor eklendi. Baglanmayan antikorlar1 ayirmak i¢in yapilan yikamadan sonra,
ilgili proteini saptamak i¢in kuyucuklara streptavidin — HRP substrat ¢ozeltisi eklendi.
Baglanan protein miktarina bagl olarak gelisen renk yogunlugu 450nm’de olciildii.

Tablo 3-8’de ELISA yoOnteminin uygulanisi goriilmektedir.
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Tablo 3-8: ELISA’ nin Uygulamsi

Ornek ve standartlar hazirlanir

J

50 1test ¢ozeltisi eklenir
100 1 standart ve drnekler kuyucuklara eklenir

2 saat oda 1sinda calkalayicida inkiibe edilir
4 kere yikanir

200 1konjugat her bir kuyucuga eklenir

2 saat oda 1sinda calkalayicida inkiibe edilir

4 kere yikanir
200 1 substrat tamponu her bir kuyucuga eklenir
30 dakika karanlikta inkiibe edilir
50 1 durdurucu tampon her bir kuyucuga eklenir

30 dakika iginde 450 nm de okunur

3.2.8. Verilerin Istatistiksel Olarak Degerlendirilmesi

Hastalara ait tiimor dokusu ile normal dokulardaki CA9, TSP-1 ve HIF-1a
genlerine ait mRNA ifade farkliliklari, ELISA yontemi ile saptanan protein miktarlar
ve metillenme sonuclarmin istatistiksel anlamliligini degerlendirmek i¢in SPSS 12
programi kullanildi. Mann-Whitney U testi, Kruskal Wallis ve Spearman's rho testleri

kullanilarak elde edilen p degerlerine gore anlamliliklar degerlendirildi.
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4. BULGULAR

Calismamizda 60 bobrek kanserli hastanin hem tiimor, hem de normal dokulari
incelendi. Ayni hastalarin tiimorlii  dokularindan elde edilen sonuglar, normal
dokularindan elde edilen sonuglar ile kiyaslanarak degerlendirildi. Calisilan hastalara
ait deneysel sonuglar patoloji evreleri, patoloji gradlari, tiimor biiytikliikleri, invazyon
ve metastaz durumlar ile birlikte degerlendirildi. Hastalara ait klinik parametreler

Tablo 4-1’de gortilmektedir.

Tablo 4-1: Hastalara ait Klinik Paramaetreler

KLINIK PARAMETRELER Hasta sayis

(n=60) (%)
Evre
I 16 %27,6
II 14 %24,1
I 20 %34,5
v 8 %13,8
Grad
1 2 %3,6
2 14 %25
3 26 %46.,4
4 14 %25
Tiimor capi
3-6 cm arasi 28 %46,7
7-10cm aras1 21 %35
10cm den biiyiik 11 %183
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4.1. Gen ifade Analizleri

TSP-1, HIF-1a ve CA9 genlerinin nicel ifade analizleri i¢in Lightcycler cihazi
ile Lightcycler Fast Start DNA Master Hibridizasyon Prob kiti ve referans gen olarak
da G6PDH geni kullamldi. G6PDH’m 5x10°, 5x10°, 5x10%, 5x10° ve 5x10° sayida
mRNA kopyasi igeren standartlar1 kullanilarak standart egri olusturuldu. Sekil 4-1’de
G6PDH standartlarinin Ger¢ek Zamanli PCR egrileri goriilmektedir.

Standart 1 —— —
Standart 2

Standart 3~ ik
Standart 4= 094
Standart 5 0.13=

0.12-
0.11=
0.10-
008~
0.08-
0.07 -
0.08-
0.05-
0.04-
0.03-
0oz~

Floresan (F2/F1

001=

000-| g
0.01-
] ] ] 1 [ [ [ [} 1 [ | | [ 1 [ 1 1 [ [ [ 1
o 2 4 -] g 0 12 14 16 18 20 22 24 26 2B 30 3I2 34 3B I} AN 42 M

Dangii Savisi

Sekil 4-1: G6PDH Standartlarina Ait Floresan Egriler

Standart 1: 5x10°, Standart 2: 5x10°, Standart 3: 5x10*, Standart 4: 5x10°, Standart 5: 5x10?
kopya.

Gergek Zamanli PCR ile nicel miktarlari belirlenen 6rnekler ayn1 zamanda PCR
sonrast %1,5 agaroz jelde de yiiriitiilerek elde edilen bantlarin dogrulugu belirlendi.
PCR sonucunda HIF-1a i¢in 212, TSP-1 i¢in 206 ve CA9 i¢in ise 230 baz ¢iftlik PCR

tirinleri olusmaktadir.
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400bg
300bg
230bg 206bg 212b¢ —» 200be
123bg 123bg¢ —» 100bg

A B

Sekil 4-2: Gercek Zamanh PCR Sonrasi Orneklerin Jelde Goriiniimii
A- 1. CA9 (230bg), 2. G6PDH (123bg), 3. kuyucuk TSP-1(206bg),

B- 1. HIF-1a (212bg), 2. G6PDH. Her iki jelin son kuyucuklart1 100 bg¢ lik DNA belirtecini
gostermektedir.

Orneklerde HIF-1a, CA9 ve TSP-1 genlerinin ifade diizeylerini hesaplamak icin
asagidaki bagint1 kullanildi.

ifade Diizeyi= Ornekte ilgili gen kopya sayis/ Ornekte G6PDH kopya sayist

Hastalarin tiimor ve normal dokularma ait HIF-1a, CA9 ve TSP-1 gen ifade

analizlerinin sonuglar1 toplu olarak Tablo 4.1 de goriilmektedir.

4.1.1. HIF 1 Gen ifade Analizi ile iliskili Bulgular

HIF-1a gen ifade analizleri ayni hastalarin timor ve normal dokusuna ait
cDNA’lar ile HIF-la genine 6zgii kullanilan prob ve primerlerle yapilan Gergek
Zamanl PCR ile elde edilen nicel degerler, ayn1 6rneklerin referans gen degerleri ile

karsilastirilarak degerlendirildi.

Orneklere ait HIF-1a floresan diyagrami Sekil 4-3’de goriilmektedir. Sekilde
izlendigi gibi ilgili genin ifade diizeyleri ne kadar fazla ise gozlenen floresan

degerlerinde yilikselme o kadar erken dongii sayisinda baslamaktadir.
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Dingii Sayisi

Sekil 4-3: HIF-1 Floresan Diyagram

T: timor, N:normal

Hastalarin tiimoér ve normal dokularinin HIF-la gen ifadesi kiyaslandiginda
timor doku Orneklerinde ifadenin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir
(p=0,017). HIF-1a gen ifadesinin tiimordeki ortanca degeri 1,38, normaldeki ortanca
degeri ise 0,57°dir (Sekil 4-4).

HIF-1 Gen ifadesi

1.4
1.2
14
0.8 ] mT
P .
0.4
T | N |

Sekil 4-4: Tiimor ve Normalde HIF-1 Gen ifadesi

Hastalarin  HIF-1laa gen ifade diizeyleri klinik parametreleri ile

karsilagtirildiginda anlamli farklilik gériillmemistir.
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4.1.2. CA9 Gen Ifade Analizi Ile Iliskili Bulgular

Hastalarin tiimér ve normal dokusuna ait cDNA’lar ile CA9 genine 06zgi
kullanilan prob ve primerlerle yapilan Ger¢ek Zamanli PCR ile okunan nicel degerler,

aym Orneklerin referans gen degerleri ile karsilastirilarak orneklerin CA9 gen ifade

analizleri yapildi.

CAO9 geninin ifade diizeyleri boliim 4.2.de belirtilen bagint1 yardimiyla saptandi.

Orneklere ait grafik sekil 4-5°de goriilmektedir.
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Dingii Sayisl

Sekil 4-5: CA9 Floresan Diyagram

T: Tiimor, N: Normal

Tiimdrler ile normal dokular kiyaslandiginda CA9 gen ifadesinin tiimdr doku
orneklerinde anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir (p<0,001). Tiimorde CA9

gen ifadesinin ortanca degeri 0,33, normalde ise CA9 ortanca degeri 0,06’dir (Sekil 4-
0).
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CA9 Gen Ifadesi

0.35-

0.3

0.25+

0.2

0.15+

0.1
0.05-

—

T N

Sekil 4-6: Tiimor Dokusunda ve Normal Dokularda CA9 Gen ifade Diizeyleri

CA9 gen ifadesi agisindan karsilastirilan  tlimorler gradlarina  gore
kiyaslandiginda yiiksek gradli tiimorlerde gen ifadesinin diisiik gradli timdrlere oranla
azaldig1 gozlenmistir (p=0,010). Grad 1+2 de CA9 gen ifadesinin ortanca degeri 2,05,
Grad 3°de 1,35, Grad 4’de ise 0,57°dir (Sekil4-7). CA9 gen ifadesi diger klinik

parametreler ile karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark bulunmamustir.

CA9/Grad

2.5

2]
1.5

= CA9/Grad

14
0.5

0 ‘ ‘

1+2 3 4

Sekil 4-7: CA9 Gen ifadesi ve Grad lliskisi

HIF-1a ve CA9 gen ifade diizeyleri arasinda beklendigi gibi anlamli bir iliski
gozlenmektedir (p=0,029).
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4.1.3. TSP-1 Gen ifade Analizi ile iliskili Bulgular

Calismamizin bu bdliimiinde tiimor ve normal dokularinda, TSP geni mRNA
diizeylerinin nicel analizi Light Cycler cihaz ile FastStart HybProbe kiti ve referans

gen olarak G6PDH kullanilarak yapildi.

Ayni hastalarin tiimdr ve normal dokusuna ait elde ettigimiz cDNA’lar ile TSP-
1 genine 6zgii kullanilan prob ve primerlerle yaptigimiz Ger¢cek Zamanli PCR ile
okunan nicel degerler, ayni Orneklerin referans gen degerleri ile karsilastirilarak

orneklerin TSP-1 gen ifade analizleri yapilmistir.

TSP-1 geninin ifade diizeylerini hesaplamak icin de boliim 4.2.de belirtilen

bagint1 kullanilmustir.

Orneklere ait grafik Sekil 4-8’de goriilmektedir.
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Dingii Saylsi

Sekil 4-8: TSP-1 Floresan Diyagram

T: Tiimor, N: Normal

Hastalarin tiimor ve normal dokular1 arasinda TSP-1 gen ifadesi ag¢isindan
anlaml farklilik vardir. Normal dokuda gen ifadesi tiimore gore anlamli derecede
yuksek oldugu saptanmistir (p=0,026). Tiimorde TSP-1 gen ifadesinin ortanca degeri
0,87, normalde ise 3,32°dir (Sekil 4-9).
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TSP-1Gen Ifadesi

3.5

2.5

BT
EN

1.5-

0.51

Sekil 4-9: Tiimor ve Normalde TSP-1 Gen ifadesi

TSP-1 gen ifadesinin HIF-1a ve CA9 ile beklendigi gibi zit yonde bir iliskiye
sahip oldugu goriilmekle birlikte aradaki iligki istatistiksel olarak anlamli

bulunmamistir (p=0,49).

TSP-1 gen ifadesi, ileri evre ve yiliksek grad ile ters orantili olup, fark

istatistiksel olarak anlamli degildir.



Tablo 4-2: Hastalarin Tiimér ve Normal Dokularina Ait Gen ifade Analiz Sonuglar
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4.2. TSP-1 Metillenme Bulgular

Bobrek kanserli hastalarin tiimor ve normal dokularindan elde edilen DNA
ornekleri 200-500 ng olacak sekilde sulandirilarak TSP-1 geninin promoter
bolgesindeki metillenmeyi tespit etmek amaciyla bistlfit modifikasyonu yapildi.
Modifiye edilen drnekler Ger¢gek Zamanli PCR yontemiyle ilgili gene ait metillenmis
diziye uygun primerleri igceren uygun kosullarda cogaltildi. Olusan PCR iiriinleri
etidyum bromid iceren agaroz jelde yiiriitildii. Jel dokiimentasyon sisteminde

orneklerin jel gorintiisii izerinden hacim hesaplamasi yapilarak metillenme oranlari

tespit edildi.

TSP-1 metillenmesinin Syber Green kullanilarak belirlendigi bir floresan

diyagrami Sekil 4-12°de ve metillenmis 6rneklere ait agaroz jel fotografi da Sekil 4-13°

de goriilmektedir.

T 06—
. J
05- I.'F\
| {1
04- | |

Floresan F1
(=3
ek

L a
e e

Sicaklik

Sekil 4-10: TSP-1 Metilasyon Syber Green Floresan Diyagram

1-Metillenmis 6rnek, 2- Metillenmemis 6rnek
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Sekil 4-11: Metillenmis Orneklerin Jel Goriintiisii
1-4. kuyucuklarda 74 bp’lik metillenen 6rnekler, 5. kuyucukta 100 bg.lik DNA

belirteci ve 6. kuyucukta ise metillenmemis bir 6rnek bulunmaktadir.

Hastalarin timdr 6rneklerinde normallerine gore daha yiiksek TSP-1 promotor

metillenmesi goriilse de, fark istatistiksel olarak anlamli degildir ( p=0,4)(Sekil 4-14).

TSP-1 Metilasyon

9500000

9000000

8500000

8000000

7500000

7000000

Sekil 4-12: Tiimor ve Normaldeki TSP-1 Gen Metilasyonu

TSP-1 gen metillenmesi diisiik( % 0-25), orta (%26-55) ve yiiksek (%56-100)
olmak {iizere gruplandirilarak metillenme TSP-1’in gen ifade ve protein diizeyleriyle

kiyaslanarak aralarindaki iliski degerlendirildi.
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Diisiik, orta ve yiiksek diizey TSP-1 gen metillenmesi ile genin ifade diizeyinin
beklendigi sekilde ters orantili oldugu gozlendi ( p=0,05). Diisiik diizeyde metillenme
goriilen orneklerdeki TSP-1 gen ifadesi ortanca degeri 4,21, orta diizey metillenenlerde

TSP-1 ortanca degeri 1,29, yiiksek diizey metillenenlerde ise 0,82’dir ( Sekil 4-15).

Metilasyon/Gen ifadesi

4.5

3.5-

n Dusik
H Orta
H Yiksek

2.5-

1.5

0.51

Dusik Orta Yiksek

Sekil 4-13: TSP-1 Gen Ifadesi ile Metilasyonu Arasindaki Zat fliski

TSP-1 metillenmesi ile protein diizeyi arasinda da ters orantili bir iliski goriildii

(p=0,011) ( Sekil 4-22).

4.3. ELISA Sonuclan

Hastalarin timor ve normal dokulart homojenize edildikten sonra CA9, TSP-1
ve HIF-1 proteinlerinin miktar tayini icin ELISA yontemi uyguland:. islem sonrasi

plaklar ELISA okuyucu cihazinda (Rayto, Cin) degerlendirildi.

Tablo 4-3’de hastalarin tiimor ve normal dokularina ait HIF-1a, CA9 ve TSP-1

protein Ol¢lim sonuclari goriilmektedir.



Tablo 4-3: Hastalarin Tiimér ve Normal Dokularina Ait Protein Diizeyleri
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4.3.1. Dokuda HIF-1 Protein Diizeyleri

HIF-1 protein diizeyleri timdr Orneklerinde normal doku Orneklerine gore

anlamli derecede daha yiiksektir (p=0,035). Tiimor Orneklerinde HIF-1 proteinin
ortanca degeri 101,6 pg/ml, normalde ise 80,5 pg/ml dir.

HIF-1 Protein

pg/ml

120+

100+
80

601 @ HIF-1 Protein

40/

20+

Sekil 4-14: Tiimér ve Normal Doku Orneklerinde HIF-1 Protein Diizeyleri

HIF-1 protein diizeyleri hastalarin tiimdrlerinin gradlarina gore kiyaslandiginda

anlamli derecede farkli bulunmustur (p=0,001). Ancak diger parametrelerle anlamli bir

fark gbézlenmemistir.

Diisiik gradli hastalarda HIF-1 proteinin ortanca degeri 74 pg/ml, yiiksek
gradli hastalarda ise 101 pg/ml dir.

HIF-1 Protein/Grad
pg/ml

120

100

80+

@ Dusudk Grad

60+ m Yiksek Grad

40

204

Dusuk Grad Yiksek Grad

Sekil 4-15: Hastalarin Tiimorlerinin Gradlarina Goére HIF-1 Protein Diizeyleri
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4.3.2. Dokuda CA9 Protein Diizeyleri

Hastalarin timor ve normal dokulari CA9 protein diizeyleri agisindan
kiyaslandiginda timdérde CA9 protein diizeyinin anlamli derecede yiiksek oldugu
gozlenmistir (p<0,001). Tiimor doku orneklerinde CA9 proteinin ortanca degeri 2865

pg/ml iken normal doku 6rneklerindeki ortanca degeri 14 pg/ml’dir.

CA9 Protein

pg/ml

3000

2500+

2000+

W CA9 Protein

1500

1000

500

Sekil 4-16: Tiimér ve Normal Doku Orneklerinde CA9 Protein Diizeyleri

Hastalarin CA9 protein diizeyleri ile gen ifadesi diizeyleri arasinda uyumlu bir iliski

vardir (p=0,003).

4.3.3. Dokuda TSP-1 Protein Diizeyleri

TSP-1 protein diizeyleri, hastalarin normal doku orneklerinde tiimdr doku
orneklerine oranla anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0,001). Timor
orneklerinde TSP-1 proteinin ortanca degeri 12,911 ng/ml, normalde ise 17,634

ng/ml’dir (Sekil 4-17).
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TSP-1 Protein

pg/ml

18000+
16000+
14000+ — A —
12000 -
10000 -
8000 -
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4000 -
2000

= TSP-1 Protein

Sekil 4-17: Tiimor ve Normaldeki TSP-1 Protein Diizeyleri

TSP-1 protein diizeyi ile hastalarin tiimor ¢ap1 arasinda ters orantili bir iligki
oldugu goriilmektedir (p=0,048). Tiimdr ¢ap1 3-6cm arasi olanlarda ortanca TSP-1
protein diizeyi 14,748 ng/ml, ¢ap1 6> cm olanlarda ise 11,798 ng/ml dir (Sekil 4-18).

TSP-1Protein/Timér Capi

pg/ml

16000
14000
12000
10000
8000+
6000+
4000+
2000+

» 3-6
n 6>

3-6 6>

Sekil 4-18: TSP-1 Protein Diizeyleri ve Tiimér Cap1 Arasindaki liski

TSP-1 protein dilizeyi, hastalarin  diger klinik parametreleri ile

karsilastirildiginda istatistiksel agidan anlamli bir fark gézlenmemistir.

TSP-1 geninde metillenme orani ile genin protein diizeyinin ters orantili
olduklar1 goriilmektedir (p=0,011). Diisiik derece metillenme (%0-25) goriilenlerde
ortanca TSP-1 protein degeri 17,6ng/ml, orta derece metillenme (%26-55) goriilenlerde
16 ng/ml, yiiksek metillenme (%56-100) goriilenlerde ise 15 ng/ml’dir (Sekil 4-19).
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Metilasyon/Protein

—
= Dasuk
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' W Yiksek

Dusuk Orta Yuksek
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Sekil 4-19: TSP-1 Protein Diizeyleri ile Metillenmenin Karsilastirilmasi
TSP-1 protein diizeyleri CA9 ve HIF-1 protein diizeyleri ile kiyaslandiginda

aralarinda ters orantili bir iligki bulunmustur (p=0,012, p=0,011).
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5. TARTISMA

Damarlanmasi yogun bir kanser olan bobrek kanserinde anjiyogenez énemli bir
yer tutmaktadir. Anjiyogenezin etkinlesmesi ve baskilanmasindan sorumlu molekiiller

bu kanserin prognozu agisindan da 6nem tasir.

Bu nedenle ¢alisma kapsaminda anjiyogenezin etkinlesmesinde onemli role
sahip olan HIF-1 , onun etkinlesmesiyle ifade diizeyi artan CA9 ve anjiyogenezin
baskilanmasinda gorev alan TSP-1 molekiilleri incelenmistir. Bu ii¢ molekiiliin BHK da
dahil, pek cok karsinomda tani, takip ve tedavi acisindan ayri ayri arastirildig
calismalar mevcuttur. Ancak literatiirde {i¢ parametrenin birlikte degerlendirildigi bir
calismaya rastlanmamistir. Bu molekiiller ile yapilan caligmalarin ¢ogunlugunda
immiinhistokimya, bir kisminda Western Blot, kii¢iik bir kisminda da RT-PCR
yontemleri kullanilmistir. Bizim c¢alismamizda mRNA ifade analizi i¢in nicel sonug
veren Ger¢ek Zamanli-PCR ve protein 6l¢lim metodlarindan da gene nicel sonug veren

ELISA yontemleri se¢ilmistir.

Anjiyogenezi denetleyen etmenlerin bir cogu dogrudan ya da dolayli olarak
doku oksijen dengesinin diizenleyicisi olan HIF-1a tarafindan kontrol edilir. HIF-1a
damarlanmanin yogun oldugu doku hiicrelerinde hayati bir rol oynar. HIF-1a, hem
glukoz/enerji metabolizmasinda gerekli olup hem de anjiyogenez ve tiimor progresyonu
ile ilgilidir. Dokuda O, seviyesi azaldiginda bir ¢ok anjiyogenik etmeni etkinlestirerek
damar olusumuna yol agar ve oksijen seviyesini ylikseltir (69). HIF-1a nin etkinlesmesi
sonucunda VEGF ve CA9 gibi hipoksi ile uyarilan genler etkinlesir (5,14,50,52).
Prostat, meme gibi yaygin goriilen ¢ogu kanserde artmis damarlanma ve timor

progresyonu ile ilgili HIF-1a geninin asir1 ifade edildigi gozlenir (64).

Prostat kanserli hastalar ile yapilan bir ¢alismada kanda RT-PCR ile HIF-1a
gen ifade diizeyi incelenmis, HIF-1a gen ifade diizeyi erken evre prostat kanserlerinde,
kanser olmayanlara ve nodiiler hiperplazilere oranla anlamli derecede yiiksek
bulunmustur (96). Calismamizda da hastalarimizin tiimér ve normal doku &rnekleri
nicel Ger¢ek Zamanli PCR yontemi ile HIF-1a gen ifadesi acisindan kiyaslandiginda

tiimor doku 6rneklerinde ifadenin anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistir.
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Calisma grubumuzdaki hastalarin tiimoér orneklerinde de HIF-1a protein
diizeyleri normallere gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur. Bu bulgu HIF-1a
protein diizeyinin Western Blot ve immiinhistokimya ile incelendigi ¢alismalarla ayni
dogrultudadir (97,100) ve tiimdrlerde HIF-1a protein diizeyinin yiiksek ve mikrodamar
yogunlugu ile iligkili oldugunu bildiren c¢alismalarla da uyumludur (63,59).

Ancak hastalarin  HIF-1 gen ifade diizeyi ile protein miktarlar

karsilastirildiginda aralarinda anlamli bir iligki bulunamamugtir.

HIF-1 proteininin yarilanma omrii 5 dakikadan azdir ve oda 1sisinda birkag
dakika i¢inde bozulabilmektedir (100,101). HIF-1’in bu 6zelligi dikkate alinarak gen
ifade diizeyi ile protein diizeyi arasindaki uyumsuzlugun doku Orneklerinin
ameliyathaneden optimal saklama kosullarina ulastirilmasina kadar gecen siirede
yikima ugramasindan kaynaklandigi diisiintilebilir. Literatiirde benzer sekilde, HIF-1 o
geninin ifadesi ile ve protein diizeyi arasinda uyum goézlenmeyen baska calismalar
mevcuttur (100,101).

HIF-1a protein diizeyleri hastalarin timor gradlarina gore anlamli farklilik
gostermektedir. Bu sonug belirtilen ¢aligsmalarla uyumlu olup HIF-lo’nin prognoz
acisindan Onemine igaret etmektedir (102,103). Diger yandan HIF-lo’nin agresif
tiimorlerde lokal tlimorlere kiyasla anlamli derecede diisiik oldugunu bildiren ¢aligmalar
da vardir (97).

CAD9, hipoksik kosullar altinda hizla ve asir1 derecede ifade edilen, tiimor hiicre
hipoksisi ile ilgili oldugu en iyi bilinen genlerden biridir (74). CA9 geninin solid
tiimorlerde, 6zellikle berrak hiicreli bobrek karsinomu, serviks, over, kolon, bag-boyun,
mesane ve kii¢iik hiicreli dis1 akciger karsinomlarinda asir1 ifade edildigi bildirilmistir
(59,73,78-80,99).

Caligmamizda tiimor 6rneklerinde CA9 gen ifadesinin normal dokuya kiyasla
anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiistiir. CA9 gen ifadesi diigiik gradli olgularda
da yiiksek gradlilara gore anlamli derecede yiiksektir. Bu sonug diisiik evreli, diisiik
gradli ve metastaz varlig1 goriilmeyen hastalarda CA9 seviyelerinin daha yiiksek
oldugunu bildiren ¢aligmalarla uyumludur (73,80,99,104). Buna karsilik BHK disindaki
kanserlerde yiiksek CA9 gen ifadesinin kotii prognoz ile iliskili oldugu bildirilmektedir
(59,79).

CA9 gen ifadesinin erken evrelerde hipoksiye uyum nedeniyle arttigi ve bunun

tiimore bliyiime ve yayilma avantaji sagladigi buna karsilik habis tiimor biiyiidiikge
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CA9’a gerekliligin azalmasi nedeniyle gen ifadesinin de azaldigi ileri siirtilmiistiir
(73,80). Calismamizda CA9 protein diizeylerinin tiimoér doku 6rneklerinde normal doku
orneklerine kiyasla anlamli derecede yiiksek oldugu goriilmiis CA9 protein miktarlar
ile gen ifade diizeyleri arasinda ayni yonde anlamli bir iligki bulunmustur. Bu
parametrenin klinik gidisi ve tiimor davranisini tahmin etmek i¢in kullanilabilecegi gibi
adjuvan immiinoterapiden ve CA9’a yonelik tedavilerden yararlanabilecek yiiksek
riskli hastalar1 belirlemek agisindan da yararli olacagini diisiindtirmektedir (73,80,104).

HIF-1a ve CA9 gen ifade diizeyleri arasinda beklendigi gibi anlamli bir iligki
goriilmektedir. Bu iligki gerek BHK gerekse akciger kanserinde yapilan ¢aligsmalarla
desteklenmektedir (59,105,106).

Doku oksijen seviyesindeki azalma ile CA9’un etkinlestigi ve TSP-1’in de
engellendigi bilinmektedir. Potansiyel bir anjiyogenez baskilayicist olan TSP-1’in bir
cok caligmada tiimor baskilayicr 6zelliklere sahip oldugu goézlenmistir (98). Bu molekiil
anjiyogenik uyaranlarin genis bir ¢esidine cevap olarak endotel hiicre gogiini
baskilama, endotel hiicresinde apoptozu etkinlestirme ve yeni damar olusumunu
Onleme yetenegine sahiptir (83,84). Calismamizda hastalarin tiimér ve normal
dokularinda TSP-1 gen ifadesinin belirgin fark gosterdigi bulunmustur. Normal dokuda
gen ifadesi ve protein diizeyleri timore gore anlaml Slgiide yiiksektir. Bu bulgu BHK
olgularinda daha oOnce immiinhistokimya, Western blot ve Ger¢cek Zamanli-PCR
kullanilarak bildirilmis olan sonuglarla uyumludur (45,94,82). TSP-1 protein diizeyi ile
hastalarin timor capi arasinda ters orantili bir iliski oldugu goriilmektedir. BHK da
yapilan ¢alismalarda da benzer olarak TSP-1’in tiimdr biiyiikliigii ve anjiyogenez ile

ters orantili oldugu gézlenmistir (81,107).

TSP-1 geninin yaziliminin baskilanmasinin gende metillenmeye bagli olarak
gergeklestigi ileri stirlilmiistiir. Baz1 ¢aligmalarda BHK ve diger kanserlerde TSP-1
geninin promotor bolgesinde yiiksek oranda metillenme bildirilmistir  (45,82).
Caligmamizda beklentiler dogrultusunda tiimdr Orneklerinde TSP-1 geninde daha
yiiksek diizeyde metillenme gozlenmis ve TSP-1 geninin metillenmesi ile genin ifade
diizeyi ve protein diizeyi arasinda ters orantili bir iligki bulundugu goriilmiistiir. Benzer

bir iligki TSP-1 geni i¢in beyin epitel hiicrelerinde bildirilmistir (84).

TSP-1 gen ifade diizeyi ile protein miktarlar1 karsilastirildiginda aralarinda

anlamli bir iliski bulunamamistir. Protein diizeyi ile gen ifade diizeyi arasinda anlamh
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bir uyum bulunmamasinin, genin yazilimi sonrasindaki diizenlenme veya proteine
cevirim asamalarinda, ya da ¢evirim sonrasi ger¢eklesen asamalardaki farkliliklardan
kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.

Hastalarin TSP-1 protein diizeyleri CA9 ve HIF-1a protein diizeyleri ile ters
orantili olup aralarindaki iliski anlamldir. ilgili molekiillerin anjiyogenez iizerindeki
z1t etkileri diisiintildiiglinde bu beklenen bir sonugtur.

Bulgularimiz HIF-1a, CA9 ve TSP-1 ifadeleri ile protein diizeylerindeki buna
bagli degisikliklerin bobrek tlimoriinlin patogenezindeki olasi roliinii desteklemekte ve
bu molekiillerin kanser olusumu ve hastalik takibi acisindan bobrek kanseri i¢in uygun

belirleyiciler olabileceklerine isaret etmektedir.
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- Hiilya Tigl, Hiilya Yazici , Oner Sanli , Omer Acar, Omer Ates, Tarik Esen, Nejat
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