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OZET
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KOSULLARINDA TGF-BETA SITOKININ ADAMTS-5 GEN iFADESINE OLAN
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MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: DR. OGR. UY. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)

BALIKESIR, SUBAT - 2021

Kolorektal kanser (CRC), farkli genetik ve epigenetik degisikliklere sahip heterojen bir
hastaliktir. CRC gelisimi, ilerlemesi ve niiksiine yol agan mekanizmalar karmasgiktir. Kolon
kanseri ile iligkili sinyal iletim yollarmin molekiiler mekanizmasinin aydinlatiimasi ve
tedavi edici ajanlarin gelistirilmesi hedeflenmektedir. TGF-B ailesi, tiimor gelisimini
kontrol eden biiyiik bir hiicre dis1 biiyiime faktorii grubudur. Kolon karsinomunun farkli
evrelerinde anormal TGF-f ekspresyonu gozlenmektedir. TGF-f sinyal yolu yeni tedaviler
icin ilging bir hedef haline gelmistir, bu nedenle TGF-f 'dan etkilenen genlerin tespiti ve
bu genlerin ayrintili analizi ¢ok Onemlidir. ADAMTS (A Disintegrin and
Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) genleri matriks bozulmasi, kan
pihtilagmasi ve anjiyogenez dahil olmak iizere gesitli fonksiyonlara aracilik eden hiicre dis1
metaloproteinaz ailesidir.  Calismamizda kolon kanserinde TGF- sitokininin ve
hipoksinin ADAMTS-5 gen ifadesi Uzerindeki etkisi hem normal hem de hipoksik
kosullarda arastirilmistir. Calismamizda hipoksik ortamin olusturulmasinda CoCl; ile
indiiklenmis kimyasal hipoksik model tercih edilmistir. Oncelikle kolon kanseri hiicre hatt:
(HT-29) hiicreleri %10 Fetal Buzagi Serumu ve 2 mM L-Glutamin eklenmis DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) iginde kiiltiirlenmistir. Hucreler %5 CO. igeren
nemlendirilmis bir inkiibatérde 37°C'de kiiltiirlenmistir. Hiicre canliligi, tripan mavi
boyamasi ile belirlenmistir. Calismamizda O6ncelikle hipoksik durumun ve sitokin
muamelesinin hiicreler lizerindeki etkisi MTT testi ile belirlenmistir. Daha sonra TGF-§3 ve
hipoksinin hem ayr1 ayri hem de birlikte ADAMTS-5 mMRNA seviyesine etkisi Real Time
PZR ile belirlenmistir. 24 saatte 500U TGF-B uygulanan hiicrelerde ADAMTS-5 mRNA
ifadesinin baskilandigi tespit edilmistir. Ayrica etkinin protein seviyesinde tespiti igin
western blot ¢alismalart yapilmistir. 72 saat hipokside ise TGF-f uygulanan hicrelerde
ADAMTS-5’1n protein seviyesinde artis tespit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS-5, kolon kanseri, TGF-B, real time PZR.
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF TGF-BETA CYTOKINE ON ADAMTS-
5 GENE EXPRESSION IN COLON CANCER CELL LINE UNDER NORMOXIC
AND HYPOXIC CONDITIONS
MSC THESIS
HATICE ERDOGAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU )

BALIKESIR, FEBRUARY - 2021

Colorectal cancer (CRC) is a heterogeneous disease with distinct genetic and epigenetic
alterations. The mechanisms leading to CRC development, progression and recurrence are
complex. The main focus of colon cancer research has been the elucidation of the
molecular mechanism of signal transduction pathways and the development of therapeutic
drugs for these key molecules. The TGF-B family constitutes a large group of extracellular
growth factors that control tumor development. Abnormal TGF-f3 expression was observed
in colon carcinoma. The TGF-B pathway has become an interesting target for novel
therapies, and detailed analysis of TGF-f affected genes are very important. ADAMTS (A
Disintegrin and Metalloproteinase with Thrombospondin motifs) genes are an extracellular
family of metalloproteinases that mediate various functions, including matrix disruption,
blood clotting, and angiogenesis. In our study, the effect of TGF-f cytokine and hypoxia
on ADAMTS-5 gene expression in colon cancer was investigated. HT-29 cells were
cultured in DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle Medium) supplemented with 10 % heat
inactivated FCS (Fetal Calf Serum) and 2 mM L-glutamin. The cultures were maintained at
37C in a humidified incubator containing 5% (v/v) CO: in air. Firstly, the effect of
hypoxia and cytokine treatment on cells was determined by the MTT test. ADAMTS-5
MRNA level was determined by Real Time PZR in both normoxic and hypoxic cytokine
treated groups. 500U TGF-B decreased the ADAMTS-5 mRNA level in normoxia. We
analyzed the protein expression level of ADAMTS-5 by western blot. We found that
ADAMTS-5 protein level was incerased by TGF-f in hypoxia at 72h.

KEYWORDS: ADAMTS-5, colon cancer, TGF-B, real time PZR.
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1. GIRIS
1.1 Kanser
Kanser, hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir [1]. Bu hastalik diinya
capinda 6nemli bir 6lim nedenidir [2]. Kanserin metastaz yapmasi kanser 6liimlerinin
baslica nedenidir [3]. Metastaz, kanser hiicrelerinin primer timdérden ¢evre dokulara ve
uzak organlara yayilmasimni tanimlamak i¢in kullanilan genel bir terimdir [4]. Metastatik

yayilma kanserlerin, kotii huylu karakterlerinin gercek nedenini temsil eder [5].

1.1.1 Kolorektal Kanser

Kolon kanseri insanlarda en sik goriilen, kolon ve rektumda ortaya ¢ikan bir malign
timOordir ve timor metastazi mortalitenin baslica nedenidir [6], [7]. Her y1l 1 milyondan
fazla hastaya kolorektal kanser (CRC) teshisi konulmakta ve hastalarin 600.000’den fazlasi
6lmektedir [8]. Bu kanser gelismis iilkelerde, gelismekte olan iilkelerden daha yaygindir
[9]. Kolon kanseri, tiimdr baskilayici genlerin etkisiz hale getirilmesi ve onkojenik genlerin
mutasyonlar yoluyla aktivasyonu, adenomat6z poliplerin olusumuyla sonuglanir [7]. CRC’
nin gelistigi iki tip polip vardir, bunlar; adenomlar ve SSP (Sessile Serrated Polyp)’lerdir
[10]. Tipik olarak, gelisen ilk mutasyonlar, hlcre bolinmesi sirasinda kromozom
segregasyonunu etkileyen APC (Adenomatous Polyposis Coli) geni igindedir [10]. Daha
sonra hiicre biiylimesi, farklilagsmasi ve hayatta kalmasi {izerinde asag1 yonde etkileri olan
KRAS (Kirsten Rat Sarcoma) onkogeninde miiteakip mutasyonlar gelisir ve buna karsilik,
SSP’lerin gelisimi BRAF (v-RAF murine sarcoma viral oncogene homolog B) genindeki
mutasyonlarla baglar, bu da biiylime sinyalinin degismesine ve apoptoz kaybina neden olur

[10].

1.1.1.1 Hipoksi ve Kolorektal Kanser

Cogu kat1 tiimorde hipoksik bir ortam vardir [11]. Hipoksi durumunda, HIF (Hipoksi
Indiiklenebilir Faktor)’nin cesitli kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi ve kolorektal
kanser de dahil olmak tizere bir¢cok farkli timér varliginin ilerlemesi ve olumsuz klinik
sonucu ile iliskili oldugu bildirilmektedir [12]. Hipoksi, mikro ¢evrede degisiklikler
baslatarak, onkojenik genleri ve metabolizmay1 degistirerek, fonksiyonel olmayan kan
damarlar seklinde ve orada metastazi indiikleyerek kanserde onemli bir rol oynar [7].

Hipoksik kosullar altinda kanser hiicreleri, hayatta kalmak ve olumsuz ortami birakmak



icin kagis mekanizmalar1 gelistirir. Sonug olarak, yerel isgal i¢in artan potansiyel ve uzak
organlara kagma yetenegi kazanirlar [11]. Timordeki bu 6zellik, kanser gelisimini ve ilag
direncini uyardig: icin 6nemli bir faktordiir. Hipoksi ilag direnci, anjiyogenez, invazivlik,
metastaz, hiicre lim direnci, metabolizma degisikligi ve genom instabilitesindeki nemli

rolii nedeniyle, hipoksi en dogrulanmis hedef olarak kabul edilebilir [7].

1.2 ADAMTS Ailesi

Bir disintegrin ve metalloproteinaz (ADAM), metalloproteinaz alanini, matriks
metalloproteinazlart (MMP’ler) ile paylasan yilan venomazlarinin reprolizin ailesi ile
sekans benzerligine sahip bir protein ailesidir [13]. ADAM’lar yapisal olarak iki gruba

ayrilirlar;

i) Membran ankrajli ADAM
i) Trombospondin motifli ADAM (ADAMTS)

ADAMTS ( trombospondin motifli bir disintegrin benzeri ve metalloproteinaz), 1997°de
Kuno ve arkadaslar1 tarafindan tanimlanmis olan bir hiicre dis1 metalloproteinaz ailesidir
[14]. Kuno ve arkadaglar1 kolon kanseri kageksisinden elde ettikleri bu enzimi ADAMTS-1
olarak adlandirmislardir. Cogu ADAMTS fonksiyonu ilk olarak spontan insan ve hayvan
mutasyonlarinin ve genetik olarak yapilandirilmis hayvanlarin analizinden ortaya ¢ikmistir
[15]. Bugiine kadar 19 ADAMTS aile iiyesi tespit edilmistir. Bu sirali numaralandirmalarla
gidlen ADAMTS ailesinin i¢inde ne yazik ki ADAMTS-11 bulunmamaktadir ¢iinkii
ADAMTS-11 olarak adlandirilan gen ismi, ADAMTS-5 olarak belirlenen bir gene hata ile
verilmistir [15]. ADAMTS’ler, yardimci bolgelerinde bir veya daha fazla Trombospondin
Tip 1 tekrar (TSR) domenine sahip olarak karakterize edilir [16]. Merkezi TSR’ nin akig
yoniiniin asagisindaki tiim karboksi terminal bolgesi, yardimer alan olarak adlandirilir ve
ADAMTS aile iyelerinin arasindaki en biiyiik farklarin ortaya ¢iktigi yerdir [17].
ADAMTS’lerin ¢ogu N-terminalden, C- terminaline dogru sekil 1.1 de gosterilen alan

yapisini igerir.
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Sekil 1.1: ADAMTS proteinlerinin domain yapilar: [17].

1) Sinyal peptidi; ADAMTS’i salg1 yoluna yonlendirir.

2) Prodomain; enzim gecikmesini muhafaza eder (ADAMTS-9 ve ADAMTS-13 harig)
[16].

3) Metalloproteinaz alani; ¢inko baglar.

4) Trombospondin motif ; hiicre-hiicre ve hiicre-matriks etkilesimini saglar (ADAMTS’ler
membrana bagli degillerdir, ancak salgilanmadan sonra heparin ve heparin siilfat gibi hiicre
dis1 matris bilesenlerine baglanirlar. Bu baglanma TSR1 motifleri aracilifiyla gergeklesir
[18].

5) Degisken bolge; enzime spesifiklik katar [17].

1.2.1 ADAMTS Ailesinin Ozellikleri

ADAMTS proteinazlar baslangigta kanser ve kageksi ile iligkili gen olarak tanimlanmistir

[19]. ADAMTS iiyeleri; kollajen isleme (ADAMTS-2, ADAMTS-3 ve ADAMTS-14),

oligomerik matriks proteini (COMP) yikimi (ADAMTS-7 ve ADAMTS-12), proteoglikan
3



degradasyonu (ADAMTS-1, ADAMTS-4, ADAMTS-5, ADAMTS-8, ADAMTS-9,
ADAMTS-15 ve ADAMTS-20), kan pihtilagsmas1 (ADAMTS-13) ve kikirdak yikimi gibi
fonksiyonlarina goére alt gruplara ayrilabilirler [16]. ADAMTS alt tiplerinin ¢ogunlugu
yapisal diizeyde karakterize edilmistir ve bunlarin ifadeleri prenatal ve postnatal biiyiime,
kanser, artrit, Alzheimer hastaliginin baslangici ve ilerlemesi ile iliskilidir [20]. ADAMTS-
1, -4, -5, -8, -9 ve -15 gibi baz1 ADAMTS alt tiirleri, ECM organizasyonu igin genis bir
iskele saglayan kondrotin siilfat ayirma yetenekleri nedeniyle agrekanazlar olarak alt
siniflara ayrilmistir. Agrekanazlar, agrekan parcalayicilaridir. Agrekan, eklem kikirdaginin
onemli bir bilesenidir ve bu dokunun, siilfatlanmis glikozaminoglikan (GAG) zincirlerinin
hidratlanmasi yoluyla dokunun yliksek ozmolaritesini olusturarak, sikistirici yiiklere

direnme kabiliyeti saglar [21].

ADAMTS agrekanazlarinin birkag tiyesinin, ¢esitli kanserlerde antianjiyogenik islevlerinin
oldugu kesfedilmistir. Bir agrekanaz olan ADAMTS-1"in, bazik fibroblast biiytime faktorii
ve vaskiler endotelyal biylme faktoriu inhibisyonu yoluyla antianjiyogenik fonksiyona
sahip oldugu gosterilmistir. Benzer sekilde, ADAMTS-8’in anjiyogenezin giiglii bir
inhibitérii oldugu bulunmustur. ADAMTS’ler, Matriks Metalloproteinazlarin (MMP)
yapilarina benzerlik gostermelerine ragmen dar substrat spesifiteleriyle onlardan ayrilirlar.
Bu oOzellik de diger proteinazlara kiyasla kanser veya diger patojenlerin tedavisinde

ADAMTS inhibitérleri icin bir avantaj saglayabilir [19].
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Sekil 1.2: ADAMTS metaloproteazalarinin aracilik ettigi antitimor etkilerin sematik
gosterimi [14].

ADAMTS’ler stromal veya tiimor hiicreleri tarafindan iiretilebilir ve anjiyogenik veya
lenf-anjiyogenik sirecleri inhibe eder, timoér hicrelerinde tumor destekleyici sinyal
yollarini1 bloke edebilir. Bu etkiler hem bagimli olabilir (trombospondin-1 ve -2 gibi hicre
dis1 bilesenlerin bozulmasi) ya da katalitik katalitik aktiviteden bagimsiz (VEGF
sekestrasyonu) olabilir. Cesitli ADAMTS genleri, farkli kokenlerden gelen tiimorlerde
epigenetik modifikasyonla susturulur [14].

1.2.2 ADAMTS Ailesi ve Anjiyogenez

ADAMTS’ler bir¢ok biyolojik siiregte rol oynarlar, bunlardan bir tanesi de anjiyogenezdir
[22]. Anjiyogenez; var olan kan damarlarindan yeni kan damarlarinin olugmasidir. Bu olay,
embriyonik gelisim, yara iyilesmesi, tiimor biiylimesi ve metastazi gibi gesitli fizyolojik ve
patolojik stiregler i¢cin 6nem tasir [23]. Yetiskinlikte, fizyolojik anjiyogenez sik1 bir sekilde
dizenlenir ve sadece gecici olarak gergeklesir, oysa patolojik durumlarda bu olay
streklidir [24]. Anjiyogenez olusurken bir¢ok olay basamaklar seklinde birbirini izleyerek

ortaya c¢ikmaktadir. Ik olarak anjiyogeneze neden olan bir uyarmin olusmasi (hipoksi,
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iskemi), daha sonra bu etkenden dolay1 anjiyogenik bir faktoriin salinmasi ve ilgili faktor
ya da faktorlerin de bazal membrani pargalamasi (matriks metalloproteinaz enzimi
aracilifiyla) so6z konusudur. Bunu sirasiyla endotel hiicrelerinin aktivasyonu, adezyonu,
migrasyonu, proliferasyonu ve tiip olusumu takip eder. Tiim bunlarin sonucunda yeni kan
damarlarinin var olan kan damarlarindan ¢ogalmasi gergeklesir. Yeni tip yapida bazal
membranin olusmasi ve buna perisitlerin de katilmasiyla fonksiyonel kapiller olusum
tamamlanmis olur [25]. Anjiyogenezi baslatan ve siirdiiren sinyaller ¢oklu ve karmasiktir
[26]. Pro-anjiyogenik sitokinler ve biylime faktorleri; vaskiiler endotelyal buytime faktori
(VEGF), fibroblast buyume faktori (FGF), anjiyopoietinler, transforme edici buyume
faktoru beta (TGF-B), epidermal buyume faktori (EGF), timdor nekroz faktor alfa (TNF-a),
interlokin-8 (IL-8) ile inflamatuvar hticreler (makrofajlar, mast hicreleri), perisitler ve
keratinositler tumor hicreleri tarafindan sentezlenen anjiyogenezle ilgili genlerdir. Bu
faktorlerden bazilar1 endotelyal hiicreler tizerindeki reseptorlerine baglanarak proliferasyon
ve/veya migrasyonu indiiklemek tizere direkt etki ederken, bazilari lokal stromal veya

inflamatuvar hiicreler tizerine etki ederek anjiyogenezi sitimule ederler [27].

1.2.3 ADAMTS-5 Genel Ozellikleri
ADAMTS-5 21. Kromozomda (21g21.3) yer alir. Bilinen isimleri; ADMP-2; ADAM-TSS5;
ADAMTS-11, agrekanaz 2’ dir [28].

ADAMTSS5

Proteinase domain Ancillary domain
A 3 A

Furin

I rroevice R o~ (@R s @

TSR1 TSR2

Sekil 1.3: ADAMTS-5 motifi [29].

Kesfedilen ilk agrekanazlardan olan ADAMTS-5; cinko katalitik domain, parcalanma
domaini, trombospondin domaini (TSR1 ve TSR2) olmak iizere ¢esitli domainlere sahiptir
[30]. Diger tim ADAMTS iiyeleri gibi, ADAMTS-5 de N-terminal sinyal peptidinden
dolay1 salgilanir. Enzim gecikmesi, hiicre dis1 olarak parcalanan prodomain ile korunur. Bu
islem trans-golgi aginda gerceklesen ADAMTS-1 ve ADAMTS-4’ten farklidir. Bununla
birlikte, islem aynm1 zamanda ADAMTS-9 durumunda oldugu gibi hiicre yiizeyinde
degildir. ProADAMTS-5, furin ve PC7 gibi pro-protein konventorleri tarafindan aktive
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edilir. ADAMTS-5’in C-terminal bodlgesinde otokatalitik pargalanmaya maruz kaldig
bilinmektedir, bu da 45 ve 60 kDa’lik iki kisa N-terminal fragman izoformu ile sonuglanir.
Bu ¢ok alanli proteinazin yardimci alanlarinin, lokalizasyon ve substrat spesifitesinde
onemli bir rol oynadigi bilinmektedir. Agrekanaz aktivitesine gore, tam uzunlukta
proteinazin, sadece disintegrin alani ile katalitik fonksiyonunu yitirdigi maksimum aktivite
ve metalloproteinaz domeinine sahip oldugu bulunmustur. Diger C-terminal yardimci

alanlarinin kayb1, agrekanaz aktivitesini onemli 6l¢iide azaltmistir [16].

ADAMTS-5, agrekan degredasyon aktivitesi nedeniyle agrekanaz-2 olarak adlandirilmistir.
Hiicre dis1 matriks (ECM) degrede edici enzimlerin bir iiyesi olarak da bilinen ADAMTS-5
ayni zamanda proteoglikanlarin boliinmesi, anjiyogenezin inhibisyonu ve embriyonik

morfogenez dahil olmak tizere gesitli hiicresel olaylarda rol oynar [31].

1.2.3.1 ADAMTS-5 Regulasyonu

Echtermeyer ve arkadaslar1 2009 yilinda yaptigi c¢alismada doku onarimi sirasinda
mezankimal hicre fonkiyonunu duzenleyip integrinlerle birlikte protein kinaz C, fokal
adezyon kinaz ve RhoA aktivasyonunu modiile ettigi i¢in sindekan-4’iin fonksiyonel
olarak osteoartrit sirasinda kikirdagin yeniden sekillenip sekillenmeyecegindeki roliinii
sorgulamislardir. Cerrahi olarak induklenen osteoartriti olan yabani tip farelerin diz
eklemine, sindekan-4’e 06zgii antikorlari enjekte etmisler ve bu eklemlerin tipik
osteoartritik degisikliklerden korunmus oldugunu bulmuslar. Dahasi sindekan-4’e 6zgi
antikor tedavisi kikirdagm inceltilmesini 6nlemistir. Bu da Echtermeyer ve arkadaglarinin
akillarma yeni bir soru getirmistir; “ADAMTS-5 ve sindekan-4 arasinda dogrudan bir
etkilesme mi vardir?” Yaptiklar1 galismalar sonucunda sindekan-4’iin ADAMTS-5’in
ifadesini dogrudan diizenlemek yerine MMP-3’iin salinmasini kontrol edereck ADAMTS-5

aktivasyonunu modiile ettigini ortaya ¢ikarmislardir [32].

Ashlin ve arkadaslar1 2013 yilinda Insan makrofajlarinda ADAMTS-1, -4 ve -5 ifadesinin
diizenlenmesi ve aterosklerozda rol oynayan anahtar sitokinler ile ilgili bir ¢alisma
yapmuslardir. Calismalarinda ADAMTS -1, -4 ve -5’in THP-1 makrofajlarinda eksprese
edildigini ve durumun monosit-makrofaj farklilagsmasi sirasinda 6nemli Ol¢lide arttigini
gostermislerdir. Klasik sitokinler IFN-y ve TGF-f nin bu 3 ADAMTS iiyesinin iizerinde
farkli etkiler gosterdiklerini bizlere aktarmislardir. IFN-y, ADAMTS-1 ekspresyonunu
zayiflatmis, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’in ekspresyonuna etki etmemistir. TGF-f ise
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ADAMTS-4 ekspresyonunu zayiflatmis ve ADAMTS-1 ve ADAMTS-5’in ekspresyonunu
arttirmustir. Ote yandan, daha yeni tanimlanmis olan sitokinler TL1A ve IL-17A'min tek
basina bu iic elemanin ekspresyonu iizerinde hicbir etkisi yoktur, fakat birlikte
olduklarinda sinerjistik olarak seviyelerini indiiklerler. Calismalar, bu 6énemli proteazlarin

diizenlenmesine aterosklerozda rol oynayan kilit sitokinlerle yeni bir bakis acisi

kazandirmaktadir [33].

Yu ve arkadaslar1 2016 yilinda kolorektal kanserle ilgili bir ¢alisma yapmislardir. Bu
calismada microRNA-140 5p kullanarak ADAMTS-5 ve IGFBP5 hedef alinmustir.
Kolorektal kanser, en sik goriillen malignitelerden biridir ve diinya genelinde kanser
Olimlerinin ikinci en sik nedenidir. CRC'nin gelisimi, hiicre proliferasyonu, apoptoz,
invazyon ve metastaz gibi CRC'nin timorijenitesinin tim yodnlerini etkileyecek olan
onkojenlerin aktivasyonunu ve tumor stpresor genlerinin inaktivasyonunu igeren cok
adiml bir ilerlemedir. Yu ve arkadaslar1 bu ¢alismada, miR-140 kullanarak ADAMTS-5 ve
IGFBP5 hedefleme yoluyla CRC ilerlemesinde miR-140 inhibisyonu icin yeni bir
mekanizma ortaya ¢ikarmislardir. Ozet olarak, miR-140'm ADAMTS-5 ve IGFBP5'i asag1
yonde diizenledikten sonra CRC hiicre go¢iinii ve invazyonu inhibe ettigini deneysel olarak

kanmitlamiglardir [34].

Morgan ve arkadaslarinin 2018 yilinda yaptiklar1 ¢alisma eklem sinoviyumu ile ilgilidir.
Eklem sinoviyumu esas olarak makrofajlardan ve FLS (Fibroblast benzeri sinoviyum)den
olusan heterojen bir hiicre popiilasyonundan olusur. Bu hiicrelerin arasindaki etkilesimleri
incelemek icin Morgan ve arkadaslar1 caligmalarinda at fibroblast benzeri sinoviyosit
(EFLS) ve kopek makrofaj hatti DH82 kullanilarak, in vitro bir ortak kilttr sistemi
olusturmustur. Bu hiicre hatlar1 floresan markerlari ile etiketlenmis ve hiicre tipinde I1L-1p,
IL-6, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’in transkript ifadesi tiire 6zgii qPZR testleri kullanilarak
belirlenmistir. EFLS'nin lipopolisakkarid (LPS) stimilasyonu sonucunda IL-1p, IL-6,
ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 mRNA'larimn hizla artigt  DH82 hicreleriyle
kiiltiirlendiginde ise ADAMTS-5'in indiiksiyonun 6nemli 6lglide azaldig1 gozlemlenmistir.
Ayrica EFLS'nin kosullandirilmis denatiire bir ortama maruz birakilmasi da ADAMTS-5
indiksiyonunu 6nemli 6lgide azaltmistir. Morgan ve arkadaslari bu c¢alismalarimin
sonucunda,makrofajlarin ¢dziilebilir bir aracit vasitasiyla FLS gen ekspresyonunu
etkileyebilecegini ve inflamatuar stimiilasyon sirasinda osteoartrit patolojisinde kritik olan
bir enzimin ekspresyonunu modile edebilecegini gostermislerdir [35].
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Fontanil ve arkadaslar1 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada ADAMTS-4 ve ADAMTS-5'in
Fibulin-2'yi sindirme kabiliyetini arasgtirmistir. Fibulin-2, ¢oklu ligandlarla etkilesimler
yoluyla hiicre dis1 matris bilesenlerinin birlestirilmesine katilir, hicreler ve cevredeki
ortamlar arasindaki iletisimi tesvik eder. Fibulin-2'nin bozulmasi, T47D, MCF-7 ve SK-
BR-3 hiicrelerinin invaziv potansiyelinin arttirilmasi ile iliskilidir. Ayn1 zamanda, Fibulin-
2 ve ADAMTS-5" aym anda asir1 eksprese eden MCF-7 hiicrelerinden kosullandirilmis
ortamin, 3D kolajen matrisleri kullanarak normal meme fibroblastlarinin go¢ ve invaziv
yetenegini onemli Ol¢lide indiikledigini de bulmuglardir. Yapilan immiinhistokimyasal
analiz, meme timori orneklerinde hem Fibulin-2'nin hem de ADAMTS-5'in yakin ve
kismi Ortiismesini vurgulamaktadir. Ek olarak, bu 6rneklerde Fibulin-2'nin ADAMTS-5 ile
potansiyel bir bozulmasindan tiiretilen proteolitik tiriinler de tanimlanmistir. Sonug¢ olarak,
bu ¢alismada elde edilen bulgular Fibulin-2'nin ADAMTS-5'in yeni bir substrati oldugunu
ve bu proteolizin hem Fibulin-2 hem de ADAMTS metaloproteazlariyla iliskili proteaz ve
antitimor etkileri arasindaki dengeyi etkileyen hiicresel mikrogevreyi degistirebilecegine

dair dogrudan kanit saglar [36].

Hamamura ve arkadaslar1 tarafindan yapilan calismada bir sistem biyolojisi yaklagimi
kullanmiglar ve osteoartrit kikirdaginda yiiksek oranda eksprese edilen major agrekanaz
olan ADAMTS-5'in kondrositlerin transkripsiyonunda Lrp5'in roliinii incelemislerdir [37].
C28 /12 insan kondrosit hiicrelerini kullanarak bunlari Lrp5 ile transfekte etmislerdir. Daha
onceki bir ¢alismada ADAMTS-5'in ekspresyonunun p38 mitojen ile aktive olan protein
kinaz (p38 MAPK) tarafindan diizenlendigi bildirilmistir ancak Lrp5 aracili sinyalizasyon
ve p38 MAPK aktivasyonu arasinda herhangi bir baglant1 olup olmadigi gosterilmemistir.
Hamamura ve arkadaslari bu c¢alismada ADAMTS-5'in transkripsiyonunun Lrp5 aracili
diizenleyici mekanizmasini tanimlamak i¢in, Lrp5 kullanarak genom capinda bir mRNA
ekspresyon analizi gergeklestirmistir. Daha sonra Lrp5 aracili sinyallemenin p38 MAPK
sinyallemesinin ve interlokin cevaplarmin azaltilmasinda rol oynadigini gsteren susturma
deneyleri yapilmistir. Bu deneyler sonucunda Lrp5 susturulmasi, p-p38 MAPK'y1 yiikseltir
ve Lrp5 siRNA tarafindan indiikklenen ADAMTS-5'in  yukar1 regiilasyonunu
baskilamaktadir. Bu, ADAMTS-5'in Lrp5 aracili diizenlemesinde p38 i¢in bir araci rolii
oldugunu diisiindiirmektedir. Benzer sekilde, IL1B ve Lrp5'in birlikte susturulmast,
ADAMTS-5 mRNA seviyesindeki artisi hafifletir. Bununla birlikte, p38 MAPK'nin aksine,
tek bir IL1B delesyonu, p38 MAPK ve IL1B'nin farkli etki gosterdigine isaret eden
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ADAMTS-5 mRNA seviyesinde anlamli bir degisiklize neden olmamustir. Ozetlemek
gerekirse Hamamura ve arkadaslar1 bu ¢alismada ADAMTS-5'in transkripsiyonu igin yeni
bir Lrp5S aracili ag modeli sunmustur. Bu model, Wnd3a, Lrp5, IL1B ve p38 MAPK gibi
Wnt ligandlar1 arasinda kondrositlerde ADAMTS-5'in mRNA ekspresyonunu baskilayan

ve Lnp5 aracili Wnt sinyalinin 6nemli roliinii vurgulamaktadir [37].

Polikistik over sendromu (PKOS), iireme cagindaki kadinlarda en sik goriilen endokrin
bozukluklardan biridir. Karakdse ve arkadaslarinin 2016 yilinda yaptiklar1 bu ¢alismadaki
amaci, ADAMTS-1, ADAMTS-5, ADAMTS-9, IL-17, IL-23, IL-33 serum dizeylerini
degerlendirmek ve PKOS hastalarinda bu inflamatuar sitokinler ve ADAMTS'ler
arasindaki iliskiyi arastirmaktir. EKip, ADAMTS-5 ve ADAMTS-9'un yumurtaliklarda ve
aynt zamanda ADAMTS-5 ve ADAMTS-1'in yumurtlamada onemli fonksiyonlar
oldugunu gostermislerdir. Burada PKOS hastalarinin hs-CRP (ylksek hassasiyetli C-
reaktif protein) diizeyinin daha yiiksek oldugunu, ancak aradaki farkin istatistiksel olarak
anlamli olmadigini bildirmisler ayrica PCOS hastalarinda 1L-17A, IL-23 ve IL-33'Un
anlaml olarak arttigim da ifade etmislerdir. Ozetlemek gerekirse bu ¢alismadan elde edilen
sonuglar ADAMTS ve IL molekullerinin  PKOS patogenezinde rol oynadigimni
diisiindiirmektedir [38].

Held-Feindt ve arkadaslari tarafindan yapilan bir ¢alismada, insan glioblastomlarindaki
ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 gibi sekretuar proteazlarin mRNA ve protein seviyelerinde
ifadesini arastirmiglardir. Glioma hcreleri ile yaptiklar1 ¢alismalarda, ADAMTS-5'in
TGF-B tarafindan diizenlenmesi artmus ancak ADAMTS-4 degismemistir. ADAMTS-5,
IL-1b tarafindan indiiklenmistir. EGF ve TNF-a'nin neredeyse higbir etkisi yoktur. Sonug
olarak, ADAMTS-4 ve -5 salgilanan proteazlar beyin tiimorlerinde, 6zellikle de in-situ
glioblastomlarda upregiile edilmistir. ADAMTS-5, hiicre dist matriks proteoglikan
brevicanini bozabilir ve bu nedenle glioblastoma hiicrelerinin invaziv potansiyeline katkida

bulunur [39].

Kumar ve arkadaslarinin 2012 yilinda yaptiklar1 calismada ADAMTS-5’in  anti-
anjiyogenik/anti-timorijenik protein olarak islev gordiigiinii gostermislerdir. Bu anjiyo-
inhibe edici fonksiyon, proteoglikanaz aktivitesinden bagimsizdir ve merkezi TSR1 alam

ile aracilik eder. Calismada B16 fare melanomasi kullanilmistir. ADAMTS-5; VEGF,
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PIGF, PD-ECGF, IGFBP3 ve PAI-1 gibi anjiyogenik uyaricilar1 inhibe ederek timor

anjiyogenezinin asag1 regiilasyonu yoluyla B16 fare melanomasini baskilamistir [40].

Haraguchi ve arkadaslar yaptiklar1 calismada ADAMTS-5’in kolerektal kanser tiplerinde
ki ekspresyonuna odaklanmislardir. ADAMTS-5'in ifadesi, 143 Kkolorektal kanser
numunesinde degerlendirilmistir. ADAMTS-5 diisiik de olsa 143 numunenin hepsinde
ifade olmustur. Ayrica TNM (tiimor diiglim metastazi) evresi denilen satha ADAMTS-5’in

artist ile dogru orant1 gostermistir [31].

Gu ve arkadaslar1 ¢alimalarinda NSCLC (non small cell lung cancer) hiicrelerine, akciger
kanserine odaklanmiglardir. Bu c¢alismada A549, H1299 ve Spca-1 hiicre hatlarim
kullanilmiglar ve  ADAMTS-5'in ifadesinin bu {i¢ hiicre hattinda yiliksek oldugunu
bulmuslardir. Ardindan ADAMTS-5' kisa sa¢ tokast RNA (shRNA) ile susturduklarinda
ADAMTS-5'In diisiik ekspresyonunun, NSCLC hiicre hatlarinda metastaz1 ve istilay1

azalttig1 sonucuna ulasmislardir [41].

Huang ve Sun yaptiklar1 c¢alismada; ADAMTS-5'in insan mide kanserinde azalmis
oldugunu ve diisik ADAMTS-5 ekspresyonunun mide kanserli hastalarin daha kotii bir

genel sagkalimi ile korele oldugunu gostermislerdir [42].

ADAMTS'ler ( trombospondin motiflerine sahip bir disintegrin ve metaloproteaz ), en az
bir trombospondin tip 1 tekrarina (TSR) sahip olan bir proteaz ailesidir. ADAMTS-5 TSR1
ve TSR2 olmak (zere TSR domenine sahiptir. Sharghi-Namini ve arkadaglar1 bu
calismalarinda, ADAMTS-5'in TSR2'sinin degil, TSR1'in yeni bir anti-anjiyogenik peptid
oldugunu gostermislerdir ve TS5-TSR1’inin, kanser dahil anjiyogenezle ilgili hastaliklar
icin ilaclarin daha da gelistirilmesi i¢in yeni bir prototip gorevi gorebilecegini One

sirmiislerdir [43].

Li ve arkadaslarimin yaptiklar1 ¢alismadaki amaglar1i ADAMTS-5'in  kolorektal
karsinojenez tizerindeki klinik 6nemini ve biyolojik etkisini arastirmakti. Bu g¢aligmada
HCT116, DLDI1, HT29, Lovo, CaCo2, SW480 ve LS174T hiicre hatlar1 kullanilmustir.
Yaptiklar1 ¢alismada Li ve arkadaslar1 bu metaloproteinazin asir1 ekspresyonunun timor

istilast ve go¢ kabiliyetini nemli 6l¢lide bastirdigini tespit etmislerdir [44].
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Filou ve arkadaslar1 ise ADAMTS'lerin CRC'deki olas1 etkilerini arastirmak igin
ekspresyonlarint  RNA ve protein diizeyinde 1{i¢ kolon kanseri hiicre hattinda
incelemiglerdir. Caco-2, DLD-1 ve HT-29 kolon kanseri hiicre hatlarin1 kullanmislardir.
Caco-2 hucrelerindke  ADAMTS-5 ifadesi bulunmazken, esasen HT-29 hicrelerinde
gozlenmistir. ADAMTS-1 ve -4'ten farkli olarak, ADAMTS-5 ekspresyonunun serum
varliginda kiiltiirlenen hiicrelerde asagi regiile edildigi bulunmustur. Bu c¢alismanin

sonuglari, ADAMTS-4 ve -5'in CRC'de asir1 ifade edildigi fikrini desteklemektedir [45].

Demircan ve arkadaglar1 bas ve boyun kanserindeki 6 ADAMTS agrekanaz tiyesinin (-1, -
4, -5, -8, -9 ve -15) mRNA ekspresyon paternini incelemislerdir. ADAMTS mRNA'larinin
ekspresyon seviyeleri, primer tiimérlerin ¢ogunda kontrollere kiyasla diisiik ¢ikmistir. Ote
yandan, ADAMTS-4 disinda tiim ADAMTS iiyeleri mRNA'larinin ekspresyon seviyeleri,
metastatik odaklarda, karsilik gelen birincil tiimorlerinden daha yiiksekti; bu, kanser
hlcresi poptlasyonunun 6zelliklerinin, birincil timdor ve metastatik odakta farkli oldugunu

gostermektedir [19].

Nakada ve arkadaslar1 2005 yilinda yaptiklari ¢alismalarinda, ADAMTS-1, ADAMTS-4 ve
ADAMTS-5'in brevican-bozucu aktivitelerini hiicresel diizeyde ve bunlarin insan glioma
dokularinda ekspresyon ve lokalizasyonlarini incelemislerdir. Yaptiklar1 bu ¢aligmada ilk
kez ADAMTS-5'in brevicani pargalayabildigini ve glioblastoma hiicrelerinde asir1 eksprese
edilebildigini ve ADAMTS-5'in, brevicanin boliinmesi yoluyla glioma hiicresi istilasinda

rol oynayabilecegini gostermislerdir [46].

1.3 Sitokinler

Sitokinler, hiicreler arasi sinyallesme ve iletisim amaciyla hiicreler tarafindan salgilanan
cesitli kiigik protein grubudur [47]. Bu protein grubu kemokinler, interlokinler (IL'ler),
interferonlar (IFN'ler) ve TGF- B gibi baz1 biiyiime faktorlerini igerir [48]. Sitokinlerin
salinimi bir uyarana yanit olarak belirli bir siire boyunca gergeklesir, dolasgimdaki sinirl
yart Omiirleri nedeniyle eylemlerinin kapsamu kisa Omiirlidir [49]. Bu nedenle de
sitokinler otokrin veya parakrin etkisi uygularlar [49]. Sitokinlerin bir¢ok islevi arasinda,
hiicre proliferasyonu, hiicre farklilasmasinin kontrolii ve anjiyogenez ile immiin ve
inflamatuar yanitlarin diizenlenmesi yer alir [47]. Ek olarak sitokinler normal hicrelerin

yani sira kanser hiicreleri tarafindan da salgilanmaktadir [48]. Cok sayida kanit,

12



sitokinlerin kanserin baslamasi, yiikselmesi, istilasi ve metastazina yol agan olaylara

katilimini destekler [50].

1.3.1 Transforme Edici Blyume Faktori Beta (TGF-g) Ailesi

TGF-B, sitokinlerin TGF-p st ailesine aittir [51]. Embriyonik ve yetiskin dokularda
hiicresel davranigi kontrol eder [52]. 30'dan fazla memeli geni, blyime faktorlerinin TGF
iist ailesini icerir ve hem yetiskin organizmasinda hem de embriyogenezde hiicresel
fonksiyonlarin diizenlenmesinde, anjiyogenez, yara iyilesmesi, fibrozis, apoptozun
dizenlenmesi, kanser biyolojisi ve immdiin sistemin diizenlenmesi gibi son derece 6nemli
streclerde de rol oynarlar [53- 54]. TGF- B’nin ii¢ izoformu vardir. Bunlar; TGF-B1, TGF-
B2, ve TGF-B3’diir [55]. Pratik olarak tim htcrelerin TGF-B igin reseptor tagidiklar: ve
biitiin dokularda en az bir izoformunun sentezlendigi kabul edilir. Ornegin immiin sistem
hicreleri birincil olarak TGF-B1 sentezlerler [54]. TGF-B-1 kanda bulunan baskin
izoformdur [56]. TGF-B sitokini bir¢ok epitel hiicre tipinde sitostatik bir etkiye neden olur
ve ayrica ¢ogu diger hiicre tiplerinde proliferasyon, farklilasma ve programlanmig hiicre
olimiinii de kontrol edebilir [54]. Hiicre dongiisiiniin G1 fazindaki hiicreleri durdurarak
biiylime inhibisyonunu indiikler, baz1 durumlarda apoptozun terminal farklilasmasina veya

induklenmesine yol agar [57].
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2. TEZIN AMACI
Bu calismada kolon kanseri modeli olan HT-29 hiicre hattinda TGF-B ve hipoksi
kosullarinin (normoksi, TGF-B, hipoksi, TGF-f ve hipoksi) ADAMTS-5 genine mRNA ve

protein diizeyinde etkisinin belirlenmesi amag¢lanmustir.

Bu baglamda gergeklestirilen tez calisma basamaklari asagidaki sekilde siralanmistir;

1) Insan kolon kanseri hiicre hatt1 olan HT-29 hiicreleri biiyiitiilmiis ve belirli zaman
araliklarinda belirlenen dozlarla TGF-f ve CoCl, uygulanmistir. Hem TGF-f sitokininin
hem de CoCl; ile olusturulan hipoksik kosullarin hiicreler izerindeki sitotoksisik etkisinin
MTT ile belirlenmesi.

2) HT-29 hiicrelerinde TGF-f ve kimyasal hipoksinin ADAMTS-5 mRNA
seviyesinde olan etkisinin gRT-PZR ile belirlenmesi.

3) HT-29 hicrelerinde TGF-B ve kimyasal hipoksinin ADAMTS-5 protein

seviyesinde olan etkisinin western blot ile belirlenmesi.
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Sekil 2.1: Tez ¢alisma basamaklarin1 6zetleyen akis diyagrama.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmalarda Kullanilan Kimyasallar

Bu tez ¢alismasinda, RNA, DNA ve Protein konstrasyonunun belirlenmesinde, RT-PZR
caligmalarinda, qRT-PZR c¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve enzimler; Fermantas,

Thermo Scientific ve LightCycler 480 Roche Life Science firmalarindan alinmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Uretici
Akrilamid-Bisakrilamid Merck
Ampicilin Sigma

APS (Amonyum persulfat) Fisher Chemicals
Agaroz Sigma
Beta-merkaptoetanol Merck
BSA (Bovin Serum Albumin) Sigma

Goat-Anti Rabbit IgG-HRP Santa Cruz

C2H3NaO; (Sodyum Asetat) Sigma

CaCl; (Kalsiyum klorr)
DEPC (Dietil pirokarbonat)

Borasan Kimya

Sigma

DMEM EuroClone, Gibco
DMSO (Dimetil sulfoksit) Sigma
Dntp Thermo
ECL (Electrochemiluminescence) Kit Thermo
EDTA Riedel
Etanol Sigma
Etidyum Bromur Sigma
FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
Formaldehit Sigma

GeneJET™ RNA saflastirma kiti

Thermo Scientific




Tablo 3.1 (devam).

Gliserol
Goat anti-mouse 19G-HRP
Hepes

MOPS
3-(N-morfolino) propansulfonik asit
MTT

MgCl> (Magnezyum klortr)
Metanol
NaCl, (Sodyum klorir)
NaOH (Sodyum hidroksit)
Oligo DT, Ribolock Inhibitor
PBS

Pierce ECL (Western Blotting substrat)

PVDF Membran
Page Ruler Prest

Reverse Transkriptaz

SDS (Sodyum dodecyl sulfate)
Sut tozu

SYBR® Green PZR Master Mix ve
su
Taq Buffer (5x)

Taq Polimeraz
Tripsin
Tris Base
TGF-B (Lot# 1352669B)
Tween 20
TEMED (Tetrametiletilendiamin)
Tripan mavi boyasi
Tripsin-EDTA
B-aktin Antikor (Lot #039M4768V)
6X Yiikleme Boyast
1 kb DNA Marker

Merck
Sigma
Sigma
Merck

Clontech
Thermo
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma
Thermo
Sigma
Thermo
Millipore

Thermo
Thermo

Sigma-Aldrich
Santa Cruz
Roche

Thermo
Thermo
Sigma
Sigma
Invitrogen-Gibco
Sigma-Aldrich
Sigma
Sigma
Sigma
Sigma
Thermo

Thermo
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3.1.2 Cahsmalarda Kullanilan Arag ve Geregler

Deney siiresi boyunca kullanilan ara¢ ve geregler markalariyla beraber tablo 3.2 de

verilmistir.
Tablo 3.2: Laboratuvarda kullanilan cihazlar ve markalari.
Laboratuvar Arag-Gereg isimleri Firma Adi
Otomatik Pipetler Axygen, Thermo
PZR Cihaz Bio-rad
Vorteks Elektromag
pH Metre WTW
DNA Elektroforez Sistemi Minicell Primo
RNA Elektroforez Sistemi Apelex
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Elektromag
Jel Gorlntuleme Sistemi Bioimagining Systems
Santrifiij Cihazi Hettich Zentrifugen
Sogutmali Santriflij Cihazi Sigma
Saf Su Cihazi Thermo, Comecta Sa
Termal Block Cihazi FALC
Spektrofotometre Cihazi Thermo
SDS Page Aparatlari Bio-rad
Inkiibator WTB, German, Nuve
Hassas Terazi Sartorius
Manyetik Karistiricr (Isitmalr) Velp Scietifica
Dikey Calkalayict Thermo
Yatay Calkalayict GFL
gRT-PZR Roche
Laminar Air Flow Telstar BIOII
Inverted Mikroskop Cihazi Nikon
Buz Makinesi Fiochetti Frigoriferi Scientifici
Buz Dolabi Arcelik
-80°C Derin Dondurucu Thermo

18



3.2 Metot

3.2.1 Deney Ortaminmin ve Deneylerde Kullanilan Maddelerin Sterilizasyonu
Calismalarda kullanilacak olan pipet uglari, PZR tupi, ependorf, erlen gibi yiksek
sicakliklara dayanikli malzemelerin ve soliisyonlarin sterilizasyonu 121°C’de 20 dk
otoklavlama islemi ile gergeklestirilmistir. Cihazdan c¢ikan soliisyonlar ilidiktan sonra
ithtiya¢ duyulan sicakliktaki saklama kosullarina alinmis, diger malzemeler ise 80 °C ‘deki

etiive konularak kurutulmaya birakilmistir.

RNA izolasyon laboratuvarinda ¢aligma alanlar1 ve kullanilacak pipetler 6nce %70 lik etil
alkol ile ardindan DEPC ile temizlenerek ortamin sterilizasyonu saglanmistir. Proteom
laboratuvarinda ¢alisma alanlar1 ve kullanilacak pipetler %70 lik etil alkol ile temizlenerek

ortam steril edilmistir.

Hiicre kiiltiirii laboratuvarinda, kullanilan laminar flow ¢alisma Oncesi igerisinde bulunan
UV lamba belirli bir miiddet acik birakilarak ortamin steril hale gelmesi saglanmus,
ardindan virkonlu su, camasir suyu ve %70’lik etil alkol ile silinerek temizlenmistir. Hiicre
kiltiirii laboratuvarinda hiicrelerin muhafaza edildigi inkiibatére bagl bulunan CO tupu
diizenli olarak kontrol edilmistir. Inkiibatoriin igerisinde bulunan, ortaminin nemli
kalmasini saglayan su tablasina herhangi bir kontaminasyona sebebiyet vermemek i¢in

otoklavlanmis saf su konulmus ve bu su diizenli olarak degistirilmistir.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Caliymalarinda Kullamlan Metotlar

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Caismalarinda Kullamlan Malzemeler

Soguk zincirle gelen steril FCS +4°C’de 1 gece tutularak eritilmis, ardindan 56°C
sicakligindaki su banyosunda 60 dakika bekletilerek malzemenin inaktivasyonu
saglanmistir. Bu islemin ardindan inaktif FCS hiicre kiiltiiriinde 50 mL’lik steril falkonlara
alikot edilerek ilerleyen kiiltiir ¢alismalarinda kullanilmak tizere -20°C’de muhafaza altina

alinmustr.

Calismada kullanilan hiicre hatti i¢in yiiksek glikoz iceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) temin edilmistir. Daha sonra DMEM igerisine %10’luk FCS ve son
hacmin %]1°1 olacak sekilde streptomisin-kanamisin antibiyotigi eklenerek kiiltiir medyumu

hazirlanmistir.
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Hiicrelerin flask kaplarindan kaldirilmasindan sorumlu Tripsin-EDTA solusyonu; %0,05
Tripsin ve 0,5 mM EDTA malzemelerini, otoklavlanmis (1X) PBS igerisinde ¢ozdiiriilerek
hazirlanmistir. Ardindan 0,22 pm’luk filtreden gegirilirek -20°C’de muhafaza altina

alinmustir.

3.2.2.2 Hiicre Hattimn Biiyiitiilmesi

-80°C’de muhafaza edilen hiicreler alinarak, 37°C sicakliktaki su banyosu igerisinde
eritildi. Co6ziinen hiicreler 5 mL %10’luk FCS-DMEM ve %]1’lik antibiyotik igeren
besiyerinin bulundugu falkona aktarildi. 1000 rpm’de 5 dakikalik santriflij islemine tabi
tutularak hiicre pelletinin elde edilmesi saglandi. Santrifiij sonrasi iistte kalan slipernatant
kisim falcondan uzaklastirildi. Hiicre pelleti 2 mL’lik besiyeri ile ¢dzdiiriiliip 75 ¢cm? lik
flaska aktarild1 ve flaskin icerisine son hacim 15 mL olacak sekilde besiyeri ilavesi yapildi.
Flask, gerekli etiketlemeler yapildiktan sonra %35 CO: igeren 37°C’lik inkiibatore
kaldirildi.

3.2.2.3 Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Hucrelerin biylimesi mikroskopta gunlik olarak takip edildi. Hucreler flask yuzeyini %80
ila %90 oranlarinda doldurdugunda pasajlama islemine gegildi. Flaskin icerisinde bulunan
eski medyum uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi. Ardindan hiicreleri bulunduklar
yiizeyden kaldirmak igin tripsinizasyon islemine gecildi. Hiicrelerin bulundugu 75 cm? ‘lik
flaska 3 mL tripsin EDTA uygulandi ve hiicreler 3 ila 4 dakika arasi inkiibatorde bekletildi.
Yuzeyden ayrilan hiicrelere, uygulanan tripsin EDT A’nin iki kat1 kadar besiyeri eklenerek
enzimin inaktivasyonu saglandi. Toplam s1vi 15 mL’lik falcona aktarilarak 1000 rpm’de 5
dakika santriftj edildi. Stipernatant falkondan uzaklastirilip pellet uygun miktarda besiyeri
ile ¢oOzdiiriildii. Flasklara ekim yapildiktan sonra gerekli etiketlemeler tamamlanarak

hiicreler, inkiibatore kaldirildi.

3.2.2.4 Hiicrelerin Dondurulmasi
Boliim 3.2.2.3” de yer alan slipernatantin uzaklastirilmasi isleminden sonra hticre pelleti 1
mL’de %10 DMSO iceren FCS ile ¢ozdiiriilerek 6zel cryovial tiipe aktarilip, uygun

etiketlemelerin ardindan -80°C’ de muhafaza altina alindi.
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3.2.2.5 Canh Hiicrelerin Sayilmasi

Canli hiicrelerin belirlenmesi ve hiicrelerin sayilmasi igin tripan mavi soliisyonu ile hiicre
boyama teknigi kullanilmistir. Toplamdaki hiicre siispansiyonun bir mililitresinde bulunan
hiicre miktarin1 hesaplamak i¢in, Thoma lami kullanildi. Thoma lami, {izeri 25 kiiglik
kareden olusan, 1 mm? alan barindiran ve 0,1 mm derinligi olan hiicre sayiminda tercih

edilen bir malzemedir.

Flasklardan tripsin EDTA uygulanarak kaldirilan hiicreler 5 dakika boyunca 1000 rpm’ de
santrifiij edildi. 6 ml %10 FCS igeren medyumda ¢oziildii. Canli ve 6lii hiicreleri ayirt
etmek i¢in 10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan mavisi sollisyonu (diliisyon orani
1:1) ile 4’er dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon islemi boyunca &lii hiicreler
mavi renge boyanirken canli hiicrelerde ise herhangi bir renk degisimine ugramadi.
Boyanmayan yani canli olan hiicreler mikroskopta dikkatlice sayildi. Bu islemde ayni
hiicre siispansiyonundan 10’ar pl hacminde ilicer 6rnek alinmistir, tekrarli olarak tripan
mavisi ile boyanma islemine tabi tutulmustur ve her boyamada 2 kez sayim yapilarak
toplam 6 sonucun ortalamas: ile asagidaki formiil kullanilarak ml’deki hiicre sayisi

hesaplanmustir.

Stispansiyonun 1 mililitresinde bulunan toplam hiicre sayisi:

Toplam canli hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 2 x 104

mrn

—— - —

I mm

i

et

8
S

¢ | mm

—

Sekil 3.1: Hemisitometre.
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323 MTT

Hucreler 96 kuyulu kiiltiir kaplarina her bir kuyu i¢in 15.000 hiicre olarak paylastirildi.
Kuyular, kontrol, TGF-B, CoCl;, TGF-p + CoCl, grubu olarak ayrildi. Gerekli
uygulamalarin ardindan kuyular 200 pl besi yeri ile tamamlandi. Hiicreler inkiibatore
alindi. 24 saatlik inkiibasyonun ardindan her bir kuyuya 20 ul MTT soliisyonu uygulandi.
Hiicreler 4 saat inkiibasyonun ardindan besiyerlerinden wuzaklastirildilar. Kuyular
izoproponal (0,004 M HCI iceren) ile ¢ozduruldi. Spektrometrede 550 nm dalga boyunda

ol¢lim alindi. 48 ve 72 saat gruplari i¢in de ayn1 islem uygulandi.

3.2.4 RNA Cahsmalarinda Kullanilan Metotlar

3.2.4.1 Sitokin Uygulama ve Hipoksi Deneyinin Kurulmasi

Hucreler pasajlanip bolim 3.2.2.5’te anlatildigi gibi sayildiktan sonra 5 mL besiyeri (%10
FCS + DMEM + %]l antibiyotik) iceren 25 cm2 ’lik flasklara iki milyon hiicre olacak
sekilde aktarildi. Hicreler 1 gece inkiibe edildi. Ertesi gin eski medyum uzaklastirildi.
Flasklara %0,1 BSA + DMEM iceren yeni besi yeri eklendi. Hiicreler 1 saat inkiibe edildi.
Ardindan hiicrelere sirasiyla 500 U/mL TGF-B, 150 uM CoClz ayr1 ayr1 ve 500 U/mL
TGF-B, 150 uM CoCl; beraber olacak sekilde uygulandi. Kontrol gruplarina herhangi bir
uygulama yapilmadi. Bu islem 24, 48 ve 72 saat olmak {izere ii¢ deney grubuna uygulandi.
Tum gruplar gerekli inkiibasyon siireleri sonunda besi yerlerinden uzaklastirildi. Hiicreler
1 mL tripsin EDTA ile flask yiizeylerinden kaldirilip, 2 mL besiyeri ile T.E inaktivasyonu
saglanarak hiicreler 15 mL’lik falconlara aktarildi. 1000 rpm de 5 dakika santrifiij edilen
hiicreler, siipernatantlarindan uzaklastirildi. Uygun etiketlemelerin ardindan -80°C’de

muhafaza altina alindi.

3.2.4.2 RNA izolasyonu
Deney gruplart bolim 3.2.4.1 de bahsedilen islemlerin ardindan -80°C’den ¢ikarildi.
Thermo firmasinin kitinde bulunan malzemeler ve talimatlar dogrultusunda RNA’lar izole

edildi. Izole edilen RN A’lar 6lciimleri alindiktan sonra -80°C’de muhafaza altna alindi.

3.2.4.3 RNA Miktarlarimn Olgiilmesi

RNA 6l¢limii i¢in spektrofotometre cihazi kullanildi. 96 kuyulu kuvarz plate’e kor igin 200
ul, ornekler icin 5 pl rna, 195 pl dH20 oraninda 6rnekler yiiklendi. 260 nm ile 280 nm
arasinda Ol¢iim alindi. Miktar tayini ve Orneklerin saflik analizi asagida belirtilen

formiillerle yapildi.
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RNA miktar1 = Az X sulandirma katsayis1 X 40 ng/uL
Saflik = Aoeo / Azgo

3.2.4.4 RNA Jel Elektroforezi
Izolasyonu gergeklestirilen RNA’larin goriintiilenme islemi icin Formaldehit RNA Jel
Elektroforezi kullanildi. Jelin yiiriitiilecegi tank ve kullanilacak diger aparatlar DEPC’li su

ve etanol (%100) ile temizlenerek malzemelerin sterilizasyonu saglandi.

Tablo 3.3: RNA jeli.

JEL 50 mL DEPC’lisu 10 X FA jel tamponu; 0,2 10 X FA tampon,

5mL 10X FA jel MEDTADph:8,1 M DEPC’li su ile ph:7
tamponu MOPS ph:7,1 M NaAc olacak sekilde
0,5 gram agaroz hazirlandi.
TANK 1X FA ydrutme 1 X FA yuritme tamponu; 1 X FA ydrutme
tamponu 20 ml %37°lik 12,3 M tampon DEPC’li su ile
formaldehit, 100 ml 10X 1000 mL ye
FA jel tampon tamamlandi.

Tablo 3.3 de bahsedilen jel malzemeleri erlene aktarilip tamamlandiktan sonra
mikrodalgada kaynatildi. Jel ilimasi i¢in beklemeye birakildi. Buharlasma kesilince jele
900 pl formaldehit ve 1 pl etidyum bromiir eklendi. Ardindan jel, donmasi i¢in kasete
dokuldid. RNA ornekleri 5 pl ornek 3 pl 2X yiikkleme boyasi oraminda birlestirilerek jel
kuyularina ytiklendi ve 90 V’da yiirtimeye birakildi. Yiiriitme isleminin ardindan UV de

goriintiileme alind1.

3.2.45 cDNA Sentezi
Elde edilen RNA’lar boliim 3.2.4.3°de belirtildigi gibi hesaplandi, son konsantrasyonlari
1000ng olacak sekilde PZR tuplerine hesaplanarak uygun hacimlerde alindi. Kitteki

protokol ve malzemeler gerektigi gibi uygulanarak, cDNA sentezi gerceklestirildi.

Tablo 3.4: cDNA sentezi 1. basamak.

Malzemeler Konsantrasyon
Kalip RNA I pg

Oligo dT 200 pmol
dH.0 X mL

Toplam hacim 12.5 pg
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cDNA sentezinin birinci basamaginda tablo 3.4’de verilen oranlar kullanildi. islem 65°

C’de 5 dakikaya ayarlanmig PZR cihazina konularak tamamlandi. Sentez basamaginin

ikinci kisminda ise tablo 3.5°de verilen oranlar kullanildi. Cihaz 42° C’de 60 dakika, 70°

C’de 10 dakika olarak ayarlanarak sentezin son basamagi tamamlandi.

Tablo 3.5: cDNA sentezi 2. basamak.

Malzemeler Konsantrasyon
dNTP 1 mM
5X Reaction Buffer 1X
Ribolock RN Az Inhibitor 20 U/uL
Revers Transkriptaz 10 U/uL
Toplam hacim 20pL

3.2.4.6 Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

HT-29 hicrelerinden elde edilen cDNA’larin HB2 ekspresyon primerleri ile polimeraz

zincir reaksiyonu gergeklestirildi. Daha sonra ayn1 cDNA’lar, spesifik olarak tasarlanan

ADAMTS-5 ekspresyon primerleri ile PZR islemine tabi tutuldu. PZR kosullari tablo 3.6’

da gosterilmistir.

Tablo 3.6: Polimeraz Zincir Reaksiyon bilesenleri ve miktari.

Malzemeler Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
cDNA 1 ul -
10X Taq Buffer S5ul S5ul
MgCl2 (25mM) 2 ul 2 ul
dNTP mix (10mM) 1 ul 1 ul
Forward primer( 100 1 ul 1 ul
pmol/uL)
Reverse primer( 100 1wl 1 ul
pmol/uL)
Taq Polimeraz (5U/ul) 0,5 ul 0,5 ul
dH.0 38,5 ul 39,5 ul
Toplam hacim 50uL 50uL
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Tablo 3.7: Calismada kullanilan Insan-B-2 Mikroglobulin (HB2) primerleri ile kurulan

PZR.

Sicaklik Sure Dongu
95°C 5 dakika 1 déngu
95°C 30 saniye
60°C 1 dakika 35 dongu
72°C 2 dakika
72°C 8 dakika 1 déndu

Tablo 3.8: Calismada kullanilan ADAMTS-5 ekspresyon primerleri ile kurulan PZR.

Sicaklhik Sure Dongu
94°C 5 dakika 1 déngi
94°C 45 saniye
55°C 45 saniye 35 dongu
72°C 45 saniye
72°C 10 dakika 1 dongi

3.2.4.7 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi yontemi kullanilarak PZR {iriinlerinin goriintiilenmesi saglandi.
%0,8 agaroz iceren jel i¢in gerekli miktarda agaroz tartilarak 0,5 X TBE ile karistirildi.
Karisim, mikrodalgada kaynatilarak homojenizasyon saglandi. Jelin 1sis1 oda sicakligina
ulastiginda etidyum bromiir (son konsantrasyon 0,5 pg/mL) eklenerek gerekli
mekanizmalara sahip olan jel kasedine dokiildi. Donma isleminin ardindan
mekanizmadaki taraklar ¢ikartildi. Jel 0,5 X TBE tamponu ile doldurulmus olan
elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler 6X loading dye ile boyanma isleminin ardindan
jele yiklenerek, 90 Volt da 35 dakika yaratalda. Yuratulmesi tamamlanan jel goéruntileme

cihazinda fotograflandi.

3.2.4.8 Real Time PZR

Real Time PZR, Roche Diagnostic (Light Cycler 485) markali cihaz kullanilarak
gergeklestirilmistir. 96°lik well plate’e her bir kuyucuk son hacimde 10 pl olacak sekilde
yiikleme yapilmistir. Kuyularda baloncuk olugsmamasi i¢in yiikleme islemi buna uygun bir
bicimde yapilmistir. Cihaza verilmeden 6nce plate’in iizerine seal kapatilarak, uygun bir

aparat yardimi ile plate ve sealin diizgiin bir bi¢imde birbirine yapismasi saglanmistir.
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ADAMTS-5 ve HB2 (Insan beta-2 mikroglobulin) primerleri 3 tekrarli, HIF1-o primeri 2
tekrarli olarak calismaya alinmistir. Her calisma birbirinden bagimsiz en az 2 kez

tekrarlanmistir. qRT-PZR’da kullanilan bilesenler ve kosullar sirasiyla tablo 3.9 ve 3.10°da

belirtilmistir.
Tablo 3.9: qRT-PZR bilesenleri.
PZR Bilesenleri Hacim
dH20 3ul
SYBR® Green PZR Master Mix 5ul
Forward Primer (100 ng/pL) 0,5 ul
Reverse Primer (100 ng/uL) 0,5 ul
cDNA 1 ul
Toplam hacim 10 ul
Tablo 3.10: gRT-PZR kosullari.
Sicakhik Zaman Dongii sayis1
Denattrasyon 94 °C 5dk 1 dongu
Denattirasyon 94 °C 45 sn
Baglanma 55°C 45 sn 40 dong
Uzama 72°C 45 sn
final uzama 72°C 10 dk 1 dongi
65 °C 1dk
Tablo 3.11: Calismada kullanilan ekspresyon primerleri.
Gen Primer Dizi Tm (°C)
Forward Primer:
> 57.1
TATTATTCAACGTCAAGCCATGGCA- '
3’
ADAMTS-5
Reverse Primer: 56.9
5’-TGGCAGGACACCTGCATATTT-3’ '
Forward Primer: 60
5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3'
Hp2
Reverse Primer: 60
5-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3'
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Tablo 3.11: (devam).

Forward Primer:
5'-CCACCTATGACCTGCTTGGT-3' 56.9

HIF-1a
Reverse Primer:

5. TGTCCTGTGGTGACTTGTCC-3' 56.9

Livak metodu kullanilarak Real Time PZR sonu¢ degerlendirmesi yapildi. ADAMTS-5 ve
HIF1-a icin elde edilen Ct (cycle threshold) degerleri, internal kontrol olarak kullanilan
Hp2’ nin Ct degerinden ¢ikarilarak elde edilen sonucun 2 tabaninda kuvveti alindi. Kontrol
grubu olarak adlandirilan gruplar kendi degerlerine boliinerek “1”  birim olarak
degerlendirildi. Her bir deney grubunun degeri kendi kontrol grubunun degerine boliinerek
I’in bir kati olacak sekilde sonuglar elde edildi. MiniTab programi ile degerlerin

istatistiksel analizleri yapildi. p<0,05 olarak ulasilan durumlar istatistiki olarak anlamli
kabul edildi.

3.2.5 Protein Cahsmalarinda Kullanilan Metotlar

3.2.5.1 Ripa Buffer Ile Pelletlerin Eldesi

-80°C’de muhafaza edilen hiicre pelletleri ¢ikartilarak pelletlerin (buz iizerinde) erimesi
saglandi. Eriyen pelletlerin tizerine 100 pl RIPA tamponu eklenerek, pelletlerin stispanse
hale getirilmesi saglandi. Pelletler 45 dakika boyunca buz iizerinde beklemeye birakildi.
Bu siirenin ardindan ornekler pipetaj yapilarak eppendorflara aktarildi. Bu islemin
ardindan eppendorflar +4°C’de Sigma marka sogutmali santrifiij cthazina alinarak 1200 g
de 10 dakika santrifiij edildi. Siipernatantlar temiz eppendorflara alindi. Orneklerin bir
kismi konsantrasyonlarinin belirlenmesi igin ayrilirken kalan miktar muhafaza edilmek

Uzere -80’¢e kaldirild.

3.2.5.2 Bradford Yontemi Ile Protein Miktar Tayini

Proteinlerin konsantrasyonlarinin belirlenmesi Bradford metodu ile gergeklestirildi. Kor
icin 5 pl dH20, diger kuyulara 3 pl protein, 2 ul dH2O olacak sekilde ilgili proteinlerin
yiiklemeleri yapildi. Ardindan karanlik bir odada son hacim 255 pl olacak sekilde
kuyucuklarin iizerlerine 250 pl Bradford boyas: ilave edilerek proteinler 5 dakikalik

inkiibasyona birakildi. Bu islemin ardindan spektrofotometre cihazinda 595 nm dalga
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boyunda olg¢iim alindi. Elde edilen degerlerle Bradford standart egrisi olusturularak

denkleme gore (deger-kor, y=0,0008x — 0,0016) hesaplamalar yapildi. Ardindan 25 pg, 30

ug ve 50 pg icin ayr1 ayri hesaplamalar yapilarak uygun konsantrasyonda protein

yiikklemesi yapilmustir.

3.2.5.3 Western Blot Tekniginde Kullanilmis Olan Soliisyonlar

Kullanilan stok soliisyonlar ve bilgileri asagidaki tabloda verilmistir.

Tablo 3.12: Western Blot stok soluisyonlari.

Ayirma Jeli (SDS PAGE) Tamponu

Yigma Jeli (SDS PAGE) Tamponu

Yrttme Tamponu (SDS PAGE)

4 X Laemli Tampon

RIPA Soliisyonu

Western Blot Transfer Tampon

10X Tris Tampon Tuz (TBS)

Stripping Tampon

Ponceau Boyasi

%10 (w/v) SDS, 1.5 M Tris-HCI (pH: 8.8)

%10 (w/v) SDS, 1 M Tris-HCI (pH: 6.8)

250 mM Glisin, 25 mM Tris, %0.1 (w/v) SDS

%4 (w/v) SDS, %10 (v/v) Gliserol, 0.125 M
Tris-HCI (pH:6.8), %10 (v/v) B-
Merkaptoetanol
10 mM Tris-HCI (pH:8), % 1(v/v) Triton
X100, %0.1 (v/v) sodyum deoxycholate, 1mM
EGTA, ImM EDTA, 140 mM NacCl, proteaz
inhibitord, %0.1 (v/v) SDS

192 mM Glisin, 25 mM Tris, %20 (v/v)
Metanol

20 mM NacCl, 10 mM Tris-HCI, pH: 7.4

1 M Glycine, %1 SDS, pH: 2.5

10 ml dH20, 300 pL glasiyel asetik asit, 0.033
g Ponceau boya karistirilip saf su ile 30 mL’ye
tamamlandi.

3.2.5.4 SDS Page Jel Elektroforezi

Western Blot icin gerekli olan cam malzemeler ve diger aparatlar dncelikli olarak %70°lik

ethanol ile temizlenip ardindan distile su ile yikanarak kurumaya birakildi. Kullanilacak
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camlar birbirlerine yapistirilip ilgili diizenege yerlestirildi. Daha 6nceden hazirlanip
otoklavlanmig olan stok soliisyonlar ile ilk olarak ayirma jeli (Tablo 3.13) hazirlandi. Bir
pipet yardimiyla camlarin arasindan birakilan karistmin ytiklemesi yapilirken camin iist
kismina dogru 3 cm bosluk birakilmasina dikkat edildi. Herhangi bir hava kabarciginin
olusumunu 6nlemek i¢in, bosluk birakilan kisma %90’lik izoproponal yiiklemesi yapilarak
istenilen pirizsiiz goriiniim saglandi. Ayirma jeli donduktan sonra iizerinde bulunan
izoproponal ortamdan uzaklastirilarak yerine {st jel olarak da adlandirilan yigma jeli
dokiildii. Orneklerin yiiklenecegi kuyucuklarm olusmasi icin heniiz donmamis olan jele
uygun bir tarak yerlestirildi. Yigma jelinin donma islemi tamamlandiktan sonra tarak
dikkatli bir sekilde c¢ikartildi, jel tankin i¢ine yerlestirildi. Ayirma ve yigma jelleri tablo
3.10°da belirtildigi gibi hazirlanmistir. Protein ornekleri son konsantrasyonda 30-50 pg
olacak bi¢imde alinarak beta-merkapto etanol ve 4X Laemli buffer karigimi ile birlestirildi.
Ornekler 95°C’lik su banyosunda 5 dakikalik inkiibasyona birakildi. Bu islemin ardindan
jelin ilk kuyusunda marker devamina ise inkiibasyonu tamamlanan protein Ornekleri
yiiklendi. Jelin bulundugu tank %1 SDS igeren 1 X yiiritme tamponu ile dolduruldu.
Ornekler 90 V’de 120 dakika yiiriitiildii.

Tablo 3.13: SDS Page ayirma ve yigma jelleri bilesenleri.

Jel icerik Bilgisi %10 Ayirma (Alt) Jeli %5 Yigma (Ust) Jeli
Ayirma Jeli 2,5mL -
Yigma Jeli - 2,5mL
Akrilamid-Bisakrilamid 2,5mL 1,25 mL
(37.5:1)
%10 (w/v) Amonyum Per 100 ulL 100 uL
Sulfat (APS)
ddH>0 5mL 6,25 mL
TEMED 10 mL 5mL

3.2.5.5 Protein Orneklerinin Membrana Transferi
Membrana transfer isleminde kullanilacak olan siinger, kurutma kagidi vb. malzemeler
taze olarak hazirlanip sogutulmus olan transfer bufferda islatildi. Yiirlitme islemi

tamamlanan jeller sikigtirildiklar1 cam aparattan ayrildi. Diger cam yiizeye yapisik olan jel,
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yigma jeli olarak adlandirilan kisimdan temizlenerek, siinger ve kurutma kagidindan
olusan (islak) diizenegin lizerine aktarildi. Transfer isleminde kullanilacak olan PVDF
membran uygun boyutta kesilip 1 dakika metanolde bekletilmesinin ardindan jelin {izerine
kapatilarak sandvi¢ modeli olusturuldu. Membranin yerlestirilmesinin ardindan iizerine
tekrar kurutma kagidi ve slinger kapatilarak bir sandvi¢ modeli olusturuldu. Tim
hazirliklar1 tamamlanan sandvig, soguk transfer tamponu ile doldurulan transfer tankina

alind1. Ornekler 24 saat boyunca 15 Volt da +4°C’de transfere birakildi.

3.2.5.6 Protein Orneklerinin Tespit Edilmesi ve Goruntilenmesi

Membranlar transfer sisteminden cikartilarak bloklama soliisyonuna (%5 siit tozu igeren
1X TBS ve %I’lik Tween 20) alindi. Oda sicakliginda 1 saat boyunca horizontal
calkalayicida isleme tabi tutuldu. 60 dakika sonra bloklama soliisyonu ortamdan
uzaklastirilarak membranlar 5 dakika boyunca 3’er defa 1X TBS (%0,1 Tween 20 iceren)
karisimi ile muamele edindi. Yikama isleminin ardindan PVDF membran, ADAMTS-5
primer antikoru (Thermo Fisher Lot # SC250764) ile 1 gece boyunca +4’de horizontal
calkalayicada isleme alindi. Ertesi giin membran gerekli yikamalarin ardindan oda
sicakliginda 1 saat boyunca sekonder antikor (Santa-Cruz Biotechnology Lot #02111) ile
isleme tabi tutuldu. Siire bitiminde sekonder antikordan alinan membranlar %0,1 Tween20
iceren 1X TBS ile gerekli yikamalara tabi tutuldu. Ardindan 1’e 1 oraninda Reagent A ve
Reagent B ile ECL soliisyonu (thermo marka) hazirlandi ve membran bu soliisyona en az
3 dakika karanlik bir ortamda tabi tutuldu. Son olarak goriintii alma islemi UVP
goriintiileme cihazinda gerceklestirildi. Aym iglemler B-actin antikoru(Sigma Lot #
039M4768V) ile de yapilarak elde edilen goriintiilerin Image J programui kullanilarak
densitometrik analizleri yapildi. ADAMTS-5 1s1ma degerleri, B-actin bant 1s1ma degerleri

ile normalize edildi.
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4. BULGULAR

4.1 ADAMTS-5 Geninin Biyoinformatik Analizi ve Primer Dizayni

Insan ADAMTS-5 geninin accession numarast (NM _007038.5) ile NCBI veri tabanindan
sekil 4.1°de gosterilen mRNA dizisine ulagilmistir. Ekspresyon c¢aligsmalari icin ADAMTS-
5 geninin Homo sapiens ADAM Metallopeptidase With Thrombospondin Type 1 motif 5
(ADAMTS-5), mRNA dizisine bakilarak (4. ve 5. ekzonlardan) forward ve (6.ekzondan)
reverse primerleri tasarlanmistir. Housekeeping gen olarak human beta mikroglobulin

(HPB2) ekspresyon primeri kullanilmistir.

1 acagcgctcg cgctgctcte

61
121
181
241
301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961

1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741

1981
2041

ggagaccgca
cctgcatttt
tcccagcaga
cctccacagc
agcccggtge
tggttttttyg
tttttttttt
tccaaacatt
gctggcgcetg
tgtgtgtgtc
tcccagtcegce
gctgctgtgce
ggataaagcc
ggaggaggtg
caggagcaag
ctacctcgtc
gggcattgct
ccactgcttc
ctgtgggggt
gctgcgcgga
gatcctgcac
ctgcgaaacc
gagcggacgc
gggctcagga
ggtggagctg
gcattacctg
gaaccacatc
ggaagtgagc
caaccagctg

gacctttggt
atctaagccc
tg

gccgaaggga
tgttttaatt
gccaaggaaa
cggcttgtcc
gcggtacctt
gtttttgttt
taatcttttc
ttcccaagca
ctgccgggcece
cccatcccece
gcagcccctce
gcgttccgcece
gggcagcctc
caggagcgag
gggctggtge
tacgcgggcg
ggcttcgtge
tatcggggca
ctcgacggcet
ccctgggcgg
gtctacaccc
cccgcgtceca
gcagcactgg
ccgcagacgt
cttctggtgg
ctgaccctgg
cgcctggceccg
aagaacgctg
ggagatgacc

tccacagaag
tggtccaaat

ggcgctcgca
cacagacacg
tttacggctt
cccacaaaat
agcgcagcgce
tccttacttt
ttttcctttt
tttccececcee
acaaagaaaa
CCCCECCELEC
gccccgttaa
cccgcgggca
tgccecctggce
cgactgctgce
ccgagcctcecce
agaacatcga
gccggaggtt
ccgcaggagg
cagtggacgg
tcttcgeggt
aggaagaaaa
gcgagggctt
caccggaggc
cctcgcagcet
ggtggcggcyg
ctgacgcgtc
cctccatcgce
tggtgaaggt
ccaccacact
atgaggagca

tacttggcct
ataagcgctt
gcacttcagc

gctgccgact
ccgcttcacc
tttccectet
aagaaaggaa
ggg9ggcggga
tcttgaaaca
cccgtatttg
cccccaccee
gttcgcacgc
cgacacttga
cttcatagca
gcgcactatg
cgcggtcggce
agcagccgcce
cggccacccg
ccaactctac
cctcttggac
cgggacgagt
tagtccccgce
caagcacgcg
ggggcgcgtyg
cagcttcgag
ccacgagcat
cttggaccag
gcggcgccgce
catggcgcgg
caataggctg
ggtggtgcta
caagaacttt
ctacgatgca

ctcccatgac
aatgtcttcc
caccatcaca

ggggatgacg
agctcgcecctce

ctttcttccc
gtgggccceceg
ggctgcgege
gcgatcgtgc
ctgaatctcc
acctctttct
tggcaccgca
ctcaatcctg
aataacaaat
ctgctcgggt
cccgecgcega
cagccccgcece
caccccectgg
tceggceggeg
ctggagcgag
gcgccctgge
tctctggctg
cgctacaccc
tacggggatg
gccctgecgce
gctccggcgce
tccgcectectet
tccatctccece
ttgtatggce
tacagccatg
ggcgacaagg
tgcaagtggce
gctatcctgt

gattccaaat
atccttacca
gaattcctgg

gcgggcagga
aggctgcccc
ttcctcecctgg
gagcttggaa
accagttgcc
ctgcatttgg
actatccgac
ggagcacgaa
gcccggacag
caagcaagtg
acccataaag
gggcgtccecct
cacctgccca
ggcggcaggg
cgcagcggcg
gcaaggtggg
atggttcggt
gccaccggag
tctttgacct
taaagccact
ggtccgcacg
cgcgcgcecag
acagcaaccc
cgcccgctgg
gggcccgcca
ggggcctgcea
ctagcatcga
acaagagcct
agcaccaaca
ttactcggga

tctgtgaaga
gcattgatgc
atgatggcca

Sekil 4.1: Insan ADAMTS-5 geni NCBI dizisinden belirlenen primer bélgeleri (exon1:
sar1, exon2: agik yesil, exon3: turkuaz, exon4: kirmizi, exonS: pembe, exon6: gri, exon7:
yesil, exon8: deniz mavisi) [58].
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‘

Forward primer

Reverse primer

Sekil 4.1 (devam).



Sekil 4.1 (devamu).




Sekil 4.1 (devamu).

Tablo 4.1: Primer dizayni i¢in kullanilan diziye ait ekzonlar ve karsilik geldikleri baz

araliklari.
EKZON KARSILIK GELDiGi BAZ ARALIGI

1 1...1801

2 1802...1934
3 1935...2102
4 2103...2386
5 2387...2570
6 2571...2746
7 2747...2922
8 2923...9621

ADAMTS-5 ekspresyon primerinin biyoinformatik analizi icin www.idtdna.com adresinde

yer alan araglardan biri olan OligoAnalyzer Tool ‘dan yararlanilmistir.

SEQUENCE 5- TAT TAT TCAACG TCAAGC CAT GGCA-3'
COMPLEMENT 5-TGC CAT GGCTTGACG TTG AAT AATA-3'
LENGTH 25

GC CONTENT 40%

MELT TEMP 64.1°C

MOLECULAR WEIGHT 7625 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 245000 L/{mole-cm)

nmole/ODzs: 4.08

1g/OD2sc: 31.12

Sekil 4.2: ADAMTS-5 forward primer 25 baz uzunlugunda %40 GC igerigine ve 64.1°C

Tm sicakligina sahiptir.
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structure Image AG (kcal.mole™) Ta (°C) AH (kcal.mole™) AS (cal.K*mole™?) Output

1 ‘:l -1.76 46.3 -26.4 -82.64

Output of sir_graph €C) Created Sun Dec 6 05:46:07 2020
mFold_util 4.5

\ 4 e B
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/ \
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5
' \
T
G
A ™ g —— ©
% @ N
c @ A — =
N ~ &
T / ’
~ - g 7
T 5 c -
~ N
B i & \

@

dG = —1.762 fYeeled6-18ab-44cl-91cbhb-4991717F35cf

Sekil 4.3: ADAMTS-5 forward primeri hairpin yapilart.

SEQUENCE 5-TGG CAG GACACCTGC ATATTT -3
COMPLEMENT 5- AAATAT GCAGGT GTCCTG CCA-3
LENGTH 21

GC CONTENT 47.6%

MELT TEMP 63.2°C

MOLECULAR WEIGHT 6421.2 g/mole

EXTINCTION COEFFICIENT 198700 L/(mole-cm)

nmole/ODazs: 5.03

ug/ODzsc: 32.32

Sekil 4.4: ADAMTS-5 reverse primer 21 baz uzunlugunda %47.6 GC igerigine ve 63.2°C
Tm sicakligina sahiptir.
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structure Image AG (kcal.mole™) T-(°C) AH (kcal.mole™) AS (cal.K*mole™) Output

1 I:] -5.32 66.1 -43.9 -129.4

10

dG = —5.319 beScdfdl—dOe9—4e03—-boad-be939a8618dc

Sekil 4.5: ADAMTS-5 reverse primeri hairpin yapilar.

HT-29 hiicre hattt boliim 3.2.2.2°de belirtildigi gibi hiicre kiiltiiri ortaminda
biiytlitilmiistiir. Flask ylizeyi %80-90 doluluk oranina ulastifinda haftada iki defa rutin
olarak pasaj islemine tabi tutulmustur. Bu hiicrelerden boliim 3.2.4.2°de belirtildigi gibi
RNA’lar izole edilip jelde yiiriitilmistir. UV goriintiileme sistemi ile goriintiilenen
RNA’larin (sekil 4.6), absorbans degerleri alinmis ve miktarlar1 hesap edilmistir. cDNA
sentezinde esit miktarda RNA ile sentez yapilmistir. Bunun i¢in her bir 6rnekten 1000ng
RNA alinarak cDNA sentezinde kullanilmistir (boliim 3.2.4.5). cDNA’larin kalitesi HB2
ekspresyon primerleri ile yapilan PZR ile kontrol edilmistir (Sekil 4.8). Laboratuvarimizda
kullanilan HB2 primerlerinin daha 6nceki ¢alismalarda optimizasyonu yapildigi igin tekrar
optimizasyon calismasi bu primerler i¢in yapilmamustir [59]. ¢cDNA’larin ¢alistigi tespit
edildikten sonra ADAMTS-5 primerlerinin optimizasyon g¢aligsmalarina gecilmistir. Primer

tablo 3.8 de verilen sartlar altinda optimum ¢alisma gostermistir.
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“HuaE

Sekil 4.6: HT-29 RNA jel goruntisi. (1: 72 saat TGF-p + CoCly, 2: 72 saat CoCly, 3: 72
saat TGF-, 4: 72 saat Kontrol, 5: 48 saat TGF-p + CoCly, 6: 48 saat CoCly, 7: 72 saat
TGF-B, 8: 48 saat Kontrol, 9: 24 saat TGF-f3 + CoCly, 10: 24 saat CoCly, 11: 24 saat TGF-
B, 12: 24 saat Kontrol, 13: Marker.)

Sekil 4.7: ADAMTS-5 spesifik primerler ile optimizasyon ¢alismasi agaroz jel
elektroforez goruntisi. (1: 1 kb Marker, 2: ADAMTS-5 pozitif kontrol 1mM, 3:
ADAMTS-5 pozitif kontrol 2mM, 4: ADAMTS-5 negatif kontrol.)

Sekil 4.8: HT-29 cDNA'larinin HB2 jel gortintiisi. (1: 24 saat Kontrol, 2: 24 saat TGF-B, 3:
24 saat CoCly, 4: 24 saat TGF- + CoCly, 5: 48 saat Kontrol, 6: 48 saat TGF-p, 7: 48 saat
CoCly, 8: 48 saat TGF-B + CoCly, 9: 72 saat CoCly, 10: 72 saat TGF-p + CoClz, 11: HB>

negatif kontrol, 12: 1kb Marker.)



4.2 MTT Analizi

HT-29 hiicre hattinda ¢alismamizda sectigimiz sitokin olan TGF-’nin ve kimyasal hipoksi
ajan1 olarak kullandigimiz CoClz’nin hiicre proliferasyonuna etkisi MTT testi ile
belirlenmistir. Hiicreler, kiiltiir ortaminda boliim 3.2.3 de belirtildigi gibi biiyiitiiliip, 96
well plate kuyularina kuyu bagina 15.000 hiicre olacak sekilde sayildiktan sonra alinmistir.
Sitokin uygulamasi yapilan hiicreler FCS’li ortam yerine BSA iceren medyuma alinmistir.
24 saat sonunda 96 kuyulu plakalardaki hiicrelere 500 U TGF-f ve hipoksik indiikleme
icin 150 pM CoClz uygulanmistir. Kontrol gruplarina herhangi bir madde uygulanmamis
ve bu hiicreler normoksi durum olarak isaretlenmistir. 24, 48 ve 72 saat sonra MTT testi
bolim 3.2.3’de anlatildig1 gibi uygulanmistir. 550 nm dalga boyunda spektrofotometrede
Olciim alinarak sonuglar excel programi lizerinden degerlendirmeye alinmistir. Sonuglar
sekil 4.9, sekil 4.10 ve sekil 4.11°de gosterilmistir. Normal kosullarda TGF-B’nin
sitotoksik etkisi gozlenmemistir (Sekil 4.9). CoCl» ile olusturulan hipoksik kosullarda da
istatistiki olarak anlamli bir sitotoksik etki goziikmemesine ragmen hiicreler biiyiime
egrileri incelendiginde normal kosullarda gore hassasiyet kazandiklar1 ve normal kosullara
kiyasla etkilendikleri gézlenmistir. Bu sebeple her degerlendirme kendi kontrol grubuyla
karsilastirilmistir (Sekil 4.10 ve 4.11).

HT-29 Hiicre Hattinda Normal Kosullarda TGF-f3
Etkisi
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Sekil 4.9: HT-29 hiicre hattinda BSA’li medyumda TGF-f’nin normal kosullarda htcreler
uzerindeki etkisi (MTT testi).
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Absorbans 550nm

HT-29 Hiicre Hattinda Hipoksik Kosullarda TGF-B'nin Etkisi
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Sekil 4.10: HT-29 hucre hattinda BSA’li medyumda TGF-f’nin hipoksik kosullarda
hicreler Gizerindeki etkisi (MTT testi).

HT-29 Hiicre Hattinda Hipoksi ve TGF-B'nin Etkisi
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Sekil 4.11: HT-29 hiicre hattinda CoCl, ve TGF-f’nin sitotoksik etkisnin BSA’l1
medyumda MTT testi ile belirlenmesi.
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4.3 mRNA Seviyesi ile ilgili Caliymalar

4.3.1 Kimyasal Hipoksinin Dogrulanmasi

HT-29 hiicreleri, kiiltiir ortaminda biiyiitiiliip 25 ¢cm?’lik flasklara igerisinde 2 milyon hiicre
olacak sekilde paylastirilmistir. Bir gecelik inkiibasyonun ardindan 24, 48 ve 72 saat olarak
ayrilan flasklara 150 uM CoClz eklenerek hipoksik ortam olusturulmustur. Ayni saat

gruplarinin normoksi i¢in ayrilan flasklarina herhangi bir uygulama yapilmamaistir.

24, 48 ve 72 saat zaman araliklarinda hiicreler tripsinizasyon islemine tabi tutulmus ve
pelletleri elde edilmistir. Bu pelletlerden boliim 3.2.4.2°de anlatilan bigimde RNA
izolasyonu gercgeklestirilmistir. izolasyonu yapilan RNA’lar jel elektroforezinde yiiriitiiliip,

goriintiilenmistir.

RNA’lardan 1 pg/mL oraninda kalip RNA kullanilarak boliim 3.2.4.5 de anlatildigi gibi
cDNA sentezi ger¢eklestirilmistir. Daha sonra bu cDNA'lardan tablo 3.11 de verilen
primerlerle tablo 3.10 da belirtilen kosullarda qRT-PZR yapilmistir. HIF1-o ve Hp2

sonuglari karsilastirilarak hipoksiyanin olusumu dogrulanmistir (Sekil 4.12).

4.3.2 TGF-B ve Hipoksinin HT-29 Hiicre Hattinda ADAMTS-5 mRNA Seviyesine
Etkisi

Calismamizda TGF-B sitokinin ve hipoksik kosularin ADAMTS-5 mRNA seviyesinin
analizi icin Real-Time PZR kullanilmistir. Oncelikle hiicreler rutin pasaj ile cogaltilmistir.
Bolim 4.3.1 de anlatilan yontemler ile 500U TGF-B sitokinin farkli zaman araliklarinda
hiicreler Uzerindeki etkisis arastirilmistir. Hiicreler 2.000.000 hiicre sayilarak 25 cm?
flasklara aktarilmis ve 1 giin sonra 500U sitokin uygulamasi yapilmistir. Kontrol grubu
hiicrelerine herhangi bir sitokin uygulamasi yapilmamistir. Ayrica hipoksik durumun ve
hipoksik durumda TGF-§ sitokininin etkisi de arastirildigindan hipoksik gruplara 150uM
CoCl uygulanmistir. Her flask kendi zaman araliklarinda, sirasiyla tripsinizasyon, pellet
eldesi, RNA izolasyonu ve RNA’larin jelde yiiriitilmesi islemlerine tabi tutulmus ve bu
RNA’lardan boliim 3.2.4.5 de anlatilan yontemle cDNA eldesi gergeklestirilmistir. cDNA
eldesinde 1000ng RNA kalip olarak kullamlmustir. Oncelikle elde edilen cDNA’larin
kontrolii icin HB2 PZR’1 yapilmistir. Tiim cDNA'lar kalip olarak kullanilarak ADAMTS-5,
Hp2 ve HIF1-oo mRNA diizeyleri qRT-PZR incelenmistir. Boylece hem hipoksinin ve hem
de TGF- B sitokininin ADAMTS-5 mRNA seviyesi iizerindeki etkisi analiz edilmistir. Real
Time PZR’da elde edilen ¢T degerleri Livak metodu ile degerlendirilmistir. Her deney
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kendi igerisinde tekrarli olup ayrica birbirinden bagimsiz olarak en az iki kez ¢alisilmustir.
Tim veriler istatistiksel olarak analiz edilmis ve grafiklendirilmistir. Sekil 4.13’de
gortldiugi gibi HIF1-a mRNA seviyelerine bakilarak hipoksik kosulun olustugundan emin
olunmustur. ADAMTS-5 seviyesi hipokside artmistir. TGF-f ise ADAMTS-5

ekspresyonunu baskilamstir.

HT-29 Hiicre Hatinda ADAMTS-5 mRNA ifadesi

1,5 -
<zt 1 - @ 24s
o
E
S 0,5 -
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Sekil 4.12: HT-29 hucre hattinda normal kosullarda TGF-’nin ADAMTS-5 mRNA
seviyesine etkisi-Real Time PZR.
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HT-29 Hiicre Hattinda Hipoksik Kosullarda TGF-B'nin
ADAMTS-5 mRNA Seviyesine Etkisi EHipoksi
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Sekil 4.13: HT-29 hiicre hattinda hipoksik kosullarda TGF-’nin ADAMTS-5 mRNA
seviyesine etkisi-Real Time PZR.

4.4 ADAMTS-5 Protein Seviyesinin Belirlenmesi

HT-29 hiicreleri optimum kosullarda biiyiitillip hemositometride bolim 3.2.2.5 de
anlatilan yontemle sayimlar1 yapildiktan sonra 25c¢cm?’lik flasklara her bir flaskta 2 milyon
hiicre olacak sekilde paylastirilmistir. 24, 48 ve 72 saatlerden olusan deney gruplar1 kendi
iclerinde normoksi, hipoksi, TGF-, TGF-B + hipoksi olmak iizere 4 gruba ayrilmistir.
Hipoksi ve Hipoksi + TGF-§ i¢in ayrilan flasklara 150 uM CoClz, TGF-B ve TGF-f +
hipoksi i¢in ayrilan flasklara 500 U/ml TGF-f sitokini uygulanmistir. Normoksi igin
ayrilan flasklara herhangi bir madde uygulanmamistir. Her deney grubunun hiicrelerinden,
kendi zaman araliklarinda (24, 48 ve 72 saat) pelletleri boliim 3.2.5.1 de belirtildigi gibi
almmustir. Elde edilen protein ekstraktlarinin miktari Bradford metodu ile boliim 3.2.5.2 de
belirtildigi gibi Ol¢lilmiistir. SDS PAGE jeli bolim 3.2.5.4°deki gibi hazirlanmistir.
Protein ekstraktlar1 30 pg olacak sekilde hesaplanarak jele yliklenmis ve 90 V’da 1 saat
boyunca yiiriitiilmiistiir. Jelde yliriitiilmesi tamamlanan proteinlere transfer asamasi igin
PVDF membranla sandvi¢ modeli olusturulmustur. Proteinler +4’de 1 gece transfere
birakildiktan sonra, transferi tamamlanan membranlar, bloklama soltisyonunda 60 dakika
isleme tutulmustur. Bloklama isleminin ardindan 3’er defa yikanan membranlar 1/500

ADAMTS-5 antikoru ve 1/5000 sekonder antikoru ile 1 gece muamele edilmistir. UVP
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goruntuleme sistemi ile membranlar fotograflandirildiktan sonra ayn1 membranlar 1/10000
B-actin antikoru ile 1/5000 oranninda hazirlanmis sekonder antikor ile 1 gece muamele

edilip UVP goriintiileme sistemi ile fotograflanmislardir.

24s CoCl2 +TGF-B 48s Kontrol 48s TGF-B 48s CoCl2 48s TGF-B + CoCl2
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Sekil 4.14: HT-29 hiicre hattinda ADAMTS-5 protein seviyesinin 48 saatte belirlenmesi.
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72 saat Kontrol 72 saat TGF-B 72 saat CoCl2 72 saat TGF-B + CoCl2
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Sekil 4.15: HT-29 hiicre hattinda ADAMTS-5 protein seviyesinin 72 saatte belirlenmesi.
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5. SONUC VE TARTISMA

Kanser, hiicrelerin kontrolsiizce ¢ogalmasiyla olusan bir hastaliktir [1]. Kolon kanseri
insanlarda en sik goriilen, kolon ve rektumda ortaya ¢ikan bir malign timorddr ve tlimor
metastazt mortalitenin baslica nedenidir [6], [7]. Cogu kati timOrde hipoksik bir ortam
vardir [11]. Hipoksi durumunda, HIF'nin ¢esitli kanser hiicrelerinde asir1 eksprese edildigi
ve kolorektal kanser de dahil olmak lizere bir¢ok farkli tiimér varligimin ilerlemesi ve

olumsuz klinik sonucu ile iliskili oldugu bildirilmektedir [12].

Bir disintegrin ve metalloproteinazlar (ADAM), metalloproteinaz alanini, matriks
metalloproteinazlar1 (MMP'ler) ile paylasan yilan venomazlarinin reprolizin ailesine sekans
benzerligine sahip bir protein ailesidir [13]. ADAMTS (trombospondin motifli bir
disintegrin benzeri ve metalloproteinaz), 1997'de Kuno ve arkadaslar1 tarafindan
tanimlanmis olan bir hiicre dis1 metalloproteinaz ailesidir [14]. Kuno ve arkadaslari Kolon
kanseri kaseksisinden elde ettikleri bu enzimi ADAMTS-1 olarak adlandirmislardir [15].
Bugiine kadar 19 ADAMTS aile {iyesi tespit edilmistir. Kesfedilen ilk agrekanazlardan
olan ADAMTS-5 ¢inko Katalitik domain, parcalanma domaini, trombospondin domaini
(TSR1 ve TSR2) olmak tlizere gesitli domainlere sahiptir [30]. ADAMTS-5, agrekan
degrading aktivitesi nedeniyle agrekanaz-2 olarak adlandirilmistir. Hiicre dist matriks
(ECM) degrade edici enzimlerin bir Gyesi olarak da bilinen ADAMTS-5 ayn1 zamanda
proteoglikanlarin béliinmesi, anjiyogenezin inhibisyonu ve embriyonik morfojenez dahil
olmak tizere ¢esitli hiicresel olaylarda rol oynar [31].

Sitokinler, hiicreler arasi sinyallesme ve iletisim amaciyla hiicreler tarafindan salgilanan
cesitli kiiciik proteinler grubudur [47]. Bu protein grubu kemokinler, interlokinler,
interferonlar ve TGF- B gibi bazi biiyiime faktorlerini igerir [48]. Sitokinler normal
hiicrelerin yan1 sira kanser hiicreleri tarafindan da salgilanmaktadir [48]. Cok sayida kant,
sitokinlerin kanserin baslamasi, ilerlemesi, istilasi ve metastazina yol agan olaylara

katilimini destekler [50].

TGF-B, sitokinlerin TGF-f iist ailesine aittir [51]. Embriyonik ve yetiskin dokularda
hiicresel davranisi kontrol eder [52]. 30'dan fazla memeli geni, biylime faktorlerinin TGF
list ailesini igerir ve hem yetiskin organizmasinda hem de embriyogenezde hiicresel

fonksiyonlarin diizenlenmesinde, anjiyogenez, yara iyilesmesi, fibrozis, apoptozun
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diizenlenmesi, kanser biyolojisi ve immdiin sistemin diizenlenmesi gibi son derece dnemli

stireclerde de rol oynarlar [53], [54].

Literatirde ADAMTS-5 ile ilgili yapilan ekspresyon analizlerine bakildiginda agrekanaz
aktivitesinin yaninda 143 kolorekral kanser tiiriinde, glioblastomda, kiiciik hiicreli akciger
kanseri ve mide kanseri gibi kanser tiirlerinde ifade edildigi bulunmustur [31], [40], [41],
[42]. Held-Feindt ve arkadaslari insan glioblastomlarindaki c¢aligmalarinda TGF-B,
ADAMTS-5 ifadesini arttirmigtir. Kumar ve arkadaglarinin 2012 yilinda yaptiklar
calismada ADAMTS-5’in anti-anjiyogenik/anti-timorijenik protein olarak islev gordiigiinii
gostermislerdir [40]. Li ve arkadaslart ADAMTS-5'in kolorektal karsinojenezde Kki
ifadesini arastirmislardir. Calismalarinda HCT116, DLD1, HT-29, Lovo, CaCo2, SW480
ve LS174T hiicre hatlar1 kullanilmistir. Calismalarinin sonucunda bu metaloproteinazin
asir1 ekspresyonunun tiimor istilast ve go¢ kabiliyetini onemli 6lglide bastirdigini tespit

etmislerdir [44].

Yapilan ¢alismalardan yola ¢ikarak bu ¢alismada kolon kanseri modeli olan HT-29 hiicre
hattinda TGF-B ve hipoksi kosullarmin (normoksi, TGF-B, hipoksi, TGF-B ve hipoksi)
ADAMTS-5 genine mRNA ve protein diizeyinde etkisinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu
ama¢ dogrultusunda ilk olarak HT-29 hiicreleri pasajlamalar yapilarak deney kurulmasi
icin hazir bir hale getirilmistir. Flasklara 2 milyon olarak dagitilan hiicreler daha sonra 500
U/mL TGF-B, 150 uM CoClz uygulanmis ve belirli inkiibasyon zaman araliklarimin
ardindan hiicreler flask yiizeylerinden alinip protein ve RNA izolasyonu i¢in hazir hale
getirimistir. Ayrica TGF-f ve CoClz hiicreler tzerindeki sitotoksik etkinsinin var olup
olmadiginin belirlenmesi i¢cin MTT testi uygulanmistir. MTT testi sonucuna gore TGF-3
sitokini hiicreler lizerinde herhangi bir sitotoksik etki olusturmamistir. Ancak hipoksik
gruplarin normal kosullardaki hiicrelere kiyasla hiicre proliferasyonlarinda diisiis meydana
gelmistir. Bu sebeple her bir grup kendi kontrol grubu ile degerlendirmeye alinmistir.
Normal kosulardaki sitokin cevabi normal kosullardaki kontrol grubu hiicreler ile
karsilastirilarak; hipoksik kosullardaki sitokin cevabi da yine hipoksik kontrol grubu ile
karsilastirilarak  degerlendirmeye alinmuistir. Herbir gruptan izole edilen RNA’lar;
polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ve gercek zamanli PZR ¢alismalarinda, proteinler ise;
Western Blot ¢alismalarinda kullanilmistir. Deneylerden elde edilen veriler dogrultusunda
TGF-f’nin ADAMTS-5 mRNA ve protein seviyesini azalttigir hipoksinin ise ADAMTS-5

seviyesini indiikledigi belirlenmistir.
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Sonu¢ olarak bu tez calismasi kapsaminda 24 saatte 500 U/mL TGF-B uygulanan
hicrelerde ADAMTS-5 mRNA ifadesinin baskilandigi, 72 saat hipokside ise TGF-f
uygulanan hicrelerde ADAMTS-5"in protein seviyesinde artis oldugu tespit edilmistir.
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