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OZET

NORMAL OKSIJEN VE HiPOKSIiK KOSULLARDA VEGF SITOKINININ
ADAMTS-2 VE ADAMTS-3 GENLERININ iFADELERI UZERINDE ETKIiSI
YUKSEK LIiSANS TEZi
CANDAN AKDIR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANA piLiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
(ES DANISMAN: DR. OGR. UY. MELTEM ALPER)

BALIKESIR, MAYIS - 2018

Anjiyogenez siireci, hem normal sartlarda hem de hipoksik kosullarda VEGF
gibi hiicre proliferasyonunu saglayan biiyiime faktorleriyle beraber gergeklesen bir
stiregtir. Bu tez ¢alismasimin amaci, endotel hiicre modeli olan HUVEC hiicrelerinde
normal ve diisiik oksijen kosullarinda VEGF sitokininin pro-kollajen N-propeptidaz
tyeleri olan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin regiilasyonuna etkilerinin
belirlenmesidir. ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin Saos-2, MG63, HUVEC
hiicre hatlarinda mRNA seviyeleri belirlenmistir. Buna gére HUVEC hiicre hattinda
en fazla ifade olan liyenin ADAMTS-3 oldugu belirlenmistir. Hipoksik ve normoksik
kosullar karsilastirildiginda mRNA seviyeleri ve farkli promotor pargalariyla yapilan
gecici  transfeksiyon deneyleriyle elde edilen transkripsiyonel aktivite
calismalarindan, hipoksik kosullarda bu genlerin ekspresyonlarinin  arttig
belirlenmigtir. VEGF uygulanan HUVEC hiicrelerinde ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
promotor pargalarmnin transkripsiyonel aktivitelerinin normal oksijen kosullarinda
daha az hipoksik kosullarda daha fazla oldugu belirlenmistir. VEGF artiginin hangi
hiicre i¢i yolaktan gergeklestirildiginin belirlenmesi i¢in yapilan ¢alismalarda normal
oksijen ve hipoksik kosullarin farkli hiicre i¢i yolaklar: kullandigi tespit edilmistir.
Bu dogrultuda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin normoksik kosullarda PI3K
ve p38 yolaklarin kullandigini anlamli sonuglarla belirlenmistir. Hipoksik kosullarda
ise ise VEGF regiilasyonunun ADAMTS-2 geninde MAP kinaz, ADAMTS-3
geninde ise MAP kinaz, jnk ve p38 yolaklariyla gergeklestigi belirlendi. Hipoksik
kosullarda ki ifadelerin normoksik kosullara gére fazla olmasi gdz Oniine alinarak
EMSA deneyleri yapildi. ADAMTS-2 promotorunun [-379/-348] bdlgesinde
ADAMTS-3 promotorunun ise [-969/-1000] bélgesinde Saos-2 hiicrelerinde, [-
644/628] bolgesinde hem Saos-2 ve HUVEC hiicre hattinda hem normoksik hemde
hipoksik kosullara HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin baglanma bdlgesinin oldugu
belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS-2, ADAMTS-3, Hipoksi, VEGF,
Transkripsiyonel aktivite



ABSTRACT

EFFECT OF VEGF CYTOKININE ON ADAMTS-2 AND ADAMTS-3 GENES
EXPRESSION IN NORMAL OXYGEN AND HYPOSIC CONDITIONS
MSC THESIS
CANDAN AKDIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETIC
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
(CO-SUPERVISOR: ASSiST. PROF. DR. MELTEM ALPER )

BALIKESIR, MAY 2018

The angiogenesis is a process which occurs together with growth factors that
provide cell proliferation, such as VEGF, under both normal conditions and hypoxic
conditions. The aim of this thesis is to determine the effects of VEGF cytokine on the
regulation of ADAMTS-2 and ADAMTS-3 genes, which are pro-collagen N-
propeptidase members, in normal and low oxygen conditions in HUVEC cells, the
endothelial cell model. The mRNA levels of the ADAMTS-2 and ADAMTS-3 genes
were determined in the Saos-2, MG63, HUVEC cell lines. Compared with hypoxic
and normoxic conditions, the transcriptional activity studies obtained by transient
transfection experiments with different promoter fragments and mRNA levels
showed that expression of these genes increased under hypoxic conditions. It has
been determined that the transcriptional activity of the ADAMTS-2 and ADAMTS-3
promoter fragments in HUVEC cells treated with VEGF is more in hypoxic
conditions, which is less pronounced in normal oxygen conditions. It was determined
that the transcriptional activities of the ADAMTS-2 and ADAMTS-3 promoter
fragments in HUVEC cells treated with VEGF were higher in hypoxic conditions
than in normal oxygen conditions. In studies to determine which intracellular
pathway of VEGF uptake was carry out, it was determined that normal oxygen and
hypoxic conditions use different intracellular pathways. In this respect, ADAMTS-2
and ADAMTS-3 genes were identified with meaningful results using the PI3K and
p38 pathways under normoxic conditions. . In hypoxic conditions, it was determined
that VEGF regulation is via MAP kinase pathway in ADAMTS-2 gene and MAP
kinase, jnk and p38 pathway in ADAMTS-3 gene. EMSA experiments were carried
out considering that the expressions in hypoxic conditions were more than normoxic
conditions. In the region of the ADAMTS-2 promoter [-379 / -348] in the Saos-2
cells, in the region of the ADAMTS-3 promoter [-969 / -1000] in the Saos-2 cells
and in the region of ADAMTS-3 promoter[-644/628] in the Saos-2 and HUVEC cell
lines was found to be the binding site of the HIF-1a transcription factor in normoxic
and hypoxic conditions.

KEYWORDS: ADAMTS-2, ADAMTS-3, Hypoxia, VEGF, Transcriptional activity
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1. GIRIS

1.1  Vaskolojenez ve Anjiyogenez

Vaskiiler endotel ve destek hiicrelerinin dallanmig dolasim agi, besin
maddeleri ve sinyal molekiillerinin transportu ve hiicrelerden, dokulardan ve
organlardan karbon dioksit ve metabolik son iiriinlerinin ¢ikariimasi i¢in gereklidir
[1]. Neovaskiilarizasyon veya yeni kan damari olusumu iki bilesene ayrilir bunlar
vaskiilogenez ve anjiyogenezdir. Embriyonik veya klasik vaskiilogenez,
hemanjioblastlardan farklilasarak kan hiicreleri ve olgun endotel hiicrelerinin

olustugu yeni kan damari olusum siirecidir [2].

Embriyoda erken kan damarlari, anjiyoblastlarin basit endotel tiiplerinin ilkel
agina doniismesiyle gelisir [3]. Ilkel damarlar islevsel bir dolasim sistemine
donustiiriildiikge, proliferasyon ile dallanma ve go¢ gergeklesir. Buna karsilik
anjiyogenez, kilcal damarla énceden var olan damarlardan yeni kan damari olusumu
stirecidir. Bu islem sirasinda olgun endotel hiicreleri boliiniir ve yeni kilcal damarlara

dahil edilir.

1.1.1 Fizyolojik ve Fizyolojik Olmayan Anjiyogenez

Yetiskin insan vaskiiler endotel hiicreleri tahmini 1 kg doku olusturur ve her
organin damarlarini sarar [1]. Yetigkin insanlarda, ¢ogu endotel hiicresi béliinme
egiliminde degildir. Her 10.000 endotel hiicresinden yalnizca biri hiicre béliinmesi
gecirir [4]. Bununla birlikte, yara iyilesmesi, doku onarimi, yumurtalik korpusu
luteum olusumu, hamilelik ve plasental gelisme sirasinda endotel hiicresi, mitozu ve

anjiyogenezi artar.

Fizyolojik olmayan yasla iligkili g&ziin makiiler dejenerasyonu diyabetik

retinopati, endometriozis, sedef hastali§i, romatoid artrit, timdor biiylimesi ve



metastazi gibi anjiyogenezli bozukluklar i¢in anjiyogenezin inhibisyonu potansiyel

bir tedaviyi tesvik eder [5].

1.1.2 Anjiyogenezin Aktivatorleri ve Inhibitorleri

Hem endojen aktive ediciler hem de inhibitérler tarafindan diizenlenen
anjiyogenez, siki kontrol altindadir [4]. Yaklasik 30 bilinen endojen pro-anjiyogenik
faktor vardir. VEGF/VEGF-R (Vaskiiler endotelyal biiyiime faktori/ VEGF
reseptoril) ailesi vaskiiler gelisimin en ¢ok ¢alisilan regiilatoriidiir. Anjiyopoietin/ Tie
sistemi damar olgunlagsmasini kontrol eder [6]. Asidik ve bazik fibroblast biiyiime
faktorleri de anjiyogenezde onemli rollere sahiptir [7]. En ¢ok calisilan negatif
regiilatér angiostatin, endostatin ve trombospondini igerir. Olgun hayvanlarda ¢ogu
fizyolojik kosulda negatif diizenleyicilerin baskin oldugu ve anjiyogenezin
baskilandig1r bilinmektedir. Bazi patolojik kosullar altinda &rnegin, tiimor
progresyonu sirasinda (vaskiilatdr anjiyogenik gecis) pozitif regiilatorleri baskindir

ve anjiyogenez aktiftir [4].

1.1.3 Filizlenen ve Filizlenmeyen Anjiyogenez

Anjiyogenez, diizenleyici ve efektér molekiiller arasindaki etkilesimleri

iceren karmasik bir siiregtir.

Klasik anjiyogenez filizlenme ve kararlilik safhasinda olmak tizere iki fazdir
[8]. 1. faz olan filizlenme asamasi alti basamaktan olusur: (i) Artmis vaskiiler
permeabilite ve ekstravaskiiler fibrin birikimi (ii) Damar duvarinin parcalara
ayrilmasi (iii) Bazal membranin bozulmasi (iv) Hiicre go¢ii ve hiicre disi matriks
invazyonu (v) Endotelyal hiicre ¢ogalmasi (vi) Kilcal liimen olusumu. 2. faz ise
kararlilik asamasidir ve bes bilesenden olusur: (i) Endotel hiicresi proliferasyonunun
inhibisyonu (ii) Hiicre migrasyonunun durdurulmasi (iii) Bazal membranin yeniden
yapilandirilmasi (iv) Birlesme kompleksinin olgunlasmasi (v) Diiz kas hiicrelerinin
ve perisitlerin yapiya katilmasi ve farklilasmasi (Sekil 1.1)’da déhil olmak iizere

damar duvari olusumu [9].



Bu filizlenmeyen vaskiiler biiyime sirasinda interstisyel hiicrelerin bir
kolonu 6nceden var olan bir damarin liimenine girer, liimeni boler ve iki damar
olusur [10]. Kolon fibroblastlar ve perisitler tarafindan isgal edilir ve hiicre disi
matriks proteinleri biriktirir. Bu stire¢, endotel hiicrelerinin ¢ogalmasini degil daha
cok mevcut hiicrelerin yeniden diizenlenmesini ve yeniden big¢imlendirilmesini
gerektirir. Filizlenmeye karsi bu bilylime mekanizmasiin avantaji, kapsamli hiicre
cogalmasi, bazal membran bozulmas: ve gevredeki dokularin istilasi gerekmedigi
i¢in kan damarlarinin metabolik olarak ekonomik bir siirecte iiretilmesidir. Bagka bir
mekanizma ile gelismekte olan tiimérlerin doku ve organlarindaki damarlar
cevreleyebilir, bu damarlar1 dahil edebilir veya birlikte hareket edebilirler [11].
Birlikte hareket etmeleri tiimorler akciger veya beyin gibi vaskiiler organlarda ortaya

¢iktig1 zaman veya metastaz yaparken dnemlidir.

Timo6r hiicreleri, endotel hiicreleri ile birlikte kilcal damarlarin luminal
yiizeyini olusturabilir, béylece bir mozaik damar olustururlar [12]. Chang ve ark.
tilysiiz veya ¢iplak farelerde ve insan kolon karsinomlarinin biyopsilerinde yaptiklari
arastirmalarda insan kolon karsinom implantlarindaki (ksenograftlar) damarlarin
yaklasik % 15’ini hem endotel hem de tiimor hiicreleri ile kapli mozaik kanallarin
olusturdugunu bulmustur [12]. Okiiler melanomda ilk kez tanimlanan vaskiilojenik
taklitte, hiicre dis1 matriks bakimindan zengin tiibiiler aglar1 olan vaskiiler kanallar
gelisir [13]. Bu tiibiiler aglar veya kanallar endotel hiicrelerden yoksundur ancak
dolagimdaki kirmizi kan hiicrelerini igerirler. Vaskiilojik taklit meme, akciger,

yumurtalik ve prostat karsinomasinda tanimlanmustir [14].



Sekil 1.1: Anjiyogenez basamaklarinin 6zeti [15].

1.1.4 Tiim6r Morfolojisi

Normal damarlar, arterioller, kilcal damarlar ve kolayca ayirt edilebilen
veniiller ile hiyerarsik bir tarzda organize edilirken, tiimér damarlari anormal

morfoloji sergiler [2, 16].

Algire ve Chalkley seffaf ¢emberde gelisen tiimérii in vivo olarak sigana
aktarmis ve tiimor doku kapillerinin normal doku ile karsilastirildiginda ¢aplarinin 5
kat daha fazla oldugunu ispatlamistir [17]. Bu kilcal damarlar, nadiren arteriollere
veya veniillere farklilagirlar. Dahasi, tiimor vaskiiler dokular {i¢ boyutlu mikroskopta
goriintiilendiginde, normal arteriyol, kilcal damar ve veniil yapida arterioller veniiller
sant, kor uglart anarmol endotel hiicre astarindan yoksun oldugu gériilmiistiir [18].
Tiim6r damarlar diizensiz damar liimen gaplari sergilerken ¢ok sayida vaskiiler filiz
iceren diizensiz demetler gelisir [19]. Tiim6r damarlarinin anormal organizasyon ve

yapisindan dolay1 timdrlerde kan akisi karmagiktir [20].

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktrii (VEGF) sinyallemesi, vaskiilogenezi ve
anjiyogenez i¢in gereklidir. Asahara ve ark. yetiskin insan kaninda endotel hiicrelere
farklilagabilen endotel oncii hiicrelerin varligini tanimlamislardir [21]. Bu Oncii
hiicreler normal olarak kemik iliginde bulunurlar ancak sitokin veya anjiyogenik

biiyiime faktorii sinyalleri ile dolasima mobilize edilebilirler [22]. Yetiskin



vaskiilogenez sirasinda hareketli 6ncii hiicreler, damarlara entegre edilerek ve
biiylime faktorleri salgilayarak damar formasyonu olusumunu tesvik ederler. Kemik
iligi kaynakli endotel progenit6r hiicreleri, enfarktiis, iskemi veya doku travmasi
durumlarinda olgun endotel hiicrelerine farklilagip yeni damarlar olusturmak icin

diger hiicrelerle birlesebilirler [23].

1.2 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) Ailesi

VEGEF ailesi, anjiyogenezis, lenf anjiyogenezi ve vaskiilogenezide rol oynar.
VEGEF ailesi bes tiyeden olusur: VEGF (veya VEGF-A),VEGF-B, VEGF-C, VEGF-
D ve plasental biiytime faktorii (PIGF) [5, 20]. Bu proteinlerin her biri, biyosentez
sirasinda pargalanan bir sinyal sekansi igerir. Dahasi, pre-mRNA’lar alternatif
splicing ile VEGF, VEGF-B ve PIGF’ nin birden fazla izoformunu olustururlar.
VEGEF ailesi i¢in ti¢ reseptdr protein-tirozin kinaz (VEGF-R1, VEGF-R2 ve VEGF-
R3) ve iki enzimatik olmayan reseptdr (noropilin-1 ve -2) vardir. Dahasi, birgok
VEGEF ailesinin ligantlar1 plazma zarinda ve hiicre digi matrikste bulunan heparan
siilfat proteoglikanlara baglanir. Bu reseptorlerin her biri protein tirozin kinazdir ve
hiicreler aras1 yedi immunoglobin-benzeri domain, transmembran segment,
juxtamembran segment, hiicre i¢i 70—100 amino asitlik kinaz inserti bulunduran
protein-tirozin kinaz domaini ve karboksi terminal kuyruk igerirler [24]. Bu ii¢
VEGF reseptorii, hiicreler arasi immiinoglobin domaini ve kinaz inserti iceren
trombosit tlirevi bilyiime faktorii reseptorleri (o ve PB), fibroblast biiyiime faktorii
reseptorleri (1-4), kok hiicre faktorii reseptorii (Flt-3), koloni uyarici faktor-1
reseptorii (CSF-1R) ile iligkilidir [24, 25].

1.2.1 VEGTF Ligantlarn

1.2.1.1 VEGF-A

VEGF (VEGF-A), 1980’lerin baslarindan baglayarak cesitli gruplar
tarafindan ¢alisilmistir. 1983’de Senger ve ark. gine domuzundan hepatoseliilar

karsinom dokusundan alinan proteini izole etmis ve kismen saflagtirmistir. Ayrica bu

5



proteinin vaskiiler gegirgenligi indiikleme kabiliyeti oldugunu bulmuslardir [26].
1989°da Ferrara ve Henzel, siir hipofiz folikiilostellat hiicreleri ortamdan proteini
saflastirmislar, vaskiiler endotelyal hiicrelerdeki mitotik aktivitesini arastirmiglardir.
Amino terminal sekansinin Ala-Pro-Met-Ala-Glu oldugunu bulmuglardir [27].
Gospodarowicz ve arkadaglar1 da ayni ¢aligmayi yapmislar ve ayni terminal sekansi

bulmuslardir [28].

Connolly ve arkadaglari, gine domuzu hepatosellular karsinom tarafindan
indiiklenen ortamdan vaskiiler gecirgenlik faktoriinii (VPF) saflastirip, gegirgenlik
arttirict  6zelligini  caligmiglardir. Connelly ve arkadaslar1 bu faktdriin amino
terminalindeki 21 amino asitin hem wvaskiiller gecirgenligi hem de vaskiiler
endotelyal hiicrelerin mitotik aktivitesini arttirdigin1 géstermiglerdir. [29]. Ayrica,
131I-VEGF / VPF’nin vaskiiler endotel hiicrelerine yiiksek afinite ile baglandigini
gostermislerdir. Faktoriin, vaskiiler endotel hiicresi mitojenezinin arttirilmasi i¢in
endotele spesifik oldugunu ve sigir diiz kas hiicrelerinin, insan ve fare
fibroblastlarinin,  sigir  kondrositlerinin, insan lenfositlerinin  veya fare
miyelomonositlerinin ¢ogalmasini uyaramadigini gostermislerdir [29]. Ayrica farkli
arastirmactlar Ala-Pro-Thr-Thr-Glu [30]. amino terminal dizisiyle bu faktriin insan
kordon bagi ven endotel hiicresi (HUVEC) mitojenezini uyardigmi, ancak

fibroblastlarin mitojenezini uyarmadigini géstermislerdir [31].

Connelly ve ark. ve Senger ve ark. indirgeyici olmayan kosullar altinda
denatiire edici jel elektroforeziyle saptanan VEGF molekiil agirhgmimn 34 - 42 kDa
arasinda oldugunu ve indirgeme kosullar1 altinda olanin yaklasik 17-24 kDa arasinda
oldugunu bildirmislerdir [29, 32]. Bagimsiz yapilan caligmalar birlestirildiginde,
vaskiiler endotelyal mitojenik aktiviteyi (VEGF) ve vaskiiler permeabiliteyi (VPF)
arttiran molekiillerin ayni oldugu anlasilmistir. VEGF vaskiiler endotel hiicreler i¢in
mitojen ve hayatta kalma faktoriidiir [31, 33, 34]. Ayrica vaskiiler endotel hiicre ve
monosit hareketliligini tesvik eder [35, 36]. Ustelik VEGF selektif ve geri doniisiimlii
olarak, endoteli plazma ve plazma proteinlerine hasar vermeden gecirgenlestirir [2,
32]. Bu ozelliklerin hepsi anjiyogenez i¢in gereklidir. Bir N-baglanti glikozilasyon
bolgesi iceren VEGF, sekiz ekzon iceren tek bir genin pre-mRNA’sindan alternatif
splicing ile transkribe edilmesinden kaynaklanan dokuz izoformdan olusur [20, 37,

38].



VEGF mRNA’s1 ve proteini bircok dokuda ve organda ifade olmaktadir [39,
40]. Berse ve ark. eriskin kobaylarda VEGF mRNA’sinin en yiiksek seviyesinin
vaskiiler bir organ olan akcigerde oldugunu bildirmistir. Mide mukozasi, karaciger
ve dalakta VEGF mRNA ’s1 diisiik seviyelerini ifade edilirken, kobay adrenal, kalp ve
bobrekte de yiiksek diizeyde eksprese edildigini bildirmislerdir [39]. Ustelik VEGF
mRNA ve proteini, gogiis, kolorektal, kii¢iik hiicreli olmayan akciger ve prostat

karsinomlart dahil ¢ok ¢esitli insan tiimdrlerinde ifade edilir [20].

8.5 giinlilk embriyo asamasinda Slen VEGF’den yoksun fareler, VEGF’nin
embriyonik vaskiilojenezin en erken evrelerine katildigini gstermektedir ve damar
olusumu ve kan adasi olusumunda bozukluklar sergilerler. Dahasi, farede VEGF’in
tek allelindeki kayip vaskiiler deformasyona ve 11-12. giinler arasinda Gliimlere
sebep olur. Bu arastirmalar, heterozigot VEGF-eksikliginde (VEGF +/-)
embriyolarda kan damarlarinin olusumunun anormal oldugunu bildirmistir. VEGF
veya VEGF reseptor eksikligi bulunan embriyolarda homozigot Sldiiriicti farklilik
gosteren bu heterozigot letal fenotip, embriyonik damar gelisiminin VEGF tarafindan

ciddi 6l¢iide 6nemli bir doz bagimli olarak diizenlendiginin gostergesidir [41, 42].

VEGF-A’nin tek bir mRNA’dan kdken alan 9 izoformu vardir (Sekil 1.2)
Tium VEGF izoformlari basit tamponlu ¢ozeltilerde hidrofiliktir ve serbestge diffiiz
olabilir. Bununla birlikte, VEGF-165, VEGF-189 ve VEGF-206, hiicrelerin plazma
membraninda bulunan anjiyogenik proteoglikanlara ve hiicre dis1 matriksde afiniteye
sahip olduklar1 i¢in, diffiiz olmalarini sinirlayict heparan siilfat proteoglikan
baglayict domainler bulundururlar [43]. 6a, 6b ve 7 ekzonlarinin her biri, VEGF’in
diffiiz etmesini smirlayan heparan siilfat baglama domaini kodlar. VEGF-121, bu

baglanma domaininden yoksundur ve in vivo olarak serbestge diffiiz olabilir.

En ¢ok ifade edilen izoform olan VEGF-165, ekzon 6a ve 6b’den yoksundur
Bununla birlikte, bir heparan siilfat-baglayici segment, ekzon 7 ile kodlanmustir.
Ekzon 7 ile kodlanan 44 amino asidin 15°i temeldir. Sonug olarak, % 50 ile % 70
arasinda VEGF-165, hiicre ve ekstraseliiler-matriks iliskili kalir, béylece bu izoform,
in vivo olarak kismen diffiiz olabilir hale gelir [44]. Ekzon 6a, 6b ve 7 tarafindan
kodlanan bolgeleri igeren daha biiyiik izoformlar, heparan siilfat baglayici domainine
sahiptir ve serbestge diffiiz olamazlar. Bu izoformlar, hiicre yiizeyinde ve hiicre dig

matrikste tamamen kenetlenir.



En biiylik insan Oncii proteini 232 amino asit icermektedir. 26 rezidiiliik
sinyal dizisinin kaldirilmasi ile 206 amino asit igeren olgun protein, VEGF-206
tiretilir. VEGF-165, ¢esitli hiicre tipleri, dokular ve tiimér numunelerinin ¢cDNA
analizi yapildiginda, baskin izoform oldugu goriillmiistiir ve bunu 189 ve 121
izoformlar: izlemektedir. Fare VEGF izoformlari, olgun proteinin 8. konumundaki
glisin veya preproteinin 34. aminoasidin delesyonundan &tiirii insan proteinlerinden
daha kisadir. Sitokinler ve biiytime faktorleri de dahil olmak iizere bir¢ok birincil
mesajcl, anjiyogenezise ve vaskiilogenezise katilsa da, VEGF ailesi bu islemlerde

biiylik 6nem tasir.

Exon 1

Exon 6 Exon?7
Exon 2 Exon 3 Exond Exon3 6a 6h
M

Sinyat \ \ - /
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VEGFxxb
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Sekil 1.2: VEGF izoformlari [45].
A: VEGF gen bolgeleri B: VEGF izoformlari



1.2.1.2 VEGF-B

VEGF-B, yedi ekson iceren tek bir genden sentezlenen pre-mRNA’nin
alternatif splicinginden kaynaklanan iki izoformdan olusur. 21 amino asitlik sinyal
peptidinin ¢ikarilmasindan sonra, VEGF-B167 (167 amino asit) ve VEGF-B186 (186
amino asit) {liretilmektedir. VEGF-B186, hiicrelerden salgilanir ve serbestge
gegebilir. Baskin izoform olan VEGF-B167, heparan siilfat proteoglikana baglanir ve
in vivo da diffliz olamaz [46]. Her iki VEGF-B izoformu, disiilfid bagh
homodimerler olarak bulunmaktadir. VEGF’nin VEGF-R2’ye baglanma kabiliyeti ve
VEGF-B’nin VEGF-R2’ye baglanamamasi, B5-B6 ilmekteki yapisal farkliliklara
bagli olabilir [47].

Embriyonik farelerde 14. giinde, kalpte ve merkezi sinir sisteminde yiiksek
diizeyde bir VEGF-B mRNA olugmaktadir. Yetiskin farelerde VEGF-B
transkriptlerinin en yiiksek seviyeleri beyin, kalp, bobrek ve testislerde bulunurken,
diisiik seviyeleri karaciger, akciger ve dalakta bulunmaktadir [48]. VEGF-B mRNA,
goglis karsinomasi, fibrosarkom, Non-Hodgkins lenfoma ve birincil-metastatik

melanoma da dahil olmak {izere ¢esitli insan kanserlerinde ifade olmaktadir [49].

1.2.1.3 VEGF-C

VEGF-C, biiylime faktoriiniin olgun formunu olusturmak i¢in karmasik
proteolitik isleme tabi tutulan bir prepro-protein olarak sentezlenir [50, 51]. 31 amino
asitlik sinyal dizisi, 389 amino asitlik pro-proteinini vermek iizere 419 amino asit
olan prepro-proteininden ¢ikarilir. Iki VEGF-C onciilii, iki propeptidin C-
terminalinden N-terminal propeptidine uzanan disiilfid baglariyla baglanmis bir anti
paralel homodimer olusturmaktadir. Salgilamadan 6nce, bu dimer, Steiner
mekanizmasi tarafindan proteolize tabi tutulur [52]. Bu islem, subtilisin benzeri
proprotein doniistiiriiciiler olan PC5, PC7 veya furini igerebilir. C-terminali 228- 419
aminoasitlerin her biri kargit N-terminusuna bagli kalir. Heniiz tanimlanmamis bir
mekanizma ile ekstraseliiler olarak olusan islemin son basamagi, olgun VEGF-C’yi
tireten 32-111 aminoasitlerinin kaldirilmasidir. Olgun dimerik VEGF-C, VEGF ve
VEGF-B’de olusan sekiz homolog sistein igerse de, VEGF-C, alt birimler arasi
disiilfid baglarindan yoksun bir homodimer olarak mevcuttur. VEGF-C geni yedi
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ekson igerir [53]. Insan yetiskin kalp, yumurtalik, plasenta, iskelet kasi ve ince

bagirsak dokular yliksek seviyelerde VEGF-C mRNA’s1 igerir [46].

Insan yetigkin, bobrek, akciger, pankreas, prostat, dalak ve testis gibi
dokularda az miktarda VEGF-C transkript tiretmektedir. Dahasi, fare embriyolarmin
mezensimal hiicreleri, 6zellikle de lenfatik damarlarin, aksiller, jugular ve lirogenital
bolge ve gelismekte olan mesenterium gibi embriyonik damarlarin filizlendigi
bolgelerde VEGF-C transkriptlerini ifade etmektedir [54]. Islenmemis bir VEGF-C
formu, lenf olusumunda Snemli bir katilimc1 olan VEGF-R3’¢ baglanir [50]. VEGF-
C’nin tamamen islenmis formu hem VEGF-R2 hem de VEGF-R3’e baglanir. VEGF-
C, embriyogenez sirasinda ve yetiskinlerde farklilasmig lenfatik endotelin olusumu
sirasinda lenfanjiyogenezise katilir [55]. Dahasi, VEGF-C, meme, serviks, kolon,
mide, akciger, prostatin da dahil oldugu insan tiimérlerinin 6nemli bir béliimiinde

ifade edilir [56-58].

1.2.1.4 VEGF-D

VEGEF-C gibi VEGF-D de, biiytime faktoriintin olgun formunu olusturmak
icin karmagik proteolitik isleme tabi tutulan bir prepro-protein olarak sentezlenir
[59]. VEGF-D’nin 6nciilti, VEGF-C i¢in tarif edildigi gibi olgun iiriinii vermek lizere
amino ve karboks terminal uzantilarini icerir. Olgun VEGF-D, kovalent olmayan bir
homodimerdir. VEGF-D’nin islenmemis bir formu, lenfanjiezinde Onemli olan
VEGF-R3’e baglanmasina ragmen, tam olarak islenmis form, hem VEGF-R2 hem de
VEGF-R3’e baglanir [60, 61]. VEGF-C’nin ve belki de diger faktérlerin VEGF-
D’nin yerini alabilecegi agiktir. Eriskin kolon, kalp, akciger, iskelet kasi ve ince
bagirsak, yiiksek seviyelerde VEGF-D transkriptleri icerirken, yumurtalik, pankreas,
prostat, dalak ve testisde diisiik seviyelerde bulunur [62].

1.2.1.5 Plasental Biiyiime Faktorii (PIGF)

Plasental biiyiime faktorii, VEGF ile % 42 amino asit sekansi 6zdesligi
paylasan bir homodimerik glikoproteindir [63]. PIGF, VEGF igin tarif edildigi gibi

inter-ve intra-subunit distilfid bag olusumuna katilan VEGF ailesinin ¢ekirdek sekiz
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sistein aminoasidine sahiptir. PIGF nin {iglinciil yapist VEGF’ye benzemektedir [64].
PIGF geni, yedi ekson igerir ve alternatif pre-mRNA splicinge dayali dort izoformu
(PIGF-131, -152, -203 ve -224) ifade etmektedir. Bazik amino asitler iceren PIGF-
152 ve PIGF-224, negatif yiikli heparan siilfat proteoglikanlara baglanir. PIGF
izoformlar1 dncelikli olarak plasentada goriiliir. PIGF, VEGF sinyalini arttirmaktadir

[65].

1.2.1.6 VEGF-E

VEGF-E, Orf parapoks viriisii tarafindan kodlanmaktadir [66]. VEGF-E,
kemotaksi, proliferasyon ve kiiltiirlenmis vaskiiler endotel hiicrelerinin filizlenmesini

ve in vivo olarak anjiyojenezi uyarir.

VEGF-E, VEGF-R2’ye yiiksek afinite ile baglanir, ancak VEGF-R1’e
baglanmaz. Bu faktor, parapoksvirus ile infekte lezyonlarla iliskili anjiyojenezi
desteklemektedir. VEGF-E, VEGF’ye benzer vaskiiler gecirgenlik aktivitesine
sahiptir [66].

1.2.2 VEGF Reseptorleri

1.2.2.1 VEGF-R1 (Fit-1)

VEGF-R1 (fms (Fms, kedi McDonough sarkom viriisiine isaret eden Flt-1)
benzeri tirozin kinaz-1), VEGF, PIGF ve VEGF-B bu reseptore baglanir (Sekil 1.3)
[67-69]. Yaklasik 210 kDa’lik bir molekiiler agirliga sahip olan VEGF-R1, gelisim
safhasina ve reseptorii lireten endotel hiicrelerinin konumuna bagh olarak degisken

fonksiyonlara sahiptir [70].

Fong ve ark. VEGF-R1’den yoksun farelerinin embriyonik dénemde
oldiigiinii gostermislerdir [71]. Endotel hiicreleri bu farelerde hem embriyonik hem
de ekstra embriyonik bolgelerde olusur, ancak hiicreler organize olarak kan damarlari
olusturamazlar. Bununla birlikte, Hiratsuka ve ark. VEGF-R1 hiicre dis1 ligandi

baglama ve transmembran segmentleri ifade eden fakat tirosin kinaz (TK) ve insert
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domaininden (VEGF-R1-TK -/ -) yoksun farelerin canli oldugunu bulmuslardir [72].
Bu gozlem, ligand baglama domaininin gelisim sirasinda reseptoriin vazgegilmez

parcast oldugunu gosterir.

VEGF-R1, endotelin tiiretildigi, erken mezensim de dahil olmak iizere
embriyonik hiicrelerin populasyonlarinda ifade edilmektedir. VEGF-R1, VEGF i¢in
VEGF-R2’den daha yiiksek afiniteye sahiptir [67, 70, 73, 74]. VEGF-R2’nin tersine,
VEGF-R1, VEGF uyarimi sonrasinda zayif tirozin kinaz fosforilasyon aktivitesine
sahiptir. VEGF-R1’in aktivasyonu, direkt proliferatif veya hiicre iskeleti etkilere
sahip degildir [67]. Bununla birlikte, VEGF-RI’in aktivasyonu, endotel hiicrelerinde
plazminojen aktivatérii ve plazminojen etkinlestirici inhibitér-1 iirokinaz tipinin
artmis ekspresyonunda rol oynar. Bu molekiiller, hiicre dis1 matris bozunumunda ve
hiicre gé¢iinde rol oynamaktadir [69]. Ayrica, VEGF-R1, monosit kemotaksisinde
rol oynar [36].

30 ekzon igeren insan VEGF-R1 geni, kromozom 13q12’de bulunur. VEGF-
R1 pre-mRNA’sinm alternatif splicingi ile VEGF’e baglanabilen ve onun aktivitesini
inhibe edebilen ¢oziiniir reseptér izoformu (sVEGF-R1) iiretilir. Sinyal peptidinin
kesilmesinden sonra sVEGF-R1, yedi hiicre disi immiinoglobiilin domaininin ilk
altisina karsilik gelen 661 amino asiti igerir [75]. Insan plasentasi tarafindan iiretilen
ve annenin dolasimina birakilan asirt sVEGF-R1, hipertansiyon ve proteiniiriye yol
agar [76, 77]. VEGF-R1’in otofosforilasyon seviyesi VEGF’in yanitina gore degisir
ve bu da reseptor asirt ifade ettirildiginde hiicrede goriilebilir [34]. Reseptor protein-
tirozin kinazlarmn aktivasyonu ve sinyal iletiminin baglamasi, tirozin amino asitlerinin
otofosforilasyonunu ile iliskilidir [25]. Cogu reseptdr protein tirozin kinazlar, artmig
enzim aktivitesine neden olan aktivasyon halkasi olarak adlandirilan
otofosforilasyona ugrar. Bununla birlikte, VEGF-R1 aktivasyon halkasi
otofosforilasyona ve aktivasyona u@ramamaktadir. VEGF-R1’in C-terminal
kuyrugundaki alt1 tirozin amino asidi (1169, 1213, 1242, 1309, 1327 ve 1333.tirozin
aminoasitleri) fosforilasyon bolgesi olarak tanimlanmustir [78, 79]. Fosfotirozin
1169, fosfolipaz C-y1 (PLC- y1)’ye baglanarak aktive eder. Aktive olan PLC- y1
mitojen aktive edilen protein (MAP) kinaz sinyal transdiiksiiyon yolaginin aktive
edilmesini saglar [120]. VEGF ve PIGF, VEGF-R1 reseptoriinii aktive eder fakat
fosforilasyon bolgeleri farklidir. Ornegin, Autiero ve ark. Insan VEGF-165’iin
Tyr1213 fosforilasyonunu uyardigmni, buna karsilik insan PIGF-152’nin yalnizca
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Tyr1309 fosforilasyonunu, uyardigini kesfetmistir [80]. VEGF-165 ve PIGF-152’nin
her ikisi de VEGF-R1’e baglansa da, bu sonuglar bu reseptérii farkli sekilde aktive
ettigini gostermektedir. VEGF-165, VEGF-R1 fosforilasyonunu uyarmasina ragmen,
fare primer kilcal endotel hiicrelerinin gen ekspresyon profilini degistirmez. Buna
karsilik, fare PIGF tedavisi 50’den fazla genin ekspresyonunda degisiklikler
meydana getirir. VEGF-165 ve PIGF, VEGF-R1’e baglanmasina ragmen, her biri
VEGF-R1’1 benzeri olmayan bir sekilde aktive ettigini g6steren farkli biyolojik
etkiler gosterirler [80].

PIGF VEGF-A VEGF-B VEGF-C VEGF-D

- \,//a !%/

bélgesi

Dimerizasyon <
bélgesi

Tirozin Kinaz
bélgesi

VEGFR-1 VEGFR-2 VEGFR-3

Sekil 1.3: VEGF ligantlar ve reseptorlerle iligkisi [81].

1.2.2.2 VEGF-R2 (Flk-1/KDR)

VEGF-R2 (Flk-1 / KDR, Fetal karaciger kinaz-1 / Kinaz Domaini-igeren
Reseptor), VEGF’nin diisik molekiill agirlikli  formlarina (110-165 amino
asitlerinden), VEGF-E, VEGF-C ve VEGF-D’nin tamamen islenmis formlarina
baglanir. VEGF-R2, yaklagik 210 kDa’lik bir molekiiler agirhia sahiptir [67] ve
VEGEF ile uyarilmis endotel hiicresi migrasyonu, proliferasyonu, sagkalimi ve artmis

vaskiiler gecirgenligin baskin mediyatoriidiir [82-84].
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Shalaby ve ark. Hematopoietik ve endotel hiicre onciillerinin gelisimindeki
kusurlarinin bir sonucu olarak VEGF-R2 yoksun farelerin embriyonik 8.5 ve 9.
giinler arasinda oldiigiinii bildirmislerdir [85]. Yolk-sac kan adalari 7.5 giinde
bulunamamus, herhangi bir evrede embriyo veya yolk kesesinde organize kan
damarlar1 gézlenmemistir ve hematopoietik progenitler ciddi sekilde azalmistir. Bu
bulgular, VEGF-R2’nin fare embriyosunda yolk-sac kan-adasi olusumu ve
vaskiilogenezi i¢in esas teskil ettigini ve VEGF-R2’nin embriyonik endotel
hiicrelerinin en erken belirteclerinden biri oldugu gériisiiyle uyumlu oldugunu ortaya

koymaktadir.

VEGF-R2’nin  VEGF’ye VEGF-R1’den daha diisiik afinitesi olmasina
ragmen, VEGF-R2 ligandlarina yanit olarak giiglii protein-tirozin kinaz aktivitesi
sergilemektedir. VEGF, reseptor otofosforilasyonuna ve aktivasyonuna yol agan
VEGF-R2’nin dimerizasyonunu indiikler. Otofosforilasyon karsilikli olarak meydana
gelir: dimerin kinazi ikincideki tirozin aminoasidinin fosforilasyonunu katalize eder
ve ikincisi de birincideki tirozin amino asidi fosforilasyonunu katalize eder. Kinaz
domainlerinin aktivasyon halkasi i¢indeki tirozin amino asitlerinin otofosforilasyonu
katalitik aktiviteyi uyarirken, diger lokasyonlarda tirozin amino asitlerinin
otofosforilasyonu, fosfotirozini diziye spesifik olarak taniyan modiiler Src homoloji
2 (SH2) ve fosfotirozin baglama (PTB) domainlerine yoénelik baglanma bolgesi
olusturur. Takahashi ve ark. Tyr1175 ve Tyr1214’tin VEGF-R2’deki iki &nemli
fosforilasyon bolgesi oldugunu gostermistir [83]. Tirozin otofosforilasyonunun diger
bolgeleri 951, 1054 ve 1059. Tirozin aminoasitleridir [84, 86, 87]. VEGF-R2’nin
aktivasyon halkasi i¢indeki 1054 ve 1059. tirozin aminoasitlerinin oto-fosforilasyonu

kinaz aktivitesinin artmasina neden olur [88].

VEGF-R2 fosforilasyonu, protein kinaz C aktivasyonuna yol agan PLC
aktivasyonuna yol agar. Takahashi ve ark. PLC-ile Tyr1175’in etkilestigini
bulmugslardir. [126]. Adaptér protein Shb, VEGF-R2 de dahil olmak iizere ¢esitli
biiylime faktorii reseptorlerini igeren sinyal yollari ile ilgilidir. Shb, bir SH2 domaini,
bir merkezi PTB domaini, dort merkezi olasi tirozin fosforilasyon alanindan ve bir

prolin agisindan zengin N terminalden olusur [89].

Autiero ve ark. VEGF-R2’nin VEGF-R1 tarafindan trans-aktive edildigidini
kesfetmislerdir. Dahasi, VEGF-R1 ve VEGF-R2’nin trans-fosforilasyonunun
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gerceklestigini ve reseptor sinyal yolaklari arasinda gapraz-baglantinin oldugunu
kanitlamiglardir. Herhangi bir ligand yoklugunda, VEGF-R1, bu reseptorlerin
kendiliginden kompleksler olusturdugunu gosteren anti-VEGF-R2 ile yapilan
immiinoprespitasyon deneylerinde saptanmuslardir.  Ayrica fare homodimerik
VEGF-164 ve insan heterodimerik VEGF / PIGF’nin her birinin, yaklasik % 140
oraninda VEGF-R1 / VEGF-R2 kompleks olusumunu arttirdiklarini bulmuslardir
[79]. VEGF ve VEGF-R’in ifadesi hipoksiya durumunda artmasina ragmen VEGF-
R2’nin ifadesinde degisiklik olmamaktadir [90].

1.2.2.3 VEGF-R3 (Fit-4)

Yaklasik 170 kDa’lik bir molekiil agirigina sahip olan VEGF-R3, VEGF
reseptdr ailesinin tiglincii tiyesidir [91, 92]. VEGF-R3, embriyo i¢indeki primer kilcal
pleksusun yeniden modellenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve yetiskinlerde
anjiyogeneze ve lenfanjiyojeneze katkida bulunmaktadir. Bu reseptdr, embriyonik
vaskiiler endotel hiicrelerinde bulunur ve gelisme sirasinda iiretimi azalir [93].
Dumont ve ark, VEGF-R3’ten yoksun farelerin, 9.5 embriyonik giinde 6ldiigiinii ve
kan damar1 gelisiminin hasarlt oldugunu géstermislerdir. Bu durumda, vaskiilojenez
ve anjiyogenez meydana gelmistir, ancak biiyiik damarlar hasarli liimenlerle anormal
sekilde diizenlenmistir ve perikard boslugunda sivi toplanmasina ve kardiyovaskiiler

yetmezlige yol agmistir [94].

VEGF-R3 kinaz domaininin katalitik halkasindaki mutasyonlar, kusurlu
kutandz lenfatik damarlarin neden oldugu ekstremitelerin kronik sekilde sismesi ile
karakterize edilen insan kalitsal lymphedema (Milroy hastalig1) yol agar [79]. VEGF-
R3, altinct immiinoglobiilin domaininde proteolitik kesime ugrar; orijinal zincirin iki

bileseni, disiilfid bag1 ile bagli kalir [92].

Hipoksi, kiilttirdeki embriyonik kok hiicrelerin farklilasmasinda VEGF-R3
ekspresyonunu arttirir [95]. Dixelius ve ark, insan VEGF-R3’iiniin C-terminali
kuyrugunda otofosforilasyon bolgeleri olarak bes tirozin aminoasiti (1230, 1231,
1265, 1337 ve 1363) tespit etmislerdir. Fosfotirozin 1337, Shc ve Grb2 igin MAP
kinaz sinyal transdiiksiyon basinda olusan baglanma yeri olarak islev goriir. Insan

primer lenfatik endotel hiicrelerini kullanarak Dixelius ve ark. , VEGF-C uygulamasi
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ardindan VEGF-R2’nin, VEGF-R3 ile birlikte immiino-¢6keldigini bulmuslardir.
Ustelik VEGFR3-tirozin aminoasitleri 1337 ve 1363, VEGF-R2/VEGF-R3 imiino-
kompleksinde otofosforile edilmemistir. Bu sonuglar, iki reseptdriin etkilesiminin,
She ve Grb2 baglanma bolgelerinin fosforilasyonunu 6nledigi ve sinyal iletim

modelini etkiledigini 6nermektedir [96].

VEGF ve VEGF-D, (i) Immiinoprespitasyon ile saptanan VEGF-R2/VEGF-
R3 kompleksinin olusmasmna ve (ii) Reseptorlerin artmig fosforilasyonuna yol

acmustir [96].

1.2.2.4 Noropilin -1 ve noropilin -2

Soker ve ark. HUVEC o6rneklerinde VEGF-R1 ve VEGF-R2’den farkli olan
bir VEGF reseptorii tespit etmistir [97]. Bu arastirmacilar bu reseptorii insan MDA -
MB-231 meme kanseri hiicrelerinden saflagtirmiglar ve néronal bir tanima molekiilii
ve noronal hiicre adhezyon molekiilii olan noropilin-1 ile 6zdes oldugunu
gostermislerdir [98, 99]. Chen ve ark.’nin ¢alismasi noropilin-2’nin kesfine yol
agmistir [100]. Cok sayida gozlem, bu reseptorlerin tiimér progresyonunda dnemli
bir rol oynadigin1 géstermektedir [101]. Bazi tiimér tipinde ortaya ¢ikan noropilinler,
anjiyogenezi arttirarak veya timdr hiicrelerini dogrudan etkileyerek tiimor gelisimine

aracilik edebilir.

Kitsukawa ve ark. Farelerdeki asir1 ekspresyonunun, embriyolarda asir1 kilcal
ve kan damari olusumu, Sldiiriicti hemoraji ile sonuglandigini gostermistir. Bu grup,
néropilin-1 (Npl)’den yoksun farelerin, kardiyovaskiiler sistemdeki ve sinir
sistemindeki anomaliler nedeniyle 10.5-12.5 giinlerde rahim iginde o&ldiigiinii
gostermistir [102]. Anormallikler (i) Sinirsel vaskiilarizasyonun bozulmasi, (ii)
Biiyiik damarlarin transpozisyonu ve (iii) Yolk kesesinde vaskiiler aglarin yetersiz

gelisimini icermektedir [103].

Noropilinler ayn1 zamanda VEGF izoformlar i¢in VEGF-R1, VEGF-R2 veya
VEGF-R3’den bagimsiz olarak reseptér olarak islev goriirler. VEGF-121 ne
noropilin-1 ne de néropilin-2 igin bir liganttir. Kiiltiire edilmis HUVEC hiicreleri
noropilin-2’nin baskin oldugu néropilin-1 ve ndropilin-2’yi ifade etmektedir. Iki
reseptoriin ekspresyon seviyeleri genellikle esit degildir. Ornegin, melanoma ve
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glioblastomadaki néropilin-2 ifadesi, néropilin-1 den fazladir [101]. Parikh ve ark.
fosfatidilinositol  (PI)3-kinaz inhibitdrii, wortmanin ve hiicre dis1 sinyalle
diizenlenmis kinaz (Erk 1/2) inhibit6érii U0126’nin HT29 hiicrelerinde hem bazal
hem epidermal biiylime faktdrii tarafindan uyarilan néropilin-1  mRNA

ekspresyonunu azalttigini bulmuglardi [104].

Wey ve ark. Pankreatik karsinoma hiicrelerinde néropilin-1’in asir1 sekilde
ifade edilmesini saglamigslardir. Neuropilin-1 asir1 ekspresyonu, (i) Gemsitabine ve
(ii) Pankreatik ve diger maligniteleri tedavi etmek i¢in kullanilan sitotoksik ila¢ olan

5-fluorourasil’e duyarliligi ve ayrilmaya bagl apoptozu (anoikis) azaltir.

Noropilin-1 asir1 ekspresyonunun, uyarilmamig Erk 1/2 fosforilasyonunu alti
kat ve Jun N-terminal kinaz (Jnk) fosforilasyonunu dort kat arttirdigini bulmuslardir.
Bu sonuglara bagli olarak Erk veya Jnk sinyalizasyonunun aktivasyonunun, iki

sitotoksik ajana kars1 gozlenen kemodirencini agiklayabilecegini diigiinmiislerdir.

Biiyiime faktorleri ve oksijen, ndropilinin ifadesini diizenler. Ornegin, VEGF
[105], epidermal bityiime faktorii [104, 106, 107], insiilin benzeri biiyiime faktdrii-1
[104] ve hipoksi [108] néropilin-1’in artmig ekspresyonuna ve serebral iskemi, hem
noropilin-1 hem de néropilin-2’nin artmig ekspresyonuna yol agtigi gézlemlenmistir

[109].

VEGF-R1, VEGF-R2 ve VEGF-R3 i¢in es reseptdr olarak, ndoropilinler

protein-tirozin kinaz kaskadlarinm bir pargasi olarak islev goriirler.

1.3  Plazminojen Aktivatorleri ve Matriks Metalloproteazlar

Plazminojen aktivatorleri, plazmin ve matriks metalloproteazlar (MMPler),
anjiyogenezde rol oynamaktadir [110]. Plazminin enzimatik aktif bolgesi bir serin
aminoasidi igermektedir ve bdylece bir serin proteaz olarak tanimlanmaktadir.
Plazmin, fibronektin, laminin ve proteoglikanlarin protein ¢ekirdegi gibi birkag hiicre
dis1 proteinin hidrolizini katalize eder [73, 111]. Aktif plazmin, doku plazminojen
aktivatorii (tPA) ya da irokinaz tipi plazminojen aktivatorii (uPA) tarafindan
proteolitik aktivasyonu takiben inaktif plazminojenden tiiremistir [112]. Doku

plazminojen aktivatorii, fibrinoliz i¢in plazmin tiretiminde &nemli bir rol oynarken,
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uPA, dokunun yeniden modellenmesi sirasinda hiicre dis1 matrisin par¢alanmasi i¢in
plazmin iiretiminde Onemli bir rol oynamaktadir [113]. uPA’nin aktivitesi
plazminojen aktivatér inhibitorii-1 ve -2 ile ortadan kaldirilmaktadir. Plasminojen,

ekstraseliiler bdlmede yaygin olarak bulunur.

Insan matriks metalloproteazlar ailesi, iki ayr1 gruba ayrilabilen ginkoya
bagimli 23 enzimden olusur: salgilanan MMP’ler ve membran tipi MMP’ler (MT-
MMP’ler).Salgilanan MMP’ler arasinda MMP 1-3, MMP 7-13, MMP 19, MMP 20,
MMP 23A, MMP 23B, MMP 24-28 bulunur ve membrana bagh MMP’ler MMP 14-
17 ve MMP 211 igerir [114, 115]. Bu enzimler, bag dokusu stromasinda bazal
membran ve gesitli kollajen tipleri de dahil olmak iizere ¢ok sayida hiicre dis1 matris
proteinlerini pargalayabilirler. Aktif olmayan pro-enzimler olarak salgilanirlar ve
plasmin dahil olmak tiizere gesitli enzimler tarafindan ekstraseliiler olarak aktive
edilirler. Metalloproteazlarin doku inhibitorleri (TIMPler) MMP aktivitesini diizenler
[60].

1.4  ADAMTS Gen Ailesi

Memeli genomunda 19 ADAMTS geni tanimlanmigtir. ADAMTS’ler 1°den
20 ye kadar isimlendirilmistir. Fakat ADAMTS-11 isimlendirmede daha once
ADAMTS-5 olarak isimlendirilen genle aymi oldugu i¢in bulunmamaktadir [116,
117]. Aym aile smifindan oldugu matriks metalloproteinazlar (MMP’ler) ve
ADAM’lar (A Disintegrin Ve Metalloproteinaz) gibi ADAMTS’ler metzinin proteaz
stiper ailesine aittir ve ¢inko iyonuna bagimli metalloproteinaz aktif blgesine yakin

korunan metionin amino asidinden adin1 almigtir [118, 119].

1.4.1 ADAMTS’lerin Yapisal Organizasyonu

Biitin ADAMTS’ler hiicre dist salgilanan enzimlerdir ve bilesik domain
organizasyonuna sahip olup, amino terminalinden baslayarak, bir sinyal peptidi ve
ardindan degisken uzunluktaki bir pro-bdlgesi; bir metalloproteinaz domaini; bir
disintegrin benzeri domain; merkezi trombospondin tip 1 dizi tekrar (TSR) motifi; bir

bosluk bdlgesinin ardindan sistein amino asidince zengin domain igerirler.
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Prodomain, metzincinlerde genellikle gizli olarak bulunur ve enzimlerin
dogrudan dogruya katlanmasini saglar; ancak ADAMTS’lerde ek islevlere
sahiptirler. Genel olarak ADAMTS’ler, MMP’lerin aktivasyonunu kontrol eden
sistein aminoasitlerinden yoksundur, ancak ADAMTS-15’te bunlarin aksine bu
aminoasitler ~mevcuttur. Biitin ADAMTS’ler furin  benzeri  pro-protein
dontistiiriictileri i¢in (PPCs) en az bir (R/KXnR/K|R) bolgesi igerirler ve bazilarinin
(6rnegin pro-ADAMTS 1 ve —4) aktif enzimin salgilanmasini saglayan trans golgi
agiyla PPC’ler tarafindan aktivite gosterdigi gozlenmistir [120]. Diger ADAMTS .
onciilleri  (6rnegin pro-protein  ADAMTS-5) furin tarafindan golgide degil
ekstraseliiler olarak aktive edilir [121]. Oysaki pro-ADAMTS-9 saperon 1s1 sok
proteini gp96 / GRP94 ile kompleks halinde iken hiicre yiizeyinde aktive olmaktadir
[122].

ADAM’larin aksine, 21 insan aile iiyesinden 8 tanesinin islevsel bir Zn
baglanma motifini kaybettigi ve dolayisiyla proteolitik olarak inaktif oldugu [123],
tim ADAMTS lerin katalitik olarak islevsel oldugu tahmin edilmektedir. ADAMTS
metalloproteinaz domainlerinin tipik metzinin yapisini benimsemesi beklenir: iist
kisimda bes iplikli bir P-tabakasi igeren bir amino terminal alt-domainine sahip
kiiresel bir yap1 ve altta, Met-doniisiin konumlandirildigi a-helikslerden olusan ve
katalitik Zn®*" altina bir hidrofobik yastik olusturan bir karboksi terminal domain.
[124]. ADAMTS metalloproteinaz domainlerinin aywirt edici bir 6zelligi,
MMP’lerinkilerle karsilastirildiginda yapiy1 stabilize eden dort disiilfid baginin
varhigidir (MMP’lerde yoktur) [125]. ADAM akrabalarmin aksine, higbir
ADAMTS’nin integrinlerle disintegrin benzeri domain araciligi ile etkilesimde
bulundugu bildirilmemistir ve  ADAMTS’lerde bu alanin yanlis adlandirildig
Onerilmektedir. ADAMTS-1 [125] ve ADAMTS-4 ve 5 i¢in kristal yap1 verileri,
disintegrin benzeri domainin metalloproteinaz aktif bolgesi yariga kars1 yigilmus,
sistein agisindan zengin bir bdlge oldugunu ortaya koymaktadir ve katalitik domainin
bir pargasidir. ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’in Kkatalitik domainlerinin kristal
yapilarindan sasirtict bir bulgu, dengede var olabilecek aktif alanlarin iki alternatif
konformasyonunun tanimlanmasidir: ek bir Ca® * iyonuna bagli olan ve bir ‘agik’ ve
erisilemeyen Ca®" iyonunun serbest birakildig1 ‘kapali’, yapi bulunur [126]. MMPler
veya ADAM’lar icin bu iki farkli konformasyonel durumun varligi

gozlemlenmemistir.
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Katalitik domain agisindan, ADAMTS’ler, bir konsensiis HEXXHXBG (/ N
/S) BXHD katalitik motif igerir. Icerisindeki ii¢ histidin bir Zn™ iyonu koordine eder
[118], B polar olmayan aminoasidi temsil eder. ADAMTS’lerde, li¢iincii histidinin
14 ila 20 amino asit 6ncesindeki metiyonin, tiim metzincin metalloproteinazlarin

katalitik domainlerinde ortak olan ‘Met-d6niis’ {i olarak tanimlanir [118].

ADAMTS enzimlerinin, aktivitelerinin diizenlenmesi ve substrat baglama
fonksiyonlarinda ECM ile birlesmeleri igin karboksi terminal yardimeci domainlerine
ihtiyaclar1  vardir. Tim ADAMTS enzimlerindeki yardimci  domaini,
trombospondinler 1 ve 2’nin tip I tekrarlarina benzer yaklasik 50 aminoasit
trombospondin benzeri tekrar (TSR) ve bunu takiben 100 amino asit’den biraz daha
fazla sistein agisindan zengin bir b6lge 10 korunmus sistein aminoasit (ADAMTS-12
hari¢) [127]. tortusu igeren asit kalintilart ve son olarak 103-160 amino asit
uzunlugunda daha degisken bir sistein igermeyen ayirici bolgeden olusur. Bir ¢ok
ADAMTS (ADAMTS-2, 3, 6, 7, 10, 12, 14, 16, 17, 18 ve 19) , PLAC (proteaz ve

lacunin) modiiliine sahiptir ve bu modiil korunmus alti sistein aminoasidi igerir.

Bu temel organizasyon ADAMTS-4 tarafindan agik¢a gériilmektedir ve diger
aile tiyeleri ¢esitli karboksi terminal modiilleri ¢esitlidir ve bir veya daha fazla TSR
icerirler (Sekil 1.4). Esas TSR’nin karboksi terminal bolgesi yardimer domain olarak
adlandirilir ve ADAMTS aile iiyeleri arasinda belirgin farklari olugturur.
ADAM’larin aksine ADAMTS’ler, epidermal biiyiime faktérii (EGF) benzeri,
transmembran ve sitoplazmik modiillerden yoksundur. ADAMTS’lerden farkli
olarak bir baska aile yedi ADAMTS benzeri gen (ADAMTSL)’ler, ADAMTS nin
yardimci alanlarma benzeyen ancak katalitik alanlarinin eksik oldugu proteinleri
kodlar. ADAMTSL-1, ADAMTSL-6’y1 ve papilini iceren bu ADAMTSL proteinleri,
ADAMTS’lerin aktivitelerini diizenlemek igin islev gorebilir [117, 128]. 19
ADAMTS proteini domain organizasyonu ve bilinen iglevleri bakimindan temelde
sekiz ‘sinif’ ta birlestirilebilir. Aggreckanaz ve proteoglikanaz (ADAMTS-1, 4, 5, 8,
15 ve ADAMTS-9 ve 20) aggrecan, versikant, brevican ve neurocani iceren
hiyaliiron baglayici kondroitin siilfat proteoglikan (CSPG) ekstraseliiler proteinlerini
pargalayabilirler [129]. Bu alt grup ayn1 zamanda ADAMTS-1 ve ADAMTS-8’in
anti-anjiyojenik faktorler olarak Ozdeslestirilmesine dayanarak "anjiyoinhibitor"
olarak isimlendirilmistir [130]; Bununla birlikte, ADAMTS’lerin diger simiflarinin
anjiyogenez lizerinde de etkisi vardir. Bir bagka grup ise (ADAMTS-2, 3 ve 14), ii¢lii
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sarmal kollajen fibrillerinin olgunlagmasi igin gerekli olan pro-kollajen N-
propeptidazlardir [131]. ADAMTS-13, von-Willebrand faktorii (VWF) pargalanan
proteazdir (VWFCP). Bu proteaz siireci biiyiikk multimerik vWF hedef proteinlerinin
stv1 akiskan stres altinda kan pihtilagmasi i¢in optimum boyutta getirilmesidir [132].
Bagka bir sinifta (ADAMTS-7 ve 12) kikirdak oligomerik matris protein par¢alama
proteinleri (aym: zamanda trombospondin-5 olarak bilinir) bulunur [133, 134]. Bu
simif ADAMTS ailesinde kondroitin siilfat zincirlerinde musin domaini igeren bu iki
enzim lizerinde proteoglikan icermesi ile benzersizdir [135]. Geriye kalan ii¢ alt siuf
her biri bir ¢ift enzim iceren (ADAMTS-6 ve 10; ADAMTS-16 ve 18; ADAMTS-17
ve 19)’ler fizyolojik alt tabakalari tammlanamamis oldugu i¢in orfan olarak
isimlendirilmektedir. Fonksiyonlar1 bilinen ADAMTS’lerde oldugu gibi, bir¢ok
orfan enziminin de, kalitsal insan genetik bozukluklar ve edinilmis hastaliklarla olan
iligkilerinden ortaya ¢ikan 6nemli fizyolojik rollere sahiptir. Benzer etkiye sahip ve
benzer domainleri paylasan ADAMTS proteinlerinin gen duplikasyon siirecinde

evrimsel olarak olusuldugu 6ne siiriilmektedir [136-140].

p—

{ ) =Trombospondif Motif Bolgesi

S

| = Disintegrin Benzeri Bolge ’ = Sisteinden Zengin Bolgesi

- = Baglanti Bolgesi . = Degisken Bolge

Sekil 1.4: ADAMTS gen yapisi.

1.4.2 Lokalizasyon ve Fonksiyon

ADAMTS proteazlar doku gelisimi ve olusumunda 6nemli rol oynar. Bu
enzimlerin diizenlenmesinde hata oldugunda veya enzim mutasyona ugradiginda

hastaliklar ortaya ¢ikmaktadir. ADAMTS’ler artirit [129, 141], kanser [142-146],
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aterosiklorozis [147] ve merkezi sinir sistemi hastaliklari ile iliskilidir [148]. Ayrica
birgok ADAMTS geni mutasyonu otozomal resesif Mendel kalitimi hastalig: ile de
iligkilidir [128]. ADAMTS-2 inaktivasyonunda Ehlers-Danlos sendrom tip VIIC
ortaya ¢ikmaktadir [149]. ADAMTS-13 genindeki resesif mutasyonlar trombotik
trompositopenik purpura (TTP) durumundan sorumludur ve platelet birikimine sebep
olmaktadir [150]. Weill-Marchesani sendromu (WMS) ADAMTS-10 [151].
ADAMTS-17 [152] mutasyonlar1 ile ortaya g¢ikmaktadir. Mikrokornea, myopik
khorioretinal atropi ve telechanthus (MMCAT) ADAMTS-18 mutasyonlar1 [153,
154]. Birgok ADAMTS genleri transkripsiyonel olarak sitokinler, biiyiime

hormonlari, inflamatuvar ajanlar tarafindan regiile edilmektedir.

1.4.3 ADAMTS Gelisimi

Aggrekanazlar/proteoglikanlar igin temel gelisimsel bir rol CSPG versikanin
pargalanmasidir. Versikan, morfogenez sirasinda dinamik yeniden modellemeye izin
verirken, yapisal bir destek saglayan gevsek, hidrasyonlu, hiyaliironik agidan zengin
bir matrise yol agtig1 i¢in embriyogenez sirasinda 6nemli bir ECM (Ekstra Selliilar
Matriks) bilesenidir. Birgok hiicre tipinin yapismasini, migrasyonunu ve ¢ogalmasini
etkiler; versikandan yoksun fare, kardiyak kusurlar nedeniyle &liir [155]. In vivo
parcalama, amino terminali olan 70-kDa G1 hiyaliironan baglanma domaininin,
‘versikine’ olarak adlandirilan karboksil terminusundaki bir DPEAAE neo-epitopu
ile serbest birakir [156]. DPEAAE’ye kars1 antikorlar ADAMTS-1, 4, 5, 9, 15 ve
20’nin ¢esitli baglamlarda versikanalardan olustugunu gostermistir [157-159].
Versikan parcalanmasindaki gelisimsel bozukluklar, ADAMTS-1, 5, 9 ve 20°de
hasar1 olan farelerde goriilen fenotipleri desteklemektedir. Kalp olusumu sirasinda,
baslangicta olgunlasmamis versikanca zengin ECM’nin yerini bir kollajen,
proteoglikan ve elastin igeren matris alir. ADAMTS-9 yoksun fare gastrulasyondan
once Oliir, ancak hemizigot ADAMTS-9 +/- fareleri, DPEAAE neo-epitopunun
azaltilmis algilanmasini ve bozulmamis versikanin birikiminin yansimasi olan kalp
malformasyonlarina sahiptir [160]. ADAMTS-5 - / - fareleri ge¢ fetal evrelerle
genisleyen kalp kapakgiklarina sahiptir ve bu da azalan versikan pargalanmasi ile
korelasyon gosterir [161]. ADAMTS-5, erken versikanca zengin matrisin

temizlenmesi i¢in kalp geligsimi sirasinda gereklidir. ADAMTS-5"in versikanin
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par¢alanmasi i¢in benzer bir gerekliligi cilt gelisiminde goriiliir [162]. Bununla
birlikte, otopod gelisiminde interdigital baglanti gerilemesi, sindaktilige yol agan
basarisizlik veya parmaklarin ve ayak parmagmim baglantisi da dahil olmak iizere
diger morfogenetik olaylarda dramatik olarak farkli bir sonug¢ goriiliir. ADAMTS-5,
ADAMTS-9 ve ADAMTS-20 i¢in bos alellerin kombinasyonunu tasiyan fareler),
agdaki gerilemesine basarisizlik ve bunun yaninda azalan versikan parcalanma ve
apoptozu gosterir [163]. Bu nedenle, ADAMTS-5, 9 ve 20°nin kombine proteolitik
aktiviteleri, versikon proteolizi ve ag gerilemesi igin gerekli olan bir esigin lizerinde
tutmak icin gereklidir. Tek bir proteaz, ADAMTS-20 yokluguyla kombine
edildiginde, heterozigotluk ile in vivo versikant seviyelerini azaltmaya ve % 100
penetrant sindaktilie neden olmustur [164]. ADAMTS-1 tarafindan versikan
par¢alanmasi, bu enzimin oviilasyon ve kalp gelisimi tizerindeki rollerinin altim
cizmektedir. ADAMTS-1 yoksun farelerde perinatal 6liim, yasamini siirdiiren
hayvanlarda az biiyiime ve uretra, yag ve adrenal dokuda anomaliler ve disi farelerde
kisirlik goriilmesi bu enzimin organogenez ve oviilasyondaki énemini belirtmektedir
[165, 166]. ADAMTS enziminin kalp gelisimi {izerine katihmi, insanlarda

kardiyomiyopati ve kalp yetmezligine de neden olabilecegini diisiindiirmektedir.

1.4.3.1 ADAMTS-2 Geni

ADAMTS ailesine ait ADAMTS-2’nin birincil gérevi tip I, II, Il ve V
prokollojenlerin ~ amino  propeptitlerini  pargalamamaktir. ~ Bu  yiizden
‘‘aminoprokollojen peptidaz’’ olarak tanmimlanmistir [167] ADAMTS-2 proteini,
inaktif zimojenler olarak fizyolojik olarak sentezlenir ve N-terminal propeptidi bir
proprotein doniistiiriicli olan furin ile ayrilir. Bu post-translasyonel modifikasyon,

aktivasyonu i¢in gereklidir [168].

ADAMTS-2 eksikligi insanlarda resesif kalitim gdsteren bag doku hastaligi
olan dermatosparaksise (Ehlers—Danlos sendrom tip VIIC) neden olmaktadir [169,
170]. Bu kalitsal bag dokusu bozuklugu, yanlis islenmis aminoprokollojenin
birikiminin bir sonucu olarak ortaya c¢ikar ve hastaligin temel ozelligi asir1 cilt
kirlganlhigidir [167, 171]. ADAMTS-2, kalp dokusu da dahil olmak iizere cesitli
yetiskin dokularinda eksprese edilir ve ayn1 zamanda ¢oklu biyolojik siireclerde yer

alir. Akut miyokard enfarktiisii gegiren hastalardan alinan koroner lezyon
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orneklerinde ADAMTS-2’nin artmig ekspresyonu gézlemlenmistir. ADAMTS-2’nin
akut miyokard enfarktiisii ve kardiyovaskiiler hastalik patogenezinde potansiyel bir

rol oynadigini gésterilmistir [170].

ADAMTS-2’nin in vivo ve in vitro olarak niikleolin vasitasiyla anti-
anjiyojenik ozellikler gosterdigini ve bunun da hiicre zari ile iliskili oldugu
bulunmustur [167]. Akut miyeloid I6semi (AML) hastalarinda niikleolin diizeylerinin
belirgin sekilde yiikseldigini ve bu niikleolin agir1 ifadesinin DNA metil transferaz
1’in agirt ifadesi ile iliskili oldugu bulunmustur [172]. ADAMTS-2, anti-anjiyojenik
ozelliklerinden 6tiirli timor baskilayici protein olarak rapor edilmistir, hematopoietik
dokuda farkl: bir islevin gergeklestirilmesi ve ADAMTS-2"yi iceren kromozomal
yeniden diizenlenmesiyle bu islevin bozulabilecegi miimkiindiir. Propeptid domainini
kodlayan 1-3 ADAMTS-2 geni ekzonlari der iizerinde tutulurken geriye kalan
ADAMTS-2 kodlama ekzonlari, TCRD lokusuna der bitisik olarak aktarildigi ve
asirt eksprese edildigi bulunmustur. Bu nedenle ADAMTS-2 geninin yeniden
diizenlenmesinin aktif bir proteinin iiretiminden sorumlu olabilecegi diisiiniilmiistiir

[168].

Yapilan diger bir ¢alismada IL-6’nin kemik kanser hiicresinde ADAMTS-2
genini transkripsiyonel olarak diizenledigi, mRNA ve protein diizeyinde ifadeyi

arttirdig1 gosterilmistir [173].

1.4.3.2 ADAMTS-3 Geni

ADAMTS-3, prokollajen II N-propeptidaz aktivitesine sahip protein olarak
tanimlanmistir. Ayrica ADAMTS-3 proteolitik parcalanma vasitasiyla VEGF-C’yi
aktive edebildigi gostermistir [174, 175].

ADAMTS-3 ve ADAMTS-2, benzer bir alan yapisi ve % 61°lik bir genel dizi
6zdesligi tasimaktadir. Insan derisi ve deri fibroblastlar, ADAMTS-3ten 30 kat
daha yiiksek ADAMTS-2 mRNA diizeylerini gosterirken, ADAMTS-3 mRNA, insan
kikirdagindaki ADAMTS-2 mRNA’sindan 5 kat daha yiiksek bulunmustur. Hem
ADAMTS-2 hem de ADAMTS-3 prokollajen II’yi islemektedir, ancak ADAMTS-3,
kikirdakta daha ¢ok ifade olmaktadir. In situ hibridizasyon (ISH) analizi
yapildiginda, ADAMTS-3’un gelismekte olan fare beyninin belirli bolgelerinde,
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kemik ve tendon gibi bag dokularinda da yiiksek oranda ekspre edildigi ortaya
konmustur [176].

Ogino ve ark.’larmin yaptig1 bir calismada ADAMTS-3, serebral korteks ve
hipokampusta Reelin’i parcalayan ve pasiflestiren proteaz olarak tamimlanmigtir.
ADAMTS-3, embriyonik ve postnatal serebral korteks ve hipokampiisiin eksitator
noronlarinda  eksprese edilmektedir. ADAMTS-3 yoksun farelerde Tau
fosforilasyonu azalmis ve dendritik dallanma ve uzama artmistir. ADAMTS-3’iin
inhibisyonu Reelin aktivitesini arttirdigmi ve sizofreni ve Alzheimer hastalig1 gibi
noropsikiyatrik ve noérodejeneratif bozukluklarin Onlenmesi veya tedavisi ig¢in

potansiyel bir terapétik strateji olabilecegini 6nermislerdir [177].

ADAMTS-3 inaktivasyonu deri 6demi ve karaciger gelisimi ile embriyonik
olime yol agmistir, ancak prokollajen iglemi degismemistir. Tek inaktif alleli olan
farelerde (ADAMTS-3 +/-) ireme ile ilgili problem olmazken, her iki alleli de inaktif
olan farelerde (ADAMTS-3-/-) E15.0 embriyonik gelisim periyodunda 6liim
gergeklesmistir. Embriyonik lenfojenez ve plasenta anjiyogenezisi icin ADAMTS-3
gereklidir. Ayrica ADAMTS-3, eriskin dénemde kanser ve metastaz yayilimi da
dahil olmak {iizere birgok patolojik kosulda goriilen anormal lenfojenez sirasinda
lenfatik homeostaz ile ilgilidir. ADAMTS-3’iin beyindeki ifadesi ve sinir kok
hiicrelerinin aktivasyonundaki VEGF-C/VEGF-R3 yolagindaki etkisi, ADAMTS-

3’ilin ndérogenesizdeki potansiyel bir rolii oldugunu diisiindiirmektedir [174].

ADAMTS-2 geninde yapilan IL-6 ¢alismasi dogrultusunda yapilan ¢alismada
kemik kanser hiicrelerinde ADAMTS-3 genininde IL-6 tarafindan diizenlendigi ve
mRNA ve protein diizeyinde artis sagladigi belirlenmistir [173].

1.5  Hipoksik Kosullar ve Anjiogenez

1.5.1 Hipoksi ile Uyarilabilir Transkripsiyon Faktorii (HIF) Ailesi

Oksijen (O,) homeostazi omurgali yasami i¢in ¢ok Onemli bir faktordiir
[178]. Diisiik O, seviyelerinde hipoksi indiikleyici faktor-1 (HIF-1) tarafindan

anjiogenez, glukoz metabolizmasi hiicre poliferasyonu ve fizyolojik yanitin
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diizenlenmesi ile ilgili pek ¢ok genin transkripsiyonu indiikler [178]. Hipoksiya
anormal damarlagmayla birlikte kanser hiicrelerinin ¢ogalmasi sayesinde tiimoriin
merkezinde olusur [179]. Hipoksiyanin memeli hiicrelerinde HIF-1tarafindan

diizenlendigi anlasilmigtir. [180].

HIF-1’in tetikledigi hedef genler, anjiyogenez, glukoz metabolizmasi, hiicre
proliferasyonu, invazyonu ve metastazda rol oynar [181]. HIF hedef genler
tarafindan kodlanan proteinler, O, verimini arttiran ve O, tiiketimini azaltan
proteinler olmak tizere iki belirgin kategoriye ayrilir. Béylece HIF aracili yolaklar
gelisim, fizyoloji ve hastalikta kritik hale gelir. Ozellikle, insan tiimorlerinin biiyitk

cogunlugu bu gen iiriinlerinin asir1 ekspresyonuna sahiptir [181].

1.5.2 HIF-1’in Yapisi

HIF-1 transkripsiyon faktori, ti¢ hipoksi ile uyarilan alfa alt birimden (HIF-la
/ 2a./ 30) biri ve kararli olarak yapisal olarak eksprese edilen beta alt birimden (HIF-
1B, aril hidrokarbon reseptor niikleer translokatdrii (ARNT) olarak da bilinir) olusan
heterodimerdir. HIF-1a, a basic-helix-loop-helix (bHLH)-PER (Period) ARNT-SIM
(single minded) (PAS) siiper ailesinin tiyesidir ve O, ile degisen alt tinitesi hipoksiya

da yaygin olarak eksprese olur [182].

HIF-lo'nin amino (NH;) terminal ucunda (amino asit 1-390) DNA
baglanma ve dimerizasyon i¢in gerekli olan basic-helix-loop-helix(bHLH) ve PAS
bolgelerini igerir. Ote yandan, karboksi terminal ucu, oksijene bagimli bozunma
domaini (ODDD), inhibe edici domain (ID, transaktivasyon alanlarinin negatif
regiilatorii) ve iki transaktivasyon domaini (N-TAD ve C-TAD) igerir [183]. Niikleer
lokalizasyon sinyali (NLS) alanlart 17-33 numarali rezidii (NLS-N) ve 718-721
numarali rezidii (NLS-C) ‘lerde bulunmaktadir [184].

Hipoksi sirasinda, N-TAD, HIF-1a’y1 stabilize ederken C-TAD, HIF-la
hedef genlerinin CREB-baglayict protein (CBP)/p300) ko-aktivatorii ile birlikte
transkripsiyonunu modiile eder [184]. HIF-1 hedef genlerinde heterodimerlerin
hipoksiya responsive elemente (HRE, 50-(A/G)CGTG-30 konsensus sekans igerir)

baglanarak, transkripsiyonun aktiflesmesini saglar [184].
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Normoksiyada, HIF-1a. nin ODDD domaininin LXXLAP motifinde bulunan
iki prolin amino asidi (P402 ve P564) prolil-4-hidroksilaz (PHDs) tarafindan
hidroksillenir [185]. PHD enziminin aktivitesi O, ye bagimhdir [186]. ODDD
domaininin Lizin-532 amino asidi bir asetil transferaz enzimi, arest defektif 1 (ARD-
1) tarafindan asetillenir [187]. Bu degisiklikler, 574. pozisyondaki Losin’de bulunan
(L574) bir E3 ubikitin ligaz olan von Hippel-Lindau proteininin (pVHL) f-
domainine baglanarak HIF-1a alt biriminin 26S proteazomal yikimina yol agar [188].
HIF-1o nm 803. Pozisyonundaki asparjin amino asidi (N803) HIF-1 inhibe eden
faktor (FIH-1) olan asparjinil hidroksilaz tarafindan O,-bagimli yolda hidroksillenir.
Bu hidroksillenme C-TAD ve CBP/p300 domainleri arasindaki baglantiy1 bloke
ederek HIF-la tarafindan yiiriitiilen gen transkripsiyonu durdurur. Kofakt6r olarak

askorbat ve Fe, gerektirir [189].

1.5.3 HIF-1 Yolaginin Diizenlenmesi

Genel olarak, HIF-la biiylime faktorii kaskadlari ve sinyal yolaklari ile
sentezlenir. Normal O, kosullar1 altinda, PHDs aktifleserek prolil hidroksilazyona
sebep olurlar. Boylece of HIF-1’a degrede olur [190]. Hipoksik kosullarda HIF-1a
kararliligi ve transkripsiyonel aktivitesi bircok yolak ve post translasyonel
modifikasyonlar  (hidrosilasyon, asetilasyon, ubikutinilasyon, fosforilasyon,

sumolizasyo, S-nitrosation ) ile diizenlenir (Sekil 1.5) [191].

Rapamisinin mekanistik hedefi (mTOR) [192] ve fosfatidil inositol 4,5-
bisfosfat-3-kinaz (PI3K) [193]. HIF-la translasyonunu arttirabilir. Ek olarak, bazi
biiylime faktorleri ile RAS’1 aktive ederek RAS/RAF/MEK/ERK kinaz yolagini
stimiile edebilir. Koaktivatsr CBP/p300 ERK tarafindan fosforile edilir ve HIF-
1a/p300 kompleksinin olusumu saglar, bdylece HIF-1’a transkripsiyonu aktive olur

[192].

Ayrica, trombosit tlirevi biiylime faktorii (PDGF) [194], insiilin [195] ve
insiilin benzeri biiytime faktorii (IGF) [196], HIF-1a translasyonunu indiikler.

Strese tepki veren histon deasetilaz ailesi olan sirtuenler DNA onarimini,
transkripsiyon metabolizmasini ve metastazi etkiledigi bildirilmistir [197]. Bu

nikotinamid adenin diniikleotid (NAD") bagimli enzimler, HIF aktivitesini
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diizenleyen bir potansiyel sergiledigi bulunmus ve béylece HIF yanitlari ile hiicresel
stres arasinda iligki oldugu diisiintilmiistiir [197]. Hipoksi sirasinda, hiicresel NAD"
azalir ve sirtuin-1 (Sirt-1) seviyelerini diiser, HIF-lo asetilasyonunu arttirir ve
dolayisiyla HIF-lo hedef gen ekspresyonunu tesvik eder. Poly (ADP-riboz)
polimeraz 1 (PARP1 NAD'-bagimli bir enzimdir ve HIF-la trans-aktivasyonuyla
etkilesimde bulunup onu tesvik eder [198].

Nitrik oksit (NO) nitrik asit sentetaz (NOS) ekspresyonunu artirir. NOS’un
da insan oral skuaméoz hiicre karsinomunda HIF-lo protein kararhligini arttirdig

bulunmustur [199].
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Sekil 1.5: Normoksik ve Hipoksik Sartlarda HIF-1a [200].

1.5.4 Timorlerde HIF-1q

Kanser hiicrelerinde, artmis O, tiiketimiyle ve diisiik O, verme ve difiizyon
nedeniyle hipoksik hale gelir. Yetersiz ve kaotik vaskiilarizasyon nedeniyle
tiimorlerin hiicresel O, dengesinde yiiksek oranda bozulma vardir. Hipoksiya, tiimor

cevresinin belirgin karakteristik bir 6zelligidir ve biiyiiyen bir tiimoriin agresivitesini
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artirir [201]. Kat1 tlimorlerin yaklasik % 60’1 , <% 1 O;’ye sahiptir ve bu da tiimor
ici hipoksiye yol agar.

Timor hiicreleri, HIF-1a’y1r gorevlendirerek O, gerilimindeki bu
degisiklikleri  engeller. HIF-lo’nin  upregiilasyonu, anjiyogenez, glikoz
metabolizmasi, hiicre gogalmasi / canlilig1, invazyon ve metastaz gibi bir¢ok 6nemli
kanser ozelliklerini harekete gecirir ve tiimoér sagkalimi ve progresyonunda dnemli
bir role sahiptir (Sekil 1.6). HIF-1 ¢esitli tiimor gelisim yollarim diizenler [202].
DNA mikroarray deneyleri ile insanlardaki tiim genlerin % 2’sinden fazlasinin HIF-1

tarafindan dogrudan veya dolayli olarak regiile edildigi bulunmustur.

Klinik ortamda, hastalarin biyopsi orneklerinden yapilan
immiinohistokimyasal (IHC) analizler sonucunda, yaygin insan kanserinde dramatik

HIF-1 asir1 ekspresyonu sergilendigi, metastaz ve mortalite oranlarinin artmasina yol

\§~ / Hiicre gocli

N\

actig1 goriilmustiir.

Primer timar

Hipoksia Tiimér hiicresi

g

ECM

Timér hiicresi

o /ECM

Sekil 1.6: Hipoksi altinda tiimér gelisimi [203].

1.5.5 HIF-1 Ile Diizenlenen Tiimér Anjiyogenezi

Hipoksik tiimér mikro ortamindaki anjiyojenik ge¢is, artmis O, tiiketimine ve
artmuis difiizyon mesafesinin bir sonucu olarak O, dagitiminin kisitlamaya
baglanabilir. Hipoksinin vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriinii (VEGF)
indiiklediginin kesfi, hipoksi ve anjiyogenez arasinda énemli bir baglanti olusturur
[204]. Son zamanlarda, bakirin hepatik ve meme kanseri hiicrelerinde HIF-la ve
VEGF ekspresyonunu indiikledigi bildirilmistir [205]. Pankreas kanserinde, , HIF-

lo’nin aktivasyonuna miidahalesi, VEGF salimmini tetikler ve daha sonra kan
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damarlarinin olusumuna miidahale eder [206]. HIF-la, anjiyogenezide Onemli
oldugu i¢in bu yolun susturulmasi / engellenmesi, hiicrelerin invaziv bir fenotip

varliginda bile kolonilesme yetenegini azaltabilir.

HIF-1a sinyal yolagi, kollajen prolil-4-hidroksilazlar (P4Hs), matriks
metalloproteinazlar (MMP’ler) ve matriks metaloproteinazlarin doku inhibit6rleri

(TIMP-1) gibi faktorleri diizenler [207].

Hipoksi sirasinda birgok miRNA uyarilmaktadir ve bu miRNA’lar
anjiyogenezde kritik rol oynamaktadir [208]. MiR-429, tiimé&r hiicrelerinde hipoksi

oncesi asamada uyarilir ve HIF-1 mRNA diizeylerini regiile eder [209].

HIF tarafindan diizenlenen genlerin stimiilasyonu, tiimérlerde artmis metastaz
ile iligkilendirilmistir [209]. HIF izoformlarinin invazyon ve metastaz iizerine farkli

etkiler gosterdigi rapor edilmistir [210].

Invaziv hiicrelerin en dikkat gekici ozelliklerinden biri, epitelyal hiicrelere
temasin bozulmasi, mezensimal O&zelliklerin ve hareketliligin saglanmasi ile
sembolize edilen epitelyal mezengimal ge¢is (EMT)’dir. HIF-1, bircok EMT
diizenleyicisinin ekspresyonunu yonetir ve bdylece tiimor metastazina katkida
bulunan faktorlerden biri olarak hareket eder. Birgok rapor kanserdeki HIF-la
ifadesinin invazyonu arttirdigin1 ve e-kadherin kaybini indiikledigini ortaya
koymustur [211]. Buna ek olarak, HIF-1, TCF3, ZFHX1A ve ZFHXI1B gibi E-
kadherin ekspresyonunu bastiran genlerin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar.
Ayni zamanda hiicre iskeletini olusturan ve hiicre-hiicre yapigmasini saglayan diger

proteinleri harekete gegirir [212].

Timor invazyon ve metastazinin derecesi, ECM’yi pargalayan ve yeniden
sekillendiren MMP ve lizil oksidazin (LOX) HIF-1 tarafindan diizenlenen
transkripsiyonel aktivasyonuna baglidir [213]. Dahasi, HIF-1 hedef genleri, kanser
hiicrelerinin kan damar1 ig¢inde dolasimini tesvik eden VEGF gibi gecirgenlik
faktorlerini igerir. Buna ek olarak, salgilanan ANGPT-L4 ve hiicre yiizeyi L1 hiicre
adhezyon molekiilii (L1CAM) proteinleri malign hiicrelerin metastatik bdolgelere

ekstravazisyonuna neden olur [214].
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2. TEZIN AMACI

Bu tez ¢alismasinda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin olast HRE promotor
bolgelerinin belirlenmesi ve VEGF sitokininin bu genler iizerinde ki ifadelerinin
normoksik ve hipoksik sartlarda saptanmasi amag¢ edilmistir. Bu amag

dogrultusunda;

(i) ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin normoksik sartlarda Saos-2, MG63,
HUVEC hiicre hatlarinda endojen mRNA ifadeleri belirlendi. Sonuglara gore
tez kapsaminda calisilacak hiicre hatti olarak HUVEC hiicre hatti segildi.

(ii) VEGEF sitokininin normoksik ve hipoksik sartlarda HUVEC hiicre hattinda
endojen mRNA ifadeleri belirlendi.

(iii) ADAMTS-3 ve ADAMTS-2 promotor pargalarinin normoksik ve hipoksik
sartlarda trankripsiyonel aktiviteleri transfeksiyon metodu kullanilarak analiz
edildi. Hangi promotor pargalarinin aktive oldugu saptandi. Bu dogrultuda
VEGF sitokini olaya dahil edildiginde hangi promotor pargasinda artis oldugu
belirlendi.

(iv) Yolak inhibisyon deneyleri ile normoksik ve hipoksik sartlarda ADAMTS-2
ve ADAMTS-3 genlerinde VEGF sitokininin hangi yolaklar1 kullandig:
belirlendi.

(v) ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin promotor verisinden olast HRE
bolgelerine uygun EMSA primerleri dizayn edildi. Saos-2 ve HUVEC hiicre
hattinda ADAMTS-3 ve ADAMTS-2 HRE promotor bélgesine spesifik
baglanma bolgesi belirlemek amactyla EMSA teknigi kullanildu.
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Sekil 2.1: Tez 6zeti.
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3. MATERYAL METOD

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Tez calismalari boyunca kullanilan kimyasal malzemeler bilgi giivenlik
formlar1 dikkate alinarak uygun kosullarda muhafaza edildi. Bu kimyasallar kullanim
asamasinda kanserojen olma ya da gevreye zarar verebilme durumlarina gore gerekli
onlemler alindi. Bu kapsamda kullanilan kimyasal listesi Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3’de

gOsterilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

DNA Calismalari icin Kullanilan Malzemeler

Agaroz Sigma

Etidyum Bromiir Sigma

6 x DNA Yiikleme Boyasi Thermo Scientific
Taq Polimeraz Fermentas

1 kb DNA Belirteg Thermo Scientific
2.5 Mm dNTP mix Thermo Scientific
MgClI, (25 Mm) Fermentas

Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari Icin Kullanilan Malzemeler
Filtreli Fertal Sigir Serumu (FCS) Gibco
Dulbecco’s Modified Eagle’s | Gibco

Medyum

Si1gir Serum Albumini (BSA) Sigma
Tripan blue soliisyonu Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
Kobalt Kloriir (CoCl) Sigma
Fosfat Tampon Tabletleri (PBS) Sigma
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Tablo 3.2: Caligmada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi (devami).

CaCl, Sigma
Steril Falkon Isolab
EDTA Sigma
Tris Base Sigma
Sodyum Kloriir Sigma
25 em” ve 75 em”’lik Flask Corning
10-25 mL’lik Tek Kullanimlik Pipet | Corning
0,22 ve 0,45 Mikron Filtre Sartorius

Transkripsiyonel Aktivite I¢in Kullamilan Malzemeler

Lusiferaz ve Seap Subsratlari Takara Clontech
HEPES Sigma
Ready-To-Glow Secreted Luciferase | Takara Clontech

Rep. Assay

RNA Calismalar I¢in Kullanilan Malzemeler

GeneJET™ RNA Purufication Kit

Thermo Scientific

Reverse Transkriptaz

Thermo Scientific

%99 Formaldehit Sigma
2-Merkaptoetanol Sigma
Diethypyrocarbonate (DEPC) Sigma
OligoDT Fermentas
Ribolock Inhibitorii Fermentas
SYBR Green PCR Master Mix Roche
MOPS Merc
Reaksiyon Tamponu Fermentas

Yolak Inhibisyon Deneyleri icin Kullanilan Malzemeler

Wortmanin Inhibitorii Cell Signaling
Mek Inhibitorii Sigma

JNK Inhibitorii Santacruz
PD169316 Inhibitorii Sigma
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Tablo 3.3: Calismada kullanilan kimyasal malzemelerin listesi (devami).

Aktinomisin Inhibitérii Biochemica

Siklohekzamid Inhibitorii

Sigma

DNA-Protein Cahsmalar: (EMSA) I¢cin Kullanilan Malzemeler
Biotin 3’ End DNA Labeling Kit NEB

LightShift Chemiluminescent EMSA
Kit

Pierce

Pierce

Naylon Membran

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Tez calismasi kapsaminda kullanilan cihazlar kullanim kilavuzlari dikkate
almarak kullanilip rutin olarak bakimlart yapilmis ve Tablo 3.4 ve 3.5°de

belirtilmistir.

Tablo 3.4: Calismalarda kullanilan cihazlar.

CO; “li Inkiibatér

Nuair

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

-80 °C Ultralow Freezer

Thermo

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientific,

Italya

Etiiv

WTB, Almanya, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientific, Ispanya

Elektroforez Apelex, Ingiltere

PH Metre WTW, Almanya

Otoklav Hirayama, Japonya

Santrifiij Sigma Laborzentrifugen, Almanya

Sicak Su Banyosu

Consort, Ingiltere

Is1 Kontrollii Calkalamali Inkiibator

GFL, Almanya

Saf Su Cihazi

Destilasyon 3,1 (Comecta Sa.)

Calkalamali Inkiibator

Shel-Lab, Amerika

Buzdolabi

Argelik, Tirkiye
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Tablo 3.5: Calismalarda kullanilan cihazlar (devami).

Vorteks Elektromag, Tiirkiye

Hassas Terazi Sartorius, Almanya

Otomatik Pipetler Thermo

DNA Elektroforezi Minicell Primo

UVP Jel Goriintiileme uvp

Mikro Santrifiij Thermo

PCR Thermo

Luminometre Thermo

Elektroforez Giig¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sogutmali Santrifiij Sigma

Light Cycler 485 Roche Diagnostics

RNA Elektroforez Apelex, Ingiltere

puDrop™ Plate Thermo, Multiskango
3.2  Metot

3.2.1 Cahsma Ortami ve Kullanilacak Malzemelerin Sterilizasyonu

Calisma ortaminda bulunan cam malzemeler temiz otoklavi yapilarak
121 C’de 20 dakika steril edildi. Otoklavlanmis malzemeler 80°C isidaki kurutma
cihazinda kurutuldu. Hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda kullanilan malzemeler periyodik
sekillerde, Sodyum Hipoklorit, ticari olarak satin alinan ve % 1 olarak hazirlanarak
kullanilan Biocon-A, ve % 70’lik alkol ile steril edildi. Kiiltiir odasinda bulunan hepa
filtreli klima c¢alisma siireci boyunca agik konumda kullanildi. Calismaya
baslamadan bir saat Oncesinde laminar flow acilarak igerisinin strezilizasyonu

saglandi.
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3.2.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Metodlar

Hiicre kiiltiiriinde kullanilan biitiin malzemeler her hiicre hatti i¢in farkli

sekillerde optimizasyon ¢aligmalar1 yapildiktan sonra rutin uygulamaya gegirildi.

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Malzemelerin Hazirlanmasi

Malzemelerin hazirliklarinda ticari olarak satil alinan malzemelerin kullanim
klavuzlar dikkate alindi. Hazirlanan ¢6zeltilerin hiicre kiiltiirtinde kullanilacagi igin

sterilizasyona ¢ok dikkat edildi.

3.2.2.2 FCS Inaktivasyonu ve Sterilizasyonu

Gibco firmasindan alman FCS 56 °C’de bir saat su banyosunda inaktive
edildi. Yarim saat oda 1sisinda bekledikten 6nerilen biiyiikliikteki filtre kullanilarak

laminar flow i¢inde kiigiik hacimlere béliindii ve -20 °C’ye kaldirildi.

3.2.2.3 Fosfat Tamponu (PBS) Hazirlanmasi

Sigma firmasindan fosfat tableti seklinde alinarak, onerilen tablet sayisi 250
mL saf su igerisinde ¢6ziinerek 120°C’de 20 dakika otoklav yapilarak steril halde
kullanildi.

3.2.2.4 Hiicrelerin Biiyiimesi I¢cin Besiyer Ortaminin Hazirlanmasi

Hiicreler, high glukoz DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) ile
biiytitiildii. Biiyiitiiliirken son konsantrasyonu % 1 olacak sekilde antibiyotik (anti-
anti) eklendi. Firmadan gelen DMEM icerisinde L-glutamin varligi ya da yokluguna
gore son konsantrasyonu 0.2 mM olacak sekilde L-glutamin eklendi. Hazirlanan
DMEM igerisinde hiicrelerin biiyiimesi i¢in % 10 oraninda steril FCS ilave edilerek

besiyer hazirlandi ve +4 °C’de saklandi.
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3.2.2.5 Tripsin-EDTA (TE) Hazirlanmasi

Tez kapsaminda kullanilan hiicre hatlar1 yiizeye yapiskan olarak biiyiiyen
hiicreler olduklarindan hiicre biyiitiilmesi ve deney kurulabilmesi i¢in hiicre
biiylitmek i¢in kullanilan flasklarin yiizeyinden kaldirilmak zorundadir. Bu kapsamda
hiicre hiicre baglarin1 koparmak ve yiizeyden kaldirmak igin tripsin EDTA kullanildi.
Bunun i¢in 0.5 MM EDTA, % 0.05 Tripsin ve 1 X PBS i¢erisinde ¢oziildii ve
otoklav yapildi. Otoklav isleminden sonra 0.2 pM olan filtreden gegirildi ve kiigiik

hacimlere boliindii. -20 °C’de saklandi.

3.2.2.6 Hiicre Kiiltiirii Deneylerinde Kullanilan Hiicre Hatlar

Tez kapsaminda Saos-2 (osteosarkoma), MG63 (osteosarkoma) ve HUVEC
(insan umbilikal damar endotel hiicre) hiicre hatlar1 kullanildi (Sekil 3.3). Hiicre

hatlar1 ATCC’den ticari olarak satil alinip kiiltiir edildi.

Sekil 3.1: Kullanilan Hiicre Hatlar1.

3.2.2.7 Hiicre soyunun baslatilmasi

-80 °C da cryovial tiiplerde saklanan hiicreler 37 °C sicakliktaki su banyosuna
alind1 ve 1s1 soku ile ¢oziilmesi saglandi. Coziilen hiicreler 15 cm’lik falkon igerisine
% 10’luk FCS’li DMEM ile alindi ve 1000 rpm’de ve 5 dk boyunca santrifiij edildi.
Ustte kalan Ust faz ortamdan uzaklastirildi. Kalan pellet FCS’li DMEM ile ¢oziiliip
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flaska alindi. Flaska alinan hiicreler etiketlenip 37 °C, % 5 CO, olan inkiibator

cihazina kaldirilda.

3.2.2.8 Hiicrelerin biiyiitiilmesi

Hiicre soyu biiyiitiiliirken total hacmi 5 mL olan 25 cm® lik flasklar kullanildi.
Genel biiyiitme ise hacmi 15 mL olan 75 cm®lik flasklarda yapildi. Medyum olarak
% 10’luk FCS ‘li DMEM kullanildi ve her giin hiicrelerin biiyiime durumu kontrol
edildi. Hiicrelerin strese girmemesi i¢in uygun zaman da pasajlama ile hiicreler

cogaltildi.

3.2.2.9 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler flask yiizeyini % 80 ve iistiinii doldurdugu zaman igerisinde bulunan
medyum uzaklastirildi ve PBS ile yikama yapildi. 75 em®lik flask i¢in 3 mL, 25
em®lik flask icin 1 mL Tripsin-EDTA (TE) ile hiicreler muamele edilip tutundugu
flask yiizeyinden kaldirildi ve % 1 antibiyotik ve % 10 FCS igeren DMEM eklenerek
hiicreler toplandi. 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirilip pelet

medyum ile ¢ozdiiriildii ve flasklara ekildi. Etiketlenip inkiibatore kaldirildi.

3.2.2.10  Canh Hiicrelerin Analizi (Tiripan Mavisi Boyama)

Canli hiicre ve 6lii hiicreleri ayirt etmekte kullanilan hemositometre, iistiinde
25 esit kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm?” alan, 0,1 mm derinligi olan bir lamdir (Sekil
3.2). 20 mL DMEM ile homojen olarak ¢dziilen hiicreden yine iyice pipetaj yapip 1
mL ayrildi ve bu 1 mL hiicreden, 10 puL hiicre alinarak esit hacimde trypan blue (1:1
seyreltme oraninda) ile boyandi. Olii hiicreler mavi renk boyandi ve geri kalan canli
hiicrelerin sayimi yapildi. Sayimdan sona hemositometre formiilii ile 1 mL de ki
hiicre sayist hesaplandi. Daha sonra total hacimde bulunan hiicre sayisina ¢arpilarak

elde bulanan hiicrelerin sayisina ulasildi.
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Sekil 3.2: Hemositometre

Hemositometre ile toplam hiicre sayisi asagidaki formiille bulundu:

Total canli hiicre sayisi/mL = Sayilan hiicre sayis1 x 2 x 10*

3.2.2.11 Hiicrelerin -80 °C’de Saklanmasi

Hiicreler flask ylizeyini % 80-90 oraninda dolduktan sonra medyumu
uzaklastirildi ve soguk PBS ile 2 kere yikandi. Tripsin edta ile tripsinizasyon yapildi
ve hiicrelerin zarar gérmemesi i¢in TE ile siiresi ¢ok iyi kontrol edilerek FCS’li
DMEM ile inaktive edilip biitiin medyum toplandi ve 15 mL hacimli falkona
aktarildi. 1000 rpm’de ve 5 dk boyunca santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Ust faz
uzaklastirildi. Pellet 100 pL. DMSO ve 900 pL FCS ile homojen bir sekilde ¢oziildii

ve cryovial tiiplerde etiketlenerek -80 °C’de saklandi.

3.2.2.12  Hiicre Kiiltiiriinde Yapilacak Deneylerin Dizaymi

Hiicre kiiltiiriinde hiicreler kiiltiir edildikten sonra saglik durumlari kontrol

edilerek Boliim 3.2.2.5°de anlatildig1 gibi hiicrelerin sayimi1 yapildi.

Normoksi deney plani i¢in son hacmi 5 mL DMEM ve 2.000.000 hiicre
olacak sekilde 25 cm®lik flasklara hiicreler ekildi ve inkiibatore kaldirildi. Inkiibe
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olan hiicreler ertesi sabah BSA’li DMEM’e alindi. 1 saat BSA’li DMEM’de kalan
hiicrelere kontrol grubu disinda 20 ng/mL olacak sekilde VEGF uygulandi.

Planlanan saat dilimlerinde pelletler alind1.

Hipoksi deney plani igin yine aym sekilde hiicreler sayilip ekim yapildi.
BSA’li DMEM’e alinan hiicrelere 1 saat sonra son konsantrasyonu 150 pM CoClI,
uygulandi. 45 dk inkiibe olan hiicrelere kontrol grubu disinda 20 ng/mL VEGF
uygulandi.

Yolak inhibisyon deney plani i¢in ise, BSA’lt DMEM’e alinan hiicreler 1 saat
sonunda son konsantrasyonlarma dikkat edilerek inhibitorler uygulandi. 45 dk sonra
ise 20 ng/mL VEGF uygulandi. Bunun yani sira hipoksi yolak inhibisyon deney olani
icin ise BSA’li DMEM’e alindiktan sonra sirasiyla 45 dk arayla CoCl,, inhibitor,
VEGEF uygulandi.

3.2.3 RNA ile Ilgili Metodlar

RNA ¢alismalarinda kullanilacak olan tamponlarin tamami RNAz i¢ermeyen
su ile hazirlandi. Kullanilan suyun RNAz’dan arindirilmasi gerekir ve bunu da 1 mL
Dietilpirokarbonat (DEPC)’'in 999 mL dH,O’da ¢oziilip 37 °C’de 12 saat
bekletildikten sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak saglandi.

3.2.3.1 Hiicre Peletlerinden RNA Izolasyonu

Ortam RNAz kontaminasyonu yasamamak icin DEPC’li dH,O ile temizlendi.
Kullanilan pipetlerin RNAz uzaklastirilmis olmasina dikkat edildi. Pellet halinde -80
°C saklanan deney tiriinleri RNA izolasyonlari i¢in buz iizerinde ¢alisilmasina dikkat
edildi ve ilk olarak peletler PBS tamponu ile ¢oziildii. GeneJET RNA izolasyon kiti
(Thermo Scientific) protokoliinde 6nerildigi sekilde RNA izolasyonu yapildi ve -80

°C’de uzun vadeli saklandi.
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3.2.3.2 RNA Miktar Tayini

[zolasyonu yapilan RNA 6rneklerinin miktarlar1 ve safliklarinin tayini igin
sprektrofotometre ve uDrop™ Plate (Thermo, Multiskango) 6lgiimii  alindi.
Spektrofotometre yonteminde kor deger igin 200 uL dH,O, RNA 6l¢iimleri i¢in 195
pL dH,O ve ilgili RNA konuldu. Saptanan safliklarinin ve absorbans degerleri

degerlendirilmesi i¢in formiiller asagida belirtildi.
DNA miktar1 = A260 x 40 x 40 ng/ul
Saflik = A260 / A280

Analizler i¢in kullanilan 6rnegin miktar1 olduk¢a az olabilir bu yiizden
uDrop™ Plate gibi bir cihaz mikrolitre bazinda sonuglar i¢in kullanishidir. Normal
kiivette 151k yolu 10 mm kabul edilirken, daha kiigiik hacimin sahip oldugu alanin
daha az olmasi sebebiyle microdrop’ta 151k yolu 0.49 mm’dir. pDrop™ Plate’e 2
uL’lik DNA o6rnegi direk seyreltilmeden konulur. Isik yolunun daha kisa olmasi

sebebiyle konsantrasyon hesabi yapilirken su formiil kullanilir:

DNA konsantrasyonu (pg/mL) = Abs260 x 50 pg/mL x (10 mm/0.49 mm)

3.2.3.3 RNA Jel Elektroforezi

Jel dokiilmeden 6nce tiim elektroforez tanki ve aparatlart % 1°lik SDS ile
muamele edildikten sonra DEPC’li su ile bekletildi. Sonra saf etanol ile yikandi ve
etiive kaldirip kurumasi beklendi. 0.5 g agaroz, 5 mL 10 X FA jel tampon (Tablo 3.6)
ve 45 mL DEPC’li su mikrodalga firmnda kaynatildi. Uzerindeki buhar ¢ikmasi
bittiginde 900 pl formaldehit ve 1 pL etidyum bromiir eklenerek tanka dokiildii. Jelin
donmasi beklendi. Tanka 1 X FA jel tamponu dolduruldu (Tablo 3.7). Kaset tanka
yerlestirildi. 3 uL RNA &rnegi ve 3 pL 2 X yiikleme boyasi ile boyandi ve jele
yiiklenme yapilmadan 6nce 70 °C’de 10 dk 1s1 ile denatiire edilip daha sonra 10 dk
buzda bekletildi. Ornekler jele yiiklenerek 90 V yiiriitiildii. Elektroforez sonucunda
agaroz jel UV 15181 altinda degerlendirildi.
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Tablo 3.6: 10 X FA agaroz jel elektroforezi jel tamponu.

10 X FA jel tamponu | Stok Sol. Son Konsant. (10X)
MOPS (Ph:7) IM 02 M

EDTA (Ph:8) 0.5M 0.05M

NaAc 1M 0,01 M

Hazirlanan ¢ozelti DEPC’li dH,O ile hazirlanip pH:7.0 olarak

dengelendikten sonra steril edilir.

Tablo 3.7: 1 X FA jel elektroforez tanki i¢in hazirlanan tampon.

FA Tank Tamponu Son Konsantrasyon
10 X FA Jel tamponu 1X

% 37’lik (12.3 M) Formaldehit 025M

DEPC’li dH,O 1 L’ye tamamlanir.

3.2.3.4 Komplementer DNA Eldesi (RT-PCR)

RNA o6rneklerinden miktarlar1 belirlendikten sonra 1000 ng olacak sekilde
RNA kalibr kullanilarak RT-PCR yapildi. RT-PCR asagidaki tabloya uygun olarak
her deney grubu i¢in yapildi. RT-PCR sicaklik ve siire bakimindan iki farkli basamak
olarak yapildi. Ilk basamakta reverse transkriptaz (RT) enzimi kullanilarak cDNA
sentezlenmesi gergeklestirildi. Tablo 3.8’de reaksiyon kosullari beliritilen sekilde
yapildr. Yapilan ¢cDNA’larin 1 pL’si kullanilarak ikinci basamakta human -2
mikroglobilin primerleriyle kontrol PCR reaksiyonu gerceklestirildi.
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Tablo 3.8: RT-PCR kosullart.

Reaksiyon Bilesenleri Son
konsantrasyon

RNA kalip 1000 ng
OligodT 1 uL
Steril H,0 X

65 C’de 5 dakika
5X Reaksiyon tamponu Ix
Ribolock RNAz inhibit6r 20 U/ul
dNTP mix I mM
Revers Transkriptaz 10 U/uL
Son hacim 20 uL

42 °C’de 60 dakika
70 °C’de 10 dakika

3.2.3.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

cDNA eldesinden sonra human -2 mikroglobilin primerleri ile ¢cDNA

reaksiyon basamaklariyla PCR cihazi ¢alistirildu.

kontrolii icin Tablo 3.9°da gosterilen reaksiyon olusturuldu. Optimize edilmis

Tablo 3.9: Polimeraz zincir reaksiyon kosullari.

B-2 Ornek N.K P.K
mikroglobilin

cDNA Kalip | 1pL - 1 pL
Taq Tamponu | 5 pL 5uL 5uL
MgCl, 4 uL 4 uL 4 uL
[leri Primer 1 uL 1uL 1uL
Geri Primer 1 pL 1 uL I pL
Taq 0.5pL 0.5 pL 0.5puL
Polimeraz

dH,0 37.5uL 38.5uL 37.5 uL
Son Hacim 50 uL 50 uL 50 uL
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3.2.3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

Deney planlarinin kapsaminda yapilan PCR reaksiyonunun goriintiilenmesi
amaciyla %1°lik Agaroz jel hazirlandi. Jel dokiilecek tanka, tank taraklari ve
lastikleri takildi. Daha sonra agaroz jel igin ticari olarak satin alinan Agaroz 0.75 g
tartild1 ve 75 mL 0.5 X TBE tamponu ile karistirilarak kaynatildi ve homojen olmasi
saglandi. Oda 1sisinda geldiginde icerisine son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak
sekilde Et-Br eklendi. Iyice karigmasi saglandiktan sonra jel tankina dokiildii ve
polimerlesmesi beklendi. Ornekler yiikleme boyasiyla boyandi ve kuyucuklara
yiiklendi ( Kullanilan bilesikler ve kullanim kosullar1 Tablo 3.10°da belirtildi). 90
V’da 40 dk yiirtitiiliip goriintii alindi.

Tablo 3.10: Agaroz jel elektroforezinde kullanilan soliisyonlar.

DNA Biiyiikliik Belirteci 100 pL DNA biyiikliik belirteci,
200 pL

Yiikleme boyast ve 200 pL
dH,0’da ¢oziilerek hazirlandi.

Etidyum Bromiir Stok Soliisyonu | Ticari olarak satin alindiktan sonra
son konsantrasyonu 10 mg/mL
olacak sekilde dH,O ile ¢oziilerek
hazirland1 ve 151k gegirmeyen bir
sisede +4 °C’de saklandi.

5X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE) | 54 g Tris Base, 20 mL 0.5 M EDTA
Tamponu ve 27.5 g Borik Asit, tartildi. Uzeri

dH,O ile 1 L’ye tamamlandi ve pH
8.00 ayarlandi. 121 °C’de 20 dk
otoklav yapildi.

0.5 X TBE Tamponu 5 X TBE tamponu 10 Kkat

sulandirilarak

pH’s1 ayarlanip otoklavlandi.
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3.2.3.7 Real Time PCR

Light Cycler 485 (Roche Diagnostic) kullanilarak Real time PCR ¢alismalari
yapildi. 10 pL son hacimde olan reaksiyon 5 pL. SYBR® Green PCR Master Mix,
100 ng/pL’lik ileri ve geri primerleri stogundan 0.5’er pl, 3 uL dH,O ve 1 uL cDNA
kullanilarak yapildi. Buna gore ii¢ tekrarli olarak her bir cDNA i¢in ADAMTS-2,
ADAMTS-3, HIF1 alfa ve Insan B-2 Mikroglobilin genleri igin analiz yapildi. Insan
B-2 Mikroglobilin geni analizde sonuglarin normalizasyonunu saglamak amaciyla

kullanildi. Déngti kosullar1 Tablo 3.12°da ve primer dizileri Tablo 3.11°de

belirtilmektedir.
Tablo 3.11: Kullanilan ekspresyon primerleri.
H B -2 ileri 5’ TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 3°
H B -2 geri 5 CATGTCTCGATCCCACTTAACT 3’
HIF-1a ileri 5’ CCACCTATGACCTGCTTGGT 3°
HIF-1a geri 5’ TGTCCTGTGGTGACTTGTCC 3’

ADAMTS-2 ileri

5’ CTGTGGCGACGAGGTGCG 3’

ADAMTS-2 geri

5’ GGTGCACACATAGTCCCGTCC 3’

ADAMTS-3 ileri

5’ GGAACACTGCACCAAAACCT 3’

ADAMTS-3 geri

5’ TGTCTCCCAAACATGGTTCA 3’

Tablo 3.12: Real time PCR doéngii kosullari.

Basamak Déngii Tm Siire
1 1 95°C 10 dk
2 95°C 10 sn
35 55°C 15 sn

72°C 10 sn

3 1 72°C 1 dk

46




3.2.3.8 Sonuclarin Analiz Edilmesi

Livak metoduna gére Real Time PCR sonuglari danaliz edildi [154].
ADAMTS2, ADAMTS-3, HIF-1a i¢in elde edilen Ct degerleri, normalizator olarak
kullanilan insan B-2 Mikroglobulin’nin Ct ortalamasindan ¢ikartildi. Cikarilan
sonucun kuvveti 2 tabanin alindi. Sitokin uygulananmamis kontrol gruplari ‘1° birim
olarak belirlendi. Deney gruplart bu sitokin uygulanmamis kontrol gruplarinin
degerine boliindli ve bu bdliim sonucunda 1’in kati seklinde sonuglar elde edildi.
[statistiksel analizler MiniTab14 (One Way ANOVA) ile gerceklestirildi. p<0.05 ve
p<0.01-0.001 oldugu sonuglar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.

3.2.4 Transkripsiyonel Aktivitenin Analiz Edilmesi Ile Tlgili Metodlar

3.2.4.1 Kalsiyum Kloriir Presipitasyonu Kullanilarak Yapilan Gegici

Transfeksiyon

Hiicreler saghk durumlari kontrol edilerek en ge¢ pasaj 5 de 12 kuyucuklu
plakalara her kuyuda 250.000 hiicre olarak sekilde ekildi ve bir gece inkiibe edildi.
45 pL son hacim olacak sekilde hesaplar yapilarak 2 mM CaCl, transfekte edilecek
DNA pargasiyla reaksiyona sokuldu. Bu karisima son konsantrasyonu 45 pL olacak
sekilde 2 X Hepes pipet yardimiyla ilk olusturulan reaksiyona eklendi. 2 X Hepes
eklenirken past6r pipetinin yardimiyla hava kabarciklar1 olusturuldu. Daha sonra
iyice pipetaj yapildi ve 1 saat presipitasyon olugsmasi i¢in beklendi. 1 saat sonunda
presipitasyon olusumu kontrol edilerek ependorf iginden 90 pL her kuyuya pipet
yardimiyla damlatildi. Plaka hafif bir sekilde hareket ettirilerek damlatilan karisimin
yayilmasi saglandi ve plakalar 24 saat inkiibat6rde bekletildi.

24 saat sonunda plakada ki her kuyu 6nce PBS ile yikandi. Yikanan kuyulara
son hacim ImL olacak sekilde BSA’li DMEM eklendi. 1 saat inkiibatorde bekletildi.
1 saat bekleyen plakalar ¢ikarilip 20 ng/mLVEGF uygulandi. 48 ve 72 saat inkiibe
olan &rnekler salinan alkalen fosfat ve lusiferaz aktivitesi luminometre cihazi ile

analiz edildi.
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Tablo 3.13: CaCl, gecici transfeksiyonu i¢in kullanilan soliisyonlar.

2 X HEPES 294 g CaCl,, 100 mL dH,O ile
hazirlandi.  Otoklavlanip  filtreden
gecirildi. +4 °C de saklandi.

2 Mm CaCl, 3.2 g NaCl, 0,08 g Na,HPOy4, 2.6 g
HEPES 200 mL dH,0 ile hazirlandi.

pH 7.05-7.12 arasina getirildi ve
otoklavlandi. Filtreden gegirilerek -20
°C de saklandi.

3.2.4.2 Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Analizi

Transfeksiyon deneylerinin kuruldugu 12 kuyucuklu plakalardan 48 ve 72
saat sonunda etiketlemeye dikkat edilerek 100 pL medyum ependorflara alindi. Her
kuyu i¢in ayr1 ayr1 alinan bu ependorflardan 10 uL, 384 kuyucuklu plakaya eklendi.
Ticari olarak satin alinan kitin i¢indeki 10 X Lusiferaz substrat, 1 X Reaksiyon
tamponu ile sulandirilip kullanildi. 384 kuyucuklu plakalara eklenen medyum

tizerine 1 pL eklenerek zaman kaybeden luminometre ile analiz edildi.

3.2.4.3 SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) Aktivitesinin Analizi

Her kuyu i¢in ayr1 ayr1 alinan medyum Orneklerinden 384 kuyucuklu plakaya
5uL olacak sekilde eklendi. 5 X dilisyon tamponun protokiiliin 6nerdigi sekilde 1
X’e sulandirilip her kuyuya 15 pL uygulandi. Plaka aliiminyum folyo ile su
kagmayacak sekilde iyice sarilip su banyosunda 65 °C’de 30 dakika bekletildi. Bu
stire bittikten sonra oda 1sisina gelmesi beklendi. Daha sonra SEAP substrat
soliisyonundan her kuyuya 20 pL eklendi ve 30 dakika oda 1sisinda bekletilip bu siire

sonunda luminometre ile analiz edildi.
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3.2.5 Yolak inhibisyon Analiz Metodu

Inhibisyon deneyleri i¢in 25 cm®lik flasklara 2.000.000 hiicre olarak sekilde
ekim yapildi. 1 gece inkiibe edilen hiicreler PBS ile yikandi. Daha sonra her flaska 5
mL BSA’li DMEM eklendi. 1 saat sonra inhibitérler uygulandi. Inhibitor
uygulamasindan 45 dakika sonra 20 ng/mLVEGF uygulandi. 6 saat sonra hiicre
peletleri alindi. Daha sonra RNA izolasyonu ve RT-PCR yapildi. Tablo 3.14’de
belirtildigi gibi inhibitorler kullanildi.

Tablo 3.14: Deney kapsaminda kullanilan inhibitorler.

Inhibitor Son konsantrasyon Ozelligi

Wortmanin 1 uM PI3K Inhibit&rii

JNK (SP600125) 20 uM Jun N Terminal Kinaz
Inhibitorii

PD169316 (TGF- 10 pM p38 Map-kinaz

VEGF) Inhibitorii

3.2.6 EMSA (Electrophoretic mobility shift assay) Metodu

EMSA protein ve niikleik asitlerin kompleks olusturmalarmi analiz etmek
icin kullanilan bir yontemdir. Nitel ve nicel olarak analiz yapilmaktadir. Protein-
niikleik asit kompleksinin niikleik asitlere gbre denatiire olmayan jelde hizlarinin

yavagligi teknigin temelini olugturmaktadir [215].
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Tablo 3.15: Niikleer ekstrakt elde etmesinde kullanilan ¢ozeltiler.

Soliisyon Hazirlanis:

Tampon A 10 mM Hepes (pH: 7.9), 10 mM KCIl,
1.5 mM MgCl2, 0.5 mM PMSF,
0.5mM DTT

Tampon C 20 mM Hepes (pH: 7.9), 420 mM

NaCl, 11.5 mM MgCI2, 0.2 mM
EDTA, 0.5 mM DTT, 0.5 mM PMSF
TEN 40 mM Tris-Cl (pH: 7.5), 1 mM
EDTA, 150 mM NaCl

3.2.6.1 Hiicre Hattindan Niikleer Ekstratlarinin Cikarilmasi

Normoksi ve hipoksi sartlar olusturulmus 75 cm®lik flasklarda hiicreler
biiyiitiildii. Sagliklar1 kontrol edildi. Flask yiizeyi iki defa soguk PBS ile muamele
edilerek DMEM tamamen uzaklastirmak amagh yikandi. Daha sonra 3 mL taze
hazirlanmig TEN Tampon eklenerek 5-10 dakika hiicrelerin kalkma durumuna gore
buzda bekletildi (Tablo 3.15). Bekleme sonunda hiicreler hiicre kaziyici ile flaskta
tutunan higbir hiicre kalmayacak sekilde kaldirildi ve 2 mL’lik ependorflara alindi.
+4 °C’de 15.000 rpm’de 20 saniye santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirildi ve alttaki
pelet 1,5 mL soguk PBS ile ¢ozdiiriildii. +4 °C’de 15.000 rpm’de ve 5 dakika
boyunda santrifiij edildi. Ust faz uzaklastirildi. Ependorfta kalan pellet 50 pL A
tamponu ilave edilerek pipetaj yapildi ve 15 dakika buz iizerinde bekletildi. Siire
sonunda siispanse halinde olan karigim insiiliin ignesiyle olabildigince iyice liziz
olmasi saglandi. Elde edilen lizat +4 °C’de 15.000 rpm’de ve 20 saniye boyunca
santrifiij edildi. Elde edilen pelete 60 pL. C tamponu eklenerek kopiik benzeri bir
yapt olusturana kadar pipetaj yapildi ve 30 dakika buz iizerinde bekletildi. Daha
sonra +4 °C’de 15.000 rpm’de ve 5 dakika boyunca santrifiij edildi. Ust faz kismi 20
uL olacak sekilde ependorflara paylastirildi ve -80 °C’ye kaldirildi.
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3.2.6.2 Oligoniikleotitlerin Isaretlenmesi

Oligoniikleotitlerin isaretlenmesinde HRE bélgeleri igin tasarlanan EMSA
primerleri NEB’in protokoliine gére TdT enzimi kullanilarak biyotinlendi (Tablo

3.16).

Tablo 3.16: Oligoniikleotitlerin isaretlenmesinde kullanilan bilesikler.

Icerigi Son Konsantrasyon | Hacim
CoCl, 2.5 mM 5uLl
DNA 5 pmol 2.5 uL
Terminal Transferaz 20 U/uL 0.5 pL
TdT Tampon 10 X 5uL
Biotin-11-UTP 5 uM 2.5 uL
dH,O - 34.5pL
Son Hacim - 50 mL

3.2.6.3 Oligoniikleotitlerin Baglanmasi

Oligoniikleoitlerin baglanma reaksiyonunda HRE bolgesi icin tasarlanan
primerlerin hem biyotinli hemde biyotinsiz olarak baglanmasi ayrica transkripsiyon
faktorii olarak kullanilan HIF-1 a primerinin biyotinsiz olarak baglanmasi 95 °C’de 5

dakika daha sonra oda isisinda 2 saat bekletilerek gerceklestirildi.

3.2.6.4 Baglanma Reaksiyonun Kurulmasi ve EMSA Jeline Yiikleme

Yapilmasi

Tablo 3.17°da belirtildigi gibi % 6’lik EMSA jeli hazirlanip 1 gece 5 X TBE
tamponu icerisinde bekletildi. Ertesi sabah Tablo 3.18da belirtilen baglanma
reaksiyonu kurularak 90 dakika oda 1sisinda bekletildi. Bu bekleme siirecinde jel 100
V’da 1 saat 6n yiiriitme yapildi ve iyon dengesiyle beraber porlarin iyice agilmasi
saglandi. Siire sonunda oda i1sisinda bekleyen Grnekler DNA yiikleme boyasiyla

boyanarak jele yiiklendi ve 100 V’da 6nerilen yere kadar yiiriitiildii.
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Tablo 3.17: % 6’lik EMSA jeli bilesenleri.

Bilesenler Son
Konsantrasyon

% 50’lik Gliserol % 4

5 X TBE Tamponu 05X

TEMED % 0.001

% 10 Amonyum Persiilfat % 0.1

% 40 Poli-Akrilamid %6

dH,0 4404 puL

Son Hacim 6000 pL

Tablo 3.18: EMSA baglanma reaksiyon bilesikleri.
Reaksiyonlar Son

Bilesenler Serbest R. | Yarisma R. | Konsantrasyon

Distile dH,0 X uL X uL -

KCI 1 pL 1uL 40 mM

EDTA 1 pL 1 uL 0.1 mM

Niikleer Ekstrat | X X Konsantrasyona
bagl

10 X Baglanma |2 pL 2 uL 1X

Tamponu

1 pg/uL Poly- 3uL 3ul 50 ng/pL

dldC

Prob 2 ul 2 ul 20 fmol/pL

Transkripsiyon - 6ulL 100 pmol/pL

Faktorii

Son Hacim 20 uL 20 uL -
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3.2.6.5 Proteinlerin Membran Uzerine Transfer islemi

Jelde 6rneklerin yiiriimesi tamamlandiktan sonra membran {izerine transfer
islemi gerceklestirildi. Bu islemde naylon membran kullanildi. Membran 8 X 10 cm
bityiikliiglinde kesildi ve 10 dakika 0.5 X TBE tamponunda islatildi. Bu 1slatilma
sirasinda transferde kullanilacak olan siinger ve kurutma kagitlart da ayri bir yerde
ayni tampon ile 1slatildi. Siire sonunda kasetim eksi yoniinden baglamak sartiyla 1-
stinger, 2-kurutma kagidi, 3- jel, 4-membran, 5-kurutma kagidi, 6-siinger olacak
sekilde sandvi¢ hazirlandi ve kaset sikica kapatildi. Tankin igine soguk transfer
tamponu eklenerek +4 °C’de 100 V’da 1 buguk saat bekletildi. Siire bittikten sonra
Cross-Link dedigimiz UV 15181 alinda DNA’nin membrana sikica baglanmasini
saglayan islem membrani stre¢ filme i¢inde eser miktarda tampon ile 15 dakika
yapildi. Bu siire sonunda ticari olarak satin alinan Thermo markali Kemoluminans
niikleik asit belirleme modiilii kitinin 6nerdigi protokole gére bloklama, yikama ve

dengeleme islemleri yapilarak membran karanlik odada filme basildi.
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4. BULGULAR

4.1  ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Ekspresyon Primerleriyle

Is1 Grandiyent Optimizasyonu

mRNA ekspresyon ¢aligmalart igin, kullanilacak ADAMTS-2, ADAMTS-3
genlerine ait ekspresyon primerleri ile 1s1 gradiyent optimizasyonu yapildi (Sekil
4.1). Bunun i¢cin HUVEC hiicre hattindan elde edilmis ¢cDNA kullanildi. PCR
optimizasyonu sonrasinda primerlerin optimum baglanma sicakliklarinin 55 °C

oldugu tespit edildi.

Sekil 4.1: ADAMTS2 ve ADAMTS3 genlerinin PCR jel gériintiisii.

M: 1kb DNA belirteci 1: 65°C ADAMTS2 2: 65°C ADAMTS3 3: 60°C ADAMTS?2 4:
60°C ADAMTS3 5: 55°C ADAMTS2 6: 55°C ADAMTS3 7: Pozitif Kontrol (hB2) 8:
Negatif Kontrol

4.2 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Farkhh Hiicre Hatlarinda

mRNA ifadelerinin Belirlenmesi

Calisma amaciyla segilen Saos-2, MG63 ve HUVEC hiicre hatlariyla Boliim
3.2.2.12°de belirtildigi gibi hiicreler sayilarak esit oranda deney kuruldu. Bo&liim
3.2.3.1° de anlatildi@1 gibi RNA izolasyonu yapildi ve B6liim 3.2.3.2°de anlatildig1
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gibi miktar tayini yapildi. B6lim 3.2.3.3’deki RNA elektroforez teknigi ile RNA’lar
kontrol edildi (Sekil 4.2, 4.3 ve 4.4). Bolim 3.2.3.4°deki gibi cDNA hazirlandi ve
Boliim 3.2.3.5’de anlatilan ve normalizasyon primeri olan human B-2 mikroglobilin
geninin ekspresyon primeri ile PCR yontemi kullanilarak ¢cDNA’lar kontrol edildi.
Agaroz jel elektroforezinde PCR {irtinii yliklenerek, goriintiilenmistir. Bu teknigi
yapmamizin amaci, elde edilen cDNA larin kalitesinin kontroliidiir. Temsili olarak,

deney diizenegindeki cDNA lar Sekil 4.5°de gosterilmistir.

Sekil 4.2: MG63 hiicre hattina ait RNA &rnekleri.

M: RNA belirteci 1-3: Kontrol Grubu RNA 4: 1 saat grubu RNA 5: 3 saat grubu RNA 6: 6
saat grubu RNA 7: 24 saat grubu RNA 8: 48 saat grubu RNA 9: 72 saat grubu RNA

Sekil 4.3: Saos-2 hiicre hattina ait RNA 6rnekleri.

M: RNA belirteci 1: Kontrol Grubu RNA 2: 1 saat grubu RNA 3: 3 saat grubu RNA 4: 6
saat grubu RNA 5: 24 saat grubu RNA 6: 48 saat grubu RNA 7: 72 saat grubu RNA
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Sekil 4.4: HUVEC hiicre hattina ait RNA 6rnekleri.

M: RNA belirteci 1-3: Kontrol Grubu RNA 4: 1 saat grubu RNA 5: 3 saat grubu RNA 6: 6
saat grubu RNA 7: 24 saat grubu RNA 8: 48 saat grubu RNA 9: 72 saat grubu RNA

Sekil 4.5: HUVEC ¢cDNA kontrol PCR goriintiisii.

Tiim Real time PCR deneylerine gegmeden evvel, cDNA kontrol PCR’1 rutin
olarak yapildi. Boliim 3.2.3.7°da anlatilan Real-Time PCR ile ii¢ tekrarli olacak
sekilde ADAMTS2, ADAMTS3 ve human -2 mikroglobilin ekspresyon
primerleriyle analiz yapildi ve istatistiksel analizi icin Minitab 10 programi

kullanildi.
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ADAMTS-2
0,003
0,0025
0,002
S
£ 90,0015
=
-
0,001
0,0005
0
MG63 HUVEC - SAOS-2

Sekil 4.6: Farkl: hiicre hatlarinda ADAMTS-2 geninin ekspresyonu.

ADAMTS-3
0,003
0,0025
_ 0,002
=]
20,0015
=
-]
0,001
0,0005 —-
0
MG63 HUVEC SAOS-2

Sekil 4.7: Farkli hiicre hatlarinda ADAMTS-3 geninin ekspresyonu.

ADAMTS-2 geninin farkli hiicre hatlarindaki endojen ifadeleri kantitatif
olarak hesaplandiginda sirayla Saos-2, MG63 ve HUVEC hiicre hatlarinda ifade
oldugu belirlendi.

ADAMTS-3 geninin farkli hiicre hatlarinda endojen ifadeleri kantitatif olarak
hesaplandiginda sirayla en fazla HUVEC, Saos-2, ve MG63 hiicre hatlarinda ifade
oldugu belirlendi.

Sonug olarak, ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 ile koordineli olarak yapilacak
olan ¢aligmalarda HUVEC hiicre hattinin anjiyogeneze daha yatkin olmasi deney
plani igin bir avantaj saglayacag: diisiiniildigiinden model olarak secildi ve deney

planlamasi bu duruma gore yapildi.
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4.2.1 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerine Ait Promotor Parcalarmin

Normoksik Bazal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Secilen HUVEC modelinde ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 iin transkrispsiyonel

olarak aktif olup olamadigi tiim promotor pargalari i¢in denenmistir.

ADAMTS-2 genine ait PCR yontemiyle klonlanmis promotor pargalari Yrd.
Doc. Dr. Meltem Alper tarafindan hazirlandi. ADAMTS-3 geninin klonlanmis
pargalar1 ise Dr. A. Tugsen Aydemir tarafindan hazirlandi. Klonlanan bu promotor
pargalar1 CaCl, gegici transfeksiyon metodu kullanilarak bazal aktiviteleri &lgiiliip
karsilastirildi. Her iki gen i¢in klonlanan promotor parcalari pMetluc haberci
vektdriine klonlandi. Transfeksiyon sirasinda her iki gen i¢inde hazirlanan promotor
pargalar1 1 pg olarak kullanildi. Transfeksiyon basarisinin dlgiilmesi iginde 0.5 pg
SEAP vektorii kullanildi. Boliim 3.2.4°de anlatildigi gibi deney yapildi ve sonug
analizi sirasinda lusiferaz sonuglari seap sonuglari ile normalize edildi. Bu sistemde
salman enzimler kullanilmaktadir. SEAP 6l¢timii transfeksiyon etkinligi i¢in
kullanilmaktadir. Lusiferaz degerleri, SEAP degerlerine oranlanarak, goreceli

lusiferaz aktivitesi hesaplanmistir.
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+110
=

784110} Lusiferaz
[-214/+110] Lusiferaz
[-420/+110] Lausiferaz
[-638/+110] Lausiferaz
Sekil 4.8: Klonlanan ADAMTS-2 promotor pargalari.
g H110
70} Lusiforaz
1214 . Lusiferaz
= Lot |
[+658) . Lusiteraz

66t 62 83 84 63 66 07 48
Lug/Seap

Sekil 4.9: ADAMTS-2 geninin normoksi kosullarda bazal promotor
aktivitesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)

59




-

[-131/+489 Lusiferaz

[-576/+40] Lusiferaz

[-879/+48] Lusiferaz

[-1346/+40} Lausiferax

Sekil 4.10: Klonlanan ADAMTS-3 promotor pargalari.

gl 41

i3 Ludfernz

K Luslferaz |

&89 : Lastlerne

-E34n . Louferny

¢ 40P DBS O06 BOE 01 o
LufSeap

Sekil 4.11: ADAMTS-3 geninin normoksik kosullarda bazal promotor
aktivitesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
g

Klonlanan ADAMTS-2 promotor parcalarinin  bazal aktiviteleri
karsilastirildiginda 768 be’lik [-658/+110] parcasinin en fazla aktivite gosterdigi
belirlendi (Sekil 4.8 ve 4.9).

Klonlanan ADAMTS-3 promotor parcalarinin  bazal aktiviteleri
karsilastirildiginda en fazla aktivite olan parganin 616 bg’lik [-576/+40] oldugu
belirlendi (Sekil 4.10 ve 4.11).
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ADAMTS-2 promotor parcalarinin HUVEC hiicrelerinde transkripsiyonel
aktivitesi, ADAMTS-3 promotorundan daha yiiksek oldugu belirlenmistir.

4.3 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Hipoksik Kosullardaki

mRNA ifadelerinin Belirlenmesi

Kimyasal hipoksi model olustururken son konsantrasyonu 150 pM olacak
sekilde CoCl, uygulanir. Hiicrelerin hipoksik kosullarda olmasi demek diisiik oksijen
varligina sahip olmasi demektir. Hipoksik durumda olan tiim6r dokusu oksijen
ihtiyacini saglamak i¢in anjiyogenez basamaklarina girer ve yeni damar olusturarak
oksijen ihtiyacini karsilar. Tiim&r dokusunun i¢ tarafinda kalan kisim hipoksik agidan
maksimum seviyede olur ¢iinkii diger kisimlar1 diger organ ve dokulardan oksijen
ihtiyacini karsilayabilir. Hiicrelere CoCl, eklenmesiyle normal oksijen kosullarinda
aktive olan prolin hidroksilazlar inaktif duruma gelir. Bunun sonucunda HIF-1a

hidroksillenmeden aktif hale gecer ve hipoksi ile diizenlenen genlerin ifadelerini
etkiler [216, 217].

HIF-1a

0.04
0,035
0,03

w 0,028
0,02
< 0,015
0,01
0,005

karvvet

= 3saat Gsant
zaman

Sekil 4.12: Hipoksik ortamdaki HIF-1a ifadesi.
(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
P
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Hipoksik ortam olusturularak HUVEC hiicre hattinda yapilan deney grubunda
mRNA diizeyinde HIF-1o’nin zamana bagl olarak artis gosterdigi belirlendi. Bu
sonug¢ kimyasal indiiklenmis hipoksi modelinin basariyla olustugunu gostermektedir

(Sekil 4.12),

Normoksi/Hipoksi

{@ ........ N 8
ADAMTS-2 ADAMIS.2 ADAMTS-3 ADAMIS.3

Sekil 4.13: ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin hipoksik kosullarda
ifadesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
p g

Normoksik etkileri belirlenen promotor pargalarinin hipoksik sartlarda
etkilerinin belirlenmesi i¢in Bolim 3.2.2.12°de anlatildigi gibi hipoksik ortam
olusturularak deney yapildi. Daha sonra Boliim 3.2.4°de belirtilen transkripsiyonel
aktivite belirlenmesinde kullanilan metodlar ile 6l¢iildii ve analizleri yapildi (Sekil

4.13).

ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA’larinin ekspresyon seviyelerinin hipoksi

durumunda artt181 belirlendi.
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44  ADAMT-2 ve ADAMTS-3 Genlerine Ait Promotor Parcalarinin

hipoksik kosullarda Bazal Aktivitelerinin Belirlenmesi

Normoksik kosullarda elde edilen sonuglar dogrultusunda hipoksik kosullar
yaratilarak Bo6liim 3.2.2.12°de anlatildig1 gibi hipoksik kosullarda deney kuruldu ve
Bolim 3.2.5°de belirtilen transripsiyonel aktivitelerin belirlenmesi igin gerekli
basamaklar gerceklestirildi. Elde edilen sonuglar normoksik kosullarda elde edilen
sonuglarla kiyaslandi ve hipoksik-normoksik kosullarin promotor pargalarinda

meydana getirdigi farkliliklar degerlendirildi.

o TELE

(70 , | Lusifer

sHiPOKS
FNORMORST

420 Lantfersr {1

{658] Lasiferar

£ 15 i
LuciSeap

Sekil 4.14: ADAMTS-2 geninin normoksi/hipoksi karsilagtirmali bazal
promotor aktivitesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
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Sekil 4.15: ADAMTS-3 geninin normoksi/hipoksi karsilagtirmali bazal
promotor aktivitesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)

Bazal aktivitelerini normoksik ve hipoksik kosullarda kiyasladigimizda her

iki gene ait promotor parcalarininda hipoksik kosullarda arttig1 belirlendi.

Normal ve diisiik oksijen kosullarinda, bazal aktiviteleri karsilastirmak i¢in
kurulan deneyde 48 saat inkiibasyon sonucunda ADAMTS-2 genine ait promotor
pargalarindan hipoksik durumda, 768 bg biiyiikliigiinde olan promotor pargasinda en
yiiksek etkinin oldugu belirlendi (Sekil 4.14).

Normal ve diisiik oksijen kosullarinda, bazal aktiviteleri karsilastirmak i¢in
hipoksik kosullarda kurulan deneyde 48 saat inkiibasyon sonucunda ADAMTS-3
genine ait promotor pargalarindan 1380 bg biiyiikliigiinde olan promotor pargasinda

en yiiksek etkinin oldugu belirlendi (Seki 4.15).

4.4.1 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarinin EMSA deneyleri
kullamlarak HIF-1a transkripsiyon faktoriiniin fonksiyonel

baglanma analizinin belirlenmesi

ADAMTS-2 ve ADAMTS3 genlerine ait promotor dizileri analiz edildikten
sonra olas1 HIF-1a transkripsiyon faktorii baglanma bélgelerine gore problar dizayn

edildi. Bu deneyde 6ncelikle Saos-2 hiicre hattina ait normoksi ve hipoksi niikleer
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ekstratlar ¢ikarildi ve -80 °C’de saklandi. Niikleer ekstratlarin taze kullanilmasin
Ozen gosterildi. Spesifik olarak dizayn edilen problar TdT enzimi yardimiyla
biyotinlendi. Bu biyotinlenen problar 95 °C’de bes dakika tutularak anneling islemi
gerceklestirildi. Bu biyotinlenen problarin biyotinsiz halleri ve HIF-1a transkripsiyon
faktorii biyotinsiz olarak anneling yapildi. EMSA baglanma reaksiyonu kuruldu. Bu
reaksiyonda son konsantrasyonu 8 pg olacak sekilde niikleer ekstratlar kullanildi ve
Bolim 3.2.6.4°de anlatilan basamaklar gerceklestirildikten sonra jele yiikleme
yapildi ve jel 100 voltta yiriitildii. Bu basamaklar sonunda Béliim 3.2.6.5°de
anlatilan transfer islemi gerceklestirildi. Daha sonra EMSA kitinin onerdigi
basamaklar yapildiktan sonra goriintiileme yapildi ve HIF-la transkipsiyon

faktériiniin promotor bolgelerine baglanip baglanmadigi belirlendi.

Tablo 4.1: ADAMTS-2 promotor par¢asinda HIF-1a tanskripsiyon faktorii
baglanma bdlgesine spesifik dizayn edilen prob.

TF MOTIF BAGLANMA BOLGESI
Hipoksi indiikleyici ACGT [-379/-348]
faktor

[-379/-348] F 5° GCTCTCTAGGTGGGGACGTTCGGCCGGCGCC 3’
R 5" GGCGCCGGCCGAACGTCCCCACCTAGAGAGC3’

632 /l/ 378 m 348 @ +105

Sekil 4.16: ADAMTS-2 promotor bdlgesinde olast HIF-1a baglanma
bolgesine ait probun lokalizasyonu

Tablo 4.2: ADAMTS-3 promotor parcasinda HIF-1a tanskripsiyon faktorii
baglanma bdlgesine spesifik dizayn edilen problar.

TF MOTIF BAGLANMA BOLGESI

Hipoksi CGTG [-650/-619], [-969/-1000],

indiikleyici faktor [1068 — 1052], [-1077/-1045]
AGTG [-183/-152]
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[-183/-152] F 5 GGTGAGAAGGTGAAGTGGAAAAAACTGCAGAG 3’
R 5 CTCTGCAGTTTTTTCCACTTCACCTTCTCACC 3°
[-650/-619] F 5’CGGGCCCCGCATGACGTGGGCGCCACGGCGGG 3’
R 5° CCCGCCGTGGCGCCCACGTCATGCGGGGCCCG 3’
[-969/-1000] F 5’ GACACCCCCTGCCAAAACGTGGGAGGTGACTG 3°
R 5’CAGTCACCTCCCACGTTTTGGCAGGGGGTGTC 3°
[-1077/-1045] F 5>GTGAGTCAAGGAAAGGACGTGGTATCTTTTAAA 3’
R S’TTTAAAAGATACCACGTCCTTTCCTTGACTCAC 3°

-1341 E E E E
1877 1045 _ 650 mﬂmﬂ 518 183 ey 152 ATG pe
3000 e feesseseq

Sekil 4.17: ADAMTS-3 promotor bdlgesinde olasi HIF-1a baglanma
bolgelesine ait problarin lokalizasyonu
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Saos-2 Hipoksi N.E Sao0s-2 Normoksi N.E
i k

K
Serbest
Prob
Prob [-379/-348}] + + + + + + + ¥
Niikieer Eks. + * ¥ - + + + -
{Saos-2N/H)
Soguk Prob Hif-le  -379/-348 - - HIF-ta -379/-388 - -

Sekil 4.18: [-379/-348] ADAMTS-2 promotor bélgesinde Saos-2 hiicre
hattina ait EMSA goriintiisii.

Saos-2 Hip?ksi N.E Saos-2 i\ior{noksi N.E
i

i |

Serbest
Prob
Prob [-183/-152] * + + % + + + +
iikieer Eks. + + + - + # # -
{Saos-ZN/H)
Souk Prob HIF-ia -183/152 - - HIF-ia  -183/-152 - -

Sekil 4.19: [-183/-152] ADAMTS-3 promotor bolgesinde Saos-2 hiicre
hattina ait EMSA goriintiisi.

Saos-2 NormoksiN.E Saos-2 Hipoksi N.E

i i
i 1 f ' 1

Serbest
— Prob

Proh [-3077/-1045 ] % + + * + + + +

Nikleer Eks. < ¥ % - - + & &
{5a0s-2N/H}
Soguk Prob - - -1677/-1845 HIF-la - - SAOF/-I885 HiF-ia

Sekil 4.20: [-1077/-1045] ADAMTS-3 promotor bolgesinde Saos-2 hiicre
hattina ait EMSA gériintiisii.
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Saos-2 Normoksi NLE Saos-2 Hipoksi N.E

i i

Serbest

Prob
Prob [-965/-10001 + & ¥ * * + ¥
Makieer Eks. - * ¥ - - + + +
{Saos-2N/H}
Soguk Prob- - - ~989/-1000 HiF-1a - = -86S/-1000 HIF-to

Sekil 4.21:

[-969/-1000] ADAMTS-3 promotor bélgesinde Saos-2 hiicre
hattina ait EMSA goriintiisii.

Saos-2 NormoksiN.E

Saos-2 Hipoksi N.E
I |

1 i

K
K
Serbest
Prob
Prob [-650/-619 1
miikleer Eks. + + + - + + + -
{Saos-2N/H)
Sogulk Prob HIF-1z -650/-61% -~ - HIF-Ix -B5G/-618 - -

Sekil 4.22: [-650/-619] ADAMTS-3 promotor bdlgesinde Saos-2 hiicre

hattina ait EMSA goriintiisii.
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HUVEC NormoksiNLE. HUVEC Hipoksi N.E
i i

~ K
| Serbest
. v ; Prob
Prob [-650/-618] ¥ + + % + + E S
NukiserEks, + + + - + + +
{Saps-2R/H)
Soguk Prob HIE-3or -650/-618 - - HIFde -850/-615 - -

Sekil 4.23: [-650/-619] ADAMTS-3 promotor bolgesinde HUVEC hiicre
hattina ait EMSA goriintiisii.
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EMSA deneylerinde yorumlanan goriintiller sonucunda ADAMTS-2
promotor bolgesine ait olan [-379/-348] bslgede Saos-2 hiicrelerinde hem normoksik
hem de hipoksik kosullarda HIF-1a transkripsiyon bélgesine ait promotor baglanma
alanin oldugu belirlendi. EMSA deneyleri Saos-2 niikleer ekstrati ile yapild:.
Biyotinlenmis [-379/-348]’lik bélge prob olarak kullanildi. Buna gére tek bir DNA
protein kompeksi olustugu goézlemlendi. Bu kompleks hem normal oksijen
kosullarinda hem de hipoksik kosullarda bulundu. Yarisma deneyleriyle olusan bu
kompleksin spesifitesi degerlendirildi. Buna gore yarisma deneylerinde etiketsiz -
379/-348 lik bolge kullanildi (Bu proba soguk prob ismi verilir). Soguk probun dahil
edilmesi, olusan kompleksi ortadan kaldirdi. Buda bandin tesadiifen degilde DNA
protein etkilesimiyle olusmus 6zgiin bir kompleks oldugunu gosterdi. Diger yarisma
deneyi etiketsiz HIF-1a baglanma bolgesiyle gergeklestirildi. Bu probunda dahil
edilmesi kompleks olusumunu yok etti. Bu durumda olusan kompleksin HIF-1a,
transkripsiyon faktorii ile olugturulmus bir kompleks oldugu sonucuna varildi. Sonug
olarak HIF-lo. ADAMTS-2 promotorunun [-379/-348]’lik bolgesine baglandigi
belirlendi (Sekil 4.18).

ADAMTS-3 promotor bdlgesine ait [-183/-152] ve [-1077/-1045]
bolgelerinde yapilan deneyler dogrultusunda kompleks olusmadigi belirlendi (Sekil
19 ve Sekil 20). [-969/-1000] bolgesinde diisiik molekiiler agirliklt bir kompleks
olustugu goriildii (Sekil 21). Bu kompleks HIF-1a. konsensus dizisiyle yarismaya
sokunca kayboldu. Buda bize HIF-1a’nin bu bélgeye baglandigini gésterdi.

[-650/-619] bolgesinde Saos-2 hiicresinde, hem normoksik hem hipoksik
kosullarda bir baglanmanin gergeklestigi goriildii. Buna gore normoksik kosullarda
iki kompleks hipoksik kosullarda tek kompleks olustugu belirlendi (Sekil 22).
Yarisma deneylerinde komplekslerin ¢ok hafif kayboldugu goriildii. Bu da bize
yarisma deneyinin iyi gerceklesmedigini ifade etmektedir. Potansiyel anlamda HIF-
la transkripsiyon faktoriintin bu bolgelere baglanabilir oldugunu ancak detayli bir
tegitine ihtiya¢ duyuldugunu gostermektedir. Bu deneyler Saos-2 hiicre hattinda
gergeklestirildi. Ancak dokuya spesifik transkripsiyonel regiilasyon geregi ayni
EMSA c¢alisma modelimiz olan HUVEC hiicrelerinde tekrar edildi. Goriildiigii iizere
HUVEC hiicrelerinde hem normoksik hem de hipoksik kosullarda iki kompleks
dikkat ¢ekmektedir. Probun soguk oligosuyla yapilan yarigma deneylerinde ve HIF-

la ile yapilan yarisma deneylerinde o&zellikle istteki kompleksin baglanmasi
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azalmaktadir. Ozellikle HIF-1a da ki bu gézlem HIF-lo’nin spesifik olarak bu
bolgeye bagladigini ifade etmektedir. Sonug olarak ADAMTS-3 promotorunda HIF-
la [-650/-619] bolgesine fiziksel olarak baglandig belirlendi (Sekil 23 ).

45 VEGF Sitokinin ADAMTS-3 ve ADAMTS-2 Regiilasyonuna

Etkisinin Belirlenmesi

45.1 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinde VEGF Sitokininin

Normoksik Sartlarda mRNA ifadesinin Belirlenmesi

Boliim 3.2.2.12°de anlatilan normoksik sartlarda deney kuruldu. Daha sonra
Bolim 3.2.3°de belirtilen RNA tabanli teknikler yapildi ve VEGF uygulanan
hiicrelerde kontrol gruplariyla karsilastirildiginda ifadelerindeki degisiklik analiz
edildi. Bu kapsam da;

ADAMTS2

FH
23

+vegf  tveglf  +vegf  +veglf  +vegf
3saat Gsagt  24saat  48saat  T2saat
zaman

Sekil 4.24: ADAMTS-2 genine VEGF sitokininin etkisi.
(*p<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
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ADAMTS3

HUVEC  +vegf  +vegfl  +vegl  +vegf  +vegf
3saat 6saat  24saat  48saat  72saat
zaman

Sekil 4.25: ADAMTS-3 genine VEGEF sitokininin etkisi.

(*p=0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
g

ADAMTS-2 geninin HUVEC hiicre hattinda ifadesinin kontrol grubuna gore
farkli zaman dilimlerinde arttig1 belirlendi. Yani ADAMTS-2 geninin HUVEC hiicre
hattinda VEGF ile bitytimesini tesvik ettigi analiz edildi (Sekil 4.16).

ADAMTS-3 geninin HUVEC hiicre hattinda VEGF ile olan iliskisine
bakildiginda ise kontrol grubuna gére 24 saatte artig oldugu belirlendi (Sekil 4.17).

4.5.1.1 Farkh Hiicre Hatlarinda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerine

VEGF Etkisinin Belirlenmesi

Ana model olan HUVEC hiicre hattinin yani sira yan model olarak kullanilan
osteosarkoma modeli hiicre hatlar1 olan Saos-2 ve MG63 hiicre hatlar1 ile VEGF

sitokinin etkisine bakilmigtir.

72



1,6 *
1.4
1,2
1
S0 BADAMTS?
0,6 DAMTS3
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0,2
0
MG63  +vegf 1h +vegf 3h +vegf 6h  +vegf  +vegf
24h 48h
zaman
Sekil 4.26: MG63 Hiicre hattinda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin
VEGEF ifadesi.
(*p=<0.05 -0.01 arasi degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
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2
1
0
Saos-2 +vegf 3h  +vegf 6h  +vegf 24h
Zaman

Sekil 4.27: Saos-2 hiicre hattinda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin
VEGF ifadesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)

MG63 ve Saos-2 hiicre hatlariyla yapilan caligmada mRNA diizeyinde
bakildiginda HUVEC hiicre hattina kiyasla ¢ok anlamli artiglarin olmadigi belirlendi
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(Sekil 4.19 ve 4.20). Ancak Saos-2 hiicre hatttinda VEGF sitokinin ADAMTS-2
mRNA ifadesini arttirdig1 belirlenmistir.

45.1.2 VEGF Sitokininin Normoksik Kosullarda ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 Promotor Parcalarma Etkisinin Belirlenmesi

VEGF sitokinin normoksik sartlarda ilgili promotor pargalarinin aktivitelerine

etkisinin belirlenmesi i¢in Boliim 3.2.4°de belirtilen adimlar gergeklestirildi.
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Sekil 4.28: Normoksik kosullarda ADAMTS-2 gen promotor parcalarina
VEGEF etkisi.
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Sekil 4.29: Normoksik kosullarda ADAMTS-3 gen promotor parcalarina
VEGF etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01"den diisiik olan degerler)

Yapilan analizler sonucunda ADAMTS-2 genine ait promotor pargalarindan
VEGEF ile 768 bg’lik parcanin etkilenmedigi belirlendi (Sekil 4.20). ADAMTS-3 i¢in
ise 171 bg’lik [-131/+110] parcanin en fazla aktivite gosterdigi (Sekil 4.21) sonug
olarak da VEGF sitokininin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotor pargalarini farkl

regiilasyon mekanizmalariyla etkiledigi belirlendi.
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4.5.1.3 VEGF Sitokininin Normoksik Kosullarda ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 Genlerinde Kullandig: Yolaklarin Belirlenmesi

Sitokinler hiicre fonksiyonlar1 i¢in belirli yolaklar iizerinden aktive
olmaktadir. Bu yolaklar kullanilan farkli hiicre hatlari, genler ve sitokinlerden vb.
dolay: farkli sekillerde bir akis saglar. Bu akis sayesinde hiicre cogalmasi, gocii,

anjiyogenez, otofaji, apoptoz gibi siireclere girerler.
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Sekil 4.30: ADAMTS-2 geninde normoksik kosullarda VEGF sitokininin

kullandig1 yolaklarin belirlenmesi.
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Sekil 4.31: ADAMTS-3 geninde normoksik kosullarda VEGF sitokininin
kullandig1 yolaklarin belirlenmesi.

ADAMTS-2 geninin VEGF sitokinine ait yolak inhibit6rleriyle yapilan deney
grubunda VEGF sitokini HUVEC hiicre hattinda ADAMTS-2 mRNA’sin1 artirmistir.
Bu arttirmanin hangi hiicredeki hangi yolaklar tizerinden gergeklestirildiginin
anlasilmas1 igin farkli yolak inhibitorleri kullanilmigtir. Buna gore, map kinaz
inhibitorii, PI3K inhibitorii, JNK inihibit6rii ve p38 inhibitérleri VEGF’in yaptig1 bu
artist ADAMTS-2 mRNA iizerinde engellemislerdir. Buda bize VEGF’in beliritilen
bu yolaklar iizerinden kombine olarak bu artisi sagladigimi géstermektedir (Sekil

422).

VEGF sitokini ADAMTS-3 mRNA’si da artmaktadir. Buna gore, Map kinaz
inhibitorii, PI3K inhibitorii, JNK inihibitorii ve p38 inhibitdrleri VEGF’in yaptigi bu
artist ADAMTS-2 mRNA iizerinde engellemislerdir. Buda bize VEGF’in ADAMTS-
3 gen ifadesini de ADAMTS-2 gen ifadesine benzer bir sekilde belirtilen bu yolaklar

lizerinden konbine olarak bu artist sagladigini géstermektedir (Sekil 4.23).
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4.5.1.4 VEGF Yolak Inhibitérlerinin Normoksik Kosullarda Promotor

Parcalarma Etkisi

VEGF yolak inhibisyon deneyleriyle promotor pargalarinin HUVEC hiicre
hattinda hangi yolaklari kullanarak regiilasyon yaptiginin belirlenmesi émaglandl. Bu
dogrultuda literatiir analizleri baz alindi ve ¢esitli hiicre i¢i yolak inhibitorleri
kullanildi. Boliim 3.2.5°da anlatildig1 gibi deney yapildi. Deney sonuglari sonucunda

72 saatte en iyi sonuglarin oldugu belirlendi.

ADAMTS-2

% 0.8

Sekil 4.32: VEGF yolak inhibitorlerinin normoksik kosullarda en yiiksek
aktive olan ADAMTS-2 promotor parcasina etkisi.
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Sekil 4.33: VEGF yolak inhibitorlerinin normoksik kosullarda en yiiksek
aktive olan ADAMTS-3 promotor pargasina etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
p

ADAMTS-2 geninin klonlanan promotor parcalarinin HUVEC hiicre hattinda
hangi yolaklar1 kullanarak regiilasyon sagladigi sorusuyla yola ¢ikarak JNK, Map
kinaz, PI3K, p38 inhibitorleri ile yapilan calismada, 72 saat inkiibe olan deney
grubunun bazal aktivitesi en iyi olan 720 bg¢’lik promotor parcgasi segildi ve bu

promotor pargasinda Mek ve p38 yolaklarini inhibe ederek regiile oldugu belirlendi
(Sekil 4.24).

ADAMTS-3 geninine ait promotor pargalarinda ise bazal aktivitesi en fazla
olan 171 b¢’lik parcanin VEGEF ile iligkisine baktigimizda PI3K ve p38 yolaklarim
anlamli sekilde inhibe ettigi belirlendi (Sekil 4.25).

452 ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinde Hipoksik Kosullarda
VEGF Sitokinin Etkisinin Belirlenmesi

Hipoksik ortamda VEGF sitokinin anjiyogenik etkisinin oldugu literatiir
analizlerinde saptanmis ve bu dogrultuda HUVEC hiicre hattiyla ADAMTS-2 ve

ADAMTS-3 genlerinin ifadelerine nasil etki ettigi saptanmasi amaglanmstir.
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Sekil 4.34: VEGF sitokinin hipoksik kosullarda ADAMTS-2 mRNA’sina
etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)

ADAMTS-3

e

- vegf 3saat vegf 6saat
zaman

Sekil 4.35: VEGF sitokinin hipoksik kosullarda ADAMTS-3 mRNA’sina
etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p=<0.01’den diisiik olan degerler)
ADAMTS-2 geninde HUVEC hiicre hattinda yapilan hipoksik deneyde

VEGEF sitokinin 3.saatte maksimum etki ettigi belirlendi (Sekil 4.26).

ADAMTS-3 geninde HUVEC hiicre hattinda yapilan hipoksik deneyde
VEGF sitokinin 3. Saatte maksimum etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4.27).
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4.5.2.1 VEGF Sitokininin Hipoksik Kosullarda ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 Promotor Parcalarina Etkisinin Belirlenmesi

Normoksik kosullarda belirlenen sonuglarin hipoksik kosullarda etkilerinin
belirlenmesi dogrultusunda 20 ng/mL VEGF uygulanan deney grubuyla ayni deney
yapildi ve kimyasal hipoksik ortam olusturuldu.

ADAMTS-2

Sekil 4.36: Hipoksik kosullarda ADAMTS-2 gen promotor pargalarina
VEGF etkisi.
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Sekil 4.37: Hipoksik kosullarda ADAMTS-3 gen promotor pargalarina
VEGF etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
p g

Hipoksik ortamda yapilan deney sonucunda ADAMTS-2 igin, en yiiksek
etkinin 768 bg ve 180 bg ‘lik promotor parcalarinda oldugu belirlendi (Sekil 4.28).

Hipoksik kosullarda, ADAMTS-3 genine ait promotor pargalarinin VEGF ile
olan iliskisine bakildiginda 1380 bg¢ ve 171 bg’lik promotor pargalarinda VEGF ile
bir artig oldugu belirlendi (Sekil 4.29).

4.5.2.2 VEGF Sitokininin Hipoksik Kosullarda ADAMTS-2 ve

ADAMTS-3 Genlerinde Kullandigi Yolaklarin Belirlenmesi

Hipoksik kosullarda HUVEC hiicre hattinda ifadesi belirlenen ADAMTS-2
ve ADAMTS-3 genlerinin normoksik kosullardan farkli bir inhibitér varhgm

belirlenmek amaciyla deney kuruldu.
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ADAMTS-2

Sekil 4.38: ADAMTS-2 geninde hipoksik kosullarda VEGF sitokininin
kullandig1 yolaklarin belirlenmesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)

ADAMTS-3
12 | DR

Sekil 4.39: ADAMTS-3 geninde hipoksik kosullarda VEGF sitokininin
kullandig1 yolaklarin belirlenmesi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p=<0.01’den diisiik olan degerler)
Normoksik kosullarda da analiz edilen ADAMTS-2 geninin VEGF sitokinine
ait yolak inhibitorleriyle yapilan deney grubunda VEGF sitokini HUVEC hiicre
hattinda hipoksik kosullarda da ADAMTS-2 mRNA’simni artirmistir. Bu arttirmanin

hangi hiicredeki hangi yolaklar tizerinden gergeklestirildiginin anlagilmasi i¢in farkli

yolak inhibitorleri kullanildiginda map kinaz inhibitérii ve p38 inhibit6rleri VEGF’in
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yaptig1 bu artist ADAMTS-2 mRNA iizerinde engellemislerdir. Buda bize VEGF’in
belirtilen bu yolaklar iizerinden kombine olarak bu artis1 sagladigini géstermektedir

(Sekil 4.30).

VEGF sitokini de ADAMTS-3 mRNA’s1 da artmaktadir. Buna gore, Map
kinaz inhibitorii, JNK inihibitérii ve p38 inhibitérleri VEGF’in yaptigi bu artisi
ADAMTS-2 mRNA iizerinde engellemislerdir. Buda bize VEGF’in ADAMTS-3 gen
ifadesini de ADAMTS-2 gen ifadesine benzer bir sekilde belirtilen bu yolaklar
tizerinden normoksik ve hipoksik kosullarda konbine olarak bu artisi sagladigini

gostermektedir (Sekil 4.31).
4.5.2.3 VEGF Yolak Inhibitorlerinin Hipoksik Kosullarda Promotor
Parcalarina Etkisi

Bazal ve VEGF aktiviteleri belirlenen promotor pargalarinin bu diizenlenme

basamaklarini hangi yolaklar iizerinden bu iglemi gergeklestirdigi arastirildi.

0,025 ADAMTS-2

=
2
n

Luc/Seap

Sekil 4.40: ADAMTS-2 geninin 768 bg’lik promotor parcasina VEGF yolak
inhibitorlerinin etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
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Sekil 4.41: ADAMTS-3 geninin 1380 bg’lik promotor par¢asina VEGF yolak
inhibitorlerinin etkisi.

(*p=<0.05 -0.01 aras1 degerler, **p<0.01’den diisiik olan degerler)
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Sekil 4.42: ADAMTS-3 geninin 171 b¢’lik promotor par¢asina VEGF yolak
inhibitorlerinin etkisi.

(*p=0.05 -0.01 aras1 degerler, **p=<0.01’den diisiik olan degerler)
ADAMTS-2 genine ait 768 bg’lik promotor pargasinin ise JNK, Map kinaz ve
PI3K yolaklarini kullandigi belirlendi (Sekil 4.32).
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ADAMTS-3 genine ait bazal aktiviteleri ve VEGF ile aktiviteleri en yiiksek
olan 1380 b¢ ve 171 bg¢’lik promotor parcalart VEGF yolak inhibitorleriyle
bakildiginda 1380 bg parganin JNK, Map kinaz, PI3K, p38 yolaklarini kullandig:
belirlendi (Sekil 4.33).

ADAMTS-3 genine ait 171 b¢’lik promotor pargasinin ise JNK, Map kinaz ve
PI3K yolaklarini kullandig belirlendi (Sekil 4.34).
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5. SONUC VE TARTISMA

Son zamanlarda tiimor beslenmesi ve bu beslenme kapsaminda hiicresel
diizeyde meydana gelen degisiklikler hakkinda yapilan ¢alismalara agirlik
verilmistir. Bu dogrultuda elde edilen sonuglarla beraber anjiyogenez adi verilen
damarlasmayi saglayan basamaklar aydinlatilmistir. Her ne kadar arastirmalar devam
etsede arastirilacak ¢ok fazla detay mevcuttur. Anjiyogenezin damarlasma siirecinde

yardim aldig1 diger yapilar aydinlatilmalidir.

Bu tez calismasmnin amaci, kismi olarak transkripsiyonel regiilasyonu
aydmlatilmis olan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin HUVEC hiicrelerinde
hipoksik kosullar altinda ve VEGF sitokininin yapmis oldugu etkilerin

belirlenmesidir.

Daha onceden belirli biiylikliikte hazirlanan ve normoksik kosullarda
calismalart olan, ADAMTS-3 genine ait promotor pargalarini PCR teknigi ile
klonlayan Dr. A.Tugsen Aydemir, 171 bg [-131/+40], 616 bg [-576/+40], 939 bg [-
899/+40] ve 1380 bg [-1340/+40] promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivite
degerlendirdiginde Saos-2 ve MG63 hiicre hatlarinda tiim promotor pargalarinin
aktivite gosterdigini belirlemistir [218]. Bu iki hiicre hatti i¢inde en fazla bazal
aktivite gOsteren pargcanin 616 bg’lik TS3 [-576/+40] promotor pargasi oldugu
belirlenmistir. Bu sonugla promotor bolgesinin yaklagik 576 b¢’lik bir uzaklikta
transkripsiyon baglangi¢ noktasinin bulunabilecegini belirlenmesini saglanmistir. Bu
tez kapsaminda da insan endotel hiicre modeli olan HUVEC hiicre hattinda
ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin promotor aktiviteleri ¢alisilmistir. Buna
gore, HUVEC hiicrelerinde normoksik kosullarda biitiin promotor pargalarinin aktive
gosterdigi ancak en fazla bazal aktivite gosteren ADAMTS-3 promotor pargasinin
616 bg’lik [-576/+40] oldugu belirlenmistir. Dr. Ogr. Uy. M. Alper, ADAMTS-2
genine ait TS2 [-70/+110], TS2 [-214/+110], TS2 [-420/+110], TS2 [-658/+110]
promotor parcalarini PCR teknigi ile klonlamistir [173]. Bu dogrultuda tez
kapsaminda yapilan normoksik kosullar altinda ADAMTS-2 genine ait promotor

parcalart HUVEC hiicre hattinda arastirilmistir. Biitiin promotor pargalar aktivite
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gosterirken, 768 bg’lik [-658/+110] promotor pargasinin en fazla aktivite gosterdigi

belirlenmistir.

ADAMTS-2 geninin anti-anjiyogenik 6zelligi oldugu diistiniilerek yapilan
calisamalar mevcuttur [167]. Dubail J. ve ark.’ca yapilan ¢alismada ADAMTS-2
geni endotel hiicrelerinde asir1 ifade ettirilmis ve damarlasma mekanizmasini bu
sekilde azalmasma neden oldugu tespit edilmistir. ADAMTS-3 geninin ise VEGF
sitokini ile beraber kollojen sentezlenmesinde yardimci bir faktdr olarak
bulunabilecegi diisiiniilmekte ve ¢alismalar yapilmaktadir [219]. Bu genler ayrica
embriyonik lenfogenez ve plasental damarlagsma dahil anjiyogenezde rol
oynamaktadir. Bu bilgilerin dogrultusunda tez ¢alismasinda ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 genlerine HUVEC hiicre hattinda 20 ng/mL VEGF uygulanmistir ve
elde edilen sonuglar dogrultusunda normoksik sartlarda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
icin mRNA ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artig gosterdigi belirlenmistir. Bu
artisin normal oksijen kosullarinda minimal seviyede oldugu tesbit edilmistir.
Transkripsiyonel aktivite agisindan VEGF ile regiilasyonu bakildiginda ise, yine
ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 en bilyiikk promotor parcalarinin en fazla aktivite

gosterdigi belirlenmistir.

Damarlagma siirecinde hiicrenin oksijen yoklugu altinda hipoksi denen siirece
girdigi ve bununda anjiyogenez siirecini hizlandirdig1 belirlenmistir. Tiimorlesme
stirecinde tiimdrlii hiicrenin agresif sekilde cogalmasi nedeniyle tiimér dokusunun dis
ylizeylerinin oksijen ihtiyacini diger dokulardan saglarken tiimér hiicresinin i¢ kismi
hipoksik ortam bakimindan zengin hale gelir. Bu siiregte oksijene bagiml
transkripsiyon faktorii (HIF-1), tiimor hiicrelerinin hayatta kalmalarmi saglar. Bu
durumda vaskiiler endotelyal biiyiime faktorii (VEGF) ve diger birkag¢ sitokin ile
(EPO, GLUT-1, ENO, iNOS, LDH) gen transkripsiyonu artar [220].

Normoksik ifadesinin belirlenmesinden sonra normoksik kogsullarda ekspre
olan bu genlerin hipoksik durumlarda VEGF ile nasil bir iligkisi oldugu sorusuyla
yola ¢ikarak hipoksik deneyler kurulmustur. ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA
diizeyinde ki seviyeleri hipoksik ve normoksik durumlarda kiyaslanmistir. Kimyasal
indiiklenmis hipoksik durumlarda, HUVEC hiicre hattinda ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 genlerinin anlamli bir sekildle mRNA diizeyinde artis gosterdigi
belirlenmistir. Bu da bize ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin hipoksik siirecde
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etkili bir gen oldugunu bu baglamda yiiriitiilecek c¢alismalarin odak noktasi

olabilecegini gostermektedir.

Ayni zamanda hipoksik kosullarda VEGF sitokininin etkisi transkripsiyonel
aktivitesi bakimindan da degerlendirilmistir. VEGF sitokininin ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 transkripsiyonel aktivitesini arttirdig1 tespit edilmistir. Hipoksik olarak
bakildiginda ise biitiin promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin oldugunu ancak en
fazla aktivitenin 768 bg¢’lik [-658/+110] par¢ada oldugu belirlenmistir. Bu bulgudan
sonra VEGF ile regiilasyonu bakildiginda ise 1380 b¢ ve 171 bg’lik promotor
pargalarmim VEGF ile regiile oldugu ve VEGF’in bu genler iizerine yaptigi artigin

normal oksijen kosullarina gére ¢ok yiiksek oldugu belirlenmistir.

ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin hipoksik ve normoksik kosullarda
VEGEF ile regiile olmasindan sonra bu regiilasyonda hangi yolaklar1 kullandig: ile
ilgili deney dizayni yapildi. Normoksik kosullarda ADAMTS-2 geninin VEGF
regiile ederken, PI3K ve p38 yolaklarin1 kullandig1 tespit edilmistir. ADAMTS-3
geninin ise VEGF regiile ederken ise aymi sekilde bu yolaklart kullandig
belirlenmistir. Hipoksik kosullarda ise ADAMTS-2 geninin VEGF ile regiilasyonunu
map kinaz yolagi tlizerinden ADAMTS-3 genininde ise map kinaz, jnk ve p38
yolaklarini kullandig1 belirlendi.

Bu bulgudan sonra VEGF ile regiilasyonu bakildiginda ise 1380 b¢ ve 171
b¢’lik  promotor parcalarinin  VEGF ile regiile oldugu belirlenmistir. Bu
regiilasyondan sorumlu yolaklar incelendiginde ise 1380 bg¢’lik parcada Jnk, map
kinaz, PI3K, p38 yolaklarin1 anlamli bir sekilde inhibe ederek regiile -ettigi
belirlenmistir. 171 b¢’nin ise map kinaz ve PI3K yolaklarini anlamli bir sekilde

inhibe ettigini ayrica JNK ve p38 yolaklarini kullanmadigi belirlenmistir.

ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genine ait promotor pargasi {izerinde bulunan
transkripsiyon faktorlerinden biri olan HIF belki de HUVEC hiicresinin hipoksideki
bu regiilasyonu saglamaktadir. Bu kapsamda EMSA deneyleriyle bdyle bir
baglanmann varhig: arastirildi ve ADAMTS-2 promotorunda [-379/-348] bolgesinde
ADAMTS-3 promotorunda ise [-644/628] bolgesinde Saos-2 hiicrelerinde hem
normoksik hemde hipoksik kosullara HIF-la transkripsiyon faktorii baglanmasi

bolgelerinin varoldugu belirlendi. Buda bize HIF-1a’nin ADAMTS-2 promotorunun
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[-379/-348]’lik bolgesine baglandigr gosterdi. ADAMTS-3 promotor bolgesine ait [-
183/-152] ve [-1077/-1045] bolgelerinde yapilan deneyler dogrultusunda kompleks
olusmadigr bunun aksine [-969/-1000] bolgesinde diisiik molekiiler agirlikli bir
kompleks olustugu bu kompleksin HIF-1a konsensus dizisiyle yarisma sonunca
kaybolup 6zgiin olarak bu bolgeye baglandigini gosterdi. ADAMTS-3 promotoruna
ait diger [-650/-619] bolgesinde ise normoksik kosullarda iki kompleks olustugu
hipoksik kosullarda ise tek bir kompleksin olustugu belirlendi. Calisma modeli olark
se¢ilen HUVEC hiicre hattiyla ise bu bolge tarandiginda hem normoksik hemde
hipoksik kosullarda [-650/-619] bélgede iki kompleks belirlendi ve bu komleks
soguk prob ile yarismaya sokuldugunda kompleksin baglanmasinin azaldigini
dolayisiyla HUVEC hiicre hatinda ADAMTS-3 promotorunda HIF-1a’nin [-650/-
619] bolgesinde baglandigi belirlendi.

Sonug olarak bu tez calismasinda, ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin
mRNA’s1 ve transkripsiyonel aktivitesi hipoksik kosullar altinda arttig1 ilk olarak
gosterilmistir. Ayni1 zamanda VEGF sitokinin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
mRNA’larini ve transkripsiyonel aktivitelerini normal oksijen kosullarinda ve diigiik
oksijen kosullarinda arttirdig: ilk olarak tespit edilmistir. Hipoksik kosullarda ki elde
edilen VEGF sitokinine karsi cevabin daha dikkat ¢ekici oldugu goriilmiistiir. Hiicre
i¢ci VEGF sitokininin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA’larinda olusturdugu artisin
hangi hiicre i¢i yolak sistemini kullanarak yaptigi sorusuda farkli yolak
inhibitorlerinin  olusturduklar1  etkilerle degerlendirilmistir. Normal oksijen
kosullarinda ve diisiik oksijen kosullarinda VEGF sitokininin farkli hiicre igi
yolaklar1 kullanarak bu artis1 gerceklestirdisi mRNA ve transkripsiyonel aktivite
agisindan tespit edilmistir. ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin hipoksik
kosullarda belirlenen sonuglar dogrultusunda bu genlere ait promotor bélgesinde
HIF-lo’nin DNA protein etkilesimini saglayip saglamadigi bu bolgeye spesifik
dizayn edilen problarla arastirildiginda Saos-2 hiicre hattinda bazi problarin ve
HUVEC hiicre hattinda ise [-650/-619] bdlgesinde HIF-1a’nin baglandigi bununda

regiilasyonu saglamis olabilecegi ilk defa belirlendi.

Gelecekteki g¢aligmalarda mRNA ve transkripsiyonel aktivite agisindan

gosterilen bu etkilerin protein diizeyinde dogrulanmasi gerekmektedir.
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