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OZET

IL-6 SITOKINININ ADAMTS-14 GENINE ETKISININ BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZi
RUMEYSA NUR VAPUR ONDUL
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIiK ANABILiM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UY. NELiN HACIOGLU)

BALIKESIR, SUBAT - 2026

ADAMTS (Trombospondin Motifli A Disintegrin ve Metalloproteinaz) gen ailesi, hiicre dis1
matriksin yeniden diizenlenmesi, doku gelisimi ve inflamasyonla iliskili patolojik siireclerde
rol alan ¢inko bagimli metalloproteinazlardan olugmaktadir. Bu aile iiyelerinden biri olan
ADAMTS-14, prokolajen N-proteinaz aktivitesi aracilifiyla kollajen olgunlagsmasi ve
ekstraseliiler matriks organizasyonunda gorev almaktadir. ADAMTS-14’lin farkli kanser
tiirlerinde baglama ve doku tipine bagl olarak degisen roller gosterebildigi bildirilmis olsa
da, inflamatuvar sitokinler tarafindan nasil diizenlendigine iliskin molekiiler mekanizmalar
yeterince agikliga kavusmamastir.

Bu tez ¢aligmasinda, pro-inflamatuar bir sitokin olan interldkin-6’nin (IL-6), ADAMTS-14
geninin ekspresyonu tizerindeki etkileri kolorektal kanser hiicre modeli olarak kullanilan
SW480 hiicrelerinde incelenmistir. ADAMTS-14 genine ait farkli promotor bdlgeleri
hiicrelere gecici olarak transfekte edilmis ve bazal ile IL-6 uyarim1 sonrasi transkripsiyonel
aktiviteler luciferaz raporlayici gen analizleri ile degerlendirilmistir. IL-6 ve yolak
inhibitdrlerinin ADAMTS-14 geninin mRNA diizeyleri iizerindeki etkileri kantitatif gercek
zamanli PCR yontemi ile analiz edilmis; protein ekspresyonundaki degisimler Western blot
yontemi ile belirlenmistir. Ayrica, ADAMTS-14 proteininin hiicresel lokalizasyonu
immiinfloresan sitokimya yontemi ile incelenmistir.

Elde edilen bulgular, IL-6 uygulamasinin ADAMTS-14 geninin transkripsiyonel aktivitesini
artirdigmi ve bu etkinin mRNA ve protein diizeylerine yansidigini gdstermistir. inhibitor
calismalari, bu diizenlemenin birden fazla hiicre i¢i sinyal yolunun katkisiyla gerceklestigini
ortaya koymustur. Sonu¢ olarak, bu calisma IL-6 aracili inflamatuvar sinyalizasyonun
ADAMTS-14 geninin ¢ok diizeyli regiilasyonunda 6nemli bir rol oynadigini géstermekte ve
ADAMTS-14’iin kolorektal kanserde potansiyel bir biyobelirte¢ veya terapotik hedef
olabilecegine isaret etmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS-14, Gen ekspresyonu, interlokin-6, Kolorektal
kanser, qRT-PCR, Transfeksiyon, Western blot
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ABSTRACT

INVESTIGATION OF THE EFFECT OF IL-6 CYTOKINE ON ADAMTS-14 GENE
MSC THESIS
RUMEYSA NUR VAPUR ONDUL
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. NELIN HACIOGLU)

BALIKESIR, FEBRUARY- 2026

The ADAMTS (A Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs) gene
family consists of zinc-dependent metalloproteinases involved in extracellular matrix
remodeling, tissue development, and inflammatory pathological processes. As a member of
this family, ADAMTS-14 functions in collagen maturation and extracellular matrix
organization through its procollagen N-proteinase activity. Although ADAMTS-14 has been
reported to exhibit context-dependent and tissue-specific roles in various cancer types, the
molecular mechanisms underlying its regulation by inflammatory cytokines remain poorly
understood.

In this thesis, the effects of interleukin-6 (IL-6), a pro-inflammatory cytokine, on the
expression of the ADAMTS-14 gene were investigated in SW480 cells used as a colorectal
cancer cell model. Different promoter regions of the ADAMTS-14 gene were transiently
transfected into cells, and transcriptional activities under basal conditions and following IL-
6 stimulation were evaluated using luciferase reporter gene assays. The effects of IL-6 and
its pathway inhibitors on the mRNA levels of the ADAMTS-14 gene were analyzed by
quantitative real-time PCR (qQRT-PCR), and changes in protein expression were determined
by Western blot analysis. Furthermore, the cellular localization of the ADAMTS-14 protein
was examined using immunofluorescence cytochemistry.

Our findings demonstrated that IL-6 treatment increased the transcriptional activity of the
ADAMTS-14 gene, which was subsequently reflected at both mRNA and protein levels.
Inhibitor studies revealed that this regulation occurs through the contribution of multiple
intracellular signaling pathways. In conclusion, this study indicates that IL-6-mediated
inflammatory signaling plays a crucial role in the multi-level regulation of the ADAMTS-
14 gene and suggests that ADAMTS-14 could serve as a potential biomarker or therapeutic
target in colorectal cancer.

KEYWORDS: ADAMTS-14, Gene expression, Interlokin-6, Colorectal cancer, qRT-PCR,
Transfection, Western blot
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1. GIRiS

1.1 Kolon Kanseri

Kolon ve rektumda ortaya ¢ikan maligniteleri kapsayan kolorektal kanser, diinya genelinde
en yaygin kanser tiirlerinden biri olup, kansere bagli 6liim oranlar1 agisindan ikinci sirada

yer almakta ve bu nedenle ciddi bir kiiresel saglik sorunu olarak degerlendirilmektedir

(Hossain et al.,2022).

Kolorektal kanser (KRK), diinya genelindeki kanser vakalarinin yaklasik %10 unu
olusturmasi nedeniyle 6nemli bir saglik sorunu olarak 6ne ¢ikmaktadir (Garcia-Etxebarria

etal., 2021).

2012 yilinda kolorektal kanser nedeniyle diinya genelinde yaklasik 1,4 milyon yeni vaka ve
700.000’e yakin 6liim gerceklesmistir. Birgok iilkede bu kanser tiiriiniin goriilme sikliginda
artiglar rapor edilmistir. Demografik degisiklikler ve niifus artisinin etkisiyle, kolorektal
kanserin kiiresel ytikiintin 2030 y1lina kadar %60 oraninda artarak, y1llik yeni vaka sayisinin
2,2 milyonu, 6lim sayisinin ise 1,1 milyona ulagmasi beklenmektedir (Goodarzi et al.,

2019).

Kolorektal kanserin diinya genelindeki dagilimi {ilkeler arasinda onemli farkliliklar
gostermektedir; vakalarin biiyiik bir kismi ile 6liimlerin yaklasik %601, yiiksek veya ¢ok
yiiksek Insan Gelisim Endeksi (HDI) seviyesine sahip iilkelerde meydana gelmektedir
(Arnold et al.,2017).

Kolorektal kanser insidansi diinya genelinde bolgelere gore farklilik gostermekte ve son
yillarda ekonomik gelisme, Batili yasam tarzi (yiiksek yag, kirmizi/islenmis et tiiketimi,
diisiik lif alimi, obezite ve hareketsizlik) ile artmaktadir. Bu degisimler, gd¢menlik ve

epidemiyolojik caligmalarla desteklenmistir. (Murphy et al.,2019).

1.1.1 Kolon Kanseri Risk Faktorleri

Kolorektal kanserin gelisiminde ¢ok sayida faktdriin rol oynadig: bilinmektedir. Bireyin
kendisinde veya birinci derece akrabalarinda daha dnce kanser dykiisii bulunmasi, kolon
polipleri, inflamatuvar bagirsak hastaliklari, diyabet mellitus ya da kolesistektomi gegmisi

olmasi, kolorektal kanser riskini artiran 6nemli klinik etmenler arasinda yer almaktadir.



Bununla birlikte, yagsam tarzi ile iliskili faktorler de hastaligin etiyolojisinde belirleyici rol

oynamaktadir. (Sawicki et al., 2021).

Yiiksek sebze veya lif aliminin kolon kanseri riskinde yaklasik %40 ila %50'lik bir azalma
ile iliskili oldugunu bulunmustur. (Trock et al.,1990). Kirmiz1 etin etkileri birgok
epidemiyolojik calismada incelenmistir. kirmizi et tiiketiminin artmasiyla kolon kanseri
veya adenom riskinde artis arasinda bir iliski oldugunu bildirilmistir. (Giovannucci and
Willett, 1994).2010'da gerceklestirilen bir ¢alisma, sigara kullaniminin kolon kanseri riskini
artirict bir etkiye sahip oldugunu gostermistir. Bu arastirma ayni zamanda, sigara
maruziyetinin kolon kanseri patogenezinde epigenetik modifikasyonlar araciligryla rol

oynayabilecegi sonucunu ortaya koymustur (Limsui et al.,2010).

2020 yilinda yapilan bir ¢alismaya gore, sigara kullaniminin kolorektal kanser (KRK) riskini
cinsiyete ve tiimoriin anatomik konumuna gore farkli sekillerde etkiledigi belirlenmistir.
Aragstirma, erkeklerde sol kolon kanseri riskinde artis gozlemlerken, kadinlarda ise sag kolon
kanseri riskinin yiikseldigini ortaya koymustur. Ayrica, kadinlarda rektal kanser riskinin
sigara igme miktariyla daha giiclii bir iliski gdsterdigi bulunmustur. Bu bulgular, sigara ve
KRK arasindaki iligkinin genel olmaktan ziyade, tiimdriin yerlesim yerine ve bireyin

cinsiyetine gore 0zellestigini vurgulamaktadir (Leslie and Chan, 2020).

Yapilan kapsamli bir degerlendirmeye gore, viicut yag fazlaligi ile kolon kanseri riski
arasinda anlamli bir iligki bulunmaktadir. Bu iligki, 6zellikle beden kitle indeksi ylikseldikge
artmakta ve hem epidemiyolojik hem de biyolojik verilerle desteklenmektedir (Lauby-
Secretan et al.,2016). iran merkezli bir kohort ¢alismasi, bel-kalga oran1 gibi merkezi obezite
oOl¢iitlerinin, 6zellikle kadin bireylerde kolon kanseri riskini anlamli derecede artirdigini
gostermistir (Hashemi Madani et al.,2021). 2022 yilinda yayimlanan bir calismada,
obezitenin kolon kanseri gelisiminde leptin hormonunun o6nemli bir rol oynadig
belirtilmistir. Obezite ile artan leptin seviyelerinin, kolon kanseri hiicrelerinde biiytime ve
cogalmayi tetikleyen sinyal yollarini1 aktive ettigi gosterilmistir. Bu bulgular, leptin sinyal
yolaklarinin kolon kanserinde potansiyel bir tedavi hedefi olabilecegini diislindiirmektedir.

(Socol et al.,2022).

Kolorektal kanserin ortaya ¢ikisinda beslenme, yasam tarzi ve ¢evresel faktorlerin etkileri

genis Olclide belgelenmis olsa da hastalifin etiyolojisinde genetik faktdrler de vazgegilmez



bir rol oynamaktadir. Kolorektal kanserin kalitsal formlarinda en sik goriilen genetik
bozukluklar, APC geninde goriilen germline mutasyonlar (familial adenomat6z polipozis)
ve DNA tamir genlerindeki mutasyonlar (Lynch sendromu) ile iligkilidir (Rao and

Yamada,2023).

1.1.2 Kolon Kanseri Genetik Mekanizmalari

Kolorektal kanser vakalarinin yaklasik %20'si, bireylerin tasidigi ailesel veya dogustan gelen
genetik mutasyonlar nedeniyle ortaya ¢ikmakta ve bu tip kanserler genellikle daha erken
yaslarda teshis edilmektedir. Kalan %80'lik biiyiik kesim ise, belirgin bir kalitsal yatkinlik
olmaksizin gelisen sporadik vakalardan olusur. Sporadik KRK'lerin yasamin ileri
evrelerinde gozlenmesi, hastaligin gelisiminde cevresel faktorlerin, zamanin ve zamanla
biriken ¢ok sayida spesifik genetik ve/veya epigenetik degisikligin 6nemli bir rol oynadigina

isaret etmektedir (Roshandel at al.,2024).

Kolorektal kanserler (KRK'ler), temelde kromozomal instabilite (CIN), CpG adacik
metilator fenotipi (CIMP) ve mikrosatellit instabilite (MSI) olmak iizere {i¢ farklt molekiiler
mekanizmanin tek basma veya bir kombinasyonu sonucunda ortaya c¢ikabilir. Bu
mekanizmalar, KRK'nin molekiiler heterojenitesini anlamak ve hastaligin gelisim yollarimi

siiflandirmak i¢in kritik bir temel olusturmaktadir (Pino and Chung, 2010).

Kolorektal kanserin (KRK) olusumunda rol oynayan temel genetik mekanizmalardan biri ve
en yaygin olan1 kromozomal instabilite (CIN) yoludur. CIN, hiicrelerin boliinme siireci
sirasinda kromozomlarin sayisinda veya yapisinda meydana gelen kalict bozulmalarla
tanimlanir. Bu tlir genetik dengesizlikler; andploidi (kromozom sayisinin normalden
sapmasit), heterozigotluk kaybi (LOH) ve kromozomal translokasyonlar gibi yapisal
degisikliklerin gelismesine neden olarak, tiimor olusumuna zemin hazirlar (Tariq and Ghias,

2016).

Kromozomal instabilite (CIN) siireci genellikle APC genindeki mutasyonlarla baglar. APC
proteini, hiicre iskeletinin diizenlenmesinde ve mitoz sirasinda kromozomlarin dogru sekilde
ayrilmasinda 6nemli rol oynar. Bu genin islev kaybi, mikrotiibiil organizasyonunun
bozulmasia ve kromozomlarin diizgiin ayrilamamasina yol acarak genetik materyalin
hiicreler arasinda esit olmayan dagilimina neden olur. Bu genomik dengesizlik ortaminda

siklikla KRAS  proto-onkogeninin aktivasyonu gergeklesir; bu mutasyon hiicre



proliferasyonunu artirir. Siirecin ilerleyen safhalarinda ise, TP53 tiimor baskilayici geninin
inaktivasyonu ile apoptoz ve DNA onarimi gibi hiicresel kontrol mekanizmalar1 devre dis1
kalir. Bu ardisik genetik degisiklikler, kolorektal kanserin gelisimini tetikleyen temel olaylar
arasinda yer alir (Pino and Chung, 2010).

CIN tiimorleri, spesifik onkogenlerde ve tiimor siipresor genlerinde (6rn. APC, KRAS,
fosfatidilinositol-4,5-bisfosfat 3-kinaz, katalitik alt birim alfa (PIK3CA), B-Raf proto-
onkogeni, serin/treonin kinaz (BRAF), SMAD4 ve TP53 mutasyonlarin birikmesiyle ayirt

edilir, bu da karsinogenez i¢in kritik olan yollar1 aktive eder (Lengauer et al.,1998).

Kromozomal instabilite (CIN), yalnizca genetik yapidaki mutasyonlarla sinirli bir durum
degildir. Aym1 zamanda, hiicre dongiisiinii kontrol eden 6nemli noktalar olan kontrol
noktalarindaki (checkpoints) bozulmalar ve 6zellikle TP53 gibi tiimdr baskilayici genlerin
islevini kaybetmesiyle de yakindan iligkilidir. Bu genetik dengesizlik, hiicrelerin DNA

hasarli oldugu halde boliinmeye devam etmesine imkéan tanir.

CIN yoluyla ortaya ¢ikan kolorektal kanserlerde siklikla yiiksek diizeyde genetik
heterojenlik gozlemlenir. Bu heterojen durum, tiimdr hiicreleri arasinda 6nemli farkliliklarin
olusmasina neden olur. Sonug olarak, bu durum hem dogru tan1 koyma siireglerini zorlagtirir
hem de kanserin tedaviye verecegi yanit1 dngormeyi giiglestirerek kisisellestirilmis tedavi

yaklasimlariin gelistirilmesinde ¢esitli engeller yaratir (Toyota and Issa, 1999).

Kolorektal kanserin gelisiminde yalnizca genetik mutasyonlar degil, ayni zamanda
epigenetik degisiklikler, 6zellikle CpG adaciklarinin anormal metilasyonu, 6nemli rol
oynamaktadir. CpG adaciklari, genellikle promotor bolgelerde yer alan ve normalde
metillenmemis halde bulunan DNA dizileridir. Bu bolgelerde meydana gelen
hipermetilasyon, basta tiimdr baskilayici genler olmak {izere bir¢cok genin transkripsiyonel

olarak susturulmasina yol acabilir (Issa,2004).

Kolorektal kanserde sik goriilen CIMP (CpG Island Methylator Phenotype) olarak
adlandirilan bir epigenetik alt tip, MLH1, CDKN2A (p16), ve SFRP genleri gibi bir¢cok
genin promotdr bolgesinde asirt metilasyonla karakterizedir (Weisenberger et al.,2006). Bu
epigenetik silinmeler, hiicre dongiisii kontroliiniin bozulmasina, DNA tamir yollarinin devre

dis1 kalmasina ve sonugta tlimoral dontisiime katki saglar. Ayrica CIMP-pozitif tiimorler,



siklikla mikrosatellit instabilitesi (MSI) ile birlikte bulunur ve genellikle BRAF mutasyonu
ile de iliskilidir (Kany,2019). Bu durum, CpG adaci181 metilasyonunun KRK’de sadece erken
evrelerde degil, molekiiler alt tiplerin tanimlanmasinda da 6nemli bir biyobelirteg

olabilecegini gostermektedir.

1.2 Sitokinler

Sitokinler, bagisiklik yanitin1 diizenlemek ve etkilemek lizere hemen hemen her hiicre
tarafindan {retilen, 40 kilodaltondan (kDa) kiigiik boyutlu, salgilanan proteinlerdir ve
bagisiklik sistemi hiicreleri arasindaki iletisimi saglamakla gorevlilerdir. Bununla birlikte,
pek cok sitokin bagisiklik sistemi disinda da diizenleyici gorevler tistlenirler (Schaper and
Rose-John,2015; Liu et al. 2021). Farkli biyolojik sivilarda (kan, serum, tiikiiriik, diski, ter
vb.) 6l¢iilen sitokin diizeylerindeki degisiklikler; bir¢ok hastaligin tanisi, prognozu ve tedavi
yanitinin izlenmesinde degerli biyobelirtecler olarak kullanilmaktadir. Ozellikle asir1 sitokin
salimmminin goézlendigi "sitokin firtinasi" gibi durumlar, organ yetmezligi ve Oliimle

sonuclanabilecek ciddi klinik tablolara neden olabilmektedir (Bonati and Tang, 2021).

Sitokinler, ortak genetik kokenleri olmasa da benzer yapisal 6zellikleri paylasan "siiper
aileler" halinde gruplandirilir. birden fazla hiicre tipi ayn1 sitokini iiretebilir. Bir sitokinin
hedef hiicreye gore degisen etkiler gostermesi, onlarin pleiotropik yapisindan kaynaklanir
(Issa,2004). Ayrica, farkli sitokinler ayni islevi gorerek yedeklilik (redundancy)
sergileyebilir; 6te yandan, birlikte hareket ederek sinerjik etkiler de yaratabilirler. Bu
molekiiller, hiicresel sinyal kaskatlarini tetikleme potansiyelleri sayesinde, ¢ok diisiik
konsantrasyonlarda bile hiicreler iizerinde gii¢lii, hatta yikici sonuglar dogurabilirler.

(Schaper and Rose-John, 2015).

Sitokinler, reseptorlerinin konformasyonuna gore kemokinler, interferonlar (IFN'ler),
interlokinler (IL'ler) ve tiimor nekroz faktorleri (TNF'ler) gibi farkli alt siniflara ayrilirlar.
Sitokinler, spesifik reseptorlere baglanarak etki gosterirler; bu baglanma, reseptor
dimerizasyonunu veya membran yeniden diizenlenmesini tetikler. Reseptor agregasyonu,
reseptOriin sitoplazmik bolgelerindeki serin ve tirozin kalintilarini fosforlayan ve niikleer
translokasyon ile gen ekspresyonunun diizenlenmesi i¢in farkli transkripsiyon faktorlerini
aktive eden belirli kinazlar aktive ederler (O'Shea at al.2019).

Sitokinler tipik olarak birden fazla hiicre tipi tarafindan yapilan ve yerel olarak etki eden

faktorler olarak karakterize edilirken, hormonlar 6zellesmis hiicreler tarafindan salgilanir ve



kisith bir hedef hiicre grubuna uzaktan etki eder. Birgok sitokin otokrin veya parakrin sekilde
yerel olarak etki etse de bazilar1 kan dolasimina girerek tipik bir endokrin sekilde etki

edebilir (Borowczak at al,2022).

1.2.1 Sitokinlerin Siniflandiriimasi

Sitokinler, birden fazla kategoriye ayrilarak incelenebilir; bunlar arasinda tiimér nekroz
faktorleri (TNF'ler), interlokinler (IL'ler), lenfokinler, monokinler, interferonlar (IFN'ler),
koloni uyarici faktorler (CSF'ler) ve transforme edici biiytime faktorleri (TGF'ler) yer alir.
Sitokinler, iistlendikleri role bagli olarak pro-inflamatuar (iltihap tetikleyici) veya anti-
inflamatuar (iltihap dnleyici) olarak da siniflandirilabilir. IL-1pB, IL-6, IL-8, IL-12, TNF-a
ve interferonlar gibi pro-inflamatuar sitokinler, iltihabi reaksiyonlar1 kolaylastirir ve
bagisiklik yetenegi olan hiicreleri uyarma egilimindedir. Buna karsilik, IL-4, IL-6, IL-10,
IL-11, IL-13, IL-1 reseptor antagonisti (IL-1RA) ve TGF-f gibi anti-inflamatuar sitokinler,
iltihab1 baskilar ve bagisiklik hiicrelerini bastirir. Bazi sitokinler (6rnegin IL-6) ise hem pro-
inflamatuar hem de anti-inflamatuar 6zelliklere sahiptir. Bu sitokin simiflandirmalari,
ozellikle pro- ve anti-inflamatuar sitokin aileleri, konak yanitinin tetikledigi yollar1 anlamak
icin genis perspektifler sunar. Bir sitokin farkli hiicreler tarafindan salgilanabilir ve baglama
bagli olarak hem pro-inflamatuar hem de anti-inflamatuar aktiviteler gostererek ¢oklu
immiin yanitlar olusturabilir. Sonug olarak, pro- ve anti-inflamatuar sitokinler arasindaki
dinamik ve siirekli degisen denge, iltihab1 aracilik ederek ve modiile ederek konak bagisiklik
sisteminde 6nemli bir rol oynar. Pro-inflamatuar sitokinler, otoimmiin iltithabin baglamasina
ve ilerlemesine katkida bulunurken, anti-inflamatuar sitokinler iltihabin gerilemesini ve

otoimmiin hastaliZin akut fazlarindan iyilesmeyi kolaylastirir (Bonati and Tang, 2021).

1.2.2 Interlokin 6 (IL-6)

Son yillarda, tiimér mikrogevresinin (TME) patofizyolojisini ve epitelyal-mesengimal
gecisin (EMT) baslatilmasinin kanser hiicrelerinin go¢ii ve metastazi iizerindeki etkisini
anlamada Onemli ilerlemeler kaydedilmistir. Yeni raporlar halad yaymlaniyor olsa da
interlokinlerin kanser hiicreleri ile bitisik dokular arasindaki karsilikli iletisimi aracilik

ederek karsinojenezi etkiledigi zaten bilinmektedir (Wu et al.,2025).

Interlokin-6 (IL-6), inflamasyon ve bagisiklik yamitlarinda kritik bir rol oynayan pro-
inflamatuar bir sitokindir. Son yillarda IL-6'nin tiimér mikrogevresinde (TME) tiimor

olusumu ve immiinoterapi yanit1 iizerindeki etkileri yogun olarak arastirilmistir. Kanser



gelisiminde genetik mutasyonlar temel belirleyici olsa da timoér mikrogevresindeki kanser
hiicreleri ile kanser dis1 hiicreler arasindaki etkilesimler de hastaligin ilerleyisinde 6nemli
bir yer tutmaktadir. IL-6, inflamatuar sinyal yollarini aktive ederek tiimor hiicrelerinin
proliferasyonunu, hayatta kalmasii ve metastaz yapmasini desteklemekte ve boylelikle
kanser patogenezinde Onemli bir rol iistlenmektedir. Ayrica, makrofajlar, T hiicreleri,
miyeloid kaynakli baskilayict hiicreler, dendritik hiicreler ve dogal katil hiicreler gibi ¢esitli
bagisiklik hiicreleri IL-6'nin etkisi altinda immiinosupresif bir timdr mikrogevresinin
olusumuna katkida bulunmaktadir. Bu baglamda, IL-6'nin tiimor bagisikligr tizerindeki
karmagik fonksiyonu, kanser tedavisinde hedeflenmesinin zorluklarint da beraberinde

getirmektedir (Raskova et al.2022).

Interldkin-6 (IL-6), ilk olarak 1986 yilinda Hirano ve ark. tarafindan bagisiklik hiicreleri
tarafindan iiretilen pro-inflamatuar bir sitokin olarak tanimlanmistir. O tarihten bu yana, IL-
6 kronik inflamatuar hastaliklardan kansere kadar ¢ok ¢esitli patolojilerde rol oynamasiyla
iligkilendirilmistir. Literatiirde IL-6 {retiminin sadece bagisiklik hiicreleriyle sinirh
olmadig1; deri, bagirsak, diiz kas, akciger gibi ¢esitli parankimal dokularin yanmi sira
mezenkimal hiicreler ve fibroblastlar gibi stromal hiicreler tarafindan da sentezlenebildigi
bildirilmektedir. IL-6 sinyal yollarinin anormal aktivasyonunun kanser hastalarinda kotii
klinik sonuglarla iligkili olduguna isaret etmektedir. Dolayisiyla, IL-6'nin hem stromal hem
de parankimal hiicrelerdeki etkilerinin tiimdr invazyonu ve metastazinda 6nemli rol oynadig:

kabul edilmektedir (Lacina et al.2019).

1.2.3 IL-6 Sinyal Mekanizmasi
IL-6, 184 amino asitten olusan (molekiil agirligi 23.7 kDa) bir glikoproteindir. IL-6
reseptOrii hiicre zarinda yer alan bir proteindir ve gpl130 adli baska bir transmembran

glikoproteinle birleserek karmagik bir yap1 olusturur.

IL-6 bu komplekse baglandiginda, gp130'u aktive ederek bir sinyal ileticisi gorevi gérmesini
saglar. Bir transmembran protein olan IL-6R, gp130 adli bir glikoproteinle birleserek bir
kompleks olusturur. IL-6'nin IL-6R'ye baglanmasi, bu kompleks icindeki gp130'u
etkinlestirerek sinyal iletimini baglatir. IL-6R, bir glikoprotein olan gp130 ile birlikte hiicre
zarinda bir araya gelerek bir kompleks olusturur. IL-6 bu reseptore baglandiginda, gp130'u
sinyal iletimini baslatacak sekilde tetikler (Nenu et al,2023).
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Sekil 1.1: Klasik IL-6 sinyallemesi

IL-6, hiicre zarina bagli IL-6 reseptoriiniin (mIL-6R) hiicre dis1 kismindaki sitokin baglama

bolgesine baglanarak gp130°u Janus kinaz (JAK)’1 aktive etmesi i¢in uyarir.

Trans IL-6 sinyallemesi: mIL-6R’nin hiicre dis1 kismi kesilerek olusan ¢oziinebilir IL-6
reseptorii (sIL-6R), IL-6 ile birlikte bir kompleks olusturur. Bu sIL-6R-IL-6 kompleksi,
gp130°u Janus kinaz (JAK)’1 aktive etmesi i¢in uyarir (Spanko et al.2021). gp130, hiicre igi
sinyallemenin baglatic1 bileseni olarak gdrev yapar. Bu reseptoriin etkinlesmesinden sonra
lic ana yol devreye girer:

1. JAK-STAT (Janus kinaz/sinyal ileticisi ve transkripsiyon aktivatorii) yolu,

2. MAPK (mitojenle aktive olan protein kinaz) sinyal kaskadi,

3. PI3K (fosfatidilinozitol-3-kinaz) yolu Bu sinyal yollar1 arasinda karsilikli bir

iletisim ag1 (cross-talk) bulunsa da etkilesim mekanizmalar1 heniiz tam olarak

aydinlatilamamistir (Heinrich et al.2003).

Sitokin reseptorlerinin dikkat cekici bir 6zelligi, kendilerine ait kinaz aktivitesine sahip

olmamalaridir. Bu nedenle, Janus kinaz (JAK) ailesine ait enzimler gp130’un sitoplazmik



kismina baglanarak bu eksikligi tamamlar. IL-6’nin IL-6R’ye baglanmasinin ardindan JAK
proteinleri oto-fosforilasyon ile aktive olur. IL-6 sinyal iletiminde gorev alan JAK ailesi
tiyeleri JAK1, JAK2 ve Tyk2’dir; bunlardan JAK 1 ana diizenleyici rol iistlenir. Aktive olan
JAK lar, gp130’un sitoplazmik bolgesinde yer alan belirli tirozin kalintilarin1 fosforile eder.
Fosforilasyon sonrasinda 6zellikle Y767, Y814, Y905 ve Y915 bolgeleri STAT1 ve STAT3
monomerlerinin baglanmasina aracilik eder. Bu proteinler, sirasiyla STATI i¢in Y701 ve
STAT3 i¢in Y705 bolgelerinde fosforilasyon gegirir, ardindan dimerleserek ¢ekirdege tasinir

ve hedef genlerin transkripsiyonunu baglatir (Heinrich et al.2003).

IL-6 aracili sinyal iletimi yalmizca JAK/STAT, MAPK ve PI3K/AKT kaskadlarmin
aktivasyonu ile sinirli degildir; ayni1 zamanda hiicre i¢i homeostazi korumak amaciyla cesitli
diizenleyici proteinler tarafindan kontrol edilir (Yasukawa et al.2003). Bu diizenleyicilerden
en dnemlisi, SOCS (Suppressor of Cytokine Signaling) protein ailesidir. Ozellikle SOCS3,
gp130°un fosforile tirozin bolgelerine baglanarak JAK aktivitesini inhibe eder ve bdylece
STAT3iin asir1 fosforilasyonunu engeller (Alexander,2002). Bu mekanizma, IL-6 sinyaliyle

uyarilan negatif geri besleme dongiisii olarak gorev yapar (Shuai,2006).

Buna ek olarak, PIAS (Protein Inhibitor of Activated STAT) proteinleri de g¢ekirdek
diizeyinde etki gostererek aktive STAT proteinlerinin DNA’ya baglanmasini engeller (Yuan
et al.,2005). IL-6 aracilt STAT3 aktivitesi yalnizca tirozin fosforilasyonu ile degil, aym
zamanda post-translasyonel modifikasyonlar ile de diizenlenir; STAT3’lin Ser727

fosforilasyonu veya Lys685 asetilasyonu, transkripsiyonel aktivitesini artirir (Fischer et

al.,2004).

gp130 tizerindeki Tyr-759 kalintisi, STAT3 ve MAPK sinyal yollar1 arasindaki dengenin
korunmasinda kritik rol oynar; bu kalintinin fosforilasyonu STAT3 aktivitesini azaltirken
MAPK aktivitesini artirir (Garbers et al,2018). Ayrica, ¢oziliniir gp130 (sgp130), IL-6/sIL-
6R kompleksini baglayarak trans-sinyal yolunu dogal olarak inhibe eder ve bdylece asiri
inflamatuar yanitlar1 sinirlar (Grivennikov and Karin, 2010). Bu ¢ok katmanl diizenleme
mekanizmalari, IL-6 sinyal yolunun fizyolojik kosullarda kontrollii, patolojik durumlarda
ise (0rnegin tiimor mikrogevresinde) asir1 aktif hale gelmesini onlemeye yoneliktir (Kelwick

et al.,2015).



1.3 ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS (Trombospondin Motifli A Disintegrin ve Metalloproteinaz) enzimleri, hiicre dis1
matrise (ECM) bagli, birden ¢ok alana sahip, salgilanan ¢inko metalloendopeptidazlar
sinifina aittir. Bu enzimler, doku gelisimi (morfogenez), hastalikli doku yeniden yapilanmasi
(patofizyolojik remodelling), inflamasyon ve vaskiiler biyoloji gibi ¢ok ¢esitli fizyolojik
stireclerde kritik gorevler tistlenir (Kelwick et al, 2015).

Insan genomunda, ADAMTS ailesi bilinen substratlarina gore asagidaki bes ana kategoride

gruplanan 19 {iyeden olusur:

Proteoglikanazlar (Agrekanazlar): Ekstraseliler matristeki proteoglikanlari

par¢alamada uzmanlasmislardir. Bu gruba ADAMTSI, 4, 5, 8, 9, 15 ve 20 dahildir.

o Prokolajen N-Propeptidazlar: Kolajen liflerinin dogru montaj1 i¢in 6ncii kolajen
molekiillerinin N-terminal propeptitlerini keser. Bu alt grubu ADAMTS2, 3 ve
ADAMTSI14 olusturur.

« COMP isleyen Enzimler: Kikirdak Oligomerik Matris Proteini'ni (COMP)
hedefler. Bu gruptaki tiyeler ADAMTS7 ve 12'dir.

e Von-Willebrand Faktor Proteinazi: Kan pihtilasmasinda énemli bir rol oynayan

Von-Willebrand Faktori'ni keser ve ADAMTS13 ile temsil edilir.

Orfan Enzimler: Bilinen spesifik fizyolojik substratlar1 heniiz net olarak
belirlenmemis olan tliyelerdir (ADAMTS6, 10, 16, 17, 18 ve 19) (Jones and Riley,
2005).

ADAMTS (Trombospondin Motifli A Disintegrin ve Metalloproteinaz) proteinazlari, ilk kez
1997 yilinda Kuno ve ekibi tarafindan farelerde tanimlanarak bilim diinyasina girmistir. Bu
enzimler, kisa siire icinde memeliler ve Caenorhabditis elegans gibi ¢esitli organizmalarda
da belirlenmistir. Filogenetik agidan incelendiginde, ADAMTS ailesi, MEROPS veri
tabaninda belirtilen metallopeptidazlarin MA klani, M12 ailesi altinda yer alan adamalizin
alt ailesinin (B alt ailesi) bir liyesidir. Bu konumsal yakinlik, ADAMTS enzimlerinin yapisal
ve evrimsel olarak ayni alt aileye ait olan ADAM (A Disintegrin ve Metalloproteinaz)
enzimleri ile giiclii bir iliski i¢inde oldugunu gostermektedir. Ote yandan, Matris

Metalloproteinazlar1 (MMP'ler) ile daha uzak bir akrabalik s6z konusudur. Bu siniflandirma,
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ADAMTS proteinazlarinin ADAM (A Disintegrin and Metalloproteinase) ailesiyle yakin

evrimsel iliskisini, ancak matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) ile daha uzak bir baglantiya

sahip oldugunu gostermektedir (Lin et al.,2020).

Ancillary domains

N

avavirs: [y ) )T
N

avamrss [ qmm—p )
N

N
A4

N

N
NS

5 Signal peptide

Prodomain

Metalloproteinase
domain

0

N

Disintegrin-like E Spacer region E Mucin-like
domain domain

Thrombospondin Protease and ol Rt
type 1 motif lacunin motif
Cystsine-rich 5 Gon-1-like motif
region

Sekil 1.2: ADAMTS ailesi liyelerinin yapisal domainleri (Kelwick et al, 2015)
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1.3.1 ADAMTS-14
ADAMTSI14, kromozom 10g22.1 iizerinde yer alan, ¢inko bagimli ADAMTS proteaz
ailesinin bir tiyesidir. Enzimin molekiiler yapisi, bir N-terminal katalitik alan ile substrat

Ozgiilliigiini belirleyen bir C-terminal yardimci alan igerir.

Bu yardimer alan, trombospondin tip 1 tekrarlarini (TSR) ve prokolajen substratini tanimada
kritik bir rol iistlenen benzersiz bir prolin agisindan zengin bdlgeyi (PRR) barindirir.
ADAMTS14, ADAMTS2 ve ADAMTS3 ile hem dizi hem de islevsel agidan yliksek oranda
homolojiye sahiptir. Bu enzimler, benzer aktiviteleri paylasir ve karakteristik olarak dort
adet TSR1 alani ile bir proteaz ve lakunin (PLAC) alanin1 iceren C-terminal prokolajen N-

proteinaz (PNP) alaninin varligiyla ayirt edilir (Leduc et al.,2021).

Chromosome 10 - NC_000010.11

[ 70458485 p [ 70794549 p

LOC130004012 LOC127818232 LOC127818237 LOC127818242 LOC127818249
PALD1 » PRF1 4 LOC116216114 LOC127813245 TBATA dm
LOC127818223 LOC127818233 LOC129662720 LOC127818244 RPS26P40
LOC130004013 LOC130004014 LOC132090823 LOC13208986S
LOC127818224 LOC127815234 LOC13000401S LOC111982868
LOC12781822S LOC129662719 LOC124416833 LOC127818246
LOC127818226 LOC12181594S LOC127818238 LOC127818247
LOC127818227 LOC12781823S LOC127818239 LOC127818248
YWipP1 LOC127818236 ADANTS14 4~
LOC121366059 LOC111982367 LOC132089866
LOC127818228 LOC1278138240
LOC1275818229 LOC1278138241
LOC127818230 LOC127818243
LOC127818231

Sekil 1.3:ADAMTS-14 geninin kromozom konumu

Ancak, bu yapisal benzerliklere ragmen, rollerinde ayrismalar mevcuttur. Ornegin,
ADAMTS2, tiimor i¢i vaskiilarizasyonu kesintiye ugratarak anti-anjiyogenik Ozelliklere
aracilik eden potansiyel bir reseptor olarak tanimlanmistir. Buna karsin, ADAMTS14'{in,
Tip I kollajen acisindan zengin bag dokularinda ADAMTS?2 ile birlikte diisiik seviyelerde
ifade edilmesine ragmen, Ekstraseliiler Matriksin (ECM) yeniden sekillenmesi i¢in bir

tetikleyici gorevi gordiigii bilinmektedir (Leduc et al.,2021).

Ekstraselliler matriks (ECM), kollajenler, elastin, proteoglikanlar ve matris
metalloproteinazlar gibi ¢cok sayida bilesenden olusan ve doku mimarisinin hem yapisal hem
de islevsel olarak korunmasinda kritik rol oynayan dinamik bir yapidir. Bu baglamda,

metalloproteinaz ailesi iiyesi olan ADAMTS14 proteazinin 6zellikle fibriler kollajenlerin
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aminopro-peptidlerinin iglenmesinde yer aldig1 ve collagen fibril organizasyonunu etkiledigi
gdsterilmistir (Leduc et al.,2021). Ote yandan, pro-inflamatuvar sitokin olan IL-6’nin doku
onarimi ve remodelingi sirasinda ECM gen ekspresyonunu aktiflestirdigi; tendon kok
hiicrelerinde IL-6 uygulamasi sonrast COL1A1, COL3A1 ve ACAN gibi ECM genlerinde
anlamli artis gézlendigi ¢alismalarda bildirilmistir (Altmann et al.,2023).

1.3.2 ADAMTS Ailesi ve Kanser

Ekstraseliiler matrisin diizenlenmesinde kritik rol oynayan ADAMTS (A Disintegrin and
Metalloprotease with ThromboSpondin motifs) metalloproteaz ailesi hem fizyolojik hem de
patolojik stireclerin merkezinde yer alirlar. ADAMTS'lerin tiimdr karsit1 (antitumor) etkiler
gostererek anjiyogenezi inhibe edebildigi bilinse de ailenin ilk iiyesi olan ADAMTS1'in
kanser hiicre ¢ogalmasini ve metastazi tesvik eden pro-tiimdrijenik roller iistlendigi,
ozellikle de tiimdr ¢evresindeki ECM'nin yeniden yapilanmasini kolaylastirdigi caligmalarla

gosterilmistir (Kumar and Ge, 2012).

ADAMTS-4 ekspresyonunun, meme, bas ve boyun skuaméz hiicreli karsinomu ve insan
glioblastomas1  gibi ¢esitli insan kanserlerinde arttifi gozlemlenmistir. ADAMTS4'lin
kanserdeki roliiniin, enzimin katalitik aktivitesine ve farkli izoformlarinin oranina baglh
olarak hem pro- hem de anti-timorijenik yonde seyredebilecegi gosterilmekte olup, bu
metalloproteazin kanser tedavisi potansiyeli agisindan mekanizmasinin detayli sekilde

aydinlatilmas1 gerekmektedir (Przemyslaw et al,2013).

ADAMTS-5 metalloproteazi, kanser biyolojisinde baskin olarak tiimor biiylimesini
baskilayici bir role sahiptir. Bu fonksiyon, enzimin birincil olarak anjiyogenezi (yeni damar
olusumunu) inhibe etme yeteneginden kaynaklanmaktadir. Deneysel c¢alismalarda,
ADAMTSS'in tiimor icindeki VEGF gibi anjiyojenik faktorleri azaltarak ve tiimor
damarlanmasini baskilayarak tiimor biliyiimesini durdurdugu gosterilmistir. Cogu kanser
tiirlinde (meme ve prostat gibi) ADAMTSS ekspresyonunun azalmasi veya epigenetik olarak

susturulmasi, bu tiimor baskilayici rolii desteklemektedir (Przemyslaw et al,2013).

ADAMTSY9 proteini, damar olusumunu kisitlayict (anti-anjiyojenik) bir fonksiyon
sergilemektedir; nitekim farelerde bu genin kismen susturulmasi, spontan
neovaskiilarizasyona yol acarak sdz konusu aktiviteyi kanitlamistir. Bu giicli anti-

anjiyojenik etkinin bir sonucu olarak, mevcut literatiir ADAMTS9 geninin potansiyel olarak
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yeni bir tiimdr baskilayici (suppressor) olarak degerlendirilmesi gerektigini one stirmektedir.
Bu hipotez, genin susturulmasinin veya delesyonunun 6zofagus kanseri vakalarinin yaklasik

%50'sinde tespit edilmesiyle gii¢lii bir sekilde desteklenmektedir (Chen et al., 2025).

ADAMTSI12, proteolitik aktivitesi ile VEGF ve HGF gibi biiyiime faktorlerini keserek
(shedding), tiimor ilerlemesinde kilit rol oynayan Ras-MAPK sinyal yolunu bloke etme
yetenegine sahiptir. Bu sinyal diizenleyici rolii ve kanser hiicrelerinde gozlemlenen
epigenetik susturulmasi, ADAMTSI12'nin potansiyel bir tiimor baskilayict gen (gene
suppressor) olabilecegini diisiindiirmektedir. Nitekim, Adamts12 geni susturulmus farelerde
kanser hiicrelerinin daha hizli ¢ogalmasi ve gelismis bir neovaskiilarite sergilemesi,
ADAMTS12'nin tiimor biiylimesini engellemedeki kritik roliinii in  vivo olarak
desteklemektedir (Chen et al., 2025). Bir calismada ADAMTS-7"nin mide kanserinde NF-
kB sinyal yolunu aktiflestirmesiyle birlikte kotii prognoz ve yiiksek metastaz ile

sonuclandigr bildirilmistir (Chen et al., 2017).

Kolorektal kanserde (KRK), ADAMTS9 ekspresyonunun siklikla promotor metilasyonu
nedeniyle azaldigi veya susturuldugu; ADAMTS9'un ekzojen ekspresyonunun ise
cogalmay1 ve gocli Akt sinyal yolu aktivasyonunu engelleyerek inhibe ettigi tespit edilmis,
bu da ADAMTS9'un KRK'da bir tiimor baskilayict gen (TSG) olarak islev gordiiglinii
desteklemektedir (Chen et al., 2017).

Yapilan bir ¢alismada ADAMTS-8'in meme kanserinde timor baskilayici bir gen oldugu
hiicre ¢ogalmasini gd¢linli invazyonunu inhibe ettigini gosterilmistir (Zhang et al.,2023).
ADAMTS-12 mide kanserinde (GC) asir1 eksprese olmakla birlikte hiicre ¢ogalmasini ve
invazyonunu tesvik ederek kotii prognozla iligkilendirilen bir tlimor ilerletici ve prognostik

biyobelirteg olarak islev gormektedir. (Gao et al.,2024)

1.3.3 ADAMTS-14 ve Kanser

Oral Skuamdéz Hiicreli Karsinom (OSCC) dokularinda ADAMTS14'lin sitoplazmik
ekspresyonunun saglikli dokulara gére daha diisiik oldugu ve negatif ekspresyonun yiiksek
lenf nodu metastaz1 ile ileri tiimoér evreleriyle anlamli diizeyde iliskilendirildigi

gosterilmistir. Dolayisiyla, bu sonuglar ADAMTS14'iin OSCC i¢in bagimsiz bir prognostik
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faktor olabilecegini ve tiimor ilerlemesinde baskilayict bir rol oynayabilecegini

distindiirmektedir (Lin et al.,2020).

ADAMTS14'iin Berrak Hiicreli Bobrek Hiicreli Karsinomda (ccRCC) saglikli dokuya gore
yiiksek ekspresyonu; kotii genel sagkalim, immiinoterapiye diisiik yanit ve aktif MTOR
sinyal yollart ile iliskilendirilerek, bu proteini ccRCC i¢in bagimsiz bir prognostik faktor ve

tiimor destekleyici rol oynayan énemli bir hedef haline getirmektedir (Chen et al.,2022).

Wang ve ark. (2021) tarafindan yapilan bir ¢alismada, kolorektal kanserli hastalarda
ADAMTSI14 promotér metilasyonu ve diisiik gen ekspresyonu tespit edilmistir. Ancak
timdr invaziv cephelerinde protein diizeyinin artmis oldugu gozlenmis ve yliksek
ADAMTSI14 diizeyi kotii prognostik  faktér olarak tanimlanmistir. Bu  durum,
ADAMTS14’lin kanser progresyonunda ¢ift yonlii bir rol oynayabilecegini gostermektedir
(Wang et al.,2022).

Oral Skuamdéz Hiicreli Karsinomda (OSCC) ADAMTS14'in diisiik ekspresyonu kotii
prognozla iliskilendirilerek enzime tiimor baskilayici bir gorev atfedilirken, Berrak Hiicreli
Bobrek Hiicreli Karsinom (ccRCC) ve Kolorektal Kanserdeki (KRK) bazi g¢aligmalar,
yiiksek ekspresyonun kotlii sagkalim ve artmis metastaz ile iliskilendirilerek tiimor
destekleyici bir rolii isaret etmektedir. Ayrica, ADAMTS14'lin ayn1 kanser tipinde (KRK)
hem epigenetik olarak susturulmasi hem de invaziv alanda artmasi gibi zit durumlarin
varligi, proteinin islevinin doku tipine ve hiicresel baglama goére radikal bir degisim
gosterdigini kanitlamaktadir. Bu baglama bagimli ikili roliin altinda yatan kesin molekiiler
mekanizmalar (0zellikle hedef substratlar1 ve sinyal yolu etkilesimleri), literatiirde hala
biiyiik bir bosluk teskil etmekte ve ADAMTS14'i giivenli bir terapdtik hedef olarak

belirlemek i¢in konunun aydinlatilmasina ihtiyag¢ vardir.
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2. Tezin Hedefleri ve Calisma Kapsam

ADAMTS-14 geninin, ekstraselliiler matriks yeniden diizenlenmesi ve timor
mikrosevresinin sekillenmesinde rol oynadigi; inflamatuvar sitokinler araciligiyla
regiilasyonunun ise kolorektal kanser gibi solid tiimorlerde 6nem tasidig: diistiniilmektedir.
Ozellikle IL-6 sitokini, STAT3 basta olmak iizere cesitli hiicre i¢i sinyal yolaklarimi aktive
ederek tiimOr hiicrelerinde  proliferasyon, invazyon ve gen ekspresyonunu
diizenleyebilmektedir. Ancak IL-6’nin ADAMTS-14 geninin transkripsiyonel ve
translasyonel regiilasyonu lizerindeki etkileri ve bu silirecin altinda yatan molekiiler

mekanizmalar heniiz yeterince aydinlatilamamistir.

Bu c¢alisma, kolorektal kanser hiicre modeli olan SW480 hiicrelerinde IL-6 sitokininin
ADAMTS-14 geni lizerindeki diizenleyici etkilerinin molekiiler diizeyde ortaya konulmasini
amaglamaktadir. Bu amag¢ dogrultusunda, IL-6’nin ADAMTS-14 geninin ekspresyonunu
mRNA, protein ve promoter aktivitesi diizeylerinde nasil etkiledigi kapsamli bir yaklagimla
incelenecektir. Ayrica, IL-6 aracili hiicre i¢i sinyal yolaklarinin bu regiilasyondaki rolii
inhibitor ¢caligsmalar ile degerlendirilecektir. Bu tez ¢alismasi kapsaminda asagida belirtilen

deneysel asamalar gergeklestirilmistir:

v ADAMTS-14 genine ait promotor pargalarinin SW480 hiicrelerine gegici transfeksiyonu

yapilarak bazal transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi.

v IL-6 sitokininin, ADAMTS-14 genine ait promotorlarin transkripsiyonel aktivitesi

tizerindeki etkisinin luciferaz raporlayici gen analizi ile degerlendirilmesi.

v IL-6 inhibitorlerinin, ADAMTS-14 promotorlarinin transkripsiyonel aktivitesi izerindeki

etkisinin luciferaz analizi ile belirlenmesi.

v 1L-6 sitokininin, ADAMTS-14 geninin mRNA diizeyindeki ifadesine etkisinin gqRT-PCR

yontemi ile belirlenmesi.

v IL-6 inhibitorlerinin, ADAMTS-14 geninin mRNA ekspresyonu iizerindeki etkisinin

gRT-PCR yontemi ile analiz edilmesi.
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v IL-6 sitokininin, ADAMTS-14 geninin protein diizeyindeki ifadesine etkisinin Western

blot yontemi ile belirlenmesi.

v IL-6 inhibit6rlerinin, ADAMTS-14 geninin protein ekspresyonu iizerindeki etkisinin

Western blot yontemi ile degerlendirilmesi.

v IL-6 uygulamasi sonrasi, ADAMTS-14 proteininin SW480 hiicrelerindeki hiicresel

lokalizasyonunun immiinfloresan sitokimya (IFC) yontemi ile gdsterilmesi.

Bu tez caligmasindan elde edilecek bulgularin, IL-6 aracili inflamatuvar sinyalizasyonun
ADAMTS-14 geninin transkripsiyonel ve translasyonel regiilasyonundaki roliinii ortaya
koyarak, kolorektal kanser patogenezinin daha iyi anlasilmasma katki saglamasi
beklenmektedir. Ayrica, ADAMTS-14 geninin inflamasyon-kanser eksenindeki potansiyel
biyobelirteg veya terapotik hedef olma 6zelligine 151k tutulmasi hedeflenmektedir.

Tez ¢alismas1 kapsaminda gerceklestirilen deneysel asamalar Sekil 2°de sematik olarak

Ozetlenmistir.

ADAMTS-14 promotor IL-6°’NIN ADAMTS-14 IL-6’nin ADAMTS-14 IFC yontemi ile
parcalarmmin  SW480 hiicre- geninin mRNA seviyesine geninin protein ADAMTS-14 geninin
lerine gecici transfeksiyonu ve etkisinin gRT-PCR ile seviyesine etKisinin SW480 hiicrelerinde
bazal aktivitenin belirlenmesi belirlenmesi Western blotting lokalizasyonunun
| yontemi ile gosterilmesi

IL6nm ADAMTS.14 belirlenmesi

<50 IL-6 inhibitérlerinin
geninin gromotorlarmm ADAMTS-14 mrna
:;‘;:‘rsl':;‘;iss'l‘ onel 8 seviyesine etkisine gRT- IL-6 inhibitérlerinin

PCR ile belirlenmesi ADAMTS-14 geninin

[ protein seviyesine

etkisinin Western

IL-6 inhibitorlerinin blotti Sntemi il
ADAMTS-14 geninin SRR YOS e

belirlenmesi
promotorlannm

nel aktivtesinin

bellrlenmesn

Sekil 2.1:Tez kapsaminda yapilan ¢alisma basamaklarini 6zetleyen diyagram
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3. MATERYAL METOD

3.1 Materyaller
3.1.1 Kullanilan Makine ve Techizat

Tez ¢aligmasi kapsaminda yapilan ¢aligmalar esnasinda kullanilan cihazlar ve markalar

Tablo 3.1 ‘de belirtilmistir. Cihazlarin kalibrasyonlar1 ve bakimlar1 diizenli olarak

yapilmistir.

Tablo 3.1 Kullanilan cihazlar ve markalari

Kullanilan Cihazlar Markalar:

%5 CO; Inkiibator Nuaire / ABD
Laminar Kabin Telstar Bio 11 / ispanya
Inverted Mikroskop,Floresan Mikroskobu Nikon / Japonya
Santrifiij Thermo /ABD

UV Goriintilleme Sistemi

Otoklav

Manyetik Karistirict

Buzdolabi (+4 °C / -20°C), Mikrodalga
-80°C Dondurucu

Yatay Calkalayici

pH Metre

Etiv

Real Time PCR Cihaz (Light-Cycler 480)
Saf Su Cihazi

Otomatik Pipetler

Luminometre

Buz Makinesi

Vilber Lourmat
Hirayama / Japonya
Velp Scientifica
Argelik / Tiirkiye
Nikon / Japonya
GFL / Almanya

pH Metre Hanna / ABD
WTB / Almanya
Roche Life Science
Human Corporation
Thermo

Thermo/ ABD
Hoshizaki/ Japonya
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Tablo 3.1 (devam)

Kullanilan Cihazlar

Markalan

Hassas Terazi
Spektrofotometre
Ultrasonik Su Banyosu
Tank- Blot Sistemi
Elektroforez Giig¢ Kaynagi

UVP Jel Goriintileme Sistemi

Sartorius / Almanya
Multiskango

PlusLab

BioRad

Thermo Scientific / ABD

BioSpectrum
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3.1.2 Kullanilan Kimyasallar
Tez caligmasi sirasinda kullanilan kimyasallar ve bu kimyasallarin temin edildigi firmalar

Tablo 3.2, Tablo 3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5, Tablo 3.6 ve Tablo 3.7 ‘de listelenmistir.

Tablo 3.2: Hiicre kiiltiirii calismalarinda kullanilan malzemeler.

Kullamilan Malzeme Firma
Fetal Bovine Serum (FBS) Gibco
DMSO Thermo Scientific
RPMI Medium Gibco
Sigir Serum Albumini ( BSA) Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merek
Kobalt Kloriir ( CoC2) Sigma
HEPES Sigma
EDTA Sigma
0,22 Mikron Filtre Sartorius
Luciferaz ve Seap Substratlar Takara

Ready-To-Glow Secreted Luciferase Takara

Rep.Assay

100 mm’lik Steril Petri EuroClone
1,5 mL/2 mL Ependorf IsoLab

6, 12, 24, 48 ve 96 Kuyulu Hiicre Jetbiofil
Plakasi

Pastor Pipeti IsoLab
Kristal Viyole Carlo Erba

Antibiyotik- Antimiyotik Soliisyon  Gibco

15 mL ve 50 mL Santrifiij Tiipii IsoLab
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Tablo 3.3: RNA ¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar ve firmalar

Kullanilan Malzeme Firma

Etanol Merck

DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma

Steril Enjektor Micro-Fine

Oligo dT Thermo Scientific
Ribolock Inhibitdrii Thermo Scientific
5X Reaksiyon Tamponu Thermo Scientific
InnuPREB RNA Kiti Analytik-jena
SYBR® Green PCR Master Karisim1  Sigma

Reverse Transkriptaz Enzimi

Thermo Scientific

Tablo 3.4: Protein deneylerinde kullanilan kimyasallar

Kullanilan Malzeme Firma
Proteaz Inhibitorleri Roche
Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz
PierceTM ECL Thermo Scientific
Tween-20 i

Sigma
ADAMTS-14  Mouse  Monoklonal
Antikor Santa Cruz
Sekonder Antikor Santa Cruz
Protein Ladder Thermo
SDS Sigma
Tetrametiletilendiamin (TEMED) .

Sigma

. . . . : 0

Akrilamid/Bisakrilamid (%40) Merck
PVDF Membrani Millipore
4X Laemli Ornek Tamponu BioRad
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
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Tablo 3.5: Sitokin ve yolak caligmalarinda Kullanilan malzemeler ve alindiklar firmalar

Kullanilan Malzeme Firma

IL-6 PeproTech
Wortmannin (PI3K inhibitorii) BioVision
PD169316 (p38 MAP kinaz inhibitorii) BioVision
SP600125 (JNK inhibitorii) BioVision
PD98059 (MEKI inhibitorii) BioVision

3.1.3 Calismada Kullamilan Hiicre Soylar:

Tez c¢aligmasi kapsaminda hiicre kiiltiirii deneylerinde SW480 hiicre hatti kullanilmistir.
SW480 hiicre hatt1 kolon karsinoma hiicre soyudur. Tez ¢alismamizda YOKTEZ de 827593
numarali tezde onciil ¢aligmalardan elde edilen bilgiler dogrultusunda kolon kanserinde fazla

ekspresyon gosterdigi belirlenmis olan bu hiicre hatt1 lizerinde deneylerin yliriitiilmesi uygun

bulunmustur.

Sekil 3.1: SW480 Hiicre Hattinin 20x Biiyiitme ile mikroskop altinda gériiniimii

22



3.2 Metod

3.2.1 Tez Cahsmasi Esnasinda Kullanilan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve
Sterilizasyonu

Hiicre kiiltiirti laboratuvarinda bulunan biitiin malzemelerin strelizasyonu 6zenle yapilmistir.
Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda deney yapilmadan 6nce kullanilacak malzemeler %70’lik
alkol ile steril edilip laminar flow igerisine alinmistir. Olas1 bir kontaminasyonun oniine
gecebilmek adina laboratuvar UV 1sinlari ile haftada bir kez steril edilmistir. Bunun yani sira
haftalik temizliklerle birlikte laboratuvar yiizeyleri, kullanilan cihazlar ve ortam %70’lik
alkol ve Virkon ve ¢amasir suyu gibi temizleyicilerle beraber rutin olarak temizlenmistir.
Hiicre kiiltiirii odas1 diigiik sicaklikta tutulmustur. Bunun yani sira RNA calismalarinda
RNAaz enzimi inhibitorii olan DEPC kullanilmistir. Isiya dayanakli malzemeler otoklav

edilmistir ve sonrasinda etiivde bekletilmistir.

3.2.2 DNA Tabanh Arastirmalarda Kullanilan Teknikler

3.2.2.1 Transkripsiyonel Aktivite Calismalar:

Yoktez’de bulunan 827593 yiiksek lisans tez numarali Haqi Ismael Albaz1 “ADAMTS14
promotorunun klonlanmasi ve karakterizasyonu” konu baslikli tez ¢alismasi kapsaminda
yapilan ADAMTS-14 geni klonlanmistir ve klonlanan parcalar bu tez ¢alismasinda
kullanilarak transfeksiyon c¢aligmalar1 i¢in kullanilmak iizere deneyler tasarlanmistir.
Kalsiyum fosfat metodu ile ADAMTS-14 geninin promotdr pargalar1 SW480 hiicrelerine
aktarilarak transkripsiyonel aktivasyon belirlenecektir. Bu deneyler sirasinda onceden tez

kapsaminda (Y 6ktez No:827593) klonlanan promotor parcalar: kullanildi.

3.2.2.2 Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Gegici Transfeksiyon

ADAMTS-14 genine ait 5’ucu kisaltilarak olusturulmus olan 720 bg , 470 bg ve 390 bg ‘lik
3 promotor pargasi i¢in pasaj 3 asamasina gelen biiylittiigiimiiz SW480 hiicreleri %80
dolululuk oranma geldigi zaman deney kuruldu. Ilk olarak ii¢ petri kabina promotor
parcalarimizdan her biri i¢in kalsiyum fosfat presipitasyonu metodu ile bazal aktivite

belirlendi.

Transfeksiyon oOncesinde kullanilacak ¢d6zeltiler oda sicakligina getirildi ve c¢okelme
meydana geldi. Cozelti A (~10 pg DNA ve 2,5 M CaClz) ve Cozelti B (2X HePES)
hazirland1 (Tablo 3.9). Cozelti A, Cozelti B'ye damla damla eklenerek DNA: Kalsiyum

fosfat presipitasyon kompleksi olusturuldu ve inkiibasyon sonrasinda hiicrelere eklenerek 37
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°C’deki %5 CO2 igeren inkiibatérde 8-16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
transfeksiyon ortami uzaklagtirildi, hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikanarak flasklara tam
besiyeri eklenip, 37 °C’deki %5 CO?2 iceren inkiibatorde transfeksiyonun 72. saatinde kadar

inkiibasyona devam edildi.

ADAMTS-14 genine ait promotor bolgelerinin transfeksiyonu amactyla, hiicreler 25 cm?’lik
flasklara 2 x 10¢ hiicre/flask olacak sekilde ekildi ve bir gece inkiibe edildi. Ertesi giin,
hipoksik kosullar uygulanacak flasklara son konsantrasyonu 200 pl olacak sekilde 60 puL
CoCl: ilave edilerek kimyasal hipoksi olusturuldu. Transfeksiyon i¢in 2 png DNA, 60 pL 2
M CaCl. ¢ozeltisi ile karistirildi ve bu karisim, 515 pL 2X HEPES iizerine damla damla
eklenerek presipitasyon olusmast icin 1 saat bekletildi. Olusan DNA: kalsiyum fosfat
presipitasyonu flasklara damla damla eklenip hafifce sallanarak dagitildi. Hiicreler, 37 °C ve
%35 CO: igeren etiivde bir gece inkiibe edildikten sonra transfeksiyon medyumu degistirildi,
PBS ile yikand1 ve taze %10 FCS igeren medyum eklenerek 1-2 saat bekletildi. Daha sonra
hiicreler Tripsin-EDTA ile ylizeyden kaldirildi, sayildi ve 96 kuyucuklu plakaya 30.000
hiicre/kuyu olacak sekilde dagitildi. Hiicreler 48 saat boyunca 37 °C ve %5 CO2’li etiivde
inkiibe edildi. Ardindan besiyeri %0,1 BSA iceren DMEM ile degistirildi. Yolak inhibisyonu
deneylerinde, 45 dakika sonra inhibitorler (JNK 20 uM, PD169 20 uM, worthmanin 2 uM,
MEK 20 pM) eklendi ve 1 saatlik inkiibasyonun ardindan 20 ng/mL IL-6 Sitokini uygulandi.
Sadece sitokinin etkisi incelenecek deneylerde inhibitoér uygulanmadan besiyeri %0,1 BSA
iceren DMEM ile degistirildi, 1 saat beklenip ardindan 20 ng/mL IL-6 sitokini eklendi.
Deneylerin 6 saatlik inkiibasyonunun ardindan, her kuyudan 100 pL. medyum alinarak -20

°C’de saklandi ve daha sonra liisiferaz ve SEAP aktiviteleri 6l¢iildii.

3.2.2.3 Lusiferaz Aktivitesinin ve SEAP Aktivitesinin Olciimii

ADAMTS-14 geninin promotor konstraktlarmin ve IL-6 ile ¢esitli inhibitdrlerin
transkripsiyonel aktiviteye etkilerini degerlendirmek icin transfekte edilen hiicrelerden elde
edilen medyumlar -20 °C’de saklandiktan sonra oda sicaklifinda ¢oziindiiriilerek hazirlandi.
Luciferase aktivitesinin Ol¢limii amaciyla kit igerisindeki 10X substrat tamponu, 1:10
oraninda reaksiyon tamponu ile seyreltilerek 1X cozeltisi elde edildi. Bu ¢ozeltiden
transfeksiyon medyumundan 9 pL, 384 kuyucuklu plakalara aktarildi ve iizerine 1 pL 1X
Substrat/Reaksiyon tamponu ilave edilerek luminometrede hizlica 6l¢iimler alindi. Benzer
sekilde, SEAP aktivitesinin belirlenmesi icin transfeksiyon medyumundan 5 pL, 96

kuyucuklu plakalara konuldu ve iizerine 15 pL 1X seyreltme tamponu eklendi. Plakalar sivi
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kaybin1 6nlemek amaciyla kapatildi; ardindan 65 °C’de 30 dakika inkiibe edilerek substrat
reaksiyonunun tamamlanmasi saglandi. Inkiibasyon sonrasinda plakalar buz iizerinde kisa
siire bekletildi ve oda sicakligina getirildi. Her 6rnege 20 nL SEAP substrat soliisyonu
eklendi ve 30 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edildi. Son olarak, luminometre ile
Ol¢iimler alind1 ve elde edilen veriler Microsoft Excel veya GraphPad Prism programlari

kullanilarak analiz edildi.

3.2.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Teknikler

3.2.3.1 Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilacak Malzemelerin Hazirlanmasi
Laboratuvarimizda SW48O hiicre hattina uygun olarak hiicre kiiltiirii besiyeri i¢in igerisinde
gerekli takviyeleri saglayan Fetal Bovine Serum (FBS) kullanilmigtir. Ticari olarak Euro-
Line firmasindan tedarik edilmistir. Stok -20 de saklanilmistir. Deneylerde kullanilmadan 3-
4 saat Once +4 ‘e alinmistir ve ¢oziinmesi tamamlandiktan sonra deneylerde kullanilmak
tizere steril hiicre kiiltiiriine alinmistir. SW480 hiicre hattinin biiylimesi i¢in gerekli olan
ortam %10’luk FBS iceren DMEM ¢ozeltisi icinde saglanmistir. Hiicre kiiltiiriinde
gelisebilecek kontaminasyon olaylarini en aza indirmek i¢in 100X penisilin-streptomisin

steril hiicre antibiyotigi son hacimde 1x olacak sekilde bu karisima eklenmistir.

Phosphate buffered saline (PBS) ¢ozeltisinin hazirlanmasi i¢in Sigma firmasinin iirettigi
PBS tabletleri kullanildi. 100 M1 deiyonize su igerisinde her bir tablet tamamen ¢dziinene
kadar karistirildi ve 121°C'de 20 dakika boyunca otoklav islemi yapilarak bu ¢ozeltinin
sterilizasyon islemi tamamlandi. Daha sonra steril edilen bu ¢6zelti steril 50 ml ‘lik hiicre
falkonlarina paylastirildi ve olusturulan stok -20°C'de derecede saklandi. Deneylerde
kullanilmadan 6nce -20°C'den ¢ikarilarak oda sicakliginda ¢oziildiikten sonra steril laminar
flow igerisine deneylerde kullanilmak {izere alindi. Daha sonra +4°C'de saklanilarak

deneylerde kullanildi.

Tripsin-EDTA ¢0zeltisinin hazirlanmasinda 0.5 mM EDTA ve %0.05 Tripsin kullanildi.
Gerekli miktarlar tartildiktan sonra 1X steril PBS icerisinde ¢6ziindiiriilerek homojen bir
cozelti elde edildi. Hazirlanan karigim, sterilizasyonun saglanmasi amaciyla 0.22 pm
gozenek c¢apma sahip filtrelerden gecirilerek sterilize edildi. Filtrelenen ¢ozelti,
kontaminasyon riskinin azaltilmasi i¢in laminar akis kabininde 50 mL’lik steril falkon
tiiplerine boliistiirtildii. Cozeltinin uzun siireli saklanabilmesi i¢in tiipler -20°C’de depolandi.

Kullanimdan 6nce ¢6zelti +4°C’de ¢ozdiiriildii ve islem tamamlandiktan sonra stabilitesinin
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korunmasi amaciyla tekrar +4°C’de muhafaza edildi. Tezde kullanilan hiicre hatt1 yapisarak
¢ogalan hiicreler oldugundan, bu hiicrelerin ¢cogaltilmasi ve deneylerin yiiriitiilebilmesi i¢in
kiltirde buyiitiildiikleri flask yiizeyinden ayrilmalar1 gerekmektedir. Tripsin- EDTA
coOzeltisi hiicrelere zarar vermeden onlar ylizeyden kaldirmamiza yardimer oldugu igin

yukarida anlatildig gibi ¢ozelti hazirlandu.

Tripan mavisi ¢0zeltisini hazirlamak amaciyla 0.4 g tripan mavisi tartildi ve 1X PBS
(phosphate-buffered saline) igerisine eklendi. Boyanin tamamen ¢oziinmesi saglanincaya
kadar karigim 1sitilarak kaynatildi. Coziinme islemi tamamlandiktan sonra ¢dzelti oda
sicakligina inene kadar sogumaya birakildi. Soguyan karisimin hacmi, iizerine ilave edilen
1X PBS ile 100 mL’ye tamamlandi ve bdylece %0,4 (w/v) derisiminde tripan mavisi
cozeltisi elde edilmis oldu. Hazirlanan boya ¢ozeltisi, hiicre boyama caligsmalari igin
kullanilmak iizere oda sicakliginda muhafaza edildi ve gerektiginde kullanim i¢in hazir halde

tutuldu.

3.2.3.2 Cahsmada Kullanilacak Olan Hiicre Kiiltiiriiniin Baslatilmasi

SW480 hiicreleri -80°C’deki stoktan ¢ikarildiktan sonra, hiicre biitiinligiiniin zarar
gérmemesi i¢in tlip herhangi bir titresim veya sarsinttya maruz birakilmadan hiicre kiiltiiri
laboratuvarina tagindi. Hiicreler 37°C’deki su banyosunda tamamen c¢oziildiikten sonra
laminar flow kabinine alindi. Daha 6nce hazirlanmis olan %10 FBS igceren medyum {izerine
¢oziinen hiicre siispansiyonu eklendi ve steril pipet kullanilarak homojen bir karigim elde
edildi. Ardindan siispansiyon 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Bu islem sonucunda

canli hiicreler tiipiin tabaninda pellet seklinde toplandi ve iistte kalan siipernatant atildi.

Elde edilen hiicre pelletinin iizerine taze hazirlanmis %10 FBS igeren medyumdan 2 mL
ilave edildi ve pipetaj yapilarak hiicrelerin medyum igerisinde esit sekilde dagilmasi
saglandi. Steril 10 mL hacmindeki petri kaplarina 8 mL taze medyum eklendi ve hazirlanan
hiicre siispansiyonundan 2 mL, pipet yardimiyla petri kaplarina aktarildi. Hiicrelerin ylizeye
esit bir bigimde yayilmasini saglamak ic¢in petri kaplar1 hafifce yanlara dogru hareket
ettirildi. Son olarak petri kaplarinin iizerine hiicre soyu, tarih ve gerekli tanimlayici bilgiler

yazildi1 ve kiltiirler %5 CO: iceren inkiibatorde 37°C’de inkiibasyona birakildi.
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3.2.3.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inkiibatérde bulunan petri kaplar1 ¢ikarildiktan sonra, hiicrelerin biiyiime durumlari ters 151k
mikroskobu altinda degerlendirildi. Hiicre yogunlugu yaklasik olarak %80-90 seviyelerine
ulastiginda pasajlama islemine gecildi. Bu asamada, ortam uzaklastirildi ve hiicrelerin
yiizeyde kalan artiklarindan arindirilmasi i¢in PBS ile yikama yapildi. Ardindan hiicrelerin
yilizeyden ayrilmasini saglamak amaciyla uygun miktarda Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenerek
inkiibatorde kisa bir siire bekletildi. Hiicreler yilizeyden ayrildiktan sonra, kullanilan
¢Ozeltinin etkisini durdurmak i¢in serum igeren taze besiyeri ilave edildi ve karisim hafifce

hareket ettirilerek homojen hale getirildi.

Yiizeyden ayrilan hiicre siispansiyonu steril tliplere alind1 ve santrifiij islemi tamamlandiktan
sonra olusan hiicre pelletinin iizerindeki sivi dikkatlice uzaklastirildi. Pelletteki hiicreler taze
besiyerinde yeniden siispanse edildi ve elde edilen hiicre siispansiyonu, yeni petri kaplarina
esit miktarda dagitildi. Kaplarin son hacimleri uygun seviyeye tamamlandiktan sonra
lizerine pasaj numarasi ve tamimlayici bilgiler yazildi ve hiicreler tekrar inkiibatore

yerlestirilerek biiyiimeye birakildi.

3.2.3.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre soyunun devamliligin1 saglamak amaciyla, belirli bir yogunluga ulasan pasajlanmis
hiicrelerden dondurma islemi yapildi. Oncelikle, hiicrelerin kiiltiir medyumu petriden alindi
ve hiicreler iki kez PBS ile yikandi. Ardindan, hiicrelerin ylizey baglantilarin1 zayiflatmak
icin Tripsin-EDTA c¢ozeltisi eklendi ve belirli bir siire inkiibatorde bekletildi. Hiicreler
ylizeyden ayrildiktan sonra, Tripzin’in etkisini durdurmak amaciyla %10 FBS igeren taze
kiiltiir medyumu eklendi. Ayrilan hiicreler bir falcon tiipiinde topland1 ve 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij edildi. Santriflij sonrasinda iistte kalan siipernatan uzaklastirildi ve altta
olusan hiicre pellet’t 1 ml DMSO iceren FBS ile karistirilarak 2 ml’lik ependorflara aktarildi.
Ependorflar parafilm ile sarildi, gerekli etiketler yapildi ve uzun siireli saklama amaciyla -

80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.3.5 Tripan Mavi Boyasi ile Canli Hiicrelerin Belirlenmesi ve Sayim

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda deneylerin giivenilirligi ve tekrarlanabilirligi icin, hiicrelerin
canlilig1 ve yogunlugu 6nceden belirlendi. Hiicreler tripan mavisi ile boyanarak canli ve 6lii
hiicreler ayristirildi; bdylece deneylerde kullanilacak canli hiicre sayisi belirlendi. Oncelikle

hiicreler tripsin-EDTA ile yiizeyden ayrild1 ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek pellet
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haline getirildi. Olusan pellet, taze besiyeri ile homojen bir slispansiyon haline getirildi ve
bu siispansiyondan 1 mL’lik 6rnek tripan mavisi ile 1:1 oraninda karistirildi. Karisimdan 10
uL’lik 6rnek Thoma lamina aktarilip mikroskop altinda incelendi ve canli ile 6lii hiicreler
sayildi. 1 mL’deki hiicre yogunlugu, “ortalama hiicre sayis1 x 2 x 10*” formiilii kullanilarak
hesaplandi. Bu sekilde belirlenen hiicre sayisi, deneylerde hiicrelerin esit kosullarda

kullanilmasini saglayarak sonuglarin giivenilirligini artirdi.

3.2.3.6 IL-6 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Pasajlama islemleri tamamlanarak deneysel uygulamalara uygun duruma getirilen SW480
hiicrelerinin canli hiicre yogunlugu, Thoma lami ile gerceklestirilen sayim sonucu saptandi.
Belirlenen hiicre miktar1 dogrultusunda, hiicreler 12'li well plate’e well basina 2x10¢ hiicre
diisecek bicimde dagitildi. Adezyonun gerceklesebilmesi i¢in kiiltlir plakast 37 °C ve %5

CO: kosullarini saglayan inkiibatore yerlestirildi.

Bir sonraki giin, hiicrelerin ylizeye tutunma diizeyleri inverted mikroskop araciligiyla
degerlendirildi ve tutunma orani1 yaklagik %70—-80’e ulastiginda kiiltlir ortam1 uzaklastirildi.
Ardindan hiicreler, iki kez 1X PBS ile yikanarak yiizeydeki artik bilesenlerden arindirildi ve
well’lere %0,1 (w/v) BSA iceren DMEM ortami uygulandi. Plaka ayni inkiibasyon

kosullarinda bir saat siireyle dengeye birakildi.

Inkiibasyon siirecinin ardindan, kontrol grubu disindaki tiim well’lere 20 ng/mL son
konsantrasyonda IL-6 uygulanarak hiicreler uyarildi. Uyarimin ardindan plakalar tekrar
inkiibatore alind1 ve 1., 3., 6., 24. ve 48. saatlerde hiicreler toplanarak pellet haline getirildi.
Toplanan pelletler, daha sonra yiiriitilecek RNA izolasyonu ve protein ekstraksiyonu

analizlerinde kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi.

3.2.3.7 Inhibitér Deneylerinin Kurulmas:

Birka¢ kez pasajlanarak ¢ogaltilan hiicre hattinin hiicre yogunlugu belirlendi. Hiicreler,
deney tasarimina uygun kiiltiir kaplarina aktarildi1 ve yiizeye tutunmalarinin saglanmasi
amaciyla standart inkiibasyon kosullarinda bir gece bekletildi. Ertesi giin, hiicrelerin

hedeflenen tutunma diizeyine ulasti1 gézlendi ve kiiltiir ortam1 yenilendi.

Hiicreler, deney oncesi kosullandirma amaciyla %0,1 (w/v) BSA igceren DMEM ile kisa

stireli inkiibasyona alindi. Daha sonra, deney gruplarina gore ilgili inhibitorler uygulandi ve
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inhibitér maruziyet siiresi (30-45dk) tamamlandiktan sonra kontrol disindaki 6rneklere IL-6
ile sitokin uyarimi yapildi. Planlanan inkiibasyon siiresi sonunda (6 saat) hiicreler toplandi
ve elde edilen pellet, ileride RNA veya protein analizlerinde kullanilmak iizere uygun

kosullarda saklandi.

Tablo 3.6 Calismada kullanilan yolak inhibitorleri

Calismada kullanilan inhibitorler

PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii)
SP600125 (JNK inhibitorii)

PD98059 (MEK inhibitorii)
Wortmannin (PI3K inhibitorii)

NFKB

3.2.4 RNA Tabanh Teknikler

3.2.4.1 RNA izolasyonu

SW480 hiicrelerinden mRNA diizeyinde gen ekspresyonunu belirlemek amaciyla deneyler
yiirtitiildii. Bu kapsamda, hiicreler tripsinizasyon yontemiyle ylizeyden ayrildi ve ardindan
1.000 rpm’de 5 dakika santrifiijlenerek pellet haline getirildi. Elde edilen hiicre
pelletlerinden RNA izolasyonu, GeneJET RNA Purification Kit (Thermo Fisher Scientific)
kullanilarak gerceklestirildi ve izole edilen RNA ornekleri, RNA stabilitesinin korunmasi

amaciyla -80 °C’de saklanarak ileri analizler i¢in hazirlandi.

3.2.4.2 RNA Miktarinin Belirlenmesi

RNA izolasyonunun ardindan 6rneklerin derisim ve saflik analizleri, Thermo Multiskan Go
uDrop™ Plate Reader kullanilarak gerceklestirildi. Analiz i¢in her bir RNA 6rneginden 2
uL almarak cihazda 6l¢im yapildi; referans degeri olusturmak iizere ayni hacimde dH-O
kullanildi. Olgiimlerde 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda elde edilen absorbans degerleri
kaydedildi ve bu verilerden A260/A280 oran1 hesaplanarak Orneklerin safligi
degerlendirildi. RNA miktarinin hesaplanmasinda, absorbans degerine dayali RNA derisimi

(ug/mL) = Azo % 40 pg/mL x (10 mm / 0.49 mm) formiilii uygulandi ve bu formiil
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dogrultusunda her 6rnegin derigimi hesaplanarak sonraki analizlerde kullanilacak uygun

RNA miktar belirlendi.

3.2.4.3 Reverse Transkipsiyon Reaksiyonu ile RNA’dan ¢cDNA Sentezi

Saflik ve miktar 6l¢iimleri tamamlanan RNA 6rneklerinden cDNA sentezi hazirlandi. cDNA
sentezi i¢in her 6rnege 1 pg RNA sablonu ve 1 pL oligo dT primer eklendi ve toplam hacim
12,5 uL olacak sekilde dH2O ile tamamlandi. Karisim, 65 °C’de 5 dakika 6n inkiibasyona
tabi tutuldu, bdylece RNA sablonunun primer ile baglanmasi saglandi. Ardindan
reaksiyonlara 1X reaksiyon tamponu, 20 U/uL dNTP karisimi, 1 mM Ribolock RNaz
inhibitdrii ve 10 U/uL Reverse Transkriptaz eklendi. Ornekler, 42 °C’de 60 dakika inkiibe
edilerek cDNA sentezi gergeklestirildi ve 70 °C’de 10 dakika ile reaksiyon sonlandirildi.
Sentezlenen cDNA’larin kalitesi, insan beta-2-mikroglobulin (HB-2-M) genine 6zgii
primerler kullanilarak Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile degerlendirildi. Hazirlanan
cDNA ornekleri etiketlendi ve -20 °C’de saklanarak sonraki ¢aligmalarda kullanilmak tizere

koruma altina alinda.

3.2.4.4 Polimeraz Zincir Reaksiyonu PCR ile cDNA Kalitesinin Kontrol Edilmesi
Sentezlenen c¢DNA’larin kalitesinin incelenmesi i¢in, Reverse Transkripsiyon (RT)
reaksiyonu ile iiretilen cDNA’lar ve insan beta-2-mikroglobulin (HB-2-M) genine 6zgii
primerler iizerinden testler uygulandi. H3-2-M genine yonelik PCR reaksiyonu ii¢ agamada
yiiriitiildii. Birinci asamada, 1 dongii uygulanarak 6rnekler 94 °C’de 2 dakika tutuldu. Ikinci
asamada, toplam 30 dongii boyunca denatiirasyon, primerlerin annealing’i ve DNA uzamasi
gerceklestirildi; her dongiide 94 °C’de 1 dakika denatiirasyon, 58 °C’de 30 saniye annealing
ve 72 °C’de 30 saniye uzama uygulandi. Son asamada, reaksiyon 72 °C’de 10 dakika inkiibe
edilerek PCR tamamlandi.

Tablo 3.7 HB-2-M genine ait primer dizileri

Primer Niikleotid Dizisi (5°- 3”)
HB-2-M Hleri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
HB-2-M Geri

CATGTCTCGATCCCACTTAACT
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Tablo 3.8 ADAMTS-14 genine ait primer dizileri

Primer Niikleotid Dizisi (5°- 3”)
ADAMTS-14 Ileri

ADAMTS-14 Geri

Tablo 3.9 HB3-2-M genine yonelik PCR deneyinde yer alan reaksiyon bilesenleri

Bilesenler

Taq Tamponu (10X)
MgCl2 (25 mM)

Ileri Primer (100 pmol/uL)
Geri Primer (100 pmol/uL)
dNTP karisim (10mM)
cDNA

Taq Polimeraz (5 U/uL)

dH20

3.2.4.5 Real-Time PCR (qRT-PCR)

Pasajlanmis ve deney i¢in hazir hale getirilen hiicrelerden RNA izole edilmis ve elde edilen
RNA sablonlar1 kullanilarak ¢cDNA sentezi gerceklestirilmistir. cDNA sentezi sirasinda,
RNA sablonu, oligo dT primerleri, ANTP’ler, revers transkriptaz ve RNaz inhibitorii igeren
reaksiyon karisimi hazirlanmis ve on inkiibasyon ile izleyen uygun sicaklik adimlarinda
reaksiyon tamamlanmistir. Hazirlanan cDNA’lar daha sonra Real Time PCR analizlerinde

kullanilmastir.

Her deney setinde ii¢ tekrarli olarak Real Time PCR uygulandi. Reaksiyonlar toplam 12,5
uL hacimde hazirlandi; her bir tiipe 6,25 pL SYBR® Green PCR Master Karisim, 1 pL
cDNA, 0,5 pL forward ve 0,5 pL reverse primer (10 pmol/uL stoktan) ile 4,25 uL dH-O
katildi. Hazirlanan karigimlar, termal dongiileyici {izerinde denatiirasyon, annealing ve

uzama asamalarindan gecirildi; her dongii sonunda fluoresan sinyali kaydedildi ve amplikon
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miktarindaki degisim izlendi. Hedef genlerin (ADAMTS-14 ve HIF-1a) Ct degerleri tiglii
tekrarlarda belirlendi; HB2 kontrol geninin ortalama Ct degeri kullanilarak normalize edildi.
Goreli gen ekspresyonlar1 Livak yontemi ile hesaplandi; deney gruplarina ait degerler aymi
zaman noktasindaki kontrol gruplarina boliinerek 1°in katlar1 seklinde ifade edildi ve

sonuglar siitun grafiklerle sunuldu.

3.3 Protein Calismalar:

3.3.1 Western Blott Yontemiyle Proteinlerin Tayin Edilmesi

3.3.1.1 1IL-6 Sitokin Calismalari i¢cin Hiicre Ekstraktlarinin Hazirlanmasi

SW480 hiicreleri pasajlanarak deney icin uygun yogunluga getirildi. Hiicreler, 6’lik well
plate’e her bir kuyuya 250.000 hiicre diisecek sekilde dagitild1 ve yiizeye tutunmalari i¢in
inkiibasyona birakildi. Hiicrelerin yaklasik 3—4 saat igerisinde ylizeye tutundugu
gbzlemlendi. Tutunmanin dogrulanmasinin ardindan bir adet kontrol grubu olusturuldu ve

diger gruplar i¢in 1, 3, 6, 24 ve 48 saatlik uygulama zamanlar1 belirlendi.

Tiim deney gruplar1 %1 BSA igeren besiyerine aktarilip 1 saat inkiibe edildi. Bu siirenin
sonunda, zaman noktasina uygun olarak, 48. saatten baglanmak {izere hiicrelere 20 ng/mL
IL-6 sitokini uygulandi. Belirlenen inkiibasyon siireleri (1., 3., 6., 24. ve 48. saatler)
tamamlandiginda, ilgili kuyulardaki besiyerleri uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 1X PBS ile
gecirilerek arindirildi. Daha sonra hiicreler kazima yontemiyle toplandi ve mikro santrifiij
tiiplerine aktarimi yapildi. Bu ornekler, 13500 rpm’de 15 dakika dondiiriilerek hiicre
pelletlerinin olugmasi saglandi. Elde edilen pelletler, sonraki RNA izolasyonu veya protein

ekstraksiyonu agamalarinda kullanilmak tizere —80 °C’de buzdolabina alindi.

3.3.1.2 inhibitér Cahsmalar icin Hiicre Ekstraktlarimin Hazirlanmasi

SW480 hiicrelerinde 1L-6’ya verilen yanit ile IL-6 ve ¢esitli hiicre i¢i yolak inhibitérlerinin
birlikte olusturdugu etkilerin karsilastirmali olarak degerlendirilmesi amacglandi. Bu
dogrultuda ayni hiicre gruplari, kontrol, PD169316, PD98059, SP600125, Wortmannin ve
NF-kB inhibitorii olmak tizere alt1 farkli deney koluna ayrildi. Tiim gruplara ilk olarak 20
ng/mL IL-6 uygulanarak sitokin yanit1 baglatildi. IL-6 uygulamasinin ardindan 6 saatlik bir
inkiibasyon siiresi tamamlandiktan sonra, inhibitér grubuna ayrilan kuyulara ilgili
inhibitdrler ilave edildi. Boylece inhibitdrlerin IL-6 tarafindan aktive edilen sinyal yolaklar
tizerindeki diizenleyici etkileri, IL-6’nin tek basina olusturdugu yanitla karsilagtirilarak

analiz edilebildi. Altinci saatin sonunda kuyulardaki besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 1X
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PBS ile yikandi. Her kuyuya RIPA lizis tamponu eklenerek hiicrelerin buz tizerinde 5 dakika
beklemesi saglandi. Hiicreler daha sonra uygun hiicre kaziyici ile nazik¢e kazinarak
Eppendorf tiiplerine aktarildi. Tiipler, buzla doldurulmus sonikasyon cihazinda 2 dakika
sonike edildi, ardindan 2 dakika buz iizerinde bekletildi; bu islem toplam 3 dongii olacak
sekilde tekrarlandi. Bu adimlarin buz iizerinde gergeklestirilmesi, proteaz aktivitesini
azaltarak proteinlerin bozulmasini 6nlemek, yapisal stabilitelerini korumak ve sonikasyon
sirasinda olusabilecek 1s1y1 dengelemek amaciyla yapilmistir. Sonikasyonun ardindan
ornekler 13.500 rpm’de, 15 dakika, +4 °C’de santrifiij edildi. Santrifiij sonucunda alt kisimda
coken materyal atilirken, iistte kalan supernatan dikkatlice toplanarak temiz tiiplere aktarildi.
Bu siipernatan, proteinlerin biiyiik kismini igerdigi i¢in protein konsantrasyonu Bradford

yontemi ile belirlendi.

Tablo 3.10 Western Blot Sisteminde Kullanilan Kimyasal Listesi

Cozelti Hazirlama

Yigma (Ust) Jel 6 g Tris-base ile 0.4 g SDS yaklasik 80 mL deiyonize su iginde

Tamponu dagitilarak homojen hale getirildi. Ardindan ¢6zeltinin pH degeri
6,8 seviyesine getirildi ve toplam hacim 100 mL’ye ayarlandi.
Elde edilen tampon ¢6zelti +4 °C’de korunmak tizere kaldirildu.

RIPA Hiicre 10 mM Tris-HCI (pH 8.0), 140 mM NaCl, 1 mM EDTA, 1 mM

Lizis Tamponu

EGTA, %1 Triton X-100, %0.1 SDS ve %0.1 sodyum
deoksikolat yer aldi. Proteaz inhibitorii eklenip homojenligi
saglandiktan sonra tampon 15 mL’lik tiiplere dagitilarak saklama
icin —20 °C’ye kaldirildu.

Yigma 6 g Tris-base ile 0.4 g SDS, 80 mL saf su i¢inde ¢oziindiiriildii.
(Stacking) Jeli pH 6.8 olacak sekilde ayarlandiktan sonra hacim 100 mL olarak
Tamponu tamamlandi ve ¢ozelti +4 °C’de korunmak {izere kaldirildi.

10X  Yiiriitme Yiiriitme tamponunun stok ¢ozeltisi hazirlanirken 30.3 g Tris-
(Running) base ve 144.4 g glisin, 700 mL saf su i¢cinde tamamen ¢6ziilerek
Tamponu karigim hazirlandi.

Transfer Transfer islemleri i¢in gereken tamponu hazirlamak tizere 100
Tamponu mL 10X running tamponu, 200 mL metanol ile karistirildi.

Uzerine saf su eklenerek hacim 1 L’ye tamamland1 ve ¢ozeltiye
ek olarak 500 uL %10 SDS ilave edildi.

10X TBS (Tris
Buffered Saline)

TBS stok ¢ozeltisini elde etmek i¢in 24.22 g Tris-base ve 87.66
g NaCl, yaklasik 700 mL saf su i¢inde ¢oziindiiriildii. pH degeri
7.5’e getirildikten sonra toplam hacim 1 L olacak sekilde
tamamlandi ve ¢Ozeltinin stabil kalmasi igin +4 °C’de saklandi.
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3.3.1.3 Bradford Yontemi ile Proteinlerin Miktarinin Belirlenmesi

Orneklerdeki toplam protein miktarmin belirlenmesi amaciyla Bradford kolorimetrik
yontemi uygulandi. Bu yontemde, proteinlerin asidik ortamda Coomassie Brilliant Blue G-
250 boyastyla etkileserek mavi renk olusturmasi esas alindi ve ortaya ¢ikan renk yogunlugu

protein derisimi ile iliskilendirildi.

Analize baslanmadan Once, hesaplamalarin giivenilir bir sekilde yapilabilmesi i¢in 100—
1000 pg/mL araliginda hazirlanan BSA standart ¢ozeltileri kullanilarak bir kalibrasyon
egrisi olusturuldu. Bu standartlar ve kor olarak kullanilan saf sudan 5 pL’lik hacimler, her
biri li¢ tekrarli olacak sekilde 96 kuyucuklu mikroplakaya dagitildi. Plakadaki tiim
kuyucuklara 250 pL Bradford reaktifi ilave edilmesinin ardindan, reaksiyonun
gerceklesmesi i¢in plakalar 10 dakika boyunca karanlik kosullarda bekletildi. Bu inkiibasyon
stiresi, boya ile protein arasindaki baglanmanin tamamlanmasi ve renk degisiminin stabil
hale gelmesi acisindan 6nem tasidi. Siire dolduktan sonra, kuyucuklara ait absorbans
degerleri 595 nm dalga boyunda 6lgiildii. Plakadaki tiim kuyucuklara 250 pL. Bradford
reaktifi ilave edilmesinin ardindan, reaksiyonun gerceklesmesi i¢in plakalar 10 dakika
boyunca karanlik kosullarda bekletildi. Bu inkiibasyon siiresi, boya ile protein arasindaki
baglanmanin tamamlanmasi ve renk degisiminin stabil hale gelmesi agisindan 6nem tasidi.
Siire dolduktan sonra, kuyucuklara ait absorbans degerleri 595 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
Standart ¢ozeltilerden elde edilen absorbans sonuglari protein derisimleri ile karsilastirilarak
kalibrasyon egrisi olusturuldu (Sekil 3.8). Bu egri, deney numunelerine ait absorbans
Olctimlerinin protein miktarina doniistiiriilmesinde temel referans olarak kullanildi. Boylece
orneklerdeki protein konsantrasyonlart hem dogru hem de tekrarlanabilir bir sekilde nicel

olarak hesapland.
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Sekil 3.2: Bradford egrisi ve formiilii

3.3.1.4 SDS-PAGE Yontemi

Hiicre ekstraktlarindan elde edilen proteinler, molekiiler agirliklarina gore ayirmak amaciyla
Sodyum Dodesil Siilfat—Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi ile incelendi.
SDS ile kaplanan proteinlerin, jel icerisinde yalnizca molekiiler boyutlarina bagli olarak
ayrigmasi prensibiyle; proteinler molekiiler agirliklarina gore analiz edilme imkani saglandi.
Caligmada yer alan tiim cam malzemeler ve ekipmanlar, protein kontaminasyonunu énlemek
amaciyla once deiyonize su ile yikandi, ardindan %70 etanol ile dezenfekte edildi. Cam
levhalar kurutulduktan sonra jel dokme aparatina diizgiin bir bigimde yerlestirilerek dokiim
icin hazir héle getirildi. Hazirlik sirasinda, jel kalitesini olumsuz etkileyebilecek hava

kabarciklarin olugsmamasi ve yiizeylerin temiz kalmasi i¢in 6zel dnlemler alindi.

SDS-PAGE uygulamasinda iki katmanli bir jel sistemi tercih edildi. Ayirma jelinin %10,
yigma jelinin ise %4 akrilamid oranina sahip olacak sekilde kesintili jel olusturuldu.
Oncelikle, %10’luk ayirma jeli bilesenleri cam levhalar arasma aktarilirken yiizeyde bosluk
birakilmamasina dikkat edildi ve iist kisminda y1gma jelinin yerlestirilmesi i¢in yaklagik 2—
3 cm’lik alan bos birakildi. Jel ylizeyinin diizgiin bir sekilde polimerize olabilmesi i¢in
tizerine dikkatlice izopropanol eklendi; bu islem jelin oksijenle temasini azaltarak

polimerizasyonun etkin sekilde tamamlanmasini sagladi.
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Ayirma jelinin polimerizasyon siiresi yaklasik 30 dakika siirdii. Siire bitiminde, iistteki
izopropanol tamamen uzaklastirildi ve jel yiizeyi kurutma kagidiyla temizlenerek alkol
kalintisindan arindirildi. Bu adim, yigma jelinin homojen sekilde baglanabilmesi igin kritik
oneme sahipti. Hazirlik islemlerinin tamamlanmasinin ardindan, yigma jel dokiilerek

kuyucuklarin olusturulmasi saglandi ve elektroforez sistemi ¢alismaya hazir hale getirildi.

Deneyde kullanilacak protein Ornekleri hazirlanirken, ilk olarak tiim tiipler arasindaki
protein miktarlarinin esitlenebilmesi i¢in bir referans deger belirlendi. Bu amagla, protein
icerigi en diisiik olan 6rnek baslangi¢ noktast olarak kabul edildi ve diger tiim 6rneklerin
miktarlar1 bu degere gore yeniden hesaplanarak standart hale getirildi. Boylece jel iizerinde

her 6rnegin esdeger protein yiikiiyle ilerlemesi saglandi.

Her 6rnege, elektroforez oncesinde gerekli renk ve yogunluk takibini miimkiin kilmak i¢in
5 uL yilikleme boyasi ilave edildi. Kullanilan ylikleme boyasi, ticari olarak temin edilen 4X
Laemmli 6rnek tamponu (90 pL) ile B-merkaptoetanol (10 pL) bir araya getirilerek
hazirlandi. Bu karisim, proteinlerin indirgenmesini ve elektroforez sirasinda diizgiin hareket
etmelerini saglayan standart bir tampon niteligi tagir. Hazirlanan boya eklendikten sonra, her
bir 6rnegin toplam hacmi yigma jel tamponu kullanilarak 25 pL’ye tamamlandi, boylece
tiim orneklerin jel kuyularina esit hacimde uygulanmasi miimkiin hale getirildi. Proteinlerin
tamamen denatiire olabilmesi i¢in 6rnekler, kapaklar1 kapatilmis sekilde 95°C’de 5 dakika
boyunca 1s1tildi. Bu islem sirasinda proteinlerin {i¢ boyutlu yapilar: bozularak dogrusal hale

gelmeleri ve elektroforezde yalnizca molekiiler agirliklarina gore ayrilmalart saglandi.

Jel yiikleme asamasinda, ilk kuyucuk molekiiler agirlik belirleme amaciyla 5 pL
PageRuler™ Prestained Protein Ladder (Thermo) ile dolduruldu. Bu belirteg, jel yiiriitme
siirecinde bantlarin hangi kiitle araliginda oldugunu takip etmek icin referans gorevi gordii.
Kalan kuyulara ise her biri 6nceden standart hale getirilmis 25 pL protein 6rnegi dikkatlice
uygulandi. Tiim yiikleme islemleri tamamlandiktan sonra jel elektroforez cihazina
yerlestirildi ve yiiriitme tamponu ile doldurularak ¢alistirildi. Jel, diisiitk miliamperde olacak
sekilde ayarlanan sistemde 80 V gerilim altinda yaklasik 3.5—4 saat boyunca ¢alistirildi. Bu
siire boyunca proteinler, yigma jelinden ayrilma jelinin igerisine dogru ilerleyerek molekiiler

biiyiikliiklerine gore ayrist1 ve analiz i¢in gerekli bant yapilari ortaya ¢ikti.
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3.3.1.5 Proteinlerin SDS-PAGE Jelinden PVDF Western Blot Membranina Transferi
SDS-PAGE’de ayristirilan proteinler, daha sonra analiz edilebilmesi i¢in Bio-Rad Trans-
Blot cihaz1 kullanilarak PVDF membran lizerine aktarildi. Jel elektroforezden cikarildiktan
sonra, transfer asamasina gegmeden dnce yapisal uyumun saglanmasi amaciyla kisa bir siire
sogutulmus transfer tamponu icerisinde bekletildi. Boylece jel hem 1s1l dengeye getirildi hem
de tamponla tam temas etmesi saglandi. Bu islemden sonra jel kalipta bulunan cam plakalar
yavasca ayrildi ve tistte yer alan stacking boliimii kesilerek uzaklastirildi. Transfer sisteminin
diger bilesenleri de ayni1 anda hazirlanarak, 3 MM filtre kagitlarinin ve siinger pedlerin

transfer tamponu ile tamamen 1slanmalar1 saglandi.

Kullanilacak PVDF membran transfer dncesi aktive edilmek zorunda oldugundan, membran
8 x 6 cm boyutlarinda kesildi ve aktif yilizeyi asag1 bakacak sekilde yaklasik 2 dakika
metanolde tutuldu. Metanolde tamamen islandiktan sonra membran soguk transfer
tamponuna alinarak kisa bir siire burada da bekletildi. Transfer kasetinin hazirlanmasinda,
klasik sandvi¢ diizeni takip edildi. Kasetin negatif kutup yoniine denk gelen kismindan
baslanarak sirasiyla slinger — ii¢ kat filtre kdgidi — jel - PVDF membran — {i¢ kat filtre kagidi
— stinger dizilimi olusturuldu. Katmanlar {ist tiste yerlestirilirken aktarimi engelleyebilecek
hava bosluklari, kaset silindiri kullanilarak tamamen uzaklastirildi. Bu adim transfer kalitesi

icin kritik oldugundan dikkatli bicimde uygulanda.

Kaset kapatildiktan sonra dogrultu kontrol edilerek sistem transfer tankina yerlestirildi;
membranin proteini ¢cekebilmesi icin pozitif kutba bakmasi saglandi. Tank soguk transfer
tamponu ile doldurulduktan sonra cihaz ¢alistirildi. Transfer siireci, protein kaybini en aza
indirmek amaciyla diisiik akimda (35 mA) ve +4 °C’de gece boyunca siirdiiriildii. Bu

kosullar, bantlarin PVDF yiizeyine diizgiin ve keskin sekilde aktarilmasini kolaylastirdi.

3.3.1.6 Proteinlerin Antikorlarla Etkilesiminin Immiinoblot Teknigi ile Tespiti

Proteinlerin PVDF membrana aktarilmasinin ardindan, membran {izerinde meydana
gelebilecek spesifik olmayan baglanmalarin engellenmesi amaciyla bloklama asamasina
gecildi. Transfer islemi bitmis membran, aktif yiizeyi liste gelecek bicimde temiz bir kaba
yerlestirildi ve iizerine 20 mL bloklama tamponu eklendi. Bu adim boyunca membran oda
sicakliginda ¢alisan yatay calkalayici lizerinde yaklasik 1,5 saat boyunca nazik¢e hareket
ettirilerek inkiibe edildi. Boylece membran yiizeyi tamamen bloklanarak arka plan sinyali

azaltildi. Bloklamanin tamamlanmasindan sonra membran, 1X TBST ile ii¢ defa yikanarak
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fazla tampon uzaklastirildi. Her yikama yaklasik 5 dakika siirdiiriilerek yatay calkalayicida
gerceklestirildi. ADAMTS-14 ve B-aktin bantlarinin ayr1 ayr1 incelenebilmesi icin membran,
bant bolgelerine gore dikkatlice kesilerek iki parcaya ayrildi. Boylece her bir membran

parcasi kendi primer antikoru ile islenebildi.

Primer inkiibasyonu sirasinda, ADAMTS-14 proteininin tespiti i¢in 1/400 oraninda
seyreltilmis ADAMTS-14 primer antikoru; yiikleme kontrolii olan B-aktin i¢in ise 1/5000
oraninda seyreltilmis B-aktin primer antikoru kullanildi. Membran parcalar1 bu antikor
cozeltilerinin i¢ine tamamen daldirilarak 4 °C’de gece boyunca, doner ¢alkalayici iizerinde
stirekli hareket ettirilerek inkiibasyona birakildi. Bu uzun inkiibasyon siiresi antikorlarin

hedef proteinlere yliksek 6zgiilliikle baglanmasini sagladi.

Ertesi giin primerlerin ortamdan tamamen uzaklastirilmasi amaciyla membranlar yeniden
1X TBST ile li¢ defa, her biri 5 dakika olacak sekilde yikandi. Ardindan sekonder antikor
inkiibasyonuna gecildi. B-aktin i¢in 1/10.000 oraninda seyreltilmis mouse sekonder antikoru;
ADAMTS-14 icin ise 1/10.000 oraninda seyreltilmis rabbit sekonder antikoru hazirlandi.
Membran bdliimleri bu ¢ozeltilere alinarak oda sicakliginda 1 saat siireyle donen

calkalayicida inkiibe edildi.

3.3.1.7 Goriintiilleme ve Analiz

Inkiibasyonun tamamlanmasimni takiben membranlar, serbest halde kalan sekonder
antikorlar1 uzaklastirmak icin TBST ile {i¢ kez, 5’er dakika boyunca yikandi. Bu islemlerin
ardindan membranlar goriintiileme asamasina hazir hale getirildi ve ADAMTS-14 ile B-aktin
bantlar1 uygun sistemle tespit edildi. Antikor inkiibasyon adimlarinin tamamlanmasindan
sonra proteinlerin goriintiilenmesi i¢in membrana Pierce™ ECL kemiliiminesans substrati
uygulandi. Sekonder antikora bagli HRP (Horseradish Peroxidase) enziminin substrati
aktive etmesi sonucu membran {izerinde 1s1k olustu ve bu 151k ADAMTS-14 ile B-aktin
bantlarinin belirginlesmesini sagladi. Olugan kemiliiminesans sinyalleri, yliksek duyarliliga
sahip Fusion FX goriintiileme sistemi tarafindan yakalanarak farkli pozlama ayarlarinda
dijital olarak kaydedildi. Boylece hem gii¢lii hem zayif bantlarin okunabilir oldugu net
goriintiiler elde edildi. Kaydedilen goriintiiler analiz i¢in Imagel] yazilimina aktarildi.
Programin yogunluk 6l¢lim araglari kullanilarak bantlarin piksel degerleri hesaplandi ve arka
plan diizeltmesi yapildi. ADAMTS-14 seviyeleri, 6rnek yiikleme farkliliklarin1 ortadan

kaldirmak amaciyla B-aktin bantlar1 iizerinden normalize edildi. Son asamada, normalize
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edilmis ADAMTS-14/B-aktin oranlar1 GraphPad Prism yazilimina aktarilarak grafikler

olusturuldu ve 6rnekler arasindaki ifade diizeyleri gorsel olarak karsilagtirildi.

3.3.2 Immiinofloresan Yontemi

Immiinofloresan metodu kullanilarak, SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde ADAMTS-14
proteininin hiicre i¢i dagilimi ve degisen g¢evresel kosullara verdigi yanit degerlendirildi.
Calismada, hiicrelerin IL-6 ile uyarilmasi ve belirli bir siire hipoksik kosullara maruz
birakilmasiyla ADAMTS-14 ekspresyonunun nasil etkilendigi arastirildi. Bu yontem,
floresan isaretli antikorlarin yalnizca hedef antijenle etkilesime girmesi prensibi {izerine
kurulu oldugundan, proteinlerin hem hiicre i¢indeki lokalizasyonu hem de ifade diizeyleri

mikroskobik olarak ayrintili bigimde goriintiilenebildi.

Deneylere gecilmeden once kiiltiirde ¢ogaltilmis SW480 hiicreleri sayilarak, tabaninda steril
yuvarlak lamel bulunan 24 kuyucuklu plakalara her kuyucuga 5x10* hiicre gelecek sekilde
dagitildi. Adezyonun saglanabilmesi amaciyla plakalar 37 °C, %5 CO: igeren inkiibatorde
bir gece siireyle bekletildi. ADAMTS-14 yanitin1 ortaya koymak amactyla bazi kuyulara 300
uL IL-6 (20 ng/mL) ilave edildi; ayr1 bir deney grubunda ise hiicreler kimyasal indiiklenmis
hipoksi kosullari olusturuldu. Uygulamalar toplam 48 saat siirdiiriildii ve hiicrelerin verilen
uyarani siirdiirebilmesi i¢in 24. saatte 300 pL taze medyum degisimi yapildi. inkiibasyon
sonunda medyum uzaklastirildi ve hiicreler iki kez 1x PBS (300 pL/kuyu) ile yikandi.
Hiicresel yapilarin korunmasi ve antikor baglanma bdlgelerinin sabitlenmesi i¢in, her
kuyucuga 250 puL %4 paraformaldehit eklenerek hiicreler 15 dakika fiksasyonda tutuldu.

Daha sonra paraformaldehit kaldirilarak hiicreler yeniden PBS ile yikand.

Antikorlarin  hiicre i¢i yapilara erigsebilmeleri icin membranin kontrollii sekilde
gecirgenlestirilmesi gerektiginden, kuyulara 250 pL %0.25 Triton X-100 iceren PBS eklendi
ve hiicreler 10 dakika permeabilizasyona birakildi. Bu igslem, antikorlarin hem sitoplazmik
hem de ¢ekirdek icindeki hedeflere ulagsmasini sagladi. Permeabilizasyonu takiben 6zgiil
olmayan baglanmalar1 azaltmak icin her kuyucuga 250 pL %1 BSA iceren PBS eklendi ve
90 dakika boyunca bloklama gerceklestirildi. Daha sonra ADAMTS-14 proteinine karsi
gelistirilmis primer antikor, %1 BSA igeren PBS i¢inde 1:300 oraninda seyreltilerek 250 uLL
hacminde kuyulara eklendi ve antikor-antijen etkilesiminin optimal diizeye ulagmasi

amaciyla plakalar 4 °C’de bir gece inkiibasyonda tutuldu.
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Ertesi giin primer antikor ¢ozeltileri uzaklastirildi ve hiicreler 300 uL. PBS ile ii¢ kez yikandi.
Bundan sonraki adimlar floresan isaretli molekiillerin 1518a duyarliligi nedeniyle tamamen
karanlik ortamda yiiriitiildii. Primer antikoru taniyan Alexa Fluor 488 konjugeli ikincil
antikor, %1 BSA’l1 PBS icinde 1:400 oraninda seyreltilerek 150 pL hacminde hiicrelere
uyguland1 ve 45 dakika inkiibe edildi. ikincil antikor uzaklastirildiktan sonra hiicreler 300
uL PBS ile ii¢ kez yikandi. Cekirdeklerin goriintiilenebilmesi i¢in DNA’ya baglanan DAPI
(1 pg/mL; 150 uL/kuyu) eklendi ve 10 dakika inkiibasyonda birakildi. Ardindan hiicreler
dort kez 1x PBS (300 uL/kuyu) ile yikandi.

Gorilintiileme asamasindan dnce lameller dikkatlice ¢ikarilarak lam iizerine %90 gliserolden
20-30 pL damlatildi ve lamel gliserol {izerine kapatildi. Kenarlar sabitlenerek preparatlar
karanlik ortamda bir gece boyunca dinlendirildi. Hazirlanan 6rnekler floresan mikroskobu
ile incelendi. ADAMTS-14'e ait floresan sinyalleri kaydedildi ve goriintiiler ImagelJ yazilimi
kullanilarak CTCF yontemi ile kantitatif olarak analiz edildi. Boylece IL-6 uyarisinin ve

hipoksinin ADAMTS-14 diizeyleri iizerindeki etkileri karsilastirmali sekilde ortaya kondu.
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4. BULGULAR
4.1 ADAMTS-14 Promotor Parcalarinin SW480 Hiicrelerine Gecici Transfeksiyonu
ve Bazal Aktivitenin Belirlenmesi

Bu ¢alismada ADAMTS-14 genine ait 720 bp, 470 bp ve 390 bp uzunlugundaki promotdr
fragmanlarinin transkripsiyonel aktivitesi degerlendirilmistir. S6z konusu DNA pargalari,
daha once gerceklestirilen klonlama ¢aligmalar1 sonucunda elde edilen konstriiksiyonlardan
yararlanilarak SW480 hiicrelerine aktarilmistir. Promotor yapilarinin hiicrelere iletilmesi,
tezde ayrintilar1 verilen kalsiyum—fosfat temelli gegici transfeksiyon protokolii
dogrultusunda yiiriitiilmiistiir. Bu yontemin uygulama adimlari, “Kalsiyum-Fosfat Yontemi
ile Gegici Transfeksiyon” bashikli 3.2.2.2 numarali boliimde ayrintili bigimde agiklanan
prensiplere dayanmaktadir. Hiicrelerin uygun yogunluga ulagsmasinin ardindan DNA-CaCl.-
HEPES kompleksinin  hazirlanmast ve hiicrelere eklenmesi ile transfeksiyon
gerceklestirilmis; SW480 hiicreleri 24., 48. ve 72. saatlerde hem bazal kosullarda hem de
IL-6 ile uyarilmis durumda degerlendirilmistir. Zaman noktalara ulasildiginda kiiltiir
ortamindan alinan medyum Orneklerinin liisiferaz ve SEAP analizi ise yine tezde “Liisiferaz
Aktivitesinin ve SEAP Aktivitesinin Ol¢iimii” bashig1 altinda verilen 3.2.2.3 numarali

boliimde tanimlanan yontem izlenerek yapilmaistir.
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Sekil 4.1: 48 saatlik ve 72 saatlik Pmetluc kontrol ve Pmetluc reporter karsilastirmasi
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Hiicrelere transfekte edilen Pmetluc kontrol plazmidi yiiksek promoter aktivitesi gosterirken,
Pmetluc reporter yapisinda luciferaz sinyali belirgin sekilde dugiiktiir. 48. saatte reporter
grubunda gozlenen diisiik aktivite, ilgili promoter bolgesinin bazal kosullarda zayif

calistigini gostermektedir.

72.saat verileri, kontrol grubundaki luciferaz sinyalinin korunmasina ragmen reporter
grubunda aktivitenin neredeyse tamamen kayboldugunu gostermektedir. Bu durum, reporter
yapisinin zamanla susturuldugunu ve promotorun uzun siireli kiiltiirde minimal aktivite

gosterdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.2: ADAMTS-14 fragmanlarinin (720 bp, 470 bp, 390 bp) 24 saat ve 48 saat bazal
aktivite karsilastirmasi

Ug fragmanin tiimiinde zaman bagimli bir artis gdzlenmistir. 720 ve 470 bp fragmanlari 48.
saatte belirgin derecede yiikselmis olup, 470 bp bolgesi en yiiksek aktivite artigini
gostermistir. Bu durum, ADAMTS-14 geninin belirli diizenleyici bolgelerinin zamanla daha

giiclii sekilde transkripsiyonel olarak aktive oldugunu diislindiirmektedir.
Analiz sonuglari, ADAMTS-14 promotor fragmanlarinin zaman bagimli olarak artan bir

transkripsiyonel aktivite gosterdigini ortaya koymustur. Ozellikle 720 bp ve 470 bp

fragmanlarinin 48. saatte en yliksek seviyelerine ulastigi, 24. saat ile karsilastirildiginda bu
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iki fragmanda sirasiyla yaklasik 6—7 kat ve 12 kata ulagan bir artis meydana geldigi
belirlenmistir. 390 bp fragmani daha diisiik aktivite diizeyine sahip olmakla birlikte zaman
ilerledikce artis gosteren bir profil izlemektedir. Bu farkli yanitlar, promotoriin ¢esitli
bolgelerinde yer alan diizenleyici elementlerin transkripsiyonel kontrolii farkli giiclerde

etkiledigine isaret etmektedir.

4.2 IL-6 Sitokinin ADAMTS-14 Geninin Promotor Parcalarinin Transkripsiyonel
Aktivitesinin Belirlenmesi

Bu c¢alismada IL-6 uygulamasi, 3.2.2.2 numarali boliimde aktarilan transfeksiyon protokolii
izlenerek ylriitiilmistiir. Transfeksiyon islemi tamamlandiktan sonra SW480 hiicreleri 96
kuyucuklu plakalara yeniden dagitilmis ve hiicrelerin kiiltiir ylizeyine yerlesebilmesi i¢in 48
saat boyunca standart etiiv kosullarinda tutulmustur. Bu siirenin ardindan, sitokine verilecek
yanitin serumdan etkilenmemesi amaciyla kiiltiir ortam1 %0,1 BSA igeren DMEM ile
degistirilmis ve hiicreler bir saat silireyle bu ortamda bekletilmistir. Hazirlik asamasi
tamamlandiktan sonra kuyucuklara son konsantrasyonu 20 ng/mL olacak sekilde IL-6
eklenmis; sitokinin hedef promotor bolgeleri tizerindeki erken donem diizenleyici etkisinin
olusabilmesi i¢in hiicreler alt1 saat boyunca bu kosullarda birakilmistir. Siire¢ sonunda kiiltiir
ortami dikkatlice toplanmis, -20 °C’de saklanmis ve liisiferaz ile SEAP aktivitelerinin
Olclimii i¢in kullanilmak {izere hazir hale getirilmistir. Bu sekilde IL-6’nin ADAMTS-14
promotdr fragmanlart lizerindeki transkripsiyonel etkilerini incelemeye yonelik deneysel

asamalar eksiksiz olarak tamamlanmistir.
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Sekil 4.3: 24 saat IL-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat PD169 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi lizerindeki etkisi
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Sekil 4.4: 48 saat [L-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat PD169 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi lizerindeki etkisi

ADAMTS-14 promotoriine ait farkli uzunluktaki {i¢c fragmanin, IL-6 uyaris1 altinda PD169
inhibitoriine verdigi yanit zaman agisindan incelendiginde bolgeler arasinda belirgin bir
farklilik saptanmistir. 720 bp’lik fragmanda IL-6’nin olusturdugu aktivasyon, hem 24 saat
hem de 48 saatlik kosullarda PD169 uygulanmasina ragmen anlamli bir azalma gostermemis
ve her iki siirede de iki grubun degerleri birbirine yakin seyretmistir. Buna karsilik 470 bp
fragmenti, her iki zaman noktasinda da IL-6 ile en yiiksek diizeyde aktivasyon sergileyen
bolge olmasina ragmen, PD169 uygulandiginda aktivitenin neredeyse tamamen baskilandigi
goriilmiistiir. En kisa fragman olan 390 bp bolgesinde ise IL-6"nin 24 saatlik uygulamada
belirgin bir artis olusturdugu, ancak 48 saatte bu etkinin belirgin sekilde zayifladig1 dikkat
cekmistir. Bu fragmanda PD169’un uygulanmasi, her iki zaman noktasinda da IL-6 grubuna
kiyasla daha diisiik aktivite ile sonuglanmistir. Bu bulgular, ADAMTS-14 promotoriiniin IL-
6 tarafindan aktive edilme bi¢iminin fragman uzunluguna bagl olarak degistigini ve PD169
inhibitoriiniin bu aktiviteyi zaman ve bolgeye 6zgili sekilde modiile ettigini ortaya

koymaktadir.
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Sekil 4.5: 24 saat [L-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat PD98059 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi tizerindeki etkisi
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Sekil 4.6: 48 saat [L-6 uyarisi sonrasinda 6 saat PD98059 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi iizerindeki etkisi
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PD98059’un ADAMTS-14 promotdr aktivitesi tizerindeki etkisi hem 24 hem de 48 saatlik
IL-6 uyarimi sonrasinda degerlendirildiginde, inhibitdriin ii¢ promotor fragmaninda da giiclii
ve belirgin bir baskilama olusturdugu goriilmiistiir. 720 bp uzunlugundaki fragmanda IL-6
her iki zaman noktasinda benzer diizeylerde aktivasyon saglamis olsa da PD98059
uygulandiginda bu aktivite tamamen ortadan kalkmustir. IL-6’ya en yliksek yanit1 veren 470
bp fragmani, hem 24 saat hem de 48 saatlik kosullarda yiiksek aktivite gostermis; ancak
PD98059 eklendiginde aktivite diizeyi her iki siirede de neredeyse sifir seviyesine
gerilemistir. En kisa bolge olan 390 bp fragmaninda IL-6 ile olusan aktivasyon her iki zaman
noktasinda da tutarli sekilde gozlemlenmis, fakat PD98059 uygulamasi bu aktiviteyi
tamamen baskilamigtir. Bulgular genel olarak degerlendirildiginde, PD98059un IL-6
tarafindan uyarilan promotor aktivitesini tiim fragmanlarda giiclii bicimde inhibe ettigi ve

bu etkinin zaman bagimli degisiklik géstermedigi anlagilmaktadir.
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Sekil 4.7: 24 saat IL-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat SP600125 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi iizerindeki etkisi
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Sekil 4.8: 48 saat [L-6 uyarisi sonrasinda 6 saat SP600125 uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi lizerindeki etkisi

IL-6 ile uyarilan ADAMTS-14 promotdr fragmanlarmin SP600125 inhibitoriine verdigi
yanit incelendiginde, her iki zaman noktasinda da fragmanlar genel olarak benzer bir
baskilanma egilimi gostermistir. 720 bp’lik fragmanda IL-6’nin olusturdugu aktivasyon hem
24 hem 48 saatlik degerlendirmelerde yaklasik ayni seviyelerde kalmis; ancak SP600125
uygulanmasiyla bu aktivasyon tamamen ortadan kalkmistir. IL-6’ya en yiiksek cevab1 veren
470 bp bolgesinde, hem 24 saat hem de 48 saat sonunda belirgin bir aktivite artis1 izlenmis,
fakat inhibitér uygulandiginda her iki siirede de bu aktivite sifira yakin degerlere
gerilemistir. En kisa bolge olan 390 bp fragmentinde IL-6 ile benzer giigte bir aktivasyon
elde edilmis; ancak SP600125 varliginda bu yanit her iki zaman noktasinda da diisiik
seviyelere inmistir. Elde edilen veriler, ADAMTS-14 promotdriine ait ii¢ fragmanin da IL-
6 ile aktive edildigini, ancak SP600125 inhibitdriiniin bu aktivasyonu siire bagimsiz sekilde

giiclii bicimde bastirdigin1 géstermektedir.
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Sekil 4.9: 24 saat IL-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat NF-kB uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi tizerindeki etkisi
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Sekil 4.10: 48 saat IL-6 uyaris1 sonrasinda 6 saat NF-kB uygulamasinin ADAMTS-14
promotor aktivitesi iizerindeki etkisi
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IL-6’ya verilen promotor yanitinin NF-kB inhibitoriiyle nasil degistigi degerlendirildiginde,
tic farkli ADAMTS-14 promotor fragmaninin hem 24 saatlik hem de 48 saatlik
uygulamalarda benzer bir inhibisyon egilimi gosterdigi saptanmistir. 720 bp uzunlugundaki
bolge, IL-6 uygulamas: sonrast her iki zaman noktasinda da yaklasik ayni diizeyde
aktivasyon gostermistir; ancak NF-kB inhibitorii eklendiginde bu aktivasyon her iki stirede
de neredeyse tamamen ortadan kalkmistir. IL-6’ya en yiiksek yaniti veren 470 bp
fragmentinde, IL-6 ile Ol¢iilen giiglii aktivite artist hem 24 hem 48 saatte tekrar goriilmiis;
fakat inhibitdér uygulanmasiyla bu aktivite her iki kosulda da sifira yakin degerlere
gerilemistir. 390 bp fragmenti, IL-6 uygulamasiyla 24 ve 48 saatlik degerlendirmelerde
benzer seviyelerde aktivite iliretmis; ancak NF-kB inhibitorii varliginda dlgiilen degerlerin
her iki siirede de belirgin bigimde diistiigii goriilmiistiir. Elde edilen bu sonuglar, ADAMTS-
14 promotdr fragmanlarinin tamaminda IL-6 ile olusan transkripsiyonel aktivitenin NF-xB
yolunun engellenmesiyle belirgin sekilde baskilandigini ve bu baskilanmanin siireye bagl

bir degisiklik gdstermedigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.11: 24 saat [L-6 uyarisi sonrasinda 6 saat Worthmannin uygulamasinin ADAMTS-
14 promotor aktivitesi iizerindeki etkisi
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Sekil 4.12: 48 saat [L-6 uyarisi sonrasinda 6 saat Wort uygulamasinin
ADAMTS-14 promotor aktivitesi iizerindeki etkisi

IL-6 ile uyarilan ADAMTS-14 promotor fragmanlarinin Wortmannin inhibitoriine verdigi
yanit degerlendirildiginde, ii¢ fragmanda da belirgin ve siireyle degismeyen bir baskilama
egilimi ortaya ¢ikmistir. 720 bp uzunlugundaki promotor bolgesi IL-6 uygulamasiyla hem
24 hem 48 saatlik kosullarda benzer aktivasyon diizeylerine ulasmis olsa da Wortmannin
eklenmesi bu aktivasyonu her iki siirede de tamamen ortadan kaldirmistir. IL-6’ya en ytiksek
diizeyde yanit veren 470 bp fragmaninda, IL-6 ile elde edilen gii¢lii aktivasyon her iki zaman
noktasinda tekrarlanmis; ancak inhibitor uygulandiginda aktivite diizeyi 24 saat ve 48 saatlik
analizlerde belirgin sekilde diismiis ve sifira yakin degerler elde edilmistir. En kisa bdlge
olan 390 bp fragmentinde IL-6’nin olusturdugu aktivasyon hem 24 hem 48 saatlik
uygulamalarda yaklasik ayni seviyelerde gozlenmis, fakat Wortmannin varliginda bu
aktivasyon her iki siirede de tamamen kaybolmustur. Elde edilen bu sonuglar,
Wortmannin’in ADAMTS-14 promotdr aktivitesini fragman uzunlugundan ve uygulama

stiresinden bagimsiz olarak giiclii sekilde baskiladigini gostermektedir.
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4.3 ADAMTS-14 ifadesinin Belirlenmesi
4.3.1 IL-6 Sitokinin ADAMTS-14 Geninin mRNA Seviyesine Etkisinin qRT-PCR ile
Belirlenmesi

Bu calismada SW480 hiicrelerinde ADAMTS-14 ve iliskili genlerin transkripsiyonel
diizenlenmesini ortaya koymak amaciyla RNA’ya dayali analizler uygulanmistir. Caligmada
izlenen tiim deneysel asamalar, yontemler kisminda ayrintilari verilen protokoller
dogrultusunda yiiriitiilmiistiir. ik asamada hiicreler kiiltiir yiizeyinden tripsinizasyon
yontemiyle uzaklastirilmig, ardindan santrifiijle yogunlastirilan hiicrelerden GeneJET RNA
Purification Kit kullamlarak toplam RNA elde edilmistir. izolasyon sonrasinda RNA

ornekleri, bozulmay1 engellemek amaciyla -80 °C’de depolanmustir.

Izole edilen RNA’larin 8lgiimleri, 3.2.6.2 béliimiinde aciklanan degerlendirme adimlarina
uygun sekilde gerceklestirilmistir. Multiskan Go pDrop platformunda yapilan absorbans
Olctimleriyle orneklerin derisimleri belirlenmis, A260/A280 oranlarinin kabul edilebilir
araliklarda oldugu goriilerek saflik kriterleri dogrulanmistir. Baz1 6rneklerde A260/A230
oranlarinin da kontrol edilmesi, izolasyonun kimyasal kalintilardan arindirilmis oldugunu

teyit eden ek bir kalite gostergesi saglamistir.

RNA oOrnekleri daha sonra 3.2.6.3’te tanimlanan prosediir izlenerek cDNA’ya
dontistiiriilmiistiir. Reaksiyon karistminda oligo dT primerleri, revers transkriptaz enzimi,
dNTP’ler ve RNaz inhibitorii igeren bir bilesim kullanilmistir. Kisa siireli 6n 1sitma basamagi
primerlerin sablona baglanmasini kolaylastirmis; ardindan belirlenen sicaklik programi
uygulanarak ters transkripsiyon tamamlanmigstir. Elde edilen cDNA 6rnekleri, daha sonraki

analizlerde kullanilmak iizere -20 °C’de saklanmistir.

Sentezlenen cDNA’larin uygunlugunu dogrulamak amaciyla 3.2.6.4’te agiklanan kalite
kontrol PCR asamas1 uygulanmistir. Beta-2-mikroglobulin genine ait primerlerle yliriitiilen
amplifikasyon sonucunda beklenen biiyiikliikkte bantlarin elde edilmesi hem RNA
izolasyonunun hem de cDNA sentezinin basarili oldugunu ortaya koymustur. Bu dogrulama
adimi, Real-Time PCR calismalarina gegcmeden once drneklerin kullanilabilirligini garanti

altina almak adina kritik bir agamadir.

Son agsamada cDNA ornekleri, 3.2.6.5’te belirtilen kosullar dogrultusunda Real-Time PCR

analizlerinde kullanilmistir. SYBR Green igeren reaksiyon karisimlart hazirlanmis, her
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ornek ¢ teknik tekrar halinde calisilmis ve erime egrisi analizleri ile amplifikasyonlarin
ozgulligl kontrol edilmistir. Ct degerleri belirlendikten sonra ADAMTS-14 ve HIF-1a
genlerinin ekspresyon seviyeleri HB-2 referans geni kullanilarak normalize edilmistir. Elde
edilen goreli ekspresyon diizeyleri hesaplanmis ve sonuglar kontrol gruplariyla

karsilastirilarak grafiksel bigimde sunulmustur.

Uygulanan tiim RNA tabanli deneyler, yontemlerde tanimlanan adimlarin dikkatle takip
edilmesiyle gergeklestirilmis olup, calismanin gen ekspresyon profillerine iliskin

bulgularinin temelini olusturmustur.
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Sekil 4.13: IL-6’nin normoksik kosullarda ADAMTS-14 gen ekspresyonuna zaman
bagiml etkisi
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Sekil 4.14: Hipoksik kosullarda IL-6 uygulamasinin ADAMTS-14 gen ekspresyonuna
etkisi

SW480 hiicrelerinde IL-6 uygulamasinin ADAMTS-14 gen ekspresyonuna etkisi hem
normoksik hem de hipoksik kosullarda zaman serisi boyunca incelendiginde iki ortam
arasinda belirgin bir yanit farki ortaya ¢ikmigtir. Normoksik kiiltiirde IL-6’nin olusturdugu
transkripsiyonel yanit oldukca sinirli bir zaman araliginda yogunlasmis ve 6zellikle 6. saatte
belirgin bir yiikselme kaydedilmistir. Buna karsilik hipoksik sartlarda IL-6’ya verilen yanit
daha siiregen ve kademeli bir artis gdstermis; 1. ve 3. saatlerde baslayan ekspresyon ytikselisi
zamanla gii¢lenerek 24. saatte en yliksek seviyesine ulagmistir. Bu bulgular, ADAMTS-14
geninin [L-6’ya verdigi yanitin oksijen diizeyine duyarli oldugunu ve hipoksinin IL-6 aracili

ekspresyon artigini belirgin sekilde gii¢clendirdigini ortaya koymaktadir.
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Sekil 4.15: IL-6 ile uyarilan ADAMTS-14 gen ekspresyonuna yolak inhibitorlerinin etkisi

IL-6 uygulamasinin SW480 hiicrelerinde ADAMTS-14 geninin transkripsiyon diizeyini
yukselttigi belirlenmistir. Kontrolle karsilastirildiginda IL-6’ya maruz birakilan hiicrelerde
gen ifadesinde belirgin bir artis ortaya ¢ikmistir. Buna karsin SP600125, Wortmannin, MEK
ve NF-kB inhibitorlerinin eklenmesi, IL-6’nin olusturdugu bu artisi biiylik dl¢iide ortadan
kaldirmis ve ADAMTS-14 ekspresyonunun neredeyse tamamen bastirilmasina yol agmistir.
PD169 inhibitorii ise diger inhibitorler kadar giiclii bir baskilama saglamamis olsa da IL-6
kaynakl1 artis1 anlamli seviyede diisiirmiistiir. Bu bulgular, IL-6’nin ADAMTS-14 genini
etkin bicimde aktive ettigini, ancak bu aktivasyonun birden fazla sinyal yolunun is birligine
ithtiya¢ duydugunu gostermektedir.

4.4 ADAMTS-14 Protein Ekspresyonunun Western Blotting Yontemi Belirlenmesi
ADAMTS-14 proteininin IL-6 uyarist ile verdigi yanitin ve farkli hiicre i¢i sinyal yolak
inhibitdrlerinin bu yanit lizerindeki etkisinin belirlenmesi amaciyla Western blot analizleri
yapilmustir. Protein izolasyonundan bant yogunluklarinin dl¢lilmesine kadar tiim asamalar,
yontemler boliimiinde aciklanan 3.2.8.1-3.2.8.6 numarali islem basamaklarina dayanilarak

uygulanmistir.
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[lk olarak, IL-6 zaman serisi ve inhibitdr deney gruplarina ait SW480 hiicrelerinden protein
ekstraktlarinin hazirlanmasi gergeklestirilmistir. 3.2.8.1°de belirtilen yaklagim izlenerek
hiicreler uygun yogunlukta kiiltiire edilmis, inkiibasyon siireleri tamamlandiktan sonra RIPA
tamponu ile ¢éziimlenmis ve sonikasyon—santrifiij adimlariyla proteinler ayristirilmistir.
Elde edilen ham ekstraktlarda toplam protein miktari, 3.2.8.2°de anlatildig: sekilde Bradford
analizine tabi tutulmus ve esit protein yiiklemesini saglamak amaciyla tiim 6rneklerin

konsantrasyonlar1 bu sonuglara gére ayarlanmistir.

Proteinlerin jel ortaminda ayrilmasi ve membrana aktarilmas: siireci, 3.2.8.3 ve 3.2.8.4°te
tanimlanan SDS-PAGE ve PVDF transfer kosullari temel alinarak yiiriitilmiistir.
Ayristirilmis proteinlerin membran iizerine diizenli bicimde ge¢mesinin ardindan, membran
ylizeyindeki istenmeyen baglanmalar1 engellemek i¢in bloklama uygulanmis ve daha sonra
3.2.8.5’te anlatildig1 gibi ADAMTS-14 ve B-aktin hedeflerine 6zgii primer antikorlarla
inkiibasyon yapilmistir. Bunu sekonder antikor uygulamasi ve kemiliiminesans substrati ile
gorilintii alma adimlar1 izlemistir. Membrana yansiyan bantlarin yogunluklari, 3.2.8.6’da
aciklandig sekilde ImageJ yazilimi kullanilarak Sl¢tilmiistiir. ADAMTS-14¢ ait sinyaller,
yiikleme kontrolii olan B-aktin bantlarina normalize edilmis ve gruplar aras1 karsilagtirma bu
normalize degerler iizerinden yapilmistir. Elde edilen veriler GraphPad Prism programina
aktarilmis ve protein seviyelerindeki degisim gorsel grafiklere doniistiiriilerek

degerlendirilmistir.

Kontrol 1h 3h 6h 24h 48h

ADAMTS-14

“Nha-_‘w‘

BETA-ACTIN

Sekil 4.16: SW480 hiicrelerinde IL-6 Sitokinin ADAMTS-14 protein bantlar1
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ADAMTS-14 Kat Protein ifadesi
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Sekil 4.17: IL-6 uygulanan SW480 hiicre hattinda ADAMTS-14 protein ifadesinin zaman
bagimli etkisi

IL-6 uygulamasini takiben ADAMTS-14 protein diizeylerinde zamana bagli bir artis egilimi
ortaya ciktigi belirlenmistir. Ham blot goriintiilerinde kontrol grubunda oldukca diisiik
yogunluklu bir ADAMTS-14 band1 izlenirken, IL-6 ile muamele edilen hiicrelerde zaman
ilerledikge bantlarin giderek koyulastig1 goriilmiistiir. Ozellikle 1., 3. ve 6. saatlerde dnceki
basamaklara gore belirgin bir yogunluk artis1 kaydedilmis; 24. saatte bu artis daha da
belirginlesmis ve 48. saatte en yiiksek seviyesine ulagsmaistir.

IL-6 uygulanan SW480 hiicre hattinda ADAMTS-14 protein ifadesinin zaman bagimli etkisi
Bant yogunluklarinin B-aktin referansina gore normalize edilmesiyle elde edilen nicel
veriler, western blot goriintiilerindeki bu gorsel egilimi sayisal olarak dogrulamaktadir.
Normalize edildiginde, ADAMTS-14 protein diizeyleri kontrol grubuna gore 1. saatte
yaklagik 1,7 kat, 3. ve 6. saatlerde benzer sekilde 1,6—1,7 katlik bir artis gdstermis; 24. saatte
bu artis yaklasik 2,6 kata, 48. saatte ise yaklasik 5 kata ulagmustir.

IL-6’nin SW480 hiicrelerinde ADAMTS-14 protein ekspresyonunu hem erken dénemde
tetikledigi hem de zaman ilerledikce bu etkinin gii¢lendigi anlasilmaktadir. Sonug olarak,
IL-6’nin ADAMTS-14 {izerinde belirgin ve giderek artan bir zamana bagl diizenleyici etki

olusturdugu Western blot analizleriyle desteklenmistir.
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Sekil 4.18: SW480 hiicrelerinde IL-6 ve ¢esitli inhibitor uygulamalarina ait ADAMTS-14
protein bantlarinin Western blot analizi
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Sekil 4.19: IL-6 ile uyarilan ADAMTS-14 protein ifadesine yolak inhibitorlerinin etkisi

Western blot analizlerinden elde edilen veriler, IL-6 uygulamasinin SW480 hiicrelerinde
ADAMTS-14 protein seviyelerini belirgin dlgiide artirdigini ortaya koymaktadir. Kontrol
ornekleriyle kiyaslandiginda IL-6 verilen hiicrelerde bant yogunlugunun daha kuvvetli
oldugu goriilmiis; yogunluk olgiimleri IL-6’nin ADAMTS-14 diizeyini yaklasik 1,6 kat
yiikselttigini gostermistir. Bu sonuclar, IL-6’nin ADAMTS-14 {iretimini uyaran bir

diizenleyici islev tistlendigini géstermektedir.

Inhibitdr gruplarina ait degerlendirmeler, IL-6"nin bu etkisinin tek ydnlii bir mekanizma ile
aciklanamayacagim1 gostermektedir. PD169316 ve PD98059 kullanilan orneklerde
ADAMTS-14 diizeyleri IL-6 grubuna gore bir miktar azalmis olsa da protein sinyalinin

tamamen ortadan kalkmadig1r gozlenmistir; bu iki inhibitér daha orta diizeyde bir baski
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olusturmustur. Buna karsilik SP600125 ile NF-«xB inhibitérii uygulanan gruplarda
ADAMTS-14 bandinin gozle goriiliir bigimde zayifladig: tespit edilmistir. En ¢arpici diisiis
ise Wortmannin grubunda kaydedilmis, bu inhibitor ADAMTS-14 diizeylerini tiim deney

kosullar1 arasinda en diisiik seviyeye indirmistir.

Bu veriler bir arada degerlendirildiginde IL-6’'nin ADAMTS-14 protein {iretimini artirdig
acikca goriilmektedir; ancak bu artisin ortaya ¢ikisinda MAPK, JNK, NF-kB ve PI3K/Akt
gibi birden fazla sinyal agmin rol oynadigi anlasilmaktadir. Dolayisiyla ADAMTS-14’{in
IL-6’ya verdigi yanit, tek bir yolun etkisiyle degil, hiicre ic¢indeki farkli sinyal

mekanizmalarinin birlesik etkisiyle sekillenmektedir.

4.5 Immunfloresan Metodu ile Protein Diizeyinde ifadenin Gosterilmesi

SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde pro-inflamatuar bir sitokin olan IL-6’nin (20 ng/mL)
ve timor mikrogevresini taklit eden hipoksik (%1 O:) kosullarin ADAMTS-14 proteininin
ekspresyon diizeyleri ve hiicre i¢i dagilimi {izerindeki etkileri, Boliim 3.3.2°de anlatildig:
gibi uygulanan immiinofloresan (IFC) boyama protokolii dogrultusunda degerlendirilmistir.
Bu kapsamda, ¢evresel uyaranlara maruz birakilan hiicrelerde ADAMTS-14 proteinine ait
ekspresyon degisimleri ve hiicre i¢i lokalizasyon paternleri hem gorsel hem de kantitatif

olarak incelenmistir.

Steril lameller iizerinde kiiltiire edilen hiicreler, belirlenen deneysel kosullar altinda inkiibe
edildikten sonra hiicresel yapilarin korunmasi amaciyla fikse edilmis; hiicre zarinin
gecirgenliginin saglanmasimi ve 0zgilil olmayan antikor baglanmalarimin azaltilmasini
takiben ADAMTS-14 proteinine 6zgii primer antikorlar ile inkiibasyona alinmigtir. Hedef
proteinin floresan sinyaller aracilifiyla goriintiilenebilmesi igin floresan etiketli ikincil
antikor uygulamasi 1518a duyarli kosullar gozetilerek gergeklestirilmis, protein
lokalizasyonunun net olarak ayirt edilebilmesi amaciyla ¢ekirdek karsit boyamasi
yapilmistir. Hazirlanan 6rneklerin floresan mikroskobu altinda yapilan incelemelerinde,
ADAMTS-14 proteinine ait floresan sinyallerin yogunlugu ve hiicre igerisindeki dagilimi
cekirdek bolgeleri ile birlikte degerlendirilmistir. Elde edilen goriintiiler, Boliim 3.3.2°de
anlatildig: sekilde ImageJ yazilimi kullanilarak CTCF (Corrected Total Cell Fluorescence)
yontemi ile analiz edilmis ve bu kantitatif degerlendirmeler sonucunda IL-6 uyarimi ile
hipoksik kosullarin ADAMTS-14 protein diizeyleri ve hiicre i¢i lokalizasyon o6zellikleri

tizerinde kontrol grubuna kiyasla belirgin degisikliklere yol agtig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.20 : SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde normoksik kosullarda IL-6 uygulamasi
sonrast ADAMTS-14 protein ekspresyonunun immiinofloresan goriintiileri (100x)
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Sekil 4.21: SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde hipoksik kosullarda IL-6 uygulamasi
sonrast ADAMTS-14 protein ekspresyonunun immiinofloresan goriintiileri (100x)
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Sekil 4.22

SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde HIF-1a ile iliskili kosullarda IL-6
uygulamasinin ADAMTS-14 protein ekspresyonu iizerindeki etkisinin immiinofloresan
goriintiileri (100x)
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5. SONUC VE TARTISMA

Ekstraseliiler matriks, dokularin yalnizca yapisal biitiinliiglinii saglayan pasif bir iskelet
degil, aym1 zamanda hiicresel davraniglari yonlendiren aktif bir bilesen olarak kabul
edilmektedir. Bu nedenle matriksin yeniden diizenlenmesinde gorev alan ADAMTS ailesi
metalloproteazlari, kanser biyolojisi a¢isindan dikkat ¢eken molekiiller arasinda yer
almaktadir (Przemyslaw et al.,2013; Altman et al.,2023). ADAMTS-14’lin kollajen
fibrillerinin olgunlasmasi ve organizasyonundaki rolii, bu proteinin doku yeniden

yapilanmasi siire¢lerine dogrudan katki sundugunu diistindiirmektedir (Leduc et al.,2021).

Farkli kanser tiirlerinde yapilan calismalar, ADAMTS-14 ekspresyonunun tek tip bir oriintii
sergilemedigini ortaya koymustur. Bazi tlimoér modellerinde ADAMTS-14 diizeylerindeki
azalmanin agresif fenotiplerle iligkili oldugu bildirilirken, diger baz1 kanser tiirlerinde artmig
ekspresyonun kétii klinik seyirle baglantili oldugu gosterilmistir (Lin et al.,2020). Kolorektal
kanser ozelinde Wang ve arkadaslari, ADAMTS-14 geninin promotor bdlgesinde
metilasyon aracili baskilanma bulundugunu; buna ragmen tiimoériin invaziv bolgelerinde
protein diizeylerinin yiikseldigini rapor etmistir (Wang et al.,2022). Bu gozlem, ADAMTS-
14’lin timor igindeki roliiniin sabit bir tanimla agiklanamayacagini ve g¢evresel sinyallere

gore sekillendigini diisiindlirmektedir.

Bu tez ¢alismasinda SW480 kolorektal kanser hiicrelerinde elde edilen sonuglar, ADAMTS-
14’Un inflamatuvar uyarilara duyarli bir gen oldugunu gostermektedir. IL-6 uygulamasi
sonrast hem promotdr aktivitesinde hem de gen ve protein diizeylerinde belirgin artis
saptanmistir. IL-6’nin kanser hiicrelerinde proliferasyon, hayatta kalma ve invazyon
stireclerini etkiledigi bilinse de bu ¢alismada elde edilen veriler sitokinin ayn1 zamanda ECM
ile iliskili genleri de diizenleyebildigini ortaya koymaktadir (Lacina et al.2019). Promotér
kisaltma analizleri, IL-6’ya verilen yanitin promotdr boyunca homojen dagilmadigin
gostermistir. Ozellikle 470 bp uzunlugundaki promotdr bolgesinde gozlenen giiclii
aktivasyon, bu segmentin sitokin aracili transkripsiyonel diizenleme agisindan kritik diziler
barindirabilecegini diisiindiirmektedir. Daha uzun promotdr fragmanlarinda yanitin
zayiflamasi ise upstream bolgelerde baskilayici diizenleyici elemanlarin yer alabilecegine
isaret etmektedir. Bu durum, ADAMTS ailesi genlerinin karmasik ve ¢gok katmanli promotor

yapilar sergiledigini bildiren 6nceki ¢caligmalarla 6rtiismektedir.
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IL-6 ile tetiklenen ADAMTS-14 artisinda gorev alan hiicre i¢i yolaklar inhibitdr deneyleriyle
ayrintilt bigimde incelenmistir. MAPK, JNK, NF-kB ve PI3K/Akt yolaklarinin her birinin
bu diizenlemeye katki sagladigi goriilmiistiir. Ozellikle PI3K/Akt yolunun inhibisyonu
sonrast ADAMTS-14 diizeylerinde gozlenen belirgin diisiis, bu yolun baskin bir diizenleyici
olabilecegini diisiindiirmektedir. Benzer bicimde NF-kB yolunun baskilanmasiyla
ekspresyonun ciddi Olglide azalmasi, ADAMTS-14’lin  inflamasyonla iliskili
transkripsiyonel mekanizmalarla baglantisin1 desteklemektedir. Bu sonuglar, ADAMTS
ailesi tliyelerinin NF-xB ve Akt sinyal aglariyla iligkili olabilecegini bildiren ¢alismalarla

uyum gostermektedir (Chen et al,2025).

Western blot analizleri, transkripsiyonel diizeyde elde edilen verilerin protein diizeyinde de
karsilik buldugunu ortaya koymustur. IL-6 uygulamasi sonrasinda ADAMTS-14 protein
seviyelerinin zamanla artmasi, bu etkinin gecici bir transkripsiyon yaniti ile sinirh
olmadigini, fonksiyonel protein iiretimiyle sonuclandigini gostermektedir. Bu bulgu,
kolorektal kanser dokularinda invaziv alanlarda artmig ADAMTS-14 protein diizeyi bildiren

onceki ¢aligmalarla paralellik gostermektedir.

Bu tez kapsaminda elde edilen veriler, ADAMTS-14"iin kolorektal kanserde inflamatuar
mikro ¢evreye duyarli, birden fazla sinyal yolunun kesisim noktasinda yer alan dinamik bir
diizenleyici oldugunu ortaya koymaktadir. Literatiirde bildirilen farkli ekspresyon profilleri,
bu ¢alisma ile birlikte degerlendirildiginde, ADAMTS-14"{in kanserdeki roliiniin hiicresel

baglam ve c¢evresel kosullara gore degisebilecegi daha net anlasilmaktadir.

Sonug olarak, bu ¢alisma ADAMTS-14’lin IL-6 aracili inflamatuar sinyal aglarinin bir
ciktisi oldugunu ve kolorektal kanserde ekstraseliiller matriks diizenlenmesine katk1
saglayabilecek bir molekiil olarak degerlendirilebilecegini gostermektedir. Bu bulgular,
ADAMTS-14’iin gelecekte prognostik bir belirteg ya da hedefe yonelik tedavi stratejileri
acisindan arastirilmaya deger bir aday oldugunu diisiindiirmektedir. Bununla birlikte,
mekanizmanin in vivo modeller ve klinik 6rnekler tizerinden dogrulanmasi, bu proteinin

kanser biyolojisindeki yerinin daha net bicimde tanimlanabilmesi agisindan gereklidir.
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