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OZET

HEP3B HUCRELERINDE VEGF SITOKINININ ADAMTS-1 GENi
UZERINE ETKILERININ BELIRLENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
KUBILAY TUGRUL GUNERHAN
BALIKESIR UNIiVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BiYOLOJIi ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI:PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, HAZIRAN - 2015

ADAMTS-1 (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motifs-1), Trombospondin tip I motifleri ile ADAM ailesi liyelerinden ayrilmakta
ve giiniimiizde ADAMTS ailesinin ilk iiyesi olarak tanimlanmaktadir. Yapilan
calismalar ADAMTS-1’in  VEGF’i (Vascular Endothelial Growth Factor)
baskilayan bir protein oldugunu gostermektedir. Bir sitokin olan VEGFig5’in
olusturdugu sinyalin baskilanmasi anjiyogenezi inhibe eder ve aym1 zamanda
timor siddetini azaltir. Calismamizin amaci, VEGF sitokininin normal oksijen ve
kimyasal indiiklenmis diisiik oksijen kosullarinda, ADAMTS-1, VEGF ve HIFla
gen ifadesi lizerinde etkilerinin arastirilmasidir.

VEGF6s sitokininin karaciger kanser hiicreleri iizerinde, ge¢ saatlerde
proliferatif etki gosterdigi, MTT analizi ile belirlenmistir. Hipoksik kosullar
ADAMTS-1 gen ifadesini karaciger hiicrelerinde arttirmaktadir. VEGF4s5 Sitokini
ise, ADAMTS-1 mRNA’sim1 her iki kosulda da arttirmaktadir. Bu artis,
immunflorasan analizleri ile protein diizeyinde de dogrulanmigtir. ADAMTS-1
promotor pargalari, HEP3B hiicrelerine gecici olarak transfekte edilmis ve
VEGF¢5 sitokin uygulanarak traskripsiyonel aktivite belirlenmistir. VEGFigs
sitokini normal oksijen sartlarinda -1415/+419 ADAMTS-1 promotor pargasinda
transkripsiyonel aktivitede etki gostermemistir, ancak hipoksik sartlarda -
129/+419 promotor pargasinda transkripsiyonel aktivite artis gostermistir.
VEGF¢5 sitokinin ADAMTS-1 tizerinde etkisi, kemik kanseri modelinde mRNA
diizeyinde arastirilmig, farkli bir dokuda da benzer etki gosterdigi saptanmustir.
VEGFss, HIFlo mRNA’sin1 normal oksijen kosullarinda bir miktar, diisiik
oksijen kosullarinda daha fazla arttirdifi belirlenmistir. Ayrica, VEGFigs
sitokinin, kendi mRNA’sinda 6nemli bir artis gostermemektedir. VEGFig5’in
hangi hiicre i¢i sinyal iletim yolundan etkisini gdsterdiginin anlasilmasi i¢in, farkl
yolak inhibitorleri uygulanmis ve ADAMTS-1 iizerinde etkileri arastirilmistir.
Buna gore VEGFi65, ADAMTS-1 mRNA’sini, normal oksijen kosullarinda,
MAPK, PI3K ve JNK yollar {izerinden diizenlemektedir. Hipoksik kosullarda
PI3K yolunu kullanmaktadir.

ANAHTAR KELIMELER: VEGF, HEP3B, ADAMTS-1



ABSTRACT

DETERMINATION THE EFFECT OF VEGF CYTOKINES ON THE
ADAMTS-1 GENE IN THE HEP3B CELLS
MSC THESIS
KUBILAY TUGRUL GUNERHAN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR:PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, JUNE 2015

ADAMTS-1 (A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin
motifs-1) was identified as the first member of ADAMTS family. Previous studies
show that ADAMTS-1 that is a matrix metaloprotein inhibits VEGF165 (Vascular
Endothelial Growth Factor). Therefore, the inhibition of VEGFes signal that is
main regulator of angionegenes supresses angiogenesis and consequently reduces
the tumorigenesis. Therefore, the aim of the study is to investigate the effects of
VEGF on ADAMTS-1, HIFlo and VEGF gene expression under normal
(normoxic) and low (hypoxic) oxygen conditions.

VEGF65 exhibits the proliferative effect at the late time in the HEP3B
cells determined by MTT cells. Hypoxic conditions increase the ADAMTS-1
gene expressions in HEP3B cells. VEGF45 also upregulates ADAMTS-1 mRNA
in normoxia and hypoxia. This incresae was confirmed by Immunfloresence
analysis at the protein level. Transcriptional activity of ADAMTS-1 promoter
fragments by VEGF165 was determined by transient transfection assay followed by
reporter assays. VEGFg5 cytokine dont give any effect for -1415/+419 ADAMTS-
1 promoter constructs in normoxic condition. However, VEGF45 mediated
trancriptional activity of ADAMTS-1 was increased for -129/+419 promoter
construct. In addition, the effect of VEGFi65 on ADAMTS-1 mRNA was also
investigated in different cancer model, osteosarcoma model (SAOS-2). Similar
increasing effect was observed. VEGFgs cytokine led to increase HIFlo mRNA
to some extent, in normoxic condition whereas, drastic increase in hypoxic
condition. Interestingly, VEGF;¢5 does not give any effect on VEGF mRNA level.
Different pathway inhibitors have been used for identifying which pathway is
important for VEGFs5s mediated ADAMTS-1 regulation. VEGF¢5 regulates
ADAMTS-1 gene expression via MAPK, PI3K and JNK pathways in normoxic
conditions whereas, PI3K is important pathway in hypoxic condition.

KEYWORDS: VEGF, HEP3B, ADAMTS-1
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1. GIRIS

1.1  Matriks Metalloproteinaz

Ekstraseliiler matriksin (ECM); memeli dokulari i¢indeki hiicrelerin arasinda
bulunan onlar1 destekleyen ve hiicre proliferasyonunda gorev alan, kompleks bir
yapiya verilen isimdir. ECM’in yikiminda, proteaz aktivitesine sahip domain
yapilarina gore protein aileleri olarak gruplandirilan bircok molekiil gérev alir. Bu
gruplardan ilki serin proteazlardir. ikinci grup matriks metalloproteinazlardir
(MMP). Ugiincii grup ise kemik farklilasma  proteinl/tolloid  ailesi
metalloproteinazlaridir. Son grup ise proteolizde ve hiicre-hiicre adezyonunda gorevli
ADAM (bir disintegrin ve metalloproteaz) veya MDC
(metalloproteaz/disintegrin/sistein) olarak adlandirilan transmembran glikoprotein

ailesidir [1-12].

MMP’ler, bazal membran makromolekiillerinin ve ¢esitli ECM elemanlariin

yikilmasim katalize eden ve Zn"" ve Ca*®

a bagimli bir notral endopeptidaz ailesidir
[13,14]. Cesitlerine gore oldukca farkli hiicre tipleri tarafindan ekspre edilirler;
endotel hiicreleri, epitel hiicreleri, fibroblastlar, kondrositler, keratinositler,
makrofajlar, mezensimal hiicreler, notrofiller, osteoblastlar, T lenfositler,
trombositler, trofoblastlar, vaskiiler diiz kas hiicreleri, gibi [15,16]. Biitiin MMP’ler
baslangicta inaktif proenzimler olarak salinirlar. Daha sonra katalitik pargalarinin
aktif kisminda bulunan Zn"" ve propeptidlerinde mevcut olan tiyol grubu arasindaki

koordinasyonun bozulmasiyla Pro-MMP aktivasyonu gerceklesir.

Bu enzim ailesinin bugiine dek klonlanmis ve sekanslanmis 66’dan fazla
tiyesi bulunmustur. Bunlardan 23’{iniin insanlarda sentezlendigi tespit edilmistir. Bu
iyeler substrat ozgiilligiine gore; jelatinazlar, kollajenazlar, membran tipi MMP’ler

(MTMMPs), stromelisinler, ve digerleri olmak iizere 5 alt gruba ayrilmislardir [17].

MMP’ler normal ve saglikli, dinlenme halindeki dokularda ya c¢ok az

eksprese edilirler ya da eksprese edilemezler. Ancak herhangi bir dokunun



onarilmasi ve yenilenmesi durumunda ekspresyon seviyesi artar. Biiylime ve gelisme
icin bag doku yenilenmesi gereklidir. Ayrica kemik veya kikirdak ve bunlarla iligkili
dokularin kollajen yapisinin bozulmasi, enflamasyon ve kanser ile iligkili bir¢ok
hastalik matriks yenilenmesi ile beraberdir. Bu organizasyonun bozulmasi timdor
invazyonunu ve malignant billylimenin ayirt edici bir 6zelligidir. Yapilan ¢aligmalar
da goriilmiistiir ki MMP’ler tiimor hiicrelerinin metastatik potansiyelinde ve invaziv

davraniglarinda 6nemlidir [18].

MMP’ler, ECM’in yikilmasimin yami sira apoptozis, anjiyojenez,
endometriyal siklus, degisik dokularin yeniden yapilanmasi, immun cevap gelisimi,
kemigin yeniden modellenmesi, ovulasyon, pospartum uterin involusyonu, servikal

dilatasyon ve yara iyilesmesinde rol alirlar [15].

1.2  ADAMTS Ailesi

ADAM ailesindeki proteinler; ¢inko bagimli, hiicre membraninda yer alan ve
cok sayida domaine sahip olan metalloproteinazlardir. ADAM’lar disintegrin ve
metalloproteinaz domainleri vesilesiyle, adezyon proteinlerinin ve de proteinazlarin
Ozelliklerini yapilarinda bulundururlar. Bu 06zellikler ADAM’lart su konularda
Oonemli yapar; diger hiicre yiizey proteinlerinden ayrilma ve hiicre-hiicre etkilesimleri
ile hiicre-matriks etkilesimleri [9-12]. Bugiine kadar ADAM ailesine ait bazilarinin

fonksiyonlar1 belirlenmis olan ait 30’a yakin protein tanimlanmastir.

1996 yilinda Kuno ve arkadaslari tarafindan yeni bir grup proteinin varlig
gosterilmistir [3]. Bu protein grubu ADAM ailesine ¢ok benzemekte, trombospondin
tip 1 (TSP1) motifleri tagimakta ve enflamasyonla da iliskilidir. Kuno ve
arkadagslari, bu yeni protein grubunu tanimlamak i¢cin ADAMTS (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs) adin1 kullanmiglardir. Bu grup
ADAM ailesi liyelerinin aksine, hiicre membraninda yer almazlar ve ekstraselliiler
matrikse salgilanirlar. ADAMTS’ler; ADAM ailesi tiyelerinin sahip olduklar1 tiim
domainleri igerirler ancak kendilerine 6zgli TSP1 motiflerine de sahip olduklarindan
dolayt ADAM iiyeleri olarak kabul edilmemislerdir ve yeni bir aileyi

olusturmuslardir [3].



1.2.1 ADAMTS Ailesinin Simflandirilmasi ve Bilinen Fonksiyonlari

ADAMTS’ler, 4 o6zellik dikkate alinarak gruplandirilmistir; domainlerin
organizasyonu, protein dizisi, gen dizisi korunmuslugu ve substrat tercihi. Bu gruplar
da su sekildedir; prokollajenin N-ucundaki propeptitlerin uzaklagtirilip kollajene
doniismesinde rol oynayanlar (Kollajen N-proteinazlar, ADAMTS-2, 3 ve 14),
matrix proteoglikani agrecanin pargalanmasinda agrekanaz aktivitesine sahip olanlar
(Agrekanazlar; ADAMTS-1, 4, 5, 8, 9, ve 15), anjiogenezin inhibisyonunda
gorevliler (anti-anjiyogenetik ADAMTS’ler ADAMT-1 ve 8), son olarak da kan
pthtilasmast homeostazda von Willebrand faktoriinii pargalayan proteaz (VWFCP;

ADAMTS-13) [9-12,19,20].

‘ vWFCP; ADAMTS-13

Von
Willebrand
Faktoriinii
Parcalayan

Proteaz

AD S-1 Angiyogenezin ADAMTS-1,
ve jngh}bif onu Agrekanaz 4,5,8,9ve
ADAMTS-8 ¥ 1

Kollejen N-
Proteinaz

ADAMTS-2, 3,14

Sekil 1.1: ADAMTS ailesi ve simiflandirilmasi [28]’den uyarlanmustir.

1.2.2 ADAMTS-1

Kuno ve arkadaslari tarafindan 1996 yilinda tanimlanmistir [3]. ADAMTS

ailesinin ilk iiyesidir. Arastirmacilar farelerde, hiicre hatti enjekte ederek kaseksi



olusturan bir kolon kanseri olusturarak bu kanser tiiriinde segici olarak ekspre olan
genleri belirlemislerdir. Yapilan tarama sonucu yeni bir timdr segici genin
CDNA’sinin varligr tespit edilmistir. Yeni bulunan ¢cDNA’nin hem yilan zehri
metaloproteinazlart hem de trombospondinlerle bir dizi benzerliginin var oldugu
tespit edilmistir. Bu yeni c¢cDNA klonu ADAMTS-1 (a disintegrin and

metalloproteinase with thrombospondin motifs ) olarak adlandirilmistir.

ADAMTS-1 8 domain igermektedir; 1) pre-domain(Pre), 2) pro-domain(Pro),
3) metalloproteinaz domain, 4) disintegrin benzeri domain(Dis), 5) TSP-1 motifi
iceren trombospondin homolog domain(TS), 6) Sisteince zengin domain(Cys), 7)

Spacer bolge ve 8) Karboksi terminal TSP motifleridir [12,19].

PRE PRO METALOPROTEAZ Dis Sis ARA BOLGE

Sekil 1.2: ADAMTS 1 proteinin domain yapisi [19]’dan uyarlanmistir.

1.2.21 ADAMTS-1’in Gorevi

Baz1 arastirmacilar tarafindan ADAMTS-1 proteinin anti-anjiyogenetik etki
ile agrekanaz aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir. ADAMTS-1’in agrekandan
baska kan damarlarindaki versikani da parcgalayabildigi bilinmektedir [21,22].
Yapilan ¢aligmalardan bazilari bizleri su diisiinceye sokar, ADAMTS-1 ekstraselliiler
matriks tizerindeki etkisi folikiil {iretilmesi i¢in zorunlu, versikami degrede edici
etkisinin ise ovulasyonun gergeklesebilmesi ig¢in zorunludur [23-25]. 2000 yilinda
Shindo ve arkadaglarinin ADAMTS-1 susturulmus farelerle yaptiklari ¢alismada;
uterus ve yumurtalik histolojisinde degisikliklerle beraber seyreden azalmis fertilite,

bliylime geriligi ve yag dokusu malformasyonu tespit etmislerdir [26].

2000 yilinda Miles ve arkadaglart ADAMTS-1"in kemik ve osteoblastlardaki

ekspresyonunun paratiroid hormonla arttigin1 géstermislerdir [27].

Jones ve arkadaglar1 2005 yilinda yayimlanan makaleye gore ADAMTS-1, -4,
-5, -8, -9, -15 ve -20’yi hiyalektanlar1 (hiyaluronana baglanan agrekan, brevikan,



versikan vb. proteoglikanlari) yiktiklarini bulmuslar ve bundan Gtiirii bu proteinleri

hiyalektanazlar olarak siniflandirmiglardir [20].

1.2.2.2 ADAMTS-1’in Regiilasyonu

ADAMTS-1 proteinlerinin transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili ¢ok az
sayida ¢aligma bulunmaktadir. Yapilan ¢aligmalar da fare ve insan ADAMTS-1 ile

ilgilidir.

1996 yilinda Kuno ve arkadaslarinin yaptigi ¢alismada fare ADAMTS-1
geninin promotoru klonlanarak karekterize edilmistir [3]. Yapilan bir bagka
calismada da DNA metillenmesinin fare ADAMTS-1 aktivitesininde diisiise
sebebiyet verdigi belirtilmistir. Bu bize farede ADAMTS-1 aktivitesinin
transkripsiyonel diizeyde promotor seviyesinde kontrol edildigini gosterir [2]. Chou
ve arkadaslar 2008 yilinda fare ADAMTS-1 promotoruna HDAC inhibitorii olarak
gorev yapan TSA uygulamasindan sonra SP1 ve HDAC6 baglanmasinin azaldigini

SP1’in azalmasiyla da ADAMTS-1 ekspresyonunun azalttigi agiklanmistir [4-5].

Hatipoglu ve arkadaslarinin 2009 yilindaki ¢aligmalarinda  sunu
gozlemlemislerdir; endotel hiicrelerinde hipoksik kosulda, ADAMTS-1 mRNA ve
protein ekspresyon miktar1 hizla artmis ancak diger hiicre tiplerinde bir artis
gorilmemistir. Endotel hiicrelerinde ADAMTS-1 hipoksik kosullar altinda gegici
olarak arttig1 ve HIFla’in baglanmasiyla transkripsiyonu yapildigi anlasilmistir ve

ADAMTS-1 in hipoksiya ile regiile edilen bir gen oldugu ifade edilmistir [6].

1.2.2.3 ADAMTS-1 ve Kanser

Antianjiogenetik aktiviteye sahip oldugundan ADAMTS-1’in farkli tipteki
kanserlerde roliiniin ne oldugunun arastirilmasi gerekliligi goriilmiistiir. Malign
timorlerin en belirgin 0Ozellikleri, c¢evrelerindeki dokulara invaze olabilecek
donanimda olmalari, vaskiiler ve lenfatik sisteme girerek metastaz yoluyla en
uzaklardaki organlara dahi yayilabilmeleridir. Doku matriksinin yikimi bu patolojik

olaylarin tiimiiniin ger¢eklesmesinde onemli bir yere sahiptir. Bu sebepten otiirii



kanser gelisimi ve metastazinda ADAMTS gibi matriks metaloproteazlar 6nemli

roller tistlenirler [1].

Kanserli hiicrelerde ADAMTS-1 ile alakali yapilan giincel caligsmalara
tarihsel kronoloji olarak bakacak olursak; 2001 de yayinladiklart makaleye gore
Masui ve arkadaslar1 inceledikleri 16 hepatoseliiler karsinomalarda (HCC) vakasinda
kanser dokusunda ADAMTS-1 mRNA ekspresyonu seviyelerini tespit etmislerdir.
Bu ekspresyon seviyelerini siroz hastalarindan alinan karaciger dokusundaki
ADAMTS-1 geni mRNA ekspresyon seviyesi ile karsilastirdiklarinda, HCC’ de
ADAMTS-1 mRNA ekspresyon seviyesinin azaldigini bulgusuna ulagmislardir [7].

Yine 2001 yilindaki makalesinde Masui ve arkadaslar1 pankreas kanserinde
ADAMTS-1, ADAMTS-8’1 ile ilgili bulgulardan bahsetmislerdir. Bu ¢alismalarinda;
pankreas tiimorlerinde ADAMTS-1’in ekspresyonunun saglikli dokuya kiyasla
azaldigim1 ve daha {ist diizeyde ADAMTS-1 ekspresyonunu gosteren hastalarda,
retroperitoneal invazyona ve lenf nodu metastazinin daha fazla goriildigini

gostermislerdir [7].

2005 yilinda Porter ve arkadaslar1 insan meme kanserinde ADAMTS-1"den
ADAMTS-20’ye kadar ekspresyon profillerini incelemislerdir. inceledikleri
neoplastik olmayan meme dokusu ve meme kanseri hiicre hattinda ADAMTS-1, 3, 5,
8, 9, 10 ve 18’in ekspresyonlarinda siirekli olarak azalma oldugunu bulmuslardir

[46].

2006 yilinda Lind ve arkadaglart mide ve bagirsak kanserlerinde ADAMTS-1
proteinlerinin ekspresyonunu arastirmiglaridir. Yaptiklart calismada kalin bagirsak
kanseri tiimorlerinde ADAMTS-1’in  promotor hipermetilasyonu yoluyla

inaktivasyona ugradigini ortaya koymuslardir [2].

Rocks ve arkadaslarinin 2006 yilinda yayimlanan makalesinde, insan kiigiik
hiicreli olmayan akciger kanserlerinde ADAMTS-1’in mRNA ekspresyonunun,
saglikli insan kiiciik hiicreli akciger dokularina oranla daha az oldugunu bulduklarimi

bildirmislerdir [42].

2006’da yayimlanan makaleye goére Canals ve arkadaslari, Prostat stroma
hiicreleri ile DU145, PC3, LNCaP gibi prostat kanseri hiicre hatlarinda ADAMTS-1,
ADAMTS-4, ADAMTS-5, ADAMTS-9, ADAMTS-15 ve TIMP-3 ekspresyonlarini
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incelemiglerdir. Calismada stroma hiicrelerinde ADAMTS-1, ADAMTS-4,
ADAMTS-5, ADAMTS-9, ADAMTS-15 ve TIMP-3 proteinlerinin siirekli olarak
eksprese edildigini ve DU145, PC3, LNCaP gibi prostat kanseri hiicre hatlarinda

ekspresyonlarinin da degistini gostermislerdir [40].

2008’de Gustavsson ve arkadaslarinin androjen bagimsiz ve bagimli prostat

kanserlerinde ADAMTS-1 ekspresyonunun azaldigi bulmuslardir [44].

2009 yilindaki makalelerine gore, Sunay ve arkadaslar1 tarafindan karaciger

hiicre hattinda (HEP3B) ADAMTS-1 mRNA sinin ifade edildigi bildirilmistir [41].

Yine Sunay ve arkadaglar1 2010 yilinda yaptiklari ¢alisma ile PC3 ve
DU145°de ADAMTS-1 ve VEGF’in mRNA ekspresyonlar1 arastirilmis ve hiicre
hatlarinin ikisinde de VEGF ekspresyonu goriilmiistiir. ADAMTS-1 ekspresyonu ise
PC3 hiicre hattinda goriilmiistiir [45].

2013 yilinda yayinlanan, Freitas ve arkadaglari tarafindan yapilan ¢aligmada
insan meme kanseri hiicre hattinda (HUVEC) kanser migrasyonu ve invazyonunun
uyarilmasiyla ADAMTS-1’in ekspresyon seviyesinde azalma oldugu tespit edilmistir
[47].

1.3  VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

1.3.1 Anjiyogenez ve VEGF

Yeni damar yapimi anlamina da gelen anjiyogenez viicutta biiyiime, gelisme,
embriyogenez, yaralarin iyilesmesi gibi durumlarda gergeklesir. Patolojik
anjiyogenez de su gibi durumlarda goriiliir; kollajen doku hastaliklari, retinopatiler,

psoriasis ve belki de en 6nemlisi tiimorlerdir.

Timorler yeni damar olusumu gercgeklestirene kadar damar capini 1 cm®
hacme kadar biiyiitebilirler. Bu hacimden sonra biiyiime, ¢ogalma ve metastaz
yapmalari i¢in anjiyogeneze ihtiya¢ duyarlar. Anjiyogenez i¢in de en 6nemli molekiil

VEGF’tir. VEGF 1983 yilinda deride damar gegirgenligini arttiran tiimor vaskiiler



permeabilite faktorii (VPF) seklinde Senger ve arkadaslar tarafindan tanimlanmistir

[36]. Gliniimiizde VEGF gen ailesinin 7 tane iiyesi tanimlanmustir [37].

VEGF seviyesinin; kolon, meme, tiroid, rektal kanser, akciger, karaciger,
safra kesesi, over ve uterus kanserlerinde, anjiosarkomlarda, kafai¢i tiimorlerde

artmis seviyelerde bulundugu tespit edilmistir [48].

VEGF geni; kapiller morfogenez ve tliimor anjiyogenezi 6nemli birkag farkli
molekiil olusturmaktadir [29,30]. VEGF diiz kas hiicreleri, fibroblastlar ve epitel
hiicreler gibi farkli hiicreler tarafindan salgilanmaktadir. Salgilanan bu proteinler,
tirozin kinaz reseptorleri olan ve endotel hiicreleri tizerinde bulunan VEGF’in 3
reseptoriinden ikisinin yani VEGFR1 ve VEGFR2’nin aktivasyonuyla fonksiyon
gosterir. VEGFR3 lenf damarlar iizerinde bulunur [31,32].

VEGF gen ailesinden biri olan VEGFA’nin 9 tane izoformu tanimlanmaistir.
Tanimlanan izoformlardan biri de VEGFg5°tir. VEGF65 timor anjiyogenezinin en
Ozellikli mediatdrlerindendir. Bir endojen inhibitor izoformu olan VEGF65 VGFR2
tizerinden etkilidir [38]. VEGFyg5’in olusturdugu sinyal baskilanirsa anjiyogenez
inhibe olur ve tiimér siddetini azalir. Insan kanserlerinde VEGF ve VEGFR2’nin
ekspresyon artisi metastaz ve invazyon ile alakalidirr Bu VEGF’nin timor

biyolojisindeki dnemini ifade etmektedir [33].

1.3.2 VEGTF Yolag:

VEGFR2 anjiyojenez ve endoteliyal hiicre mitogenezinin ana sinyaldir.
Reseptor dimerizasyonu ve otofosforilasyonundan sonra, SH2 domaini igeren PLC-
gama (phospholipase C, gamma), VRAP (VEGF Receptor Associated Protein) ve
SCK gibi sinyal transdiiksiyon molekiilleri dogrudan aktive edilir. Src (hon-receptor
tyrosine kinases) ve PI3K (Phosphatidylinositol 3-Kinase) gibi molekiiller ise dolayli
bir mekanizmayla aktive edilir. Protein Kinaz C’nin (PKC) aktivasyonu, VEGFA’1n
mitojenik sinyal yolu Raf1-MEK-ERK sinyal yolaginda kritik role sahiptir.

Hiicre canlilig1 sinyaline esas olarak PI3Karacili PKB (Protein Kinase-B)
aktivasyonu aracilik  etmektedir. PI3K  aktivasyonu sonucunda  PIP3

(Phosphatidylinositol-3,4,5-Trisphosphate)  birikmeye baslar.  Biriken PIP3



membrandaki PH domainine baglanmasiyla PKB fosforilasyona aracilik eder. PKB
icin sinyal yolagi hedefi proapototik proteinler olan BAD, FKHR1 (Forkhead
Transcription Factor-1) ve Caspase-9 ‘dur.

PIP2’nin hidroliziyle PLC-gama katalizlenir ve DAG (Diacylglycerol), ile
IP3 (Inositol Trisphosphate) olusturulur ki bu da Ca*? salimmim ve PKC’nin
aktivasyonunu uyarir. VEGFA ile uyarilmis Ca*? kisa siireli Nitrik Oksit ve Ptg

(Prostaglandin) iiretimine sebebiyet verir.

SHC’nin fosforilasyonu SHC-GRB2(Growth Factor Receptor-Bound Protein-
2)-SOS kompleksinin olusumunu tesvik eder ve sinusoidal endotelyal ve HUVEC
hiicrelerinde PKC bagimli Ras bagimsiz Raf1-MEK1/2-ERK1/2 yolagini indiikler.

VEGFnin mitojenik etkileri i¢in negatif geri besleme cPLA2 (cytosolic

Phospholipase-A2)’nin aktivasyonu ve prostaglandin’in biyosentezi ile saglanir.

Endotel hiicre go¢iinii diizenleyen aktin hiicre iskeletinin yeniden
diizenlenmesi uyaran mikrofilamentlere VEGF sinyalini, F-Aktin polimerizasyon
modiilatoric HSP27 (Heat Shock Protein-27)’nin fosforilasyonu ve MAPKAPK2/3
(MAP Kinase Activated Protein Kinase-2/3) aktivasyonu tarafindan modiile edilen

p38 yolagi tasir.

HUVE hiicrelerinde VEGFR2 vesilesiyle VEGFA tarafindan FAK (Focal
Adhesion Kinase) ve Paxillin aktive edilmesi, VEGFA igin gerekli olan Aktinin
yeniden diizenlenmesi Talin ve Vinkulin gibi Aktin saglamlastirici focal adezyon
plagi proteinlerinin iyilestirilmesine onciiliikk eder. VEGFA ayrica endotel kemik iligi
hiicre hattinda RAFTK (Related Adhesion Focal Tyrosine Kinase)nin FAK

baglantili trozin fosforilasyonunu uyarir [39].
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Hicre Canhit

Damar Hicresi

ANJIYOGENEZ

Sekil 1.3: VEGF yolagi [39]’den uyarlanmustir.
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1.3.3 ADAMTS-1 ve VEGF Iliskisi

Vaskiiler endotelyal biiyiime faktoriiniin (VEGF) ile ADAMTS-1 in yapisi ve
gorevleri arasindaki baglanti yapilmis baz1 ¢alismalarla goz 6niine serilmistir. Bu
caligmalarin arasinda en 6ne ¢ikani, 1999 yilinda Vazquez ve arkadaslar tarafindan
yapilan caligmadir. Bu calismada VEGF’in uyardig1 anjiyogenezi ADAMTS-1’in
inhibe ettigi ve Fibroblast Biiyiime Faktorii 2°’nin (FGF2) uyardig: vaskiilarizasyonu
ADAMTS-1’in baskilamasi ile anti-anjiogenetik etki olusturdugu bulunmustur. Bu
calisma, ADAMTS-1 anti-anjiyogenetik aktivitelerine TS (Trombospondin tip 1)

motiflerinin aracilik ettigini diisiindiirecek veriler ortaya koymustur [34].

2001 yilinda Tang’in yaymladigi calismaya gore, ADAMTS-1’in birinci C-
terminaldeki TS tekrarinda bulunan ve ADAMTS-1 ve ADAMTS-8 disinda higbir

ADAMTS de tespit edilmemis GWQRRL/TVECRD motifinin dikkate deger bir rol
istlendigini gostermektedir [12].

2003 yilinda Lique ve arkadaslart ADAMTS-1’in C-terminalindeki iki adet
TS motifi tekran sayesinde VEGF 165’ baglandigint géstermistir [35].

14  Amag ve Akis Diyagram

Calismaya baslamadan yaptigimiz literatiir arastirmasinda Vazquez ve
arkadaglan tarafindan 1999 yilinda ADAMTS-1’in VEGF’in uyardig1 angiyogenezi
inhibe ettigi bulunmustur [34]. Bizim ¢alismamizda acaba VEGF’in ADAMTS-1
lizerine ne gibi etkileri vardir sorusuna cevap aranmistir. Bunun i¢in normal oksijen
ve hipoksik kosullar altinda karaciger karsinoma hiicresi olan HEB3B hiicrelerine
farkli saat ve dozlarda VEGF sitokini verilerek mRNA ve protein diizeyindeki
trankripsiyonel farkliliklar1 arastirmak amaglanmistir. Ayrica VEGF  sitokini
uygulanarak ADAMTS-1 promotor diizeyinde transkripsiyonel aktivitedeki
degisiklikler izlenmis ve sinyal yolaginin arasgtirilmasi hedeflenmistir. Calismamizin

planlanan akis diyagrami asagida 6zetlenmistir.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Caligmada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun
safliktadir. Molekiiler biyoloji materyalleri, lusiferaz sisteminde kullanilan kimyasal
ve enzimler, RT-PZR ¢alismalarinda kullanilan kimyasal ve enzimler Sigma, Merck,
Fermentas, Invitrogen, Applichem, SantaCruz, Roche ve Clontech firmalarindan

temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar.

Kimyasallar Uretici Firma
DMEM Invitrogen
FCS Invitrogen
PBS Sigma
Tripsin Sigma
EDTA Sigma
DMSO Merck
Tripan Mavisi Sigma
BSA Sigma
DEPC Sigma
MOPS Sigma
NaAc Sigma
Formaldehit Sigma
SDS Merck
Etanol Merck
Beta-merkaptoetanol Sigma
Oligodt Fermantas
5X Reaksiyon Buffer Fermantas
Ribolock RNase Fermantas
dATP, dGTP, dCTP. dTTP Fermantas
Reverse Transkriptaz Fermantas
10X Tag Buffer Fermantas
MqCl, Fermantas
Taq Polimeraz Fermantas
Agaroz Fluka
Etidyum-Bromid Sigma

13




Tablo 2.1: (Devami)
1kb DNA Marker Fermantas
RiboRuler High Range Marker Thermo
6X Loading Dye Merck
Tris Base Sigma
Borik Asit Merck
CaCl, Sigma
Hepes Sigma
Gliserol Merck
DAPI Thermo
Antifade Mounting Soliisyon Invitrogen
GeneJET™ RNA Purification Kit Fermantas
SYBR® Green PZR Master Kit Roche
Ready-To-Glow Secreted Luciferase Clontech
Reporter Assay Kit
MEK1 Cell Signalling
PMA Santa Cruz
SP600125 Santa Cruz
Wortmanin Cell Signalling
VEGF Sitokini Cell Signalling
ADAMTS-1 Antibody Santa Cruz
Alexa Flour 488 Goat anti Rabbit Life Technologies
ADAMTS-1 Primeri IDT
HB2M Primeri IDT
VEGF Primeri IDT
HIF1a Primeri Macrogen

pMetLuc Reporter

Clontech Laboratories

pMetLuc Kontrol

Clontech Laboratories

Seap-2 kontrol

Clontech Laboratories

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Araclar

Tablo 2.2: Calismada kullanilan araglar ve tiretici firmalari.

Kullanmilan Aracg Uretici Firma

-86 Derin Dondurucu Thermo

Buzdolabi (-20) ve ( +4) Argelik/Tiirkiye
Laminar Air Flow TelstarBIOII/ Ispanya
CO,’li inkiibator Nuair

Otomatik Pipet Finnpipette

Otoklav Hirayama/Japonya
Sicak Su Banyosu Elektromag/Tiirkiye
Saf Su Cihazi Destilasyon 3.1/ (Comecta Sa)
Mikroskop Nikon Eclipse
Floresans Mikroskop Olympus BX51

Buz Makinesi Fiocchetti/ Italya
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Tablo 2.2: (Devami)

Elektronik Tart1 Sartorious/Almanya

pH Metre WTW/Almanya

Isitmali Manyetik Karigtiric Velp Scientifica/ Ispanya
Santrifiij Hettich Zentrifiigen, Almanya
Vorteks Elektromag/Tiirkiye
Spektrofotometre Thermo

PCR Cihaz1 Biolab

Elektroforez Tanki1 Apelex, Ingiltere
Elektroforez’in Gli¢ Kaynagi Consort/Ingiltere

Jel Goriintlileme Sistemi Bioimaging system

Light Cycler 485 Roche Diagnostic
Luminometre Thermo

Cryovial Corning

50 ve 15mL Falkon Isolab

25 ve 75 cm® Flask Corning

Quartz 96 Kuyulu Plaka Sigma

10 ve 25 mL Serolojik Pipetler Corning

0,22 ve 0,45 um Filtre Sartorius

2.1.3 Cahsmada Kullanilan Soliisyonlar

Tablo 2.3: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar.

ECS Stokoserum 56 °C’de 30 dk inaktive edildi. 0,22 um filtreden gegirildi.
-20 "C’de kullanima hazir saklandi.
PBS Her0100 mL dH,O ‘ya 1 tablet atildi. Otoklavlandiktan sonra
+4 "C’de saklandi.
TE 0,25 g tripsin, 0,2 g EDTA tartilip 100 mL 1XPBS igerisinde ¢oziildi. 0,22
' um filtre ile siiziildiikten sonra kullanima hazir olarak -20 %C’de saklandi.
BSA % 30’luk 50 mL BSA igin 1,5 g BSA tartild1 ve tizeri 50 mL dH,O eklenip
0,22 um filtre ile siiziildii.
Konsantrasyonu 5 mg/mL olacak sekilde steril PBS iginde 1 gece boyunca
MTT | manyetik karistiricida karigtirtlarak hazirlandi. 0,22 pm filtre ile stiztildi.
+4 °C°de saklandi.
Tablo 2.4: Transfeksiyon ¢alismalarinda kullanilan soliisyonlar.
2 mM CaCl, 14,7 g CaCl,, 50 mL’ye dH,0 ile tamamlandi.

121 °C’de 30 dk otoklavlandiktan sonra +4 °C’de saklandi.

2X HEPES 1,6 g NaCl, 0,04 g Na,HPO,, 1,3 g Hepes dH,O ile 100 mL’ye
(pH: 7,05-7,12) | tamamland:. Otoklavland: ve filtre edilerek -20 °Cde sakland.

10X Substrat
Solusyonu

Liyofilize haldeki substrat, substrat tamponu ile sulandirildi.
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Tablo 2.4: (Devami)

1X . . .
Substrat/Reaksiyon 10X Substrat §olusy0nupup reaksiyon tamponu ile 10 kat
sulandirilmasi ile elde edildi.
Tamponu
1X Diliisyon 5X Diliisyon tamponu dH,O ile 5 kat sulandirilarak elde
Tamponu edildi.
Tablo 2.5: RNA ¢alismalarinda kullanilan soliisyonlar.
RNA Jeli Hazirlama Soliisyonlari
N 0,1 mL DEPC, 100 mL dH,0 ile ¢éziiliir. 37 °C’de 12 saat
DEPCLi Su bekletilir. Otoklavlanir.
10X FA Jel 0,2 M MOPS (pH:7) + 0,05 M EDTA (pH:8) + 0,01 M NaAc
tartilir. Uzeri DEPC’li su ile 1 L’ye tamamlanir ve
Tamponu (pH:7)
otoklavlanir.

FA Tank Tamponu

100 mL 10X FA jel tamponu + 0,25 M %37’1lik (12,3M)
Formaldehit eklenir. DEPC’li su ile 1 L’ye tamamlanir.

Agaroz Jel Hazirlama Soliisyonlari

5X Tris-Borik Asit-
EDTA (TBE) (pH:8)

54 g Tris Base, 27,5 g Borik Asit, 20 mL 0,5 M EDTA
(pH:8,00) tartilir. dH,O ile 1 L tamamlanir. Otoklavlanir.

0,5X TBE (pH:8)

100 mL 5X TBE tamponu, 900 mL dHO ile sulandirilir.
Otoklavlanir.

1 kb marker

1 uL (DNA ladder) + 1 pL yiikleme boyasi (6X loading
dye) + 4 uL dH,0 ile ¢oziiliir. -20 °C’ de saklanur.

Etidyum-Bromid

1 mL’de 10 mg olacak sekilde dH,O ile hazirlanir. Isik
gecirmeyecek sekilde saklanir.

Tablo 2.6: immunofloresans ¢alismalarinda kullanilan soliisyonlar.

% 30’luk 50 mL BSA igin 1,5 g BSA tartild1 ve tizeri 50 mL dH,0
BSA : e
eklenip 0,22um filtre ile siiziildi.
Triton X-100 | PBS ile % 0,3 olacak sekilde seyreltildi.
PBS Her 100 mL dH,O‘ya 1 tablet atildi. Otoklavlanip steril hale
getirildikten sonra +4 °C’de sakland..
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Tablo 2.6: (Devami)

% 16
Paraformaldehit

16 g paraformaldehit tartildi ve tizerine 100 mL dH,O eklendi.
80 °C¢de manyetik karistiricida eritildi. 0,22°lik filtreden gegirilerek
steril edildi. -20 °C‘de saklandi. Deneyler esnasinda % 4’liik
kullanildi.

Tablo 2.7: Inhibisyonda kullanilan inhibitdrlerin hazirlanis.

Adi Stok hazirlanmisi
1 mg Wortmanin 1160 pL. DMSO igerisinde ¢oziildii. Daha sonra
Wortmanin ependorflara boliinerek -20 °C’de saklandi. Ana stok 2 mM olarak
hazirlandi. Son Konsantrasyon 1uM.
1 mg PMA 400 pL DMSO igerisinde ¢oziildi. Daha sonra
PMA ependorflara bélinerek -20 °C’de saklandi. Ana stok 2,5 mM olarak
hazirlandi. Son Konsantrasyon 1 uM.
10 mg SP600125 2300 puL. DMSO iginde ¢oziildii. Daha sonra
SP600125 ependorflara bdliinerek -20 %C’de saklandi. Ana stok 20 mM olarak
hazirlandi. Son Konsantrasyon 20 uM
1,5 mg MEKI 280 uL DMSO igerisinde ¢oziildii. Daha sonra
MEK1 ependorflara béliinerek -20 °C’de saklandi. Ana stok 20 mM olarak

hazirlanmig oldu. Son Konsantrasyon 10 uM

2.1.4 Cahsmada Kullamlan Vektorler

Secreted
[ pMetLuc- Meiridia
| Bunlrul Luciferase |

' 424 bp T Not
p:‘ Kan/ / 11293)
\\Nen /

Sekil 2.1: pMetLuc kontrol vektorii haritast.
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Sekil 2.2: pMetLuc reporter vektorii haritasi.
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Sekil 2.3: pSEAP-2 vektori haritasi.
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2.2 Metot

2.2.1 Hiicre Kiiltiirii ile Tlgili Metotlar

2.2.1.1 Hiicrelerin A¢ilmasi

Calisma igin insan karaciger kanseri hiicre hatti olan HEP3B ve insan kemik
kanseri hiicre hatti olan SAOS-2 kullanildi. Calismaya baslamadan 6nce laminar air
flow ¢alistirildi. Laminar air flowun i¢i % 70’lik alkol dezenfekte edildi. Hiicrelerin
besiyeri 37 °C’de % 10 FCS+DMEM olacak sekilde hazirlandi. -80 °C de saklanan
hiicre hatlar1 ¢ikarildi. Hizli bir sekilde su banyosu yardimiyla 37 °C’ye gelmesi
saglandiktan sonra pastor pipeti ile 15 mL’lik falkon tiiplerin i¢inde bulunan
besiyerine alindi ve 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Santriflij islemi siirerken
hiicrelerin biiyiiyecekleri 75 cm? flasklara 13 mL hazirlanan besiyeri konuldu.
Santrifiij islemi tamamlandiktan sonra siipernatant dokiildii ve altta kalan pellet
kismina 2 mL besiyeri koyularak pastor pipeti yardimiyla pellet ¢oziildii ve 75 cm?
flaska aktarildi. Hiicreler % 5 CO, igeren 37 °C’de nemli inkiibatorde biliylimeye
birakildi.

2.2.1.2 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Biiyiimeye birakilan hiicreler % 80 doluluk oranina ulasana kadar besiyerinde

birakildi. Gerekli goriilen durumlarda besiyeri yenisiyle degistirildi.

2.2.1.3 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler % 80 doluluk oranina ulasinca 75 cm? flask laminar air flow
igerisine alindi. Besiyeri bosaltildi ve hiicreler 2 kez PBS ile yikandi. Flask igine
tripsinizasyon i¢in 3 mL Tripsin EDTA (T.E) konuldu ve hiicreler tutunduklar
yiizeyden kalkana kadar beklenildi. Yiizeyden kalkma isi tamamlandiktan sonra

tripsinin inaktivitesi, % 10 FCS+DMEM ile saglandi. Hiicreler iginde bulunduklar
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siv1 ile beraber 15 mL’lik falkona serolojik pipet yardimiyla alindi ve 1000 rpm’de
5 dk santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet kism1 %10 FCS+DMEM ile ¢oziildi
ve icerik flasklara esit olarak paylastirildi. Flasklarin besiyeri miktar1 15 mL’ye

tamamlandi ve etiketlendi. Flasklar tekrar inkiibatore alindi.

2.2.1.4 Hicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler stok yapilmak istendiginde Bolim 2.2.1.3°de anlatildigr gibi
siipernatant atilma islemine kadar pasajlama isleminin benzeri yapildi. Siipernatant
atildiktan sonra pellet iizerine 0,9 mL FCS ve 0,1 mL DMSO eklendi ve pellet pastor
pipeti ile ¢oziilerek cryovial tiiplere alind. Tiiplerin etiketlenmesi yapild1 -80 °C’de

muhafaza edildi.

2.2.1.5 Hiicrelerin Sayilmasi

Biiyiitiilen hiicrelerden deney kurulumu i¢in yeterli sayida alinacak hiicrelerin
say1s1 thoma lami yardimiyla belirlendi. Biiyiitiilen hiicreler besiyerinde ayrilip pellet
haline getirildi. 6 mL medyum igerisinde pellet ¢oziildii ve siispansiyondan 10 pL
almarak ependorfa konuldu. Aym1 ependorfa 10 pL o6lii hiicrelerin absorbe ettigi
tripan mavisi konuldu ve 5 dk oda sicakliginda beklenildi. Pipet yardimiyla bu
karistmdan 10 pL alinarak thoma lamina aktarildi. Maviye boyanmislar disinda kalan
hiicrelerin sayimi1 yapildi. Sayim sonucunda 1 mL’deki hiicre sayisi asagida belirtilen

formiil kullanilarak hesaplandi.

1 mL’deki Hiicre Sayisi= Alanda Sayilan Hiicre Sayis1 x 10* x Seyreltme Faktorii

|
[
|
i

S ~
—H —H- u
| 0.25 0.025 0.05

Sekil 2.4; Thoma lamu.
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2.2.1.6 Hipoksik Ortamlarin Olusturulmasi

Hipoksik model olusturulacak deney gruplarinda; hiicreler sayildi, deney
kurulumu yapilacak biiyiime ortamina hiicreler 1 gece inkiibasyona birakildi. Ilgili
madde uygulanmasi ile birlikte — sitokin, inhibitér vb.- son konsantrasyon 150 uM

olacak sekilde ortama CoCl; eklendi.

2.2.1.7 Sitotoksisite Deneyinin Kurulmasi

Hiicre saymmi islemi yapildiktan sonra 96 kuyulu plaka i¢ine kuyu basina
5000 hiicre ve 200 pL % 10 FCS+DMEM konuldu. 1 gece inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin kuyulu plakadaki besiyer bosaltildi ve hiicreler % 0,1 BSA iceren DMEM
ortamina alindi, burada 1 saat bekletildi. Daha sonra farkli dozlarda (5 ve 20 ng/mL)
VEGF sitokini uygulandi. Bazi gruplara CoCl; ile hipoksik ortam olusturuldu.
Sitokin uygulandiktan 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat sonra kuyu basi son konsantrasyon
0,5 mg/mL olacak sekilde MTT uyguland1 ve 4 saat inkiibasyona birakildi. 4 saat
sonra medyum uzaklagtirildi. 0,004 M HCI igeren izopropanol ile kristaller ¢oziildii
ve UV spektrometrede 550 nm dalga boyunda absorbans alindu.

Reduction R—p —N
R, ~ R N
N ™ R
\ 7/ » ] bl
N=N N=N
R Rf
Tetrazolium Formazan

Sekil 2.5: MTT metodunda gerceklesen kimyasal degisim.

2.2.1.8 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler biyiitiiliip Bolim 2.2.1.5’te belirtildigi gibi sayildiktan sonra
besiyeri olarak 5 mL % 10 FCS+DMEM igeren 25 cm? flasklara 2.000.000 hiicre
olacak sekilde ekildi. 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin besiyeri % 0,1
BSA+DMEM igeren besiyeri ile degistirildi. 1 saat sonra 5 ve 20 ng/mL olmak tizere
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2 farkli dozda VEGEF sitokini uygulandi. Bazi gruplar CoCl; ile hipoksik ortama
sokuldu. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siiresi sonunda hiicrelerin besiyerleri
uzaklagtirildi. Hiicreler 1 mL T.E ile tutunduklar yiizeyden kaldirildi ve 15 mL’lik
falkonlara pastor pipeti ile aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk sanrifiij yapildiktan sonra
stipernatant atildi. Etiketleme yapildiktan sonra RNA izolasyonu ig¢in -80°C’ de

muhafazaya alindi.

2.2.1.9 Inhibisyon Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler biyiitilip Bolim 2.2.1.5’te belirtildigi gibi sayildiktan sonra
besiyeri olarak 5 mL %10 FCS+DMEM igeren 25 cm? flasklara 2.000.000 hiicre
olacak sekilde ekildi. 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin besiyeri % 0,1
BSA+DMEM igeren besiyeri ile degistirildi.1 saat sonra MEK1, PMA, SP600125,
Wortmanin inhibitorleri tretici firmanin belirttigi sekilde hazirlandiktan sonra
hiicrelere uygulandi. 1 saat sonra 5 ve 20 ng/mL olmak iizere 2 farkli dozda VEGF
sitokini uygulandi. Baz1 gruplar CoCl; ile hipoksik ortama sokuldu. 6 saat sonra
hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi. Hiicreler 1 mL T.E ile tutunduklar1 yiizeyden
kaldirildi ve 15 mL’lik falkonlara pastor pipeti ile aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk
sanrifiij yapildiktan sonra siipernatant atildi. Etiketleme yapildiktan sonra RNA

izolasyonu i¢in -80°C’ de muhafazaya alindu.

2.2.2  Transkripsiyonel Aktivite ile Tlgili Metotlar

2.2.2.1 Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

2.2.2.1.1 Trasfeksiyon Deneyinin Kurulmasi

Hiicreler biiyiitilip Bolim 2.2.1.5’te belirtildigi gibi sayildiktan sonra
besiyeri olarak 1 mL %10 FCS+DMEM igeren 12 kuyulu plakalara kuyu basina
250.000 hiicre olacak sekilde ekildi. 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
transfekte edilecek DNA ve 2 M CaCl, ayn bir tiip i¢inde hazirlandi. Uzerlerine 2X
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Hepes eklenerek yarim saat presipitasyon icin oda sicakliginda bekletildi.
Siispansiyon kalsiyum fosfat presipitasyonu olustuktan sonra damla damla
kuyucuklara eklendi. 12 kuyulu plaka hafifce sallanarak karisimin dagilmasi
saglandi. 6 saat inkiibasyonda birakildi. Sonra transfeksiyon medyumu degistirildi,
PBS ile kuyular yikandi ve taze % 10 FCS+DMEM eklendi. 1 gece inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin besiyeri ortamdan uzaklastirildi, 2 kez PBS ile kuyular yikand:
ve % 0,1 BSA igeren DMEM kuyulara konuldu. 1 saat sonra deney planina gore
sitokin uygulanacak kuyulara sitokin ve hipoksik kosullar olusturulacak kuyulara
CoCl, uygulandi. 48 ve 72 saat sonra deney guruplarina gore kuyulardaki
medyumlardan 100 pL alinarak promotor aktivitesi, lusiferaz ve seap aktivitesine
bakilarak belirlendi.

2.2.2.1.2 Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

48 ve 72 saat sonra alinan medyumlar 96 kuyulu plaka kuyularina kuyu bast
50 pL olacak sekilde konuldu. Her bir kuyu i¢in taze hazirlanmig 1X
Substrat/Reaksiyon tamponundan 5 pl  medyumun {izerine eklendi ve

luminometrede sonuglar okundu.

2.2.2.1.3 SEAP Aktivitesinin Olciilmesi

48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda ayrilan 25 pL hiicre kiiltiirii
medyumu 96 kuyulu plakalara konuldu. 1X diliisyon tamponundan 75 pL
medyumlarin iizerine eklendi. Plaka 65 °C” de 30 dk bekletildi. Daha sonra 2-3 dk
buzda bekletilerek sogutulduktan sonra oda sicakligina gelmesi saglandi. Oda
sicakligindaki SEAP substrat soliisyonundan her bir 6rnege 100 pL eklendi ve
ornekler oda sicakliginda 10-60 dk bekletildi. Islem sonunda sonuglar luminometrede

okutuldu.
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2.2.3 RNA ile flgili Teknikler

2.2.3.1 RNA izolasyonunun Yapilmasi

Sitokin deney gruplar1 Boliim 2.2.1.8’deki, inhibisyon deney gruplar1 Boliim
2.2.1.9°daki gibi kurulup saklandiktan sonra RNA izolasyonu GeneJET™ RNA

Purifikasyon Kit ile iiretici firmanin talimatlar1 dogrultusunda yapildi.

2.2.3.2 RNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi ve

Safliginin Olciilmesi

RNA izolasyon islemi yapildiktan sonra RNA’lar 40 kat RNaz icermeyen
DEPC’li su ile sulandirilarak Kuvartz 96 kuyulu plaka kuyularmma konuldu.
Spektrofotometrede 260 ve 280nm dalga boylarinda absorbanslari alindi. Azg0/Azso
orani hesaplanarak RNA’nin safligi belirlendi. RNA miktar1 asagidaki formiille
belirlendi.

RNA Miktar1 = 40 pg/mL x OD2gp x Seyreltme Faktorii

2.2.3.3 RNA Jel Elektroforezi

RNA ornekleri RNaz enziminin etkilerine kars1 agiktir. Bu yiizden kullanilan
cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden arindirildi. Cam
malzemelerin arindirilmasi % 0,1 DEPC igeren suda 12 saat bekletilip otoklavlanarak
yapildi. Elektroforez tanki i¢in % 0,5’lik SDS ¢ozeltisi ile yikama yapildi ve RNaz

icermeyen su ile durulandi. Saf etanolden gegirilip kurumaya birakildi.

Jelin yapimi; 0,5 g agaroz tartildiktansonra 10 X FA jel tamponunda ¢6ziildii.
Hacmi RNaz icermeyen steril dH,O ile 50 mL ’ye tamamlandi. Jel kaynatildiktan
sonra 40 - 50 °C’ye kadar sogumasi beklendi. % 37°lik (12,3 M) formaldehitten 0,9
mL jele eklendi ve homojen bir sekilde karigmasi saglandi. 10 mg/mL Ethidium-
Bromide stok soliisyonundan jele 1 pL eklendi. Jel elektroforezinin kasetine taraklar

yerlestirildikten sonra hazirlanan jel kasete dokiildii. Jelin polimerlesmesi beklendi.

24



RNA o6rnekleri énce 70 °C’de 10 dk 1s1 ile denatiire edildi, 10 dk buzda bekletildi.
Jele yiiklenen 6rnekler FA tank tamponu igerisinde 80 V’ta 40 dk yiiriitiildii.

2.2.3.4 RT-PCR Reaksiyonu

Iki basamakli olarak gerceklestirildi. cDNA sentezi igin tiipe oncelikle 11,5
puL son hacimde, 1 pg/mL RNA kalibi, 200 pmol Anchored Oligo (dT),3 primer
eklenendi ve 65 °C’de 5 dk én inkiibasyona birakilarak ilk basamak gergeklestirildi.

Ikinci basamakta ilk basamak sonucunda elde edilen iiriinlerin {izerine Tablo
2.2’ deki bilesenler eklendi ve 25 °C’de 5 dk, 42 °C’de 60 dk. , 70 °C’de
5dkinkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonunda kontrol i¢in cDNA’lara SQ RT-PCR
yapild1 ve kontrolden sonra cDNA’lar -20 %C’de muhafaza edildi.

Tablo 2.8: RT-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler (Son Konsantrasyon) Miktarlar
5X Revers Transfer Buffer (1 X) 4 uL
dNTP (1 mM) 2 uL
RNaz Inhibitor (1 U/uL) 0,5 uL.
Revers Transkritaz (10 U/uL) 1 uL

2.2.3.5 Semi Quantitative (SQ) RT-PCR

Elde edilen cDNA’larin pozitif kontrolii daha Onceden kontrolii ve
optimizasyonu yapilmis kalip olarak kullanilan Human B2 Microglobulin (HB2M)

primerleri ile yapildu.

Tablo 2.9: SQ RT-PCR bilesenleri ve miktarlari.

Bilesenler (Son Konsantrasyon) Miktarlari
10X Taq Buffer (1 X) 5uL
MgCl,(1 mM) 2 ulL
Revers Primer (2 ng) 1 uL
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Tablo 2.9: (Devami)

Forward Primer (2 ng ) 1 uL
dNTP (0,2 mM) 1 uL
dH,O 38,5 uL

Tablo 2.9’ deki bilesenlerle karisim yapildi ve tizerlerine 1 uL ¢cDNA ve 0,5
uL Tag DNA polimeraz koyularak Tablo 2.10’daki sartlarda PCR yapildi. PCR

sonrasinda O0rnekler agaroz jele yiiklenerek goriintiilendi ve kontrolii yapildi.

Tablo 2.10: SQ RT-PCR kosullari.

Segment Dongii Sicakhk °C Siire
1 1 94 5dk
94 30s
58 30s
2 19
72 30s
3 1 72 10dk

2.2.3.6 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’nin jelde goriintiilenebilmesi amaciyla % 1’lik agaroz jel hazirlandi.
Bunun igin jel elektroforezi aparatina bizim i¢in uygun miktar olan 2 g agaroz
tartilarak 200 mL 0,5 X TBE tamponunda ¢oziildii ve sonra kaynatildi. 50 OC’ye
kadar sogutuldu sonra son konsantrasyon 0,5 pg/mL olacak sekilde Ethidium-
Bromidecklenerek karistirildi. Daha sonra taraklari onceden yerlestirildigi kasete
agaroz jel dokiilerek polimerlesmesi saglandi. Taraklar jelden ayrildiktan sonra igine
0,5 X TBE tamponu ile doldurulmus elektroforez tankina kaset yerlestirildi. Ornekler
yiikkleme boyasi ile karistirilip jele yiiklendi ve 80 V’ta yiiriitiilerek jel goriintiilleme

sisteminde goriintiilendi.
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2.2.3.7 Real Time PCR

Real Time PCR igin oncelikli olarak Tablo 2.11°deki bilesenlere sahip

karisim hazirlandi. Primer olarak ADAMTS-1, VEGF, HIF1a ve internal kontrol i¢in

HB2M kullanildi. Dongili kosullar1 Tablo 2.13 ve Tablo 2.14°deki gibi hazirland.

Elde edilen Real Time PCR sonuglari degerlendirildi ve istatistiksel olarak analiz

edildi.
Tablo 2.11: Real Time PCR bilegenleri ve miktarlari.

Bilesenler Miktari

SYBR® Green PCR Master Karisim SuL

Forward Primer (100 ng/uL) 0,5 uL

Revers Primer (100 ng/uL) 0,5 uL

dH,O 3 uL

cDNA 1uL

Tablo 2.12: Kullanilan primerlerin dizi, uzunluk ve sicakliklari.

Primer Ad1 | Tipi Dizisi UZ(‘:)’;')“k (I(T)
romurs: |G| SCISCCOUGITIOTONGOD o
HM e | S CATGTCTCCATCCCACTTARCTS | 4 | ©
VEGF | e | STCTCTECTATGTGCTGGeeTs | ML | %2
HIFle | | S reTecTaTaaToAcTTaTCes | %0 | %2

Tablo 2.13: VEGF ve HIF 1o primerleri i¢in Real Time PCR kosullari.

Segment Déngii Sicakhk °C Siire
1 1 95 10 dk
95 10s
2 35 52 10s
72 12s
3 1 95 5 dk
4 1 65 60 s
5 1 97
6 1 40 30s
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Tablo 2.14: ADAMTS-1 ve HB2M primerleri i¢in Real Time PCR kosullart.

Segment Dongii Sicakhk °C Siire
1 1 95 10 dk
95 10s
2 35 58 10s
72 12s
3 1 95 5 dk
4 1 65 60 s
5 1 97
6 1 40 30s

2.2.3.8 Real Time PCR Sonuclarimin Degerlendirilmesi ve Analiz

Real Time PCR sonuglari degerlendirilmesii¢in Livak metodu kiullanildi.
ADAMTS-1, VEGF ve HIFla i¢gin elde edilen Ct degerleri, internal kontrol olarak
kullanilan HB2M geninin Ct ortalamasindan ¢ikarildi. Elde edilen degerlerin 2
tabaninda kuvveti alindi. Kontrol gruplari, gruplarin kendisine bdoliinerek ‘1° birim
olarak kabul edildi. Ilgili saatlerde calisilan deneylerin sonuclar1 kontrol degerine
boliindii ve 1’in kat1 olacak seklinde sonuglar elde edildi. Sonuglarin istatistiksel
olarak analizi MiniTab (One Way ANOVA) programi ile yapildi. p <0,05 oldugu

durumlar istatistiki olarak anlamli olarak kabul edildi [49].

2.2.4 Protein ile Tlgili Teknikler

2.2.4.1 Immunofloresans Teknigi

Hiicreler biiyiitiilip saymmi yapildiktan sonra 24 kuyulu plaka kuyularina
besiyeri olarak 500 uL % 10 FCS+DMEM konuldu ve kuyu tabanina cover slipler
tyice yerlestirildi. Daha sonra kuyu basi 125.000 hiicre eklendi. 1 gece inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin besiyeri ortamdan uzaklastirildi ve hiicreler PBS ile yikandi.
Daha sonra % 0,1 BSA igeren DMEM eklendi. 1 saat inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonrasinda normal oksijen kosullar1 ve hipoksik kosullar olusturuldu.
Sonrasinda VEGF sitokini eklendi, inkiibasyona birakildi. 6 saat sonra medyum
ortamdan uzaklastirildi. Kuyulardaki hiicreler PBS icinde ¢o6ziilmiis % 4’lik
paraformaldehid ile oda sicakliginda 15 dk fikse edildi. Calisgilan protein
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sitoplazmada bulunan ADAMTS-1 proteini oldugu ve primer ve sekonder antikorun
sitoplazmaya ge¢cmesi gerektigi i¢in hiicre membraninin pargalanmasi amaciyla
deterjan olan Triton X-100 uygulandi. Fiksatif uzaklastirildiktan sonra % 0,3 Triton
X-100 igeren PBS kuyulara damlatildi ve oda sicakliginda 10 dk beklenildi. 2 kez
PBS ile yikama yapildi. Spesifik olmayan baglanmalar engellemek i¢in hiicreler %
10 BSA igeren PBS’de 30 dk oda sicakliginda bekletildi. Sonrasinda 2 kez PBS ile
hiicreler yikandi. % 1 BSA iceren PBS’ de uygun konsantrasyonda primer antikor
uygulandi ve +4 °C’de 5 giin nemli bir ortamda birakildi. Siire sonunda PBS ile
yikama yapildi. Bundan sonraki agama karanlik ortamda gergeklestirildi. % 1 BSA’l1
PBS i¢ene uygun konsantrasyonda sekonder antikor eklenerek 40 dk oda sicakligina
bekletildi. Sonrasinda PBS ile ¢ok iyi bir sekilde hiicreler yikandi. Yikamadan sonra
hiicre c¢ekirdegini boyamaya yarayan DAPI uygulandi. Cover slipler kuyulardan
¢ikarildi ve lizerine kapama soliisyonu (Antifade Mounting Soliisyon) damlatilan lam

lizerine ters kapatilarak uygun dalga boyunda floresans mikroskobunda goriintiilendi.

2.2.4.2 Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Analiz

Mikroskopta kullanilan goriintiiler Image J programi kullanilarak analiz edildi.
Ortalamasi ve standart sapmasi excel programi kullanilarak hesaplandi. Yine excel

programi yardimiyla grafik ¢izilerek degerlendirilmesi yapildi.
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3. BULGULAR

Caligmaya ilk olarak hiicre canlilifina hipoksik kosullarin ve VEGF
sitokininin etkisinin tespiti ile baglanildi. VEGF sitokininin etkilerinin HEP3B
hiicreleri i¢in spesifik olup olmadigini belirlemek amaciyla yan model ile de ¢alisild.
Yan model olarak SAOS-2 hiicre tipi se¢ildi. HEP3B ve yan model olarak segilen
SAOQOS-2 hiicre hatlarina normal oksijen ve hipoksik kosullar altinda farkli dozlarda
VEGF sitokini uygulanarak farkli saatler sonunda mRNA diizeyinde etki belirlendi.
mRNA diizeyinin belirlenmesinde ADAMTS-1, VEGF, HIFla ve HB2M olmak
tizere 4 farkli primer kullanildi. ADAMTS-1 ekspresyon diizeyindeki degisiklikleri
tespit etmek amaciyla, VEGF primerleri, VEGF sitokin uygulamasi sonrasinda
VEGF ekspresyon diizeyindeki degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanildi. HIFla
primeri olusturmaya g¢alistigimiz hipoksik kosullarin gergekten olusup olusmadigini
kontrol etmek amaciyla kullanildi. HB2M primeri normalizasyon amagli olarak
kullanildi. mRNA seviyesinde etki belirlendikten sonra protein diizeyinde de etkinin
belirlenmesi igin ADAMTS-1 primer antikoru ile HEP3B hiicrelerine normal oksijen
ve hipoksik kosullarda immunofloresans uygulamasi yapildi. VEGF sitokininin
ADAMTS-1 promotorunun transkripsiyonel aktivitesini arttirtp arttirmadigini
belirlemek i¢in yine HEP3B hiicrelerinde normal oksijen ve hipoksik kosullarda
transfeksiyon deneyleri kuruldu. VEGF sitokininin hiicre i¢i sinyal iletiminde
kullandig1 yolag: ya da yolaklar: tespit etmek amaciyla 4 farkli inhibitor kullanilarak
inhibisyon calismas1 yapildi. Inhibisyon ¢alismasi da HEP3B hiicrelerinde normal
oksijen ve hipoksik kosullar altinda ¢alisildi. Bu ¢alismalarimizdaki biitiin verilerin

eldesi i¢in yapilan ¢alismalar birbirinden bagimsiz 3 tekrarli olarak yapildi.
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Sekil 3.1: Caligilan hiicre hatlar1 goriintiisii: (1) HEP3B, (2) SAOS-2.

3.1 VEGEF Sitokininin HEP3B Hiicre Hattina Sitotoksik Etkilerinin

Belirlenmesi

Bolim 2.2.1.7°de anlatildigi gibi son konsantrasyonu 5 ng/uL ve 20 ng/uL
olacak sekilde VEGF sitokini uygulanmasi gergeklestirildi. Normal oksijen ve CoCl,
uygulanarak olusturulan hipoksik kosullarda sitokin uygulamasi yapildi. 1, 3, 6, 24,
48 ve 72 saat zaman araliklarinda MTT testi uygulanarak sitotoksik etkisi arastirildi.
Sonuglar MiniTab programi kullanilarak Anova One Way testi ile analiz edildi.
Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, istatistiksel olarak anlamli bir fark
olusturmadigi goriildii (p>0,05). Sonuglar Sekil 3.2 ve Sekil 3.3’ de goriilmektedir.

mK
B 5ng/uL
20 ng/uL

Absorbans 550 nm

1s 24 s 48 s 72s

Sekil 3.2: Hep3B hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda VEGF sitokininin gradiyenti ve
hiicre canliligina etkileri.
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Absorbans 550 nm
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Sekil 3.3: Hep3B hiicrelerinde hipoksik kosullarda VEGF sitokininin gradiyenti ve hiicre
canliligina etkileri.

3.2 VEGF Sitokininin Normal Oksijen ve Hipoksik Kosullarda

Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplarimiz farkli saat, doz ve ortam kosullar1 olusturularak
gerceklestirildi. Son konsantrasyonu 5 ng/uL ve 20 ng/uL olacak sekilde 2 farkli
dozda VEGEF sitokini uygulamasi yapildi. Normal oksijen ve CoCl, uygulanmasiyla
hipoksik kosullar olusturuldu. Son olarak da 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat gibi farkli

saatlerde calisma sonuglari alindi.

Calismada kullanilan son konsantrasyonu 5 ng/uL ve 20 ng/uL olacak sekilde
uygulanan VEGF sitokininde istenilen etki Sekil 3.4’te de goruldiugi gibi 20 ng/ul

dozda gozlendigi i¢in ¢alismaya bu doz uygulamasi lizerinden devam edildi.

16
14 - I
12 -

10
m K

* m 5ng/ulL

mRNA Kat
0

6 - o 20 ng/pL

£

| :
_
| il ,-1 il m

3s 6s 24 s

1s

Sekil 3.4: Farkli dozlarda VEGF sitokininin normal oksijen kosullarindaki HEP3B hiicreleri
ADAMTS-1 ekspresyonuna etkisi.
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3.2.1 mRNA Diizeyinde Etkisinin Belirlenmesi

Deney gruplart Boliim 2.2.1.8°’de bahsedildigi gibi 20 ng/mL doz VEGF
sitokini uygulanarak kuruldu. Bolim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi.
Bolim 2.2.3.2°deki gibi RNA safligi ve miktar belirlendi. Bolim 2.2.3.3’deki gibi
RNA agaroz jel elektroforezinde goriintiilemesi yapildi. RNA varligir goriildiikten

sonra cDNA eldesi boliimiine gegildi.
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Sekil 3.5: VEGF sitokini uygulanmis HEP3B hiicresi 1, 3, 6 ve 24 saat RNA gorintiileri.

cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4°deki gibi yapildi. cDNA kontrolii yapilmast i¢in
Boliim 2.2.3.5’de bahsedildigi gibi SQ-PCR yapildi. Bolim 2.2.3.6’daki gibi agaroz
jel elektroforezi, agaroz jele RT-PCR’lar yiiklenerek yapildi. RT-PCR goriintiilemesi
yapilip dogruluguna karar verildikten sonra Real Time PCR asamasina gecildi.
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Sekil 3.6: VEGF sitokini uygulanmig HEP3B hiicresi 1, 3, 6 ve 24 saat RT-PCR goriintiileri.

Bolim 2.2.3.7°deki gibi ADAMTS-1, HIFla ve VEGF primeri uygulanarak
yapildi. Internal kontrol olarak HP2M primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8°deki gibi
degerlendirildi.

3.2.1.1 HEP3B Hiicresinde mRNA Diizeyinde Etkisinin Belirlenmesi

Ik etapta HEP3B hiicrelerindeki ADAMTS-1 ve HIFlo genlerinin normal
oksijen ve hipoksik kosullardaki ekspresyon seviyelerine bakildi. Deney gruplari
sitokin asamast olmadan Bolim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. Boliim
2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Boliim 2.2.3.2°deki gibi RNA saflig1 ve
miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4°deki gibi yapildi. cDNA kontrolii
boliim 2.2.3.5°de bahsedildigi gibi yapildi. Bolim 2.2.3.7°deki gibi ADAMTS-1 ve
HIFla primerleri ayr1 ayri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak HB2M
primeri kullanildi. B6liim 2.2.3.8”deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.7: HEP3B’lerde 6 saat sonunda ADAMTS-1 ve HIF1a genlerinin normal oksijen ve
hipoksik kosullardaki ekspresyon seviyelerinin karsilagtirilmasi.

HEP3B hiicrelerinde = ADAMTS-1 geni ekspresyonu ile HIFla
ekspresyonunun hipoksik kosullarda normal oksijen kosullara gore arttigi
gozlenmistir. Hipoksik kosullarda HIFla’da ki artis, hipoksik kosullarin basarilt bir
sekilde olustugunu gostermektedir (Sekil 3.7).

3.2.1.1.1 ADAMTS-1 Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplar1 Bolim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGF sitokini uygulandi. Boliim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim
2.2.3.2°deki gibi RNA saflig1 ve miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4°deki
gibi yapildi. cDNA kontrolii Bolim 2.2.3.5’de bahsedildigi gibi yapildi. Bolim
2.2.3.7°deki gibi ADAMTS-1 primeri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak
HB2M primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8’deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.8: VEGF’in normal oksijen kosullarinda ADAMTS-1 ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.9: VEGF’in hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ekspresyonuna etkisi.

VEGF sitokini uygulamasi ile HEP3B hiicrelerinde ADAMTS-1 geni
ekspresyonu; normal oksijen kosullarinda erken saatler olan 1 ve 3. saatlerde artig
(Sekil 3.8), hipoksik kosullarda ise gec¢ saat olan 72 saatte artis (Sekil 3.9)

gostermistir.

3.2.1.1.2 HIFl« Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplart Boliim 2.2.1.8° de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGEF sitokini uygulandi. Bolim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim
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2.2.3.2°deki gibi RNA saflig1 ve miktari belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4’deki
gibi yapildi. cDNA kontrolii Boliim 2.2.3.5’de bahsedildigi gibi yapildi. Bolim

2.2.3.7°deki gibi HIF1a primeri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak HB2M

primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8’deki gibi degerlendirildi.

mRNA Kat
o = N w N w [e)] ~N [o6] Vo]
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ng/pL
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ng/uL  ng/uL  ng/uL  ng/uL

Sekil 3.10: VEGF’in normal oksijen kosullarinda HIF 1 o ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.11: VEGF’in hipoksik kosullarda HIF 1 a ekspresyonuna etkisi.

VEGF sitokini uygulamasi ile HEP3B hiicrelerinde HIF1a geni ekspresyonu,

normal oksijen kosullarinda erken saatler olan 1, 3 ve 6. saatlerde artis (Sekil 3.10),

hipoksik kosullarda ise ilerleyen saatlere dogru artis (Sekil 3.11) gostermistir.
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3.2.1.1.3 VEGF Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplar1 Boliim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGF sitokini uygulandi. Bolim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. B6lim
2.2.3.2°deki gibi RNA saflig1 ve miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4’deki
gibi yapildi. ¢cDNA kontrolii Boliim 2.2.3.5°de bahsedildigi gibi yapildi. Boliim
2.2.3.7°deki gibi VEGF primeri uygulanarak yapildi. internal kontrol olarak HB2M
primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8’deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.12: VEGF’in normal oksijen kosullarinda VEGF ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.13: VEGF‘in hipoksik kosullarda VEGF ekspresyonuna etkisi.
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VEGEF sitokini uygulamasi ile HEP3B hiicrelerinde VEGF geni ekspresyonu;
normal oksijen kosullarinda 1, 3 ve 6. saate kadar artis ilerleye saatlerde ise azalig
(Sekil 3.12), hipoksik kosullarda ise 6. saatte artis (Sekil 3.13) gostermistir.

3.2.1.2 SAOS-2 Hiicresinde mRNA Diizeyinde Etkisinin Belirlenmesi

SAOS-2 hiicrelerindeki ADAMTS-1 ve HIFla genlerinin normal oksijen ve
hipoksik kosullardaki ekspresyon seviyelerine bakildi. Deney gruplar1 sitokin
asamasi olmadan Boliim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. Boliim 2.2.3.1°deki
gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim 2.2.3.2°deki gibi RNA safligi ve miktar
belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4’deki gibi yapildi. cDNA kontroli Bolim
2.2.3.5’de bahsedildigi gibi yapildi. Boliim 2.2.3.8”deki gibi ADAMTS-1 ve HIF1a
primerleri ayr1 ayri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak HB2M primeri
kullanildi. Boliim 2.2.3.8°deki gibi degerlendirildi.

ADAMTS-1 HIF1x
3,5 1 * 2,5 4 *
3 5
2,5 -
o) o)
g 2 A S 1,5 4
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0 T 1 0 I T 1
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Sekil 3.14: SAOS-2’lerde 6 saat sonunda ADAMTS-1 ve HIF 1a genlerinin normal oksijen
ve hipoksik kosullardaki ekspresyon seviyelerinin karsilastirilmasi.

SAOS-2 hiicrelerinde ADAMTS-1 geni ekspresyonu ile HIFla
ekspresyonunun hipoksik kosullarda normal oksijen kosullarina gére HEP3B
hiicrelerindeki gibi arttifi gozlenmistir. Hipoksik kosullarda HIFla’da ki artis,
hipoksik kosullarin basarili bir sekilde olustugunu gostermektedir (Sekil 3.14).
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3.2.1.2.1 ADAMTS-1 Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplar1 Boliim 2.2.1.8°de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGF sitokini uygulandi. Bolim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. B6lim
2.2.3.2°deki gibi RNA saflig1 ve miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Boliim 2.2.3.4’deki
gibi yapildi. ¢cDNA kontrolii Boliim 2.2.3.5°de bahsedildigi gibi yapildi. Bolim
2.2.3.7°deki gibi ADAMTS-1 primeri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak
HB2M primeri kullanildi. B6liim 2.2.3.8”deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.15: VEGF sitokininin normal oksijen kosullarinda ADAMTS-1 ekspresyonuna
etkisi.
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Sekil 3.16: VEGEF sitokininin hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ekspresyonuna etkisi.
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VEGF sitokini uygulamasi ile SAOS-2 hiicrelerinde ADAMTS-1 geni
ekspresyonu; normal oksijen kosullarinda 1, 3 ve 6. saate kadar artis ilerleye
saatlerde ise azalis (Sekil 3.15), hipoksik kosullarda ise 6. saatte kadar artis (Sekil
3.16) gostermistir.

3.2.1.2.2 HIFl« Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplar1 Boliim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGEF sitokini uygulandi. Boliim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim
2.2.3.2°deki gibi RNA safligi ve miktari belirlendi. cDNA eldesi Bolim 2.2.3.4°deki
gibi yapildi. ¢cDNA kontrolii Bolim 2.2.3.5’de bahsedildigi gibi yapildi. Bolim
2.2.3.7° deki gibi HIF1a primeri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak Hp2M
primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8’deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.17: VEGF’in normal oksijen kosullarinda HIF 1o ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.18: VEGF’in hipoksik kosullarda HIF 1 a ekspresyonuna etkisi.

VEGF sitokini uygulamasi ile SAOS-2 hiicrelerinde HIF1a geni ekspresyonu,
normal oksijen kosullarinda 1 ve 3. saate kadar artis ilerleyen saatlerde ise azalis
(Sekil 3.17), hipoksik kosullarda ise 6. saatte kadar artis ilerleyen saatlerde azalig
(Sekil 3.18) gostermistir.

3.2.1.2.3 VEGF Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Deney gruplar1 Boliim 2.2.1.8’de bahsedildigi gibi kuruldu. 20 ng/mL dozda
VEGEF sitokini uygulandi. B6liim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim
2.2.3.2°deki gibi RNA safligi ve miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Bolim 2.2.3.4°deki
gibi yapildi. cDNA kontrolii Boliim 2.2.3.5°de bahsedildigi gibi yapildi. Boliim
2.2.3.7°deki gibi VEGF primeri uygulanarak yapildi. Internal kontrol olarak HB2M
primeri kullanildi. Boliim 2.2.3.8°deki gibi degerlendirildi.
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Sekil 3.19: VEGF’in normal oksijen kosullarinda VEGF ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.20: VEGF’in hipoksik kosullarda VEGF ekspresyonuna etkisi.

VEGTF sitokini uygulamasi ile SAOS-2 hiicrelerinde VEGF geni ekspresyonu;
normal oksijen kosullarinda 1, 3 ve 6 saate kadar artis ilerleye saatlerde ise azalig
(Sekil 3.19), hipoksik kosullarda ise 6. saatte kadar artis ilerleyen saatlerde azalig
(Sekil 3.20) gostermistir.
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3.2.2 HEP3B Hiicrelerinde ADAMTS-1 Proteini Uzerine EtKisinin

Belirlenmesi

VEGTF sitokini uygulamadan 6nce mRNA diizeyinde yapildigi gibi normal
oksijen ve hipoksik kosullardaki HEP3B hiicrelerinde ADAMTS-1 protein diizeyleri
belirlendi. Daha sonra VEGF sitokininin ADAMTS-1 proteini {izerine etkisini
belirlemek i¢in immunofloresans yontemi kullanildi. Boliim 2.2.4.1°de belirtildigi
gibi 20 ng/mL doz VEGF sitokini hiicrelere verilerek immunofloresans teknigi

uygulanmis, sonuglar Boliim 2.2.4.2°deki gibi degerlendirilmistir.
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Sekil 3.21: Normal oksijen ve hipoksik kosullarda ADAMTS-1 proteini densitometrik
analizi.

Normal oksijen ve hipoksik kosullardaki HEP3B hiicrelerinde ADAMTS-1
protein diizeyleri karsilastirildiginda tipki mRNA diizeyindeki karsilastirmada
oldugu gibi hipoksik kosullarda ADAMTS-1 proteini diizeyinde artis gézlendi (Sekil
3.21). VEGEF sitokini 20ng/mL dozda uygulandiginda ise hem normal oksijen (Sekil
3.24) hem hipoksik (Sekil 3.27) kosullarda ADAMTS-1 protein miktariin arttigi

yapilan densitometrik analiz ile belirlendi.
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Sekil 3.22: Normal oksijen kosullarda HEP3B hiicrelerinde ADAMTS-1 proteini (1) ve
¢ekirdek boyamasi (2).

1 2

Sekil 3.23: Normal oksijen kosullarinda VEGF sitokini uygulanmis HEP3B hiicrelerinde
ADAMTS-1 proteini (1) ve gekirdek boyamasi (2).

60000000 -
%
50000000 -
40000000 -
30000000 -
20000000 -
10000000 -
0 -
Konrol VEGF 20 ng/uL
Normal Kosul

Sekil 3.24: ADAMTS-1 proteinine normal oksijen kosullarinda VEGF sitokininin etkisinin
Immunofloresans yontemiyle elde edilen sonuglarla densitometrik olarak degerlendirilmesi.
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Sekil 3.25: Hipoksik kosullarda HEP3B hiicrelerinde ADAMTS-1 proteini.

Sekil 3.26: Hipoksik kosullarda VEGF sitokini uygulanmig HEP3B hiicrelerinde
ADAMTS-1 proteini.
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~ Sekil 3.27: ADAMTS-1 proteinine hipoksik kosullarda VEGF sitokininin etkisinin
Immunofloresans yontemiyle elde edilen sonuglarla densitometrik olarak degerlendirilmesi.
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3.2.3 HEP3B Hiicrelerinde ADAMTS-1 Promotor Diizeyinde Etkisinin

Belirlenmesi

Transfeksiyonel aktivite i¢in kullandigimiz promotor pargalari Hatipoglu ve
arkadaslart tarafindan laboratuvarimiza bagislanmistir [6]. VEGF’in etkisini

belirlemek i¢in hiicrelere 20 ng/mL doz VEGF sitokini uygulandi.

44
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129 TATA | +1 ] [Lastan | P7

Sekil 3.28: Promotor (P) Pargalarinin temsili sekli; P1:(-1415/+419), P4:(-747/+419),
P7:(-129/+419).

3.23.1 VEGF Sitokini Uygulannms Promotor  Aktivitelerinin

Belirlenmesi

Farkli uzunluklardaki 3 promotor konstrakla Boliim 2.2.2.1.1 de belirtildigi
gibi deney kuruldu. Bolim 2.2.2.1.2 ve Boliim 2.2.2.1.3 de belirtildigi gibi lusiferaz

ve seap aktivitelerine bakildi.
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Sekil 3.29: Normal oksijen kosullarda VEGF sitokini uygulanmis P1, P4 ve P7
konstraklarinin aktivite sonuglari.
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20 ng/mL dozda VEGEF sitokini uygulanmis HEP3B hiicrelerinde, farkli
uzunluklardaki P1, P4 ve P7 ADAMTS-1 promotor konstraklarinin 48 ve 72 saat
sonucu lusiferaz ve seap salinimlarina bakildiginda; normal oksijen kosullari altinda
P1 ve P4 ADAMTS-1 promotor aktivitelerinde hem 48 hem 72 saatte azalis, P7 de
ise 48 saatte azalig 72 saatte ise degisim gozlenmemistir (Sekil 3.29).
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Sekil 3.30: Hipoksik kosullarda VEGF sitokini uygulanmis P1, P4 ve P7 konstraklarinin
aktivite sonuglari.

Hipoksik kosullar altinda ise P1 ve P4 ADAMTS-1 promotor aktivitesinde 48
ve 72 saatte azalis, P7 de is 48 saatte azalis 72 saatte ise artig goriilmektedir (Sekil
3.30). Buna gore VEGF sitokini P7 promotorunda 72 saatte hipoksik kosullar altinda
da ADAMTS-1’in transkripsiyonel aktivitesini arttirmistir.

3.24 HEP3B Hiicrelerinde Bazi inhibitérlerin mRNA Diizeyinde Bazi

Genler Uzerine Etkisinin Belirlenmesi

Hiicreler biyiitiiliip Bolim 2.2.1.5° te belirtildigi gibi sayildiktan sonra
besiyeri olarak 5 mL % 10 FCS+DMEM iceren 25 cm? flasklara 2.000.000 hiicre
olacak sekilde ekildi. 1 gece inkiibasyona birakildi. Ertesi giin besiyeri % 0,1
BSA+DMEM igeren besiyeri ile degistirildi. 1 saat sonra MEK1, PMA, SP600125,

Wortmanin inhibitorleri {iretici firmanin belirttigi sekilde hazirlandiktan hiicrelere
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uygulandi. 1 saat sonra 20 ng/mL dozda VEGF sitokini uygulandi. Bazi gruplar
CoCl, ile hipoksik ortama sokuldu. 6 saat sonra hiicrelerin besiyerleri uzaklastirildi.
Hiicreler 1 mL T.E ile tutunduklan yiizeyden kaldirildi ve 15 mL’lik falkonlara
pastor pipeti ile aktarildi. 1000 rpm’de 5 dk sanrifiij yapildiktan sonra siipernatant
atildi. Boliim 2.2.3.1°deki gibi RNA izolasyonu yapildi. Bolim 2.2.3.2°deki gibi
RNA safligi ve miktar1 belirlendi. cDNA eldesi Bolim 2.2.3.4°deki gibi yapildu.
cDNA kontrolii Boliim 2.2.3.5 de bahsedildigi gibi yapildi. Boliim 2.2.3.7°deki gibi
ADAMTS-1, VEGF ve HIFla primeri ayr1 ayr1 uygulanarak yapildi. Internal kontrol
olarak HB2M primeri kullanildi. Béliim 2.2.3.8deki gibi degerlendirildi.

3.2.4.1 ADAMTS-1 Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Yapilan yolak inhibisyon ¢alismasinda normal oksijen kosullarinda HEP3B
hiicrelerinde VEGFg5 sitokini ADAMTS-1 geni ekspresyonunda Wortmanin,
SP600125 ve MEKI inhibitorlerinin etkiledikleri sinyal iletim yollarina etki ettigi
tespit edilmistir (Sekil 3.31).
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Sekil 3.31: VEGF sitokininin normal oksijen kosullarinda ADAMTS-1 ekspresyonuna
etkisi.
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Sekil 3.32: VEGF sitokininin hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ekspresyonuna etkisi.

Hipoksik kosullarda ise bu durum sadece Wortmanin inhibitoriiniin etkiledigi

sinyal iletim yoluna etki ettigi belirlenmistir (Sekil 3.32).

3.2.4.2 HIF1o Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Normal oksijen kosullarinda HEP3B hiicrelerinde VEGFgs sitokini HIF1a.

geni ekspresyonunda Wortmanin, SP600125, PMA ve MEKI inhibitorlerinin

etkiledikleri sinyal iletim yollarina etki ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.33).

mRNA Kat

Sekil 3.33: VEGF’in normal oksijen kosullarinda HIF 1 o ekspresyonuna etkisi.

50



10 %
9 *
* *
7 ] "
§ 7- *
£ 6
£ il * )
E 5
2
1 -
oM = . ‘ ;
> D ® D S & S D S
¥ T E S E S &S
& O & & & & & & &
* « & & & & £ ¢
N & é\v’ 3
< S < &
< & &
& "

Sekil 3.34: VEGF’in hipoksik kosullarda HIF 1 a ekspresyonuna etkisi.

Hipoksik kosullarda ise inhibitorlerin etkiledigi sinyal iletim yolarini etki

etmedigi belirlenmistir (Sekil 3.34).

3.2.4.3 VEGF Ekspresyon Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Normal oksijen kosullarinda HEP3B hiicrelerinde VEGF65 sitokini VEGF
geni ekspresyonunda Wortmanin, SP600125, PMA ve MEKI inhibitorlerinin
etkiledikleri sinyal iletim yollarina etki ettigi tespit edilmistir (Sekil 3.35).
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Sekil 3.35: VEGF’in normal oksijen kosullarinda VEGF ekspresyonuna etkisi.
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Sekil 3.36: VEGF’in hipoksik kosullarda VEGF ekspresyonuna etkisi.

Hipoksik kosullarda ise inhibitorlerin etkiledigi sinyal iletim yolarini etki

etmedigi belirlenmistir (Sekil 3.36).

Inhibisyon ile alakali elde edilen tiim sonuclar Tablo 3.1°de 6zetlendigi

gibidir.
Tablo 3.1: inhibisyon deneyi inhibitdr sonug 6zet tablosu.

VEGF 4 ADAMTS-1 HIF1o VEGF

Sitokini Normal Hipoksik | Normal Hipoksik | Normal Hipoksik
Uyglamasiyla | Oksijen Kosullar Oksijen Kosullar Oksijen Kosullar
Wortmanin | Etki Var Etki Var Etki Var | Etki Yok | Etkivar |  ----
SP600125 |Etki Var Etki Yok Etki Var | Etki Yok | EtkiVar | Etki Yok
PMA Etki Yok Etki Yok Etki Var Etki Yok Etki Var Etki Yok
MEK1 Etki Var Etki Yok Etki Var | Etki Yok | EtkiVar | Etki Yok
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4. SONUC VE ONERILER

ADAMTS-1, Kuno ve arkadaslar1 tarafindan 1996 yilinda tespit edilmistir
[3]. insan karaciger kanserlerinde VEGF ve VEGFR2 nin ekspresyon artis1 metastaz
ve invazyon ile alakalidir. Bu VEGF’ {in tiimor biyolojisindeki dneminin ifade eder
[33]. ADAMTS-1’in VEGF’in uyardig1 anjiyogenezi inhibe ettigi ve timor
siddetinin azaldig1 ise 1999 yilinda Varquez ve arkadaslarinin yaptigi calisma ile
tespit edilmistir [34]. Fakat VEGF iizerinde etkisi olan ADAMTS-1’in iizerinde,
VEGF’in ne gibi bir etkisi varsorusunu cevaplayan herhangi bir ¢alisma ortaya

konulmadigi saptanmigtir. Bunu belirleme istegi ile ¢alisma baslatilmistir.

Sitokin; bazi uyarilara kars1 6zel hiicrelerin salgiladigi, hedefledigi hiicrenin
davranigi1 lizerinde etkisi olan diizenleyici proteinlere verilen isimdir [48]. Diisiik
glikoz seviyesinde oksidatif stres ve hipoksik ortamda HIFla’in regiilasyonunun
arttigin1 ve bunun da VEGF salinnminda etkili oldugunu Hatipoglu ve arkadaslar
2009 yilinda tespit etmistir [6]. Bu tespit ile hipoksik kosullar da ¢alismaya dahil
edildi. 2003 yilinda Armstrong vearkadaslar1 yaptiklar1 ¢galismada ADAMTS-1’in anti-
anjiyogenetik etkisinden sorumlu olan yerin C-terminalindeki iki TS motifi tekrar
oldugunu ve proteinin bu bolgeler sayesinde VEGF5’e baglandigini gostermistir [50].
Lind ve arkadaglarimin yaptiklar1 ¢alismada DNA metillenmesinin fare ADAMTS-1
aktivitesininde diisiise sebebiyet verdigi tespit edilmis ve farede ADAMTS-1
aktivitesinin transkripsiyonel diizeyde promotor seviyesinde kontrol edildigini
gosterilmistir [2]. 2012 yilinda yayinlanan Tiirkoglu’nun doktora tezinde bazi
ADAMTS-1 promotor pargalarinin c¢alisildigini biliyoruz [28]. Karsilasacagimiz
sonuglarda VEGFies’in, ADAMTS-1’in promotor yapist ile bir etkilesimi olup
olmadigin1 anlamak amaciyla calisma konusuna ADAMTS-1’in bazi promotor
pargalarini incelemek eklendi. MEK1, SP600125, Wortmanin, PMA inhibitorlerinin
VEGF sinyali iizerine ne gibi etkisi oldugunu, bu etkininde ADAMTS-1

regililasyonunu nasil etkileyebilecegini arastirildi.

Yapilan ¢alisma neticesinde; HEB3B hiicrelerinde ve SAOS-2 hiicrelerinde
hipoksik ortam, ADAMTS-1 regiilasyonu arttirici etkiye sahip oldugu tespit
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edilmistir. VEGF sitokini normal oksijen kosullarinda ADAMTS-1 genine erken
saatlerde etki ederken hipoksik kosullarda gec saatte etki ettigi tespit edilmistir. Bu
bulguyu transfeksiyonel aktivite deney sonuglar1 da desteklemektedir. VEGF
sitokininin hem normal oksijen hem hipoksik kosullarda HIF1a geni {izerine etken
saatlerde 7 kata kadar etki ettigi tespit edilmistir. VEGF sitokininin VEGF geni
tizerine ise ADAMTS-1 ve HIFloa genlerinde oldugu gibi anlamli bir etkisi

goriilmemistir.

SAQS-2 hiicre hattinda ise, VEGF sitokini ADAMTS-1 geni {izerine normal
oksijen kosullarinda HEP3B hiicre hattinda oldugu gibi erken saatlerde mRNA
regiilasyonuna arttirici etki yaptigr tespit edilmistir. Hipoksik kosullarda ise etkisini
HEP3B hiicre hattindan farkli olarak erken saatlerde gostermistir. VEGF sitokininin
HIFla geni tizerine etkisi hem normal oksijen hem hipoksik kosullardaki etkisi erken
saatlerde arttiric1 yonde oldugu tespit edilmistir. Bu bulgu HEP3B hiicre hattindaki
bulgu ile paralellik gostermektedir. VEGF sitokininin VEGF sitokini {izerine etkisin,
HEP3B hiicre hattindan farkli olarak SAOS-2 hiicre hattinda hem normal oksijen
hem hipoksik kosullar altinda erken saatlerde mRNA regiilasyonunu arttirict yonde

oldugu tespit edilmistir.

Hem HEP3B hem SAOS-2 hiicre hattinda HIF1loo mRNA regiilasyonunun
artig gostermesi hipoksik kosullarin olustugunu gostermektedir. VEGF sitokininin
VEGF geni iizerine ilerleyen saatlerde negatif etki gostermis olmasi, belirli bir
seviyeden sonra ortamdaki VEGF sitokininin VEGF geni {izerine susturucu bir

ozellik sergiledigini gostermektedir.

VEGF sitokininin  ADAMTS-1 geni iizerinde gosterdigi mRNA
regiilasyonunu arttirict etkisinin, protein diizeyinde de etkisini siirdiirdiigii tespit
edilmistir. Yapilan immunofloresans c¢alismasinda ulasilan sonucun mRNA
diizeyinde ulasilansonug ile paralellik arz ettigi goriilmiistiir. Yine bu hiicrelerde
hipoksiya geni olan HIFla regiilasyonu incelediginde regiilasyon artisi tespit
edilmistir. VEGF sitokininin VEGF geni iizerine olan etkisini incelediginde HEP3B

hiicrelerinde anlamli bir degisim goriillmemistir.

Transkripsiyonel aktiviteye bakildiginda VEGFyes sitokini normal oksijen

sartlarinda -1415/+419 ADAMTS-1 promotor pargasinda transkripsiyonel aktivitede
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etki gostermemistir, ancak hipoksik sartlarda -129/+419 promotor pargasinda
transkripsiyonel aktivite artis gostermistir. VEGF45 sitokini mRNA diizeyinde
ADAMTS-1 genini normal oksijen kosullarinda arttirtyorken bu  etkinin
transkripsiyonel diizeyde goriilmemesinin sebebi, VEGF g5 Sitokininin -1415/+419
ADAMTS-1 promotor pargasinin uzunlugunun disinda kalan bir bolge ile etkilesime

gecerek etkisini gosteriyor olmasi olabilir.

Yolak g¢alismasinda ise uygulanan VEGFies’in @ ADAMTS-1  geni
reglilasyonunun; normal oksijen kosullar1 altinda Wortmanin, SP600125 ve MEK1
inhibitorleri uygulamasi ile azaldigi ve PMA uygulamasi bir etki goriilmedigi tespit
edilmistir. Hipoksik kosullarda ise Wortmanin uygulamasi ile azaldigi tespit
edilmigtir. Buradaki bulgulara gére VEGF sitokini ADAMTS-1 geni i¢in normal
oksijen kosullarinda Wortmanin, SP600125 ve MEKI inhibitorlerinin etkiledigi
sinyal yolagini kullaniyor olabilir. Hipoksik kosullarda ise Wortmanin inhibit6riiniin

etkiledigi sinyal yolagini kullantyor olabilir.

VEGF65 uygulamasi ile HIF1a geni regiilasyonunu normal oksijen kosullari
altinda Wortmanin, SP600125, PMA ve MEKI inhibitorleri uygulamasi ile azaldigi
tespit edilmistir. Hipoksik kosullarda ise etki goriillmemistir. Buradaki bulgulara gore
VEGF sitokini HIFLla geni i¢in normal oksijen kosullarinda Wortmanin, SP600125,
PMA ve MEKI inhibitorlerinin etkiledigi sinyal yolagini kullaniyor olabilir.
Hipoksik kosullarda ise inhibitorlerin etkiledigi sinyal yolaklarim1 kullanmriyor

olabilir.

VEGF;65 uygulamasi ile VEGF geni regiilasyonunu normal oksijen kosullari
altinda Wortmanin, SP600125, PMA ve MEKI inhibitorleri uygulamasi ile azaldigi
tespit edilmistir. Hipoksik kosullarda ise etki goriilmemistir. Buradaki bulgulara gore
VEGF sitokini HIFla geni igin normal oksijen kosullarinda SP600125, PMA ve
MEKI inhibitorlerinin etkiledigi sinyal yolagin1 kullaniyor olabilir. Hipoksik

kosullarda ise inhibitorlerin etkiledigi sinyal yolaklarini kullanmiyor olabilir.

Sonug olarak ADAMTS-1 1996 yilinda aydinlatilan ve hergiin {izerinde yeni
caligmalar yapilan bir gen grubudur. Kanserin anjiyogenezle iligkili olmasi ve
ADAMTS-1’in de anti-anjiyogenetik 6zellige sahip olmast ADAMTS-1’1 sitokin ve

inhibitor gibi etkenlerle ¢alismalar yapilmasinin devamai icin cazip kilmaktadir.
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6. EKLER

EK A Kullanilan Biiyiikliik Belirtegleri

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

bp ng/0.5pg %

10000 2
8000

Y .Y Y W
FN- 1]

o PuNCPooowd

o =
P
[S0S =1
SR S Y
o w o

N
=)
IS
w

1.0% agarose

0.5p0/1ane,
8cm length gel,
1X TAE, 7VW/cm, 45min

Sekil EK A. 1: Fermantas 1 kb DNA marker

RiboRuler High Range RNA Ladder, ready-to-use

bases ng/4pl bases

—6000
4000

—6000 120

—4000 120
3000 120 —3000
—2000 120 —3000
—1500 120 oo
—1000 120
—500
—500 120 _
g 200
_ —200 120 B
B =]
b @
4 lfane, 8 cm length gel, 4 pifane, 8 cm length gel
1X TAE, 5V/cm, 45 min 1X MOPS, 5 V/em, 45 min

Sekil EK A. 2: Thermo RiboRuler High Range RNA marker

63



EK B ADAMTS-1 Promotor Bilgileri

P1: 1834b¢(-1415/+419) Promotor Bolgesi

GACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAA
GTGGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGA
GCCAACCAAGAGACCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGT
TCGAGCACTAACGCGGGGGCGCGCGAGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCC
GGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCGGCTTTCCGCCTGTG
AAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGAGAGA
AGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGC
TTTCGTAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAG
GAGGGGTCCGGGAAGGAAGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTT
GCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCCCCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCT
GGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTGCTGTTGAGTGAAA
GCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAAAG
CGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACC
CATTCCAGAAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAA
GAGGTGGCGTGCGGGGTGGGGGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAA
ACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGTCACCTGGCCCCTCACCCA
GGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAGAAAAGCT
GGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGG
GAAGGTGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTA
GCTCATCTCCTAGATTGGGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGA
GACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAATGTTGAAGAAGGGACTGCGTT
CTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCGCGGTAACTGA
GTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCG
AGGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAG
CAGTACAAAGTGCTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAG
CAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGAGGCTGCCCLLCTCCCLCTCCCGAGLCCC
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GCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCCGGGGGLGGLGTCTT
TGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGETGGGGGETT
TCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCG
CTGGAAAGCGGCTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGEIBCGCTA
CCGGACGGAGAGGGGAGAGCCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGCAGCC
AAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCACCAATCTCCGCGTTGLCCTC
AGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGC

P4: 166 bg (-747/+419) Promotor Bolgesi

TCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGGGGTTGG
TGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGA
AGTGTCACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGG
CCAAGCTTTCCCTAGAAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGLT
AAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGGTGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTT
TTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTGGGGAAGAGGGA
ACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAA
TGTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACC
GCAGCCCAGCGCGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAA
GGGTGGTCCAGGAAACCGGCGAGGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGT
CTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACAAAGTGCTGGTCACAGCGCCC
CTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGAGGCT
GCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAA
CGGAGCCGGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGG
AGTGGGGTGGGGGTGGGGGTTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTC
GGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAGCGGCTCCGAGCCAGGGGCTA
TTGCAAAGCCAGGEBIMBCGCTACCGGACGGAGAGGGGAGAGCCCTGAGCA
GAGTGAGCAACATCGCAGCCAAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGG
CACCAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTT
GTCCCAGCAGAGC
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P7: 548 bg (-129/+419) Promotor Bolgesi

GCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCCGGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAA
AAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGGTTTCACTGGTCCA
CTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAGCGG
CTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGEIBCGCTACCGGACGGAGA
GGGGAGAGCCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGCAGCCAAGGCGGAGGC
CGAAGAGGGGCGCCAGGCACCAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGG
CGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGC
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