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ADAMTS genlerinin, tiimorlerin ortaya ¢ikmasi, gelismesi ve metastazinda dnemli bir rol
oynadigi ortaya konmustur. Bu gen ailesinin tiyelerinden biri olan ADAMTS14 geni kollajen
icerikli ADAMTS grubunu olusturmaktadir. ADAMTS14, 2002 yilinda insan kromozomu
10g22.1'de bulunan ve ECM'nin birlestirilmesi ve bozulmasinda énemli bir rol oynayan bir
proteinazi kodlayan bir gen olarak kesfedilmistir. ADAMTS14'lin anormal ekspresyonunun,
hiicre proliferasyonu ve metastazi dahil olmak iizere tiimor hiicresi davraniglarini
etkiledigine dair ¢aligmalar bulunmaktadir.

Bu yiiksek lisans tezi kapsaminda ADAMTS14’iin farkli hiicre hatlarindaki ekspresyon
ifadesi incelenmistir. Ayrica ADAMTS14 geninin promotor bolgesinden olusturulan 5’
delesyon mutantlarinin klonlanmas1 ve dogrulanmasi gergeklestirilmistir. Dogrulanmasi igin
SW480 kolon kanser hiicre hattinda kalsiyum fosfat presipitasyonu ile gegici transfeksiyonu
gerceklestirilmistir. ADAMTS14 gen ifadesi ile IL-6 arasindaki iligkiyi incelemek i¢in IL-6
sitokinin hiicrelere farkli miktarlarda uygulanmis olup (20 ve 40ng), etkileri mRNA
diizeyinde Real-Time PCR metoduyla belirlenmistir. Bu sayede ADAMTS14 geni ve kolon
kanseri iizerinde literatiire yeni bilgiler eklenmistir.
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ABSTRACT

CLONING AND CHARACTERIZATION OF THE ADAMTS14 PROMOTOR
MSC THESIS
GHUFRAN HAQI ISMAEL ALBAZI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS

(SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. NELiN HACIOGLU )
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, JULY - 2023

ADAMTS genes have been shown to play an important role in the emergence, development
and metastasis of tumors. ADAMTSI14, one of the members of this gene family, forms
collagen ADAMTS and is involved in collagen processing. ADAMTS14 was discovered in
2002 as a gene encoding a proteinase located on human chromosome 10g22. There are
studies that aberrant expression of ADAMTS14 affects tumor cell behaviors, including cell
proliferation and metastasis. With in the scope of this master thesis, the expression of
ADAMTS14 in different cell lines was investigated. In addition, cloning and validation of
5' deletion mutants created from the promoter region of the ADAMTS14 gene were
performed. For confirmation, transient transfection with calcium phosphate precipitation
was performed in the SW480 colon cancer cell line. In order to examine the relationship
between ADAMTS14 gene expression and IL-6, IL-6 cytokine was applied to the cells in
different amounts (20 and 40ng), and its effects were determined at the mRNA level by Real-
Time PCR method

KEYWORDS: ADAMTSI14, colon cancer, SW480, IL-6
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ONSOZ
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icin bana bu sansi tantyan ve bu siire zarfinda beni destekleyen annem gibi gordiigiim, o
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Dog. Dr. Siimeye Aydogan Tiirkoglu’na 6zel tesekiir etmek istedim. Bu yolda beni yalniz
birakmadiklari i¢in onlara olan minnettarligimi da dile getirmek istiyorum.

Bu yolculukta ¢ok insan tanidim ve bu insanlar hayatima ¢ok giizel dokunuslar birakt.
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giildiik yeri geldi hep beraber agladik. Bu giizel duygular1 bana yasatan Feyza Nur Sav,
Yasemin Keles, Riimeysa Alacam, Sevin Avsar, Aylin Tiirkoglu, Merve Demir, Hanife
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Bu yolda beni ailem gibi destekleyen Acu ailesine ve Aysel halaya yiirek dolu sevgilerimi
iletiyorum. Varligiiz benim i¢in her seydi ve hep dyle kalacak.
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Bu tez ¢alismasi en yakin arkadasim Busra Wesam teyzeme ithaf edilmistir.
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1 GIRIS

1.1 Kanser

Kanser, hiicre seviyesinde genetik bir bozukluktur. Diinyanin ilk siralarda yer alan bir 6liim
nedeni olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Diinya Saghk Orgiiti'niin (WHO) 2019 yilindaki
verilerine gore, kanser 112 {ilkede 70 yas altindaki 6liimlerde ilk siralarda yer almaktadir.
Kanserin 6nde gelen 6liim nedeni olarak artan énemi, kismen, bir¢ok iilkede kansere gore
inme ve koroner kalp hastalig1 6liim oranlarindaki belirgin diistisleri yansitmaktadir. Kanser
goriilme siklig1 ve 6liim orami diinya ¢apinda her gecen giin artis gostermektedir. Istatistikler,
kadin meme kanserinin yaklasik 2,3 milyon yeni vaka (%11,7) ile en ¢ok teshisi yapilan
kanser olarak akciger kanserini geride biraktigini, sonrasinda ise sirayla %11,4 ile akciger,
%10 ile kolorektal, %7,3 ile prostat ve %5,6 ile mide kanserleri gelmektedir. Akciger
kanseri, tahminen 1,8 milyon 6liimle (%18) kanser 6liimlerinin 6nde gelen nedeni olmaya
devam etti, bunu kolorektal (%9,4), karaciger (%8,3), mide (%7,7) ve kadin meme (%6,9)
kanserleri izledi. Istatistikler erkeklerde en sik gériilen kanserin yaklasik %15,4 ile akciger
kanseri, %15,1 ile prostat kanseri ve %11,4 ile rektum kanseri oldugunu gosteriyor (Sung

vd., 2021).

DNA diizeyinde kanser olusumu tek bir niikleotid degisikligi veya kromozom kayip ya da
kazanimi, viral bir genomun hiicrenin genomuna ilave olmasi, kromozomlarin yeniden
modellenmesi gibi genomik degisikliklerden; RNA seviyesinde transkripsiyonal
regiilasyonun bozulmasi, mRNA’nin islenmesi hasari sonucu mRNA yari Omriiniin
degismesi; protein diizeyinde ise DNA ve mRNA'da meydana gelen degisimler neticesi
protein yapisinin bozulmasi ya da proteinlerin inaktivasyonu gibi ¢ok cesitli faktdrlerden
meydana gelir. Kanser siirecinde gorevli olan pek ¢ok gen oldugu bilinmektedir. Bu genler
gruplara ayrilirsa; (i) onkogenler, (ii) hiicre dongiisiinii kontrol eden genler, (iii) apoptozis
iligkili genler ve tiimor baskilayici genler, (iv) hiicre hareketinde ve adezyonu iliskili genler,
(v) anjiogenik faktorler ve son olarak (vi) ekstraseliiler matriksi bozan enzimler olarak ifade

edilir (Hanahan vd., 2011).

Bu genlerde meydana gelen mutasyonlar kontrolsiiz hiicre boliinmesine neden olurlar.
Kanser hiicreleri normal hiicrelerden morfolojik olarak oldukca farklidirlar. Cok fazla mitoz

gecirmelerinden dolay1 biiyiik ve hiperkromatik niikleuslar1 bulunmaktadir. Kanser



hiicreleri bir dokudan baska bir dokuya lenf veya kan yoluyla yayilabilirler. Farkli viicut
bolgelerine metastaz yapan bu kanser siirecine ise metastaz denir (Hanahan vd, 2011;

Yildirim, 2009).

Protoonkogenler normal hiicrelerde hiicre dongiisii regililasyonunu biiyiime faktorii, biiylime
faktorleri reseptorleri, DNA sentezini diizenleyiciler ve transkripsiyon diizenleyici proteinler
olarak saglarlar (Whiteside, 2008). Protoonkogenler mutasyonlar ile onkogenlere doniiserek
kontrolsiiz hiicre boliinmesini uyarirlar. Protoonkogenler mutasyona ugrayarak siirekli
caligir hale gelirlerse hiicre durmadan bdliinmeye uyarilir. Kanser hiicreleri bu 6zelliklerini
kaybettikten sonra, kontrolsiiz bir sekilde c¢ogaltmaya baslar. Normal hiicrelerde
mutasyonlar, nesil basina, hiicre basina, niikleotid basina 107! mutasyon oraninda meydana

gelen nadir olaylardir (Jackson ve Loeb., 2001).

1.2 Hiicredis1 matriks (Ekstraseliiler matriks)

Hiicre dis1 matriks, yara iyilesmesi, hiicre gocii, embriyogenez ve apoptoz gibi fizyolojik
siireglerde ve hiicrelerin mekanik desteginde ¢ok 6nemli bir rol oynar. Hiicrelerin dis ortamla
etkilesimini de saglar. Ekstraseliiler matriks hem patolojik hem de fizyolojik olaylarda

olduk¢a 6nemli rollere sahiptir (Crotti vd., 2017).

Embriyonik gelisimde oldugu gibi ekstraseliiler matriks, ana protein bilesenlerinin iiretimi,
bozulmasi ve yeniden modellenmesi ile kontrol edilir. Bu kontroliin bozulmasi ekstraseliiler
matriksi diizensiz hale getirerek anormal hiicre davranigini, tiimorle iliskili anjiyogenezi ve
enflamasyonu tesvik eder ve son olarak kanser mikro ¢evresinin olugmasina ve ilerlemesine

yol agar (Nam vd., 2021).

Ik ortaya kondugu zamanlarda ekstraseliiler matriks yalmzca doldurucu ve atil bir substrat
olarak kabul edilirdi, ancak sonraki ¢aligmalar ile karsinojenezdeki aktif rolii agiklanmistir
(Colige vd., 2002; Al Nakouzi vd., 2012; Marano vd., 2015). Ekstraseliiler matriks, hiicrenin
ylizeyi ile yakin iliskili olan g¢esitli proteinler ve polisakkaritlerden olusur (Whiteside, 2008;
Colige vd., 2002).



Ekstraselliiler matriks ¢cok sayida proteaz aktivitesine sahip molekiil icerir. Bu molekiiller
protein ailesi olarak domain yapilarina gore gruplandirilmaktadir. Doku plazminojen
aktivatorii, trombin, plazmin ve iirokinaz, serin proteazlarin birinci grubunun iiyeleridir.
Ikinci kategori ise, matris metalloproteinazlar (MMP) olarak bilinen yiiksek oranda
korunmus ¢inkoya bagli endopeptidazlardan olusur. Bu iki proteaz grubu, hiicre dis1 matriksi
parcalamak ve maligniteyi yaymak i¢in birlikte ¢alisir. Kemik farklilagma proteini 1/tolloid
ailesi de metaloproteinazlarin {i¢lincii grubunu olusturur. ADAM olarak bilinen ve hiicre-
hiicre adezyonu ve proteolizinde yer alan transmembran glikoproteinler, dordiincii ve son

kategoriyi olusturur (Tlsty vd., 2001; Tauro vd., 2013).

Bu ¢inkoya bagimli metalloproteinazlarin birgok alani vardir ve hiicre zarinda bulunurlar
(Nickel ve Rabouille, 2009; Tauro vd., 2013). ADAM protein ailesinde simdiye kadar
yaklasik 30 protein tanimlanmstir. Ilk olarak ADAM ailesi proteinleri tanimlanmis olup,
sonrasinda 1997 yilinda ADAMe-iliskili yeni bir protein ailesi literatiire kazandirilmistir.
Kolon kanseri hiicre hatt1 ile yapilan bir ¢calismada bu yeni iiye ADAMTS (trombospondin
motifli bir disintegrin ve metalloproteinaz) olarak adlandirilmistir. Bu yeni protein ailesi
kendine ait TSP1 motiflerine sahip oldugundan ADAM ailesi olarak kabul edilmemis ve

yeni bir aile olarak tanimlanmistir (Kuno vd.,1997).

1.3 ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS proteaz ailesi, 19 c¢esit salgilanan metaloproteaz igerir (Rose vd., 2021).
Proteinazlar veya peptidazlar olarak da adlandirilan proteazlar, proteolitik enzimlerdir.
Molekiiler bigaklar olarak islev goren proteazlar, uzun amino asit dizilerini parcalara ayirir;
bu, tim proteinlerin sentezi i¢in gerekli olan, boyutlarini, bilesimlerini, sekillerini,
doniisiimlerini ve nihai yikimlarini kontrol eden bir iglemdir (Barrett vd., 1986 ; Puente vd.,
2003; Shen vd., 2009). Proteazlar, insan genomunun yaklagik %2'sini ve enfeksiyoz
organizmalarin genomlarinin %1 ila %5'ini olusturur (Rawlings vd., 2009; Shen vd., 2009).
Giliniimiizde 50'den fazla insan proteazindaki tek amino asit mutasyonlarinin genetik

hastaliklara yol actig1 bilinmektedir (Puente vd., 2003; Shen vd .,2009).
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Sekil 1.1: ADAMTS ailesinin tiim elemanlarin1 gésteren sekil (Fontanil vd., 2019)

ADAMTS proteazlarinin nasil calistigini tam olarak anlamak i¢in doku gelisimi ve
olgunlagmasi sirasinda ADAMTS proteaz aktivitesinin diizenlendigi mekanizmalari
aydinlatmak onemlidir (Rypdal vd., 2021). ADAMTS proteazlari, hiicre dis1 matris
olusumunu, yeniden sekillenmesini ve homeostatik adaptasyonu diizenleyerek organ

gelisimi ve doku homeostazinda dnemli roller oynar (Dubail vd ., 2015).

ADAMTS proteaz aktivitesinin kendisini diizenleyerek, tim ECM substrat gruplarimin
durumunu ayni anda degistirilebilir ve bu nedenle, bu proteazlar, diizenleyici bir
mekanizmadaki ~ bozukluklarda  hedeflenebilecek  noktalar  olarak  goriilebilir.
Transkripsiyonel diizenleme, transkripsiyon sonrasi ve posttranslasyonel modifikasyonlar
veya furin isleme yoluyla ADAMTS aktivasyonu seviyesinde degisimler olmaktadir.
ADAMTS proteaz aktivitesini diizenleyen mekanizmalar vardir, bu mekanizmalar, 6zellikle

ADAMTS aracili substrat boliinmesini modiile etmek i¢in kullanilabilir (Rose vd., 2021).



ADAMTS gen ekspresyonunun, transkripsiyonel ve epigenetik mekanizmalar yoluyla
diizenlenmesi karmasiktir ve muhtemelen doku ve hiicre tipine Ozgiidir. ADAMTS
proteazlari, baglangigta aktif olmayan zimojenler olarak sentezlenir ve daha sonra proteazi
aktive eden pro-peptitin ¢ikarilmasiyla sonuglanan bir furin/proprotein doniistiiriicii aracilt
boliinme olay1 gerektirir (Wong vd., 2015). ADAMTS aracili substrat boliinmesi, yalnizca
ADAMTS proteazlari ve ilgili substratlar1 birbirine yakin oldugunda meydana gelebilir. Bu
nedenle, ADAMTS proteaz aktivitesinin farkli hiicresel veya hiicre alti bdlmelerle
smirlandirilmas:t veya ADAMTS proteazlarinin sinyalleme kaynakli yer degistirmesi,
erigilebilirliklerini farkli substrat gruplarmma kaydirabilir , ADAMTS ailesinin iiyelerinin
yapmis oldugu etkilere bakildigi zaman ADAMTS4 ve ADAMTSS'in agregani bozdugu ve
eklem kikirdaginin erozyonuna ve eklem dejenerasyonuna katkida bulundugu artritte olmak

tizere, kazanilmis ve konjenital bag dokusu bozukluklarinin patogenezinde de yer alir

(Dagoneau vd., 2004).

ADAMTS10, ADAMTSI17 proteazlarindaki mutasyonlarin neden oldugu ve muhtemelen
ECM'deki proteaz aktivitesini azaltan kalitsal bag dokusu bozukluklarina 6rnek olarak
Weill-Marchesani sendromu, ADAMTS?2 i¢in dermatosparaksis Ehlers Danlos sendromu,
ADAMTSI19 icin izole kalp kapagi hastaligi, ADAMTSI13 igin ise konjenital trombotik

trombositopenik purpura hastaligi verilebilir (Wiinnemann vd., 2020).

1.4  ADAMTS14 geni

ADAMTS14, 10g22.1'de perforin-1 geni (sentromerik) ve sfingosin fosfat liyaz geni
(telomerik) arasinda bulunur. ADAMTSI14, 80 kb'yi asan 22 kodlama ekzonu (5P
cevrilmemis bolgede (UTR) kodlamayan bir ekson) icerir (Bolz vd., 2001). ADAMTS-14,
kesfedilecek prokollajen N-proteinazlarin {igiinciisii (Yang vd., 2017).

ADAMTSI14 geni ve ADAMTS3 geni (%63) homolog oldugundan, ADAMTS14 ve
ADAMTS3'lin, kollajen monomerinin N-terminal 6n peptidini kirabilen, tip II kollajen
monomerinin tip II kollajen lifine agregasyonunu tesvik eden ve kikirdak hasarindan sonra

onarim siirecine katilabilen benzer islevlere sahip oldugu tahmin edilmektedir (Fernandes

vd., 2001; Ma., 2018).



ADAMTS14 geni tarafindan kodlanan protein, sinyal peptidi, yeniden yapilandirma alan,
proteaz yapisal alani, poli yapisal alan, dort trombine duyarli protein yapisal alani ve

karboksil terminali yapisal alanindan olusan 1223 amino asitten olusur (Ma., 2018).

1.5 ADAMTS14 ve Kanser

ADAMTSI14 ve kanserler ile olan iliskisinin arastirilmasi sonucunda yapilan literatiir
bilgileri 6zetlenmistir. Oral skuamoz hiicreli karsinom (OSCC) hiicreleri ile yapilan bir
immiinohistokimya analizinde 250 OSCC doku 6rnegini analiz ettikten sonra, sonuglar
ADAMTSI14 proteinlerinin OSCC dokularinda eksprese edildigini ortaya cikarmistir.
Spesifik olarak, ADAMTS14 proteinlerinin sitoplazmik ekspresyonunun OSCC dokularinda
normal oral mukoza kontrol dokularina gore onemli Ol¢lide daha diisiik oldugunu
bulmuslardir. Bu bulgular ayrica ADAMTS14'1n OSCC'nin gelisimi ve ilerlemesinde rol
oynadigii, ayrica ADAMTSI14'Uin negatif sitoplazmik ekspresyonunun lenf diigiimii
metastazi ile onemli dlgiide iligkili oldugunu ortaya koydugunu gosterir (Zhou vd. 2014; Lin
vd. 2020). ADAMTS14 gen polimorfizmi ile ¢evresel mutajenler arasindaki etkilesimler,

OSCC tiimor olusumu igin bir risk faktoriidiir.

Hepatoseliiler kanserde ADAMTS14 ekspresyonu, agresif kanserler ve klinik sonuclarla
iliskilendirilmistir. Ote yandan Ming-Jen Sheu ve arkadaslari, ADAMTS14 genetik
polimorfizminin ve sigara i¢ciminin hepatoseliiler karsinomun klinikopatolojik gelisimi
tizerindeki etkilerini aragtirmislardir (Sheu vd., 2017). Tiimor patobiyolojisindeki rolleri
anlamak i¢in (Bruni vd., 2011; Sheu vd., 2017), ADAMTS14 geninin dort tek niikleotid
polimorfizmi (nsSNP) (rs10823607, rs12774070, rs4747096 ve rs61537157), 680 kontrol ve
HCC'li 340 hastadan incelenmistir. Bulgular, rs12774070 varyantinin, TSR alanini
etkileyebilen ve ADAMTS14'lin hiicre yiizeyi iligkisini ve sirali isleme mekanizmalarini
degistirebilen glikosilasyon sahasina yakin TSR alanindaki roliine isaret etmektedir. Bu
sonuglar, ADAMTS14 yardimci alanlarindaki ADAMTSI14 polimorfik varyantlarimin,
sigara igen hastalarda HCC olusumuna ve duyarliligina katkida bulundugunu
gostermektedir. ADAMTS14 polimorfizminin TSR alan1 ve PRR alanindaki ortak etkisi,
HCC gelisimini 6nemli 6l¢iide kolaylastirdigt gdsterilmistir (Sheu vd., 2017).



Kodlamayan RNA'larin, karaciger kanseri gibi birkac yaygin kanserin karsinogenezinde ve
metastazinda yer aldigi gosterilmistir. Dairesel RNA'lar (circRNA'lar), son zamanlarda
okaryotik transkriptomda ytiksek oranda temsil edilen kodlamayan RNA ailesinin bir iiyesi
olarak tanimlanmistir ve circRNA'larin tiimdrlerin gelisimi ve metastazinda 6nemli roller
iistlenebilecegini One stirmiistiir. ADAMTS14 geni, circADAMTS14, microRNA-572'ye
baglanabilir ve MikroRNA'lar (miRNA'lar), miRNA yanit elemanlar1 aracilifiyla
transkripsiyon sonrasi seviyelerde RNA hedeflerini negatif olarak diizenleme yetenekleri
nedeniyle en ¢ok calisilan kodlamayan RNA'lar haline gelmistir. Son zamanlarda,
circRNA'larin, gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in miRNA siingerleri olarak hareket etmek

tizere circRNA-miRNA eksenini olusturdugu gosterilmistir (Cheng vd., 2015).

ADAMTSI14 proteazlarindaki tek niikleotit polimorfizmlerinin (nsSNP'ler) osteoartrit
fenotipleri ile iligkili oldugu bildirilmistir (Bruni vd., 2011; Sheu vd., 2017). 10g22.1
kromozomunda bulunan ADAMTSI14'lin yakin zamanda yeni bir osteoartrit aday geni
oldugu bildirilmistir. ADAMTS14'lin 21. eksonunda (rs4747096) olas1 zararli etkiye sahip
tek niikleotid polimorfizminin (nsSNP) diz osteoartriti ile iligkili oldugu gosterilmistir
(Rodriguez vd., 2009). ADAMTS14'in in vitro olarak pNPI aktivitesine sahip oldugu
gosterilmistir ve Ehlers-Danlos sendromu tip VIIC hastalarinin kemik, tendon, kikirdak, deri
ve diger dokularinda gozlemlenebilen kalinti PNPI aktivitesinin olas1 bir kaynag1 oldugu 6ne

stiriilmiistiir (Goff vd., 2006).

Renal hiicreli kanser (RCC; BHK), renal parankim kaynakli kemoterapiye dayanikli bir
kanser grubunu (berrak hiicreli RCC, papiller RCC, kromofob RCC ve renal onkositoma
dahil) temsil eder. Tahminlere gore, her yil yaklagik 400.000 yeni renal hiicreli karsinom
vakasi teshis edilmekte ve yillik BHK ile iliskili 6liim orani yilda 175.000 o6liime
ulagmaktadir (Luciani vd., 2000). RCC tiimdrijenezi, genetik degisikliklerin veya obezite,
sigara i¢me, stres ve digerleri gibi aligkanliklarin varlig: ile iligkilidir (Brozka vd., 2023).
Renal hiicreli kanser ile ADAMTS 14 arasindaki iliskiyi biyobelirte¢ gibi ¢esitli testler ve
immiinoterapinin bagisiklik tepkilerini tahmin etmek i¢cin ADAMTSI14 kullanarak
degerlendirmek igin cesitli ¢calismalar yapilmistir. ADAMTS14 ile ilgili sinyal yollarin1 ve
biyolojik islevi tanimlamak i¢in gen seti zenginlestirme analizi (GSEA) yapildi. Potansiyel

mekanizmalar1 agisindan, IncRNA/RNA baglayic1 protein (RBP)/ADAMTS14 mRNA



aglart calismasi, ADAMTS14'lin RCC tiimdr dokularinda bitisik normal doku 6rneklerine
kiyasla daha yiiksek ekspresyon gosterdigini gosterdi. Ayrica ADAMTS14 mRNA
ekspresyonunun énemli 6l¢iide iligkili oldugu da ortaya ¢ikti. Sonug olarak, ADAMTS14'in
RCC i¢in bagimsiz bir prognostik faktor olabilecegi kaydedilmistir.

Ayrica ADAMTS14 ekspresyonunun, immiin hiicreler, immiin kontrol noktas1 molekiilleri
ve timor immiin mikrogevresi ile dnemli 6l¢iide iligkili oldugu gdzlendi. Bobrek kanseri
hastalarinda, ADAMTS14 ekspresyonunun, tiimdr immiin mikrogevresi, immiin hiicreleri ve
immiin kontrol noktas1 molekiilleri ile 6nemli 6l¢iide iligkili oldugunu gosterdi (Chen vd.,

2022).

1.6 Sitokinler

Sitokinler, hiicre sinyallesmesinde 6nemli roller oynayan kiigiik proteinlerdir. Ya onlari
iireten hiicreye (otokrin) ya da g¢evredeki hiicrelere (parakrin) etki eden c¢esitli hiicresel
kaynaklar tarafindan salgilanirlar. Proteinler ve bazen peptidler olarak siniflandirilirlar ve
ayrica glikosile edilebilirler. Sitokinler genellikle cok kiiclik miktarlarda dolasirlar ve
gerektiginde konsantrasyonlar1 1000 katina kadar ¢ikabilir. Sitokinler baslangicta bagisiklik
sistemi baglaminda tanimlanmistir; ancak ¢esitli bagisiklik dis1 hiicreler tarafindan iiretildigi
ve davraniglarini etkiledigi gosterilmistir. Sitokinler, hayatta kalma, apoptoz, farklilagsma ve
fonksiyonel aktivasyondaki (immiin tepkiye katki) genis bir rol yelpazesine ragmen, en
yaygin etkilerinden biri olan hiicre proliferasyonunun indiiklenmesi ile iligkilendirilerek
genellikle "biiyiime faktorleri" olarak adlandirilir. Yillar gectikce, sitokinler ¢esitli siniflara,
ailelere veya siiper ailelere ayrilmistir. Ya sayisal kesif siralar1 (6zellikle interlokin ailesinde,
su anda IL-38'e kadar) ya da belirli bir fonksiyonel aktivite (6rnegin, daha biiyiik timor
nekroz faktori ailesi) kullanilarak yapilmistir. Antikor tepkilerini destekleyen sitokinler (Tip
2) ile hiicresel bagisiklik tepkilerini artiran sitokinler (Tip 1) arasinda boliiniirler. Bu alt
smiflandirma, islevleri (erken veya gec, dogustan gelen veya uyarlanabilir, pro- veya anti-
inflamatuar, mitojenik, diizenleyici, hayatta kalma islevleri) veya bazen birincil savunma
hiicreleri (monokin, lenfokin) kullanilarak gergeklestirilir. Yine de, sekans homolojisini
paylagsmalarina ve reseptor sistemleri arasinda biraz karigikliga ragmen, sitokinler

islevlerinde 6zgiilliik ve hatta ayni ailenin iiyeleri i¢inde karsit islevler gosterirler. Sitokinler,



fizyolojik etkilerini iiretmek i¢in ¢oklu hiicre i¢i sinyal yollarini aktive eder. En ¢ok ¢alisilan
yollardan biri, reseptorle iliskili janus kinazlar1 (JAK) ve gizli sitoplazmik transkripsiyon
faktorlerini, sinyal transdiiserlerini ve transkripsiyon aktivatorlerini (STAT) iceren yoldur

(Churchman vd., 2012).

1.6.1 IL-6 Sitokini ve Kanser

IL-6, cesitli tiimdr tiplerinin tiimoér mikrogevresinde bolca bulunan bir sitokin olarak
tanimlanmigtir. IL-6, timoér olusumunun seyri ile ilgili olmasinin yam sira, ikincil bir
timoriin, bir metastazin olusumu icin bir 6n kosul olarak meydana gelmesi gereken olaylar
dizisini de kolaylastirir. Bireysel dokularda ve kanser tiirlerinde kanserin ilerlemesine
katkida bulunan izole edilmis mekanizmalarin arastirilmasi son derece degerlidir. Bununla
birlikte, neredeyse tiim kat1 tlimor tiirleri arasinda en yiiksek 6lim oranini da agiklayan
birlestirici bir 6zellik, metastatik yayilma stirecidir (Chang vd., 2013.) Metastaz olusumu, (i)
cevreleyen hiicre dis1 matrisin lokalize gocii ve istilasi, (i) yakindaki damarlara damar igi,
(ii1)) kan dolasimi veya lenfatik damarlarda asir1 kosullarda hayatta kalma, (iv) doku
parankimine ekstravazasyon ve son olarak (v) yeni bir ortamda gelismelerine izin vermek
icin timor hiicrelerinin aktivitesinin modifikasyonu seklinde gerceklesir .Metastaz olugumu,
cesitli kanser tilirlerinde meydana gelen yaygin bir siire¢ oldugu gibi, anormal IL-6 sinyali,
tiimor biiylimesini ve metastazi destekleyen baska bir birlestirici motif saglar. Bu nedenle,

IL-6'ya umut verici bir terapotik hedef konumu saglar (Hanahan vd., 2011).

IL-6 sinyali, klasik veya trans-sinyal yolunu izleyebilir. Klasik yol, akut faz bagisiklik
tepkisi, rejenerasyon ve hematopoezde hayati 6neme sahipken, trans yol, IL-6 reseptoriinii
(IL-6R) ifade etmeyen hiicrelerin bu sinyale yanit vermesini ve IL-6'nin agag1 akis sinyalini
baglatmasini saglar. Klasik IL-6 sinyal yolu, IL-6'nin zara bagli spesifik bir reseptdr olan IL-
6R'ye baglanmasiyla baglatilir. Ligand/reseptor kompleksi daha sonra zara yayilan gp130 ile
birleserek trimerik bir kompleksin olusmasina neden olur. Sonug¢ olarak, daha fazla
dimerizasyonla, bir hetero hekzamerik sinyal ileten reseptdr kompleksi ortaya ¢ikar (Hirano
vd., 1986; Scheller vd., 2011; Novick vd., 1999). IL-6R'nin ekspresyonu nétrofiller,
hepatositler, monositler/makrofajlar ve bazi lenfositlerle sinirliyken, gp130 ¢ogu hiicre
tipinde her yerde bulunur (Brabek vd., 2020; Scheller vd., 2011; Lacina vd., 2019). Bununla
birlikte, tek basina gp130 ifade eden hiicreler, IL-6'y1 baglayamaz ve bu nedenle etkilerine



yanit vermez. Bu, alternatif trans yolunun 6nemini vurgulamaktadir (Novick vd., 1999).
Trans-sinyal yolu, insan serumu ve idrar Orneklerinde ¢Oziiniir IL-6R'min (sIL 6R)
saptanmasinin bir sonucu olarak kesfedilmistir. Trans yolu, kanser baglaminda kritiktir,
clinkii IL-6R'yi ifade etmeyen timorii ve c¢evredeki stromal hiicreleri etkiler, boylece

aktiviteyi ve hiicrelerin timoér mikrogevresine alinmasini degistirir (Scheller vd., 2011).

IL-6/IL-6R/gp130 yolu, Janus kinazlar1 (JAK'lar) aktive eder. JAK'lar, sirayla, JAK/sinyal
doniistiiriicii ve transkripsiyon aktivatorii (STAT), PI3K/AKT veya RAS/RAF/MEK/MAPK
yollarii kullanir (Johnson., 2018; Lacina vd., 2019). Reseptér kompleksi olusumunun
ardindan, kinazlar JAK1, JAK2 ve tirozin kinaz 2 (TYK2), gp130 ile birlesir. Bu kinazlar,
karsilikl transfosforilasyon yoluyla aktivasyona ugrar, bdylece gpl130'un sitoplazmik
bolgesindeki tirozin rezidiilerinin fosforilasyonuna izin verir. Fosforlanmis gp130 artik
STATS3 ile etkilesime girebilecek duruma gelir. STAT3'lin aktive edilmis JAK'lara yakinlig:
nedeniyle, STAT3 ayrica fosforilasyon yoluyla aktive edilir. Aktif STAT3, bir homodimer
olusturur ve bir transkripsiyon faktorii olarak islev goriir (Johnson., 2018; Scheller vd., 2011;

Manore vd., 2022; Yu vd., 2009).

Artan STAT3 sinyali ve yukari regiile edilmis siklin-D1 ve cMYC seviyeleri, hiicre dongiisii
boyunca ilerlemeyi hizlandirirken, hayatta kalma yanlis1 faktorler de kanser hiicrelerinde
apoptozu baskilar. Ayrica, IL-6 agag1 akis etkileri, notrofillerin, dogal 6ldiiriicli hiicrelerin
veya T hiicrelerinin aktivitesini modiile ederek, bu bagisiklik hiicrelerini lezyona gotiiriir.
Ancak yine de neoplazmaya karsi azalmig bir bagisiklik tepkisi ile sonuglanir. Bu
mekanizma, bir immiin toleransin gelismesine izin verir (Johnson vd.,2018). IL-6 ayni anda
T diizenleyici hiicreleri ve miyeloid tiirevli baskilayict hiicreleri yukar1 dogru diizenler.
Aktivasyonlari, ayrica, ciddi sekilde bozulmus bir anti-timor bagisiklik tepkisi ile
sonuclanan, énemli derecede bagisiklik bastirilmis tiimoér mikrogevresine katkida bulunur

(Ragkova vd., 2022).

IL-6'nin ve bunun sinyal yollarinin inhibisyonu, kanser tedavisinde yogun olarak incelenen
bir terapotik yaklasimdir. Stratejiler, STAT3, NF-xB ve HIF-l o gibi akis asagi sinyal
proteinleri dahil olmak tizere IL-6 sinyal ekseninin (IL-6/6IL-6R/gp130) genel

inhibisyonunu arastirmaktadir. Gen ekspresyonu seviyesinde bagka bir terapdtik firsat IL-6
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kaskadi ile aktive edilmis STAT3 diir. STAT3 bir transkripsiyon faktorii olarak hareket
etmektedir. STAT3'lin DNA baglama kabiliyetini inhibe ederek, bir transkripsiyon faktorii
olarak hareket etme kapasitesi ortadan kaldirilacaktir (Handle vd., 2018; Hellsten vd., 2008).

1.7 Calismanin Amaci

ADAMTSI14 geni ile ilgili literatlir taramasinda, hiicreler kanserlesme mekanizmasinda
onemli rolleri oldugu ortaya konmustur. Bu nedenle bu ¢alisma kapsaminda ADAMTS14
geninin promotor bdlgesinin klonlanmasi1 ve transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi

amaglanmistir. Bunun i¢in 3 asamada deneyler gerceklestirilmistir.

L.insan ADAMTS14 promotor bdlgesinin genomik DNA ile amplifiye edilerek cogalmasi
gercekeeklestirilmistir. ADAMTS 14 promotorunun 5° delesyon mutantlarinin pGEMT-Easy
vektor sistemine T:A klonlamasi yapilmis, ardindan ise okaryotik bir ekspresyon vektorii
olan pMetLuc vektoriine klonlanmasi gerceklestirilmistir. Klonlamanin dogrulanmast DNA
dizi analizi hizmet alimi ile saglanmistir. Daha sonra ekspresyon c¢aligmalari sonucunda
model olarak secilen SW480 hiicre hattina, ADAMTS14 promotor parcalarinin kalsiyum
fosfat yontemiyle gegici olarak transfekte edilmesi saglanmigtir. Olusan ifadenin
belirlenmesi ve promotor pargalarnin etkinliklerinin gosterilmesi icin, bazal aktivite

belirleme ¢alismalarinda i¢in Lusiferaz ve SEAP aktivite metodu kullanilmistir.

II.LADAMTS14 ifadesinin hangi hiicre hatlarinda daha fazla oldugunun belirlenmesi i¢in
Saos-2, Hep3B, LnCAP, HUVEC, Panc-2 Hiicre hatlar1 ile Real Time PCR c¢aligmalari
gerceklestirilmistir. Bu ¢alisma sonucunda deneysel model olarak kullanilacak olan hiicre

hatt1 belirlenmistir.

II1. IL-6 sitokini ile ADAMTS 14 geni arasindaki iliskinin belirlenmesi i¢in hiicre kiiltiiriinde
oncelikle SW480 hiicrelerine farkli dozlarda (20 ve 40ng/uL) IL-6 sitokini farkli saat
araliklarinda uygulanmistir. Bu sayede hem doz hem zamana bagli olan degisimleri

degerlendirilmistir.
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Sekil 1.2: Tez kapsaminda yapilan ¢caligma basamaklarini 6zetleyen diyagram
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2 MATERYAL-METOD

Calisma ortami1 ve materyaller %70'lik etil alkol kullanilarak sterilize edildi. Bakteri tabanli,
RNA ve DNA bazli arastirmalarda kullanilan biitiin 1siya dayanikli malzemeler, cam
malzemeler, eppendorflar, pipet uclar1 ve kutulart ve c¢ozeltiler (1,02 ATM basingla)
121°C'de 20 dakika siiresince otoklavda steril edildi.

Hiicre kiiltiirii incelemelerinin temizligi i¢in ise hiicre kiiltiirli laboratuvari ve laminer akig
UV lambasi etkinlestirilerek dezenfekte edilmistir. Steril edilmeye elverigli olmayan
sollisyonlarin sterilizesi i¢in ise 0,22 mikron filtrelerden yararlanildi. CO’li inkiibator ve
Laminar air flow %70’lik etil alkol ve ¢amasir suyu ile steril edildi. inkiibator ortammin
nemini korumasi i¢in belli araliklarda su tablasina otoklavlanmis su eklendi. Kiiltiirdeki
soliisyonlar, u¢ kutular1 ve pipet uglar1 ve eppendorflar 121°C’de 20 dakika otoklavlanip

temizlendi.

2.1 Kullanilan Malzemeler

Tez caligmasi sirasinda kullanilan arag-geregler ve markalar1 Tablo 2.1°de gosterildigi

gibidir.
Tablo 2.1: Kullanilan cihazlar

Cihazin Adx Markasi
Mikro Santrifiij Thermo
Isitmal1 Calkalayict Polyscience
Elektronik Hassas Tart1 Sartorius
Isiticili Manyetik Karistirict Heidolph
Thermal Cycler Scientific
Elektroforez Tanki Sartorius

Elektroforez Gii¢ Kaynagi

Thermo scin

Buz Makinesi Hoshizaki,japonya
Buz Dolabi Argelik, tiirkiye
Santrifiij Thermo
Luminometre Hettich Zentrifiigen
Etuv Memmert

Vortex Velp,scientfica
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Tablo 2.1: Kullanilan cihazlar (devam)

Mikroskop Elektromag/Tiirkiye
-80 Derin Dondurucu Glacier
Sogutmali Santrifiij Sigma

Jel Gortintileme Sistemi

Vilber Lourmat

CO2’li Inkiibator Nuair

Otoklav HMC,HIRAMAYA
Spektrofotometre Thermo Fisher
Masa Tipi pH metre Hanna

Ultra Saf Su Cihaz1 Apelex, Ingiltere
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Tablo 2.2: Klonlama sirasinda kullanilan malzemeler

Malzemen Firmasi

Ligaz enzimi (T4 DNA) Neb,Fermentas
Agar Pronadisa
Kanamisin Antibiyotigi Sigma
Ampisilin Antibiyotigi Sigma

10 mm Petri Plakalar Isolab

LB Broth Pronadisa

15 Ve 50mL Falkon Tiipleri Isolab

Restriksiyon Endoniikleazlar (Xhol, HindIII)

Neb,Fermentas

Ligaz Buffer Neb,Fermentas
Miniprep DNA Izolasyon Kiti Fermentas
Maxiprep DNA izolasyon Kiti Fermentas
Jel Piirifikasyon Kiti Fermentas
Sodyum Kloriir Sigma
Amonyum Asetat Sigma
EDTA Sigma
Tris Base Sigma
Etidyum Bromiir Sigma
Agaroz Fluka
MgClL (25uM) Fermentas
Kuvartz 96 well Plate Sigma
Betain Sigma
dATP,dTTP,dGTP,dCTP Fermentas
7-Deaza GTP Invitrogen
DMSO Sigma
Gliserol Merk
KalsiyumKloriir Merk

Taq Polimeraz Fermentas
Taq + KCl Tamponu Fermentas
6X Yiikleme Boyasi Fermentas
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Tablo 2.3: Vektorler ve tedarik edildigi firma adlari

Vektor Firmasi
pGEMT®easy Promega
pMetLuc control Clontech laboratories
pMetLuc Reporter Clontech laboratories
Seap-2 kontrol Clontech laboratories

Tablo 2.4: Hiicre kiiltiirii esnasinda faydalanilan kimyasallar ve malzemeler

Malzeme Firmasi
DMEM medyum Gibeo
S1gir Serum Albiimini Sigma
Fosfat Tampon Soliisyonu Sigma
Tripan mavisi Sigma
L-Glutamin Sigma
FCS (Fetal S1gir Serum) Sigma
0,22 - 0,45 mikron filter Sartorius
10-25 mL serolojik pipetler Corning
75 ve 25cm?’lik flasklar Corning
Tablo 2.5: RNA caligmalari sirasinda kullanilan malzemeler ve firmasi
Malzeme Firrmasi
RNA isolazyon kiti Fermentas
Oligo(dT) Fermentas
DEPC Sigma
Formaldehit Sigma
Reaksiyon tamponu Fermentas
Ribolock inhibitorii Fermentas

2.2 Klonlama Cahsmalar:
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2.2.1 ADAMTS14 Klonlama Primerlerinin Dizaym

Genel olarak primer dizayni i¢cin “NCBI” gen bankasindaki kayitlar kullanilarak insan
ADAMTS14 geninin varyant 1 i¢in olast gen bdlgesi tayin edilmistir. Ardindan promotor
bolgesinin analizi yapilmigtir. Primerler dizayn edilirken %GC degerleri, olasi sag¢ tokasi

yapilari, Tm derecesi ¢oziimlemesi yapilmigtir.

Tablo 2.6: ADAMTS 14 promotorunun klonlama primerleri

ADAMTS14 Primerleri Primer Dizleri

ADAMTS14 720 bg ileri 5> GAGGGAGTCTCCCTCTA 3
ADAMTS14 470 bg ileri 5> GATCCCCGGCCGCAGGC 3
ADAMTS14 390 bg ileri 5’ TGCCCACCCCCGGCCCAT 3
ADAMTS14 geri 5> AGCCATGTGGCCGCGCTGG ‘3

2.2.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

Cogaltilmasi istenen bolgeye spesifik olarak tasarlanan ve 100 ng/uL sulandirilmis olan
primerlerden ara sulandirma yapildi. Bu stok 50ng/uL olup, 1 pL olacak sekilde kullanildi.
1 ve 2 mM olarak MgCl; konstrasyonlar1 denendi. Son hacmi olarak 50 pL :10 X Taq + KCL
tamponundan 5 pL, 5 U/ uL Taq polimeraz enziminden 0,5 pL, 10 mM dNTP stogundan
Tablo 2.7°de gosterildigi iizere, 1 pL koyduktan sonra karigim hazirlanildi. Promotor bolgesi
olduk¢a GC zengin oldugundan dolay1 bu materyallere ek olarak ¢esitli PCR gii¢lendiricileri
kullanilmaktadir. 7-deaza GTP 0,5 puL (50 uM), betain 13 pL, DMSO 2.5 uL(%5) eklendi.
Son hacim dH;O ile tamamlanmistir. PZR dongii kosullar1 Tablo 2.9 de verildigi gibi
yapild.

Tablo 2.7: Kullanilan dNTP karisiminin hazirlanmasi.

Malzeme Hazirlanmasi

dNTP karigimi Niikleotid’in her birinden 10 pL(dATP, dTTP,dCTP,dCTP) alinip

steril H>O eklenerek 100 pL’ye tamamlandi.
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Son hacim i¢in 50 pL olarak Polimeraz Zincir Tepkimesi giiclendiriciler (Betain, 7-Deaza
GTP, DMSO) ve diger bilesenler Tablo 2.8 kullanilarak gerceklestirilmistir. Bu PZR

sonuclari agaroz jel elektroforezi ile yiiriitiiliip, sonuclar kaydedilmistir.

Tablo 2.8: PZR plani

Malzeme 720 bg i¢in 470bg icin 390bg¢ i¢in
Genomik DNA (ng) 1 uL 1 uL 1 uL
100 ng/ul ileri primer 1 uL 1 uL 1 uL
100 ng/pl geri primer 1 uL 1 uL 1 uL
10 mM dNTP karigimi 1 uL 1 uL 1 uL

2 mM MgCl 2 uL 2 uL 2 ul
10X Taq +KCI tampon S5uL S5uL S5uL
%S5 DMSO 2,5 uL 2,5l 2,5l
Betain 10 uL 10 uL 10 uL
50 uM 7-deaze GTP 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
1 U/ul Taq DNA polimeraz 0,5 uL 0,5 uL 0,5 unL
dH.0 uL uL uL

Son hacim 50 uL 50 uL 50 uL
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Tablo 2.9 : PZR kosullar

Dongii saysi Segment Sicakhik Siire
1 Baslangi¢ Denatiirasyonu 95°C 5dk
Denatiirasyon 95°C 45dk

35 Baglanma Sicaklig1 55°C 45dk
Uzama 72°C 45dk

1 Final Uzama 72°C 10dk

2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforez yardimiyla PZR sonucu meydana gelen DNA bantlar
goriintiilenmistir. Yatay jeller, DNA elektroforezleri i¢in hazirlandiktan sonra jele 6rnekler
yiiklenir ve 40 dakika boyunca 0,5 X/L TBE agaroz jel elektroforez tamponu tlizerinde 90V
akimda yiiriitiilmistiir. Plazmit DNA ¢alismalarinda % 2’lik, ekspresyon deneylerinde ise

%1 konsantrasyonda hazirlanan agaroz jel kullanildi.

Agaroz jel hazirlanirken 0,5 X TBE i¢inde agaroz kaynatilip donmadan 6nce jele 2,5 uL
etidyum bromiir eklenmigtir. Jel kat1 halini aldiktan sonra DNA oOrnekleri ile yiikleme
tamponu (6X ylikleme boyasi bromofenol mavi) jelin kuyulara eklenip yiiriitme iglemi
yerine getirildi. Elektroforez ile ayrilan DNA parcalariin biiyiikliigiiniin tespiti i¢in 100 bg
DNA marker kullanildi. DNA biiyiikliiklerinin kiyasi, kullanilan marker ile gerceklestirildi.
UV transilliimiilatoriinde elektroforez sonuclar1 goriintiilenip DNA gdriintiileri alinip

kaydedilmektedir.
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Tablo 2.10: Agaroz jeli kullanimi i¢in hazirlanan tamponlar

Soliisyonlar Hazirlamisi

0,5 M EDTA (pH: 8) | 186,1 g disodyum etilendiaminat etraasetat tartilir. Steril edilmis
su katilir. Bu islemin tamamlanmasindan sonra pH degeri 8’e
ayarlanir. Soliisyon hacmine 1L’ye denk gelecek sekilde steril saf
su eklenip otoklavlama yapilir.

0,5 X/L TBE | 900 mL saf suyu 100 mL 5 X TBE’ye katip karistirilarak hazir

tamponu (pH: 8) hale getirilir.
5 X/L TBE tamponu | 54 g Tris Base, 27,5 g Borik asit, 20 mL 0,5 M’lik EDTA

(pH: 8) tartildiktan sonra iizerine saf su eklenerek karistirilir. pH 8’e

ayarlanir. Sollisyonun hacmi 1 L’ye tamamlanir ve otoklavlanir.

% 2’lik agaroz jel 2 g agaroz tartilir ve 100 mL tampon soliisyonunda ¢oziildiikten
sonra 40-45°C’ye ulasmasiyla Et-Br eklenerek tank igine
bosaltilir.

DNA marker 100 uL DNA marker (1 kb), 200 pL yiikleme boyasi, 200 pL steril

suda ¢oziiliir.

2.2.4 DNA’y1 jelden geri kazanma

Bu asamada kullanilan jelden geri purifikasyon kiti ile PCR sonucunda elde edilen ve jel
elektroforezinde goriintiilenmis olan DNA, UV 1s18ina fazla maruz birakmadan kesilip
agirligi belli olan 2 mL ependorf tiiplere alindi. Jelin tamamen erimesi i¢in kitin iceriginde
bulunan baglama tamponu kullanildi. Baglama tamponu icerisinde 50-65 °C arasinda inkiibe
edildi. Eridikten sonra soliisyonun 700 pL’si kolona yiiklenir. 1dk 13.500rpm’de santrifiij
yapilir. Bu asamada soliisyon bitene kadar tekrerlanir. Kolonun altindaki siiziintii atilir ve
ondan sorna kolona 500 puL yikama tampon koyulur ve 1 dk 13.500 rpm’de santrifiij
yaptiktan sonra siiziintii atilir. Bu islem bir kere tekrar edilir. Etanolu uzaklagtirmak icin
kolon bos sekilde 1 dk 13.500 rpm’de santriifiij edilir. Kolon yeni bir ependorfa alinir. Ilik
50 uL dH2O eliient alindiktan sonra saflastirildigimiz DNAnin jelden kazaniminin denetimi
icin DNA’dan 5 pL agaroz jel ile goriintiilenerek dogrulandi. DNA miktar1 ve safliginin

kontrolii i¢in 260 /280 nm dalga uzunlugundaki absorbanslar 6l¢iildii.

2.2.5 Ligasyon
Jelden geri kazandigimiz promotor parcalarinin 3’ ucunda Taq polimeraz enziminin

eklediginden dolay1 poli A kuyrugu bulunmaktadir. Bu yiizden linear ve 3’ucunda poli T
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kuyrugu igeren bir klonlama vektoriine (T:A Stratejisi) ile klonlanma islemi yapilacaktir.
Bunun i¢in de ligasyon gergeklestirilmektedir. Bu ligasyon kosullari vektoriin uygun

gordiigi protokole gore gergeklestirilmistir.

Tablo 2.11: pGEM-T Easy vektor ligasyon bilesenleri ve miktari

Malzemeler Miktari
Insert 15 uL
50 ng/uL’lik pGEM-T Easy vektor 2 uL
3U/uL’lik T4 DNA ligaz 1 uL
T4 ligaz buffer 2uL
Son hacim 20 uL

16 °C de 16 saat inkiibasyon

Alt klonlama c¢alismalar1 i¢in ise c¢aligmalarda pMetluc vektorii kullanilmistir. Vektor
hazirlanirken restriksiyon enzimleri olarak tasarim sirasinda secilen ve geni icerden
kesmedigi bilinen Xhol ve HindIII enzimleriyle kesilerek hazirlanmistir. Kesimin ardindan
vektor once jelde yiiriitlip, ardindan jelden geri saflastirilmistir. Hazir hale gelen pMetluc

vektorii ile ligasyon kurulmustur. Bu ligasyon Tablo 2.12°de gosterdildigi gibi

gerceklestirildi.
Tablo 2.12: Alt klonlama(pMetluc) ligasyon sartlari.

Malzemeler Miktari

Insert (Jelden geri kazanilan DNA) 12 uL

pMetluc vektorii 5uL

3U/uL’lik T4 DNA ligaz 1 uL

T4 ligaz tamponu 2 uL

Son hacim 20 uL

16 °C de 16 saat inkiibasyon
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2.2.6 JM109 Kompetant Hiicre Alic1 Hale Getirilmesi

JM109 kompetant hiicre alic1 hale getirilmesi i¢in JM109 hiicreleri bir gece 10 mL sivi LB
besiyerine seyreltme ekimi islemiyle 37°C’de 16 saat boyunca inkiibasyona birakildi.
Ardindan bu Onkiiltiirden 5 mL’lik kismi hazirlanan 100 mL sivi besiyeri igerisine

inokiilasyonu saglandi.

OD600=0.5-0.6 deger seviyesine ulastiginda bakteri slispansiyonu 3000 rpm’de 5 dk
santrifiij yapilip stipernatant uzaklastirildi. 0,1 M CacCl. soliiyonundan bakteri siispansiyonu
ile esit hacimde eklendi. Mikropipetle dikkatli bir sekilde karistirip pelet ¢oziildii. 35 dk buza
alindikta sonra 3000 rpm’de 4°C’de 5dk santrifiijlenip siipernatant uzaklastirildi. Hiicre
peleti ilk bastaki hacminin 1/10’i kadar hacimde 0,1M CaCl, ilavesiyle yeniden ¢oziliir.
Y aklasik 2-4 saat boyunca buzda beklemeye biraktiktan sonra %40°’lik gliserolden esit hacim
eklenerek dikkatli bir sekilde karistirildi. Buz iizerinde bekletigimiz bos ependorflara
paylastirilarak -80°C’de dondurucuda saklandi.

2.2.7 Gliserol Stok Hazirlanmasi

Onkiiltiir hazirlamak igin LB medyuma 30 pg/mL kanamisin eklendikten sonra tek koloni
secip ekim yapildi. Alevin yaninda %40’lik steril gliserol ve Onkiiltiir ile esit hacimde
ependorflara eklenerek -80°C’de saklandi.

2.2.8 Transformasyon

Ligasyon iiriinii bir gece boyunca cihazda birakildiktan sonra hiicre soyu E.coli olan IM109
kompetant hiicreler kullanilarak transformasyonu gerceklestirildi. Transformasyon yapmak
icin LB agar petriler hazirlandi. Kompetant hiicreler -80°C’de ¢ikarip buza kondu ve
yaklagik 5dk ¢dzlinmesi i¢in bekletildi. 200 pL'lik kompetant hiicrelerine 10 pL ligasyon
iiriiniinden eklendi. inkiibasyon i¢in 40 dk buzda bekletildi. Ardindan &nceden 42 °C'ye
ayarlt su banyosunda, hiicreler 2 dk boyunca 1s1 sokuna birakild1 ve sonrasinda 2 dakika
siiresince buza alindi. Calkalamali inkiibator igerisinde onceden 37°C’ye 1litilmig olan LB

medyumdan 800 pL eklenerek 2 saat 37°C’de bekletildi.

Mavi-beyaz koloni teknigi kullanilarak transformasyon iiriinleri se¢ildi. Bu se¢imi yapmak

icin LB agar besiyerlerine dnce ampisilin eklenerek hazirlandi. Ardindan iizerine 40 pL X-
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Gal ¢ozeltisi (stok 50 mg/mL) ve 40 puLL IPTG ¢d6zeltisi (100 mM stok) yaydrildi. Inkiibasyon
siiresinin bitiminden sonra 2mL’lik eppendorfa alip 5.000 rpm’de 5dk santrifiijlenip 100 pL
LB medyumda ¢oziildi. Coziilen transformasyon kiiltiirii petrilere yayildi. 15-20 dk
petrilerin emmesi i¢in bekletildi. Ardindan petriler ters ¢evirip 37°C’de 16 saat (bir gece)
inkiibatorde inkiibasyona birakildi. Kolonilerin rekombinant olup olmadigini kontrol etmek
icin koloniler izole edildi. izole edilen kolonilerin rekombinant olma durumu Xhol ve

HindIII enzimLeri kullanarak yapilan restriksiyon kesimi ile belirlendi.

2.2.9 Restriksiyon Kesim islemi

Thermo Scificient’den temin edilmis olan 10 U/ul Xhol enziminden 1 pl ve 10 U/ul HindIII
enziminden 1pl, 10X Yesil Tampon’dan 5 pL eklendi. dH2O ilave edilerek reaksiyon hacmi
50 puL ‘ye tamamlanarak 37 °C’de 16 saat boyunca birakildu.

2.2.10 Plazmit izolasyonu (kiiciik hacimli)

Plazmit izolasyonu yapmak i¢in Oncelikle Onkiiltiiriin inkiibasyonu yapildi. Calkalayici
etlivde bir gece 37°C’de 200 rpm’de inkiibe edildi. Gliserol stoklar yapildiktan sonra, kiiltiir
5000 rpm’del0 dk santrifiijlenip bakteri pelletleri elde edildi. Plazmit DNA izolasyonu i¢in
250 pL resilispansiyon tamponundan eklenerek Thermo Scientific-GeneJET Plasmid
Miniprep™ kitinin 6grendigi gibi ¢oziildi. Lizis tamponundan 250 pL eklenerek yapiskan
ve siimiiksii bir yap1 olusturuldu. Ardindan 350 pL nétralizasyon tamponu eklenip hig
beklemeden 5 dk 13.500 rpm’de santrifiijlendi. Siipernatant bitene kadar bu asama
tekrarlandi. 500 pL yikama tamponundan kolona yiiklendi. 1 dk santrifiij yapip yikama
tekrarlandi. Etanolden kurtulmak i¢in bir kez bos santrifiij yapildi. Sonrasinda yeni bir
ependorfa alip 50 pL dH>O ile eliisyon alindi. Plazmitlerin miktar ve safligi

spektrofotometrik dl¢limler ile tayin edildi.

2.2.11 Plazmit DNA izolasyonu (Maxiprep)

Izolasyon basamaklarinin baslangicinda tiim materyaller ve besiyerine otoklavlanma iglemi
uygulandi. Kan+ ihtiva eden 20 mL medyuma (LB besiyeri) seyreltme ekimi uygulandi ve
gece boyu ¢alkalamali etiivde 37 °C 200 rpm’de inkiibe edildi. Inkiibasyonun sonra Kan+
iceren LB medyumda seyreltildi. Yiiksek kopya sayili plazmitlere 200 mL LB besiyeri
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kullanilirken diisiik kopyali olanlar i¢in ise 250 mL LB medyum kullanild:. Inkiibe isleminin
37°C *de gece boyu 2000 rpm’de bakterilerin ¢ogalmasi saglandi. Bakterilerin kafi miktarda
yogunluga ulagsmasinin ardindan 15 dakika +4°C’de 6000 g’de santrifiijlendi. Elde edilen
pelletlerin plazmit izolayonu igin ticari plazmit izolasyon kitinden (Thermo Scientific-
GeneJET) yararlanild1 ve kitin 6n gordiigii protokole gore yiliksek saflik ve miktarda
plazmitlere ulasildi. Plazmitlerin miktarini ve safliklarini belirlemek i¢in spektrofotometrik

6l¢tim nanodrop ile yapildi.

2.3 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.3.1 Hiicre Kiiltiirii On Hazirhg

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) hiicre kiiltiirii merdyumuna L-Glutamine 0,2
mM son konsantrasyon olarak eklenip FCS %10 son konsantrasyon olarak ilave
edilmektedir. Bilesenlerin steril olmasi i¢in 0,22uM steril filtreden siizme yapilmaktadir.
Stok FCS (Fetal Calf Serum) ilk kullandigimizdan 6nce inaktive etmek amaciyla bir saat,
56°C 1s1 ile gergeklestirildi. Steril etmek icin 0,22uM bir filtreden gegirildi ve -20°C’de

saklandi.

2.3.2 Kullanilacak Hiicre Soylar1

Calismada ana hiicre hatt1 olarak ATCC’den temin edilmis olan Insan Kolon hiicre hatt1 olan
SW480 kullanilmigtir. Ayrica ADAMTS14 geninin ekspresyonunu belirlemek i¢in Saos-2,
Hep3B, LnCAP, HUVEC, Panc-2 Hiicre hatlar1 kullanilmistir.

2.3.3 Hiicre Hatt1 Baslatmasi ve Bilyiitiilmesi

Hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi amaciyla -80°C’de saklanan hiicre hatlar1 ¢ikarilir. Hizli bir
sekilde ¢oziinmesi i¢in 37°C sicakligindaki su banyosuna alinmustir. Coziildiikten sonra
%10’luk FCS igeren medyuma alinmistir. Ardindan 1000 rpm’de 5 dakika santrifiijlendi.
Stipernatant uzaklastirildi. Pelleti ¢ozmek i¢in medyum ile muamele edilir. Ondan sonra
flasklara ekim yapilir. Etiket yapip 37°C, %5 CO’li inkiibatore birakilmistir. Her hafta
hiicreler 75 c¢m? ‘lik flasklarda totalde 15 mL medyumda (%10 FCS igeren) rutin pasaj

yaparak lretilmeye devam edilmistir.
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2.3.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler ylizeylerinin %80-90'1m1 kapladiginda hiicreler pasajlandi. Bunun i¢in oncelikle
icindeki medyum uzaklastirilir. Artiklarin uzaklagmasi i¢in iki kere PBS ile yikanir. 3 mL
Tripstin-EDTA ile hiicreler tripsinizasyon yapilimisti. Falkona aktararak 1000 rpm’de 5 dk
santrifiijlendi. Siipernatant uzaklastirdiktan sonra taze medyum ile pelleti ¢oziildii. Esit
Olciide flasklara paylastirilmistir. Etiket yaptiktan sonra 37°C, %5 CO: igeren inkiibatore
birakilmisti.

2.3.5 Hiicre Sayim ve Canh Hiicre Hesaplamasi

Toplam hiicre siispansiyonun millilitresindeki hiicre miktarin1 hesap etmek igin, iizeri 25
kiigiik kareye ayrilmig, 1 mm? alan 0,1 mm derinligi olan ve toplam hacminin
hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.4) lami kullanilmaktadir. Canli - 6lii hiicreleri
ayirtmak i¢in 10 mirolitre hiicre karigimi ve esit hacimde tripan mavi 5 dk beklenir. Burada
canlt hiicreler boyanmaz sadece 6lii boyanir. Siispansiyonun millilitresindeki toplam hiicre

miktarinin tespiti asagidaki formiil ile yapilir.

Toplam canli hiicre m/mL= Sayilan hiicre x 2 x 10*

Sekil 2.4: Hemositometre
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2.3.6 -80°C’de Hiicrelerin Saklanmasi

Bulunduklar1 ylizeyi %80-90 seviyesinde kaplamasi durumunda hiicrelerin medyumu
uzaklagtirilir. Hiicreler 2 defa PBS ile yikanir ve 75 ¢cm? flaslar igin 2 mL Tripsin — EDTA
ile tripsinizasyona ugratilir. Hiicreler yiizeyden kalkinca hizlica medyum ilave edilir ve 1000
rpm’de 5 dk boyunca santrifiijlenerek hiicreler ¢oktiiriiliir. Stvi kisim uzaklastirilir, ardindan

pellet ¢oziiliir ve soguga dayanikli tiiplere yerlestirilip etiketlenerek -80°C’de saklanir.

2.3.7 Gegici Transfeksiyon Deneyleri

12°1i plakalarda ve 25 cm? flasklarda uygulanmustir. 121i plakalarda transfeksiyon
isleminden. 1 giin 6nce hiicreler 250.000 hiicre/kuyu olacak sekilde yayilmistir. Transfekte
edilecek DNA ve 2 M CaCls ayr1 bir tiip icinde hazirlanmisti. 2X Hepes iizerine eklenip 60
dk gectikten sonra oda sicakliginda presipitasyon i¢in bekletilmistir. Cokelme olustuktan
sonra damlalar halinde karisim kuyucuklara eklenmistir. Karigtmin dagilmasi i¢in plaka
yavas¢a sallanilmistir. 48 ve 72 saat sonra hiicre medyumu alinarak lusiferaz aktivitesi

belirlenmisti.

Tablo 2.13: Transfeksiyon basamaginda kullanilan ¢ozeltiler ve kimyasallar

Ad Icerik
2X HEPES (pH:7,05-7.12) 1,6g NaCl , 0,04 g Na;HPO, 1,3 ¢ HEPES

tartilir. 100 mL’ye dH2O ile tamamlandi. Sonra
otoklav yapilir, filtre edilir ve -20°C de saklandi.

2 mM CaClx 14,7 g tartild1, 50 mL’ye distile H>O ile tamamlanip
otoklav  yapip filtre  edilmistir.  +4°C’de

saklanmaktadir.

2.3.8 Lusiferaz ve Seap Aktivitesinin Belirlenmesi

Insan ADAMTS 14 gen ailesine ait 5° ucu delesyonu ile olusturulmus promotor parcalarmin
bazal aktivitesi i¢in Lusiferaz Reporter Assay kiti ™ (Clontech) igerisinde bulunan 10 X
substrat tamponu bir seri sulandirilarak kullanilmigtir. Ondan sonra 96°li plakalara

transfeksiyon medyumundan 50 pl alindi ve Sul 1X substrat/reaksiyon tamponundan
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eklendikten sonra sonuglar luminometre kullanarak okunmustur. Seap aktivitesi i¢in ise
oncelikle 20 pl hiicre kiiltiiri medyumu, 96 kuyucuklu plaklara eklenmistir. 5X dilusyon
tamponu 1X ‘e dH»O ile diliie edilir ve 75ul 1X diliisyon tampon 6rneklere eklenir ve plaka
aliminyum folyoya sarilarak 65°C 30 dk bekletilir. Devaminda 2-3 dk buza alinir sonra
yeniden oda sicakligina getirilir. SEAP soliisyonundan 100pul eklenir ve oda sicakliginda 30
dk bekletilir. Ondan sonra plaka luminometre kullanarak okutulmustur. Elde edinilen veriler

Microsoft excel programi ile degerlendirilmesi yapilmisti.

2.4  RNA ile Ilgili Teknikler

2.4.1 RNA lzolasyonu

RNA izolasyon kitinin Thermo tavsiye edildigi gibi RNA izolasyonu yapilmustir. ilk nce -
80’de bekletilen SW480 hiicrelerinin pelleti 1 mL PBS ile ¢oziildi. 1000 rpm de 5 dk
santrifiij yapilmistir. 400 pl lizis tamponu eklenir ve 2 dk bekletilir. Ardindan hiicreleri
¢ozmek i¢in pipetaj yapildi. Daha sonra 3 dk bekletildi. Tiiplerin i¢erisindeki tiim miktar: D
kolonuna alindi. Daha sonra 11000 g’de 2 dk santrifiij yapildiktan sonra R kolonuna
alinmistir. Tekrar 11000 g’de 2 dk santrifiij yapilmistir. R kolonu yeni bir ependorfa
alindiktan sonra 500 pL yikama tamponu eklenip 11000 g’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Daha
sonra R kolonu yeni tiipe alinip 700 pL yikama tamponu (LS tamponu) eklenip 11000 g’de
1 dk santrifiij yapilmistir. R kolonuna 700 pL (%80) etenol eklenerek, tekrar 11000 g’de 1
dk santrifiij yapilmistir. Kalan etanolden kurtulmak amaciyla R kolonu yeni bir ependorfa
alinip 11000 g’de 1 dk santrifiij yapilmistir. Santrifiij bittikten sonra yeni bir ependorfa alinip
35-40 uL dH»0 eklenerek 5 dk inkiibasyona birakilmistir. 11500 g’de 1 dk santrifiijlenmistir.

RNA’lar eliisyon alindaktan hemen sonra buza alinmistir. -80°C’de muhafaza edilmistir.

2.4.2 RNA Miktarmin Spektrofotometrik Tayini

RNA izole edildikten sonra 50 pL dH>O ile eliisyon alindi. Az dalga boyunda
spoktrofotometre ile 2 pL eliisyon alinan dH>O ve 2 uL. RNA 6rneginden kuyulara koyularak
elde edilen RNA orneklerinin absorbanslar1 Thermo MultiScanGo cihazinda nanodrop ile

olgtildii.

Olgiim sonras1 drneklerin miktarlar1 (Ornek-Kor) x 40 x 20,408 formiilii ile hesaplanarak

belirlendi.

28



2.4.3 cDNA Eldesi (RT-PZR)
RNA numunelerinden miktarlar1 tayin edilip, elde edilen kalip RNA ile cDNA sentezi
gerceklestirildi. RT-PZR igin Tablo2.14 ile verilen protokol uygulandi.

Tablo 2.14: RT-PZR bilesenleri ve Miktar1

RT-PZR bilesenleri Miktar
RNA kalip 1 uL
Oligo dt 1 uL
dH.0 10 uL
65°C’de 5dk
5X reaksiyon tamponu 4 uL
Ribolok Rnaz inhibitor 1 uL
dNTP karigim 2 uL
Revers transkriptaz 1 uL
Son hacim 20 uL
Yavasca karistir ve santrifiij uygula
42°C’de 60 dk
70 °C’de 5 dk
4°C o0

2.4.4 Real Time PZR

Real time PZR kiti (Amplikon) kullanilarak elde edilen tiim cDNAlar i¢in Tablo2.15 ile
belirtilen kosullarda Real zamanli reaksiyonlar1 yapildi. Bunun i¢in karigimlar hazirlandi ve
uygun dongiiler Tablo2.16 ile gotsterildigi hali ile Roche480 cihazi kullanilarak c¢alistirildi.
Analiz kisminda normalizator gen olarak kullanilan Human-B-mikroglobiilin-2 geninin Ct
degerleri ile ADAMTS14 gen degerlerinin hesaplamasi yapildi. Bulunan Ct degerlerinden
AAct metoduna gore analizler gerceklestirildi. Hesaplanan degerler ile Graphpad Prisim

programu ile grafiklendirildi.

29



Tablo 2.15: Real Time PZR bilesenleri ve Miktar

Real Time PZR bilesenleri Miktar
Syber Green 6,25 pL
dH20 4,25 L
10 pmol F-Primer 0,5 pL
10 pmol R-Primer 0,5 pL
cDNA 1 uL
Son hacim 12,5 pL

Tablo 2.16: Real Time PZR kosullar1

Sicakhik Siire Dongii
94 °C 3 dk 1
94 °C 30 sn
58 °C 30 sn 35
72°C 30 sn
72°C 10 dk 1
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3 BULGULAR

3.1 insan ADAMTS14 Promotoru Primerlerinin Tasarlanmasi

ADAMTS14 promotoru primerleri i¢in “www.ncbi.nlm.nih.gov” adresi kullanild.
Tasarlanan primerlerin bazi kriterleri saglamasi gerekmektedir. ileri ve geri primerlerin Tm
sicakliklar1 hesaplandi. Ardindan sa¢ tokasi yapisi olusumlar1 analiz edildi. Primerlerin
icerdigi % GC oranlar belirlendi. Bu primerler data banklardaki DNA dizileri ile
“www.ncbi.blast” adresinde karsilastirildt ve ADAMTS14 promotoru ile en yiiksek uyuma

sahip olanlar secildi. ADAMTS14 promotoruna ait primerler Tablo 3.1°te gosterilmistir.

Tablo 3.1: ADAMTS14 Klonlama Primerleri ve Dizileri

ADAMTS14 Primerleri Primer Dizleri
ADAMTS14 720 bg ileri 5> GAGGGAGTCTCCCTCTA 3
ADAMTS14 470 bg ileri 5> GATCCCCGGCCGCAGGC 3
ADAMTS14 390 bg ileri 5 TGCCCACCCCCGGCCCAT 3
ADAMTSI14 geri 5> AGCCATGTGGCCGCGCTGG ‘3

3.1.1 ADAMTS14 Geninin Promotorunun Klonlanmasi

3.1.1.1 ADAMTS14 Geninin Cogaltilmasi
Insan ADAMTS14 promotoru aile iiyelerinin digerlerinde oldugu fazlaca bir %GC oran
icerdiginden ¢ogaltmalar icin pek cok PZR denemeleri gerceklestirilmis ancak sonug

alimamamaistir. Bu ylizden ¢ogaltma icin bazi1 kuvvetlendiriciler kullanmistir.

Tablo 2.8 ve 2.9°de gosterilen miktar ve dongii kosullar1 kullanilarak reaksiyonlar
gerceklestirildi. Elde edilen iiriinler Boliim 2.2.2°de anlatildigina uygun hazirlanan agaroz
jele yiiklenerek goriintiileme sistemi ile sonuglar alindi. 720, 470 ve 390 baz cifti (bg)
biiytikliigiindeki ADAMTS 14 promoturu ¢ogaltilmasi basarildu.
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Sekil 3.1: 470 ve 390 bg¢ promotor parcgalarinin amplifikasyonu

M:100 bg¢ marker, 1: 470 b¢ promotor pargasi, 2: 390 b¢ promotor pargasi, 3: Pozitif
kontrolii, 4: Negatif kontrolii

Sekil 3.1°de gosterildigi gibi 470 ve 390 bg¢ promotor pargalari i¢in uygun kosullarin
saglandig1 bir PZR gerceklestirilmigtir. PZR irlinleri daha sonra jel elektroforezinde
yiritilmiistir. UVP goriintiileme sistemi kullanarak sonuglar goriintiillenmistir. Bu sayede

gerekli olan amplifikasyonlar gerceklestirilmistir.

3.1.1.2 pGEMT-Easy Vektor Sistemine Klonlama

720, 470 ve 390 bg’lik insan ADAMTS 14 promotor parcalar1 PZR yontemi ile cogaltildigi
agaroz jel elektroforez goriintiilenmistir. Daha sonra DNA parg¢alar1 Boliim 2.2.4 anlatildigt
gibi jelden geri saflastirilmigtir. DNA parcasindan bir miktar yeniden jelde ytirtitiilerek DNA

geri kazaniminin kontroli yapilmistir.

Daha sonra promotor parcalarinin ligasyon ¢alismasi Boliim 2.2.5 ile anlatilana uygun olarak
pGEMT-Easy vektorii igine T:A stratejisi ile klonlanmistir. Bunun i¢in Tablo 2.11 ile verilen
kosullar uygulanmistir. pGEMT-Easy vektorii igine ligasyon yapilan ligasyon iiriini
hazirlanan JM109 alic1 hiicreleri i¢ine Boliim 2.2.8 ile anlatilana uygun olarak transforme
edilmistir. Ampisilin antibiyotigi ile hazirlanan petrilere 40 pL X-Gal (stok 50 mg/mL) ve
40 pL IPTG (100 mM stok) eklenerek seleksiyonda mavi-beyaz koloni ydntemi
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kullanilmistir. Ertesi giin se¢ilen koloniler siv1 kiiltiire ekildi ve plazmid izolasyonu Boliim

2.2.10 da belirletigi gibi rekombinant kolonilerin tespiti amaciyla elde edilen plazmitler Xhol

ve HindllI restriksiyon endoniikleaz enzimleri kullanilarak kesildi.

N
%
o

250

Sekil 3.2 : 720 bg¢ promotor pargalarinin pGEM-T Easy vektor sisteminde rekombinant

goruntiisu

M : Marker 1Kb, 1-3 : 720 b¢ ADAMTS14 promotor pargasini igeren pPGEM-T Easy

vektoriin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi

A M 1 2 3
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Sekil 3.3 : 470 bg¢ promotor par¢asinin pGEM-T Easy vektor sistemine rekombinant

oldugunun gosterimi

M : Marker 100 bg, 1-3 : 470 bc ADAMTS14 promotor parcasini igeren pGEM-T Easy

vektoriin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi
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Sekil 3.4: 390 bg¢ promotor pargasinin pGEM-T Easy vektor sisteminde rekombinant

oldugunun gosterimi

M : Marker 100 bg, 1-8 : 390 b¢ ADAMTS14 promotor parcasini igeren pGEM-T Easy

vektoriin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi

3.1.1.3 insan ADAMTS14 Promotor Parcalarimin pMetLuc Haberci Vektoriine Alt

Klonlama calismalar:

Insan ADAMTS14 promotorunun transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi i¢in PCR ile
klonlanan promotor parcalarmin haberci vektor sistemine klonlanmasi asamasina gecildi.
Haberci vektor sistemi olarak pMetLuc vektor sistemi se¢ildi. Bu sistemin 6zelligi salinabilir
lisiferaz enzimi sentezleyebilmesidir (Haugwitz vd., 2008). pMetLuc vektorii, lusiferaz
enziminin liiminesan ¢iktisina dayali olarak gen ifadesinin hassas ve kantitatif 6l¢iimiinii
saglar. Bu, canli hiicrelerde veya organizmalarda zaman iginde canliliklarindan veya
islevlerinden 6diin vermeden uzunlamasina ve tekrarlanan gen ekspresyonu ol¢iimlerini

miimkiin kilar (Hall vd., 2012).
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Sekil 3.5 pMetLuc vektor kesimi

PCR'a dayal1 bir teknik kullanilarak pGEM-T Easy vektoriine klonlanan ADAMTS14 gen
bolgesi Xhol/HindlIII enzim ¢ifti ile kesilmistir. Ardindan Boliim 2.2.4'de agiklandigi sekilde
jelden elde edilen iiriiniin geri kazanilmasi gerceklestirilmistir. Ayni1 zamanda Xhol/HindIII
restriksiyon endontikleaz enzimleri kullanilarak pMetLuc haberci vektorii klonlama
caligmast i¢in dogrusal hale getirildi (Sekil 3.5). 5 pL pMetLuc haberci vektorii, 10X
ligasyon tamponundan 2 pL (1X) ve 3 U/uL konsantrasyonda olan T4 DNA ligaz
enziminden 2 pL ve insertten 12 pL eklenerek son hacmi 20 pL olan bir ligasyon reaksiyonu
gerceklestirildi. Boliim 2.2.8 'da agiklandig1 sekilde JM109 kompetan hiicrelere transforme
edildi ve ertesi gilin segilen koloniler siv1 kiiltiire ekildi. 16 saat sonra, plazmit izolasyonu
Boliim 2.2.10'de aciklandig1 sekilde gergeklestirildi. Rekombinant kolonilerin se¢iminde
Xhol/HindIII kesimi uygulanarak, Boliim 2.2.9'de belirtilen kosullar kullanilmistir.

Bu islemler sonucunda elde edilen firiinler agaroz jele yiiklenip 90V 40dk siiresince
yuritilmiistiir. Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9 'de klonlanmas: istenen promotor pargalarinin her birinin

pMetLuc vektor sisteminde rekombinant oldugu gosterilmistir.
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Sekil 3.6: pMetLuc haberci vektorii icerisine klonlanarak olusturulan 5'delesyon insan

ADAMTS14 promotor pargalarinin sematik gosterimi.

Boliim 2.2.8 ‘da agiklandigi sekilde elde edilen klonlamalar 6ncelikle IM109 kompeten
hiicrelerine transforme edilmistir. Ertesi giin secilen kolonilerin sivi kiiltiire ekimleri
gergeklestirilmistir. 16 saat sonra plazmit izolasyonu Boliim 2.2.10'de agiklandigi sekilde
gergeklestirilmistir.  Rekombinant kolonilerin se¢iminde Xhol/HindIIl enzimleri ile
restriksiyon endontiikleaz kesimi uygulanmis ve bunun i¢in B6liim 2.2.9'da belirtilen kosullar

kullanilmistir.

Restriksiyon kesiminin kontrolii i¢in kesim iirlinleri agaroz jele yiiklenip yiriitiilmiistiir.
Sekil 3.7, 3.8 ve 3.9'da gosterildigi lizere promotor parcalarinin pMetLuc vektor sisteminde

rekombinant oldugu gdsterilmistir.

LT T

Sekil 3.7: 720 b¢ promotor pargasinin pMetLuc vektor sisteminde rekombinant oldugunun

gosterimi

M : Marker 1Kb, 1 : 720 b¢ ADAMTS14 promotor parcasini i¢geren pMetLuc vektoriin

restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi
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Sekil 3.8 :470bg promotor parcasinin pMetLuc vektor sisteminde rekombinant oldugunun

gosterimi

M : Marker 100 bg, 1-6 : 470 bg¢ ADAMTS 14 promotor parcasini igeren pMetLuc vektoriin

restriksiyon enzimleri kullanilarak kesimi
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Sekil 3.9:390 b¢ promotor parcasinin pMetLuc vektor sistemine recombinant oldugu

gostermektedir.

M : Marker 100 bg, 1-6 : 390 b¢ ADAMTS14 promotor parcasini igeren pMetLuc vektoriin

restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi.
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Rekombinant oldugu belirlenen her bir promotor konstragi igin transfeksiyon ¢alismalarinda
kullanilmak iizere biiyiik dlgekli plazmit izolasyonlar1 gerceklestirilmistir. Bunun igin ilk
olarak kiiciik 6lcekli plazmit izolasyonlar1 yapilmis olan her bir ADAMTS14 promotor
parcasinda ait gliserol stoklardan tek koloni ekimi gergeklestirilmistir. Biiylimesi
gerceklesen bu kolonilerin (390bg, 470b¢ ve 720 bg¢ promotor parcalarina ait) sivi kiiltiire
ekimleri gerceklestirilmistir. Biiyiik 6lgekli plazmit DNA izolasyonu Bélim 2.2.11'de
belirtildigi lizere yapilmistir. Bu plazmit izolasyonunda olusan son {iriinleri kontrol etmek
amaciyla klonlama stratejisinde kullanilan enzimler olan Xhol/HindIII ile restriksiyon
kesimi Bolim 2.2.9 'de anlatilana uygun olarak gerceklestirilmistir. Bu kesime ait olan
agaroz jel goriintiisii Sekil 3.10 ile gdsterilmistir. Agaroz jel elektroforez sonucuna gore 390
bg, 470 be ve 720 bg biiyiikliigiinde klonlanan ii¢ par¢anin da dogru sekilde bantlanmasinin

oldugu belirlenmistir.
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Sekil 3.10: 720 ,470, 390 bg promotor pargasinin pMetLuc vektor sistemine recombinant

oldugu gostermektedir.

M : Marker 100 bg, 1 : 720 bg, 2: 470 bg, 3: 390 b¢ ADAMTS14 promotor pargasini

iceren pMetLuc vektoriin restriksiyon enzimleri kullanilarak kesildi.

3.1.1.4 Dizi Analizi

ADAMTS14 genine ait promotor par¢alarinin dogru sekilde ifade olmasi i¢in klonlama
sirasinda niikleotitlerin hata icermeden klonlanmis olmasi hem de klonlanan vektorlere
dogru yonde yerlesim yapmasi gerekmektedir. Aksi bir durumda ileri ¢alismalarda mRNA
diizeyi ve/veya protein diizeyi ifadelerinde hatali sonuglara neden olur. Bu nedenle klonlama

caligmalarinda dizi analizi sonuglarinin dogrulanmasi ve kontrolii 6nemlidir. Bu tez
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kapsaminda ¢alisilan ADAMTS14 promotor pargalarinin hem pGemT-Easy hem de

pMetLuc klonlamalar1 sonrasinda dizi analizine gonderim yapilmistir.

ADAMTS14 4 GGGAGTCTCCCTCTACCGGGAGGTTCACTGTCCACCACACTCCCAAATGCAGCCGGAC 63
FEEEEEEEE e e e e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 680 GGGAGTCTCCCTCTACCGGGAGGTTCACTGTCCACCACACTCCCAAATGCAGCCGGAC 737

o

ADAMTS14 64 ACCCCTTGGGCTCCTGGCTCTGGAACAGAARACAGAGAGCAGGCCCTGCGGCCAAGAAAGG 123
FEEETEEE e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e

NCBIseq 738 ACCCCTTGGGCTCCTGGCTCTGGAACAGAARACAGAGAGCAGGCCCTGCGGCCAAGARAAGG 797

@

ADAMTS14 12

AN

GGGCGGAGCAGCCATAGAARAGCGGCTTTGGGCCACCACTCCGGGGATCCCAGGCGTCTGA 183
FEEETEEE et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 798 GGGCGGAGCAGCCATAGAAAGCGGCTTTGGGCCACCACTCCGGGGATCCCAGGCGTCTGA 857

e

ADAMTS14 184 GGGGACAATCGGTCCGTGCGCCAGGAACCCCTGCTCTGTCTCCGCGTGGCACTTCCGATC 243
FEEETEEE e et e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 858 GGGGACAATCGGTCCGTGCGCCAGGAACCCCTGCTCTGTCTCCGCGTGGCACTTCCGATC 917

fee

IS

ADAMTS14 244 CCCGGCCGCAGGCAGCTGCACTCCCCAGCCGCGCGCCCCGCCCCCGGGCGTCCGGLCGCCC 303
FEEEEEEE e et e e et e e e e e e e e e et

CCCGGCCGCAGGCAGCTGCACTCCCCAGCCGCGCGCCCCGCCCCCGGGLGLLeGGLaeee 977

e

NCBIseq 091

IS

ADAMTS14 304 CAGCTCCGACCCGCGCCCGGCCCCGCCCCGCCCAGTGTGCCCACCCCCGGCCCGTCCCGC 363

e

NCBIseq 978 CAGCTCCGACCCGCGCCCGGCCCCGCCCCGCCCAGTGTGCCCACCCCCGGCCCGTCCCGC 1037

ADAMTS14 364 CGCCCCGTCGCCCGGCTCCCGCGGAGTCCCGGAGCGTCACTGCGCGGGCGGGCTGACCGA 423
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 1038 CGCCCCGTCGCCCGGCTCCCGCGGAGTCCCGGAGCGTCACTGCGCGGGCGGGCTGACCGA 1097

ADAMTS14 424 CCAGCCGGCAGTTGGCACCGGGGGCGCTGGCGCGTCAGTGGCCCCGCTCTCCAGCCGGCA 483
FEEErrrrrrrr e e e rrr e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 1098 CCAGCCGGCAGTTGGCACCGGGTGCGCTGGCGCGTCAGTGGCCCCGCTCTCCAGCCGGCA 1157

ADAMTS14 484 GCCTCGCGCGCCCGGAGCCAGCGGTCCAGGCGGCGGCGCCGCGCAGGGGACCCGGAGCAG 543
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 1158 GCCTCGCGCGCCCGGAGCCAGCGGTCCAGGCGGCGGCGCCGCGCAGGGGACCCGGAGCAG 1217

ADAMTS14 544 GCGGGAGGGAAGCAGCTAGGCGGGGAGGCGGCTGAGGCGGCAGCGGCGGCAGCCAGCCGG 603
FEEEEEEr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e

NCBIseq 1218 GCGGGAGGGAAGCAGCTAGGCGGGGAGGCGGCTGAGGCGGCAGCGGCGGCAGCCAGCCGG 1277
ADAMTS14 604 TGCTCCGACTGCCCGGGGCGCACCCTAGCCTCCCAGCCCTCAGCCTGGGACTTGGGGATC 663

FEEErrrrr rrrrrrrrrrr e e e e e e e e e e
NCBIseq 1278 TGCTCCGACAGCCCGGGGCGCACCCTAGCCTCGCCGCCCTCAGCCTGGGACTTGGGGATC 1337
ADAMTS14 664 GGGTGCTTGCCCAGCCCG 681

NCBIseq 1338 GGGCGCTTGCCCAGCCCG 1355

Sekil 3.11: ADAMTS14 promotor bdlgesi icin blast analizi
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En biiyiik insan ADAMTS14 promotor pargasi ve NCBI data bankasinda bulunan genomik
dizi NCBI-blast programi1 kullanilarak karsilagtirildi.

Sekil 3.11 ile gosterilen dizi analizi sonucu elde edilen veriler NCBI blast data bankasinda
bulunan dizi kullanilarak analiz edildiginde hem ADAMTS14 geninin ATG kodonuna kadar
olan (+1....+278b¢) 5S'UTR bolgesine hem de kromozom 10'da +1'den -381 bg¢'ye kadar olan
bolgeye baglandigini tespit ettik.
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Sekil 3.12: Insan ve fare i¢cin ADAMTS 14 promotorlarin karsilastirmasi

Sekil 3.12 ile gosterildigi gibi insan promotoru ile fare promotoru ile karsilastirilmis, sonug
olarak 1ikisi arasinda Onemli farkliliklar ortaya ¢ikarilmistir. Promotor bolgelerde
gozlemlenen farkliliklar, her bir tiire 6zgii segici baskilar1 ve fonksiyonel gereksinimleri
yansitabilir. insan ve fare arasindaki promotor bélgelerindeki farkliliklar, transkripsiyon
faktorleri, giiclendirici elementler veya gen ekspresyonunun kontroliinde énemli roller
oynayan diger diizenleyici elementler i¢in baglanma yerlerinde farkliliklar olabilecegini
diisiindiirmektedir. Insan ve fare promotorleri arasindaki bu farkliliklar1 anlamak, gen
diizenlemesinin altinda yatan molekiiler mekanizmalar ve genetik varyasyonlarin islevsel

sonuglar1 hakkinda bilgi edinmek i¢in gereklidir.
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Sekil 3.13: insan ADAMTS14 promotor bdlgesinin % guanin sitozin igeriginin gosterilmesi

GC adi verilen guanin-sitozin diniikleotidlerinin yiliksek frekansina sahip DNA bdlgeleri
genlerin destekleyici bolgelerinde bulunur. GC adalarini tanimlayarak, gen ifadesini kontrol
eden potansiyel diizenleyici unsurlar hakkinda bilgi edinebiliriz. Gen promotorlerindeki GC
adalarimni iyi tespit etmek, gen regiilasyonunu anlamak, transkripsiyon baslangi¢ bolgelerini
belirlemek, epigenetik modifikasyonlari incelemek i¢in 6nemlidir. Gen promotorlerinde GC
adalarinin saptanmasi, transkripsiyonun bagladigi kesin konumlar1 belirlememize yardimci

olur. Gen yapist ve ekspresyonu hakkinda degerli bilgiler saglar.
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=800 GGAICTTCTGTTGGGTTGTTTGTACTGACTCCTGACCTGGTCTCAACACC  -751

Initiator

<750 ATTGCAAGACTAGCATCAAGTGCTCATCTCTCAGACTCTTGGTTCTTTCC  -701
=700 ACCTTGGGATGCCACAGTTGCTACTGGTGTCAGGGATGGAAGTGGAGGGC -651

-650 AGTTATCACTTATTGAGCATCTATTATGTGCTGTAGTIAACACCCATTTC -601

Initiator

600 ACAGATAAGACAACTGAGGCTCAGAGCTAGGATTTC. MTQASGGC TGTCT -5%51
Smadd

Initiator

=550 GACTCTGAAGCCAGGGCTCTCTCCTCACCGGCTCAGCCCTGCTCTTGGCT  -501
GC-Box

=500 AGGACACAGGTCAGTCGTGCACCCTGGGCTGGAGTCTGGAAAATGGGTAG  -451

<450 ATCCAAGGGGTCGATGGTTAGTGAGGGCATCAAGACCATAGTGAAAGAAA =401

-400 CG(‘CC(‘AGCTCCGACCCGCGC(‘CC&F;QCCGCCC(‘GCCCAGTGTG(‘CCACC -351
G x/ SP1

-350 CCCGGCCCGTCCCGOCGOCCOGTOGCCCGGCTCCOGCGGAGTCCCGGAGC  -301

=300 GTCACTGCGCGGGCGGGCTGACCGACCAGCCGGCAGTTGGCACCGGGTGC -251

=250 GC TGG(‘G('GT('AGTGG('C(‘(‘G(‘T(T(‘(‘AG(‘('Gg(‘AG('('T(’GC GOGCOCGG <201
.

2200 AGCCAGCGGTCCAGGCGGCGGOGCOGCGCAGGGOACCCGGAGCAGGCGGG -151
sp1 sP1 —_—

150 AGGGAAGCAGCTAGGCGGGGAGGCGGCTOAGGCGGCAGCGGCGGCAGCCA 101
HIF1A SP1

4100 GCCGGTGCTCCGACAGCCCGGGGCGCACCCTAGCCTCGCCGCCCTCAGCC 81

-S0 TOGGAC'ITGGGOATCGGG&GCTTGCCCAOCCCOCGTCCC‘AGCGC‘GGCCAC‘ o0
1

Sekil 3.14: insan ADAMTSI14 promotor bolgesine baglanan muhtemel transkribsiyon

faktorii sematik gosterimi.

ADAMTS14 promotoru guanin sitozince (GC) olduk¢a zengin ve TATA kutusu olmayan
bir promotor bdlgesidir. Bu diziler arasinda SP1/GC kutusu motifleri de nemli rol oynarlar.
ADAMTS14 promotoruna baglanan muhtemel transkripsiyon faktorleri. https://epd.epfl.ch/
kullanilarak analiz edilmistir ve Sekil 3.14 ile gdsterilen transkripsiyon faktorlerinin buraya

baglandig1 bulunmustur.
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Sekil 3.15 : ADAMTS14 Promotorunun 720 bp primerinin sa¢ tokas1 yapist.

Sekil 3.17 : ADAMTS14 Promotorunun 390 bp primerinin sag tokasi1 yapisi.
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3.1.1.5 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Insan ADAMTS14 genine ait 720,470,390b¢ promotor parcalarinin bazal aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in Salinan Sistem Lusiferaz Metodu kullanildi. Bu protokol Bo6liim 2.3.8’de
anlatildig1 gibi yapildi. Transfeksiyonda model hiicre olarak SW480 hiicreleri kullanildi. Bu
hiicre hattinin secilmesinin nedeni ADAMTS14 ifadesi i¢in yapilan analizler sonucunda
SW480 hiicre hattinda genin en iyi ifadesinin oldugu belirlenmistir. Ayrica kalsiyum fosfat
metodu ile transfeksiyon metodu bu hiicrelerde labaratuvarimizda basariyla uygulanabilir
durumdadir. Tranfeksiyon deneyi 12 kuyucuklu plakalarda gergeklestirildi. Transfeksiyon
analizinde pMetLuc vektoriine klonlanmig promotor pargalarinin yani sira, transfeksiyon
etkinliginin her kuyuda tespiti i¢in normalizatdr olarak kullandigimiz (0,5 pg) SEAP
ekspresyon vektorii de hiicrelere verildi. Ayrica hiicrelerde genel transfeksiyon durumunun
tespiti i¢cin ¢ok giiclii viral promotor ile ifade olan pMetLuc kontrol plasmiti de transfekte
edildi. Ayn1 zamanda higbir promotor igermeyen pMetLuc reporter vektorii de arka plan
olarak negatif kontrol olmasi agisindan kullanildi. (Tiim deneyler 6 tekrarli olarak kuruldu.
48 ,72 saat diliminde 100 pL medyum alinarak -20°C'de muhafaza edildi. B6lim 2.3.8 'de
belirtildigi iizere lusiferaz ve seap aktiviteleri belirlendi. Sonuglar luminometrede
okututuldu. Lusiferaz aktivitesinin seap aktivitisine bdliinmesiyle relatif lusiferaz aktivitesi
belirlendi
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pMetLuc Kontrol ve Reporter vektorleri
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Sekil 3.18 : pMetLuc kontrol vektoriiniin 48 saat lusiferaz sonuglari

Promotor Parcalari
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Sekil 3.19: Promotor pargalarinin 48 saat bazal aktivitelerinin istatistiksel analizi.

Sekil 3.18 'deki gibi 48 saatte pMetLuc kontroliiniin aktivitesinin pMetLuc raportdre gore
yiiksek etkinlikte olmasi transfeksiyonun gecerliligini saglamaktadir. Promotor parcalariin

lusiferaz aktiviteleri Sekil 3.19 ile gosterilmistir. Buna gore promotor parcalarinin lusiferaz
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aktivitesiyle karsilastirildiginda promotorun en kiigiik pargasi olan 390 bg diger iki parcaya

gore en aktif olanidir.

pMetLuc Kontrol ve Reporter vektorleri
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Sekil 3.20 : pMetLuc kontrol vektoriiniin 72 saat lusiferaz sonuglari
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Sekil 3.21: Promotor pargalarinin 72 saat bazal aktivitelerinin istatistiksel analizi
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72 saat lusiferaz aktivitesinin degerlendirmesi yapildiginda, 48 saatteki aktiviteye kiyasla
hem pMetLuc kontrol ve pMetLuc reporter hem de ii¢ parcanin her birinin aktivitesinde bir

diisiis gosterdigi belirlenmistir.

3.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalar

3.2.1 Farkh hiicre hatlarinda ADAMTS14 ifadesinin belirlenmesi

Farikli hiicre hatinda ADAMTSI14 ifadesinin belirlenmek amacyla ADAMTSI14
Eksipresyon primerleri kullanarak Saos-2, SW480, PC3, LnCAP, HUVEC ile gercek
zamanli PZR Tablo 2.15 ve 2.16 ile gosterildigi gibi gerceklestirilmistir. Buna gore en fazla
ifadenin SW480 hiicre hattinda oldugu belirlenmistir.

ADAMTS-14 ifadesi

1.2—

1.0—

0.8—~l

kuvvet mRNA ifadesi
S
4
[] »

0.004-

0.002-

0.000-

Sekil 3.22 : ADAMTS14 farkli hiicre hatinda ifadesinin Real Time PZR ile gosterilmesi

47



3.2.2 Sitokin Uygulanmasi
3.2.2.1 SW408 Hiicre Modelinde IL-6 Sitokininin Etkilerinin mRNA Seviyesinde

Gosterilmesi

IL-6 sitokininin ADAMTS14 geninin ekspresyonuna etkisini belirlemek i¢in, ilk olarak
hiicreler 25 cm? flask yiizeyini % 90 kaplayincaya kadar biiyiitiildii. 25 cm? flasklar igerisine
2.000.000 hiicre olacak sekilde kullanildi. IL-6 sitokini 20 ve 40 ng olacak sekilde uygulandi.
Sitokin uygulamadigimiz hiicre grubu kontrol olarak adlandirildi. Sitokin uygulanmis olan
hiicreler 1, 3, 6, 24 ve 72. zaman dilimleri sonucunda Tripsin-EDTA kullanilarak
uzaklastirildi. Ardindan 5 dk siiresince 1000 rpm'de santrifiijlenerek ¢oktiiriildii. Elde edilen
peletlerden Fermentas RNA izolasyonu kitinin 6nerdigi sekilde RNA izolasyonu yapildi.
1ug total RNA'dan Fermentas cDNA sentez kitinin™ o6nerdigi ve Boliim 2.4.3'da anlatilana
uygun olarak cDNA eldesi gergeklestirildi. cDNA kalip olarak kullanilarak ADAMTS14
geninin ekspresyon primerleri ile gercek zamanli qRT-PCR yapildi. Ayni zamanda
normalizasyon amagcli insan -2 mikroglobulin primerleri kullanildi. Elde edilen Ct degerleri

AAct metodu ile analiz edildi.

Sekil 3.23: SW480 hiicre hattinda 40ng IL-6 uygulanan kontrol PZR

M : Marker 100 bp, 1:1saat IL-, 2:3saat IL-6, 3: 6saat IL-6, 4: 24saat IL-6 ,5: 48saat IL-6

48



Sekil 3.24: SW480 hiicre hatinda 20ng IL-6 uygulanan kontrol PZR

M : marker 100 bp, 1:1saat IL-6, 2: 3saat IL-6, 3: 6saat IL-6, 4: 24saat IL-6, 5: 48saat IL-6
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Sekil 3.25: SW480hiicre hattinda 20ng IL-6 uygulanan qRT-PZR
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IL-6 uygulanmig olan SW480 hiicre hattinda ADAMTS14 gen ifadesi incelendigi zaman
20ng ve 40ng uygulamalarda farkliliklar oldugu goriilmektedir.

20ng uygulandigi zaman 1. saatte ADAMTS14 gen ifadesi kontrolden az oldugu
gosterilmistir. 3. ve 6. saatlerde ise ifade seviyesi mRNA kat diizeyinde yiikselmeye

baslamig ve 48. saatte belirgin bir artig kaydedilmistir.
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Sekil 3.26: SW480 hiicre hattinda 40ng IL-6 uygulanan qRT PZR

SW480 hiicrelerine IL-6 sitokini 40ng dozunda uygulandigi zaman ise 1.saatte ADAMTS14
gen ifadesinin kontrolden daha az oldugu ve 3.,6. ve 24. saatlerde ise kademeli olarak

artmaya basladig1 ve 48 saatte yiiksek bir artis kaydettigi belirlenmistir.
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4 TARTISMA

Matris metalloproteinazlar ile yakindan iliskili olan ADAMTS'lerin, tiimoérlerin ortaya
cikmasi, gelismesi ve metastazinda vazgecilmez bir rol oynadigini ortaya koymustur. Bu
proteinaz molekiilleri, ECM'in yeniden modellenmesi, zara bagli proteinlerin dokiilmesi,
hiicresel adezyon, hiicresel fiizyon, hiicresel istila, proteoliz ve kataliz gibi ¢ok cesitli
biyolojik davraniglarda yer almaktadir. Bugiine kadar insanlarda 19 ADAMTS ailesi iiyesi
tanimlanmistir. ADAMTS14, 2002 yilinda insan kromozomu 10g22.1'de bulunan ve
ECM'nin birlestirilmesi ve bozulmasinda énemli bir rol oynayan bir proteinazi kodlayanbir
gen olarak literatliire kazandirilmistir. ADAMTS14'lin anormal ekspresyonunun, hiicre
proliferasyonu ve metastazi dahil olmak {izere tiimdr hiicresi davranislarini etkiledigine daha

fazla dikkat ¢ekilmistir (Al Nakouzi vd., 2012).

ADAMTS14, dort trombospondin modiilii iceren ADAMTS'lerin karakteristik ¢ok alanli
yapisint sergiler ve  ADAMTS2 ve ADAMTS3'e oldukca benzerdir. ADAMTS2 ve
ADAMTS3 kollajen isgleyen enzimler oldugundan, ADAMTS14’lin de benzer bir isleve
sahip olabilecegi diisliniilmektedir (Mochizuki.,2007). ADAMTS14'lin tiimorijenezdeki
kesin mekanizmalar1 hala tam olarak anlasilamamigtir, ancak Onceki c¢aligmalar
ADAMTS14'in agirlikli olarak prostat kanserinde eksprese edildigini ve tlimorijenezi ve
kanser metastazin1 kolaylagtiran tiimor mikrogevresini etkileyebilecegini gdstermistir.
Ancak farkli olarak ADAMTS14 geni, kanser hiicresi proliferasyonunu ve apoptozu
diizenleyerek hepatoseliiler karsinomun ilerlemesini baskilamistir. Bu nedenle,
ADAMTS14'in farkli tiimorlerde farkl roller oynayabildigi goriilmiistiirii. (Song vd.,2019;
Wang vd., 2022).

Yueh-Min Lin ve arkadaslari tarafindan yapilan bir calismada immiinohistokimyasal
analizler ile 250 OSCC doku 6rnegini analiz ettikten sonra, ADAMTS14 proteinlerinin
sitoplazmik ekspresyonunun OSCC dokularinda normal oral mukoza kontrol dokularina
gore onemli 6l¢iide daha diisiik oldugunu bulmuslardir. ADAMTS14'in negatif sitoplazmik
ekspresyonunun lenf diiglimii metastaz1 ile Onemli Olclide iligkili oldugunu ortaya
koydugunu gosterir. ADAMTS14'in agag1 regiilasyonu, zayif klinikopatolojik 6zelliklerle
iligkilidir. ADAMTS14'%in OSCC teshisi i¢in yeni bir biyobelirteg olarak kullanilabilecegini
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ve gelecekte OSCC tedavisi igin yararli bir hedef olarak hizmet edebilecegini 6ne siiren

giiclii 6n kanitlar sunmaktadir (Lin vd. 2020).

Ote yandan Sheu ve arkadaslari, ADAMTS14 genetik polimorfizminin ve sigara i¢iminin
hepatoseliiler karsinomun klinikopatolojik gelisimi tizerindeki etkilerini aragtirmiglardir.
ADAMTSI14'lin genetik varyantlarinin, sigara i¢cme davraniglart olan lokalize HCC
hastalarinda klinik sonuglar1 etkileyebilecegini varsaymaktadir. ADAMTS14'in genetik
varyantlarinin, sigara igme davraniglari olan lokalize HCC hastalarinda klinik sonuglari

etkileyebilecegini varsayilmaktadir (Sheu vd. 2017).

OA ile iligkili genler, hiicre dist matris (ECM) ve digerleri dahil olmak iizere birgok
molekiiler yola kategorize edildi. Osteoartritik eklemler, kikirdak yikimina yol agan
ECM'nin sentezi ve yikimi arasinda bir dengesizlige sahiptir. Bu nedenle,
metalloproteinazlar, bu OA 6zelliginden sorumlu ana enzim gruplari olarak kabul edilmistir
(Kivorkian vd., 2004). Bu nedenle, baz1 ¢alismalar osteoporoz ve ADAMTS, ozellikle
ADAMTS 14 arasinda bir iliski oldugunu gostermistir. 10q22.1 kromozomunda bulunan
ADAMTS14'lin yakin zamanda yeni bir OA aday geni oldugu bildirilmistir (Rodriguez vd.,
2009). ADAMTS14'in 21. eksonunda (rs4747096) olast zararli etkiye sahip esanlamli
olmayan bir tek niikleotid polimorfizminin (nsSNP) diz OA's1 ile iligkili oldugu
gosterilmistir (Rodriguez vd., 2009) ve bu enzimlerin, prokollajen tip I'in N-propeptitlerini
(PNPI aktivitesi) ve homotrimerik prokollajen tip II'yi kollajen liflerine dahil edilmeden
once parcalama yetenegine sahip olduguna dair kanitlar vardir (Hojima vd., 1989, 1994).
Birkag ¢aligma, yakin zamanda kesfedilen bir aday OA geni olan ADAMTS14'te rs4747096
nsSNP iligkisini degerlendirmistir. Bu nsSSNP'nin, ADAMTS 14 proteininin COOH-terminal
alaninda glutamik asidin (GAA) glisine (GGA) degisimini gosterdigi bulundu.
ADAMTSI14'te (E1049G) glutamik asidin (asidik) glisine (polar olmayan) ikame
edilmesinin, proteinin kollajen dnciisiinii islemede anormal yetenege ve nihayetinde OA'ya
yol agabilecegine inaniliyordu (Poonpet vd., 2013) (Le Goff vd ., 2006) . Ek olarak,
osteoartrit fenotiplerini ve timoOr mikrogevresini etkilemek i¢in ADAMTSI14
proteazlarindaki esanlamli olmayan tek niikleotit polimorfizmlerinin (nsSNP'ler) genetik

birlikteligi bildirilmistir (Bruni vd. 2011)(Sheu vd. 2017)
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Renal hiicreli kanser ile ADAMTS 14 arasindaki iliskiyi biyobelirte¢ gibi ¢esitli testler ve
immiinoterapinin bagisiklik tepkilerini tahmin etmek i¢cin ADAMTS 14 kullanimi kullanarak
degerlendirmek igin ¢esitli calismalar yapilmistir. ADAMTS14 ile ilgili sinyal yollarini ve
biyolojik islevi tanimlamak i¢in gen seti zenginlestirme analizi (GSEA) yapildi. Potansiyel
mekanizmalar1 agisindan, LncRNA/RNA baglayicit protein (RBP)/ADAMTS14 mRNA
aglart Calisma, ADAMTS14'lin ccRCC tiimor dokularinda bitisik normal doku 6rneklerine
kiyasla daha yiiksek ekspresyon gosterdigini gosterdi, Ayrica ADAMTS14 mRNA
ekspresyonunun 6nemli Ol¢iide iligkili oldugu da ortaya ¢ikti. ADAMTS14'in ccRCC i¢in
bagimsiz bir prognostik faktdr olabilecegi kaydedilmistir. (Li vd., 2022)

Yan Wang ve digerleri tarafindan yapilan bir ¢alisma ADAMTS14'in, CRC'de diisiik
ekspresyon ile birlikte yiiksek oranda metillendigini ortaya c¢ikardi. ADAMTS14'%in
yikilmasinin SW480 ve SW620'nin hiicre apoptozunu baskiladigini gosterdi. Ek olarak,
ADAMTS14 asir1 ekspresyonu, agikca RKO ve DLD1'in hiicre apoptozunu destekleyebilir.
ADAMTSI14'in hiicre yasayabilirligindeki roliinii acikliga kavusturmak icin CCK-8
deneyleri yapildi ve sonuglar, susturulmus ADAMTSI14 hiicrelerinin ¢ogalma oraninin
kontrol hiicrelerinden daha yiiksek oldugunu gosterdi. ADAMTS14'iin immiinohistokimya
(IHC) ile dogrulanan ekspresyon paterni, bunun agirlikli olarak sitoplazma ve plazma
zarinda bulundugunu 6ne siirdi. ADAMTS14 yiiksek ekspresyon grubu, kanser dokusunda
ADAMTS14 ekspresyon seviyesinin komsu normal mukozadan daha yiiksek oldugu vakalar
olarak tanimlandi. Kaplan-meier sagkalim analizi, yiiksek ADAMTS14 ekspresyonu olan
CRC hastalarinin kotli prognoza sahip oldugunu gdstermistir. Bu sonuglar, ADAMTS14'in
CRC metastazin1 destekleyebilecegini ve bunun da kot bir prognostik sonuca yol
acabilecegini gostermistir. Aslinda, ADAMTS14'tin SW620, SW480 ve HCT116'da, bu
arada tek bir hastadan tiiretilen SW480 ve SW620'de promotor hipometilasyonunu da
gozlemlenmistir. SW480 ve SW620'min metilasyon seviyesi arasinda anlamli bir fark yoktur,
yani kanser ilerlemesi ve metastatik bir fenotipin gelisimi sirasinda ADAMTS14 metilasyon

seviyesinde anlamli bir degisiklik bulunamamistir (C. Slater vd., 2018; Wang vd., 2022).

ADAMTS14'in timorin farkli bolgelerinde aym1 anda farkli ekspresyon paternlerinin
oldugu, ancak tiimorler icin, tlimoriin farkli evrelerinde gen ekspresyon seviyelerini ve

biyolojik etkilerini yansitabilecegidir Bu nedenle, CRC'nin ADAMTS14"in ekspresyonu ve
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islevinde secici bir avantaja sahip oldugunu varsaydilar, yani ADAMTSI14, CRC'de
tiimorijenisitesini ve agresifligini slirdiirmek i¢in esas olarak farkli tiimor bolgelerinde veya

tiimor evrelerinde spesifik roller oynar (Wang vd., 2022).

Bu tez kapsaminda ilk olarak biyoinformatik ¢aligmalar yapilarak ADAMTS14 promotoruna
ait 720bg, 470bg, 390b¢ olmak {lizere li¢ adet gen bdlgesi icin promotor primeri
tasarlanmigtir. Tasarlanan primerler baz alinarak PCR yontemi aracilifi ile promotor gen
bolgeleri ¢ogaltilmistirCogaltilan gen bolgeleri Jel elektroforezi yontemi araciligi ile
yuritilmistir. Elde edilen bantlar UV 1g1k altinda kesilmistir. Jelden DNA saflastirma
yontemi kullanilarak DNA fragmentleri izole edildi. Ligasyon kuruldu. JM109 kompetant
hiicreleri kullanilarak pGEM-T Easy vektoriine klonlama yapildi. Restriksiyon endoniikleaz
enzimleri olan HinlIl ve Xhol kullanilarak kesim gerceklestirilerek rekombinant koloniler
belirlendi. Rekombinant kolonilerin kii¢iik 6lgekli plazmit izolasyonu yapildi. Daha sonra
pMetLuc alt vektoriine klonlama yapilarak biiyiik 6l¢ekli plazmit izolasyonu yapildi.

Akabinde ikinci deneysel asama olan hiicre kiiltiirii basamagina tagindi.

Deneysel ¢aligmanin ikinci agamasina gelindiginde ise klonlanmis olan 3 adet ADAMTS14
promotor gen bolgeleri i¢in kalsiyum-fosfat gegici transfeksiyon yapilarak SEAP ve
lusiferaz aktivitelerine bakilarak bazal aktiviteleri belirlendi. ADAMTS 14 promotoriiniin i
parcgasi i¢in bazal aktivitesini belirlemeye calistik. 48 saat ve 72 saat sonra gen uyarici

aktiviteyi ol¢iilmiistiir.

48 saatte hem pMetLuc kontroliiniin hem de pMetLuc raportoriiniin lusiferaz aktivitesinin
promotdr parcalarinin lusiferaz aktivitesiyle karsilastirildiginda ii¢ pargalarimin gen
ekspresyonunun pMetLuc raportdorden daha yiliksek ve pMetLuc kontrolii daha diisiik
oldugunu gosterildi ve promotorun kiiciik parcast 390 bg diger iki pargaya gore en aktif
olanidir. 72 saat sonraki lusiferaz aktivitesine gelince , 48 saatteki aktiviteye kiyasla hem
pMetLuc kontrol ve pMetLuc reporter hemde {i¢ par¢anin her birinin aktivitesinde bir diisiis

gosterdi.

ADAMTSI14 promotoér pargalarinin 390 bp parcasinda gozlenen bazal aktivitedeki artis,
birkag faktore baglanabilir; Arttirici  elementler, transkripsiyonel mekanizmanin

baglanmasin1 ve ise alinmasini artirmak igin transkripsiyon faktorleri ve yardimei
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diizenleyicilerle etkilesime girerek yiiksek bazal aktiviteye yol acabilir, bazal aktiviteyi
inhibe edebilen veya baskilayabilen bazi negatif diizenleyici elementlerden yoksun olabilir.
Promotorun 390 bp pargasi, transkripsiyon faktorleri i¢cin ek veya daha fazla erisilebilir
baglanma bdlgesi igerebilir. Epigenetik modifikasyonlar da promotor aktivitesini
etkileyebilir. Promotorun bu pargasi, transkripsiyon baglangici icin daha uygun bir

konfigiirasyona yol agan yapisal degisikliklere ugrayabilir.

48 saat sonraki aktiviteye kiyasla 72 saat sonra bazal aktivitedeki azalmay1 agiklayan birkag
olasilik vardir. ilk olarak, lusiferazin biyoliiminesans reaksiyonu katalize eden bir protein
oldugunu ve aktivitesinin, proteinin varligina ve biitlinligiine bagli oldugu bilinmektedir.
Zamanla, lusiferaz proteini aktivitesinde bir azalmaya yol agan hiicreler i¢inde bozulmaya
ugrayabilir (Tinikul vd., 2016). Hiicre ¢ogalma hiz1 genel lusiferaz aktivitesini etkileyebilir.
Hiicre dongiisii dinamiklerindeki degisiklikler veya hiicre ¢ogalmasini diizenleyen
faktorlerin varligi, 72 saat sonra lusiferaz aktivitesini etkileyebilir (Barriscale vd., 2014).
Zamanla promotdr, transkripsiyon faktorleri veya diger diizenleyici proteinler ile doymus
hale gelebilir. Baglangicta, promotor, bu faktorlerle etkilesime girmek ve gen ekspresyonunu
yonlendirmek igin yeterli kapasiteye sahip olabilir, bu da daha yiiksek bazal aktivite ile
sonuglanir. Bununla birlikte, zaman ilerledik¢e mevcut diizenleyici faktor havuzu tiikkenebilir
veya bir doyma noktasina ulasarak promotdr aktivitesinde bir azalmaya yol agabilir (Blazeck
vd,.2013). Promotoér tarafindan diizenlenen ADAMTSI14 geni, negatif geri besleme
mekanizmalart sergileyebilir. Bu, genin kendi ifadesinin, kendi promotdriiniin aktivitesini
baskilayabilen veya azaltabilen faktorlerin tiretimine yol agabilecegi anlamina gelir. Gen
zamanla kopyalanmaya ve ¢evrilmeye devam ettikce, negatif geri bildirim mekanizmalari
daha belirgin hale gelir ve bu da promotor aktivitesinde bir azalmaya neden olur (Siemens

vd., 2011).

DNA metilasyonu veya histon modifikasyonlar1 gibi epigenetik modifikasyonlar, bir
promotoriin erisilebilirligini ve aktivitesini etkileyebilir. Bu modifikasyonlar, transkripsiyon
faktorlerinin baglanmasini degistirebilir veya transkripsiyonel mekanizmanin ige alinmasini

etkileyerek bazal promotor aktivitesini azaltabilir (Bavik vd., 2006).

IL-6 sitokini iki farkli zamanda uygulanmistir. Sonuglar degerlendirildigi zaman, SW480
hiicre hattinda ADAMTS14 promotor ifadesinde kademeli bir artis gosterdigi
belirlenmistir. .SW480 hiicre hattina IL-6 uygulamasindan sonra gézlemlenen ADAMTS14

55



promotor ifadesinin kademeli olarak goreceli yiikselmesi, IL-6 stimiilasyonuna hiicresel
yanitta yer alan birkag¢ faktore baglanabilir. IL-6'nin reseptoriine baglanmasi, birden ¢ok
asag1 akis molekiiliiniin ve yolunun aktivasyonunu igeren bir sinyallesme dizisini baslatir.
Bu yollar, spesifik hedef genlerin transkripsiyonunu destekleyen STAT3 ve NF-xkB gibi
cesitli transkripsiyon faktorlerini aktive edebilir (Wang vd., 2014). Sinyal kaskadi
ilerledik¢e, daha fazla sinyal molekiilii aktive olur, bu da sinyalin kademeli olarak
amplifikasyonuna ve gen ekspresyonuna yol agar. IL-6 stimiilasyonu, SW480 hiicreleri
icinde ikincil sinyal molekiillerinin iiretimini indiikleyebilir. Sitokinler ve biiytime faktorleri
gibi bu ikincil molekiiller, gen ekspresyonunu daha fazla uyarmak icin otokrin veya parakrin
bir sekilde hareket edebilir. Gen ifadesindeki kademeli artig, bu ikincil sinyal molekiillerinin
iiretimi ve birikmesi i¢in gereken siireyi yansitabilir. IL-6 sinyali, gen ifadesinin kademeli
olarak yiikselmesine katkida bulunan transkripsiyonel ve translasyonel geri besleme
dongiilerini etkinlestirebilir (Nyati vd., 2017). Bu siireglerin, artan gen ekspresyonuna
elverigli bir ortami tam olarak olusturmasi zaman alabilir. SW480 hiicre hattinda IL-6
stimiilasyonundan etkilenen spesifik genlerin ve yollarin degisebilecegini not etmek
onemlidir. Gen ekspresyon degisikliklerinin zaman siireci, IL-6 tedavisinin siiresi ve
konsantrasyonu gibi faktdrlere ve ayrica SW480 hiicrelerinin spesifik biyolojik 6zelliklerine

bagli olabilir (Yang vd., 2009).
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EK A: ADAMTS-14 Geni i¢cin Secilen Promotor Bolgesinin Restriction Mapper

Analizi

Name: Untitled

Conformation: linear

Overhang: five_prime, three_prime, blunt
Minimum Site Length: 5 bases
Maximum Number of Cuts: all
Included: all commercial, prototypes only

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, AflIIT, AfIIII, Agel, Alol, Apal, Arsl,
Ascl, Asull, Avrll, Bael, Ball, Barl, Bcgl, BciVI, Bcell, Bdal, Bgll, BglII, BsaAl,
Bsp14071, BspHI, BstEII, BtgZlI, Btrl, Clal, CspCI, Drdl, Eco47111, EcoNI,
EcoRI, EcoRV, Esp3I, Fall, Fsel, FspAl, il KpnI, MauBI, Mfel, Mlul,
Msll, Ndel, Nhel, NmeAIII, Notl, Nrul, Nspl, Olil, Pacl, PfIMI, PmaCl, Pmel,
Psil, PI-Pspl, PspXI, Psrl, Pstl, Pvul, Sacl, Sall, Sapl, Scal, PI-Scel, Sfil, SgfT,
SgrAl, SgrDI, Smll, SnaBI, Spel, Sphl, Srfl, Sse8387I, Sspl, Stul, Swal,
TspDTI, Vspl, Xbal, K0l XmnI

Site Frequenc Cut
Name Sequence Lengt  Overhang 1 Position
h y S
BsaBI GATNNNNATC 6 blunt 1 512
BsrBI CCGCTC 6 blunt 1 1143
HindIl GTYRAC 6 blunt 1 465
Hpal GTTAAC 6 blunt 1 465
PshAI GACNNNNGTC 6 blunt 1 584

Pvull CAGCTG 6 blunt 1 932
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Site Frequenc C.u.t
Name Sequence Lengt Overhang Position
h y S
ApaLl GTGCAC 6 ﬁve—eprim 1 594
Apol RAATTY 6 ﬁve—eprim 1 6
BamHI GGATCC 6 ﬁve—eprim 1 841
BspMI ACCTGC 6 ﬁve—eprim 1 114
Eco31l GGTCTC 6 ﬁve—eprim 1 322
Necol CCATGG 6 ﬁve—eprim 1 166
Pasl CCCWGGG 7 ﬁve—eprim 1 600
Pfol TCCNGGA 6 ﬁve—eprim 1 1064
PpuMI RGGWCCY 7 ﬁve—eprim 1 1205
Rsrll CGGWCCG 7 ﬁve—eprim 1 868
SanDI GGGWCCC 7 ﬁve—eprim 1 1205
SexAl ACCWGGT 7 | five_prim 1 312

€
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Site Frequenc Cut
Name Sequence Lengt Overhang q Position
h y S
Tatl WGTACW 6 f”e—ep“m | 208
Tl GAWTC 5 f”e—ep“m | 155
Tsp4SI GTSAC 5 f”e—ep“m 1 1072
Tth1111 GACNNNGTC 6 ﬁve—ep“m 1 314
three_pri
AlwNI CAGNNNCTG 6 . 1 781
Bfil ACTGGG g | threepri 1 1003
me
BseRI GAGGAG 6 thren‘;p“ 1 539
Bsel GTGCAG 6 thren‘;p“ | 918
Bsml GAATGC g | threepri 1 76
me
BstDI GCAATG g | threepri 1 326
me
Bsl GCAGTG g | threepri 1 1074
me
Dralll CACNNNGTG g | threepri 1 1118

me
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Site Frequenc Cut
Name Sequence Lengt Overhang q Position
h y S
Eamll0 |~ \ CNNNNNGTC g | threepri 1 866
51 me
Ecil GGCGGA g | threepri 1 815
me
Eco571 CTGAAG 6 threni’gp“ 1 553
three_pri
HaelV | GAYNNNNNRTC 6 . 1 885
Hphl GGTGA 5 threnfl’gp“ 1 544
three_pri
Hpy99I CGWCG 5 . 1 1047
Mboll GAAGA 5 | three_pri 1 273
me
Sacll CCGCGG g | threepri 1 1059
me
three_pri
TspGWI ACGGA 5 . 1 860
1103,
Nael GCCGGC 6 blunt 2 15a
962,
Smal CCCGGG 6 blunt 2 o
Aval CYCGRG 6 | lveprim 2 260,

€

1289
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Name

Bbv(Cl

og]
o
©
=

BpulOI

Drall

EcoP151

g

5
=

Alfl

Sequence

CCTCAGC

CCATC

CCTNAGC

RGGNCCY

CAGCAG

TTSAA

GAANNNNNNNTTG

G

GCANNNNNNTGC

ACNNNNNCTCC

GKGCMC

CCANNNNNNTGG

CTGGAG

Site
Lengt | Overhang

h
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five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

Frequenc

Cut
Position
S

1249,
1316

400,
634

1249,
1316

778,
1205

1363,
1375

220,
513

806,
838

914,
948

112,
142

598,
1018

47,138

627,
1131



Name

BsePI

BsmAlI

Fokl

Narl

Xholl

Eco57M
I

Sequence

TCCRAC

GAACNNNNNCTC

CCANNNNNNNNNT

GG

GCGCGC

GTCTC

YGGCCR

GGATG

GGCGCC

RGATCY

CTGRAG

Site

Lengt | Overhang

h

72

three_pri
me

three_pri
me

three_pri
me

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

five_prim
e

three_pri
me

Frequenc

Cut
Position
S

1007,
1306

874,
906

637,
1105

948,
1163,
1386

322,
689,
900

785,
920,
1366

63,397,
424

965,
972,
1193

278,
626,
841

553,
627,
1131



Name

Sequence

Site
Lengt

Overhang

Frequenc
y

Cut
Position
S

—
%2
]
—

TARCCA

three_pri
me

159,
563,
632

g
(@]

GRCGYC

five_prim
e

850,
965,
972,
1193

Avall

GGWCC

five_prim
e

125,
868,
1180,
1205

BseYI

CCCAGC

five_prim
e

941,
976,
1347,
1359

Cirl0l

RCCGGY

five_prim
e

554,
1101,
1151,
1273

GACGC

five_prim
e

839,

1060,
1118,
1344

E
=

GAGNNNNNCTC

three_pri
me

669,
673,
701,
705
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Site Frequenc Cut
Name Sequence Lengt Overhang q Position
h y S
I 52,127,
Bsil ACTGG 5 enfl’—p 4 405,
© 1009
968,
Haell RGCGCY 6 | threepr 4 073,
me 1196,
1343
856,
three_pri 882,
Tagll GACCGA 6 - 4 1082,
1108
112,
Tst | CACNNNNNNTCC = ¢ | threepr 4 144,
me 898,
930
137,
five_prim 166,
Styl CCWWGG 6 -P 5 379,
c
630,
741
127,
three_pri i,
TspRI CASTG 5 cep 5 1016,
me
1081,
1139
o 208,
Plel GAGTC 5 five_prim 6 355,
e 522,

617,

74




Name

Sequence

Site
Lengt

Overhang

Frequenc
y

Cut
Position
S

690,
1069

StaNI

GCATC

five_prim
e

41, 151,
349,
375,
453,
663

Hin4l

GAYNNNNNVTC

three_pri
me

263,
295,
302,
334,
852,
884

GDGCHC

three_pri
me

351,
545,
598,
749,
1018,
1281

BseMII

CTCAG

three_pri
me

371,
482,
511,
573,
845,
1240,
1330

EcoRII

CCWGG

five_prim
e

207,
312,
537,
599,
749,

75




Name

Sequence

Site
Lengt  Overhang

Frequenc
y

Cut
Position
S

845,
877,
1182,
1320

GCAGC

five_prim
e

10

740,
817,
919,
941,
1167,
1241,
1269,
1278,
1377,
1392

~
%)
(@)
—

GCWGC

five_prim
e

10

728,
805,
929,
932,
1155,
1229,
1257,
1266,
1390,
1405

Faul

CCCGC

five_prim
e

12

962,
995,
1007,
1012,
1041,
1063,
1074,
1078,
1148,
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Name

Sequence

Site
Lengt

Overhang

Frequenc
y

Cut
Position
S

1211,
1230,
1360

Taul

GCSGC

three_pri
me

14

787,
821,
925,
948,
1039,
1190,
1193,
1198,
1248,
1257,
1263,
1266,
1313,
1368
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EK B: ADAMTS14 geninin normal dokularda ve Kolon adenokarsinomunda gen
ekspresyonu

RPKM

L.

EK C: Kolon adenokarsinomunda ADAMTS14 geninin gen ekspresyonu ve normal
dukularda ile karsilastirmasi

COAD
(num(T)=275; num(N)=349)
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count

column B: ADAMTS14 - gene expression RNAseq - RSEM norm

count+1)

Untt: log2(norm

EK C: Metastatik, Niiks Tiimor, Kat1 Doku Normal, Normal Doku, Primer Tiimorde

ADAMTS14 gen ifadesini gosterir.

cohort TCGA TARGET GTEx (n=639)

column C: sample type

79

column C:

sample type

® Metastatik

® Tekrarlayan

® Timér Kati Doku Normal
Normal Doku

® Birincil Tamaér



EK D: DNA biiyiikliik belirteci (100bp)

100 bp ladder

2% agarose,

1xTAE
Sul/lane

bp
1000

900
800

700
600

500
400

300

200

100

ng/5 pl

78
70
63
55

47
78

31

24

31

23

EK E: DNA biiyiikliik belirteci (1 Kb)
1kb ladder

2% agarose,
1xTAE
Sul/lane

500

250

ng/5 pl
40
40
40
40
40

100
35

30
25

50
15

20

25
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