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ADAMTS-8, ADAMTS (A Disintegrin-like And Metalloproteinase with Thrombospondin
Motifs) ad1 verilen hiicreler arasi matriks proteaz ailesinin bir liyesidir. ADAMTS-1 ve
ADAMTS-8, Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF) ve Fibroblast Biiytime Faktorii-
2 (FGF-2) tarafindan uyarilan, yeni damar olusumunu engelleyen giiclii
anjiyoinhibitdrlerdir. TGF-B sitokini tiimér olusumunun erken fazinda, timor baskilayici
fonksiyonlara sahipken, tiimoriin ge¢ evresinde tiimoriin ilerlemesi ve metastazina onciiliik
ettigi bilinmektedir. ADAMTS-8’in TGF-f sitlimiilasyonuyla, kolorektal kanserdeki iglevini
ortaya koyan herhangi bir caligmaya rastlanmamistir. Bu tez ¢alismasi, kolorektal kanser
modeli (SW480) tiizerinde TGF-f'nin ADAMTS-8'in transkripsiyonel regiilasyonuna
katkisinin belirlenmesini amaglamaktadir. Bu tez ¢aligmasinin sonucunda, TGF-B'nin 20
ng/mL'lik dozda SW480 kolon kanseri hiicrelerinde proliferatif etkiye sahip oldugu MTT
testi ile belirlenmistir. Ardindan, TGF-f sitokinin farkli zaman araliklarinda ADAMTS-8’in
mRNA ve protein diizeyinde ifadesinde artiga sebep oldugu Real Time PCR ve Western Blot
caligmalariyla belirlenmistir. TGF-f aracili, ADAMTS-8 promotorunun transkripsiyonel
aktivitesi bes farkli uzunlukta promotor par¢asinin SW480 hiicrelerine gecici transfeksiyonu
ile aragtirllmistir. Transfeksiyon sonucunda en aktif promotor pargalarinin pMet TS-8]-
223/+323], pMet TS-8[-662/+323] ve pMet TS-8[-851/+323] oldugu tespit edilmistir.
Yolak inhibisyon ¢aligmalart sonucunda, TGF-f ile uyarilan ADAMTS-8 regiilasyonunun
mRNA ve protein diizeyinde p38 MAPK, MEK, JNK, PI3K ve SMAD-3 hiicre i¢i sinyal
yollar1 tizerinden oldugu belirlenmistir. Ayrica, transkripsiyonel aktivitedeki artigin p38
MAPK, MEK, JNK, PI3K ve SMAD-3 vyollar1 iizerinden diizenlendigi transfeksiyon
caligmasi ile belirlenmistir. SW480 hiicrelerinde TGF- uygulamasiyla birlikte, SMAD2/3
transkripsiyon faktoriiniin ADAMTS-8 promotorundaki bazi bolgelere fonksiyonel olarak
baglandig1 kromatin immiinopresipitasyonu (ChIP) analiziyle dogrulanmaistir.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS, ADAMTS-8, TGF-B, SW480, kolorektal kanser
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ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECTS OF TGF-B1 ON ADAMTSS8 GENE
EXPRESSION IN A COLON CANCER MODEL
MSC THESIS
FEYZA NUR SAV
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
(CO-SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. MELTEM ALPER )
BALIKESIR, JULY - 2023

ADAMTS-8 is a member of the family of intercellular matrix proteases called ADAMTS (A
Disintegrin-like And Metalloproteinase with Thrombospondin Motifs). ADAMTS-1 and
ADAMTS-8 are potent angioinhibitors that inhibit new vessel formation induced by vascular
endothelial growth factor (VEGF) and fibroblast growth factor-2 (FGF-2). While TGF-
cytokine has tumor suppressor functions in the early phase of tumorigenesis, it is known to
lead to tumor progression and metastasis in the late phase of the tumor. No study has been
found that demonstrates the function of ADAMTS-8 in colorectal cancer with TGF-B
stimulation. This thesis study aims to determine the contribution of TGF-B to the
transcriptional regulation of ADAMTS-8 in a colorectal cancer model (SW480). As a result
of this thesis, it was determined by the MTT test that TGF- had a proliferative effect at a
dose of 20 ng/mL on SW480 cells. Then, it was determined by Real Time PCR and Western
Blot studies that TGF-p cytokine caused an increase in the expression of ADAMTS-8 at
mRNA and protein levels at different time intervals. TGF-B-mediated transcriptional activity
of the ADAMTS-8 promoter was investigated by transient- transfection of five different
lengths of promoter fragments into SW480 cells. As a result of transfection, it was
determined that the most active promoter parts were pMet_TS-8[-223/+323], pMet_TS-8|[-
662/+323] and pMet TS-8[-851/+323]. As a result of pathway inhibition studies, it was
determined that the regulation of ADAMTS-8 induced by TGF-3 was via p38 MAPK, MEK,
JNK, PI3K and SMAD-3 intracellular signaling pathways at the mRNA and protein level. It
was determined by transfection study that the increase in transcriptional activity was
regulated via p38 MAPK, MEK, JNK, PI3K and SMAD-3 pathways. With administration
of TGF-B in SW480 cells, the functional binding of the SMAD2/3 transcription factor to
certain regions in the ADAMTS-8 promoter was confirmed by Chromatin
Immunoprecipitation Assay (ChIP) analysis.

KEYWORDS: ADAMTS, ADAMTS-8, TGF-, SW480, colorectal cancer.
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1. GIRIS
1.1 Kolorektal Kanser

Kolorektal kanser (KRK), diinya ¢apinda kansere bagl 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada
yer almaktadir [1]. 2030 yilina kadar, diinya capinda 2,2 milyondan fazla yeni KRK vakasi
ve KRK'den kaynaklanan 1,1 milyon 6liim ol+acag1 tahmin edilmektedir [2]. Genetik, yasam
tarzi, obezite ve gevresel faktorlerin KRK ile iliskisi olsa da, bu artisin kesin nedenleri tam
olarak anlasilamamistir [3]. KRK, diinya ¢apinda en ¢ok teshis konulan {igiincii kanser
tiiriidiir. Teshis edilme sikliginda erkekler iicilincii, kadinlar ikinci sirada yer almaktadir [1].
KRK'deki bu cinsiyet farkliliklarini agiklayabilecek birkac¢ faktdr vardir. Bunlardan biri,
kadmlarim KRK taramasina erkeklerden daha iyi katilmasidir. Kadinlarda, cinsiyet steroid
hormonlarinin koruyucu etkileri oldugu ve cinsiyetler arasinda karsinojenlere kars1 farkli
tepkiler olusturduklar1 disiiniilmektedir. Bu gibi sebepler KRK insidansindaki cinsiyet
farkliliklarin1 aciklayabilir [4]. Bunun yani sira, proksimal ve distal KRK'lerde
epidemiyolojik ve histolojik farkliliklar gozlenmistir: sag tarafli KRK'leri olan hastalarin,
sol tarafli KRK'leri olanlarla karsilastirildiginda kadin olma, daha yasl olma ve miisindze
sahip olma, farklilasmamis veya halka seklinde hiicre histolojisine sahip olma olasilig1 daha
yiiksektir [5]. Ayrica farkli organlara farkli metastaz sikliklar1 vardir; sag tarafli KRK'lerin
peritona metastaz yapma olasilig1 daha yiiksek iken, sol tarafli KRK'lerin ise, gogiis kafesine

veya daha az siklikla kemige metastaz yapma olasilig1 daha yiiksektir [6].

Kolorektal kanserin kesin nedeni bilinmemekle birlikte, yas, ailede kolorektal kanser dykiisii
olmasi, kisisel sebepler ve diyet gibi ¢esitli risk faktorleri ile iliskilendirilebilir [7]. Hem
kalitsal hem de cevresel risk faktorleri, kolorektal kanser gelisiminde rol oynamaktadir [8].
KRK'l1 hastalarin yaklasik %75'inde, hastaligin kalitsal olduguna dair belirgin bir kanit
yoktur. Hastalik sporadik sekilde gelismistir [9]. Hastalarin geri kalan %10-%30’unda
kalitsal faktorlerin katkisiyla ortaya ¢ikan KRK’ya sahiptir. Bu hastalarin aile iiyeleri
arasinda ortak maruziyetler, risk faktorleri veya bu ikisinin kombinasyonuna dair bir aile
gecmisi bulunabilir.  Kolorektal kansere yatkin bazi ailelerde, yiiksek penetrasyonlu
genlerdeki patojenik varyantlar, kalitsal kanser riskinin nedeni olarak tanimlanmstir;
bunlarin genel olarak KRK vakalarmin yalnizca %5 ila %6'sin1 olusturdugu tahmin

edilmektedir [10, 11].



KRK molekiiler olarak genetik ve epigenetik siniflandirma ve transkriptomik siniflandirma

olmak {iizere iki gruba ayrilmistir [12, 13].

1.1.1 Genomik ve Epigenetik Siniflandirma

Kolorektal kanser patogenezi , kromozomal instabilite (CIN), mikrosatellit instabilite (MSI)
ve epigenetik instabilite veya CpG adas1 metilator fenotipi (CIMP) patogenezi ile baglantili
iic molekiiler yolak ile iligkilidir [14].

Kromozomal instabilite, kromozom sayisindaki dengesizlikler ve heterozigotluk kaybr ile

karakterize edilir. Bu durum, onkogen ve tiimor baskilayicilarinin denge durumunu bozar ve
APC, DCC/SMAD4 ve TP53 genlerinin ardisik olarak inaktive olmasmi kolaylastirir.
Kromozomal instabilite, DNA somatik kopya sayist degisikliklerinin (SCNAs) yliksek
seviyelerine ve bazi genlerin kiiciik bir grupunda DNA amplifikasyonu/kazang veya
delesyon/kayba neden olur. Bu yol, Familial Adenomatous polipozis (FAP) hastalarinin

karakteristik 6zelligidir [15].

Mikrosatellit instabilitesi, DNA yanlis eslesme tamiri (MMR) genlerinin inaktivasyonu
sonucunda olusur. Bu MMR genlerinden bazilar1 mutL homolog 1 (MLH1), MLH3, mutS
homolog 2 (MSH2), MSH3, MSH6 veya PMS1 homolog 2 (PMS2) dir. Hatalt DNA eslesme

tamiri olan tiimor hiicrelerinde, genom hatalar1 birikir ve bu hatalar tekrarlanarak bir¢ok
gende hipermutasyona neden olur. Yiiksek diizeyde mikrosatellit instabilitesi (MSI-H),
Lynch sendromunun karakteristik bir 6zelligidir. En yaygin MMR eksikligi paterni, MLH1
defekti nedeniyle, MLH1/PMS2 ifadesinin kaybidir. Bu durum Lynch sendromuna ait
MLHI1 mutasyonu yerine, promotor hipermetilasyonu sonucunda meydana gelir. PMS2,

MSH2 veya MSH6 ifadesinin kaybi, Lynch sendromu olasiligin artirir [16].

Epigenetik instabilite, CpG adas1 bolgelerinin (CIMP) hipermetilasyonu ile iligkilidir. Bu

durum, 100'den fazla tiimdr baskilayici ve/veya tiimorle iliskili genin inaktivasyonuna yol
acar. Cogunlukla driver (siirlicii) mutasyonlar1 ve kolorektal kanser passenger (mesajci)
mutasyonu ile bircok geni etkileyen yliksek mutasyon hizina (ultramutant) neden olur.
DNA'nin CpG hipermetilasyonu, BRAF genini aktive edebilir veya MLH1 geninin ifadesini

susturabilir [17].



1.1.2 Transkriptomik Simiflandirma
2014 yilinda, gen ekspresyonuna dayali olarak, kolorektal kanser dort konsensiis molekiiler

alt tipinde (CMS1-4) smiflandirilmistir [18].

CMS1 (Bagisiklik tipi), karsinom, yiiksek mikro uydu kararsizligi (MSI-H), hipermutasyon,

CIMP-pozitif fenotip, BRAF mutasyonu ve bagisiklik genlerinin asir1 ifadesini gosterir.

CMS2 grubu (Kanonik tip), yiikksek kromozomal instabilite (CIN-H), mikrosatellit
stabilitesi (MSS), CIMP-negatif fenotipine sahiptir. Bu grup, APC, p53 veya RAS

mutasyonlart ile iligkilidir. Epidermal biiyiime faktorii reseptoriiniin (EGFR) yiiksek ifadesi
ve WNT/MYC sinyallesme aktivasyonuyla iliskilidir. Ayrica, EGFR2’nin asir1 ifadesi ile
karakterizedir. Bu tiimorler, distal kolon ve rektumda ortaya c¢ikar, adenomlardan

kaynaklanir ve orta derecede bir prognoza sahiptir.

CMS3 (Metabolik tip), yiiksek glutaminoliz ve lipidogenez, MSS, CIMP-diisiik fenotip ve
KRAS ve APC mutasyonlari ile metabolik diizensizlik ile karakterizedir. Orta diizeyde bir

prognoza sahiptir. Bu tiimorler proksimal, distal kolon ve rektum boyunca esit olarak dagilir.

CMS4 (Mezenkimal tip): MSS, CpG hipermetilasyonu, TGF-f aktivasyonu, stromal

infiltrasyon, epitelyal-mezenkimal gecis aktivasyonu, matris yeniden modellemesi ve
anjiyogenez gibi ozellikler sergiler. Ileri asamalarda ortaya ¢ikar ve kemo-direngle ilgili

olarak daha zayif genel sagkalim gosterir.

1.2 Sitokinler

Sitokinler, hiicreler tarafindan salinan kiiciik glikoproteinlerdir ve cesitli hiicrelerden
(lenfositler, makrofajlar, dogal dldiiriicii (NK) hiicreler, mast hiicreleri ve stromal hiicreler)
salgilanan, diisiik molekiiler agirlikli (=6—70 kDa) ¢6ziiniir proteinlerdir. Salgilanan bu
proteinlerin; hiicreler arasindaki etkilesimler ve iletisim tlizerinde spesifik etkilere sahip
oldugu bilinmektedir [19, 20]. Sitokin terimi genel bir isimdir; diger isimleri arasinda
lenfokin (lenfositler tarafindan yapilan sitokinler), monokin (monositler tarafindan yapilan
sitokinler), kemokin (kemotaktik aktiviteye sahip sitokinler) ve interlokin (bir 16kosit

tarafindan yapilan ve diger 16kositler lizerinde etkili olan sitokinler) bulunur [19].

Sitokinler, immiin ve inflamatuar yanitlarin anahtar modiilatorleri olup, enfeksiyon, dogal

ve kazanilmig bagisiklik, otoimmiinite ve iltihaplanma gibi hiicresel aktiviteleri uyarir veya



baskilarlar. Ayrica, otokrin, parakrin veya endokrin tarzda islev gorerek hiicre i¢i iletisimi
saglarlar ve malignitede 0nemli bir rol oynarlar [21]. Hiicresel aktiviteleri organize bir
sekilde koordine etmeyi ve kontrol etmeyi saglayan dort farkli 6zellik gosterir [22]. Bu
ozellikler su sekildedir;

Pleotropik aktivite, spesifik bir sitokinin farkli hedef hiicreler {izerinde ¢esitli biyolojik

etkilere sahip oldugu durumu ifade etmektedir.

Fazlalk (Reduncancy) aktivite, iki veya daha fazla sitokin ile ilgili aktiviteyi

yonlendirdiginde varsayilan ozelliktir.

Sinerjistik aktivite, 1ki sitokinin hiicre fonksiyonu iizerindeki kollektif etkisi, tek bir

sitokinin etkisinden daha faydali oldugu durumdur.

Antagonizm aktivite; bir sitokinin etkisinin,baska bir sitokinin etkisini inhibe ettigi veya

telafi ettigi durumdur [19].
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Sekil 1.1: Hedef hiicreler ve sitokinlerin etkileri [22].

Sitokinlerin siniflandirilmasi olduk¢a karmasiktir. Genel olarak hiicresel kaynaklarina gore,
rollerine bagli olarak ve tiimor nekroz faktorleri (TNF'ler), interlokinler (IL'ler), lenfokinler,
monokinler, interferonlar (IFN'ler), koloni uyarici faktorler (CSF'ler) ve doniistiiriicii

biiytime faktorleri (TGF'ler) dahil olmak {izere bir dizi kategoride siniflandirilabilir [23].

1.2.1 TGF-p Siiper Ailesi
Omurgalilarda ve omurgasizlarda 33 adet {iyesi bulunan homodimerik ya da heterodimerik
salgilanan sitokinlerden olusmaktadir. Aile liyeleri molekiiler tanimlarina gore ¢esitli isimler

almistir [24].
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Sekil 1.2: TGF- f siiper ailesinin sematik temsili.

GDF: biiyiime ve farklilagma faktorii; ACT: aktivin; INH: inhibin; diger ligandlar arasinda
Miillerian inhibisyon maddesi (MIS) veya anti-Miillerian hormonu (AMH), leftright
belirleme faktorii (Lefty) ve nodal biiyiime farklilasma faktorii (Nodal) bulunur; GDNF:
gliyal kokenli norotrofik faktorler; BMP'ler: kemik morfogenetik proteinler [25].

TGF-B siiper ailesi, ¢cogalma, farklilasma, go¢ ve apoptoz gibi c¢ok c¢esitli biyolojik
fonksiyonlar1 diizenler [26]. Tiim biiyiime faktorlerine benzer sekilde, TGF- B ailesi, cogu
viicut dokusundaki etkilerini otokrinik, parakrinik ve endokrinik yollarla kontrol eden
pleiotropik ve fazlalik etkileri ile karakterize edilir [27]. TGF-f sinyal yolaklarindaki
degisiklikler, ¢ok sayida patolojik durumu igeren konjenital hastaliklar, fibrotik bozukluklar,
immiin disfonksiyonu ve tlimor olusumu gibi birgok hastaliga sebep olmaktadir [28, 29].
TGF-p sinyalinin kanserde diizenlenmesi karmasiktir, ¢iinkii genellikle normal dokularda ve
erken tiimor gelisiminde tiimor baskilayici bir rol oynar [30]. TGF-B sinyalinin timor
baskilayic1 molekiillerindeki mutasyonlar/anormallikler ilerlemis kanserlerde yaygin olarak
gozlemlenmigtir [31]. Tiimor hiicrelerinde bu sitokin, epitelyal-mezenkimal gecis (EMT),
metastaz, anjiyogenez, otofaji ve immiin supresyonunu indiikleyerek tiimorijenezi tetikler

[32].

1.2.1.1 TGF- Ailesi Ligandlar1 Sentezi ve Post-Translasyonel Modifikasyon

Ug farkl1 gen tarafindan kodlanan TGF-P izoformlari, TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3, yapisal
olarak neredeyse aynidir (dokuz korunmusg sistein kalintisi, %76-80 amino asit homolojisi).
Bu izoformlar, makrofajlar, trombositler, tiimor hiicreleri ve fibroblastlar dahil olmak {izere
cok cesitli hiicre tipleri tarafindan sentezlenir [33, 34]. Bu izoformlar ilging sekilde sirastyla

farkli kromozomlarda, 19q13, 1q41 ve 14924 seklinde konumlanmistir; [35]. TGF-B1



promotoru, diger izoformlarin promotorlarindan farklidir. Klasik TATAA kutusunu
promotor bdlgesindeki coklu diizenleyici alanlarini degistirerek ayirt edilir [36]. Bu
ozellikler, TGF-B1 promotoriiniin, reaktif oksijen tiirleri (ROS), plazmin ve asit gibi islem
yapan proteinler tarafindan dogrudan aktive edilmesini saglar. Doku onarimi, stres, viral
aracilt hastaliklarin patogenezi, karsinojenez ve organ fibrojenezi sirasinda TGF-$1

izoformunun spesifik olarak asir1 eksprese edilmesi i¢in mekanik bir temel saglar [37, 38].

TGF-B1, TGF-B2 ve TGF-B3 mRNA c¢evirisi, sirasiyla 390, 412 ve 412 amino asit
kalintisindan olusan pre-pro-TGF- olarak adlandirilan 6ncii polipeptitleri iiretir [39]. Pre-
pro-TGF-B tiirleri farkli domain yapilarindan olusur. Bu domainler su sekildedir; 55 kDa ve
29 amino asitlik N-terminal sinyal peptidi (SP), golgi kompleksi boyunca uygun katlanma
ve taginmay1 saglayan 249 amino asitlik bir pro bdlge olan amino-terminal gecikmeyle
iligkili peptid (LAP) ve 112 amino asitlik bir C-terminal dizisi dahil olmak {izere toplam 390
amino asit kalintisindan olusur [40-42]. Sinyal peptidinin ¢ikarilmasi ve proteolizi takiben,
iki pre-pro-TGF-f monomeri arasinda ii¢ disiilfid bagi olusur. Bu disiilfid baglari, 223, 225
ve 356 pozisyonlarindaki sistein (Cys) kalintilar1 arasinda olusur. Bu baglarin olusumu
disiilfit izomeraz (PDI) ad1 verilen bir enzim tarafindan katalize edilir ve bu sekilde, pro-
TGF-B homodimeri olusur [43, 44]. Bu homodimerik yap1, 110 kDa molekiiler agirliginda
iki LAP zinciri ve iki olgun TGF-f zincirinden olusur [44, 45]. Pro-TGF-f, golgi cisimcikleri
icerisinde bol miktarda bulunan zar ile iligkili kalsiyum bagimli serin endoproteaz olan furin
(PACE) tarafindan proteolize ugrar. Bu siirecte, ikiside bagli sekilde bulunan LAP zincirileri
ve TGF- zincirinlerinin, 278 ve 279. amino asit kalintilar1 arasindaki bag kesilerek ayrilir
[46, 47]. Proteoliz sonucunda, iki LAP zinciri ile iki TGF- zinciri arasindaki bag, kovalent
olmayan baglarla korunarak kiiciik bir latent TGF- kompleksi (SLC) olusturur [48]. Ayrica,
LAP zincirleri, konformasyon degisiklikleri ve kovalent olmayan baglar araciligiyla 6zel bir
koruma sekli olusturarak (saperon benzeri aktivite), TGF-f'y1 etkin olmayan formunda
tutarak reseptorle etkilesimini engeller [49]. SLC daha sonra, latent TGF-B baglayici
proteinin (LTBP) dort sistein-zengin alanindan tigiinciisiindeki bir sistein kalintisi (8-Cys3)
ile 33. konumda yer alan bir sistein kalintis1 arasinda olusan disiilfit bag ile birlesir [50].
Olusan bu protein, 120-160 kDa molekiil agirligina sahip olan ve dort sistein-zengin alani
ile birlikte on sekiz EGF-benzeri alani igeren biiyilik bir latent TGF-B1 kompleksi (LLC)
olarak adlandirilir [51]. Hiicreden salgilandiktan sonra, kiiciik latent TGF-$ kompleksleri,
latent TGF- baglayici proteinlere (LTBP'ler) bagl olarak biiyiik latent TGF- kompleksleri



olusturmak i¢in hiicre dis1 matriste (ECM) tutulur [30, 52]. TGF-f dimerleri daha sonra
cesitli enzimatik reaksiyonlar veya allosterik mekanizmalar yoluyla biiyiik latent TGF-3
komplekslerinden salgilanabilir [53, 54]. LCC kompleksinden TGF-f'nin salgilanmasi igin,
matris metaloproteinazlar (MMP'ler), plazmin ve diger proteazlarin proteoliz yoluyla
enzimatik aktivasyonunu gerektirir [55]. MMP2 ve MMP9, Ca?" bagimli Zn*? igeren
endopeptidazlardir ve LTBPlerin LAP baglayici bdlgelerine yonelerek biiyiik latent TGF-3
komplekslerinden TGF-B'nin salgilanmasini saglar. Hiicre yiizeyinde plazminojenin
urokinaz plazminojen tarafindan pargalanmasi sonucu olusan plazmin de LAP'lardan TGF-
B salgilanmasina katkida bulunur [56, 57]. Bunlara ek olarak TGF-B’nin aktivitesini,
trombospondin 1 (THBSI) ve fibroblast biiyiime faktorii 2 (FGF2) gibi proteazlar
etkilemektedir [58-60]. Ayrica reaktif oksijen tiirleri (ROS) ve diisiik ECM pH degeri TGF-
B aktivitesini etkileyebilir [61, 62].
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Sekil 1.3: TGF-p ligand olgunlasmasi.

Transforming Growth Factor-p (TGF-B ) geninin (kirmizi) transkripsiyonu ve TGF-B

mRNA'nin ¢evirisi ¢ekirdekte ve endoplazmik retikulumda sirastyla gerceklesir [40].

1.2.2 TGF-p Reseptorleri

TGF-P reseptorlerinin ii¢ ana tiirli bulunmaktadir. Bunlar, transmembran serin/treonin kinaz
reseptorleri olan tip I TGF-f reseptorleri (TBRIs), tip II TGF-p reseptorleri (TBRIIs) ve ko-
reseptorler olarak bilinen tip III TGF-f reseptorleri (TBRIIIs) seklindedir. Su ana kadar yedi

farkl tipte TBRIs (aktivin benzeri reseptor kinazlar olarak da adlandirilir) tanimlanmstir:



ALK1-7. Bes adet TBRIIs (TGF-B R2, BMPR2, ACVR2, ACVR2B ve AMHR?2) ve iki adet
TBRIIIs (betaglikan ve endoglin) belirlenmistir [63, 64]. TGF-f1 oncelikle TBRII'ye
(TGFBR2) baglanir ve bunun sonucunda TBRI (ALKS5) heteromerik komplekslerin olusumu
baglar. TBRII, TGF-B1'e kendi basina baglanabilme 6zelligine sahip olan stirekli aktif bir
serin/treonin kinazdir. TBRI kinaz ise kompleks olustuktan sonra TBRII tarafindan
TBRI'nin glis’in/serin zengin alaniin transfosforilasyonuyla aktive edilir. TBRIIIler, tip I
integral membran proteinler olarak bilinen endoglin veya betaglikan adiyla da anilan
yapidadir. Biiyilik ekstraseliiler bolgeleri ve kinaz sinyalleme motiflerini icermeyen kisa
sitoplazmik bolgeleri vardir. TBRIIIs, TGF-B1 kinaz reseptorlerinin aktivasyon siirecinde
aksesuar reseptor olarak gorev alir [65]. Betaglikan, hemen hemen tiim hiicre tiplerinde
eksprese edilir ve TBRI'ler ve TBRII'lere kiyasla en bol bulunan TGF- reseptoriidiir [66-
68]. Betaglikananin TGF-B1 ile baglanmasi, TGF-f1'in TBRI/TBRII komplekslerine daha
giiclii baglanarak intraselliiler sinyallesmelerini tetikledigi gosterilmistir. Ayrica, insan
vaskiiler endotel hiicrelerinde, TBRI ve TBRII ile birlikte ekspresyon gosteren endoglinin
de TGF-B1'e baglandig1 gozlemlenmistir. Bu durum, TBRIII'lerin TGF-B'nin TBRI/TBRII

ile etkilesimini modiile eden bir rol oynadigini diisiindiirmektedir [63, 65].

1.2.2.1 SMAD Bagimh Sinyalizasyon

Omurgalilarda SMAD 1-8 olarak adlandirilan sekiz SMAD proteini tespit edilmistir. SMAD
1,2, 3,5 ve8, reseptor ile iliskili SMAD'lar veya R-SMAD'ler olarak adlandirilir. BMP veya
GDF aktivasyonuna yanit olarak, R-SMAD1/5/8, ALK 1/2/3/6 tarafindan fosforile edilir. R-
SMAD2/3 ise TGF-B, NODAL veya aktivin sinyaliyle etkinlesir ve ALK4/5/7 tarafindan
fosforile edilir [69]. Aktivasyonun ardindan, TGF-f3, TBRII'ye baglanir, bu da ALKS'i aktive
eder. Aktive olan ALKS, R-SMAD2/3"i fosforile eder. Fosforilasyonun ardindan, R-
SMAD2/3, SMAD4 ile heterodimerik bir kompleks olusturur (ortak aract SMAD veya ko-
SMAD olarak bilinir) ve daha sonra ¢ekirdege tasinir [70]. SMAD kompleksi, ¢ekirdekte,
yapisal degisikliklere neden olmak i¢in kromatine baglanabilen bir transkripsiyon faktorii
olarak iglev goriir SMAD kompleksi, TGF-B hedef genlerinin promotor bdlgelerindeki
SMAD baglanma bdlgelerine giiclii bir sekilde baglanma yetenegine sahip olmak i¢in diger
transkripsiyon faktorleriyle birlesir [71]. Bu SMAD baglanma ortaklari, AP1 (FOS ve JUN),
forkhead (FoxH1, FoxO1, FoxO3 ve FoxO4), homeobox, ¢inko parmak ve temel sarmal-
loop-sarmal gibi cesitli transkripsiyon faktorii ailelerini icermektedir. Ayrica, SMAD
kompleksi, gen transkripsiyonunu diizenlemek i¢in p300 ve CREB-baglayic1 protein gibi
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ko-aktivatorleri ile veya retinoblastoma benzeri 1 protein gibi ko-baskilayicilariyla da

etkilesime girmektedir [70, 72, 73].

TGF-f sinyali, cesitli mekanizmalar araciligiyla diizenlenir. I-SMAD'ler, fiziksel olarak
TGF-B tip I reseptorii ile birlesir ve TGF-f kaynakli fosforilasyonu ve R-SMAD'larin
aktivasyonunu inhibe ederek TGF-B sinyalini antagonize eder [74-76]. R-SMAD'lerin
kararlilig1 da fosforilasyon tarafindan diizenlenmektedir. Ayrica, SMAD ubikitinasyon
diizenleyici faktorii (Smurf) araciligiyla TBRI'nin parcalanmasi, TGF-B sinyallemesini

dinamik olarak diizenleyebilir [77].

1.2.2.2 SMAD Proteinlerinin Yapisi

SMAD proteinlerinin Mad Homoloji 1 (MH1) alani, esnek bir baglayict bolge ile Mad
Homoloji 2 (MH2) alanindan ayrilmistir [78]. MH1 alanlari, ¢ekirdege yonelik lokalizasyon
sinyali ve DNA {izerindeki glisin-sistein acisindan zengin SMAD baglanma elementleri ile
etkilesim saglayan bir B-sa¢ tokasi dongiisii igerir. [79, 80]. MH2 alanlar1 ise, TGF-j
reseptorleri ile etkilesime girer ve diger SMAD proteinleri, transkripsiyon faktorlerini ve
transkripsiyonun ko-aktivatorlerini veya ko-represérlerini baglamada aracilik eder [81]. Ug
bolge arasinda en biiyiik degiskenlik baglayici bolgede gozlenir. R-SMAD'lerin baglayici
bolgesi, CDK'lar ve mitojen-aktive protein kinazlar (MAPK'lar) gibi ¢esitli kinazlar i¢in
fosforilasyon bolgeleri igerir [82]. Ayrica, baglayic1 bolge i¢inde, R-SMAD'ler ve I-
SMAD'ler, ancak SMAD4 degil, E3 iibikitin ligazlarina baglanmak i¢in prolin-prolin-x-
tirozin (PPXY') motivine sahiptir [78, 83]. MH1 ve MH2 alanlar yiiksek derecede korunmus
olsa da, baz1 belirgin farkliliklar bulunmaktadir [84]. R-SMAD'lerin MH2 alanlar1, $1-dizisi,
L3 dongiisii ve a-helix bes yapisina sahiptir ve birlikte TGF-BRI veya SARA'ya baglanmay1
saglar [78]. SMAD2 ve SMAD3'lin yapilart benzer olmasina ragmen, dikkate deger
farkliliklar bulunmaktadir [80]. Ornegin, SMAD2min MH1 alaninda iki eklemesi
bulunmaktadir. Bunlardan biri olan E3 eklemesi, SMAD2'nin B-sa¢ tokasi dongiisiinii
bozarak DNA'ya baglanmasini engelledigine inaniliyordu. Fakat, daha ileri analizler, E3
ekleminin farkli sekillerde diizenlendigi ve MH1 alaninin yapisini etkiledigi gostermistir.
Bu bulgu, SMAD2'nin DNA baglanma yeteneginin E3 konformasyonuna bagl olarak bazi
durumlarda DNA'ya baglanabildigini agiklar [85-87].
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SMAD4, birgok TGF-B'ye bagimli gen ifadesinde dnemli bir rol oynamasina ragmen, R-
SMAD'larin ¢ekirdege tasinmasi ic¢in zorunlu degildir. Bazi TGF-fB'ya bagimh
transkripsiyonel fonksiyonlar i¢cin gereklilik arz etmez [88]. SMAD4 ayrica TGF-B'ya
bagimsiz islevler de gerceklestirir. Bu islevlere drnek, T-lenfositlerinde (T-hiicreleri) TGF-
B hedef genlerinin ifadesini baskilayabilir, dogal dldiirticii (NK) hiicre olgunlagsmasini tegvik
eden genlerin aktive edebilir [89, 90]. SMADA4'iin rolleri tam olarak anlasilamamis olsa da,
SMADA4, baglayic1 bolgesinde bir niikleer disa aktarma sinyali ve bir SMAD aktivasyon
alan1t (SAD) olan tek SMAD proteinidir. SAD bdélgesi, p300 kromatin degistiricileri ve
CREB baglayic1 protein ko-aktivatorleri tarafindan taninir [91]. SMAD4 SAD silme
hiicreleri p300 ve CREB ko-aktivatdrlerini baglayabilmesine ragmen, bu SMAD4-p300 ve
SMAD4-CREB kompleksleri transkripsiyonu aktive edemez. Bu sekilde SMAD4, p300 ve
CREB baglayic1 protein ko-aktivator kompleksleri araciligiyla gen ekspresyonunun

diizenlenmesine katkida bulunur [92].
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Sekil 1.4: SMAD proteinlerinin yapisinin sematik gosterimi [93].
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1.2.2.3 SMAD Bagimsiz TGF-§ Sinyali

TGF-B ligand reseptor kompleksi, kanonik olmayan TGF-f sinyali olarak kabul edilen diger
hiicre i¢i efektorler araciligiyla sinyali iletebilir. Bu sinyaller SMAD'larden bagimsizdir.
TGF-B'nin non-kanonik sinyallesme yoluyla hiicre i¢i efektdrler arasinda mitojen-aktive
protein kinazlar1 (JNK proteinleri, p38 ve ERK proteinleri), IkB kinaz1 (IKK),
fosfatidilinositol-3 kinaz1 (PI3K), Akt, Rho ailesi GTPazlar ve c-Abl tirozin kinazi bulunur.
Efektorlerin kimligi, hiicre tipine ve fizyolojik/patolojik kosullara baglidir [94-96]. Bu
SMAD bagimli olmayan yollar, TGF-f sinyal aktivitesini modiile etmek i¢in tek basina veya
kanonik SMAD yolu ile igbirligi i¢inde sinyal iletimine aracilik edebilir [12].

Bu bagimsiz yollardan biri, tiimdr nekroz faktdr reseptorii ile iliskili faktor 6 (TRAF6)
aracilifiyla MAPK kaskadimi icermektedir. TGF-f tarafindan uyarildiginda, TGF-BRI
TRAFG6 ile iligkilendirilir ve bu proteinin lizin (K)63 poliiibikitinasyonuna yol acgar. K63
bagli poliiibikitinasyon daha sonra TGF-B-aktive edilmis kinaz 1 (TAKI1) ve TAKI1
baglayici proteinleri ¢eker. TAK1 bagiml fosforilasyondan sonra, MAPK kinaz 3/6 c-Jun
aminoterminyal kinaz (JNK) ve p38 MAPK'y1 fosforile eder. INK ve p38 MAPK, ¢ekirdege
tasinir ve p53, aktivator protein 1 (AP1), ELK1, aktive edici transkripsiyon faktor 2 (ATF2)
ve c-Jun dahil olmak iizere birka¢ hedefi fosforile eder [97]. Bu transkripsiyon faktorleri
apoptoz, inflamasyon, hareketlilik, gelisme, hiicre-hiicre baglari, hiicre-dis1 matriks baglar

ve proliferasyonda yer alan genlerin ifadesini diizenler [98].

TGF-BRI tarafindan src homoloji alanmi iceren protein A (ShcA) iizerindeki tirozin
kalintilarinin da fosforile oldugu bildirilmistir [99]. ShcA, Grb2 reseptdrii ve Sos iceren bir
kompleks olusturarak Ras't aktive eder. Sonraki adimda, Ras, ekstraseliiler sinyal
diizenleyici kinaz1 (ERK) fosforile eden asagi akim MAPK kaskadlarini baglatir [100]. ERK,
AP1 ve ELKI1 gibi transkripsiyon faktorlerini fosforile eder, bu da hiicre-hiicre baglari,
hiicre-dis1 matriks baglari, hareketlilik, farklilagsma, proliferasyon ve apoptoz i¢in 6nemli

olan genlerin ifadesini diizenler.

TGF-B, p85 alt biriminin TGF-f reseptorleri ile dogrudan etkilesimi yoluyla PI3K/AKT

aktivasyonunu tesvik eder. TGF-f'nin neden oldugu TRAF6'nin oto-ubikuitinasyonu,
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AKTnin c¢ekilmesi ve fosforile edilmesine yol acar [101]. PI3K araciligiyla TGF-B,
mTORC2'nin de aktive edilmesini saglar; bunun sonucunda AKT fosforile edilir ve hiicrenin
hayatta kalmasin1 tegvik eder [102]. Ayrica aktive olan AKT, SMAD-3"lin fosforilasyonunu
engeller, boylece SMAD-3 bagimli sinyallesmeyi zayiflatir. TRAF4 ise, TGF- reseptor
kompleksiyle ligandan bagimli bir sekilde etkilesime giren bagka bir E3 ligazdir ve TAK1
Lys63 bagli poliiibikuitinasyonunu tetiklemek i¢in kullanilir. Ancak, TRAF6'ya kiyasla,
TRAF4, TGF-B reseptor diizeylerini stabilize ederek SMAD sinyallesmesini artirabilir
[103].

TGF-B ve BMP, RhoA, Rho-iliskili protein kinaz (ROCK), Cdc42 ve Racl dahil olmak
tizere kiiglik GTPazlarin Rho ailesini hiicre tipine bagl sekilde aktive edebilir [94]. Epitel
hiicrelerinde, TGF-f ligand-reseptor kompleksi RhoA'yr aktive eder; mezenkimal
hiicrelerde, BMP ligand-reseptor kompleksi, RhoA ve ROCK aktivasyonunu indiikler ve
TGF-B ligand-reseptdr kompleksi, Racl ve Cdc42'yi alir ve ardindan asagi akis kinaz
PAK2'yi aktive eder. Ek olarak, TGF-B R2, bozulma i¢in RhoA'y1 hedefleyen Smurf1'i alar.
Ayrica, epitel hiicreleri ve aksonlardaki siki baglantilar1 ¢ézerek polarite proteini Par6'yi

dogrudan fosforile edebilir [104].
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Sekil 1.5: TGF-B SMAD bagimli olmayan sinyal yollar1 [93].

1.3 ADAMTS Gen Ailesi
ADAM (Disintegrin-benzeri ve Metalloproteaz) ailesi, memelilerde bulunan ve hiicresel
islevlerde 6nemli rol oynayan bir grup transmembran proteinidir [105]. Bu aile, hiicre dis1

matriks proteini parcalayabilen ve sinyal iletimine katkida bulunan cesitli enzimleri

15



icermektedir [106]. ADAM proteazlari, hiicre yapismasi, hiicre migrasyonu, hiicre sinyal
iletimi ve doku homeostaz1 gibi bir dizi biyolojik siirecin diizenlenmesinde kritik bir rol
oynamaktadir [107]. Kuno ve arkadaslari, ADAM proteazlarindan, trombosipondin 1
motifine sahip olmalariyla farklilasan ADAMTS-1 olarak isimlendirdikleri proteinini
kesfederek 19 {iyelkk ADAMTS (A Disintegrin-like and Metalloprotease with

Thrombospondin motifs) ailesinin kesfine ilk adim1 atmistir [108].

ADAMTS ailesi iiyeleri ortak domain yapilarina sahiptir ve bu yapilar ¢esitli fonksiyonel
bolgeleri icermektedir. Bu ailedeki en temel domain yapist ADAMTS-4'te bulunur. Domain
yapist sirasiyla sinyal peptid dizisi, prodomain bdlgesi, metalloproteaz domaini, Disintegrin
benzeri domain, trombospondin motifleri, Sistein bakimindan zengin domain ve ayirici

bolgeden olugmaktadir [109].

» ADAMTS ailesi liyelerinin yapist ilk olarak sinyal peptid dizisi ile baslamaktadir.
Peptid dizisi, proteinin hiicre i¢inden hiicre disina dogru taginmasini saglamaktadir.
Diziler genellikle 200-300 baz ¢iftinden olusmakta ve uzunluklar1 degismektedir.
[110].

» Prodomain bdlgesi, ADAMTS proteaz enziminin aktif hale gelmeden &nce
inhibisyonunu  saglamakta ve olgunlagsma siirecinde proteolitik olarak
cikartilmaktadir. Domain, enzimin dogru sekilde katlanmasina ve stabilitesine
katkida bulunmaktadir. Bdylece enzimin aktivasyonundan once bir koruyucu

mekanizma olarak islev gérmektedir [111].

» Metalloproteaz domaini, ADAMTS ailesinin en temel ve belirgin domainidir.
Domain, enzimin aktif bdlgesini icermekte ve substratlarin parcalanmasini
gerceklestiren katalitik aktiviteyi saglamaktadir. Katalitik aktivite domain yapisinda
bulunan ¢inko iyonunu baglamak icin kritik amino asitler sayesinde

gerceklestirilmektedir [112].

» Disintegrin domaini, ADAMTS aile {iyelerinin hiicre-matriks etkilesimlerini

diizenledigi bir domaindir. Domain, hiicre yapigmasii etkileyebilen ve hiicre
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migrasyonu gibi siireglere katkida bulunabilen protein-protein etkilesim bolgelerini

igermektedir [113].

» ADAMTS ailesinin adin1 aldig1 trombospondin motifleri (TSP-1), hiicre migrasyonu,
doku onarimi ve doku morfolojisi gibi siire¢lerde rol oynayan protein-protein
etkilesim bolgeleridir. Bu motifler, substrat baglanmasini ve protein-protein

etkilesimlerini diizenlemeye katkida bulunmaktadir [114].

» Sistein bakimmdan zengin domain, igerdikleri sistein amino asitleri ile disiilfit
baglarint olusturma yetenegine sahiptir. ADAMTS aile iiyelerindeki sistein
bakimindan zengin domainler, TSP-1 motifleriyle birleserek ekstraseliiler matriks
bilesenlerine baglanmay1 saglamaktadir. Bu baglanma, ADAMTS proteazlarinin
ekstraseliiler matriksin par¢alanmasinda ve yeniden diizenlenmesinde 6nemli bir rol

oynamaktadir [115].

» Ayiric1 bolge, substratlarin taninmasinda, proteolitik aktivitenin diizenlenmesinde ve

substrat spesifisitesinin saglanmasinda kritik bir role sahiptir [116].

1.3.2 ADAMTS Gen Ailesi ve Kolorektal Kanser

KRK ve adenom hastalarindan elde edilen veriler, ADAMTS-1 geninin promotor
bolgesindeki hipermetilasyonun hem kolorektal kanser hem de adenom vakalarinda, normal
dokuya kiyasla daha fazla goriildiigiinii belirlenmistir. Promotor bodlgesinin hipermetile
olmasi, genin genellikle sessiz hale getirilmesine yol acar. Yani, bu bulgular ADAMTS-1
geninin kanser ve adenom gelisiminde olas1 bir baskilayict etkisini gdstermektedir [117,
118]. Son arastirmalar, ADAMTS-5 geninin promotor bolgesinde metilasyonun arttigini
dogrulamak i¢in metilat boncuk-¢ip tabanli teknolojiden faydalanmigtir. Ayrica, mikrogip
yontemi ile, tiimdr dokusunda bu genin mRNA ifadesi miktarmin azaldigni ortaya
koymustur [119]. HRM (yliksek ¢oziiniirlii erime) yontemi kullanilarak daha genis bir
kolorektal kanser grubunda yapilan arastrmada, ADAMTS-9 geni promotor
metilasyonunda artis oldugunu ortaya ¢ikarmistir [120]. Ayrica, ADAMTS-12 geninin
promotor bolgesinin normal bir dokuya kiyasla belirgin sekilde hipermetillendigi bulundu
[121]. Hastalardan elde edilen doku 6rnekleri {izerinde gergeklestirilen in vitro ve in vivo

aragtirmalar, ADAMTS-15 geni promotoriiniin hipermetilasyonunu ve bu durumun
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ADAMTS-15 protein ifadesinin azalmasiyla iliskili oldugunu gostermistir [122]. Bunun
yani sira, kolorektal kanserde ADAMTS-18 geninin epigenetik olarak baskilandigi, bu
durumun HRM yontemiyle belirginlestirildigi, ancak heniliz immiinohistokimyasal
caligmalarla kanitlanmadigi ifade edilmistir [123]. ADAMTS-15 ve ADAMTS-18
genlerinin kolorektal kanser hiicrelerinde sik mutasyonlara ugradig1 gozlenmistir. Ancak, bu
mutasyonlarin ne tiir oldugu ve bu mutasyonlarin yeni olusan proteinlerin ifadesi ve islevi

iizerindeki etkisi heniiz tam olarak anlagilamamistir [ 124].

1.3.3 ADAMTS Gen Ailesi ve Regiilasyonu

ADAMTS proteazlari, salgi yoluyla taginan bir sinyal peptidi tarafindan yonlendirilir ve bu
sinyal peptidi es zamanli olarak ¢ikarilir [125]. Birgok ADAMTS geni, sitokinler, biiyiime
faktorleri, hormonlar ve inflamatuar aracilar tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir

[126, 127].

Literatiire bakildiginda pro-inflamatuar sitokinler ile artritle iligkili bulunan ADAMTS-4 ve
ADAMTS-5 gen ekspresyonlar1 incelenmistir. Ornegin, interlokin (IL)-1B'ye maruz
kaldiginda, ADAMTS-4 ve matriks metalloproteinaz (MMP) 13 gen ekspresyonu ve proteaz
aktivitesinin arttig1 bulunmustur [128]. IL-1p sinyali, ERK1/2, JAK3-STAT1/3, PI3 kinaz
ve Akt sinyal iletiminin bir kombinasyonuyla seklinde iletilir. ADAMTS proteazlarinin bu
iki iiyesi, kondrositlere 6zgii bir sinyal iletim ag1 varligin1 gostermektedir ve bu ag
ADAMTS-4'lin indiiksiyonuna yol agmaktadir. Diger pro-inflamatuar sitokinler olan timor
nekroz faktorii (TNF) a ve IL-6’da eklem kapsiiliiniin i¢ yiizeyinde bulunan ve eklem s1visi
(sinovyum) hiicrelerinde =ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 mRNA ekspresyonunu
indiikleyebilecegi bulunmustur [129, 130]. TNF-a'nin sinoviyal hiicrelerdeki sinyal iletimi,
birkag sitokin kaynagindan gelen sinyalleri iletebilen bir MAP kinaz (MAPK) olan TAK1
tarafindan yonlendirilir [131]. IL-6 sinyali ise MAPK, ERK1/2 ve MEK araciligiyla iletilir.
ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 gen ekspresyonunun pro-enflamatuar sitokinler tarafindan
diizenlenmesi sadece artritte sinirli degildir, ayn1 zamanda kalp ve intervertebral diskte de
tanimlanmistir. TNF-a ve IL-1B ile uyarildiginda, ADAMTS-4 ve ADAMTS-8 mRNA
ekspresyonundaki artis, yeni dogmus bebeklerde bulunan kalp kasi hiicresi olan neonatal

kardiyomiyositlerde ve kardiyak fibroblastlarda gézlemlenmistir [132].
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Enflamatuvar diizenleyicilerin disinda, ADAMTS-1'in ovulasyon sirasinda progesteron ve
luteinizan hormonlar: tarafindan diizenlendigine dair kanitlar bulunmaktadir. Bu durumda
ADAMTS-1, kiimiiliis-oosit kompleksi ¢cevresindeki ekstraselliiler matriks i¢inde versikanin
yeniden sekillenmesinde rol oynayabilir [133]. ADAMTS-1 geni baskilanmig farelerde
anormal overler ve azalmis iireme yetenegi gozlenmistir [134]. ADAMTS-16’nin
diizenlemesi ayn1 zamanda tirogenital sisteminde de tanimlanmuistir. Folikiil uyarici hormon
ve adenilat siklaz aktivatorii olan forskolin, olgunlagmis graniiloza hiicrelerinde ADAMTS-
16 ekspresyonunu uyarir. Bu hiicreler, oositleri ¢evreleyen kiimiiliis kompleksinin bir
parcgasidir ve muhtemelen cAMP yolakinin uyarilmasi yoluyla etkilendigi diisiiniilmektedir
[135]. Bobreklerde, ADAMTS-16 dogrudan ¢inko parmak transkripsiyon faktori WT1
(Wilms Tumor 1) tarafindan diizenlenir [136]. ADAMTS-16, bobreklerin dallanma
morfogenezisinde (hiicrelerin ¢ogalmasi, go¢ etmesi ve belirli sinyal yollar1 tarafindan
yonlendirilmesi vb. siire¢ler), muhtemelen fibronektin proteolizi yoluyla rol oynar [137]. Ek
olarak, ADAMTS-16, kikirdak hiicre hatlarinda EGR1 ve SP1 transkripsiyon faktorleri ile
birlikte ve doniisiim biiylime faktorii (TGF) B tarafindan olumlu olarak diizenlenir [138].
ADAMTS-2, IL-6 ile muamele edilen MG63 ve Saos-2 gibi osteoblastik hiicre hatlarinda
asir1 ifade edildigi bulunmustur. Ayrica bu ¢aligmada, JNK sinyalleri, IL-6 aracilifiyla
ADAMTS-2 ifadesinin asir1 ifadesinde énemli bir rol tistlenmistir [139].

Bircok kanser hiicre hattinda, ADAMTS proteazlarinin ifadesi epigenetik mekanizmalar
araciligiyla baskilanmistir [140]. ADAMTS-1, -5 ve -8 dahil olmak iizere ¢ogu durumda,
epigenetik diizenleme ilgili promotor bolgelerin artan metilasyonu yoluyla saglanmistir
[119, 141, 142]. ADAMTS-12, kolon kanseri hiicrelerinde promotor hipermetilasyonu
aracilifiyla baskilanirken, ¢evreleyen stromal hiicrelerde transkripsiyonel olarak aktive
edildigi bulunmustur [121]. A549 hiicre hattinda (akciger kanser modeli) ADAMTS-12
ifadesinin azalmasinin, artmig proliferasyon ve invazyona yol agtigi ve ADAMTS-12
nakavkt farelerin liretan maruziyetinden sonra akciger tiimor yiikiinde 5 kat artis oldugu

gosterilmistir [143].
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1.3.4 ADAMTS Proteazlarinin Alternatif Splays ve Posttranslasyonel
Modifikasyonlari

Alternatif splicing olaylar1, protein kodlayan gen sayisina kiyasla bireysel protein tiirlerinin
sayisini arttirabilir [144]. ADAMTS proteazlarinin alternatif splicing yoluyla olusan gen
iirlinlerinin iglevleri hakkinda sinirli sayida bilgi mevcuttur. ADAMTS-2, -4, -6, -7, -9, -13
ve 17 i¢in alternatif splays ve ADAMTS izoformlarinin varlig1 bildirilmis olmasina ragmen
islevleri konusunda bilgi heniiz net degildir [126]. Romatoid artrit hastalarinin
sinovyumunda, ara bolge alaninin ¢ikarilmasi ve benzersiz bir C-ucu dahil edilmesiyle
sonuglanan ADAMTS-4in bir splays varyanti tespit edilmistir [145]. ADAMTS-4'lin
alternatif splicing izoformunun, romatoid artritik eklemlerde kikirdak erozyonuna katkida
bulunabilecegi one siiriilmiistiir [146]. ADAMTS-4 ve ADAMTS-5'in ara bolge alaninin
hedefe yonelik delesyona ugratilmasi, in vitro olarak aggrecanaz ve versikanaz aktivitesini
azaltmistir, bu da ara bolge alaninin aggrecan ve versican'in kesilmesi igin gerekli oldugunu
gostermistir [ 147, 148]. ADAMTS-17 i¢in rapor edilen alternatif splays olaylar1 da ara bdlge
alaninda meydana gelmis ve tamamen alanin kaldirilmas: yerine daha kisa peptitlerin

delesyonu ve insersiyon islemleriyle alanin yapisin1 degistirmistir [149].

ADAMTS enzimleri glikozile edilir ve yardimci bolgeleri proteolitik olarak islenebilir, her
iki modifikasyon da enzimlerin salgilanmasi, lokalizasyonu, aktivasyonu veya katalitik
fonksiyonlarim etkileyebilir. ADAMTS-4 disindaki tim ADAMTS'ler NxS/T bolgelerinde
N-glikozile edilir, ADAMTS-9'un pro-dénemindeki N-glikozilasyonu salgilanmasi i¢in
gereklidir [111]. ADAMTS-7'nin musin alani, CS (kondroitin siilfat) GAG zincirlerinin
eklenmesiyle modifiye edilir. Ek olarak, pro-domain'in N-glikozilasyonuyla birlikte enzimin
hiicre yiizeyi iligkisini ve furin tarafindan ardisik islenmesini diizenleyebilir [150]. Bagka bir
ornek vermek gerekirse, VWF endoplazmik retikulumda sinyal peptidi kesilir ve her VWF
molekiiline 12 adet yiliksek-mannoz iceren N-bagli oligosakkarit zinciri eklenir.
Glikozilasyonun ardindan monomerik VWF'nin dimerizasyonu, alt birimler aras1 C-terminal
disiilfit baglarinin olusumuyla gergeklesir [151]. Golgide, VWF'nin N-bagl oligosakkarit
zincirleri bir dizi glikozidaz ve glikoziltransferaz tarafindan daha fazla degistirilerek
kompleks karbonhidrat ¢esitleri olusturulur. Bunun yani sira, her monomere 10 adet O-bagl
oligosakkarit zinciri eklenir. Son olarak, VWF dimerlerinin multimerizasyonu post-Golgi'de

baska bir disiilfit baglar1 olusumu ile gergeklesir [152].
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1.4 ADAMTS-8

ADAMTS-8 “METH-2’ ya da “A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin motifs 8’ olarak da bilinen anti-anjiyogenik o6zelliklere sahip bir
proteindir. ADAMTS-8 geni; insan 11. kromozomunun q kolunun 24.3 lokusunda
bulunmaktadir [153].

Chromosome 11 - NC_000011.10

[ 130314993 p [ 130473886
ZETB44-0T LOC127823082
LOC1 27823079 ADANT 55 A ADANT 515
LOC127823080 - LOC127823081 LOC1 26361390

Sekil 1.6: ADAMTS-8 geninin kromozom lokasyonu

Tek kopyali bir gendir ve proteolitik olarak islenmis 889 aminoasitten olusan 96,5 kDa
agirhiga sahip bir proteini kodlamaktadir. Bu gen ailesi, yilan zehiri metalloproteaz ve

disintegrin ile dnemli dizi benzerligi gostermektedir [154].

ADAMTS-8, orta ila yiiksek seviyeler gosteren saglikli dokularda dar bir doku dagilimina
sahiptir. Yetiskin ve fetal akciger, aort, beyin, fetal kalp, fetal bobrek, ek ve mesanede ifade
edilir [116]. Bu durumun aksine ADAMTS-8’in, beyin, meme ve kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri, skuamoz hiicreli bas-boyun kanseri, pankreas kanseri, mide kanseri gibi
bir¢ok kanser tiiriinde epigenetik olarak (promotor metilasyonu ya da histon modifikasyonu

ile) susturuldugu tespit edilmistir [155].

1.4.1 ADAMTS-8 ve Agrekanaz Aktivitesi

ADAMTS-8, ADAMTS proteaz ailesine ait bir enzim ve agrekanaz aktivitesine sahip bir
proteindir. Agrekanaz aktivitesi, ADAMTS-8'nin spesifik bir substrat olan agrekan
proteininin Glu373-ALA374 peptit bagina etki ederek agrekani parcalayabilme yetenegini
ifade etmektedir [156]. Agrekan, ekstraselliiler matriksin bir bileseni olan ve proteoglikan
ad1 verilen proteinlerin bir tiiriidiir. Ozellikle kikirdak dokusunda bulunan agrekan, matriksin

dayanikliligimi ve kikirdak dokusunun mekanik o6zelliklerini saglamaktadir [157].
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ADAMTS-8, agrekan proteinini parcalayarak ekstraselliller matriksin diizenlenmesine

katkida bulunmaktadir [158].

ADAMTS-8'nin agrekanaz aktivitesi, proteazin metalloproteinaz domainlerine ve
trombospondin tip 1 motiflerine sahip olmasindan kaynaklanmaktadir. Bu yapisal 6zellikler,
ADAMTS-8'nin agrekan molekiiliiniin spesifik bolgelerine baglanmasini ve onu proteolitik
olarak kesmesini saglamaktadir. Boylece agrekan molekiilii parcalanmakta ve ekstraselliiler

matriksin yapisal biitiinligii degismektedir [159].

1.4.2 ADAMTS-8 Regiilasyonu

ADAMTS-8 proteini, kompleks bir regiilasyon agiyla kontrol edilen bir enzimdir.
Regiilasyon mekanizmalari, ADAMTS-8 gen ekspresyonunu, protein diizeylerini ve
aktivitesini hassas bir sekilde modiile etmektedir. Bu mekanizmalar arasinda hiicresel sinyal
yollari, sitokinler, biiyiime faktorleri ve diger ¢evresel faktorler yer almaktadir. ADAMTS-
8'in regiilasyonu, ekstraselliiler matriksin yapisal ve fonksiyonel yenilenmesi, dokusal
homeostaz ve patolojik durumlar gibi g¢esitli biyolojik siireglerde ©nemli bir rol

oynamaktadir [160, 161].

ADAMTS enzimleri, sitokinlerin diizeylerini etkileyebilen ve sitokin sinyal yollariyla iliskili
olan 6nemli regiilatorlerdir. ADAMTS ailesinin sitokinlerle regiilasyonuna 6rnek verecek
olursak Tumor Necrosis Factor-alpha (TNF-a), enflamasyon ve immiin yanitlarin
diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan bir sitokindir ve TNF-a'nin varlifinda ADAMTS-1
ve ADAMTS-4 gen ekspresyonunu arttirmaktadir [162]. Interleukin-1 (IL-1), enflamatuar
stireclerin diizenlenmesinde 6nemli bir sitokindir ve IL-1B'nin varligi, ADAMTS-4 ve
ADAMTS-5 gen ekspresyonunu artirarak eklem kikirdaginin  yikimina katkida
bulunmaktadir [163]. Interleukin-6 (IL-6), immiin yanitlarin diizenlenmesi ve akut faz
reaksiyonlarinda 6nemli bir rol oynayan bir sitokindir. IL-6'nin varligr, ADAMTS-1
ekspresyonunu artirarak ateroskleroz gelisiminde etkili olmaktadir [164]. Transforming
Growth Factor-beta (TGF-f) ise hiicre biiylimesi, doku yenilenmesi ve immiinolojik
yanitlarin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan 6nemli bir sitokindir. TGF-f3, ADAMTS-
1 ve ADAMTS-5 gen ekspresyonunu diizenleme yetenegine sahiptir [165].
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2. TEZIN HEDEFLERI VE CALISMA KAPSAMI
ADAMTS-8 geni, kolorektal kanserde tiimor baskilayict bir rol oynayabilecegi

diisiiniilmektedir. Arastirmalar, ADAMTS-8'in kolorektal kanser hiicrelerinin biiylimesini,
invazyonunu, angiogenez siirecini ve metastazini inhibe edebilecegini gdstermistir. Bununla
birlikte, ADAMTS-8 geninin TGF-f ile kolorektal kanserdeki regiilasyon mekanizmalari

hakkinda heniiz yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Bu c¢alisma, ADAMTS-8’in kolorektal kanserde TGF-B sitokini ile transkripsiyonel
regiilasyon mekanizmalarini aydinlatmay1 hedeflemistir. Bu ama¢ dogrultusunda, ilk olarak
TGF-B’nin SW480 hiicrelerinde proliferatif etkisi belirlenmistir. Ardindan TGF-f sitokini
ADAMTS-8 regiilasyonuna olan katkist mRNA, protein ve promotor diizeyinde
belirlenmistir. Ayrica, ADAMTS-8’in TGF-f3 yanitinin hiicre i¢i hangi yollar ile regiile
oldugu mRNA, protein ve promotor diizeyinde Real Time PCR, Westen Blot ve
transfeksiyon caligsmalari ile belirlenip incelenen cevabin SMAD bagimli bir yol {izerinden
gerceklesip gerceklesmedigini belirlemek icin potansiyel SMAD baglanma bdlgelerinin
dogrulanmast  amaciyla ~ ChIP  (Chromatin =~ Immunoprecipitation)  deneyleri

gerceklestirilmistir.

Bu c¢alismanin sonucglari, ADAMTS-8 geninin TGF-f sitokini ile etkilesimini ve
transkripsiyonel regiilasyonunu aydinlatarak, kolorektal kanser patogenezi iizerindeki

roliiniin daha 1yi anlagilmasina katki saglayacaktir.

Tez galismasi kapsaminda gergeklestirilen arastirmalar Sekil 2.1°de verilmistir. Bu

kapsamda;

v TGF-B’ nin kolorektal kanser modeli olan SW480 hiicre hattinda proliferatif etkisinin
MTT testi ile belirlenmesi.

v TGF-p sitokinin ADAMTS-8 geninin mRNA diizeyindeki ifadesini doz ve zamana
bagli degisikligini belirlemek i¢in qRT-PCR analizinin yapilmasi.

v TGF-B sitokininin ADAMTS-8 geninin doz ve zamana bagli protein seviyesine
etkisini belirlemek i¢in western blot analizinin yapilmasi.

v TGF-f sitokininin varhiginda, ADAMTS-8 geninin 5 farkli promotor bdlgesinin

transkripsiyonel aktivitesini kalsiyum fosfat transfeksiyonu metodu ile belirlenmesi.
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v ADAMTS-8 geninin TGF-f aracili hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 tizerindeki etkisinin
mRNA diizeyindeki regiilasyonunun qRT-PCR analizi ile belirlenmesi.

v ADAMTS-8 geninin TGF-f aracili hiicre i¢i sinyal iletim yollar1 tizerindeki etkisinin
protein diizeyindeki regiilasyonunun western blot analizi ile belirlenmesi.

v TGF-B sitokini varliginda ADAMTS-8 geninin promotor pargalarinin
transkripsiyonel aktivitesine etki eden hiicre i¢i sinyal yolaklarmin kalsiyum fostat
transfeksiyon metodu kullanilarak belirlenmesi.

v TGF-B varliginda ADAMTS-8 promotorlarinin SMAD muhtemel baglanma

bolgelerinin ChIP deneyleriyle belirlenmesi.

KOLOREKTAL KANSER MODELINDE (SW480) ADAMTS-8 GENININ TGF-8
SITOKINI ILE TRANSKRIPSIYONEL REGULASYONUN BELIRLENMESI

l l |

{ TGF-B’nin SW480 ] [ ADAMTS-8in TGF- Sitokini "e] [ ADAMTS-8'in TGF-B Sitokini |Ie]

Hiicrelerindeki Sitotoksik Regiilasvonunun Belirlenmesi Regiilasyonundaki Hiicre igi
Etkisinin Belirlenmesi 9 y Yolaklarinin Belirlenmesi

[ MTT ] § ¥
[ RealTimePcR | ((_Real TimePCR__]
TGF-g’nin ADAMTS-8 TGF-@ sitokin
geninin mRNA inhibitorlerinin
ifadesine etkisnin AD/;%ZS}SdQeQ'“'“
belirlenmesi m lfadesine
‘ etkisnin belirlenmesi
Western Blot ‘
( J [ Western Blot )
TGF-g’nin ADAMTS-8 TGF-B sitokin
_geninin protein inhibitérlerinin
ifadesine etkisnin ADAMTS-8 geninin
belirlenmesi protein ifadesine
‘ etkisnin belirlenmesi
[ Transfeksiyon ] . 2
TGF-g’nin ADAMTS-8 (___Transfeksiyon |
geninin TGF-B sitokin
promotorlarinin inhibitdrlerinin
transkripsiyonel ADAMTS-8 geninin
aktivitesine olan promotor aktivitesi
etkisinin belirlenmesi lizerindeki etkisinin
belirlenmesi
l CHIP ]
ADAMTS-8 Geninin
Promotorunda
SMAD baglanma
bélgesinin
varliginin
belirlenmesi

Sekil 2.1: Tez kapsaminda olan ¢alismalar.
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3.  MATERYAL-YONTEM

3.1 MATERYALLER

3.1.1 Kullanilan Kimyasal

Tablo 3.1, Tablo3.2, Tablo 3.3, Tablo 3.4, Tablo 3.5 ve Tablo 3.6’da tez ¢alismasi siiresince
RNA, protein, yolak inhibisyon ve transkripsiyonel aktivite ¢alismalarinda kullanilan

kimyasal maddeler detayli sekilde sunulmustur.

Tablo 3.1: Hiicre tabanli ¢caligsmalarda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri ticari

firmalar.

KULLANILAN MADDE TEDARIK EDILEN FIRMA
Fetal Bovine Serum Gibco
DMEM EuroClone
PBS VWR Life Science
BSA (Si1gir Serum Albumin) Sigma
Tripan Mavisi Sigma
CaClz Sigma
DMSO Thermo
0,22 pm, 0,45 pum Filtre Sartorious
15 mL ve 50 mL Satrifiij Tiipii IsoLab
Tek Kullanimlik Serolojik Pipet Sarstedt
100 mm’lik kiiltiir petrisi
1,5 mL ve 2 mL ependorf IsoLab
Tripsin-EDTA Sigma

Tablo 3.2: Sitokin ve yolak inhibisyon c¢aligmalarinda kullanilan kimyasallar ve temin
edildikleri ticari firmalar.

KULLANILAN MADDE TEDARIK EDILEN FIRMA
TGF-p1 PeproTech
PD169316 (p38 MAP kinaz inhibitoérii) BioVision
SP600125 (JNK inhibitorii) BioVision
PD98059 (MEKI inhibitorii) BioVision
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Tablo 3.2: (devam)

KULLANILAN MADDE TEDARIK EDILEN FIRMA
Wortmannin (PI3K inhibitorii) BioVision
SIS3 (SMAD?3 inhibitdrii) Santa Cruz
NFKB Santa Cruz

Tablo 3.3: RNA c¢alismalarinda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri ticari firmalar.

KULLANILAN MADDE

TEDARIK EDIiLEN FIRMA

innuPREB RNA Mini Kit 2.0
DEPC (Diethylpyrocarbonate)

analytik-jena

Sigma

3-(N-morpholino) propansiilfonik asit

(MOPS)
Formaldehit (%99)
B-Merkaptoetanol

SYBR® Green PCR Master Karigimi

Reverse Transkriptaz
Ribolock Inhibitrii

5X Reaksiyon Tambonu
Oligo dT

Merck

Sigma
Sigma
Sigma
Thermo
Thermo
Thermo

Thermo

Tablo 3.4: DNA tabanl ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri ticari

firmalar.
KULLANILAN MADDE TEDARIK EDILEN FIRMA
Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/mL)  Thermo
10X Taq Polimeraz Tamponu Thermo
dNTP Karigimi (10 mM) Thermo
MgCl; (25 mM) Thermo
Agaroz Sigma
Etidyum Bromiir (Et-Br) Sigma
1 kb DNA Ladder, 6X Yiikleme Boyast Thermo
Tris Base, Borik Asit Sigma
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Tablo 3.5: Protein tabanl ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri ticari

firmalar.
KULLANILAN MADDE TEDAR,IK EDILEN
FIRMA
Tris, Borik Asid, EDTA Sigma
Amonyum Persiilfat Merck
Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
B-aktin Mouse mAb Santa Cruz
m-IgGk BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
Proteaz Inhibitér Tabletleri Roche
Akrilamid/Bisakrilamid (37.5/1) Sigma
APS (Amonyum Persiilfat) Merck
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Sigma
4X Laemli Ornek Tamponu BoRad
EGTA, SDS, Glisin, NaCl Sigma
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo
PVDF Membran Millipore
PierceTM ECL Thermo
ADAMTS-8 Mouse Monoklonal Antikor Invitrogen
Etanol ve Metanol Merck
Tween®-20 Thermo

Tablo 3.6: Transfeksiyon tabanli ¢alismalarda kullanilan kimyasallar ve temin edildikleri

ticari firmalar.

KULLANILAN MADDE TEDARIK EDILEN FIRMA
HEPES Sigma
NaCl, Na2HPO4, CaCI2 Sigma
Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase = Takara Clontech
SEAP ve Lusiferaz Substratlari Takara Clontech
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3.1.2 Kullanilan Laboratuvar Cihazlar
Tez deneylerini gerceklestirirken laboratuvarda bulunan cihaz ve aletlerden yararlanildi. Bu

alet ve cihazlar Tablo 3.7’de listelenmistir.

Tablo 3.7: Tez ¢aligmasi esnasinda kullanilan cihazlar ve markalari

KULLANILAN CIHAZ MARKASI
Laminar Air Flow Telstar Bio 11/ ispanya
CO2’li Inkiibator Nuaire / ABD
Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu Nikon / Japonya
-80°C Derin Dondurcu Nikon / Japonya
Buzdolabi (+4 °C / -20°C), Mikrodalga Firin Arcelik / Tiirkiye
Buz Makinesi Hoshizaki / Japonya
pH Metre Hanna / ABD
Su Banyosu Elektromag / Tiirkiye
Ultrasonik Su Banyosu PlusLab
Vorteks, Isitmali Manyetik Karistirict Velp Scientifica
Hassas Terazi Sartorius / Almanya
Otoklav Hirayama / Japonya
Etiv WTB / Almanya
Sogutmal1 Santrifiij Sigma / Almanya
Mikro Santrifiij Thermo / ABD
Horizontal Calkalayici GFL / Almanya
Saf Su Cihazi Human Corporation
UV Goriintiileme Sistemi Vilber Lourmat
Gorilintiileme Sistemi UVP BioSpectrum
Otomatik Pipetler Thermo, Eppendorf
Elektrikli Pipet Pompasi IsoLab
DNA Elektroforez Sistemi Minicell Primo
RNA Elektroforez Sistemi Apelex / Ingiltere
SDS PAGE Aparatlari BioRad
PCR Cihaz Techne Progene / Ingiltere
Real Time PCR Cihazi (Light-Cycler 480) Roche Life Science
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Tablo 3.7 (devam)

KULLANILAN CIHAZ MARKASI
Elektroforez Gii¢ Kaynagi Thermo Scientific
Luminometre (LuminoskanTM Microplate) Thermo / ABD
Spektrofotometre, uDropTM Plate Multiskango, Thermo

3.2  YONTEM

3.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Mikrobiyal Kontaminasyonun Onlenmesi ve Sterilizasyon
3.2.1.1 Steril Calisma Alam1 Olusturma

Hiicre kiiltiirii laboratuvarinin rutin olarak haftalik temizliginde ¢camasir suyu, %70'lik alkol
ve Virkon gibi temizleyiciler kullanildi. Camasir suyu, laboratuvar yiizeylerinin temizligi ve
dezenfeksiyon amactyla kullanildi. Bakteri, viriis, mantarlar ve sporlar {izerinde etkili olan
%70" lik alkol mikroorganizmalarin inaktivasyonunu saglamak icin kullanildi. Virkon ise
genis spektrumlu bir dezenfektandir ve laboratuvar yiizeyleri ile ekipmanlarin
dezenfeksiyonu amaciyla kullanildi. Bu temizleyicilerin kullanimi, laboratuvarin temizlik

protokollerine ve iiretici firmalarin talimatlarina uygun olarak gergeklestirildi.

Calisma Oncesinde, hiicre kiiltiirii laboratuvarinda kullanilan ekipmanlarin ve yiizeylerin
sterilizasyonu i¢in laboratuvar UV 15181 ve Laminar Flow kabininin UV 15181 kullanilarak
sterilizasyon iglemi gerceklestirildi. Calisma sirasinda kullanilan malzemeler ise, kabinin
icerisine %70'lik alkol ile silinerek steril bir sekilde alindi. RNA ¢alismalar i¢in, %70’lik
alkol ile sterilizasyona ek olarak %0,1'lik DEPC'li su kullanilarak RNaz enziminin

inaktivasyonu gerceklestirildi. Buna ek olarak caligsmalarda nitril eldivenler tek sefer olacak
sekilde kullanildi.

3.2.1.2 Ekipman Sterilizasyonu

Hiicre kiiltiirtinde kullanilan 50 mL ve 15 mL falkonlar, hiicre biiyiitme petrileri ticari olarak
steril sekilde temin edildi. 1,5 mL’lik ve 2 mL’lik epondorf tiiplerinin, siselerin, pipet
uclarinin, 1siya dayanikli tamponlarm/soliisyonlarin sterilizasyonu 121°C’de 20 dk boyunca
yiiksek sicaklik ve basing altinda otovlav cihazinda gergeklestirildi. Otoklavdan sonra

malzemeler 80°C’de kurutma etiiviinde kurutularak steril malzeme dolabina yerlestirildi.
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Istya dayanikli olmayan bazi soliisyonlar, laminar flow kabini igerisinde 0,22 pum’lik

filtreden gecirilerek steril hale getirildi.

3.2.2  Hiicre Tabanh Teknikler

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Icin Besiyerinin Hazirlanmasi ve Serum Ilavesi

SW480 hiicrelerinin ¢ogalmasi i¢in Fetal Bovine Serum (FBS) kullanildi. FBS, Euro-Lone
firmasindan ticari olarak temin edildi. Ana stok, -20°C'de sakland1 ve kullanima hazir hale
getirmek icin gece boyunca +4°C'lik bir buz dolabinda ¢oziilmesi saglandi. Ardindan,
¢oziinen FBS inaktivasyon islemine tabi tutuldu. Inaktivasyon i¢in FBS, 56°C'de 1 saat
boyunca 1s1 ile islem gordii. Inaktive edilen FBS, steril laminal flow kabini i¢inde bulunan

50 mL steril falkon tiiplerine paylastirilip -20°C'de sakland.

Hiicrelerin biiyiitiilmesi i¢in gerekli olan tam besi ortami, DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium, Gibco) icerisine %10 FBS eklenerek saglandi. Bu FBS/DMEM karisimin
icerisine gerek duyulan sartlarda 100X penisilin-streptomisin antibiyotik ana stogundan, son
konsantrasyon 1X olacak sekilde antibiyotik eklenerek hiicreler i¢in uygun biiylime

medyumu hazirlandi.

3.2.2.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Olan Kimyasal Malzemelerin Hazirlanmasi

PBS’in Hazirlanmasi

Phosphate buffered saline (PBS) tamponu i¢in, Sigma {iretici firmasindan ticari olarak temin
edilen PBS tabletleri kullanildi. PBS tabletlerinin her biri, iiretici firmanin prosediiriine
uygun olacak sekilde 100 mL dH>O (deiyonize su) i¢inde ¢oziildii. Cozelti daha sonra
121°C'de otoklav isleminden gecirilerek sterilizasyonu saglandi. Elde edilen steril PBS
cozeltisi, 50 mL'lik falkon tiiplere boliinerek paylastirildi ve +4°C'de saklandi.

Tripsin EDTA
1X PBS i¢ine 0,53 mM EDTA ve %0,25 (w/v) tripsin eklenerek ¢ozelti hazirlandi.

Hazirlanan ¢ozelti, steril laminar flow kabini i¢inde, 0,22 pm'lik filtre kullanilarak sterilize

edildi. Sterilize edilen ¢6zelti, -20°C'de saklanmak tizere 50 mL’lik steril falkonlara boliindii.
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Tripan Mavisi

0,4 g tripan mavisi, 1X PBS ¢ozeltisi ile kaynatilarak ¢oziildii. Cozelti oda sicakliginda
sogutuldu ve ardindan 1X PBS ile 100 mL’lik son hacime tamamlandi. Sonug olarak, %0,4
(w/v) tripan mavisi 1X PBS i¢inde ¢oziilmiis oldu. Hazirlanan boya, hiicreleri boyamak i¢in

kullanilmak tizere oda sicakliginda muhafaza edildi.

3.2.2.3 Donmus Halde Saklanan Hiicrelerin Coziilmesi ve Kiiltiiriin Baslamasi

Cryoviyal tiipler igerisinde -80°C’de saklanmig olan SW480 hiicreleri 37°C’deki su
banyosunda hizlica ¢oziilerek %10 FBS iceren DMEM ortamina alindi. Ardindan hiicre ve
DMEM karisimi 1000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiijleme islemine tabi tutuldu. Bu islem
sonunda canli halde olan hiicreler pellet haline geldi, DMSO kalintilart ve 6lii hiicreler ise
siipernatant dedigimiz siv1 kisimda kalmis oldu. Bu islemden sonra hemen siipernatant
kisimdan kurtularak hiicre pelleti taze medyum (2 mL’de) ile ¢oziildii. Coziinen pelletin,
icerisinde %10 FBS’li medyum bulunan (~8 mL, 56 mm) petrilere ekimi gergeklestirildi.
Petride son hacim 10 mL’ye tamamlanmig oldu. Ardindan, petri lizerine etiketleme islemi
gerceklestirilip, 37°C’de tutulan %0,5 CO; igeren etiiv cihazinda inkiibasyona birakilarak

hiicrelerin tutunmasi saglandi.

3.2.2.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Inverted mikroskopta, petri yiizeyinin %80-%90’1n1 kaplayan SW480 hiicreleri tespit edildi.
Daha sonra hiicreler laminar flow kabini igerisinde besiyerinden uzaklastirilip steril PBS ile
yikandi. Ardindan, yiizeye tutunmus halde bulunan SW480 hiicrelerinin ylizeyden enzimatik
yolla ayrilabilmesi i¢in 2 mL Tripsin-EDTA soliisyonu eklendi. Enzim aktivasyonu i¢in bu
asamanimn ardindan petri kabi inkiibatorde yaklasik 2-3 dk inkiibe edildi. Inkiibasyon
stiresinin ardindan hiicrelerin yiizeyden kalktig1 goz ile gozlemlendi. Kalkan hiicrelerin
toplanmasi i¢in eklenen Tripsin-EDTA soliisyonunun iki kati olacak sekilde %10 FBS’li
DMEM eklendi. Bu sekilde, FBS yardimiyla Tripsin-EDTA’nin inaktivasyonu saglandi.
Hiicreler 15 mL’lik falkona alinarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Daha sonra, laminar
kabinin igerisine falkonlar, %70’lik alkol ile silinerek sterilasyonu saglanarak alindi.
Santrifiij sonunda olusan s1v1 kisim dokiilerek pellet kism1 6 mL taze besiyeri ile ¢oziildii.
Coziilen pellet 2 mL olacak sekilde ii¢ esit miktarda petri kaplarina alindi. Petri kaplarina 8

mL taze besiyeri eklenerek total hacim 10 mL’ye tamamlandi. Daha sonra petrilerin iizerine
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pasajlama sayis1 yazilarak etiketleme islemi yapildi. Bu islemin sonunda hiicreler saglikli
sekilde biiyliyebilmeleri i¢in gerekli olan 37°C’de sabit tutulan ve 9%0,5 CO iceren
inkiibatore kaldirildi.

3.2.2.5 Tripan Mavi Boyasi ile Canh Hiicrelerin Belirlemesi

Deneylerin optimize sartlarda gerceklesebilmesi icin hiicrelerin, sayilarak esit sekilde
boliinmesi gerekmektedir. Bu amagla tripan mavi boyasini kullanildi. Tripsinizasyon ile
kaldirilmig hiicreler 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek pellet haline getirildi. Daha sonra
pellet 5 mL ile ¢oziilerek hiicre slispansiyonu elde edildi. Hiicre siispansiyonundan steril
ependorfa 1 mL alinarak olusturulan siispansiyonda bulunan hiicrenin sayisi belirlendi. Bu
amacla, 1:1 oran olacak sekilde tripan mavi boyasi ile hiicre siispansiyonu karistirilip
homojen hale getirildi. igerisinden 10 uL alinarak 25 kareden olusan thoma lamina yiiklendi.
Inverted mikroskopta, mavi ile boyanmamus hiicreler sayildi. Asagida bulunan formiil ile

siisponsiyonda bulunan hiicrele sayis1 belirlenerek deneyler dizayn edildi.
1 mL siispanse hiicrenin toplam sayis1 asagidaki yontem ile bulunur:

Toplam canli hiicre sayisi/mL = Thoma lam1 sayim sonucu x 2 x 10*

3.2.2.6 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicre pelleti Bolim 3.2.2.4°de belirtildigi sekilde elde edildi. Besiyeri tamamen
uzaklastirilmig olan pelletin lizerine 900 pL. FBS eklenip ¢oziilmesi saglandi. Coziinen
hiicrelere, -80°C’de osmos basincindan koruyabilmesi i¢in yavas sekilde 100 pL DMSO
eklendi. Bu karisim cryoviyal tiipe aktarilarak -80°C buz dolabinda muhafaza edildi.

3.2.2.7 Deney Tasarimi

Hiicreler, pasaj 2 ve daha fazla pasaj sayisina ulastiktan sonra, yeterli doluluga ulastiklarinda
deneyler kuruldu. Bunun ig¢in hiicre sayimi Boliim 3.2.2.5’de belirtildigi sekilde
gerceklestirildi ve 6 kuyucuklu plakalara 5x10° (hiicre/kuyu) olacak sekilde paylastirildi.

Sitokin caligmalar1 i¢in, hiicrelerinin esit sekilde paylastirilmasinin ardindan, hiicreler
tutunmalar1 icin gece boyu inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda tutunan

hiicreler serum ag¢lig1 yaratmak i¢in %0,1°lik BSA ortamina alinarak 1 saat boyunca inkiibe
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edildi. Ardinda 20 ng/mL olacak sekilde TGF-B sitokini uygulandi. TGF-B uygulanan
hiicrelerden, 1., 3., 6., 24. ve 48. saat siirelerinin sonunda hiicreler pellet haline getirildi.
RNA calismalart icin pellet eldesi tripsinizasyon igelemi ile gergeklesirken, protein

caligmalari i¢in RIPA tamponu ile hiicre ekstrakti elde edildi.

Yolak inhibisyon caligmalar1 i¢in ise esit sekilde boliinen hiicrelerin gece boyu
inkiibasyonunun ardindan, hiicreler %0,1’lik BSA ortamina alinip 1 saat inkiibe edildi.
Sonrasinda inhibitorler (12,5 uM PD169316, 10 uM PD98059, 20 uM SP600125, 1 uM
Wortmannin, 1 pM SiS3) uygulandi. Bu uygulama isleminin ardindan hiicreler 45 dk
stiresince inkiibatore kaldirildi. Bu siirenin sonunda 20 ng/mL TGF- uygulamasi yapilarak
6 saat inkiibe edildi. Pelletler RNA icin tripsinizasyon ile, protein icin ise RIPA ile elde
edildi.

3.2.2.8 Sitotoksite Deneyi

Hiicrelerin metabolik aktivitelerini 6lgmek i¢in MTT (3-(4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-
difeniltetrazolyum bromiir) testi kullanilmaktadir. Bu kolorimetrik yontem, canli hiicrelerin
metabolik aktivitesiyle iliskili olan sar1t renkli MTT tuzunun mor renkli formazan
kristallerine indirgenmesine dayanmaktadir (bkz. Sekil 3.1). MTT testi, hiicre canliligi,
proliferasyon ve sitotoksisite gibi hiicresel 6zelliklerin belirlenmesinde yaygin olarak

kullanilmaktadir.

MTT MTT formazan

Sekil 3.1: MTT testinde gergeklesen rediiksiiyon [166].

MTT uygulamasi yapabilmek amaciyla SW480 hiicreleri 96 kuyulu plakalara 3x10*
(hiicre/kuyu) olacak sekilde paylastirildi. Bu islemin ardinda %0,5 COz igeren, 37°C’de sabit
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tutulan inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Ertesi giin sitokin uygulamasi i¢in %0,1 BSA
iceren DMEM ortamina alinip 1 saat inkiibe edildi. Serum aclig1 olusan hiicrelere 10, 20 ve
40 ng/mL son konsantrasyon olacak sekilde TGF- sitokini uygulandi. 24., 48., 72. saat
dilimlerinde MTT uygulamasi ger¢eklestirildi. MTT soliisyonu her bir kuyuya 0,5 mg/mL
son konsantrasyon olacak sekilde uygulandi. MTT uygulamasinin ardinda hiicrelerin
bulundugu plaka %0,5 CO, igeren 37°C’de sabit tutulan inkiibatorde 4 saat siiresince inkiibe
edildi. Daha sonra kuyularda bulunan besiyerlerinden uzaklagilarak formazan kristalleri 4
mM HCI igeren izoproponol (200 pL) ile ¢o6ziildii. Formazan kristallerinin yogunlugu
spektrofotometre (OD=550 nm absorbans) kullanilarak 6l¢iildii. Hiicre canlilig1 asagidaki
formiil ile hesaplanarak GraphPad programu ile grafikleri ¢izildi.

Ornek hiicrelerin absorbansi

Hiicre canliligl (%) =
g (/0) Kontrol hiicrelerin absorbansi

3.2.3 RNA Tabanh Teknikler

3.2.3.1 RNA izolasyonu

-80°°Cde saklanan hiicre pelletlerinin buz icerisine aliarak ¢dziinmesi saglandi. izolasyona
baslamadan 6nce deney yapilacak beng, pipet kutulari, otomatik pipetler %70’lik alkol ile
silindikten sonra %0,1°lik DEPC’li su ile silindi. Sterilizasyon gerceklestirildikten sonra
total RNA’nin izolasyonu innuPREP RNA 2.0 kiti kullanilarak, onerilen prosediire uygun
sekilde gergeklestirildi. RNA’lar daha sonra kullanilmak iizere -80°°C’ye kaldirildi.

3.2.3.2 RNA izolasyon Miktarinin Belirlenmesi

uDrop™ Plate Cihazi ile RNA izolasyonu sonucunda elde edilen RNA’nin konsantrasyonu
ve saflig1 belirlendi. Bu asamada pDrop™ plate’e, elde edilen RNA 6rneginden 2 pL ve kor
olarak 2 uL. dH>O konuldu. Daha sonra cihazda 260 nm ve 280 nm’de 6l¢lim alinarak RNA
miktar1 ve saflig1 belirlendi. Tablo 3.8’deki formiillerle saflik ve RNA miktarlari hesaplandi.

Tablo 3.8: RNA safligin1 ve miktarinin formiilii verilmistir.

Formiiliin Kapsami Formiil
RNA miktar1 (ng/pL) A260 x 40 ng/pL x (10 mm/0,49 mm)
Saflik A260/A280
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3.2.3.3 RNA Elektroforezi: Formaldehit-Agaroz Jel Metodu

Elde edilen total RNA’nin alt birimlere ayrilmasi ve herhangi bir bozulma veya degradasyon
olup olmadigini, saf olarak RNA elde edilip edilmedigini belirlemek amaciyla formaldehit
agaroz jeli dokildi. Jel dokiilmeden oOnce kullanilacak tiim malzemeler RNaz’dan
(Riboniikleaz) armdirmak icin uygun sterilizasyon islemlerine tabi tutuldu. Ornegin, cam
malzemeler otoklavlanmadan 6nce %0,1°lik DEPC’li suda 12 saat bekletildi. Eloktroforez

tank1 ve aparatlari sirastyla asagidaki basamaklara tabi tutuldu.

%0,5 (w/v) SDS soliisyonu kullanilarak tank ve aparatlar yikandi. SDS (Sodyum

Dodecil Siilfat), giilii bir yiizey aktif madde oldugundan, yiiksek lipid igeren RNaz

enzimlerini ¢ozerek inaktive eder ve protein yapilarini denatiire eder. Bu islem, tank

ve aparatlarin temizlenmesini ve RNaz enzimlerinin etkinligini azaltmay1 amaglar.

- Durulama islemi: SDS soliisyonundan sonra, tank ve aparatlar %0,1'lik DEPC'li
suyla durulandi. DEPC (Diethyl pyrocarbonate), RNaz enzimlerini inaktive etme
ozelligi olan bir bilesiktir. DEPC'li su, RNaz enzimlerinin etkisini ortadan kaldirmak
ve su ile temas halinde RNaz aktivitesini azaltmak i¢in kullanilir.

- Etanol islemi: Tank ve aparatlar, saf etanol ile isleme tabi tutuldu. Saf etanol,
potansiyel olarak kalan RNaz enzimlerini inaktive eder ve RNaz aktivitesini
azaltmaya yardimci olur.

- Kurutma islemi: Son olarak, tank ve aparatlar etiivde kurumaya birakildi. Bu islem,

etanoliin buharlagsmasi ve malzemelerin tamamen kurumasini saglar. Kuruma stireci,

kalan RNaz enziminin aktivitesini etkisiz hale getirir.

Bu asamalar tamamlandiktan sonra jel dokme basamagina ge¢ildi. Bu basamakta dncelikle
0,5 g agaroz tartildi ve 10X FA (5 mL) tamponu igerisinde ¢oziildii. Bu ¢ézeltinin DEPC’li
su ile total hacmi 50 mL’ye tamamlandi. Ardindan, karsimin iyice ¢oziilebilmesi i¢in mikro
dalgada birka¢ dk siireyle kaynamaya birakildi. Homojenize olmus bu ¢ozeltinin 50°C
sicakliga sogumasi beklendi ve ardindan RNA-protein etkilesimlerini ¢ozmek ve RNA’nin
yapisint korumak i¢in %37’lik (12,3 M) formaldehit ¢ozeltisinden 900 pL eklendi. Son
olarak RNA oOrneklerini gorebilmek amaciyla Et-Br, son konsantrasyon 0,5 ug/mL olacak
sekilde jel karigimina eklenerek elektroforez tankina dokiiliip burada polimerlesmesi
saglandi. Polimerlesen jel, 0,25 M formaldehit iceren 1X FA tamponuyla dolu elektroforez
tankina yerlestirildi. Artik jel 6rnek yiiklemek i¢in hazir hale geldi. Bunun i¢in hemen

ornekler 2X oOrnek yiikleme boyasi ile boyanip 70°C’de 10 dk siiresince 1s1 ile denatiire
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edildi. Orneklerin denatiirasyonundan sonra drnekler buzun iizerine alinip sogutuldu ve
soguyan ornekler jele yiiklendi. Ornekler 80 V’da 40 dk boyunca yiiriitiiliip, alt birimlere
ayrilan RNA 6rnekleri UV goriintiileme sisteminde fotograflandi. %1°lik formaldehit agaroz

jel hazirlamak amaciyla kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.9da verilmistir.

Tablo 3.9: Formaldehit jel elektroforezi i¢in gerekli ¢ozeltiler ve hazirlanist

Cozelti Bilesim ve Hazirlamisi
41,9 g MOPS (MW:209,26), 6,8 g NaAc (MW: 136,08) ve 20
10X FA Tamponu
mL0,5 M’lik EDTA (pH 8,0) ¢ozeltisi ~900 mL %0,1’lik
-0,2 M MOPS _
DEPC’li suda ¢ozildi. pH’1 7,0’ye ayarlandi ve ardindan
-0,01 M EDTA (pH 7,0) _
DEPC’li suyla son hacim 1 L’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 151k
-0,05 M NaAc

almayacak sekilde oda sicakliginda saklandi.

0,25 M FA iceren 1X 100 mL 10X FA tamponu ve 20 mL %37’lik (12,3 M) FA

FA Tamponu karigtirildi ve son hacim DEPC’li suyla 1 L’ye tamamlandi.

3.2.3.4 RNA’nin reverse transkriptaz enzimi (RT) tarafindan komplementer DNA
(cDNA) olarak sentezlenmesi
Kaliteli ve miktar1 belirlenmis olan RNA 6rneklerinden 1 pg kalip RNA kullanilarak cDNA

sentezi iki basamakta gerceklestirildi.

- Primer baglanma basamagi: Bu basamakta oligo-dT primeri mRNA molekiiliiniin
poly(A) kuyruguna baglanir. Bu primer, mRNA molekiiliiniin 3' u¢ kismina
komplementer olarak baglanarak kalip olarak kullanilacak bdlgeyi belirler.

- Revers transkriptaz enzimi (Thermo scientific) ile cDNA sentezi: mRNA
molekiiliiniin 3' u¢ kismindan bagslayarak, RNA zincirini okunur ve DNA zinciri
sentezlenir. Bu siirecte, riboniikleotidlerin yerine deoksiriboniikleotidler (ANTP'ler)

kullanilir.

Elde edilen cDNA’lar Real Time PCR’da kullanilana kadar -20°C’de muhafaza edildi.
Sentez asamasinda kullanilan bilesenler Thermo Scientific firmasindan temin edilip

Tablo 3.10°da basamaklariyla birlikte verilmistir.
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Tablo 3.10: cDNA sentezi basamaklar1 ve gerekli bilesenler.

Bilesenler Miktarlan
Kalip olarak kullanilan RNA 1 uL
Oligo-dT primer (5 pg/mL) 1 uL
dH,O Son hacim 12,5

65°C’de 5 dk siiresince inkiibasyona tabi tutuldu.

Reaksiyon tampon (5X) 4 uL
RiboLock RNaz inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
10 mM dNTP mix 2 uL
Reverse transkriptaz (200 U/pL) 1 uL
Toplam hacim 20 uL

42 °C’de 60 dk. ve 72 °C’de 10 dk. inkiibasyon yapildi.

3.2.3.5 cDNA'mn Kalitesinin Degerlendirmesi icin PCR Yonteminin Kullanimi

Cesitli hiicre tiplerinde ve doku drneklerinde genellikle sabit bir ifade diizeyine sahip olan,
ic normalizator gen olarak Tablo 3.11°de dizisi verilmis olan HB-2-M genin ekspresyon
primerleri kullanilarak PCR yapildi. PCR’da kullanilmis olan malzemeler ve kosullar

sirastyla Tablo 3.12 ve Tablo 3.13’te verilmistir.

Tablo 3.11: Kullanilan primerler.

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°—3”)
HB-2-M ileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
Hp-2-M geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT

ADAMTS-8 ileri GATGCGTCCATGGCTGCCTTCTA

ADAMTS-8 geri TGCCAGTTGCAGAAGTTACGCAG
SMAD-2 ileri CGCCAGTTGTGAAGAGACTGCTGG
SMAD-2 geri GGGATACCTGGAGACGACCATCAA
SMAD-3 ileri GTGAAGCGCCTG CTGGGCTGGAA

SMAD-3 geri ATTGAAGGCGAACTCACACAGCTCC
SMAD-4 ileri TGAAAGTTTGGTAAAGAAGCTGAAG
SMAD-4 geri TCACCATCATACT TGATGGAGCAT
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Tablo 3.12: cDNA sentezi kontrolii i¢in HB-2 PCR’1inda kullanilan malzemeler.

Bilesenler Miktar
cDNA 1 uL
dNTP karisim (10 mM) 1 uL
MgCI2 (25 mM) 2 uL
Taq tamponu (10X) SuL
Tleri primer 1 pL
Geri primer 1 uL
dH20 38,5 uL
Taq polimeraz (5 U/uL) 0,5 uL
Toplam 50 uL

Tablo 3.13: HB-2 PCR kosullari

Segment Dongti Sayisi Sicaklik (°C) Stire

1 1 94°C 2 dk

94°C 1 dk

2 30 58°C 30 sn

72°C 30 sn

3 1 72 °C 10 dk

3.2.3.6 Agaroz Jel Elekroforezi

1 g agaroz tartilip, 100 mL 0,5X TBE tamponunda ¢6ziildii ve mikro dalga firinda ¢ozelti
homojen olana kadar kaynatildi. Ardinda ¢eker ocagin i¢inde 50°C’ye kadar sogumaya
birakildi. Soguyan jele son konsantrasyonu 0.5 ng/mL olacak bicimde Et-Br eklendi. Hafifge
karigtirilarak elektroforez tankina dokiiliip jelin polimerlesmesi beklendi. Polimerlesen jel
0,5X TBE dolu elektroforez cihazina yerlestirildi. Ardindan, 6rnekler hazirlanmaya basladi.
Ornekler 6X yiikleme boyastyla boyanip tankin i¢inde bulunan jele yiiklendi. Jel 90 Voltta

40 dk siiresince yiiriitiiliip UV goriintiileme cihazi ile goriintii alinda.
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3.2.3.7 Real Time PCR (qPCR)

ADAMTS-8 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyon seviyelerini kantitatif olarak
belirlemek i¢cin Roche Life Science tarafindan gelistirilen LightCycler® 480 Sistemi
kullanildi. Bu sistem, real-time PCR (qPCR) temelli bir yontemdir ve gen ifadesinin nicel
olarak dl¢iilmesini saglar. RNA’dan DNA eldesinin sonucunda, kaliteli oldugu belirlenen 1
pg cDNA’dan 1 pL kullanildi. Bu cDNA’lar kontrol, sitokin ve yolak inhibisyon
caligmalarindan elde edilen cDNA’lardir. Real Time PCR caligmasinda, ADAMTS-8
ekspresyon primerleri ve bu genin normalizatorii olarak HB-2-M ekspresyon primerleri
kullanildi. cDNA’larin her biri ii¢ tekrar olacak sekilde Tablo 3.14’te verilen Real Time PCR

bilesenlerinin bulundugu karisima hava kabarcigi olusturulmadan konuldu. LightCycler®

480 cihazinda Tablo 3.15’te belirtilen kosullarda PCR reaksiyonu gergeklestirildi.

Tablo 3.14: Real Time PCR bilesenleri

Bilesenler Miktar
cDNA 1 uL
RealQ Plus 2X Master Mix Green 6,25 uLL
[leri primer (10 pmol/uL) 0,5 pnL
Geri primer (10 pmol/uL) 0,5 L
dH20 4,25 uL
Toplam 12,5 uL

Tablo 3.15: Real Time PCR ¢alisma kosullar1

Segment Dongii sayis1 Sicakhik Siire

On Inkiibasyon 1 95°C 10 dk
95°C 30 sn

Amplifikasyon 40 55°C 30 sn
72°C 30 sn

1 95°C 5sn

Erime Egrisi 65°C L
Sogutma 1 40°C 30 sn
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3.2.3.8 Real Time PCR Sonuc¢larimin Livak Metoduna Gore Degerlendirilmesi

Her bir cDNA i¢in, HB-2-M geninin Ct degerlerinin ortalamasi, ADAMTS-8 geninin Ct
degerlerinden ¢ikarildi. Cikan sonucun 2 tabaninda kuvveti alinip, kontrol gruplar1 kendine
boliinerek kat olarak 1 kabul edildi. Caligma gruplari, kontrol grubuna béliinerek 1’in katlari
seklinde degerler elde edildi. Bu oranlar, ¢aligma gruplarinin kontrol grubuna kiyasla ne
kadar arttigin1 veya azaldigin1 gostermektedir. Degerler, analiz i¢in GraphPad programinda

grafiklendirildi ve sonuglar bu grafikler tizerinden degerlendirildi.

3.2.4 Protein ile Tlgili Teknikler

3.2.4.1 Western Blot Yontemi Kullanarak Proteinlerin Belirlenmesi

SW480 hiicrelerinde ADAMTS-8 geninin protein diizeyindeki ifadesini belirleyebilmek i¢in
western blot yontemi kullanildi. Bu yontemde kullanilan ¢o6zeltiler Tablo 3.16’da

belirtilmistir. Bu yontemin temel basamaklar1 6zetle su sekildedir;

- Protein Ekstraksiyonu: SW480 hiicrelerinden RIPA tamponu ile protein ekstraktinin
cikarilmasini saglandi. Bu adimda, hedef proteinlerin 6rnekteki diger bilesenlerden
ayrilmasi saglanir.

- Protein Ayirma: Proteinlerin boyutlarina gére ayrilmasi adimidir. Poliakrilamid jel
elektroforezi (SDS-PAGE) yontemi kullanildi.

- Transfer Islemi: Proteinlerin jel iizerinden bir membrana aktarilmasi, daha sonra
hedef proteinin tespiti i¢in antikorlarla reaksiyona girebilecegi bir yiizeyin
olusturulmasini saglamak amaciyla boyutlarina goére ayrilan proteinlerin jel
izerinden bir PVDF membrana transfer islemidir.

- Bloklama: Non-spesifik baglanmay1 onlemek ve antikorlarin hedef proteinlere
spesifik olarak baglanmasini saglamak i¢in yapildi.

- Antikor Inkiibasyonu: Hedef proteinleri belirlemek ve antikorlar araciligiyla bu
proteinlere spesifik olarak baglanmay1 saglamak i¢in gergeklestirildi.

- Sinyal Tespiti: Ikincil antikorun baglanmasiyla birlikte hedef proteinin tespit edildigi

adimdir.
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Tablo 3.16: Western Blot tekniginde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanma prosediirleri

Cozelti

Hazirlamis1 ve Icerigi

RIPA Tamponu

-20°C'de saklanmak tizere 15 mL'lik falkonlara paylastirilan ¢ozelti, 10
mM Tris-HCI (pH 8,0), 140 mM NaCl, ]| mM EDTA, 1 mM EGTA, %0,1
(w/v) sodyum deoksikolat, %0,1 (w/v) SDS ve %1 (v/v) Triton X-100
igerir. Proteaz inhibitorii eklenerek son hacmi tamamlandiktan sonra

paylastirildi.

Bradford
Reaktifi

50 mL %95’lik etil alkol iginde, 0,1 g Coomassie brillant blue (G-250)
¢oziildii. Daha sonra, 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklenerek
homojenlestirildi. Son hacim dH>O ile 1 L’ye tamamlanip ¢ozelti 151k
almayan bir siseye almip iki kez filtre kagidindan geg¢irildi. +4°C’de

saklandi

Ayirma (Alt) Jel

Tamponu

1,5 M Tris-base (pH 8,8) igeren bir ¢ozelti elde edildi. Bunun i¢in 18,17 g
Tris-base (molekiiler agirlik: 121,14) ve 0,4 g SDS, yaklasik 80 mL dH>O
icinde ¢oziindiiriildii. Sonrasinda, pH degeri 8,8'e ayarlandi ve hacim 100

mL olarak tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti, +4°C'de saklandi.

Yigma (Ust) Jel

Tamponu

%0,4 (w/v) SDS igeren 0,5 M Tris-base (pH 6,8) iceren bir ¢ozelti
hazirlandi. Bunu yapmak i¢in 6 g Tris-base (molekiiler agirlik: 121,14) ve
0,4 g SDS, yaklasik 80 mL dH>O i¢inde ¢6ziindiiriildii. Ardindan pH degeri
6,8'e ayarlandi ve hacim 100 mL olarak tamamlandi. Elde edilen ¢ozelti,

+4°C’de sakland:.

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

pH 8,3'e ayarlanmig 0,25 M Tris-base ve 1,92 M glisin igeren bir ¢ozelti
hazirlandi. Bu i¢in 30,3 g Tris-base (molekiiler agirlik: 121,14) ve 144,4 g
glisin (molekiiler agirlik: 75,07) yaklasik 700 mL dH2O ig¢inde
¢ozlindiiriildii. Ardindan, ¢ozeltinin pH degeri ayarlandi ve hacim 1 L'ye

tamamlanda.

%10 (w/v) SDS

10 g SDS dH»O i¢inde ¢oziindiiriilerek son hacim 100 mL'ye tamamlandi.

Cozeltisi Hazirlanan ¢ozelti oda sicakliginda saklandi.

Son hacim 1 L’ye tamamlanarak, 100 mL 10X yiiriitme stok tamponu ve
Yiiriitme 10 mL %10 (w/v) SDS ¢ozeltisi ile karigtirildi. Son konsantrasyon: 25
Tamponu (1X) mM Tris base, 92 mM glisin ve %0,1 SDS (w/v). pH degeri 8,3 olarak

ayarlandi.
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Tablo 3.16 (devam)

Transfer

Tamponu

1 L'lik ¢ozelti elde etmek i¢in, 100 mL 10X yiirlitme stok tamponu ve 200
mL metanol birlestirildi ve son hacim dH>O ile 1 L'ye tamamlandi. Elde
edilen ¢ozeltiye 500 pL %10 (w/v) SDS eklenerek karigtirildi. Cozelti -
20°C'de sogutularak kullanima hazir hale getirildi.

10X Stok TBS
(Tris-Buffered

Saline)

0,2 M Tris-base ve 1,5 M NaCl iceren bir ¢ozelti hazirlandi. Bunu elde
etmek i¢in, 24,22 g Tris-base (molekiiler agirlik: 121,14) ve 87,66 g NaCl
(molekiiler agirlik: 58,44) yaklastk 700 mL dH>O iginde c¢oziildii.
Sonrasinda pH degeri 7,5 olarak ayarlandi ve hacim 1 L'ye tamamlandi.

Hazirlanan ¢dzelti, +4°C’de uygun sekilde saklandi.

1X TBST

Cozeltisi

%0,1 (v/v) Tween-20 iceren 1X TBS ¢o6zeltisi hazirlandi. Bunun i¢in, 100
mL 10X stok TBS ¢ozeltisine 1 mL Tween-20 eklenerek karistirildi. Elde

edilen ¢ozelti, son hacmi 1 L'ye tamamlamak i¢in dH>O ile diizeltilmistir.

Bloklama

Tamponu

%5 (w/v) yagsiz siit tozu igceren 1X TBST ¢ozeltisi hazirlandi. Bunu
gerceklestirmek icin, 50 mL 1X TBST c¢ozeltisi icerisine 2,5 g yagsiz siit
tozu eklenerek homojen bir karisim elde edildi. Elde edilen ¢6zelti, uygun

sicaklik olan +4°C’de saklanda.

Ponceau Boyasi

ponceau-S'm 0,1 g, %5 (v/v) asetik asit ¢ozeltisi icinde 100 mL olarak

¢oOzildii.

Jelden Boya

Giderici Cozelti

Hacim bazinda, ¢ozelti su oranlarda hazirlandi: %5 metanol, %7,5 asetik

asit ve %87,5 dH-O.

Jel Boyama

Cozeltisi

Coomassie brillant blue R-250'in 0,1 g, 50 mL metanol i¢inde ¢oziildii.
Ardindan, karigima 10 mL asetik asit eklenerek homojen ¢ozelti elde edildi.

dH>0 kullanilarak ¢6zelti hacmi 100 mL'ye tamamlandi.

3.2.4.2 RIPA tamponu kullanarak hiicrelerin lizizi ve proteinlerin ekstraksiyonu

Protein kazimaya baslamadan 6nce ependorflar etiketlenip buz {izerine alinarak sogutuldu.

Ardindan Boliim 3.2.2.7°de belirtildigi sekilde kurulan protein deneyi kontrol, 1., 3., 6., 24.,

48. saatlerinin sonunda besiyerinden uzaklastirildi. Daha sonra hiicreler 2 kez soguk PBS ile

yikandi. Ardinda buz iizerinde eritilen RIPA tamponundan (bk. Tablo 3.16) 6 kuyucuklu

plakanin her bir kuyusuna optimize edilmis miktar olan 120 pL eklendi. RIPA tamponu

eklenmis olan plaka 5 dk siiresince buz lizerinde bekletildi. Ardindan kuyulardan hiicre

kaziyict ile hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi ve mekanik sekilde pargalanmasi saglandi.
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Kazinan hiicreler soguk ependorfa alinarak lizize devam etmek i¢in sonikasyona tabi tutuldu.
Sonikasyon iglemi 2 dk buz gibi sogutulmus sonikasyon cihazinda 2 dk buz iizerinde olmak
iizere 3 kez tekrarlandi. Daha sonra buz kabininin i¢inde horizontal ¢alkalayicida 15 dk
stiresince inkiibe edildi. Bu islemin ardindan +4°C’de 15 dk siiresince 13.500 rpm’de
santrifiijlendi. Hiicre atiklarindan kurtulup siipernetat kismi soguk ependorflara alindi.

Orneklerin Bradford yéntemi ile miktar1 belirlenip -80°C’ye kaldirilds.

3.2.4.3 Bradford Yontemiyle Protein Miktar1 Tayini

Protein miktarinin niceliksel olarak belirlenmesi icin BSA (Bovine Serum Albumin) standart
cozeltilerinden olusan bir seri kullanildi. Bu seri, farkli konsantrasyonlarda (100-1000
png/mL) hazirlanan BSA ¢dzeltilerini igerir ve standart bir egri olusturmak i¢in kullanildi.
Standart egri, 0rnekteki bilinmeyen protein miktarini belirlemek i¢in kullanilan bir referans
noktasi saglar. Deneyde kullanilan 96 kuyucuklu plakaya, standart BSA ¢ozeltilerinden her
biri en az 3 tekrar olacak sekilde 5 pL miktarinda eklenerek dagitildi. Ayrica, plakada kor
denetim i¢in 5 pul. dH>O kullanildi. Miktar1 belirlenecek Orneklerden de 5 pL alindi.
Ardindan her bir kuyucuga 250 pL Bradford reaktifi eklenerek homojen bir sekilde
karistirld: ve 10 dakika boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi. inkiibasyon siiresi
sonunda, absorbans Olg¢limleri spektrofotometre kullanilarak 595 nm dalga boyunda
gerceklestirildi. Standart BSA c¢ozeltilerindeki protein miktarlariyla iliskilendirilen
absorbans degerleri, standart bir egri olusturmak icin kullamldi (bk. Sekil 3.2). Orneklerin
absorbans degerleri, standart bir egri kullanilarak protein miktarma dontstiiriildi. Bu
sekilde, 6rneklerin protein konsantrasyonlari dogrudan absorbans degerlerine bagli olarak

belirlendi. Bu yontemle protein miktarinin dogru ve hassas bir sekilde belirlenmesi saglandi.
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Sekil 3.2: Bradford egrisi ve formiilii

3.2.4.4 SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE)

Jel hazirlig1, Orneklerin hazirlanmasi, Orneklerini jele yiiklenmesi, jelin boyanarak
gorsellestirilmesi seklinde basamaklar1 igeren SDS jel elektroforez yontemi proteinlerin
elektrik akimli alanda dikey yonde molekiil agirliklarina goére ayrilmasi temeline
dayanmaktadir. Bu isleme ge¢meden Once kullanilacak olan cam plakalar ve Bio-Rad
sisteminin western aparatlar1 dH2O ile yikanip %70’lik alkol ile silindi. Cam plakalar 6zenle
kurutulduktan sonra jel dokiim standina dikkatlice yerlestirildi ve jel dokme islemi i¢in hazir

hale getirildi.

SDS-PAGE c¢alismasi icin farkli oranlarda olan, ayirma jeli tizerine y1gma jeli olacak sekilde
iki farkli jel kesintili sekilde dokiildii. Bu amag i¢in ilk olarak proteinlerin biiylikliiklerine
gore ayrilmasi i¢in %10'luk oranda poliakrilamid igeren ayirma jeli Tablo 3.17°de belirtildigi
sekilde hazirlanip hizlica cam plakalarin arasina {ist kistmdan 2-3 cm bosluk olacak sekilde
dokiildii. Ust kism1 %90°1lik izopropanol (veya dH,O) eklenerek diiz bir jel elde edildi.
Polimerlesmenin sonunda %90’lik izopropanolden (veya dH>O) uzaklastirilip %4'liik
oranda poliakrilamid igeren yigma jeli dokiildi. Cam plakalarin arasina camlara uygum
mm’de tarak yerlestirilip polimerlegsmeye birakildi. Polimerlesen jel’den tarak cikartilip 1X
yiiriitme tambonu ile dolu olan elektroforez tankina yerlestirildi. Ornekler yiiklenmeden

once kuyular bu 1X yiiriitme tamponu ile yikandi.
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Deneyde, en az miktarda protein igeren bir 6rnegin 20 pL miktar1 referans alindi ve diger
ornekler de ayn1 miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere yerlestirildi. Bu islem, 6rnekler
arasinda protein miktarinin standardize edilmesini saglamak i¢in yapildi. Her bir 6rnegin
tizerine 5 pL ylikleme boyasi eklendi. Yiikleme boyasi, protein Orneklerinin jeldeki
hareketini takip etmek amaciyla kullanildi. Yiikleme boyasi i¢in ticari olarak hazirlanan 4X
Laemli 6rnek tamponu (90 pL) ve P-merkaptoetanol (10 pL) karistirilarak hazirlandi.
Ornekler, 25 pL yigma jel tamponu ile tamamlanarak karistirildi. Daha sonra proteinleri
lineer hale getirmek icin 95°C’de 5 dk siiresince 1s1 ile denatiire edildi. Y1gma jelinin ilk
kuyusuna proteinlerin ayrilma Oriintiisiinii degerlendirmek ve proteinlerin molekiiler
agirliklarini belirlemek i¢in PageRuler™ Prestained Protein Ladder olarak adlandirilan 5 pL
biiyiikliik belirteci yiiklendi. Diger kuyulara son hacim 25 pL olacak sekilde ornekler
yiiklendi. Bu islemden sonra Tablo 3.16’da belirtilen sekilde transfer tamponu hazirlanarak
-20°C’ye transfer islemine kadar kaldirildi. Jel 80 V’da serbest mA olacak sekilde 2,5-3 saat

yuriitiildi.

Tablo 3.17: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve hazirlanma oranlar1 2 jel i¢in verilmistir.

Ayirma Jeli (%10  Yigma Jeli (%4

Bilesenler
poliakrilamid) Poliakrilamid)

Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2,5mL -
Yigma (Ust) Jel Tamponu - 2,5mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40 37.5/1) 2,5mL 625 uL
dH>O 5mL 3,05 mL

% 10 (w/v) APS 100 uL 50 uL
TEMED 10 uL 5uL

3.2.4.5 Proteinlerin SDS-PAGE Jelinden PVDF Western Blot Membranina Transferi
Proteinlerin SDS-PAGE jelinden PVDF (MilliporeTM) membrana transferi, Bio-Rad Trans
Blot sistemi kullanilarak gergeklestirildi. SDS-PAGE isleminin ardindan, jel yigma jeli
kismindan kesilerek iist jel uzaklastirildi. Ayirma jeli, dengelenmesi i¢in soguk transfer
tamponu i¢inde oda sicakliginda 5 dakika bekletildi (Tablo 3.16). Transfer tamponunda
bekletilen transfer aparati, Whatman 3 MM kagidi1 ve siingerler, transfer siireci i¢in hazir

hale getirildi. PVDF membrani, aktiflestirme i¢in metanolde 2 dakika bekletildi ve ardindan
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soguk transfer tamponuna yerlestirildi. Membran, kesilip boyutlandirildr (8 x 6 cm) ve
transfer islemine hazir hale getirildi. Daha sonra transfer kasedinin (-) kutbundan baslayarak
stinger- 3 kagit- jel- membran- 3 kagit- siinger olacak sekilde yerlestirilip katmalar silindirik
aparat ile gecilerek transfer etkinligini diiserebilecek hava kabarcigi olusumu engellendi.
Transfer kaseti (-) kutbundan (+) kutba dogru kapatilarak soguk transfer tamponu ile dolu
bulunan tankin icine yerlestirildi. +4°C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Transfer 80
mA’de serbest voltaj olacak sekilde gerceklestirildi.

3.2.4.6 Proteinlerin Antikorlarla Etkilesiminin Immiinoblot Yéntemiyle Tespiti
PVDF membranda, protein transferi sonrasinda spesifik olmayan baglanmalarin énlenmesi
ve arka plan giiriiltiislinii azaltarak 6zgiil bir sinyal elde etmeyi saglamak amactyla bloklama
islemi uygulandi. Bu amagla membran, 20 mL hacmindeki bloklama tamponu (Tablo 3.16'de
belirtilen) iginde oda sicakliginda 1,5 saat boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon horizontal bir
calkalayicida gercgeklestirildi. Inkiibasyon siiresi bittikten sonra membran 1X TBST
soliisyonu ile yikandi. Yikama islemi {i¢ kez tekrarlandi ve her bir yikama 5 dakika siiresince
gerceklestirildi. Bu tekrarli yikama adimlari, membran {izerindeki istenmeyen bilesiklerin
ve artiklarin tamamen temizlenmesini saglamak ve ayni zamanda, antikorlarla olas1 non-
spesifik baglanmalar1 azaltip, antikorlarin hedef proteinlere spesifik olarak baglanmasini
kolaylagtirmak amaciyla gergeklestirildi. Membran, ADAMTS-8 ve B-aktin proteinlerini
iceren bolgeleri ayirmak i¢in ayri ayri primer antikorlarla muamele edildi. Bu islemde,
bloklama tamponunda seyreltilen 1/500 oraninda ADAMTS-8 antikoru ve 1/5000 oraninda
B-aktin antikoru kullanildi. Membran, +4 °C'de bir gece boyunca doner hareketli
calkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membran, 5 dk’lik siirelerle {i¢ kez 1X
TBST ile yikandi. Daha sonra, membran sekonder antikorlarla (1/10000 oraninda mouse [3-
aktin ve ADAMTS-8 antikoru) isleme tabi tutuldu. Son olarak, membran 5 dakikalik
stirelerle ti¢ kez 1X TBST ile yikand1 ve goriintiileme islemi yapildi.

3.2.4.7 Protein Bantlarinin Gorsellestirilmesi ve Analiz Edilmesi

Proteinlerin belirlenmesi ve goriintiilenmesi icin, spesifik antikorlarla isaretlenen
proteinlerin tespiti amaciyla (PierceTM) ECL Western blot substrati kullanildi. ECL
substrati, membranda bulunan isaretlenmis proteinleri tanimlayarak 151k emisyonu sagladi.

Bu sayede hedef proteinlerin varligi ve yogunlugu goriintiilendi. UVP BioSpectrum™
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goriintilleme sistemi, elde edilen 151k emisyonunu algilayarak goriintii olusturdu ve

fotograflama islemi cihaz yardimiyla gergeklestirildi.

Protein bantlarinin fotograflarinin analizi i¢in Image] programi kullanildi. Bu analizde,
deney ve kontrol gruplarinda bulunan protein bantlar1 dlgiilerek yogunluk degerleri elde
edildi. Ayrica, normalizasyon amaciyla B-aktin proteini ¢alisildi. ADAMTS-8 ve B-aktin
analiz sonuglari, bu iki protein arasindaki oranlar hesaplanarak GraphPad programinda
grafiklendirildi. Bu degerler, protein ekspresyon diizeylerinin karsilastirilmasi ve

istatistiksel analiz i¢in kullanildi.

3.2.5 Transfeksiyon Calismalari ile Tlgili Teknikler
Plazmid DNA’lar1 kalsiyum fosfat metoduna goére memeli hiicre hatti olan SW480

hiicrelerine aktarildi. Tablo 3.18’da verilmis malzemeler 6nceden hazirland.

Tablo 3.18: Kaslsiyum-Fosfat prespitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesim ve Hazirlamisi
2X HEPES-Buffered Saline 1,19 g HEPES, 1,63 g NaCl ve 0,02 g
(2X HeBS) Na2HPO4'in yaklasik 90 mL deiyonize suya
-280 mM NaCl (MW:58,44) ¢oziindiiriilerek pH 7,05'e ayarlandigi ve
- 1,5 mM Na2HPO4 hacminin 100 mL'ye tamamlandig1 bir ¢ozelti
(MW:141,96) elde edildi. Bu ¢ozelti daha sonra 0,22 um'lik bir
- 50 mM HEPES (MW:238,3) filtreden gecirilerek steril edildi ve ependorf
(pH 7,05-7,12) tiiplerine boliinerek -20 °C'de saklandi.
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Tablo 3.18 (devam)

Cozelti Bilesim ve Hazirlamisi

36,75 g CaCl2 c¢ozeltisi, 100 mL deiyonize suya
eklenerek homojen bir ¢ozelti olusturuldu.

Hazirlanan c¢ozelti, sterilizasyon amaciyla 0,22
2,5 M CaCb

um'lik bir filtre kullanilarak filtrasyon isleminden
(MW: 147,01)

gecirildi. Sterilize edilen ¢dzelti, -20 °C sicaklikta
saklamak icin ependorf tiiplerine dagitildi ve bu

sekilde muhafaza edildi.

3.2.5.1 Transfeksiyon Deneyi

Hiicreler 2 ve ileri pasajlara ulastiginda hiicreler sayilarak mL’sinde bulunan canli hiicre
sayist belirlendi. Ardindan 100 mm alana sahip hiicre kiiltiirii petrilerine 10° hiicre/petri
olacak sekilde paylastirildi. Gece boyu inkiibasyon icin 37°C’de %0,5’lik CO; iceren
inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin transfeksiyon icin Tablo 3.18’de verilmis olan gerekli
malzemeler oda sicakligia getirildi. 100 mm petri kaplar1 i¢in son hacim 3,9 mL olacak
sekilde HEPES igeren ¢ozelti B igerisinde pastor pipetiyle hava kabarcigi olustururken
¢Ozelti A pipet yardimiyla damla damla eklendi. Bu islemde plazmid Ca*? ile gevrilir. Cozelti
A ve B’nin karisimi, presipitasyon i¢in oda sicakliginda 30-60 dk siiresince laminar flow
icerisinde bekletilir. Bu siire sonunda presipitasyon gozle gozlemlenir haldedir. Transfekte
edilecek hiicreler inkiibatdrden c¢ikarilarak DNA-Kalsiyum kompleksleri hafif sekilde
homojen hale getirilip esit sekilde petrilere paylastirildi. Petriler bu islemden sonra
inkiibatore (37°C’de, %0,5 CO;) kaldirildi. Gece boyu inkiibasyon siiresinin sonunda
hiicrelerin medyumu dokiiliir ve hiicreler 1X PBS ile yikanarak transfeksiyon ortamindan
uzaklasildi ve 96 kuyucuklu plakalara transfekte edilmis hiicrelerin boliinmesi i¢in Tripsin
EDTA ile hiicreler kaldirildi. Tripsin-EDTA inaktivasyonu i¢in %10 FBS iceren DMEM
eklenerek 15 mL’lik tiipe alindi. Daha sonra 5 dk boyunca 1000 rpm’de santrifiijlendi ve
ardindan pelletler 5 mL DMEM ile ¢oziildii. Coziinen hiicreler sayilarak mL’de bulunan
hiicre sayis1 belirlendi ve kuyu basina 3X10* hiicre olacak sekilde paylastirildi. Hiicreler
plaka ylizeyine tutunmasinin ardindan serum agligr yaratmak i¢in %0,1’lik BSA iceren
DMEM ile medyum degisikligi yapildi. %0,1 BSA i¢geren DMEM ortaminda 1 saat inkiibe
edildi. Ardindan 200 pL’lik plakanin medyumuna PD169316, PD98059, SP600125,
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Wortmannin, SIS3 inhibitérleri eklendi ve 45 dk boyunca inkiibatorde bekletildi bu islemin
ardindan hem sitokin grubuna hem de inhibitor gruplarina 20 ng/mL olacak sekilde TGF-1
eklendi ve 6 saat inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinden sonra 50 pL medyum cekildi. Cekilen

medyumlar daha sonra 6l¢iilmek iizere etiketlenerek -20°C’ye kaldirildi.

Tablo 3.19: Kaslsiyum-Fosfat prespitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti A Cozelti
B

Deney Kiiltiir DNA 2,5M dH:O 2X Kiiltiir
Kabi CaCl, HeBS Hacmi
96 well 0,1 ng 0,45 uLL 4,5 uL 4,5 uL 200 uL
6 well 2ug 9 uL 90 uL 90 uL 2 mL
100 mm petri kab1 | 1,5 pg 63 uL 630 uL 630 uL 10 mL
T25 flask 10 ug 31,5uL 315 uL 315 uL 5mL

3.2.5.2 Sahnan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Olciilmesi

Lusiferaz Aktivitesinin 6l¢iimii i¢in "Ready-To-Glow Dual Secreted Luciferase Assay"
(Clontech) kiti ile 6l¢tim alindi. 10 X Lusiferaz Substrati, Reaksiyon Tamponu ile 1 X’e
diliie edildi. 96 kuyucuklu plakalardan transfeksiyonun 48. ve 72. saatlerinin sonunda 50 pL
cekilen medyumlardan 10 pL alinarak 384 kuyucuklu plakaya konuldu. Ardindan, 1 pL
1X’e diliie edilen Lusiferaz Substrati karisimindan alinarak hemen 10 pL'lik medyumun
tizerine eklendi. Luminometre cihazi yardimiyla oOlglimler gerceklestirildi. Lusiferaz
sonuglarin1 normalize etmek amaciyla Seap 6lgiimii alindi. Olgiime gegmeden &nce, kit
icerisinde bulunan 5X dillisyon tamponu 1X'e sulandirilarak kullanima hazir hale getirildi.
Ardindan, hazirlanan 1X dilisyon tamponu kullanilarak dl¢timlere baglandi. 50 pL ¢ekilen
medyumlar 96 kuyucuklu plakalara 5 pL olacak sekilde paylastirildi. Uzerine 1X diliisyon
tamponu eklendi ve 65°C’de 30 dk siire boyunca inkiibe edildi hizlica sogumasi i¢in 2-3 dk
buzda bekletildi. Daha sonra oda sicaklifina gelene kadar inkiibasyona tabi tutuldu.
Ardindan, oda sicakligina gelen orneklerin tizerine 20 pL Seap eklenip oda sicakliginda

tekrar 30 dk inkiibe edildi. Siirenin sonunda luminometrede 6l¢iim alindi.
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3.2.6 Kromatin Immuno Presipitasyonu (ChIP)

ChIP, belirli bir proteinin genom iizerindeki baglanma bolgelerini belirlemek i¢in yaygin

olarak kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Asagida belirtilen basamaklari igerir;

SW480 hiicrelerinin ¢apraz baglama icin formaldehit ile fiksasyonu: Hiicreler,
formaldehit gibi bir ¢apraz baglayici ile fikse edilir. Bu adim, protein-DNA

etkilesimlerini sabitleyerek hiicrelerin orijinal durumunu korumasini saglar.

. Kromatinin hazirlanmasi: Fikse edilmis hiicreler, hiicre zarlarinin pargalanmasi ve
cekirdeklerin agilmasi i¢in uygun tamponlarla muamele edilir. Bu adimda, kromatin

kompleksi agiga ¢ikarilir ve protein-DNA etkilesimleri serbest hale gelir.

. Kromatin parcalanmasi: Kromatin, genellikle ultrasonikasyon yontemle uygun

boyutlara parcalanir. Bu, DNA parcalarinin istenen boyut araliginda olmasini saglar.

. Antikor immiinopresipitasyonu: SMAD proteininin, protein-DNA komplekslerinin
secici olarak cekilmesi icin 2 pg olacak sekilde SMAD2/3 antikoru kullanildi.
Antikorlar, kromatin ile birleserek hedef protein-DNA komplekslerine baglanir ve
bu komplekslerin izole edilmesini saglar.

. Protein-DNA baglarinin ters ¢evrilmesi ve proteinlerin ¢oziilmesi: Immunopresipite
edilen komplekslerdeki protein-DNA baglari, sicaklik ve enzimatik sindirim
kullanilarak ¢oziiliir. Bu adim, proteinlerin ayrilmasi ve DNA'nin serbestlesmesi i¢in

gerceklestirilir.

. Izole edilen DNA'nin saflastiriimasi ve analizi: Proteinler ¢dziindiikten sonra, DNA
izole edilir ve saflagtirilir. Daha sonra, izole edilen DNA'nin, qPCR yontemi ile

analizleri gerceklestirilip grafikleri GraphPad programu ile ¢izildi.

ChIP protokoliiniin basamaklart EZChIP™ Milipore kiti kullanilarak gergeklestirildi.
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3.2.6.1 Kromatin Immunopresipitasyonunda Fiksasyon Asamasi

10 mL biiylime ortami igeren 100 mm'lik bir kiiltiir kabinda yapisik halde bulunan SW480
hiicreleri %80-90 yogunlukta oldugunda deney baslatildi. Hiicrelerde serum aglig1 yaratmak
icin %0,1 BSA’l1 medyuma alinip 1 saat inkiibe edildi., TGF-f sitokini son konsantrasyonu
20 ng/mL olacak sekilde uygulandi. 16 saat bekleme siiresinden sonra, ChIP prosediirii
baslatildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda ChIP deneylerine baslamak igin, 366,6 pL %37
formaldehiti medyuma eklendi. Oda sicakliginda horizontal calkalayicida hafifce
calkalayarak 10 dk siiresince inhiibe edildi. Inkiibe siiresinin sonunda reaksiyona girmemis
olan formaldehit kalintilarin1 uzaklastirmak i¢in 1.3 mL 10X Glisin her bir hiicre kabinin
iizerine eklendi. Bu karisim horizontal ¢alkalayicida hafifce calkalanarak 5 dk oda
sicakliginda inkiibe edildi. Ardindan yikama basamagina gecildi. Oncelikle biiyiime kabi
buz iizerine yerlestirildi. Medyumu bir pipetle uzaklagmasi saglandi. Uzerine her bir petri
icin 10 mL soguk 1X PBS ekleyerek hiicreler yikandi. Bu asama 3 defa tekrar edildi. Bu
asamadan sonra hiicreleri kaziyabilmek i¢in 1 mL 1X PBS'e 3.25 pL Proteaz inhibitér
Kokteyl II eklendi (Kullanilacak petri hacmine gore kat alinarak hesaplanir) ve tiipleri buz
iizerinde sogutuldu. 1X Proteaz Inhibitér Kokteyl II iceren 2 mL soguk PBS 100 mm’lik
hiicre kabina eklendi. Hiicre kab1 5 dk siiresince buz iizerinde inkiibe edildi. Ardindan,
hiicreler hiicre kaziyict yardimiyla kazindi ve 2 mL’lik ependorf tiiplerin igerisine alindi.
Daha sonra 700 x g'de 4°C'de 8 dk santrifiijlendi. Santrifiijleme sirasinda, bir sonraki
basamak i¢in gereken liziz tamponu hazirlandi. Bu tampon, her bir petri i¢in gerekli olan
666 uL SDS Lizis Tampon'a 3.3 pL Protease Inhibitor Koktail II ekleyerek kullanima hazir
hale getirildi. Santrifiij sonrasinda siipernatant uzaklastirildi. Her hiicre pelletini 1X Proteaz
Inhibitér Kokteyli I igeren 666 uL SDS Lizis Tamponunda ¢dziildii. Céziinen hiicreler, her
bir santriifiij tiipiinde 300-400 pL arasinda olacak sekilde paylastirildi. Her bir tiipte 300-
400 pL olacak sekilde paylastirilmis olan hiicre lizati buz ile dolu ultrasonik sonikasyon
cihaz1 yardimiyla ¢apraz bagli DNA’lar1 200-1000 bg¢ araliginda parcalandi. Bu amag icin 5
sefer 10 sn sonikasyon 10 sn buzda bekletme seklinde yapildi. Sonikasyon isleminin ardinda
13 500 x g’de 4°C'de 10 dk boyunca santrifiij yapildi ve slipernatant 100’er pL olacak sekilde
paylastirihir. Her 100 pL'lik siipernatant aslinda 1 x 10° ‘yi esit olacak sekilde bir
immiinopresipitasyon yapacak kadar hiicre lizati icermektedir. Istenirse 5 uL olacak sekilde
hiicre lizat1 sonikasyondan sonra alinabilir ve Boliim 3.2.3.6°de tarif edildigi sekilde agaroz
jel analiziyle DNA’nin pargalanip parcalanmadigi kontrol edilebilir. Bu asamada hiicre

lizatlar1 -80°C’de 2 aya kadar saklanabilmektedir.
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3.2.6.2 Kromatin Immunopresipitasyonunda Capraz Bagh Protein/DNA'nin
Immiinopresipitasyonu (IP)

Her IP igin, 600 uL Diliisyon Tamponu ve 3 pL Proteaz Inhibitér Kokteyli II eklenmesi
gerekir. Diliisyon tamponu buz iizerinde saklanir. 100 pL hiicre lizat1 lizerine 600 pL
eklendiginde 700 pL total hacim elde edilir. Pozitif kontrol (Anti-RNA Polimeraz I1), negatif
kontrol (IgG), ilgilenilen antikoru (SMAD2/3) igermelidir. 700 pL hiicre lizatinin antikor
muamelesinden 6nce 6n temizle i¢in her bir IP’a 42 puL Protein G Agaroz eklendi. Bu
asamada, Protein G Agaroz, non-spesifik baglanabilecek protein pargalarindan ayristirildi.
Protein G agorozunu koyduktan sonra 4°C'de 1 saat 360° rotasyonlu dondiiriiciide inkiibe
edildi. 5000 g’de 1 dk santrifiijlendi. Bu islemden sonra Protein G Agaroz pellet haline geldi.
Protein G agarozu tekrar kullanim i¢in +4°C’ye kaldirildi. Siipernatant yeni ependorfa alindi.
Higbir antikor ile muamele olmamis siipernatanttan 7 pL (%10 input) olacak sekilde ileriki
basamaklarda kullanilmak tizere bir tlipe ayrildi. Ardindan geride kalan ~700 pL siipernatant
ornekleri uygun antikorlar ile muamele edildi (bk. Tablo 3.20). Antikor ilavesinden sonra
gece boyunca 4°C'de rotasyonla inkiibe edildi. Ertesi giin antikor/antijen/DNA kompleksine
Protein Agaroz G’nin birlesmesini i¢in her IP'a 42 pL Protein G Agaroz eklendi ve 1 saat
4°C'de rotasyonla inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 1 dk 5000 g’de
santrifiijlendi, Protein G Agaroz pellet haline getirildi. Ardindan siipernatant kism1 bagka
tipe alindi. Pellet halinde bulunan Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin kompleksinin
yikama basamaklar1 gergeklestirildi. Her bir IP 6rnegi, soguk olacak sekilde 700 pL
tamponda yeniden siispanse edilerek yikandi. 3-5 dk inkiibe edildi, ardindan 5000 g’de 1 dk
santrifiijlenerek Protein G Agaroz-antikor/kromatin kompleksi yikandi. Yikama basamaklari

Tablo 3.21°de belirtildigi sekildedir.

Tablo 3.20: ChIP’te amacina uygun kullanilan antikorlar ve miktarlari.

Kullanim Amaci Antikor
Pozitif Kontrol Anti-RNA Polimeraz II (1 pg)
Negatif Kontrol Normal Mouse IgG (1 pg)

Ilgilenilen Antikor (Mouse ise) SMAD2/3 (mouse) (1 pg)

! Tlgilenilen ankitor igin 1-10 pg olacak sekilde uygulanmalidir.

! Tlgilenilen antikor Rabbit ise negatif kontrol olarak Normal Rabbit
IgG tercih edilmelidir.
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Tablo 3.21: ChIP’te kullanilan yikama tamponlar1 ve kag¢ kez kullanildiklari.

Tampon Isimleri Uygulama Sayisi

Diisiik Tuzlu immun Kompleks

1 kez
Yikama Tamponu
Yiiksek Tuzlu immun

1 kez
Kompleks Yikama Tamponu
LiCI Immune kompleks

1 kez
Yikama Tamponu
TE Tamponu 2 kez

3.2.6.3 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Eliisyonu
Tiim IP tiiplerinin i¢in eliisyon tamponu hazirlandi. Eliisyon tamponu her bir tiip i¢in, 7 pL
%20 SDS, 14 pL 1 M NaHCO3 ve 119 pL steril distile su icermelidir. Boliim 3.2.6.2°de
ayrrdigimiz input tiipleri i¢in 140 pL Eliisyon Tamponu eklendi ve Boliim 3.2.6.3'e kadar
oda sicakliginda bir kenara birakildi. Antikor/agaroz kompleksi iceren her tiipe ise 70 pL
elisyon tamponu eklendi. Tiipler hafifce sallanarak karistirildi. Oda sicakliginda 15 dakika
inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda 1 dk boyunca 5000 g’de santrifiijlendi.
Santrifiij sonunda siipernatant yeni bir tlipe alindi. Eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda
bekletilerek santrifiijlenme basamagi tekrarlandi. Pellet haline gelen agarozlar tekrar

kullanim i¢in +4°C’ye kaldirild1.

3.2.6.4 Kromatin immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Serbest
DNA'ya Cevrilmesi

Boliim 3.2.6.3’de eliisyon tamponu ekleyerek oda sicakliina biraktigimiz %10 inputlar1 ve
IP tiiplerine 5.6 uL. 5 M NaCl eklendi ve DNA 65°C'de gece boyunca inkiibe edildi. Tiim
tiiplere 0.7 uL RNase eklendi ve 30 dk 37°C'de inkiibe edildi. Ardindan RNaz A’y1
durdurmak i¢in her tiipe 2.8 pL 0,5M EDTA, 5.6 pL 1M Tris-HCI ve 0.7 pL Proteinaz K
eklenerek, 45°C'de 1-2 saat inkiibe edildi.
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3.2.6.5 Kromatin Immunopresipitasyonunda DNA Saflastirmasi

Her numune i¢in kitte bulunan Spin filtre ve toplama tiipii ¢ikarilir. Her 140 pL DNA
numune tiipline (IP'ler ve Input) 700 uL Bind Reagent “A” eklendi ve iyice karistirildi. Her
1 hacim numune i¢in 5 hacim Bind Reagent “A” kullanildi. Bu asamada presipitasyon
gozlemlendi. 600 pL numune/Baglama Reaktifi “A” karisimini toplama tliptindeki spin
filtresine aktarildi. En az 13 500 g’de 30 saniye santrifiijleme yapildiktan sonra spin filtre
toplama tiiptinden ¢ikarildi ve toplama tiipiiniin i¢indeki sivi uzaklastirildi. Spin filtre tekrar
ayni toplama tiipiiniin igerisine konuldu. Kalan 600 uL numune/Baglama Reaktifi “A”
karigtmini Spin filtresine aktarildi ve bu basamaklar tekrar edildi. Toplama tiipiindeki spin
filtresine 350 uL Yikama Reaktifi “B” eklendi ve 13 500 g'de 30 sn santrifiijlendi. Ardindan
spin filtresini toplama tiipiinden ¢ikartildi ve toplama tiipii saklandi. Toplama tiipiindeki sivi
atildi. Bos spin filtresi ayn1 toplama tiipiine geri konuldu. Ardindan, 13 500 g'de 30 saniye
santrifiijlendi. Toplama tiipii ve s1v1 kisim atildi ve spin filtresini temiz yeni bir toplama
tiipiine konuldu. 35 pL Eliisyon Tamponu “C” dogrudan beyaz spin filtre membraninin
merkezine eklendi. 5 dk oda sicakliginda beklendi. Ardindan, 13 500 g'de 30 saniye
santrifiijlendi. Spin filtresini ¢ikartild1 ve atildi. Toplama tiiptindeki eliiat artik saflagtirilmig
DNA'd1r. Saflagtirilan DNA Tablo 3.22 “‘da belirtilen primerler yardimiyla Boliim 3.2.3.8°de
belirtilen kosullarda Real Time PCR kuruldu.

Tablo 3.22: ChIP Real Time PCR’inda kullanilan primerler ve dizleri.

Primer Ad1 Bolge Uriin
Niikleotit Dizisi (5°—3°)
Biiyiikliigii
TSS ChIPILERIi 1  GCAACTAGCAGTATCCAGAAGAGA
-687/-792 105 be
TSS ChIP GERI1  AGTGGTAAGTTACCAGCACTGAG
TSS ChIPILERi2 CTTAGGGTTAACCAGGTGGGTTGT -637/-503 35b
¢
TSS ChIP GERi2  GAGAGGAGGAAAAGGTCATGCTAA 377503
TS8 ChIP ILERI 3 CTTCGGAAGATGCATCCTGGAC
-353/-234 119 be
TSS ChIP GERi3  CTCTACGCGTGGACCCACGTTA
-353/-234
TSS ChIP iILERi 4 GGAAACGGGAATAGTGAGAGATCA
-87/+38 126 be
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Tablo 3.22 (devam)

Primer Ad1 Bolge Uriin
Niikleotit Dizisi (5°—3)
Biiyiikliigii
TS8 ChIP GERI 4 CAGCCGCCTCCTGCCTCCTC 87/+38
TS8 ChIP ILERi 5 AGCTGCTCGCGCTCGGCTCG
+91/+232 141 bg
TS8 ChIP GERI 5 TCTCCAGGAAAAGCGGAATCAATC
+91/+232
TS8 ChIP ILERI 6 GGGCCGAGTCGGCCTTGCAC
+188/+312 124 bg
TS8 ChIP GERI 6 CGGTGGCTGCGCGCAGGAGA 1188/4312
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4. BULGULAR
4.1 TGF-p’nin SW480 Hiicre Proliferasyonuna Olan Etkisinin MTT Analizi ile

Belirlenmesi
TGF-B sitokinini 10, 20 ve 40 ng/mL konsantrasyonlarda SW480 hiicrelerine uygulanarak
hiicre proliferasyonuna olan etkisi 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda Bolim

3.2.2.8’de bahsedildigi sekilde MTT analizi ile belirlendi.

Kisaca, SW480 hiicreleri her bir kuyuda 3x10* hiicre olacak sekilde, %10 FBS igeren
DMEM besiyeri kullanilarak uygun kiiltiir ortamina eklendi. Bu hiicreler her bir doz en az
ti¢ tekrar olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara dagitildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 37°C'ye
ayarlanmis ve %0,5 COz iceren inkiibatdr ortaminda gece boyunca inkiibe edildi. Tutunan
hiicreler, serum ag¢lig1 olusturulmasi amaciyla %0,1'lik BSA (w/v) igeren besiyerine alindi
ve 1 saat boyunca inkiibe edildi. Daha sonra, her bir kuyuya en az ii¢ tekrar olacak sekilde
10, 20 ve 40 ng/mL konsantrasyonlarinda TGF- sitokini uyguland. Inkiibasyon siirelerinin
(24, 48 ve 72 saat) sonunda, her bir kuyuya 0,5 mg/mL konsantrasyonda MTT soliisyonu
eklendi ve 4 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, hiicrelerin
metabolik aktivitesini yansitan formazan kristalleri olustu. Formazan kristalleri 200 pL
izopropanol igeren 4 mM HCI ¢ozeltisi ile ¢oziildii. Daha sonra 550 nm dalga boyunda
spektrofotometrik olarak 6l¢iildii. Bu 6l¢limler en az ii¢ tekrar olacak sekilde ¢aligildi. Elde
edilen veriler, GraphPad programinda grafiklendirildi ve one-way ANOVA testiyle
istatistiksel analizler yapildi (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1: Zamana bagli olarak farkli konsantrasyonlarda uygulanan TGF-f sitokininin
SW480 hiicre proliferasyonu iizerindeki etkisi

(p< 0,05 (%), p < 0,01 (**), p < 0.001 (***) ve p < 0,0001 (***%))

Sekil 4.1°de verilen MTT analizi grafigine gére SW480 hiicrelerinde 24. saatte 20 ve 40
ng/mL sitokin dozlarinin proliferatif etkisi (p < 0,05) oldugu belirlendi. 48. saatte ise
uygulanan tiim dozlarin hiicre proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli sekilde arttirdigi
belirlendi. Fakat 72. saatte yalnizca 40 ng/mL uygulanan dozda proliferatif etkisinin oldugu

gbzlemlendi.

4.2  ADAMTS-8 Geninin TGF- Sitokini Tarafindan Regiilasyonu
4.2.1 SW480 Hiicrelerinde TGF-B Sitokininin ADAMTS-8 mRNA Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisinin qRT PCR ile Belirlenmesi

Boliim 3.2.2.7'de belirtilen protokole uygun olarak, SW480 hiicrelerinde TGF- sitokininin
ADAMTS-8 gen ekspresyonundaki mRNA diizeyine etkisini belirlemek igin sitokin
uygulama caligmas1 gerceklestirildi. Bu amagla, SW480 hiicreleri ¢ogaltilarak birka¢ kez
pasaj yapildiktan sonra hiicreler Trisin-EDTA ile petri ylizeyinden kaldirildi. 1000 g’de 5 dk
santriifiijlendi ve Boliim 3.2.2.5°te belirtildigi sekilde canli hiicre say1si belirlendi. Ardindan,
hiicreler %10 FBS’li DMEM kullanilarak 6 kuyucuklu plakalara (5x10° hiicre/kuyu) esit

sayida hiicre olacak sekilde ekildi ve bir gece siiresince inkiibe edildi. Ertesi giin,
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besiyerinden arindirilan 6 kuyucuklu plakalardaki hiicreler, 1X PBS ile iki kez yikandi.
Yikama isleminden sonra, %0,1 (w/v) BSA igceren DMEM besiyeri 6 kuyucuklu plakalara
eklendi ve hiicreler 1 saat boyunca inkiibe edildi. Kontrol grubundan farkli olarak diger
kuyulara 20 ng/mL son konsantrasyon olacak sekilde TGF-f sitokini uygulandi. Ardindan 6
kuyucuklu plakalar tekrar inkiibatore yerlestirildi ve inkiibasyon siiresi sonunda (1., 3., 6.,
24. ve 48. saatlerde) hiicreler tripsinizasyon islemi ile pellet haline getirildi. Boliim 3.2.3.1'de
belirtildigi gibi, hiicre pelletlerinden innuPrep RNA izolasyon kitinin protokoliine uygun
sekilde gerceklestirildi. izole edilen RNA &rneklerinin miktar1 ve saflig1, spektrofotometrik
yontemlerle belirlendi. Saf olarak elde edilen RNA 6rnekleri Boliim 3.2.3.3’te bahsedildigi
sekilde formaldehit agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi (bk. Sekil 4.2). Daha sonra, her
bir ornekteki 1 pg kalip RNA kullanilarak cDNA sentezi gergeklestirildi, bu adim Bolim
3.2.3.4'te ayrintili olarak agiklanan protokole gore gerceklestirildi. Elde edilen cDNA'larin
kalitesi RT- PCR yontemi ile Boliim 3.2.3.5 bahsedildigi sekilde kontrol edildi (bk. Sekil
4.3).

18S

28S

Sekil 4.2: SW480 hiicrelerinde formaldehit agaroz jel elektroforezi goriintiisii.

TGF-B uygulanan deney ve kontrol gruplarina ait izole edilen RNA'lar gosterilmistir: (1:
Kontrol grubu RNA’s1; 2: 1 sa. TGF-P uygulanmig RNA, 3: 3 saat TGF- uygulanmis
RNA, 4: 6 sa. TGF-p uygulanmis RNA, 5: 24 sa. TGF-f uygulanmis RNA, 6: 48 sa. TGF-
B uygulanmig RNA).
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Sekil 4.3: Agaroz jel elektroforezi ile HB-2-M PCR'da cDNA kalite kontrolii

(M: 1 kb DNA belirteci. 1: Kontrol grubu, 2: 1 sa. grubu 3: 3 sa. grubu 4: 6 sa. grubu 5: 24
sa. grubu 6: 48 sa. grubu).
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Sekil 4.4: 20 ng/mL TGF-f uygulanmig SW480 hiicrelerinde ADAMTS-8’in mRNA
ifadesindeki zamana bagl etkisi.

Kaliteli sekilde cDNA elde edildikten sonra ADAMTS-8 mRNA diizeyindeki ifadesinin
belirlenmesi i¢in her bir cDNA 06rnegi, 3 tekrarli olarak, ADAMTS-8 ve HB-2-M geni
ekspresyon primerleri (Tablo 3.11'de belirtilen) kullanilarak Real Time PCR ile analiz edildi.
Elde edilen veriler, Livak yontemi kullanilarak degerlendirildi [167]. Elde edilen Ct

degerleri, GraphPad programinda grafiklendirildi ve sonuglarin istatistiksel analizi i¢in one-
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way ANOVA testi kullanilarak yapildi. Analiz sonucunda, kontrol grubuyla kiyasladiginda
TGF-B uygulanmis SW480 hiicrelerinde 6 saat disinda hem erken saatlerde hem de geg

saatlerde mRNA ifadesinde artis gozlemlendi.

4.2.2 SW480 Hiicrelerinde TGF-p Sitokininin ADAMTS-8 Protein Ekspresyonu
Uzerindeki Etkisinin Western Blot ile Belirlenmesi
6 kuyucuklu plakalara 5x10° hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler paylastirilarak Bolim
3.2.2.7°’da anlatildig1 sekilde sitokin deneyi kuruldu. Sonrasinda Bolim 3.2.4.2°de
belirtildigi sekilde RIPA tamponu ile 1., 3., 6., 24., 48. saatlerin sonunda protein ekstraklari
elde edildi. Elde edilen protein ekstraklar1 Boliim 3.2.5.4°te belirtildigi sekilde SDS page’ye
tabi tutuldu. Molekiil biiyiikliiklerine goére ayrilan protein Ornekleri Bolim 3.2.4.5°te
belirtildigi sekilde PDVF membrana transferi gerceklestirildi. Daha sonra ADAMTS-8
proteinini tespit edebilmek i¢in Boliim 3.2.4.6 ‘da belirtildigi sekilde primer ve sekonder
antikor ile muamele edildi. ECL Western substrati kullanilarak bantlar UVP sisteminde
goriintiilenip Sekil 4.5’te gosterildigi gibi fotograflandi. Goriintiilenen bantlar p-aktin'le
normalize edilmis veriler GraphPad programinda grafiklendirildi. Bu sekilde, ADAMTS-8
geninin ekspresyon seviyesinin -aktin'e gore nasil degistigi ve gruplar arasindaki farklarin
degerlendirilmesi Sekil 4.6’da gosterildigi sekilde yapildi. Bu degerlendirmeye gore, TGF-
B’nin ADAMTS-8 protein ifadesini arttirici yonde etki gosterdigi belirlendi. Bu artisin en
fazla oldugu zaman dilimin 3. saat oldugu ve takip eden inkiibasyon siirelerinde bu artigin

zamana bagl olarak azaldig1 gézlemlendi (bk. Sekil 4.6)

Kontrol 1sa. 3sa. 6sa. 24sa. 48 sa.

ADAMTS-8
e S ol P

-~

R-ACHN s W Pheen Py

Sekil 4.5: SW480 hiicrelerinde 20 ng/mL TGF-B uygulanmais sitokin deneyi protein
bantlari.
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Sekil 4.6: 20 ng/mL TGF- uygulanmis SW480 hiicrelerinde ADAMTS-8 protein
diizeyinin zamana bagli degisimi.

4.2.3 TGF-B Sitokininin ADAMTS-8 Geninin Transkripsiyonel Aktivitesi Uzerindeki
Etkisinin Belirlenmesi

ADAMTS-8 promotor parcalarinin pMetLuc-Reporter vektoriine klonlanmasi 1192101

numarali TUBITAK projesi kapsaminda gerceklestirildi. SW480 hiicrelerinde TGF-B’nin

mRNA ve protein diizeyindeki ifadesinde artiga sebep oldugu Sekil 4.4 mRNA diizeyinde

ve Sekil 4.6°da protein diizeyinde belirlendi. TGF-B’nin ADAMTS-8 promotor aktivitesine

olan etkisinin belirlenmesi i¢in Bolim 3.2.5.1°de bahsedildigi sekilde kalsiyum fosfat

metoduna uygun olacak sekilde gecici transfeksiyon ¢aligmalar1 gergeklestirildi.

4.2.3.1 Gegici Transfeksiyonda Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu Metoduyla Salinan
Lusiferaz ve Seap Sisteminin Optimizasyonu

SW480 hiicreleri 100 mm’lik kiiltiir kabina 10° hiicre olacak sekilde %10 FBS’li besiyeri ile

birlikte paylastirildi. Hiicrelerin tutunmasi i¢in 37°C’de gece boyu inkiibatore kaldirildi.

Inkiibe edilen hiicrelere 1 pg son konsantrasyon olacak sekilde pMetLuc-Reporter ve

pMetLuc-Kontrol vektorleri, 0,5 pg son konsantrasyon olacak sekilde pSeap2-kontrol

vektoriiyle birlikte Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde transfekte edildi. Transfekte edilen

vektorler su amagla kullanilds,
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Viral promotor i¢ceren pMetLuc-kontrol vektorii, sahip oldugu promotordan dolay1 gen
ifadesini yiiksek diizeyde uyarir ve bu nedenle transfekte edilen hiicrelerde yiiksek Lusiferaz
aktivitesi saglar. Eger transfeksiyon verimli ve etkiliyse, pMetLuc-kontrol vektoriinde

yiiksek Lusiferaz aktivitesi gozlemlenir. Bu yiizden pozitif kontrol olarak kullanilir.

pMetLuc-Reporter vektorii ise gen ifadesi i¢in herhangi bir spesifik promotor pargasi
tasimadig1 i¢in Lusiferaz aktivitesi vermesini beklemeyiz. Bu yilizden vektoriin arka plan

aktivitesi verip vermediginin belirlenmesi i¢in negatif kontrol amaciyla kullaniriz.

pSeap2-kontrol vektorii, transfeksiyon sonucunda yliksek alkalen fosfataz aktivitesi saglar.
Bu vektor, transfeksiyon etkinliginin dl¢lilmesi amactyla kullanilir. Lusiferaz aktivitesi Seap

aktivitesine oranlanarak relatif Lusiferaz aktivitesi hesaplanir.

Calismada her bir deney grubu (pMetLuc-Kontrol ve pMetLuc-Reporter) en az ii¢ tekrar
olacak sekilde gergeklestirildi. Transfeksiyondan 48 ve 72 saat sonra 50 pL medyum 6rnegi
alinarak Bo6liim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde lusiferaz ve SEAP aktiviteleri luminometrede
belirlendi. Seap ile normalize edilen Lusiferaz aktivitesi, Lusiferaz/Seap aktivitesi seklinde
optimize edildi ve GraphPad programi kullanilarak Sekil 4.7°de gosterildigi sekilde ve
transfeksiyon etkinligini grafiklendirildi. Analizi gergeklestirilen sonuglar dogrultusunda
pozitif kontrolde (pMetLuc-kontrol) Lusiferaz ifadesi ¢ok fazla iken negatif kontrol
(pMetLuc-Reporter) bekledigimiz gibi arka plan gostermedi. SW480 hiicrelerinde kalsiyum

fosfat presipitasyonu metodunun etkin bir sekilde ¢alistig1 gosterildi.
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Sekil 4.7: pMetLuc-Reporter ve pMetLuc-kontrol vektorleri aracilifiyla transfeksiyon
etkinliginin belirlenmesi.

4.2.3.2 ADAMTS-8 Geni Promotor Parcalarinin Bazal Aktivitelerinin Belirlenmesi

pMetLuc-Reporter vektoriine klonlanan pMET TS-8[-223/+9], pMET TS-8 [-226/+323],
pMET TS-8[-413/+323], pMET TS-8[-665/+323] ve pMET TS-8[-854/+323] promotor
parcalari, SW480 hiicrelerine Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde transfekte edildi. Daha
sonra uygulama tekrar sayisini arttirmak amaciyla 96 kuyucuklu plakaya 3x10* hiicre/kuyu
olacak sekilde paylastirildi. Ardindan transfeksiyonun 48. ve 72. saatlerininin sonunda 50
pL olacak sekilde medyum ¢ekildi. Boliim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde medyuma salinan
Lusiferaz ve Seap etkinligi belirlendi. Elde edilen degerler Lusiferaz/Seap olacak sekilde
GraphPad programinda analiz edildi. Sekil 4.8’de verilen grafige gére ADAMTS-8 geninin
promotor parcalarinin hepsinin promotor aktivitesine sahip oldugu belirlendi. En yiiksek
promotor aktivitesi pMet TS-8[-220/49], sonrasinda pMet TS-8[-410/+323] ve sirasiyla
pMet TS-8[-223/+323], pMet TS-8[-851/+323] ve pMet TS-8[-662/+323] seklindedir.
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Sekil 4.8: Karsilastirmali olarak verilen ADAMTS-8 geninin promotor parcalarinin bazal
aktiviteleri

4.2.3.3 TGF-p Sitokininin ADAMTS-8 Bazal Promotor Aktivitesine Olan Etkisinin
Belirlenmesi
SW480 hiicrelerine Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi sekilde bes farkli promotor parcasi ayri ayri
petrilerde transfekte edildi. Transfeksiyon isleminin ertesi giliniinde transfekte olmusg
hiicreler kaldirilip 96 plakali kuyulara 30x10° hiicre olacak sekilde en az 4 tekrarl olarak
paylastirildi. TGF-B sitokini, her bir tekrarin oldugu kuyuya 20 ng/mL konsantrasyonda
uygulandi. Transfeksiyonun 48. kadar inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin her birinin
sonunda 50 uL olacak sekilde besiyeri 6rnegi alindi. Lusiferaz ve Seap aktiviteleri, yontem
olarak Bolim 3.2.5.2'de belirtilen sekilde 6l¢iildii. 48 saatte lusiferaz ve SEAP sonuglari
belirlendi. Olgiim sonuglar1 Seap ile normalize edildi ve sonuclar GraphPad’de analizi
yapildi. Analiz sonucunda Sekil 4.9’da gdsterilen grafik ¢izildi. Bu sonuca gére pMET_TS-
8[-223/+9], pMET TS-8[-226/+323], pMET_TS-8[-413/+323], pMET TS-8[-665/+323]
ve pMET TS-8[-854/+323] promotor parcalarinin aktivitesinin regiilasyonunda farklilik
gozlemlendi. SW480 hiicrelerine transfekte edilen ADAMTS-8 promotor parcalarina TGF-
B uygulamasiyla, pMET TS-8[-223/+9], pMET TS-§[-665/+323] ve pMET TS-§[-
854/+323] promotor pargalarinin aktivitelerinde istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde
arttirict yonde etki gosterdigi belirlendi. pMET TS-8[-413/+323] promotor pargasinin
aktivitesini onemli diizeyde artisina yol agarken pMET TS-8[-223/+9] promotor pargasinin

aktivitesi lizerinde herhangi bir etkiye sahip olmadig belirlendi.
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Sekil 4.9: TGF- Sitokininin ADAMTS-8 promotor aktivitesine olan etkisini gosteren
grafik.

43 ADAMTS-8 Geninin Ekspresyonunda TGF-f Sitokin Cevabindan Sorumlu
Olan Hiicre i¢i Yolaklarin Belirlenmesi

4.3.1 mRNA Diizeyinde Yolak inhibisyon Calismalar

TGF-f sitokininin ADAMTS-8 mRNA diizeyine olan indiikleyici etkisini hiicre i¢inde hangi
sinyal iletim yollarin1 kullanarak gosterdiginin belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.2.7'de
aciklandigi sekilde yolak inhibisyon ¢aligmalar1 yapildi. Bu ¢aligmada hiicre i¢i sinyal yolak
inhibitorleri kullanildi. PD169316 (p38 MAPK inh.), PD98059 (MEK inh.), SP600125 (JNK
inh.), Wortmannin (PI3K inh.) ve SIS3 (SMAD3 inh.) gibi inhibitorler sitokin
uygulamasindan 45 dk 6nce sitokin ag¢ligi olusturulan hiicrelere uygulanarak sonrasinda TGF
B sitokini ile birlikte 6 saat boyunca inkiibe edildi. Hiicrelerin toplanmast i¢in tripsinizasyon

yontemi kullanilarak hiicre pelletleri elde edildi.

Hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu, Bolim 3.2.3.1'deki protokole uygun olarak
gerceklestirildi. RNA'nin miktar1 ve safligi, Bolim 3.2.3.2'de belirtilen yontemler
kullanilarak tayin edildi. Ardindan, Boliim 3.2.3.4'teki protokol dogrultusunda cDNA
sentezi gerceklestirildi. Elde edilen cDNA'lar, HB-2 geni primerleri kullanilarak kontrol
edildi. Sonrasinda ADAMTS-8 mRNA diizeyi B6liim 3.2.3.8'de anlatilan ger¢ek zamanli
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PCR (Real Time PCR) yontemiyle analiz edildi. Her bir 6rnegin cDNA's1, ADAMTS-8 ve
HpB-2-M geni ekspresyon primerleriyle (Tablo 3.11'de belirtilen) birlikte 3 tekrarli olarak
calisildi. Elde edilen veriler, Boliim 3.2.3.8'de agiklanan Livak yontemi kullanilarak
degerlendirildi [167]. Ardindan GraphPad programi kullanilarak sonuglar grafiklendirildi.
Istatistiksel analizler icin one-way ANOVA testi kullamildi. Sadece TGF-B uygulanan
hiicrelerde, ADAMTS-8 mRNA diizeyinin kontrol grubuna kiyasla 6 saat inkiibasyon siiresi
sonucunda arttii daha Onceki basamaklarda yapilan ¢aligmalardakine benzer sekilde
belirlendi. p38 MAPK, MEK, JNK, PI3K, SMAD-3 yolaklarina o6zgiin inhibitorler
uygulanan gruplarda ADAMTS-8 mRNA diizeyinde gozlenen artisin korunmadigi bu
sebeple TGF-B’in ADAMTS-8 mRNA diizeyindeki artist adi gegen hiicre i¢i yolaklari
kullanarak sagladig: belirlendi.

66



| Kok

l *ok

P ek
6 ok Tk
< B
2
=
o0 47
%)
-
=
O 2- —
<
AL =

1 1 1 1 1 1 1
TGF-R . + + ¥ 1% + + +
PD1I - - + - - - - -
PD9 - - - + - - . 2
sP6 - - - S -
Wort - - - - - 4+ - -
BAY - - - - - -+ -
sis3 - - - - - - -

Sekil 4.10: Yolak Inhibitorlerinin ADAMTS-8 mRNA diizeyine olan etkisini gosteren
grafik

43.1.1 TGF-p’mn, ADAMTS-8 Indiiksiyonunda SMAD Bagimlihgimin mRNA
diizeyinde Belirlenmesi
SMAD-2, SMAD-3 ve SMAD-4 transfripsiyon faktorlerinin Boliim 3.2.5.1°de belirtildigi
sekilde SW480 hiicrelerine transfeksiyonu yapildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra %0,1°1ik
BSA medyumuna alindi (Kontrol, SMAD over ekspre edilmis grup ve SMAD overekspre
olmus gruba TGF-f uygulanmis hiicrelerden). BSA’l1 medyumda bir saat inkiibe edilip
SMAD overekspre olmus grubun bir tanesine 20 ng/mL olacak sekilde TGF-f uygulandi.
Sitokinle 24 saat muamele edilip tripsinizasyon yontemi ile Boliim 3.2.3.1'de ifade edildigi

yontem ile kit araciligiyla saf sekilde RNA elde edildi. Elde edilen RNA’lardan Bolim
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3.2.3.4’te anlatildig1 sekilde cDNA sentezi yapildiktan sonra Boliim 3.2.3.8da belirtildigi
sekilde ADAMTS-8, SMAD-2, SMAD-3, SMAD-4 genlerine spesifik primerler
kullanilarak Real Time PCR kuruldu (Tablo 3.14'te belirtilen). Ct degerleri Boliim 3.2.3.8°de
anlatildigr sekilde Livak metodu ile analiz edilip GraphPad programi ile istatistiksel
analizleri yapilarak grafikler olusturuldu [167]. SW480 hiicrelerinde Sekil 4.11 a, b, c’de
gosterildigi sekilde, SMAD-2, SAMD-3 ve SMAD-4 over ekspresyonunun TGF-$
uygulandiginda mRNA diizeyinde arttig1 goziikmektedir. SMAD-2, -3, -4 over
ekspresyonuna ek olarak TGF-p uygulamasinin ADAMTS-8 mRNA ifadesinde ise ciddi bir
artisa yol actig1 belirlendi (Sekil 4.11 d). Bu artis ADAMTS-8’in SMAD bagimli yolu

kullana bilecegini diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.11: TGF-f sitiimiilasyonunda, ADAMTS-8 geninin SMAD Bagimliliginin mRNA
diizeyinde belirlenmesi.

4.3.2 Protein Diizeyinde Yolak Inhibisyon Calismalar

Yolak inhibitér deneyleri Boliim 3.2.2.7°de belirtildigi sekilde kuruldu. Oncelikle %0,1
BSA’ya aliman SW480 hiicreleri 1 saat inkiibe edildi. Ardindan, PD169316 (p38 MAPK
inh.), PD98059 (MEK inh.), SP600125 (JNK inh.), wortmannin (PI3K inh.) ve SIS3
(SMAD3 inh.) inhibitérlerine 45 dakika siireyle 37°C’de %0,5 CO: igeren inkiibatore
kaldirild1. Inkiibasyon siiresinin sonunda TGF-p uygulanarak 6 saat inkiibe edilip bu siirenin

sonunda Boliim 3.2.4.2.°de belirtildigi sekilde protein ekstraklar1 alindi. Protein ekstraklar
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Boliim 3.2.4.3’de belirtildigi formiil ile miktar1 belirlenerek 30 pg olacak sekilde esit
miktarda SDS jeline yiiklendi. SDS jeli 80 V’da serbest mA’da 2,5-3 saat siiresince
yiriitiilerek proteinlerin biiyiikliiklerine gore ayrilmasi saglandi. Bu islemin ardindan
proteinler Bolim 3.2.4.5’te belirtildigi sekilde islak transfere maruz birakildi. Transfer
islemi gerceklesen proteinler PVDF membraninda non-spesifik baglanmalar1 6nlemek i¢in
Boliim 3.2.4.6°da belirtildigi sekilde blokland1 ve ardindan ADAMTS-8 antikoru (1:500,
mouse) ve normalizasyon amaciyla B-aktin (1:5000, mouse) antikorlariyla muamele edildi.
Daha sonra 1:10000 oraninda sulandirilmig anti-mouse ikincil antikoru ile isaretlendi.
Isaretlenen proteinler ECL Western substrat: ile kemiliiminesans 1s1ma ile UVP sisteminde
goriintiilenip GraphPad programu ile analiz edildi. Sadece TGF-f uygulanan hiicrelerde,
ADAMTS-8 protein diizeyinde daha onceki boliimlerde gergeklestirilen sitokin
stimiilasyonunda elde edilen sonuglar1 dogrular nitelikte bir artis gozlemlendi (Sekil 4.6).
p38 MAPK, MEK, INK, PI3K, SMAD-3 yolaklarina 6zgiin inhibitorler uygulandiginda
gruplarda ADMATS-8 protein diizeyindeki artisin korunmadigi bu sebeple TGF-B’nin
ADAMTS-8 protein diizeyindeki artis1 ad1 gecen hiicre i¢i yolaklart kullanarak sagladigi
belirlendi.
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Sekil 4.12: Yolak Inhibitorlerinin ADAMTS-8 protein diizeyine olan etkisini gdsteren
grafik

4.3.3 TGF-p Sitokinini ve Yolak Inhibitorlerinin ADAMTS-8 Promotor Aktivitesine
Olan Etkisinin Belirlenmesi
ADAMTS-8 geni promotorlarinin TGF-f sitokini ile muamelesi sonucunda aktivitesinin
arttig1 Sekil 4.9°da gosterildi. Bu TGF-B’nin ADAMTS-8 promotor aktivitesine olan arttirici
etkisini hiicre i¢inde hangi yolaklar1 kullanarak gosterdigini belirlemek amaciyla istatistiksel
olarak anlamli artisin gézlemlendigi pMET TS-8[-223/+323], pMET_TS-8[-662/+323] ve
pMET TS-8[-851/+323] promotor parcalar1 Boliim 3.2.5.1°de  belirtildigi sekilde SW480
hiicrelerine gegici transfeksiyon yontemi ile aktarildi. Ertesi giin 96 kuyulu plakalara 30x10°
hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. Tutunan hiicreler %0,1’lik BSA’lt DMEM’e alind1.
1 saat serum agliginda birakilan hiicrelere PD169316 (p38 MAPK inh.), PD98059 (MEK
inh.), SP600125 (JNK inh.), wortmannin (PI3K inh.) ve SIS3 (SMAD?3 inh.) inhibitorleri
uygulandi. 45 dk siiresince inkiibe edildikten sonra 20 ng/mL TGF- sitokini uygulanip 6
saat stlireyle inkiibe edildi. Bir kisim hiicrelere ise sadece TGF-B sitokini uygulandi.
Inkiibasyonun ardindan 50 pL besiyeri ortamindan medyum alindi. Bélim 3.2.6.2°de

belirtildigi sekilde Lusiferaz ve Seap aktiviteleri 6l¢iildii. Elde edilen 6l¢iim sonuglari, Seap
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kullanilarak normalize edildi ve bu normalizasyon sonuglar1 GraphPad yazilimi kullanilarak
analiz edildi. Sekil 4.13, Sekil 4.14 ve Sekil 4.15’te ADAMTS-8’in her {i¢ promotor pargasi
icin de pMET TS-8[-223/+323], pMET TS-8[-662/+323] ve pMET TS-8[-851/+323]).
p38 MAPK, MEK, JNK, PI3K, SMAD-3 yollarin1 kullanarak ADAMTS-8 transkripsiyonel

aktivitesinde indiikleyici etki gdsterdigi belirlendi.
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Sekil 4.13: pMET TS-8[-223/4+323] promotor parcasinin TGF-f sitokini ile
regililasyonunda kullandig1 yolaklar
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Sekil 4.14: pMET _TS-8 [-662/4+323] promotor par¢asinin TGF-f sitokini ile
regililasyonunda kullandig1 yolaklar
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Sekil 4.15: pMET TS-8[-851/4+323] promotor parcasinin TGF-f sitokini ile
regililasyonunda kullandig1 yolaklar.
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4.3.4 TGF-p Sitokininin Aktive Ettigi ADAMTS-8 Promotoruna Baglanan SMAD2/3
Transkripsiyon Faktorlerinin ChIP Analizi ile Belirlenmesi
ADAMTS-8 promotorunda SMAD transkripyon faktoriiniin muhtemel baglanma bolgelerini
belirleye bilmek i¢in ChIP analizi Boliim 3.2.6’da belirtilen alt basamaklar kullanilarak
gerceklestirildi. Bu deney i¢in bir gruba sadece SMAD-2, -3 ve -4 over ekspre edildi. Diger
gruba ise SMAD-2, -3, -4 over ekspre olan SW480 hiicrelerine 20 ng/mL TGF- uygulandi.
ChIP’e hazir hale gelen iki grup ~10° SW480 hiicresi, oncelikle Bolim 3.2.6.1°de
bahsedildigi sekilde fiksasyona maruz birakildi. Sonrasinda sonikasyon ile hiicre lizati
Boliim 3.2.6.2°de bahsedildigi sekilde elde edildi. Elde edilen hiicre lizatlar1 ile SMAD2/3
antikoru ile immiinopresipitasyon islemi gerceklestirildi. Olusan protein/DNA komplesinin
ayristirilmasi i¢in Boliim 3.2.6.4°te bahsedildigi sekilde eliisyon alindi. Ardindan Bolim
3.2.8.5’te bahsedildigi sekilde kolon sistemi kullanilarak DNA saf halde elde edildi. ChIP
sonucunda elde edilen DNA o6rnekleri, Boliim 3.2.3.8'de belirtilen prosediir dogrultusunda
Real Time PCR ile analiz edildi. Elde edilen Ct degerleri % 10 inputa gére normalize edildi.
IgG uygulanan negatif kontrole gore kat alinarak GraphPad programinda analizi
gerceklestirildi. Bunun sonucunda SMAD over ekspre olmus SW480 hiicrelerinde cevap
element (RE) dedigimiz ADAMTS-8 promotor parcalarinda istatistiksel olarak baglanmanin
bulundugu boélgeler RE1 ve RE2 olarak bulunmustur (bk. Sekil 4.16). Bu sonuglar
dogrultusunda SMAD over ekspre olan SW480 hiicrelerinde 20 ng/mL TGF-f sitokini
uygulanmis ADAMTS-8 promotor cevap elementlerinin her birinde SMAD-2/3 antikoruyla
immiino ¢okelme gozlemlendi. Bu ¢okelme TGF-f uygulamasiyla birlikte 6zellikle RE1 ve
RE4 promotor bolgelerinde cevap elementinde istatistiksel olarak anlamli sekilde
gerceklestigi gozlemlendi (bk. Sekil 4.17). Bu sonuglar bize SMAD-2, -3 ve -4’lin
ADAMTS-8 promotorunda REl ve RE4’te baglanma bolgelerinin olabilecegini

diisiindiirmektedir.
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Sekil 4.16: ADAMTS-8 [-856/4+323] promotoru iizerinde bulunan TGF-B ile iliskili
transkripsiyon faktorlerinin muhtemel baglanma bolgeleri.
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5. SONUC VE TARTISMA

Kolerektal kanser gelisimi, tiimor baskilayici genlerin baskilanmasini ve onkogenlerin
aktivasyonunu i¢eren kademeli bir mutasyon birikimi ile iligkilidir [168]. KRK'nin gelisimi
ve ilerlemesinde farkli molekiiler mekanizmalar rol oynamaktadir. Kolorektal kanser ile
iligskilendirilmis olan EGFR/MAPK, Notch, PI3K, TGF-B ve Wnt sinyal yolaklari, normal
sartlarda hiicre farklilagmasi, proliferasyonu, anjiyogenez, hayatta kalma ve apoptoz dahil
olmak iizere ¢esitli biyolojik siireclerin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [169]. Fakat
KRK’l1 hiicrelerde, EGFR/MAPK, Notch, PI3K, TGF- ve Wnt sinyal yollartyla iliskili
olarak, hiicre proliferasyonunda, invazyonda ve apoptoz inhibisyonunda artisa neden olan
genler belirlenmistir. Bu genler arasinda EGFR, RAS, RAF, Notch-1, Jagged-1, PIK3CA,
PTEN, TGF-B R2, TGF-B R1, SMAD'lar, AXIN ve CTNNB1 bulunmaktadir [170].

TGF-f sinyali, hem pro- hem de anti-onkojenik etkiler sergilemektedir. Kanser hiicreleri ve
mikrocevreleri, TGF-B’nin parakrin ve otokrin etkileri aracilifiyla modiile edilmektedir
[171]. TGF-B sinyal yolunda meydana gelen mutasyonlar, TGF-B'nin hiicre biiyiimesini
kontrol etme ve apoptozu saglama islevlerini bozmaktadir [172]. Ozellikle, SMAD
proteinlerindeki mutasyonlar kolorektal kanser hiicrelerinde sik¢a goriilmektedir. SMAD-4
delesyonu EMT yi tesvik ederek kemoterapiye yanitta olumsuz bir etki gosterirken, SMAD-
7 delesyonu ise kolorektal kanserli hastalarda daha iyi bir prognoz ile iliskilendirilmistir.
SMAD-7 mutasyonu ayrica karaciger metastazini arttirmaktadir [173]. Ayrica, SMAD-4
mutasyonlart kolorektal kanserli hastalarda sik¢a goriilmektedir ve SMAD-4 fonksiyon
kaybi, ilerlemis karsinoma ve TGF-B tarafindan uyarilan ERK sinyal yolunun agiri
aktivasyonuna yol agmaktadir [174]. Ayrica TGF-B reseptorlerinde meydana gelen
mutasyonlarda KRK’y1 tetiklemektedir. Ornegin, kolorektal kanserin ilerlemesinde TGF-
B1'in roliinti desteklemek adina, TGF-B1'in ve reseptorii olan TGF-BRIl'in asir1 ifadesinin,
kolorektal kanserli hastalarda SMAD-4 ile SMAD-7'nin aktive edilmesiyle kolorektal kanser
gelisimini tetikledigi gosterilmistir [175].

ADAMTS ler, salgilanan, hiicreler arasi matrisle iliskili ¢cinko metalloendopeptidazlardir.
Bu enzimler, enflamasyon, doku morfogenezi, vaskiiler biyoloji ve patofizyolojik yeniden
modellemede ¢esitli rollere sahiptir [116]. ADAMTS protein ailesi, hiicre zar1 birlesmesi,

sitokin ve biiytime kontrolii gibi islevlerde rol oynar. Ek olarak, kanserde yayilma, kok hiicre
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benzeri 6zelliklerin artig1 ve metastaz gibi mekanizmalar1 destekleyen epitelyal-mezenkimal
gecis (EMT) ile iligkilendirilmistir [176, 177]. Memeli genomlari, 1'den 20'ye kadar
numaralandirilmig 19 adet ADAMTS geni igerir [127]. ADAMTS proteinleri, gesitli
kokenlere sahip tlimorlerde ekspresyon diizeylerinin degistigi tespit edildigi icin kanserle
iliskilendirilmistir [178]. ADAMTS'ler, baz1 kanser tiirleri i¢in potansiyel prognostik

degerlere sahiptir ve kanserin ilerlemesini modiile ettigi gosterilmistir [179].

ADAMTS-8, ADAMTS ailesine ait bir proteazdir. ADAMTS-8, Ozellikle ekstraseliiler
matriksin diizenlenmesinde gorev alir [180]. Bu protein, bir¢ok hiicresel olayda rol oynayan
cesitli substratlar1 parcalayabilen bir metalloproteinazdir. ADAMTS-8'in ¢esitli patolojik
siireclerde ve hastaliklarda rol aldigia dair kanitlar bulunmaktadir. Ornegin, ADAMTS-8'in
kanser metastazinda, eklem hastaliklarinda ve kardiyovaskiiler hastaliklarda etkili oldugu
gosterilmistir [181-183]. ADAMTS-8'in inhibitorleri veya aktivatorleri, bu proteinin islevini

diizenleyerek potansiyel terapdtik hedefler haline gelebilir.

ADAMTS-8 ve diger ADAMTS proteazlari, hiicre ve doku diizeyindeki biyolojik siireclerin
anlagilmasinda onemli bir arastirma alani olmustur. Arastirmalar, ADAMTS-8'in substrat
ozelliklerini, aktivasyon mekanizmalarini, diizenleyici faktorlerini ve roliinii daha iyi
anlamak i¢in devam etmektedir. Bu c¢alismalar, ADAMTS-8'in fizyolojik ve patolojik
stireclerdeki roliinii aydinlatarak potansiyel terapotik hedeflerin belirlenmesine katkida

bulunabilir.

TGF-B, giicli bir hiicre proliferasyon inhibitoriidiir ve bir tiimdr baskilayici gorevi
goriir. Bununla birlikte, tiimor hiicrelerinde TGF-f, anti-proliferatif yaniti kaybeder ve
onkojenik bir faktor haline gelir [184]. TGF-B ailesi sinyali, esas olarak TGF-B
konsantrasyonuna ve hiicre tipine bagli olarak hem proliferatif hem de anti-proliferatif
tepkiler gosterebilir [185, 186]. Genel olarak, literatiir bilgileri SW480 hiicrelerinde TGF-
B'nin MTT analizi iizerindeki etkisi hakkinda sinirl bilgi saglar. Zhu ve arkadaslarinin
yaptig1 calismada 2 KRK hiicre hatti olan HT-29 ve SW480 hiicrelerininde farkli TGF-3
konsantrasyonda uygulanmistir (1, 5, 10 ve 15 ng/mL). Farkli konsantrasyonlarda doz
uygulamasi sonucunda SW480 hiicrelerinde istatistiksel olarak canlilig1 degismezkenHT-29
hiicrelerinde %10 oraninda canlilikta azalis oldugu bulunmustur [187]. Bu bulgular hala
belirsizligini korudugu i¢in tez kapsaminda SW480 hiicrelerindeki TGF-f’nin zamana bagl
olarak sitotoksik etkisini belirlemek i¢in farkli dozlarda (10, 20 ve 40 ng/mL) TGF-J sitokini
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uygulayarak MTT analizi gerceklestirildi. Zhu ve arkadaglarinin bulmus oldugu gibi SW480
hiicrelerinde TGF-B’nin proliferatif etkisi 10 ng/mL’de tiim saat dilimlerinde anlaml
olmazken Sekil 4.1°de gosterildigi gibi 20 ng/mL’lik dozun SW480 hiicrelerinde hiicre
proliferasyonunu istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdigi belirlenmistir. Doz

belirlemesi gerceklestirilmesiyle birlikte sitokin deneyleri gerceklestirilmistir.

Birgok ADAMTS geni, sitokinler, bilyiime faktorleri, hormonlar ve inflamatuar mediatorler
tarafindan transkripsiyonel olarak diizenlenir. Ornegin, IL-1f ve TNF-a'min OUMS-27
hiicrelerine ve insan kondrosit hiicrelerine uygulanmasini takiben ADAMTS-1, -4, -5, -8 ve
-9 genlerinin mRNA seviyelerinde degisiklige sebep olmustur [188]. Farkli bir ¢alismada
ise TGF-B1, stromal hiicrelerde ADAMTS-1, -5, -9 ve -15 genlerinin transkripsiyonunu
baskilayici bir etkiye sahiptir. Bu genlerin mRNA seviyeleri, TGF-B1'nin uygulanmasiyla
azalmistir. Bununla birlikte, ADAMTS-4 geninin transkripsiyon seviyesi TGF-$1
uygulamasiyla artmistir [165]. Badshah ve arkadaglarinin yaptigi calismada ADAMTS-8
geninin agir1 ifadesi lentigo maligna (LM) fenotipini etkileyen bir faktor olabilecegi ve TGF-
B1 sinyal yolaklariyla iliskili oldugu diisliniilmektedir. Ayrica, TGF-f1'e yanit olarak
miofibroblast farklilasmasinin azalmasiyla iligkili olarak ADAMTS-8'in miyofibroblast
belirteclerini indiikleyebilecegi belirtilmektedir [189].  ADAMTS-8’in TGF-f ile
regiilasyonu ile ilgili caligmalar mevcut olsa da hala tam olarak aydinlatilamamistir ve
kolorektal kanserdeki regiilasyonu {izerine herhangi bir calisma mevcut degildir. Bu amagla
tez calismasi kapsaminda, TGF-f sitokininin ADAMTS-8 geninin mRNA diizeyindeki
ifadesi Real Time PCR ¢aligsmasi ile belirlenmistir. Bu calismanin sonucunda 6 saat diginda
hem erken saatlerde hem de ge¢ saatlerde mRNA ifadesinde artis gdzlemlenmistir. Bu
bulguya paralel sekilde protein diizeyinde, TGF- B sitokininin SW480 hiicrelerinde tiim saat
dilimlerinde artig oldugu gézlemlenmistir. Bu artisin en fazla oldugu zaman dilimin 3. Saat
oldugu ve bu saat sonunda hizl artisin zaman bagli olarak azaldig1 gézlemlenmistir. Protein
diizeyindeki artis Western Blot yontemi ile gézlemlenmis olup ADAMTS-8 geni -Aktin

geni ile normalize edilerek hesaplanmistir.

Choi ve arkadaglarinin yaptig1 ¢alismada, ADAMTS-8'in normal dokularda genis 6l¢iide
eksprese edildigini ancak nazofaringeal, 6zofagus skuamdz hiicreli, mide ve kolorektal
karsinomlar dahil olmak {izere yaygin karsinom hiicre dizilerinde promotor metilasyonu ile
siklikla az ifade edildigini veya susturuldugunu bulunmustur. Bu az ifadenin sonucu olarak,

EGFR-MEK-ERK sinyal yolu asir1 aktive olabilir [141]. Bu bilgi kanserde tiimor siipresor
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olarak gorev aldig1 diisliniilen ADAMTS-8 geninin roliinii anlamak i¢in 6nemli bir adimdir.
Bu bilgiler 1s18inda TGF-f ile uyarilan ADAMTS-8 geninin SW480 hiicrelerindeki
ifadesindeki artisin hangi hiicre i¢i yol/yollar1 kullanarak regiile ettigini bulabilmek i¢in
inhibisyon caligsmalar1 gergeklestirilmistir. Bu ¢alismalarin sonucunda mRNA diizeyindeki
regiilasyonunda. p38 MAPK, MEK, JNK, PI3K, SMAD-3 yollarin1 kullanarak gergeklestigi
bulunmustur. TGF-f sitokininin SMAD bagimliligin1 arastirmak i¢in SW480 hiicrelerinde
ADAMTS-8 geninin mRNA ekspresyonu Real Time PCR ile belirlenmistir. Bu verilerin
1s18inda SMAD-2, -3, -4 over ekspresyonu basarili sekilde gerceklesmistir. SMAD over
ekspre olan hiicrelere TGF-f uygulandiginda SMAD-2 ve SMAD-3 ve SMAD-4 ifadesinde
artis olurken ADAMTS-8 ifadesinde 6nemli diizeyde artis oldugu belirlenmistir

ADAMTS-8 promotor pargalarinin SW480 hiicrelerinde transkripsiyonel olarak aktif
olduklar1 1192101 numarali TUBITAK kapsaminda yapilan ¢alismalarda ilk kez grubumuz
tarafindan belirlenmistir. Bu tez ¢alismas1 kapsaminda da yine ilk olarak TGF-B’nin
ADAMTS-8 promotor aktivitesini arttirict yonde etki ettigi belirlenmistir. ADAMTS-8
promotor parcalart kalsiyum fosfat metoduyla transfekte edildikten sonra gergeklestirilen
TG-B uygulamasi1 sonrasinda elde edilen sonuglarda TGF-B’nin, 6zellikle su promotor
pargalarinin bazal aktivitelerinde anlamli artisa yol agtig1 belirlenmistir. En aktif parcalarda
TGF-B sitokininin ADAMTS-8 geninin regiilasyonunda kullandig1 hiicre i¢i yolaklar
belirleye bilmek i¢in 6zgiin inhibitorler kullanarak transfeksiyon gergeklestirilmistir.
SW480 hiicrelerinde elde edilen sonucglara gére muhtemelen TGF-f sitokini; p38 MAPK,
MEK, JNK, ve PI3K ve SIS3 yolaklar1 lizerinden ADAMTS-8 promotor pargalarinin
transkripsiyonel regiilasyonunu saglamaktadir. Promotor bolgesinde muhtemel SMAD
baglanma bdlgeleri icin ChIP deneyi gerceklestirilmistir. SMAD over ekspre olan SW480
hiicrelerinde ADAMTS-8 promotor cevapelementlerinin her birinde SMAD-2,-3 ve -4’te
immiino-¢okelme gozlemlenmistir (bk. Sekil 4.16). Bu ¢okelme TGF-B uygulamasiyla
birlikte 6zellikle RE1 ve RE4. promotor cevap elementinde istatistiksel olarak anlamli
sekilde gergeklesmistir (bk. Sekil 4.17). Bu sonuglar bize SMAD-2-3 ve -4’iin ADAMTS-8

promotorunda RE1 ve RE4’te baglanma bolgelerinin olabilecegini diisiindiirmektedir.

Elde edilen verilere gore, kolorektal kanserde normal sartlarda azalmis ADAMTS-8
ifadesinin, TGF-B uygulamasiyla birlikte ifadesinin arttirdigi bulunmustur. Bu bulgu,
ADAMTS-8’in kolorektal kanserde potansiyal bir rolii olabilecegini gostermektedir.
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Calisma kapsaminda ADAMTS lerin antiangiyojenik iiyesi olan ADAMTS-8 geninin TGF-
B tarafindan regiile olan bir gen oldugu belirlenmistir. Fakat ADAMTS-8’in kolorektal
kanserdeki tam roliiniin ve hiicre i¢i sinyal yollarinin belirlenebilmesi i¢in daha fazla

caligmaya ihtiyag¢ vardir.
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