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OZET

Kolorektal kanser, sindirim sisteminin parcalari olan kolon ya da rektumda
baslayan bir kanserdir. Kolorektal kanser diinya ¢apinda hem erkek hem de kadinlarda
en yaygin Ugclincli kanserdir ve bati iilkelerinde kanser ile iliskili 6liimlerde ikinci ana
nedendir.

Son yillarda hiicrelerin ekstraseliiler ¢evresine yonelik yogunlasan caligsmalar,
malignant tiimorlerde ekstraseliiler ¢evrenin asitlesmesinin, kanser hcrelerinin
invazifligini arttirdigini géstermistir. Normal dokularda asit tretimi karbonik anhidrazlar
tarafindan  katalizlenir ve karbonik anhidrazlarin inhibitorlerinden biri  de
asetazolamiddir.

Bu calismanin amac1 Asetazolamid’in kolon kanser hiicre hatlarinda (SW620 ve
LS174T) antitimor etkisini arastirmakti. Bunun i¢in SW620 ve LS174T hiicrelerine ti¢
farkli hiicre kiiltiir teknigi uygulandi ve elde edilen sonuglarin istatistiksel olarak anlaml

bulundu (P < 0.05).

Anahtar Kelimeler: Kanser, Kolorektal kanser hiicreleri (SW620 ve LS174T),

Asetazolamid, Karbonik Anhidraz
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ABSTRACT

IN VITRO EFFECT OF ACETAZOLAMIDE ON COLORECTAL CANCER
CELLS

Colorectal cancer is a cancer that starts in the colon or the rectum which parts of
the digestive system. Colorectal cancer is the third most common type of cancer in both
men and women worldwide and the second principal cause of cancer-related death in the
western countries.

Studies focusing on acidification of the extracellular milieu of malignant tumors
in recent years have shown that it increases the invasive behavior of cancer cells. In
normal tissues, production of acid is catalyzed by carbonic anhydrases and one of the
inhibitors of carbonic anhydrases is acetazolamide.

The aim of this study was to investigate antitumor effect of acetazolamide on
SW620 and LS174T cell lines. For this, it was performed three different cell culture
techniques on the cell lines and the obtained results were statistically significant (P <
0.05).

Keywords: Cancer, Colorectal cancer cells (SW620 ve LS174T),

Acetazolamide, Carbonic Anhydrase
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1. GIRIS

Vicudumuz trilyonlarca hiicreden olusur. Bu hiicreler biiyiir, boliiniir ve dliirler
ve bu surecte birgok kontrol mekanizmasindan gegerler. Bu mekanizmalarin bozuldugu
ve hiicrelerin anormal sekilde kontrolsiizce boliindiigi duruma ise timor denir.

Tumorlerin hepsi kansere neden olmaz.

Pre malignant
Bening (karsinoma in
situ)

Kanser
(Malignant)

Sekil 1.1 Tiimor Cesitleri

Tiimorlerin bir kismi ¢evre dokulari istila etme, kan ve lenf yoluyla viicudun
diger boliimlerine yayilma (metastaz yapma) egilimindedir. Bu tiir tiimorlere kanser
(malignant tumor) denir. Kanser, tek ve duragan bir hastalik degildir ve 100°den fazla
farkli tipi bulunur. Bir¢ok kanser, koken aldigi organa veya hiicre tipine gore
isimlendirilir.




Kanser tipleri baslica: karsinoma (epitel hiicrelerinden gelisir), sarkoma (kemik
ve yumusak doku hiicrelerinden gelisir), 10semi (kemik iliginde baslar ve beyaz kan
hiicrelerinin asir1 artmasiyla sonuglanir), lenfoma (lenfositlerden gelisir), miyeloma
(plazma hiirelerinden gelisir) ve merkezi sinir sistemi kanserleri seklinde

gruplandirilabilir (1).

Kanser tedavisinde baslica cerrahi, radyasyon terapisi ve kemoterapi
kullanilmaktadir. Kanser tedavisinde yeni teknikler ve yeni ilaglar gelistirmek i¢in

bir¢ok in vitro ve in vivo ¢alisma yapilmaktadir.

Kanser hiicre hatlariyla yapilan in vitro calismalar, 60 yil once ilk kanser
hicresinin (HeLa), kanserli bir hastadan izole edilip Uretilmesiyle basladi ve sonra
giiniimuze kadar yizlerce insan kanser hiicre hatti tiretildi. Bu hiicre hatlariyla yapilan
calismalar, normal hiicreler ile kanser hiicreleri arasindaki farklarin anlasilmasina

yardimet oldu (2).

Bu caligmada da kolorektal kanser hiicre hatlar1 (SW620 ve LS174T) ile yapilan
in vitro g¢alismada, kullanilan ajanin (Asetazolamid), bu hiicre hatlar1 itizerindeki
sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaglanmigtir. Bu amacgla SW620 ve LS174T hiicre
hatlarina 3 farkli hiicre kiiltiirii teknigi (MTT test, Wound healing: Yara iyilestirme ve

Klonogenik assay testi) uygulanmigtir.



2. GENEL BIiLGILER

Kolon, sindirim sisteminin son kismini olusturur. Anatomisi incelendiginde, son
20 cm’lik kismi rektum, buradan ince barsaklara kadar olan kismi ise kolonu olusturur.
Toplam yaklasik 1.5 m uzunlugundadir. Kolonun rektumla birlestigi yer sigmoid
kolondur. Kolonun ince bagirsakla birlestigi yere ¢ekum adi verilir. Kismen sindirilmis
gidalar ince bagirsaktan kolona gelir. Kolon, su ve mineralleri besinden ayirir, geri

kalan1 aniisten atilmak tizere depolar (3).

Sekil 2.1. Kolonun Anatomisi (4).



2.1. Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser, kolon veya rektum yiizeyini orten epitel hicrelerin anormal
blylmesi ile gelisir (5). Kolorektal kanserlerin ¢ogu, polip denilen ve mukoz
membranda anormal biiylime sonucu olusan doku ¢ikintisi ile gelisir. Polipler, kolon ve
rektumun i¢ yiizeyini doseyen epitel hiicrelerden olusurlar ve genellikle yakinmaya
neden olmazlar, ancak kanserlesme egilimi gosterirlerse ¢esitli semptomlara neden
olurlar (6).

Kolorektal kanser diinya ¢apinda en yaygimn ig¢iincii kanserdir ve tim Olim
sebepleri arasinda dordiincii sirada yer alir. Kolorektal kanserli hastalarin yaklasik %
50’sinde metastaz gelismektedir (7). Tirkiyede ise Saglik Bakanligi’nin 2007-2008
yillarinda on iki ildeki kanser kayit merkezi verilerine gore, kolorektal kanser goriilme
siklig1 acisindan tiim kanserler i¢cinde % 7,8 ile kadinlarda iiclincii ve % 7,5 ile

erkeklerde dordiincii sirada yer almaktadir (8).

2.1.1. Belirtileri

Kolorektal kanserin belirtileri, timorin barsak icindeki yerine ve metastaz
yaptig1 organa baghdir. Klasik belirtileri arasinda (50 yas lizeri bireylerde): agirlagan
kabizlik, gaitada kan, gaita ¢apinda azalma, istahsizlik, kilo kaybi, bulant1 ve kusma yer

alir (9).

2.1.2. Etyoloji ve Risk Faktorleri

Kolorektal kanserler yaklagik %75 - %95 oraninda 67-74 yaslar1 arasinda
sporadik olarak ortaya ¢ikar. Diger risk faktorleri i¢inde ileri yas, erkek cinsiyet, yiiksek
oranda yag, alkol veya kirmiz1 et tiikketimi, obezite, sigara ve hareketsizlik yer alr. Ayrica
bu kanserin etyolojisinde genetik faktorler ve cesitli inflamatuar bagirsak hastaliklar

(tilseratif kolit ve Crohn’s hastaligl) gibi hastaliklar da rol oynamaktadir (9).



2.1.2.1. Genetik Faktorler

Kolorektal kanser ve diger birgok kanserin gelisimindeki genetik degisiklikler
arasinda en basta bazi tlimor siipresor genlerin (APC, DCC ve p53) inaktivasyonu gelir.
Ayrica baz1 protoonkogenlerde (Ras) ve DNA onarimi ile ilgili genlerdeki degisiklikler

de kolorektal kanserin genetik faktorleri arasindadir.

Adenomatoz polipozis coli (APC), insanlarda APC geni tarafindan kodlanan ve
negatif regulatdr olarak goérev yapan bir proteindir (2843 aminoasitten olusmaktadir ve
molekiil agirlign yaklagik 310 kDa’dir). Hiicre adhezyonunda yer alan Beta-katenin
konsantrasyonunu kontrol eder ve E-kaderin ile etkilesime girer. Timdr baskilayici bir
gen olan APC geni insanlarda 5. kromozomun ¢22.2 bélgesinde yerlesmistir ve
mutasyonu sonucu hastalik olusturabilmesi i¢in her iki allelde de mutasyon olmasi
gerekmektedir (10). Bu mutasyonlar sonucu APC proteini islev yapamadig igin yikici
kompleksin B-katenin’i fosforilleme etkisi ortadan kalkmakta ve sinyal yolunun

kontrolsiiz aktivasyonu gergeklesmektedir (6).

Adenomatoz polipozis coli (APC), hiicrede; B-catenin, y-catenin (plakoglobin),
glikojen sentaz kinaz 3p (GSK3p), EB1, hDLG, mikrottbuller, aksin ve konduktin ile
ilgili birgok proteine baglanir. APC geni B-catenin’in regiilasyonunda kritik rol oynar. B-
catenin hicrede bol bulunan bir proteindir ve Wnt sinyal yolunda sinyal iletiminde gérev
yapar. Kolorektal kanserde APC geni mutanttir ve p-catenin’in reglilasyonunu koordine
edemez ve p-catenin sitoplazmada birikir. Sitoplazmada miktar1 artan [-katenin,
transkripsiyon faktorii olan Tcf (T-cell factor) ve Lenf (lymphoid-enhancer factor) ile
kompleks olusturur ve nikleusa girerek Tcf tarafindan regiile edilen genlerin

ekspresyonunu aktive eder (11).

Adenomatoz polipozis coli (APC)’nin bir allelinin mutant olarak ebeveynlerden
genetik aktarimi ve digerinin somatik mutasyonla inaktif olmasi, yani APC geninin her

iki allelinin de kayip olmasi durumunda, tiimor baskilayici genlerin kontrolii ortadan

kalkar.



APC’nin inaktivasyonu, kolon epitel hiicrelerinin anormal ¢ogalmasia ve ¢ok
sayida polip geliserek, erken adenom donemine ge¢ilmesine neden olur (12).
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Sekil 2.2. B-katenin’in regiilasyonunda APC, axin, ve GSK3p proteinlerinin fonksiyonu.
A) Normal Hicrelerde B) APC mutasyonunun oldugu kolorektal ve diger kanserlerde C)

B-katenin de nokta mutasyonlarinin ve kiigiik delesyolarin oldugu kanser hiicrelerinde
(112).

Kolorektal kanserde rol oynayan bir diger tiimér siipresor gen ise DCC (Deleted
in Colorectal Cancer) genidir. DCC geninin Urtini olan DCC, transmembran bir
proteindir ve netrin-1 reseptorudir. Netrin-1, noéronal gelisimde aksonlarin dogru
birlesmesinde ve hiicre migrasyonunda gérev alir. DCC, netrin-1 olmadigi durumlarda
apoptozu indiiklemektedir. Kolorektal kanserde ¢ogunlukla bu gen mutanttir veya
reglilasyonu azalmistir (13). DCC, hepatik metastazlari olan kolorektal kanserlerin
bircogunda tespit edilmistir. Kromozom 18q21° de heterozigot gen kaybi sonucu
adenomlara donilisim olur. Bu mutasyonun saptanmasi 2 ve 3. evredeki kolorektal
kanserlerde koti prognozun kuvvetli belirleyicisidir (6).

Bir baska tiimor silipresor gen ise TP53 genidir. Bu gen 17. kromozomun kisa

kolunda lokalizedir (17p) ve p53 proteininin sentezinden sorumludur. p53 proteini



nikleusta lokalizedir ve direk olarak DNA’ya baglanir. DNA hasar durumnda hicrenin
onarilmasinda ya da apoptoza yonlendirilmesinde 6nemli rol oynar (6, 14).

TP53 geninin inaktivasyonu adenomun karsinoma donilisiimiine aracilik
etmektedir. Bu olay kolorektal karsinogenezin ge¢ donemlerinde ortaya ¢ikan dnemli bir
basamaktir. Kolon kanserinde kromozom 17p nin delesyona ugrayan kismi TP53 genini
iceren kismidir ve siklikla TP53 geninin bir alleli delesyona ugramisken diger allelde de

nokta mutasyonu bulunmaktadir (6).

Kolorektal kanserdeki genetik faktorlerden biri de protoonkogenlerin
onkogenlere dontigiimiidiir. Protoonkogenler, sinyal iletiminde ve mitogenik sinyallerin
diizenlenmesinde gorev alirlar. Bunlardan biride Ras genidir. Ras geni 12 nolu
kromozomun kisa kolunda (p) yer alir (6). Ras gen ailesinden olan KRAS geninin
(Kirsten rat sarcoma) kolorektal timorlerin %30-50’sinde mutasyona ugradigi
bildirilmistir (15). Yine Ras familyasinin {igiincii iiyesi olan HRAS genindeki
mutasyonlara da kolorektal kanserlerde sik rastlanilmaktadr (16). Ras onkogenlerindeki
mutasyonlar ile APC genindeki mutasyonlar ard arda gelince polipler biiyiir ve parmaksi

uzantilara sahip bir hal alir. Bu asama orta seviye adenom asamasidir (6).

Bunlar disinda birka¢ genetik sendrom da [ (Kalitsal (Herediter) Non-polipozis
Kolorektal Kanser (HNPCC) veya Lynch Sendromu, Familyal Adenomatoz Polipozisler
(FAP), Gardner Sendromu, Turcot Sendromu ve Familyal Hamartomat6z Polipozis]

artan oranlarda kolorektal kanser ile iliskilidir.

2.1.3. Teshisi

Lezyonun yerine bagli olarak kolorektal kanserlerde tiimor biyopsi yoluyla teshis
kolonoskopi ve sigmoidoskopi yolu ile yapilmaktadir. Hastaligin ilerlemis durumlarinda
ise teshis, gogiis, abdomen ve pelvisin CT tarama (X-ray Computed Tomography)
yontemiyle taranmasiyla belirlenmektedir. Diger goriintiileme yontemleri olan PET ve

MRI'da bazi durumlarda kullanilabilir. Immiinokimyasal olarak ta COX-2



(Siklooksijenaz-2) testi ile belirlenir. Clinki kolorektal kanser tumdrlerinin ¢ogunun
COX-2 pozitif oldugu diistiniilmektedir (9).

2.1.4. Tedavisi

Bircok kanser tirtiniin tedavisinde oldugu gibi kolorektal kanserin tedavisinde de
cerrahi, kemoterapi, radyasyon terapisi, palyatif bakim veya bunlarin birlikte kullanimi1
s0z konusudur. Kemoterapisinde; 5-FU (Flourouracil), kapesitabin, folinik asit
(leucovorin), oksaliplatin, irinotekan, tegafur-urasil veya bunlarin kombine sekilleri
(FOLFOX, FOLFIRI ve CapeOx) kemoterapdtik ajanlar kullanilmaktadir (9).

Tedavide gz oniinde bulundurulmasi gereken dnemli durumlardan biri de timor
mikrogevresidir. Bircok timor, hipoksik sartlarda gelismektedir. Hipoksik sartlar timor
hicrelerinin glikoz metabolizmasin1 degistirmesine ve laktik asit olusturmasina neden
olur. Bu durumda timaor htcrelerinin gevresinin normal hiicrelere oranla daha asidik
olmasina neden olur. Canli hiicre ve dokularda hiicre dongiisii, proliferasyonu ve
farklilasma siireci cevresel asiditeden etkilenmektedir. Ayni sekilde onkogenezis,
malignant transformasyon, metastaz ve anjiyogenesis te cevresel asiditeden son derece
etkilenmektedir. Timor mikrogevresinin alkil hale gelmesi, timor gelisimini ve
metastazi yavaglatir (17). Alkilleyici bir ajan olan Asetazolamid’in tiimor tedavisinde
yardimcr tedavi olarak kullanilip kullanilamayacagi da bu c¢alismanin hipotezini

olusturmustur.

2.2. Asetazolamid

Asetazolamid, Diamox ve Diazomid gibi ticari isimlerle satilan ve glokom,
epileptik nobet, idyopatik intrakraniyal hipertansiyon, ylikseklik hastaligi, sistiniiri,
periyodik paralizi ve merkezi uyku apnesi gibi hastaliklarda kullanilan karbonik

anhidraz inhibitori bir ilagtir (18).



Sekil 2.3. Asetazolamid’in Molekdler Yapisi

2.3. Karbonik Anhidrazlar

Karbonik anhidraz enzimleri (CA) (Karbonat Hidroliyaz E.C.4.2.1.1), katalitik
aktiviteleri icin Zn?* (Cinko) iyonu iceren metaloenzimlerdir ve neredeyse biitiin
organizmalarda bulunmaktadirlar. Ik olarak, sigir eritrositlerinde kesfedilen karbonik
anhidraz, canlilarda CO2 molekdlunin hidratasyonunu ve HCOz iyonunun

dehidratasyonunu katalizleyen bir enzimdir (19).

CO; + H,O H,COs HCOs; +H

Sekil 2.4. Karbonik Anhidraz Enzimlerinin Katalizledigi Reaksiyon

Memelilerde bulunan ve enzimatik olarak aktif olan 15 farkli CA izoenzimi
tespit edilmistir. Bunlarin cogu baskin olarak farklilasmis hiicrelerle iliskilidir ve ¢esitli
doku ve organlarda 6zellesmis fonksiyonlar1 yerine getirirler. Bes cesidi sitoplazmada
bulunur (CAI, CAII, CAIIl, CAVII ve CAXIII), bes ¢esidi hiicre membranina bagli
olarak bulunur (CAIV, CAIX, CAXII, CAXIV ve CAXV), iki ¢esidinin mitokondriyal
enzim oldugu tespit edilmistir (CAVA ve CAVB). Bir ¢esidi ise salgilanan bir enzimdir
(CAVI). Ayrica, heniiz siniflandirtlmamis formu olan NonO/p54nrb tanimlanmuistir.
Bunun disinda CA gen ailesine dahil {i¢ ¢esit karbonik anhidraz iliskili proteinler

(CARP) de bulunmaktadir.
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Karbonik anhidraz-1X ve Karbonik anhidraz-XIl izoenzimleri tlimor
hiicrelerinde aktivitelerini gdsteren buna bagli olarak da kanserle iligkili olan
izoenzimler olarak tespit edilmislerdir. Tiimorlerdeki CAIX ifadesi tiimoriin tanisi ve
prognozu hakkinda bilgi vermektedir. Ornegin beyin ve akciger kanserlerinde CA-IX
varligi kotii prognoz ile iligkilidir (19). CA-XII de ilk 6nce akciger kanserine spesifik bir
protein olarak tanimlansa da sonralar1 birgok tiimér ve normal dokuda da tanimlanmistir

(20).

2.3.1. Karbonik Anhidraz 9 (CA 1X)

Karbonik anhidraz-1X (CA-1X), 54 ve 58 kDa agirhiginda bir glikoprotein olup
epitel hiicrelerin plazma membraninda ve bazi durumlarda g¢ekirdekte de salgilandigi
bildirilmektedir, ayrica bu enzimin geni kromozom 17 de haritalanmaktadir. CA-1X
membran bagli izoenzimi normal hiicrelerde aktivite gostermeyip tumuyle kanserli
hicrelerde salgilanan timor iliskili karbonik anhidraz izoenzimidir. Bu ozelligi ile

potansiyel bir kanser biyogostergesi olarak dnem tasir.

Normal karbonik anhidraz enzim aktivitesinin yani sira, hiicre adhezyon
isleminin  duzenlenmesi  ve hipoksik  cevredeki timdriin ilerleyip  hiicre

proliferasyonunun diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir.

Karbonik anhidraz-1X (CA-1X) membrana bagli ve hiicre yiizeyinde olan kati
timorlerde goruldigu icin Ozellikle bobrekle ilgili hiicre karsinomlarinda (RCC),
serviks, over, kolon, bas ve boyun karsinomlarinda ekspre olmaktadir. Hiicre yiizeyinde
aktivite gostermesi, CO2’in hidratasyon ve dehidratasyonu sonucunda kloriir-anyon
degistiricisi olarak hiicre membraninda yer almasi, CA-IX"un HCOs™ anyonlarinin tekrar
sitoplazmaya tasinmasinda 6nemli bir rol {istlenmektedir. Bdylelikle ekstraseliiler
asiditeyi kontrol ettigi, katepsin B ve matriks metaloproteaz B (MMP-9) gibi hiicre
yiizey proteazlarinin aktivasyonuna etkimesi bu enzimin sadece hipoksi igin degil ayrica

kanser terapisi i¢in de dnemli oldugunu gostermektedir (21).
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2.3.1. Karbonik Anhidraz 12 (CA XII)

Karbonik anhidraz-1X (CA-1X) izoenzimden sonra ikinci olarak timor iligkili
izoenzim olan CA-XII, bobrek kanser hicrelerinde ekspre edildigi ve ayrica CA-1X gibi
ayni regiilasyona sahip oldugu bildirilmistir. CA-IX gibi hipoksiya ile regule edilme
benzerligi olmasma ragmen etkin olduklari biyokimyasal yollarin farkli oldugu

anlasilmaktadir (21).

Ik ¢alismalarda CA-XII mRNA’s1 diisiik seviyelerde normal eriskin bobrek,
pankreas, kolon, prostat, over, testis, akciger ve beyin dokularinda tespit edilmistir. Sivi
konsantrasyonu ve iyon transportunda fizyolojik bir role sahiptir. CA-XII, CAIX
izoenzimine gore dusuk bir aktiviteye sahiptir ancak kanser tedavisinde 6nemli bir timaor

marker olarak kullanilabilecegi yapilan ¢alismalarda gosterilmektedir (21).

2.4. Akuaporinler

Akuaporinler su transportunu saglayan transmembran proteinlerdir. Viicutta
bircok dokuda bulunurlar ve transselller ve transepitelyal su hareketinde énemli rol
oynarlar. Memelilerde en az 13 tip akuaporin bulundugu bildirilmistir. Akuaporinler
hlcre gociinde de rol oynarlar. Tumér hiicre gog, timor biyimesinde ve metastazinda
o6nemli bir adimdir (22).

Onkogenik islemlerde karbonik anhidrazlarin ve akuaporinlerin 6neminin daha
fazla kaniti, bunlarin inhibitérlerinin kullanilmasindan kaynaklanir. Bunlar heterosiklik
ve aromatik siilfonamidlerdir ve bunlar iginden 6ne ¢ikani ise Asetazolamid’dir.
Malignant tiimorlerde ekstraseliiler ortamin asitlesmesi kanser hiicrelerinin invazifligini
arttirmaktadir. Normal dokularda bu asitlesme karbonik anhidraz enzimleri tarafindan
saglanir (H20 + CO2 <=> H*+ HCOg’). Asetazolamid de genel bir karbonik anhidraz
inhibitoriidiir. Bu inhibisyon etkisini, 6zellikle bazi tiimérlerde fazla eksprese olan CA9
enziminin hiicre membraninin disinda yer alan aktif bolgesine baglanarak gosterir ve

ortami alkali hale gevirir (23).
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2.4.1. Akuaporin 1 (AQP1)

Akuaporin 1 yaygin sekilde eksprese olan ve su transportunu saglayan bir
proteindir ve fizyolojik fonksiyonu tamamen bobrekte karakterize edilmistir. Proksimal
tibdllerin bazolateral ve apikal plazma membranlarinda, eritrositlerde, vaskuler

endotelyumda, gastrointestinal kanalda, ter bezlerinde ve akcigerlerde bulunur (24).

Akuaporin-1 (AQP1)’in, kolon ve akciger kansrinde, beyin tiimérlerinde, koroid
pleksus tiimorlerde, hemanjiyoblastomada ve multipl miyelomada fazla eksprese oldugu
bildirilmistir. Kolorektal karsinogenezis siirecinde AQP1 hastaligin erken sathasinda
indiiklenir ve kolon kanser gelisiminin ge¢ safhalarina kadar devam eder. Astrositom
gelisiminde de, AQP1 yogunlugunun diisiik seviyeli tiimdrlerden ilerlemis tiimorlere
dogru 6nemli derecede arttigi bildirilmistir. Nicchia ve arkadaglari, fare melanoma

modelinde AQP1 inhibe ettiklerinde anjiyogenezisin azaldigini rapor etmislerdir.

AQP1; insan, rat ve tavuk embriyosu korioallontoyik membraninda (CAM)
tiimor mikrodamarlarinin artisinda yiiksek oranda eksprese olur. Ayrica AQP1 spesifik
dsRNA (Double-stranded RNA) oligoniikleotidlerinin CAM’da yeni kan damari

olusumunu 6nemli derecede azaltmistir.

AQP1 ekspresyonunun, HT20 kolon kanseri hucrelerinin  plazma
membranlarinda su gecirgenlgini ve migrasyon oranini arttirdigi, yapilan yara iyilesme

ve invazyon testleriyle gosterilmistir (25).

2.4.2. Akuaporin 5 (AQP5)

Akuaporin 5, insanlarda AQP5 geni tarafindan kodlanan bir su kanali proteinidir.
Tikrik, gozyast ve akciger salgilariin iiretiminde rol oynar. Kolon kanseri ile iliskli bir
diger akuporindir. Ayrica pankreas kanserinde de ekspresyonunun arttigi bildirilmistir.
Kang ve arkadaglar1 tarafindan (26) yapilan c¢alismada, AQPS5’in kolon kanser
hiicrelerinde eksprese oldugunu, ayrica karaciger ve akciger metastazlariyla iliskili

oldugunu bildirmislerdir.
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Ayrica AQP5’in kolon kanserinde ila¢ direnci ile iligkili oldugu da bildirilmistir.
Bu etkiyide Ras/Erk/Rb sinyal yolagi ile etkilesime girerek gosterdigini soylemislerdir.

2.4.3. Akuaporin 8 (AQP8)

AQP8 proteini, su-spesifik bir kanal proteinidir ve civa ya karst duyarli iken
gliserol ve Ureye gecirgen degildir. AQP8 mRNA’s1 pankreas ve kolon dokularinda
bulunurken diger dokularda ekspresyonuna rastlanmamustir (27). Fischer ve arkadaslar
yaptiklar1 ¢calismada AQP8’in insan kolonik epitelyal hiicrelerde ve tiimor dokularinda
ekspresyonunu incelemis ve kolonun liimenine uzanan normal epitel hicrelerde
ekspresyonunu ispatlamiglardir. Ancak adenomalarda ve kolorektal kanserlerde

AQP8’in ekspresyonuna rastlamamiglardir (28).

2.4.3. Akuaporin 9 (AQP9)

AQP9 ¢ok genis capta yiiksiiz soliitlerin gegisine izin veren bir su kanali proteinidir.
Ayrica iire transportunu ve ozmotik su permeabilitesini stimiile eder. Immiinolojik
cevapta ve bakteriyel aktivitede de rol oynar. 3. saftha kolon kanseri hastalarinda yapilan
bir bagka ¢alismada AQP9 ekspresyonunun diisiik seviyede oldugu ve standart adjuvant
terapiye cevap vermeyen hastalar1 belirlemede biyomarkir olarak kullanilabilecegi 6ne

stirtilmiistiir (28).



3. GEREC ve YONTEM

3.1. Kullamilan Cihazlar ve Sarf Malzemeleri

T @

o o

o «Q —Hh @

Santrifuj ( Hettich Universal )

Inkiibator ( Thermo Scientific — Heracell 150i*)

Laminar Flow (Thermo Scientific)
Buzdolabi (-20 °C)

Derin Dondurucu (-86 °C) (Nlve)
Mikroskop (Olympus)
Mikroplate-Reader (Biotek)
Mikropipet Seti (Eppendorf)

Steril falcon tlpler (15 ml ve 50 ml)
Steril cam pipetler

3.2. Kullanilan Kimyasallar

o o

o o

o « o

RPMI Medyum (Lonza)

DMEM Medyum

FBS (Fetal Bovin Serum)

L-Glutamin

Penicillin/Streptomycin

PBS(Phosphate Buffered Saline)

EDTA (Ethylenediamine-tetraacetic acid)
DMSO (Dimethylsulfoxid)

Izopropanol

14
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J. Etanol
k. MTT (3-(4,5-Dimethyl -2 thiazolyl)- 2,5 -diphenyl- 2H-tetrazolium)
I. HCI

m. Asetazolamid (Sigma)

3.3. Hicreler (SW620 ve LS174T)

Her iki hiicre hatt1 da insan kalin barsak adenokarsinom hiicreleridir. Bu hiicreler
German Cancer Research Center tarafindan, kullanilmak tizere tarafimiza hediye

edilmistir.

3.4. Hicre Kulturi

Biitiin hiicreler standart sartlarda (%5 CO», 37°C) Kkiiltiir edilmislerdir. Hiicre
vasat1 olarak tim htcreler icin RPMI1640 medyumu kullanilmistir. Biitiin hiicreler -
80°C’de muhafaza edilmistir. Bu hiicreler kullanilmak istendiginde 37°C ¢ozdiiriilmiis
ve 1500 U/dk da 5 dakika santrifiij edilmistir. Olusan hiicre pelleti taze medium igine
alinarak inkiibatore birakilmistir (30).

3.5. Hiicre Pasaji

Hicreler; hiicre kiltiirii siselerindeki sikliklarina gore 3-5 gilinde bir pasaj
edilmiglerdir. Burada hiicrelerin kullandigi medyum dokdilerek, hiicreler bir kez PBS ile
yikanmis Ve sonrasinda 3-5 ml Tripsin (% 0,25) ile muamele edilir. Sonrasinda 3 dakika
inkiibatérde bekletilmistir ve flask icerisine 3-5 ml taze medyum eklenerek tripsinin
notralizasyonu saglanmistir. Bu sekilde medyum igine alinan hiicreler, timor hicre
stispansiyonunu olusturur. Hicre stspansiyonu 5 dakika, 1500 U/dak santrifiij edilmis
ve sonrasinda 1/10 oraninda diliie edilerek thoma laminda sayilmistir. (thoma laminin
bir tarafina 10 pl’lik hiicre siispansiyonu eklenir, lamin ortasinda yer alan biiyiik kare
icinde kalan tiim hiicreler sayilir ve ¢ikan sonug diliisyon oranida hesaba katilarak 10* ile
carpilir ve toplam hiicre sayis1 elde edilir. Uygun sayida hiicre alinarak taze hiicre

medyumuna  kanistirtlip  yeni  deneyler i¢in inkiibatére birakilmistir  (30).
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3.6. Tiimor Hiicrelerinin Dondurulmasi

Yukarida hiicre pasajinda belirtilen islemler hiicre peleti elde edilene kadar ayni
sekilde yiiriitilmiistiir. Bu hiicre peleti hazirlanan 6zel bir dondurma medyum igine
(%20 RPMI-1640 Medyum, %70 FBS ve %10 Dimetilsulfoksit) alinir. 1 ml dondurma
medyumuna 1.5 x10° hiicre gelecek sekilde hesaplanmistir ve -81°C derin dondurucuya

birakilarak muhafazasi saglanmistir (30).

3.7. MTT Testi

Bu testle SW620 ve LS174T hucrelerinin in vitro proliferasyon yetenekleri
belirlenmistir.  Prensip olarak canli  hiicrelerin  3-(4,5 Dimetiltiyazol-2-il)5-
difeniltetrazolium-bromid (MTT) ile boyanmasina dayanir. Bu boya canli hiicreler
tarafindan alinarak formazan kristallerine metabolize edilir ve mor renkli kristaller
olusur. Bu olusan kristaller asidik 2-izopropanol ile ¢ozilur. Bu test, tedaviden sonra
yasayabilen hiicrelerin sayisinin fotometrik olarak belirlenmesine yardimci olmaktadir.
Test daha 6nce Eyol (29-31) tarafindan bildirilen protokolde bazi degisiklikler yapilarak

uygulanmistir.

Protokol:

X/

¢ Laboratuarimizda yapmis oldugumuz 6n denemelerle 96-kuyucuklu plate’in herbir
kuycuguna 4000 hiicre gelecek sekilde hiicre ekimi yapilmistir. (On deneme igin 96-
kuyucuklu platin herbir kuyucuguna sirastyla 1000, 2000, 3000, 4000 ve 5000 hiicre
gelecek sekilde hiicre ekimi yapilir ve 24, 48, 72 ve 96. saatlerde yasam oranlari
kontrol edilerek, yapilacak hiicre ekiminin saysi ve MTT testinin ka¢ giin
uygulanacagi belirlenir).

% 24 saat inktbasyondan (5% CO, 37°C) sonra belirlenen konsantrasyonlarda (1uM,

10 pupM, 100 pM, 1000 pM)  Asetazolamid ile tedavi edilmistir.
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Tedaviden sonraki ilk 24 saatten sonra 1. 96 kuyucuklu plate icin MTT testi
uygulanmistir. Bunun ig¢inde 96 kuyucuklu plate herbir kuyucuguna 10 pl steril
MTT-¢ozeltisi (5 mg/ml PBS’te hazirlanmis) eklenir ve sonrasinda inkiibatorde 3-4
saat bekletilir.

Inkiibasyondan sonra kuyucuklardaki biitiin icerik temizlenir ve boyanmis ve yapisik
durumdaki hiicreleri kaldirmak igin herbir kuyucuga 100 pl izopropanol eklenir.
(0,04 N HCI ve 2 —izopropanol ile hazirlanir)

Kuyucuklardaki ¢o6zelti c¢ekilip birakilarak formazan kristallerinin ¢dzlinmesi
saglanir.

Absorbanslar, mikroplate reader’da 570 nm ‘de 6l¢iiliir.

Tedaviden 48 saat ve 72 saat sonraki plateler i¢inde ayni islemler kullanilmistir.
Ayni test 3 kez tekrarlanmustir.

Tedavi edilmeyen kuyucuklarda ki hiicreler referans deger olarak (tedavi edilmeyen

—Kontrol) belirlenmistir.

3.8. Koloni Formasyon Testi

Bu testle de bir tek kanser hiicresinin koloni olusturma yetenegi olciilebilir. Bu

test Tekedereli'nin (33) bildirdigi protokolden baz1 degisiklikler yapilarak

uygulanmugtir.

v 6 kuyucuklu platelerin her birine 2 ml icinde 500 hiicre ekilir.
v' 24 saat inkiibe edildikten sonra belirlenen konsantrasyonlarda Asetazolamid
tedavisi yapilir.

v Her 5 giinde bir hiicreler tedavi edilir. (Hiicre hattina gére degisebilir.)

<\

Yaklasik 2 hafta sonra hiicreler PBS ile yikanir ve Kristal viyole ile boyanir.
v" 50 hiicreden daha fazla hiicreye sahip koloniler sayilarak degerlendirilir.
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3.9. Wound Healing (Yara iyilesme) Testi

Hiicre etkilesimi ve migrasyonunun belirlendigi bir testtir. Bu test daha Once

Kaleagasioglu’nun (32) bildirdigi protokolde bazi degisiklikler yapilarak uygulanmistir.

v

24 kuyucuklu platelere hiicre ekimi (1 ml iginde 60.000 hiicre. Bu say1 hiicreden
hiicreye degisiklik gosterebilir) yapilir.

24 saat inkibasyondan sonra, ya 200ul lik yada 10ul’lik pipet ucu ile kuyucugun
ortasindan saat 12 yoniinden baslayarak saat 6 yoniine diiz bir ¢izgi cizilir.
Sonrasinda kuyucuklardaki vasat cekilir ve taze medyum ile birka¢ kez yikama
yapilir.

Belirlenen konsantrasyonlarda (1uM, 10 pM, 100 pM, 1000 pM) 0.5 mi
Asetazolamid tedavisi eklenir.

Tedaviden sonraki 0, 24, 48 ve 72. saatlerde fotograflart ¢ekilerek

degerlendirilir.

3.10. istatistiksel Analiz

Aragtirma verilerinin degerlendirilmesinde SPSS istatistik programi kullanildi.

Shapiro-Wilk normallik testi ile nicel degiskenlere iliskin verilerin normal dagilim

gosterdigi saptandi (p>0.05). Gruplarin karsilastirilmasinda, bagimsiz gruplarda tek

yonlii varyans analizi (ANOVA) uygulandi ve ICso hesaplanmasinda ise dogrusal

regresyon yontemi kullanildi. Sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi (p<0.05)



19

4. BULGULAR

4.1. SW620 ve LS174T Hucrelerinin Morfolojisi

Her iki hiicre hattida insan kolon kanser hucreleri olup, hiicreler Alman Kanser
Enstitiisii’'nde (The German Cancer Research Center, Heidelberg, German) ¢alisan Dr.
Berger tarafindan bize hediye edilmistir.

A) B)

Sekil 4.1. A) SW620 Hucreleri B) LS174T Hucreleri

4.2. MTT Test Sonuclar:

Her iki hiicre hatt1 da ¢esitli konsantrasyonlarda hazirlanan Asetazolamid (1uM-
10 pM-100 pM-1000 pM) ile belirli strelerde (24s-48s-72s) tedavi edilip, hicre

proliferasyonu MTT assay ile test edilmistir.



Sekil 4.2. MTT Test

4.2.1. SW620 Hiicre Hatti icin MTT Assay Sonuclar1

20

SW620 hiicreleri Asetazolamid ile tedavi edilmis ve 24, 48 ve 72 saat sonra elde

edilen verilerin tek yonli varyans analizi (ANOVA) sonucu tablo 4.1, 4.2 ve 4.3’te

verilmigtir.

Tablo 4.1. SW620 Hiicre Hatt1 24 saat MTT Assay Sonuglari

Sum of Squares df Mean Square F Sig.

Between Groups A75 4 119 74.492 .000
Within Groups 120 75 002
Total 595 79

Tanimlayic istatistikler

95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | Lower Bound Upper Bound Minimum | Maximum

Kontrol 16 33431 039161 .009790 .31345 .35518 265 391
1M 16 22919 058897 014724 .19780 .26057 149 334
10 uM 16 17294 034702 .008675 15445 19143 130 252
100 uM 16 13119 019937 004984 12056 14181 095 175
1000uM 16 .12688 037015 .009254 10715 .14660 074 .190
Total 80 .19890 086772 .009701 17959 21821 074 391
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80
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1 pM

Asetazolamid konsatrasyonu

MTT Test SW620 Hiicreleri AZA Tedavisinden Sonra (24s)

=
=
=
* i

10 pM 100 pM 1000 uM

Sekil 4.3. SW620 Hiicresi 24 saat AZA tedavisinden sonra

Tablo 4.2. SW620 Hiicre Hatt1 48 saat MTT Assay Sonuglari

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 410 4 .103 44472 .000
Within Groups 173 75 .002
Total 583 79

Tanimlayic istatistikler
95% Confidence Interval for Mean

N Mean Std. Deviation | Std. Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum
Kontrol 16 38294 067698 016924 34686 41901 293 544
1M 16 28044 .048720|  .012180 25448 30640 206 346
10 pM 16 23438 .043373| .010843 21126 25749 .166 300
100 pM 16 21356 .033825|  .008456 .19554 23159 136 270
1000 pM 16 17431 .039386| .009847 115332 119530 135 271
Total 80 25713 085929  .009607 23800 27625 135 544
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MTT Test SWa620 Hiicreleri A7 A tedavisinden Sonra
(48s)

120
100
80 +
60 =
40 m 5WH20
20

0

Kontrol 1 puM 10pM 100 pM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasvonu

*:p=005

Sekil 4.4, SW620 Hucresi 48 saat AZA tedavisinden sonra

Tablo 4.3. SW620 Hiicre Hatt1 72 saat MTT Assay Sonuglari

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 141 4 .035 6.781 .000
Within Groups 390 75 .005
Total 531 79

Tanimlayici Istatistikler
95% Confidence Interval for Mean

N Mean | Std. Deviation | Std.Error | LowerBound | UpperBound | Minimum [ Maximum
Kontrol 16| 49775 036285| .009071 47842 51708 448 573
1M 16| 49213 057186 .014297 46165 52260 419 623
10 pM 16| 44325 075321| 018830 40311 48339 311 581
100 pM 16| 44213 078748| 019687 40016 48409 316 580
1000 pMm 16| 38175 097590|  .024397 32975 43375 265 615
Total 80| 45140 081965| 009164 43316 46964 265 623




MTT Test/SWo20 Hiicreleri/ AZA Tedavisinden Sonra
(72s)
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Sekil 4.5. SW620 Hiuicresi 72 saat AZA tedavisinden sonra

A)

MTT Test/ SW620 Hiicreleri Tedaviden Sonra

120
100

80

%

#® 24s
< 48s
=72s

60
40

20

Absorbans % (570 nm)

Kontrol 1M 10pyM 100 uM 1000 pM

Asetazolamid Konsantrasyonu

23
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B)
SW620 Hiicreleri / 24s, 48s ve 72s'lik Yasam Egrileri
—0—24s
120 —o—dgs
o 100 —=0=1T725s
=
=
s & X 245
o N y =-15.341x + 105.52
=< 60 R?=0.8856
= 48
S 40 1 s
O y =-12.642x + 105.07
. R?=0.9139
X 2
72s
0 y =-5.748x + 107.77
0 1 10 100 1000 R?=0.9197
Asetazolamid Konsantrasyon (uM)

Sekil 4.6. A) 24s, 48s ve 72s’lik tedaviden sonra doza bagli hiicre proliferasyonu. B)
24s, 48s ve 72s’lik tedaviden sonra canlilik orani. 1Cso degerleri dogrusal regresyon

analizi ile 24s ve 48s’lik tedavi igin sirasiyla 528 uM ve 795 uM olarak bulunmustur.

4.2.2. LS174T Hiicre Hatti icin MTT Assay Sonuclar:

LS174T hiicreleri farkli doz ve saatlerde asetazolamid ile tedavi edilmis ve elde

edilen verilerin ANOVA test sonuglar1 Tablo 4.4, 4.5 ve 4.6°da verilmistir.

Tablo 4.4. LS174T Hiicre Hatt1 24 saat MTT Assay Sonuglari

Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups .067 4 .017 3.725 .008
Within Groups 337 75 .004

Total 404 79




95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum
Kontrol 16| 41938 060142 015035 38733 45142 263 523
1um 16 39869 064746| 016187 36419 43319 303 533
10 M 16| 39750 068037 017009 36125 43375 289 547
100 uM 16| 35944 073427 018357 32031 39856 219 460
1000 puMm 16 34000 068050 017012 30374 37626 191 443
Total 80|  .38300 071498 007994 36709 39891 101 547
MTT Test/ LS174T Hiicrelert AZA Tedavisinden
Sonra (24s)
120 . _
E
- ES
= 100
g
=
t\-\.,.
i 820
-
=60
-
< 40
[=]
Z 20
0
Kontrol 1uM 10 pM 100 uM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasvon (phM)
*:p<0.05
Sekil 4.7. LS174T Hiuicresi 24 saat AZA tedavisinden sonra
Tablo 4.5. LS174T Hiicre Hatt1 48 saat MTT Assay Sonuglari
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 174 4 043 20.557 .000
Within Groups 116 55 002
Total .290 59

25
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95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error [ LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum
Kontrol 12| 35908 056531| 016319 32317 39500 274 427
Y 12| 34983 071380|  .020606 30448 39519 239 454
10 UM 12| 26517 036915|  .010656 24171 28862 236 342
100 uM 12| 24233 018622| 005376 23050 25417 210 282
1000 M 12| 23308 023796|  .006869 21796 24820 202 271
Total 60| 28990 070109|  .009051 27179 30801 202 454
MTT Test LS174T Hiicreleri AZA Tedavisinden Sonra
(48h)
120
100
%‘ =
%
80 ®
3
< &0
==
E 40
=
= 20
=
—
< 0
Kontrol 1 uM 10uM 100 pM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasvonu
Frp< 0035
Sekil 4.8. LS174T Hiuicresi 48 saat AZA tedavisinden sonra
Tablo 4.6. LS174T Hiicre Hatt1 72 saat MTT Assay Sonuglari
Sum of Squares df Mean Square F Sig.
Between Groups 669 4 167 15.119 .000
Within Groups 829 75 011
Total 1.498 79
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Kontrol 1M 10 pM 100 pM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasyonu

*.p<005

95% Confidence Interval for Mean
N Mean Std. Deviation | Std. Error | LowerBound | UpperBound | Minimum | Maximum
Kontrol 16 .80863 .093583|  .023396 75876 85849 673 1.011
1M 16 78863 147710 036927 70992 86733 566 1.103
10 pM 16 68019 .110561| 027640 62127 73910 511 986
100 pM 16 64213 .091380| .022845 59343 69082 511 837
1000 pM 16 56419 .064256| .016064 52995 59843 484 738
Total 80 69675 .137693| .015395 66611 72739 484 1.103
MTT Test LS174T Hiicreleri AZA Tedavisinden Sonra
(72s)
120 *
= .
£ 100 = -
& %0 -
=
E 60
'F.:' 40
= 20
!
0

Sekil 4.9. LS174T Hucresi 72 saat AZA tedavisinden sonra
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A)
MTT Test / LS174T Hucreleri/ AZA Tedavisinden Sonra
120
E 100
o
5 g0
= @ 24s
= I
2 60 W 48s
S 725
g ¥
Q i
<
0 HH
Kontrol 1uM 10 yM 100 uM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasyon (LM)
B)
LS174T Hiicreleri / 24s, 48s ve 72s'lik yasam egrileri
—0m—243 =—0=—=148 s —0=—T72
----- Linear 24s = — -Linear 48s Linear 72s
£ 120 24s
E 100 y =-4.7213x + 105.49
= R?2=0.9371
2 80 48s
S 60 y =-10.012x + 110.77
= —
g 40 R2=0.8925
e\c 20 72s
y =-7.8575x + 109.74
0 R2=0.9661
Kontrol 1uM 10puM 100 uM 1000 pM
Asetazolamid Konsantrasyon (LM)

Sekil 4.10. A) 24s, 48s ve 72s’lik tedaviden sonra doza bagl hiicre proliferasyonu. B)

24s, 48s ve 72s’lik tedaviden sonra canlilik oranlari.



29

4.3. Wound Healing Test Sonuglari

Hicreler ekildikten 24 saat sonra tek bir tabaka halinde 24 kuyucuklu plakanin
yiizeyini kapladi ve hiicre tabakasi 10 pl veya 200 pl’lik pipet ucu ile saat 12 yoniinden
baslayarak saat 6 yoniine dogru diiz bir ¢izgi ile yarik agildi. Cizildikten sonra serum
icermeyen medyumla yikandi ve farkli konsantrasyonlardaki asetazolamid ile tedavi
edildi. Devaminda ise 24., 48., 72. ve 96. saatlerde fotograflanmistir. Elde edilen
fotograflar Sekil 4.11. ve Sekil 4.12.”de verilmistir.



4.3.1. SW620 Hiicre Hatti icin Wound Healing Assay Sonuclar

s

SW620 Hiicreleri Wound Healing Assay

Sekil 4.11. SW620 Hiicreleri. Wound healing assay sonuglari.
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4.3.2. LS174T Hiicre Hatt1 icin Wound Healing Assay Sonuglari

LS174T Hiicreleri / Wound Healing Assay

Kontrol 1uM 10 pM 100 pM 1000 pM

Sekil 4.12. LS174T Hicreleri. Wound healing assay sonuglart.



32

4.4. Klonogenik Assay Test Sonuclar:

4.4.1. SW620 Hiicre Hatti icin Klonogenik Assay Sonuclari

Sekil 4.13. SW620 Hucreleri. Klonogenik assay sonuglari.
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4.4.2. LS174T Hiicre Hatti icin Klonogenik Assay Sonuclari

———

Sekil 4.14. LS174T Hucreleri. Klonogenik assay sonuglari.
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5. TARTISMA

Asetazolamid Kklinik olarak glokom tedavisinde, intraokiiler basinci diisiirmek
icin kullanilan bir ilagtir. Teicher ve arkadaslart (1993) asetazolamidin kanser
kemoterapisinde yardime1 olarak kullanilmasinin faydali olacagini ileri siirmiislerdir. Bu
etkiyi, bir¢cok kanserde fazla eksprese olan bazi karbonik anhidraz enzimleri (CAIX,
CAXII) ve su kanal1 protein olan bazi akuporinleri (AQP1 gibi) inhibe ederek gosterdigi
rapor edilmistir (23, 34).

Karbonik anhidrazlar (CA) tum organizmalarda bulunan metalloenzimlerdir ve
birgok izoformu bulunur. Bunlar arasindan CAIX ve CAXII’nin birgok timdrde fazla
eksprese oldugu bildirilmistir (19-21). CAIX ve CAXIlI membran bagimli karbonik
anhidrazlardir ve normal dokuda asit Gretimini (  CO2+HO0 <{——= H2CO3)
gerceklestirirler. Bu sekilde hicrelerin ekstraseliiler kisminin asidik olmasini saglarlar.
Ekstraseliiler ortamin asidik olmasinin, malignant tiimdrlerde hiicrelerin invazifligini

arttirdi@r bildirilmistir (23).

Karbonik anhidraz-IX (CAIX)’un bir¢ok malignant timdrde (akciger, servikal
karsinoma, Ozofagus, mesane, gogiis ve kolorektal kanser) asiri eksprese oldugu,
immiinohistokimyasal olarak ve western blot c¢alismalariyla saptanmustir. ilerlemis
tiimorlerde CAIX’un ekspresyonu baslangictakine goére daha da yiikselmistir. Ayni
zamanda CAIX’un tiimor hiicrelerinde ekstraseliiler pH’1in daha asidik olmasina katki
sagladgindan dolayi, kemoterapiye direng¢ gelistirdigi (artan ekstraseliiler pH,
kemoterapi ilaglarinin absorbsiyonunu azaltir) rapor edilmistir (35). CAIX’un inhibe
edilmesi anti-VEGF antikoru ile anti-anjiyogenik terapinin etkinliginide arttirdigi
diistiniilmektedir (36).
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Diger tiimor iliskli karbonik anhidraz olan CAXII de sadece gastrik, kolorektal
kanser ve meme kanserinde degil, ALL (Akut lenfoblasitk 16kemi) hastalarinin T
hiicrelerinde de asir1 eksprese olmaktadir (37). Hsieh ve ark. (2010) meme kanseri
hicresinde (MDA-MB-231) yapmis olduklar1 ¢alismada, CAXII’yi eksprese eden geni
baskiladiklarinda, p38/MAPK yolagin1 engelleyerek migrasyonu ve invazyonu
azalttigini bildirmislerdir (38).

Suyun plazma membrani boyunca transportunu saglayan, membrani transport
proteinleri olan aquaporinler de tiimor ile iliskilidir. Akuaporinler arasindan timor ile
iliskili olarak 6ne ¢ikanlar ise AQP1, ve AQP5’tir. Yapilan in vitro bir ¢alismada AQP1
aracilikli plazma membraninin su geg¢irgenliginin kolon kanser hucreleri igin 6nemli
oldugu, tiimor invazyon ve metastazi ile iligkli oldugu bildirilmistir. Ayrica doku mikro-
array analizi kolon kanserli hastalarda yapilan ¢alismada, AQP1’in ileri dizey kolon
kanseri icin prognostik faktor oldugunu rapor etmislerdir (39). Bir diger su kanali
proteini olan AQP5’in kolon kanser hiicresinde (HT-29 hiicreleri) multidrag direncini
diizenledigi bildirilmistir (40). Yine bir¢cok insan kanser hiicre hattinda AQPS5’in asir1
ekspresyonu, bu hiicrelerin proliferasyonunu, invazyonunu ve migrasyonunu arttirdigi

bildirilmistir (41).

Bu ¢alisgmada da kolorektal kanser ile iliskili karbonik anhidrazlarin (CAIX ve
CAXII) ve su kanali proteinlerinin (AQP1 ve AQPS5) inhibitori olan asetazolamid
kullanildi. Bu proteinlerin ekspresyonunu baskilayarak tiimor hiicrelerinin mikrogevresi

alkali hale getirilip, hiicrelerin migrasyonu ve invazyonu baskilanmaya c¢alisildi.



36

C L
c Cl

H <—{lll— /\ CA Il
d

A X
il :
.

CO, +H,O > H +HCO,

CO,+H,O ¢ H +HCO, Asetazolamid

v

ﬁ K Kanser Hiicresi e
Na*
< /
pH -72

Endotelyal hiicreler Glikoz

Nature Reviews | Drug Discovery

Sekil 5.1. CAIX ve CAXII'nin kanser

hiicresinde  fonksiyonu

(42).
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6. SONUC ve ONERILER

6.1. Asetazolamid’in SW620 ve LS174T Hiicreleri Uzerine Antiproliferatif etkisi

Asetazolamid’in SW620 ve LS174T hiicreleri lizerine antiproliferatif etkisini
tespit etmek i¢cin, MTT testi uygulandi. MTT testi i¢in herbir kuyucuga ekilecek hiicre
sayis1, baslangicta bu hiicrelerin biliylime egrisi yapilarak belirlendi. Bunun i¢in her iki
hiicreden de herbir kuyucuga 3000, 4000 ve 5000 hiicre gelecek sekilde ayr1 ayr1 96-well
platelere hiicre ekildi ve hucre proliferasyonu 72 saat takip edildi. Bu siire sonunda
herbir kuyucuga ekilecek hiicre sayisi 4000 olarak belirlendi. Her iki hiicre hatti, ¢esitli
konsantrasyonlarda hazirlanan Asetazolamid (1uM-10 pM-100 pM-1000 pM) ile tedavi
edildi ve 24. 48. ve 72. saatlerde MTT testi ile hiicre proliferasyonu belirlendi. Elde
edilen bulgular Sekil 4.3-Sekil 4.10.’da verilmistir. MTT test sonuglart ANOVA testi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi ve her iki hiicre hatt1 icinde 24. 48. ve 72. saatlerde
elde edilen sonuglar anlamli bulundu (P<0.05). Her iki hiicre hattinda da
Asetazolamid’in inhibisyon etkisi ilk 48 saatte belirgin olarak tespit edilirken, 72. saatte
inhibisyon azalmistir. Bu durumun hiicrelerin normal yasamina devam etmesi igin
inkiibatore saglanan % 5°lik COz oranindan dolay1 oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkl her
ne kadar Asetazolamid ile alkali ortam saglansa da CO2 bu durumu tersine tamponlamis
olabilir. Bu durumun daha net olarak belirlenebilmesi i¢in Asetazolamid’in in Vvivo

olarak hayvan deneyleri yapilabilir.

6.2. SW620 ve LS174T Hucreleri i¢cin Wound Healing Assay Sonuglari

Her iki hiicre hatt1 i¢in 24 kuyucuklu platelere 0.5 ml i¢inde 40000 hiicre olacak
sekilde hiicre ekimi yapild1 ve 24 saat sonra belirtilen konsatrasyonlar ile tedavi edildi.
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Sonrasinda 24., 48., 72. ve 96. saatlerde hiicrelerin fotografi ¢ekildi. Elde edilen
sonuclar Sekil 4.11 ve Sekil 4.12°verilmistir. Sonuglar MTT test sonuglarini
desteklemektedir. Yani Wound healing assay sonuglarinda da ilk 24. ve 48. saatlerde
acilan yarik en az seviyede kapanma goOstermistir ve hiicrelerin go¢ yetenegi

engellenmistir.

6.3. SW620 ve LS174T Hiicreleri icin Klonogenik Assay Sonuglari

Her iki hiicre hatt1 i¢in de 6 kuyucuklu platelere 2 ml i¢inde 500 hiicre ekilmis ve
24 saat sonra belirtilen konsantrasyonlarda Asetazolamid ile tedavi edilmistir. 5 giin
sonra tedavi tekrarlanmis ve 10. giinde test sonlandirilmistir. Kristal viyole
boyamasindan sonra g¢ekilen fotograflar Sekil 4.13 ve Sekil 4.14°de verilmistir. Test
sonucu LS174T hiicre hatt1 icin 50 hiicreden fazla hiicre sayisina sahip koloniler
sayllmis ve bu sayilar Tablo 5.1. de verilmistir. SW620 hiicre hatt1 boyle bir sayima

uygun olmadigi i¢in hiicre yogunlugu fotografla ortaya konmustur.

Tablo 5.1. LS174T Hiicre Hatt1 Koloni Assay Sonuglari

Gruplar Koloni Sayis1 Kontrole gore azalma (%)
Kontrol 130 0

1uM 100 %23.1

10 uM 75 %42.8

100 uM 59 %54.7

1000 pM 38 %70.8
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EK: Etik Kurul Onaymma Gerek Olmadigina Dair Belge

13 Nisan 2013 tarih ve 28617 say1 ile T.C. Resmi Gazetede yaymlanan Klinik
Aragtirmalar Hakkinda Yonetmelik’in Birinci Boliimiiniin 2. Maddesinin 1. Fikras1 (Bu
Yonetmelik biyoyararlanim ve biyoesdegerlilik calismalari dahil, ruhsat veya izin
alinmig olsa dahi insanlar ilizerinde yapilacak olan ilag, tibbi ve biyolojik iirlinler ile
bitkisel {irtinlerin klinik arastirmalari, klinik arastirma yerlerini ve bu arastirmalari
gergeklestirecek gercek veya tiizel kisileri kapsar) geregince tezimin bir klinik arastirma
degil sadece laboratuar calismasi olmasi sebebiyle Etik kurul kararma gerek

bulunmamaktadir.
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