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OZET

INSAN ADAMTS-3 GENININ TRANSKRIPSiYONEL REGULASYONU
DOKTORA TEZi
A.TUGSEN AYDEMIR
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, OCAK - 2017

Bag dokunun temel bileseni olan kollajenlerin olgunlasma siireci oldukca
karmasik ve onemli bir siirectir. Prokollojen molekdllerinin N-terminal ve C-terminal
uclarindaki peptitlerin dogru sekilde uzaklastirllmamasi halinde kollajen fibril
organizasyonu aksamakta ve kollajenlerle baglantili cesitli hastaliklar ortaya
cikmaktadir. insan ADAMTS-3 (bir disintegrin ve metalloproteaz trombospondin
motif 3) geni kemik ve kikirdagin temel kollajen tipi olan tip II kollajenin
olgunlagsmasinda gorevli bir N-propeptidazdir. ADAMTS-3 ekspresyonuyla ilgili
birgok c¢alisma yapilmis fakat gen ekspresyonu icin en Onemli basamak olan
transkripsiyonel regilasyonu henliz aydinlatilmamustir.

Calismada ilk olarak ¢esitli hiicre hatlarinda ADAMTS-3 genine ait ekspresyon
caligmalar1 yapildi. En fazla ekspresyon PC3 hiicrelerinde gozlenirken tez galisma
modeli olan Saos-2 ve MG63 hiicrelerinde de ADAMTS-3 ekspresyonu belirlendi.
Gen regiilasyon c¢alismalar1 icin ADAMTS-3 promotor bolgesine ait 1340 bg’lik
bolgenin klonlamasi gergeklestirilerek, dort farkli promotor pargast TS3[-131/+40],
TS3[-576/+40], TS3[-899/+40], TS3[-1340/+40] lusiferaz vektoriine klonland1. Saos-
2 ve MG63 hiicrelerinde gegici transfeksiyonlari yapilan promotor pargalarindan en
yuksek aktiviteyi TS3[-576/+40] nin gosterdigi belirlendi. Biyoinformatik analizleri
yapilan ADAMTS-3 promotorunun TATA kutusu i¢ermedigi, GC bazlar1 agisindan
oldukga zengin oldugu ve basta SP1, C/EBPa ve USF transkripsiyon faktorleri i¢in
birgok baglanma motifi icerdigi tespit edildi. SP1, C/EBPa ve USF igin
kotransfeksiyonlar1 yapilan ADAMTS-3 geninin transkripsiyonel aktivitesinin
azaldig1 tespit edildi. Saos-2 hicrelerinde DNA-protein baglanma analizleri ile SP1,
C/EBPa ve USF’nin promotora baglandig: belirlendi. S6z konusu transkripsiyon
faktorlerinin asir1 ifadesi neticesinde ADAMTS-3’{in mRNA ve protein diizeyinde
ifadesinin azaldig1 Saos-2 ve MG63 hicrelerinde belirlendi.

Tip 1, 1l ve 11l kollajen ekspresyonlarinin SP1, C/EBPa ve USF agir1 ifadesi
yapilmis MG63 hiicrelerinde azaldigi belirlendi. Saos-2 hiicrelerinde SP1’in tip 1
kollajen ekspresyonunu azaltirken, tip 1l ve 11l ekspresyonunu arttirdigi belirlendi.
C/EBPa’nin tip I ve II kollajen ekspresyonunu arttirirken tip III kollajeni azalttig,
USF’nin ise tip I, 1T ve III kollajen ekspresyonlarini azalttigi yapilan ekspresyon
caligmalariyla belirlendi.

Sonug olarak ADAMTS-3 promotorunun ve ADAMTS-3"lin isledigi temel
kollajen tipi olan tip Il kollajenin bu ii¢ TF etkisi ile azaldigi osteosarkoma hiicre
modelinde tespit edildi.

ANAHTAR KELIMELER:ADAMTS-3, kollajen, osteosarkoma, transkripsiyonel
diizenlenme, SP1, C/EBPa, USF.



ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF HUMAN ADAMTS-3 GENE
PH. D THESIS
A. TUGSEN AYDEMIR
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, JANUARY 2017

ADAMTS-3 is an N-pro peptidase that takes an important role in collagen
maturation. Removal of the N- and C-terminus propeptides by specific enzymes, the
N- and C-pro peptidases, is essential for the correct organization of collagen fibrils.
Otherwise, collagen fibrils will assembly in a weaken and unorganized formation that
causes several disorders in the collagenous tissues. ADAMTS-3 (A disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 3) is mainly responsible for the
maturation of type Il collagen molecule which is the main component of the bone and
cartilage. There are several expression studies about ADAMTS-3 gene however its
transcriptional regulation has not been lighten up, yet.

In this study, we first determined the expression profile of the ADAMTS-3
gene in several cancer cell lines. ADAMTS-3 is mostly expressed in PC3 (prostate
cancer) cells. ADAMTS-3 is also expressed in Saos-2 and MG63 cell lines which are
the model cell lines of this project. For gene regulation studies, 1340 bp upstream of
the promoter region of the ADAMTS-3 was cloned for the first time and four different
promoter fragments TS3[-131/+40], TS3[-576/+40], TS3[-899/+40], TS3[-1340/+40]
were cloned into luciferase vector. Basal activity studies showed that all the promoter
fragments were active and TS3[-576/+40] showed the maximal activity for Saos-2 and
MG63 cell lines. Bioinformatic analysis revealed that the promoter is GC-rich,
includes several transcription binding motifs especially for SP1, C/EBPa, and USF
and is lack of TATA box. By the cotransfection of SP1, C/EBPa, and USF, the
transcriptional activity of ADAMTS-3 promoter decreased for both cell lines. The
DNA-protein binding experiments confirmed the binding of SP1, C/EBPa and USF in
Saos-2 cells. The overexpression of the transcription factors decreased the ADAMTS-
3 mMRNA and protein expression levels for Saos-2 and MG63 cells.

In MG63 cells, the expression levels of type I, 1l and 111 collagens were decreased
by the presence of SP1, C/EBPa, and USF. In Saos-2 cells, while the type I collagen
expression was decreased, the type Il and I11 collagen expressions were increased by
SP1. The overexpression of C/EBPa increased the expression of type I and II
collagens, on the other hand, decreased the type Il collagen expression. And the
results for the effect of USF in MG63 cells showed that USF decreased the type I, 11
and 11 expression levels.

KEYWORDS: ADAMTS-3, collagens, osteosarcoma, transcriptional regulation,
SP1, C/EBPa, USF.
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1. GIRIS

11 Kollajenler

Kollajenler, hayvanlarda dogal olarak sentezlenen, bag dokunun
dayanikliligin1 ve esnekligini saglayan hiicre dis1 bir grup proteindir. Genel olarak bag
dokuda bulunmakta olup, hiicre tutunmasi, go¢, biiyiime ve farklilasma gibi onemli
biyolojik olaylarin dizenlenmesinde buylk rol oynarlar [1, 2]. Kollajen, kanin
pthtilasmasinda etkilidir; kan pihtisi ile etkileserek yarayi kapatir, kan pihtist zamanla
biiziildiigii halde kollajen lifleri, ag1 zedelenen yiizey iizerinde yeni bir hiicre tabakasi
gelisinceye kadar yarayi orter. Memelilerde en ¢cok bulunan protein kollajendir ve tim
vicuttaki proteinin %25-%30 kadarimi olusturur. Kas dokusunun en 6nemli bilesenini
olusturur. Kollajen, kas dokusunun %1-%2’sini ve viicut agirliginin %6’s1 olusturur.
Cilt, kemik, tendon, kirkirdak, kan damarlar1 ve disin en 6nemli fibréz bilesenini
olustururlar. Kollajen organizasyonu; korneada ortogonal tabakalar halinde,
akcigerlerde diizensiz bir sekilde, deri ve tendonlarda siki paralel demetler halinde,
kikirdakta gevsek ag yapisinda, kemik ve dislerde kalsiyum fosfat kristalleri i¢in

matriks olusturacak sekilde meydana gelmektedir.

Yapisal rollerinin yanisira kollajenler ayn1 zamanda doku olusumunda da direk
rol oynarlar [3]. Kollajenler ekstraseliiler matriks (ECM)’in yapisini olusturan temel
proteinleri igerirler. Ektraseliiler matriks, protein ve karbohidratlardan olugmus, bag
doku hiicrelerini saran ve desekleyen bir agdir. Yapisal ve mekanik fonksiyonlar
disinda ECM molekiilleri birgok hiicresel fonksiyonu diizenler, embriyonik gelisim,
enflamasyon, yara iyilesmesi, tliimor olusumu ve metastaz gibi bircok fizyolojik ve
patolojik slrecte kilit rol oynar. ECM ve hiicreler arasindaki iletisim integrinlerin de
dahil oldugu hiicre matriks reseptorleri tarafindan saglanmaktadir. ECM duragan
degildir, siirekli olarak yenilenmektedir. Bu dinamik yapiy1 saglayan da proteazlardir.

Bu proteazlara matriks metalloproteazlari denilmektedir [4].



Kollajen molekullerinin bir diger carpict 6zelligi, amino asit dizisinin
tekrarlayan tripeptit olmasidir. Bu tekrarlayan tripeptit, (Glisin—X—Prolin) veya
(Glisin—X—Hidroksiprolin) seklinde gosterilebilir ki burada X, herhangi bir amino asit
olabilir. Kollajenler, triptofan icermez. Kollajenin yapisindaki amino asitlerin yaklagik

%35’1 glisin, %211 prolin ve hidroksiprolin, %111 alanindir.

Simdiye kadar kollajen siiper ailesine dahil olan 27 farkli kollajen tipi
aydinlatilmistir. Kollajenler polimerik yapilarina veya benzer fonksiyonlara sahip
olmalarina gore gruplara ayrilirlar (Tablo 1.1): (a) fibriller formda olanlar (Kollajen I,
I, I, V, XI, XXIV ve XXVII), (b) ag benzeri yapi olusturanlar (Kollajen IV, VIII ve
X ), (c) kollajen fibrillerinin yuzeyinde bulunan ve Ucli helikal formda fibriller
olusturanlar (FACIT tip: fibril-associated collagen with interrupted triple helices;
kollajen IX, XII, XIV, XVI ve XIX), (d) boncuk seklinde filamentler olusturanlar
(Kollajen VI), (¢) basal membranin tabanina tutunarak fibriller olusturanlar (Kollajen
VII), (f) transmembran domainine sahip olanlar (Kollajen X111, XVII, XXIII ve XXV),
(9) basal membranlarda antianjiogenik kisimlari olusturanlar (Kollajen XV ve XVIII),
(h) tip I kollajenle baglantili fibriller olusturanlar (Kollajen XX ve XXIV), (i) henliz
timiiyle aydinlatilmamis olanlar (Kollajen XXI, XXII ve XXVI) [5]. Kollajenlerin
molekiil tipleri ve hatta olusturduklar1 6zgiin supramolekiler agregatlar dahi dokuya
0zgundiir ve dzellesmis fonksiyonlara sahiptir (Tablo 1.1). Ornegin; kollajen I cildin
temel kollajen yapisint olusturur, dermiste gelisigiizel yiginlar halinde
diizenlenmisken, tendonlarda paralel olarak diizenlenmislerdir. Kikirdak ECM’sine
0zguln Kollajen II, proteoglikanlarin baglandig1 ve basinca karsi direng gdsteren genis
bir ag ortiisii olusturur. Omurgalilarda iskelet yapis1 kikirdak ve mineralize kemikten
olugsmaktadir. Kikirdak dokusunun temel yapisini tip 11, tip XI ve tip XXVII kollajen
olustururken, mineralize kemik dokusu tip I, tip V ve tip XXIV kollajenden olusur [6].
Her ne kadar tip XI ve tip XXVII kollajen ekspresyonu oncelikli olarak kikirdak
dokuda goriilse de her iki tip kollajen, hasar ve ¢esitli hastaliklar s6z konusu oldugunda
kemik dokuda ekspresyonlart goriilmektedir. Tip XI kollajen kemikte embriogenez ve
kemik hasarlariin onarimi sirasinda goriliirken [7], tip XXVII kollajen ekspresyonu
kemik olusumu sirasinda ve gézde meydana gelen anormal durumlarda ekspre

olmaktadir [8, 9].



1.2 Fibriller Kollajenlerin Olgunlagsmasi

Kollajenlerin sentezi, salgilanmasi ve supramolekiiller olarak bir araya gelmesi
oldukca karmasik ve ¢ok basamakli bir strectir. Fibriller kollajenler (1, I1, 111, V, XI,
XXIV ve XXVII) amino ve karboksi uglarinda olgunlastirilmasi siirecinde
uzaklagtirnllmas1 gereken rezidiiler tasiyan prokollajen monomerleri olarak
sentezlenirler. Daha sonra bu monomerler {iglii helikal yapilar olacak sekilde bir araya
gelirler. Prokollajenler, N-terminalinde 20 bin molekiil agirlikli ve C-terminalinde 30-
35 bin molekiil agirlikli iki peptit igerir. Prokollajen molekiillerinin iki ucunda bulunan
peptitlerdeki sistein kalintilari, N-terminalde zincir i¢i, C-terminalde ise hem zincir igi
hem zincirler arasi disiilfid baglar1 olustururlar ve prokollajen molekiilleri ti¢lii sarmal
halinde bir araya gelirler (Sekil 1.1). Bu propeptitler protein ¢oziiniirligiinii muhafaza

ederek, istenmeyen bolgelerdeki spontan fibril olusumuna engel olurlar.

Endoplazmik retikulum
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= Prokollajen Melekiilii —_—
— | =
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Sekil 1.1: Kollejen molekiillerinin olgunlagsma siireci. Bekhouche ve Colige’den
uyarlanmigtir [10].

Prokollajen N-propeptidazlar (ADAMTS-2, -3, -14) ve prokollajen C-
propeptidaz (BMP-1: kemik morfogenetik protein-1) ektraselller alanda gorevli
propeptitlerdir (Sekil 1.2). Bu propeptitler sirasiyla prokollajenin N-terminal ve C-
terminal uglar1 kesip atarlar. Uglarin kesip atilmasi sonrasi kollajenler hizla fibrillere

doniistir.



ADAMTS-2, -3, 14 BMP1/Tolloid - like proteins

N-propeptide  N-telo Triple helix (Gly-X-Y),

Kollajen Molekiilii (~300nm)

Sekil 1.2: Kollajen molekiiliiniin yapisi. Bekhouche ve Colige’den uyarlanmistir[10].

Kollajen fibrillerinin olusmasinda kiigiik proteoglikanlar ve diger bazi
kollajenler de rol oynar [11]. Kollajen fibrilleri ¢esitli doku ve organlardaki
ekstraseliiler matriks yapilanmasi igin 6nem tasiyan biiyilik protein bilesenleridir [12,
13]. Ekstraseliiler matrikste gorev alan ve kollajen molekiillerinin olgunlagmasi
sirasinda N-terminal uglarin uzaklastirilmasini saglayarak prokollajen N-propeptidaz
aktivitesi gosteren enzimler, birer matriks metallopretazdir ve ADAMTS gen ailesinin

bir Uyesi olarak ADAMTS-2, -3 ve -14 olarak isimlendilirler.

1.2.1 Fibriller Kollajenlerin Olgunlagsmasinda Gorev Alan Peptidazlar

Kollajen fibrillerinin olgunlagmasindaki en kritik nokta N-terminal ve C-
terminal uglarinda bulunan peptitlerin prokollajen N- ve C- proteinazlar tarafindan
uzaklagtirllmasidir [14]. C-terminal ugtaki peptitlerin uzaklastirilmasi, fibril
olusumundaki kritik konsantrasyonun saglanabilmesi ve kollejenlerin dogru
diizenlenme ile fibrillere doniisiimii agisindan 6zellikle biiyiik 6nem tagimaktadir [15,
16]. Bu sire¢ in vitro kosullarda yeniden olusturuldugunda tglii helikal kollajen
molekiilleri spontan bir sekilde agregasyona ugrayarak fibrilleri meydana getirirler
[17, 18]. C-proteaz aktivitesi ¢inko metalloproteinazlarin tolloid ailesine ait iiyeler
tarafindan gergeklestirilir [Kemik morfogenetik proteini 1 (BMP-1), memeli tolloidleri
(mTLD) ve tolloid benzeri 1 (TLL-1)] [19-23].

N-proteinaz aktivitesi ise ADAMTS gen ailesi tiyeleri ADAMTS-2, -3 ve -14
tarafindan gerceklestirilir [24-26]. N-propeptidazlar, prokollajen I, 11, 111, V ve Xl i¢in

biyokimyasal olarak farklilik gosterir. Insanda, tendon, kemik, cilt, kornea ve kan
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damarlarinin duvarinda bulunan tip I prokollajen ve kemik ve kikirdagin yapisinda
bulunan tip Il prokollajen ADAMTS-3 tarafindan olgunlastirilirken, ciltte ve
damarlarda tip I kollajenle birlikte bulunan tip 11l prokollajen ADAMTS-2 tarafindan
olgunlagtirilir. ADAMTS-14’lin tendonlarda tip I prokollojenin
ADAMTS-3’le birlikte gorev aldig1 diisiiniilmektedir. Tip V kollajen alisildiktan farkl
olarak islenmektedir. Bu kollajen tipinde N-propeptitler tolloid ailesi tyeleri

islenmesinde

tarafindan uzaklastirilirken, C-propeptitler ya BMP-1-benzeri enzimler veya furin
benzeri proprotein dondstiiriiciileri tarafindan uzaklastirilirlar [27-30]. Tip Xl
kollajenin N-terminal ve C-terminal uglarinda N- ve C-propeptitdazlar i¢in tanima
residileri tespit edilmemistir. Fakat tip X1 kollajenin tip Il kollajenle olan benzerlikleri
ve kikirdakta tip 11 kollajenle birlikte heterotipik fibriller olusturmalar1 sebebi ile tip
X1 kollajenin olgunlagma siirecinin tip II kollajenle benzer sekilde gerceklestigi
diistinilmektedir [31]. Tip XXIV ve tip XXVII kollajenlerde N-propeptit ve C-
propeptit bolgeleri icin endopeptidaz kesim bdlgelerine rastlanmamistir. Bu
bolgelerinde peptidaz aktivitesi olmadigi simdiye kadar yapilan ¢aligmalar sonucunda

ortaya konmustur [32, 33].

Tablo 1.1: Kollajen tipleri, fonksiyonlari, lokalize olduklar1 dokular ve

olgunlagma siirecinde gorev alan enzimler.

Kollajen Tipi Genin Hangi Dokularda N-terminal C-terminal Kaynak
Adi propeptidaz propeptidaz
| Fibriller | COL1Al | Tendon, kemik, cilt, kornea | ADAMTS-3 BMP-1 [34, 35]
COL1A2 ve kan damarlarinin ve
duvarinda fibriller ADAMTS-14
olusturur.
1 Fibriller | COL2A1 Bag dokuda, kemik ve ADAMTS-3 BMP-1 [36]
kikirdakta fibriller
olusturur.
11 Fibriller | COL3A1 Ciltte ve damarlarda tip | ADAMTS-2 BMP-1 [37]
kollajenle birlikte
heterotipik fibriller
olusturur.
v Non- COL4Al Basal membranda aglar prokollajen N- BMP-1/ [38, 39]
fibriller | COL4A2 olusturur. propeptidaz Tolloid ailesi
COL4A3 tyeleri
COL4A4
COL4A5
COL4A6
Vv Fibriller | COL5A1 Fetal membranda, ciltte ve Tolloid ailesi BMP-1 [40, 41]
COL5A2 | kemikte heterotipik fibriller tyeleri
COL5A3 olusturur.
VI Non- COL6Al Damarlarda, ciltte ve prokollajen N- BMP-1/ [42]
fibriller | COL6A2 omurlararasi diskte ince propeptidaz Tolloid ailesi
COL6A3 | mikrofibriller halinde genis tyeleri
bir dagilim gosterir.
Vil Non- COL7Al Ciltte dermal ve epidermal | prokollajen N- BMP-1/ [43]
fibriller baglamayi saglayan fibriller | propeptidaz Tolloid ailesi
halinde bulunur. uyeleri
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Tablo 1.1 Devami: Kollajen tipleri, fonksiyonlari, lokalize olduklar1 dokular ve
olgunlagma siirecinde gorev alan enzimler.

VIl Non- COL8AL Gozin endotel hiicrelerinde | prokollajen N- BMP-1/ [44-46]
fibriller | COL8A2 | altigen aglar seklinde bulunur. | propeptidaz Tolloid ailesi
tyeleri
IX Non- COL9A1L Hiyalin kikirdakta tip II prokollajen N- BMP-1/ [47, 48]
fibriller | COL9A2 kollajen fibrilleri ile birlikte | propeptidaz Tolloid ailesi
camsi bir ag olusturur. uyeleri
X Non- COL10ALl | Biyiyen, bélinen hiicrelerin | prokollajen N- BMP-1/ [49]
fibriller oldugu bolgede hasir benzeri | propeptidaz Tolloid ailesi
altigen ag olugturur. uyeleri
Xl Fibriller | COL11A1 Hiyalin kikirdakta tip II prokollajen N- BMP-1 [50]
COL11A2 | kollajenle birlikte heterotipik | propeptidaz
fibriller olusturur.
Xl Non- COL12A1 | Embriyonik tendonlarda, dis | prokollajen N- BMP-1/ [51-53]
fibriller etlerinde ve ciltte tip | propeptidaz Tolloid ailesi
fibrillerle birlikte bulunur. tyeleri
X1 Non- COL13A1 Endotel hiicrelerinde prokollajen N- BMP-1/ [54]
fibriller transmembran ve hiicre propeptidaz Tolloid ailesi
adezyonunda yer alir. tyeleri
XV Non- COLI4AL Fetal deride ve tendonlarda prokollajen N- BMP-1/ [55, 56]
fibriller tip | fibrillerle birlikte propeptidaz Tolloid ailesi
bulunur. uyeleri
XV Non- COL15A1 Ozellesmis basal prokollajen N- BMP-1/ [57, 58]
fibriller membranlarda antianjiogenik | propeptidaz Tolloid ailesi
pargalar olusturmak igin tyeleri
geligmigtir.
XVI Non- COL16A1 Ciltte mikrofibrillerin prokollajen N- BMP-1/ [59]
fibriller yapisinda, kikirdakta ise tip IT | propeptidaz Tolloid ailesi
kollajenin yapisinda bulunur. uyeleri
XVII Non- COL17A1 Hiicreler arast iletigimi prokollajen N- BMP-1/ [60]
fibriller saglayan ve ciltte epidermisin | propeptidaz Tolloid ailesi
basal membrane tutunmasini uyeleri
saglayan yapinin bir
elemanidir.
XVIHI Non- COL18A1 Antianjiogenik pargalarin prokollajen N- BMP-1/ [61]
fibriller olusumunu saglar. propeptidaz Tolloid ailesi
tyeleri
XIX Non- COL19A1 | Invitro olarak tek ucta radyal | prokollajen N- BMP-1/ [62]
fibriller olarak diizenlenmis agregatlar | propeptidaz Tolloid ailesi
olusturur. uyeleri
XX Non- COL20A1 Korneal epitelyumda, ciltte, | prokollajen N- BMP-1/ [63]
fibriller kikirdakta ve tendonlarda tip I | propeptidaz Tolloid ailesi
kollajen fibrilleri ile birlikte tyeleri
bulunabilir.
XXI Non- COL21A1 | Birgok dokuda fibriller olarak | prokollajen N- BMP-1/ [64]
fibriller diizenlenmis olabilirler. propeptidaz Tolloid ailesi
tyeleri
XXII Non- COL22A1 Spesifik dokular arasindaki prokollajen N- BMP-1/ [65]
fibriller baglantilarda mikrofibrillerle | propeptidaz Tolloid ailesi
birlikte bulunabilir. tyeleri
XX Non- COL23A1 Metastatik timor prokollajen N- BMP-1/ [66]
fibriller hiicrelerinde. propeptidaz Tolloid ailesi
tyeleri
XXIV Fibriller | COL24A1 Tip | kollajen igeren - - [32]
dokularda, kemik ve kornea
olusumunda.
XXV Non- COL25A1 Sinir dokularinda prokollajen N- BMP-1/ [67]
fibriller propeptidaz Tolloid ailesi
tyeleri
XXVI Non- COL26A1 Testis ve ovaryumda prokollajen N- BMP-1/ [68, 69]
fibriller propeptidaz Tolloid ailesi
uyeleri
XXVII Fibriller | COL27A1 Kikirdak, goz, kulak ve - - [8, 70]

akcigerde




1.3 ADAMTS Gen Ailesi

Ekstraseluler matriksin (ECM) proteolitik slirecinde proteaz aktivitesine sahip
cok sayida molekiil gorev alir. Bu molekiiller domain yapilarina gore ¢esitli protein
ailelerine gruplanabilirler. ilk grup; trombin, doku plazminojen aktivatori, urokinaz
ve plazmin gibi serin proteazlar igerir. ikinci grup; ¢inko bagimli endopeptidazlarin
olusturdugu, yaklasik 23 iiyeye sahip olduk¢a biiyilkk bir grup olan matriks
metalloproteazlardan olusur. Bu ilk iki gruba ait proteazlar genis bir yelpazeyi
olusturur. ECM pargalanmasinda ve kanser metaztasinda olduk¢a onemli gorev
iistlenirler. Ugiincii grup proteinler metalloproteazlarin kemik morfogenetik protein 1:
tolloid ailesidir. Hiicre farklilasmasi ve TGF-B siiper ailesine ait inaktif blylme
faktorlerinin aktivasyonunda dolayli olarak rol alirlar ve son grup olan ADAM (bir
disintegrin ve metalloproteaz) protein ailesi; hlcre-hiicre adezyonu ve proteolizizde
cesitli rolleri bulunan transmembran glikoproteinlerini igeren protein ailesidir.

Gegctigimiz 10-15 yillik siire igerisinde ADAM protein ailesi ile baglantili,
ADAMTS olarak adlandirilan yeni bir protein ailesi aydinlatilmistir. Bu proteinler
ADAM benzeri domain yapisi gosterirler. ADAM’lardan farklar1 disintegrin benzeri
bolge ile sisteince zengin bolge arasinda yer alan trombospondin tekrarlari igeren
kisimdir. Bu trombospondin tekrarlari C terminal ugta da g¢esitli sayilarda
bulunmaktadir. ADAM’lardan en 6nemli farklari ise ADAMTS lerin transmembran
domaini icermeyip, ECM’e salgilanan proteinler olmalaridir [71].

ADAMTS lerin ilk iiyesi olan ADAMTS-1 Kuno ve arkadaslari tarafindan 1997
yilinda kesfedilmistir [72]. Suana kadar ise insana ait 19 ADAMTS geni
aydmlatilmistir. Bu iyeler memelilerde temel olarak %20 ile %40 oraninda benzer
domain yapisina sahiptir. Inaktif formda endoplazmik retikulumdan sentezleri
yapildiktan sonra sekrete edilir ve pro-domain yapilarinin uzaklastirilmasiyla aktif
forma dontistirler. Bu 6zellesmis proteinler igerdikleri farkli domain yapilar ile ¢ok
fonksiyonlu &zellik kazanmaktadirlar. Diger iiyelere gore daha benzer domain
yapilarina ve benzer gorevlere sahip Uyeler 4 alt gruba ayrilmistir. Bunlar; (i) matriks
proteoglikani parcalanmasinda hyalektanaz aktivitesine sahip olanlar: ADAMTS-1, 4,
5, 8,9, 15 ve 20, (ii) anjiogenez inhibisyonunda gérev alanlar: ADAMT-1, 4 ve 8, (iii)
kan pihtilagmas1 homeostasta von Willebrand faktorinii pargalayan proteazlar:
ADAMTS-13 ve son olarak (iv) prokollajenin N-ucundaki propeptitleri uzaklastirarak



kollajene dontismesinde rol oynayan kollejen N-proteinazlar: ADAMTS-2, 3 ve 14
[73].

1.3.1 Prokollajen N-proteinazlar: ADAMTS-2, -3 ve 14

Prokollajen N-proteinazlar, ADAMTS grubu protein ailesine bagh
peptidazlardir. ADAMTS-2, -3 ve -14 proteinlerinin olusturdugu bir alt grup olup,
prokollajenin  kollajene  doniisiimii  esnasinda  N-terminal  propeptidlerin

uzaklastirilmasinda gorev alirlar.

1.3.1.1 Prokollajen N-proteinazlarin Domain yapisi

ADAMTS-2, -3 ve -14’¢ ait amino asit dizi eslestirmeleri ve domain yapilari,
bu ¢ prokollajen N-propeptidazin gergekten de ADAMTS gen ailesine iiye oldugunu
kanitlamistir. Spesifik enzim aktivitelerinin yanisira, domain yapilarinda sahip
olduklar1 4 adet trombospondin tip 1 bolgesi ve C-terminal prokollajen N-propeptidaz
bolgelerindeki PLAC domaini ile de karakterize edilirler. PLAC domaini, embriyonik
gelisimde epitel hiicrelerin sekillenmesinde gorev yapan ve ilk olarak bocekte
“lacunin” denilen bir proteinde tespit edilmis bir motiftir. PLAC domaininin
bulundugu konum da olduk¢a Ozgiindir. ADAMTS uyelerinde genel olarak
proteinlerin C-terminal ug¢larindan sonra konumlanmigsken, ADAMTS-2, -3 ve -14’te
C-terminal uzantist igerisinde yer alir. ADAMTS-2 ve -3’iin PLAC domaini 6 adet
sistein icerirken, ADAMTS-14 PLAC domaininde 10 adet sistein rezidiisii icermektedir
[10].

ADAMTS-2, -3 ve -14 polipeptit zincir uzunlugu, primer yapilar1 ve domain
organizasyolart acisindan oldukca yiiksek homoloji gosterirler. ADAMTS-14, %63
oraninda ADAMTS-3 ile benzerlik gosterirken, ADAMTS-2 ile %56 oraninda benzerlik
gosterir. En buyik benzerlik katalitik bolgelerinde ve en az benzerlik ise tahmin

edilecegi gibi pro-domain ve karboksili ucunda belirlenmistir [26, 74, 75].



. Sinyal peptit
D Pro domain

EJ Metalloproteaz Domain

(M pisintegrin Benzeri Domain

. Trombospondin Tip I Benzeri Domain
Sisteince Zengin Domain
% Ara Bolge

* Plac Domain
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ADAMTS-3  N-

ADAMTS-14  N-

Sekil 1.3: Prokollajen N-proteinazlara ait domain yapisi. Fernandes vd.’den

uyarlanmistir [26].

Sekil 1.3°te gosterildigi gibi, N-terminal ugtan C-terminal uca dogru ADAMTS-
2, -3 ve -14 proteazin domain yapilari su sekildedir: sinyal peptit, pro-domain, katalitik
domain, metalloproteaz domain, disintegrin-benzeri domain, trombospondin tip I (TS)
tekrarlari, sisteince zengin domain, ara bolge, TS tekrarlari, PLAC domiani ve C-

terminal ucu [26].

Prokollajen  N-proteinazlara ait domainlerin fonskiyonlar1 asagida

siralanmustir;

) Sinyal peptit dizisi: 220 ile 300 aminoasitlik farkli uzunluklarda olabilir,

i) Pro-domein: proteinlerin inaktif halde tutulmasinda rol oynadigi diistiniilen
bélgedir. Onciil enzimi korur. Ayni zamanda proteinin dogru katlanmalari
yapmasini saglayan bolgedir,

iii) Metalloproteinaz katalitik domain: ADAMTS proteazlarin katalitik
domainleri yuksek derecede benzerlik gosterir. Reprolizin tip ¢inko
baglanma motifi igerir (HEXXHXXG/N/SXXHD; X herhangi bir amino
asit rezidiistinu temsil etmektedir. Kalin olarak yazilmis ve son derece iyi
korunmus olan aspartik asit rezidiisi ADAM ve ADAMTS’leri diger
metalloproteinazlardan ayirir.) ,

iv) Disintegrin benzeri domain: Yilan zehri disintegrinleri ile dizilim
benzerligi gosteren bir disintegrin  benzeri domain. Yilan zehri
disintegrinleri polipeptit ailesinin baz1 liyeleri integrinlerin taninmasini ve
integrinlere baglanmay1 saglayan arjinin/glisin/aspartik asit (RGD)
dizilimine sahiptir. Ancak, ADAMTS ailesi tiyelerinin hig birisi disintegrin
domeininde RGD dizilimine sahip degildir,
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V) Merkezi bir TS (trombospondin tip 1) motifi: Enzimin aktivitesi igin
oldukca Onemli, substratin taninmasi1 ve baglanmanin gerceklesmesinde
gorev alir,

vi) Sisteince zengin bolge: Tum ADAMTS ailesi Uyelerinde son derece yiiksek
dizilim homolojisi gosterecek bigimde bulunur. ADAMTS-2 ve -3’te 6 adet,
ADAMTS-14"te 10 adet sistein rezidisu icermektedir,

vii)  Ara bolge (spacer bolge): Uzunlugu degiskendir. Amino ve karboksi ucta
birka¢c hidrofobik rezidi icerir. Bu bdlgenin ekstraselliler matrikse
baglanmada gorev aldig1 gosterilmistir. Enzimin yapisal karakterini
etkilemez,

viii)  PLAC (Protease and Lacunin; Proteaz ve Lasunin) domaini; PLAC
domaini ilk olarak boceklerde, hiicrelerarasi matriks proteini olan lasuninin
karboksi ucunda bulunmustur. Embriyonik gelisimde epitel hiicrelerin

sekillenmesinde gorev yapar [76-82].

1.3.1.2 ADAMTS-2 Geni

ADAMTS-2 ciltte olduk¢a yiiksek oranda ckspre olmaktadir. Colige ve
arkadaglar1 insan ADAMTS-2 genini klonlayarak bircok EDS tip VIIC hastasinda bu
gende meydana gelen mutasyonla Ehlers-Danlos sendromu EDS hastaliginin
baglantis1 aydinlatmistir [76, 83]. Ehlers-Danlos sendromu (EDS tip VIIC) olarak da
bilinen bu hastalik derinin dayanikliliginin azalmasi, kolay yirtilmasi, eklemlerde asir
oynaklik ve bozulmus deri biitiinliiglintin 1yilesmesindeki gecikme ile karakterize
kalitsal bir hastaliktir. Bu kalitsal hastalik aminopeptidaz aktivitesindeki yetersizlik
nedeniyle N-terminal kismin uzaklagtirilamamasi seklinde meydana gelir. Olgunlagsma
islemi tamamlanmamis prokollagen molekiillerinin  ekstraseliler matrikste
birikmeleri, kollagen ipliklerinin bir araya gelmesinde bozukluklara yol agar [84].
Temel olarak kollajen izoformlarim1 kodlayan ya da kollajen olgunlagma siirecinde
gorevli genlerde meydana gelen mutasyonlar sonucu ortaya ¢ikmaktadir. ADAMTS-
2’de meydana gelen mutasyonlar insanlarda ve diger tim memelilerde

dermatoparaksise neden olmaktadir [26].
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Katalitik domainlerindeki benzerlik katalitik mekanizmalarinda benzerlige
neden olsa da yardimeir domainlerindeki farkliliklar substrat tercihlerini, molekiiller
aras1 etkilesimlerini veya ECM’deki diizenlenmelerini etkileyebilir. Ornegin;
ADAMTS-2’nin prokollajen I, II ve III’iin olgunlasma surecinde goérevli oldugu
diistiniilmektedir fakat alternatif kesimle meydana gelmis ve yardimci domain
icermeyen bir ADAMTS-2 varyanti, prokollajen I’in islenmesinde aktivite gostermez
[10, 24, 26, 85, 86].

2002’de yapilan bir g¢alismada Colige ve arkadaglari, ADAMTS-14’{in
prokollajen I’in olgunlasma siirecini gergeklestiridigi [25] ve Wang ve arkadaslari ise
2003’te yapilan calismada ADAMTS-2’ nin ise prokollajen 11l olgunlagsma siirecini
gerceklestirdigi ortaya koymustur [86].

Fare embriyonik gelisimi asamasinda yapilan ¢alismada ADAMTS-2,-3 ve -
14’iin ve prokollajen I, II ve III’iin mRNA seviyeleri incelendiginde ADAMTS-3’{in
prokollajen I’in olgunlagsma siirecinde gorev aldigini, prokollajen I’ce zengin
dokularda ve kikirdakta ADAMTS-2"nin degil ADAMTS-3’iin temel prokollajen I ve 11
aminopeptidaz olabilecegi sonucu ortaya ¢ikmigtir. ADAMTS-2’nin ise farelerde
prokollajen Il olgunlagsmasinda rol oynadigi gbzlenmis ve muhtemelen insanda

dermatoparaksis i¢in de 6nemli oldugu sonucuna varilmistir [25, 26, 87, 88].

2014 yilinda kemik kanseri hiicrlerinde yapilan c¢alismada, IL-6’nin
ADAMTS2 genini transkripsiyonel diizeyde regiile ettigi belirlenmistir. Buna gore IL-
6’nin ADAMTS-2 promotor aktivitesini indiikledigi yine mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerininin de IL-6 varliginda arttirdig: tespit edilmistir [89].

Yine osteosarkoma hiicrelerinde 2015 yilinda yapilan bir baska yolak
calismasinda ise ADAMTS-2 ifadesinin IL-1a sitokini ile arttigi ortaya konmustur
[90].

1.3.1.3 ADAMTS-14 Geni

ADAMTS-3 bir¢ok organda diisiik seviyelerde ekspre olmaktadir. Bununla
beraber, ADAMTS-2’ nin susturuldugu farelere ait dokulardaki tip I kollajen orani ile
bagil ADAMTS-3 ekspresyon degerleri arasinda bir baglanti goriilmemistir. Bu
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sonuglar ADAMTS-2 ve ADAMTS-3’ten baska bir enzimin aminoprokollajen peptidaz
aktivitesi gosterdigini ortaya koymustur. Veri tabanlart incelendiginde ADAMTS-2
cDNA’s1 ile 10. kromozomun kisa kolundaki dizi arasinda homoloji tespit edilmistir
ve 10.kromozomda bulunan bu dizinin yeni bir ADAMTS geninin ekzonlarini temsil
ettigi one silriilmistir. mRNA seviyesinde ekspre olabilen bir gen oldugu ortaya
konduktan sonra ADAMTS-14’¢ ait ¢cDNA dizisi klonlanmistir. ADAMTS-14
aminoprokollajen peptidaz aktivitesini destekler sekilde kollajen agisindan zengin
dokularda ekspresyon gostermistir. Bunun yaninda beyin, karaciger ve dalak gibi daha
bircok dokuda oldukca yiiksek ekspresyona sahip oldugu belirlenmistir, muhtemelen
ADAMTS-14’{in kollajen olgunlasma siirecinden farkli fonksiyonlar1 oldugu tahmin
edilmektedir. Benzer sonuclar ADAMTS-2 i¢in de tespit edilmistir [91].

Alternatif amino prokollajen peptidaz aktivitesi icin sorumlu enzimin
aydinlatilmasi amaci ile yapilan c¢alismada, insan ve fare ADAMTS-14 geninin
cDNA’s1 klonlanmis ve ADAMTS-14’lin yapist ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 ile
karsilastirilmistir. ADAMTS-3’1in bir¢ok organda ¢ok diisiik seviyelerde ekspre oldugu
gozlenmistir. Ayni aileye ait ADAMTS-14 ile ADAMTS-2"nin tip I kollajeni isledigi
farede ve onunla iligskili ADAMTS-3’teki seviyesi arasinda hi¢ bir benzer degere
rastlanmamistir.  Bu sonuglar, ADAMTS-2 ve -3’ten farkli bir enzimin

aminoprokollajen peptidaz aktivitesi gosterebilecegini 6nermistir [25].

Dermatoparaktik ciltte ve tendonlardaki ADAMTS-14 seviyelerinin tamamiyle
olgunlagmis tip I kollajen seviyelerinden farkli olmasi dokuya 0zgin olarak
diizenlenmis ADAMTS-14 aktivasyonu olabilecegi ile agiklanabilir. Bu hipoteze gore,
ADAMTS-14’lin fibroblastlarda gosterdigi aminoprokollajen peptidaz aktivitesi
muhtemelen en diisiik aktivite olarak tespit edilmigken, en yiiksek enzim aktivitesini
tendonlarda gostermistir. Tendonlarin yapisini tip I kollajen olusturdugundan, tip I
kollajenin olgunlasmasindan ADAMTS-14"{in sorumlu oldugu sonucu ¢ikarilmistir.
[25, 92]. Ayrica ADAMTS-3 ve -14’iin ekspresyon seviyeleri insanda yasla beraber
degismektedir, bu durum ciltte dermatoparaktik belirtilerin yas ilerledik¢e neden

etkilendigini de agiklamaktadir.
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1.3.1.4 ADAMTS-3 Geni

ADAMTS-3 genine ait cDNA, ilk kez insan beyin hucrelerinde klonlanmig ve
“KIAA0366 gen” olarak adlandirilmistir. KIAA0366 geninin ¢cDNA’s1 5’ ucunda
tamamlanmamis ve translasyon baslangic kodonu heniliz aydinlatilmamistir. 4.
kromozomun uzun kolunda lokalize olan ADAMTS-3 geninin, 22 ekzonlu biyuk bir
gen oldugu ve 5,8 kb’lik transkript uzunluguna ve 288 kb’lik gen uzunluguna sahip
oldugu, 7 ortak ADAMTS-3 varyant1 bulundugu tespit edilmistir. ADAMTS-3’iin
kikirdakta, benzer domain yapisina sahip grup tiyesi ADAMTS-2’ye gore daha fazla
ekspre oldugu aydinlatilmis ve ADAMTS-3"tin 6nemli bir prokollajen 11 N-propeptidaz
oldugu vurgulanmistir [93].

ADAMTS-3’tin ekspresyon seviyelerine kalp, beyin, plasenta, akciger,
karaciger, iskelet kasi, bobrek ve pankreasta bakildiginda, ADAMTS-3"lin en yiiksek
ekspresyonu plasentada goriilmiistiir. En diisiik ise, akciger, beyin ve kalpte
gozlenmistir. Yapilan northern blot RNA analizlerine gore ise, ADAMTS-3"1in ciltte,
cilt fibroblasta gore daha fazla ekspre oldugu belirlenmistir [26].

Bevitt ve arkadaslarinin 2003 yilinda yaptiklar1 ¢aligmada, oktler hcre
tiplerinde (ARPE-19) ADAMTS-3 geninin ekspresyonu ¢alisilmigtir. TNFa ile
uyartlmis ve uyarilmamis ARPE-19 hicrelerinden elde edilen sonuglara gore;
ADAMTS-3 ekspresyonu RT-PCR ile belirlenmis olsa da, nothern blot analizleri
sonucunda hucrelerde ADAMTS-3 ekspresyonu belirlenememistir [93].

2004 yilinda yaymlanan bir diger ¢alismada, non-neoplastik meme dokusu,
invaziv meme karsinom ve meme kanseri hucreleri ile yapilan ¢alismada, ADAMTS-
3’tin meme kanseri hucrelerinde saglikli hiicrelerle kiyaslandiginda ifadesinin
baskilandigi gozlenmistir. Miyoepitel hiicrelerde ADAMTS-3 ekspresyon seviyelerinin
daha yiiksek oldugu gézlenmistir. Ayrica luminal epitel hicrelerdeki butin ADAMTS
genlerinin ekspresyon seviyelerinin ise oldukc¢a zayif oldugu gézlenmistir. ADAMTS-
3, -14 ile ADAMTS-4, -5 gruplan kiyaslandiginda, meme dokusundaki benzer
ekspresyon seviyeleri ve dagilimi gostermelerinden yola ¢ikarak benzer fonksiyon ve
substratlara sahip olduklar1 ve bu iki grubun ayni genel yonelim i¢inde olduklari

sonucuna varilmigtir [94].
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2006 yilinda fare embriyolarinda yapilan c¢alismada, dermatoparaktik
fibroblast hicrelerinde prokollajen I islenmesi indukleyen ADAMTS-3’iin, iskelet kas1
olusumundaki prokollajen I islenmesinde de rolii oldugu 6ne siiriilmiistir. ADAMTS-
3’in prokollajen I'i isledigi ve prokollajen I’ce zengin dokular ve kikirdakta
ADAMTS-2’nin degil ADAMTS-3’iin asil énemli prokollajen I ve I aminopeptidazi
olabilecegi bulunmustur. Dermatosparaksis sigir fibroblastlarinda gergeklestirilen
calismada embriyonik RNA analizleri sonucu en yiksek ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
ekspresyonu 7 dpc’lik (days post coitum: doéllenme sonrasi) embriyolarda
goriilmiistdr. In situ hibridizasyonlara gore embriyonun kendisinde ekspresyon
goriilmemistir. Bununla birlikte anneye ait olan dokularda, rahim dokusu ve uterusun
kas tabakasinda birbiri ile ortiisiir seviyede, kuvvetli tip | kollajen ve ADAMTS-3

ekspresyonu gozlenmistir [87].

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada elde edilen sonuglara gore, ADAMTS-3’{lin
akut miyokardiyal enfarktus hicrelerinde stabil anjina hiicrelerine gore daha fazla
ekspre oldugu gbézlenmistir. Ayrica endotel hiicrelerinde ve makrofajlarda ADAMTS-

3’lin daha fazla immunopozitif oldugu sonucu elde edilmistir [95].

Asakawa ve arkadaglarinin yaptig1 calismada, ADAMTS-3’ilin dinamik olarak
omurilikte ekspre oldugunu ve bu genin merkezi sinir sisteminde, sinir uglarinda
meydana gelen dallanmalardaki kollajen iglenmesini kontrol ettigi tespit etmislerdir
[96].

ADAMTS-3, embriyonik lenfogenez ve plasenta damarlasmasi i¢in gerekli bir
proteindir ve plasenta defektleri ve lenf 6demi gibi genetik hastaliklarin olusumuyla
ilgili olarak aday bir gen olarak gosterilmistir. Insanda ADAMTS-3’iin yoklugu diisiige
neden oluyorken, genetik lenf 6demi sadece hipomorfik mutasyonlarda goriilmiistiir.
Ayrica ADAMTS-3’lin  yetigkinlerde lenfotik dengenin saglanmasi ve lenf
gelisimindeki anormalliklerde rol aldigi kanser ve metastaz gibi c¢esitli patolojik

durumlarda ortaya ¢ikmistir [97].

ADAMTS-3’lin beyindeki ekspresyonu ve VEGF-C/VEGF-R3 yolaklarinin
sinir kok hacrelerinin aktivasyonuna olan etkisi bir arada, ADAMTS-3’lin sinir

gelisiminde potansiyel bir rolii oldugunu ortaya koymustur [97].

RCS-LTC (sican kondrosarkoma) hiicrelerinde ADAMTS-3 transfeksiyonu

sonucunda birgok pN-kollajen II’nin olgunlagma sirecini tamamladigi bulunmustur.
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Ayrica ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 endojen mRNA seviyelerinin saglikli insan cilt
hiicrelerinde ve cilt fibroblastlarinda kikirdaktakine gore farklilhik gdsterdigi;
ADAMTS-3’lin ADAMTS-2’ye gore kikirdakta daha fazla ekspre oldugu, bu sonugclarla
ADAMTS-2’nin degil ADAMTS-3’tin temel prokollajen 1l N-propeptidaz oldugu
ispatlanmistir [26].

Alper ve Kockar tarafindan 2014 yilinda Saos-2 ve MG63 hiicrelerinde yapilan
calismada, ADAMTS3 geninin IL-6 sitokin yolagi iizerinden diizenlendigi, mRNA ve

protein ekspresyon seviyelerininde IL-6 varliginda arttirdigi tespit edilmistir [89].

IL-1a sitokini ile, 2015 yilinda yapilan bir bagka yolak calismasinda ise
ADAMTS-3 ifadesinin IL-1a sitokini ile arttig1 Saos-2 ve MG63 hiicrelerinde ortaya
konmustur [90].

1.4 Transkripsiyonel Regulasyon

Okaryotik organizmalarda gen ekpresyonunun farkli sekillerde diizenlenmesi,
hiicresel farklilasmanin ve her tiirlii hiicresel islevin odak noktasini olusturmaktadir.
Bu diizenlenmenin hiicreler ve organlar bazinda degisiklik gdstermesi gen
ekspresyonunun kontrolii ile mimkiin olmaktadir. DNA’dan protein olusumuna kadar
gecen yolda birgok kritik basamak bulunmaktadir. Bu basamaklarin her biri ayr1 ayri
diizenlenmektedir. Bir hiicre bir proteini iiretirken (i) ne zaman ve ne siklikla genin
transkribe olacagini (transkripsiyonel kontrol), (ii) RNA transkriptlerinin segmeli
eslestirme basamagini ve prosesini, (iii) hangi mRNA’nin sitozole iletilecegi ve
sitozolde nereye lokalize olacagina, (iv) hangi mRNA’larin ribozomda translasyona
ugrayacagina, (v) hangi mRNA molekiiliiniin degrade olacagina, ve (vi) hangi protein
molekilunin aktive ya da inaktive edilecegini kontrol eder (Sekil 1.4). Bir hiicreye ait
genom, kendi DNA dizisinde binlerce farkli protein ve RNA molekiiliinii
sentezleyebilecek tum bilgiye sahiptirve tipik olarak bir hicre sahip oldugu genlerin
sadece bir kismini ekspre eder. Ciinkii cok hiicreli organizmalarda her hiicrenin farkl
gorevleri bulunmaktadir. Hiicreler bulunduklari kosullar degistiginde ekspre ettikleri
genleri de degistirebilirler. Bunu saglayan transkripsiyonel kontroldiir ve iste bu
nedenle tiim hiicreler i¢in en Onemli kontrol noktasi transkripsiyonel kontrol

noktasidir.
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Sekil 1.4: Okaryotik gen ekspresyonunun 6 adet kontrol noktast.

Bir genin ekspresyonunu diizenleyen, transkripsiyon baslangic bdlgesini ve
diizenleyici bdlgeleri iceren bu DNA bélgesi oldukca genis bir bolgedir. Okaryotlarda
genin iist kisminda bulunan bu DNA dizilerine promotor denilmektedir. Okaryotik
promotor bolgeler transkipsiyonun baslamasi i¢in gerekli olan RNA polimerazin
baglandig1 bolgelerdir. Genin yukarisinda yaklasik 100-110 bg’lik bir bolgede yer alir.
Bunlar TATA kutusu, CAAT kutusu ve GC kutusu olarak bilinen bolgelerdir. TATA,
CAAT ve GC kutusuna ilaveten 6karyot genlerin bazilar1 enhansir ve silensir dizilerini
de icerirler. Ancak genin Oniinde, arkasinda, igerisinde, uzaginda, yakininda
olabilirler. Yani islevi degismeden ters yonde de yerlesim gosterebilir. “Enhansir”lar
promotor aktivitesini arttirici dizilerdir. “Silensir”lar ise “enhansirlar’a benzer tarzda
islev goriirler fakat transkripsiyonu baskilayici dizilerdir. Okaryotlarda yukar

promotor elemanlarinin yerlesimi farkli genlerde farklilik gosterir.

Okaryotlarda gen diizenleyici proteinler genin promotor bdlgesine baglanarak
transkripsiyonu kontrol ederler. Gen ifadesinin baglangi¢ asamasi, genin diizenleyici
dizisi olan promotor bdlgesine 6zglin proteinlerin ve ardindan RNA polimeraz 11
enziminin baglanmasi1 ve transkripsiyonun baslamasi seklinde gergeklesmektedir.
Organizmaya ait genlerin baskilanmasini veya ifade olmasini saglayan bu diizenleyici
proteinlere transkripsiyon faktorleri denilmektedir. Binlerce farkli transkripsiyon
faktorii bulunmaktadir. Kabaca insan genomundaki 25.000 genin %8’1 diizenleyici
proteinleri kodlamaktadir. Bu proteinler DNA dizisi iizerinde bulunan 6zgin DNA

baglanma motiflerini taniyarak baglanmaktadir [98].
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1.4.1 SP1 Transkripsiyon Faktori

SP1 (Specificity protein 1) ilk klonlanan ve islevi aydinlatilan transkripsiyon
faktoriidiir. Birgok memeli ve viral geninin diizenlenmesini saglayan 0zglin DNA
baglanma bolgesini taniyan bir proteindir [99-103]. SP1 proteini GC/GT kutusunu
tanir ve C-terminal domainindeki ¢ adet C2H> tip ¢inko parmak yapisi ile DNA’ya
baglanir [104-106]. SP1’de bulunan her {i¢ ¢inko parmak yapisi, dizideki ii¢ bazi tanir
ve GC-zengin bolgelere komplementer dizide bulunan konsensus SP1 baglanma dizisi
olan 5’-(G/T)GGGCGG(G/A)(G/A)(C/T)-3’ diziyi tanir [107, 108]. Her ne kadar SP1
baglanma afinitesi konsensus diziye oranla GC- zengin bolgelerde daha diisiik olsa da
fonksiyonel baglanmanin genin ifadesinin diizenlenmesinde biiyiik etkisi vardir [109].
SP1 transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonu aktive etmesi ya da baskilamasi
fizyolojik ve patolojik birgok uyarana baglidir. GC-zengin motiflere yiiksek afinite ile
baglanarak hiicre biliylimesi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve immun cevabi gibi bir¢ok
sirecte gorev alan sayisiz genin ifadesini diizenlemektedir [110]. Ozellikle
ekstraseliilar matriks genleriyle baglantili bir¢ok genin diizenlenmesine katilmaktadir
[111,112].

In vitro ve in vivo olarak gergeklestirilen ¢esitli calismalarda, SP1/SP3
transkripiyon faktoriiniin, dogal bilesiklerin etkisiyle veya RNA susturulmasi ile
baskilanmasi sonucu kanser hiicrelerinde proliferasyonun inhibe edildigi, apoptozisin
tetiklendigi ve ilag direncinin baskilandig gosterilmistir [113-115].

2014 yilinda gerceklestirilen bir calismada Ostrojen varliginda, SP1’in
susturuldugu durumda insan ADAMTSI17 geninin ekspresyonunun baskilandigi

gorilmistiir [116].

Wang ve arkadaslar1 2016 yilinda yaptiklar1 ¢calismada, SP1’in inflamasyon
durumunda insan ADAMTS7 genine ait ekspresyonu dizenledigini ortaya
koymuslardir [112].

2016 yilinda yaynlanan bir bagka ¢aligmada Tiirkoglu ve arkadaslari, diisiik ve
normal oksijen kosullarinda SP1’in ADAMTS1 geni {zerindeki etkilerini
aragtirmiglardir. Buna goére SP1’in diisiik oksijen kosullarinda ADAMTSI’in
ekspresyonunu arttirdigi belirlenmistir [117].

Ayrica SP1’in kemik metabolizmasinda meydana gelen tahribatlarla da

baglantili oldugu yapilan ¢calismalarda ortaya konmustur. 2016 yilinda gergeklestirilen
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SP1 polimorfizm g¢alismasinda, COL1A1 genine ait SP1 polimorfizmi ‘s’ allelini

tagiyan epilepsi hastasi bireylerin kemiklerinde daha diisiik mineral yogunlugu oldugu

tespit edilmistir [118, 119].

SP1 ve p53 transkripsiyon faktorlerinin bir arada, kemik kanserinin
dizenlenmesinde rol aldiklari disiiniilmektedir [120, 121]. p53 ekspresyonunda
meydana gelen artis, SPI’in ekspresyonunu diigiirerek SP1’in hedef genin
promotorundaki baglanmalarini 6nledigi belirlenmistir. Bu iki proteinin bir arada

diizenlenerek kemik kanserinde hiicre cogalmasini baskiladiklari bilinmektedir [122].

Daha 6nce gergeklestirilen galismalarda SP1 protein ailesi tiyelerinden Spl,
Sp3 ve Sp7/Osterix’in kemikte ekspre oldugu tespit edilmistir. Bu bilgi 1s1ginda 2006
yilinda, COL11A2’nin osteoblast hiicrelerinde nasil diizenlendiginin anlasilmasi
amactyla Saos-2 hicrelerinde ekspresyon ¢alismast yapilmigtir.  Kikirdak
hiicrelerinden ve Ewing sarkoma hiicrelerinden farkli olarak Saos-2 hucrelerinde
promotor bolgesinde ii¢ fonksiyonel SP1 baglanma bdlgesinin varliginda mRNA

diizeyinde COL11A2 ekspresyonu tespit edilmistir [123].

1.4.2 C/EBPa Transkripsiyon Faktori

C/EBP (CCAAT-enhancer baglanma) proteinleri memelilerde bulunan bir
grup transkripsiyon faktoradir. C/EBPa, B, v, 6, o ve {’nin igin bulundugu 6 iiyeden
olugsmaktadir. DNA dizisinde bulunan CCAAT baglanma motiflerine 6zglin olarak
baglanmalar1 ile karakterize edilirler. Hiicresel farklilasmanin diizenlenmesindeki
onemli etkileri sebebi ile dikkati cekmektedirler. AP-1, CREB/ATP, PAR ve bitki G-
box proteinlerinin de i¢inde bulundugu 16sin fermuar tipi transkripsiyon faktorlerinin
bZIP grubunda yer alirlar. C/EBP ailesinin ilk prototipi CBP olarak adlandirilmistir,
daha sonra C/EBP ve son olarak sican karacigerinin niikleusundan albumin genini
duzenleyen C/EBPa izole edilmistir. Bunun hemen ardindan C/EBPa ile baglantili
olarak C/EBPp, C/EBPy, C/EBPo ve C/EBPe¢ klonlanmistir. C/EBPa’nin ektopik
ekspresyonu bircok fibroblast hiicresinde adipogenezi diizenlemektedir [77, 96, 124].
C/EBPa proteini enflamasyon veya akut faz cevabinda gorevli bir ¢ok genin
reglilasyonunda ve steril CoA desaturaz |, Glut4 gibi enerji metabolizmasinda gorevli

genlerin regiilasyonunda gorev alir. C/EBPa ekspresyonunun en fazla gorildigi
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hiicreler gelisimini tamamlamis, boliinmeyen hiicrelerdir. En az ekspresyon ise

gelismekte ve farklilasmakta olan hiicrelerde goriilmektedir [125-128].

Patolojik damarlagmanin indiikleyicisi ADAMTS-1’in, NFAT veya C/EBP
tarafindan diizenlenen 0zgun sinyal iletim yolaklar1 tarafindan uyarildig1 yapilan
caligmada ortaya konmustur. Bu yolaklarin diizenlenmesi hedeflenerek dolasim

hastaliklari ile ilgili yeni gelismeler elde edilebilecegi diistiniilmiistiir [129].

2012 yilinda yapilan bir ¢alismada C/EBPB’ nin asir1 ifade edildigi durumda,
MMP-3, MMP-13 ve ADAMTS-5’in mRNA diizeyindeki ifadesinin asir1 arttigi
belirlenmistir. C/EBPB’ nin MMP-3 ifadesini diizenledigi ve yapay kikirdak
dokusunda matriks degredasyonunu arttirdigt goriilmiistiir. Bu sonuglar C/EBPB’nin
MMP-3 ve ADAMTS-5 ekspresyonunu indiikledigini eklem sivisinda ve kikirdak
dokusunda belirlemistir [130].

C/EBPa’ nin kemik yikiminda gorevli yolakta 6nemli bir reseptor aktivitori

olarak rol aldig1 2016 yilinda gergeklestirilen bir ¢aligmada gosterilmistir [131].

1.4.3 USF Transkripsiyon Faktoru

USF, evrimsel agidan korunmus heliks-loop-heliks- I6sin fermuar (b0HLH-zip)
transkripsiyon faktorleri [132-135] arasinda yer alan ve DNA’ya simetrik E-kutusu
motiflerinden, konsensus 5’-GGTCACGTGACC3’ dizisini taniyarak baglanan bir
transkripsiyon faktorudur [136]. USF’nin ayn1 zamanda TATA icermeyen
promotorlarda, baslangi¢ dizisine yakin bolgede bulunan primidince zengin baslatict
elementlere baglandig da tespit edilmistir [137]. Memelilerde USF1 ve USF2 olmak
tizere iki adet USF geni ekspre olmaktadir. Bu genler embriyonik gelisimde oldukga
onemli rol oynarken, yetiskin memelilerde birden fazla etki gosterirler [26, 138-141].
USF1 birbirinden bagimsiz, birden fazla genin transkripsiyonel regtlasyonunda birgok
onemli role sahiptir. Diger transkripsiyon faktorleri ile etkileserek bircok genin
transkripsiyonel aktivasyonunu saglar [142, 143]. USFI1’in bir tiimor baskilayici
protein olabilecegine dair de birgok kanit bulunmaktadir. Bu kanitlardan ilki; USF1,
p53, APC, BRCA2, PTEN, SSeCKS gibi birgok tiimor baskilayici genin

transkripsiyonel aktivasyonunu saglar [144, 145] ve insan telomeraz ters transkriptaz
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(TERT) ekspresyonunu baskilar [146]. Ikinci olarak; USF1, hiicre déngiisiiniin
kontroliinde yer alir [147]. USF1’in asir1 ifadesi tirositlerde ve tiroid karsinom
hiicrelerde G2/M evresinin yavaslamasini saglar [148]. Uglincii olarak; Ha-Ras/c-Myc
transforme edilmis fibroblast hiicrelerinde USF1 asir1 ifadesi hiicre ¢ogalmasini
baskilar [149]. Dordiincii olarak; transforme edilen alti meme hiicre hattindan ii¢iinde
USF1 transaktivasyonunun aktivitesi kaybolmustur [150]. Son olarak; USF1, bir
onkoprotein olan c-Myc’in aktivitesini DNA’daki ayn1 baglanma motifine baglanmak
i¢in yarigarak engellemektedir. USF1’in susturulmasi sonucunda hiicre ¢ogalmasi ve
timor olusumunda meydana gelen artis da USF1’in tiimor baskilayict bir protein

olabileceginin kesin bir kanitidir [151].

2013 yilinda sigir grantiloza hiicrelerinde yapilan bir galismada, USF’nin asir1
ifade edildigi durumda ADAMTS-1 promotor aktivitesini diizenleyerek basal ve
forskolin bagimlt ADAMTS-1 transkript ifadesini arttirdigi goriilmistiir [152].

Rippe ve arkadaslari, tip I kollajen geninde yaptiklar1 c¢aligmada, genin
3’bolgesinin gen promotorunu diizenledigi ve bu diizenlenmeyi USF-1 ve USF-2

transkripsiyon faktorlerinin kontrol ettigi sonucuna varilmistir [153].

20



2. TEZIN AMACI

ADAMTS-3 geni temel olarak prokollajenlerin kollajene olgunlagmasi
stirecinde gorev alan ve 6zellikle tip II kollajenin olgunlasma siirecinde gorev alan bir
proteindir. Ilk olarak beyin hiicrelerinde cDNA’s1 klonlanmis ve ekspresyon seviyesi
en fazla plasentada gozlenen ADAMTS-3 geni 4.kromozomun kisa kolunda yer
almaktadir. Prokollajen II’'nin yaninda prokollojen I’in olgunlagsmasinda da rol
oynadig1 bilinmektedir. Literatiire bakildiginda ADAMTS-3 ekspresyonu ile ilgili
bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir. Bu ¢alismalar sonucunda; plasentada, ciltte, omurilikte,
lenfte, sinir hiicrelerinde, iskelet kasi hiicrelerinde, kalpte, kikirdak ve kemikte
ADAMTS-3 ekspresyonu oldugu belirlenmistir. Diger bazi ¢alismalarda ise ADAMTS-
3’lin sinir uclarinin dallanmasindaki ve embriyonik lenfogenezdeki Onemine
deginilmistir. Sitokin yolaklariyla ilgili de literatiirde calismalarin bulundugu
ADAMTS-3 genine ait gen ekspresyonunun diizenlenmesine ait calisma

bulunmamaktadir. Dolayisiyla promotor bolgesi de heniiz aydinlatilmamastir.

Bu tez ¢alismasinda ADAMTS-3 genine ait promotor bolgesinin aydinlatilmasi
amaglanmistir. Bu dogrultuda ilk olarak ortaya konulan tez plami Sekil 2.1°de

verilmistir. Bu plana gore;

(i) ADAMTS-3 genine ait promotor bdlgesi bioinformatik analizler sonucu
belirlenerek pGem-T easy vektdriine PCR stratejisi ile klonlamasi yapildi.
Dizi analizi ile klonlama teyit edildi.

(i)  Fonksiyonel ADAMTS-3 promotor bdlgesine ait promotor pargalart kesim
yontemi ve PCR yontemi kullanilarak kisaltilarak olusturuldu ve lusiferaz
haberci vektoriine klonlamalar1 yapildi. Dizi analizi ile teyit edildi.

(i)  Klonlanan promotor bolgesine ait gen bankasi dizisi ve dizi analizi
sonuglarinin kiyaslanmasiyla son dizi olusturuldu. Bu dizi kullanilarak
promotorun CpG adalarmin analizi, TATA kutusu ve transkripsiyon
baslangi¢ bolgesinin belirlenmesi, potansiyel transkripsiyon faktori
baglanma analizleri gergeklestirildi.

(iv)  Farkli kanserli hiicre hatlarindaki mRNA ve protein ekspresyon analizleri
gerceklestirildi. Tez modeli olarak osteosarkoma hiicre modeli olan Saos-

2 ve MG63 hiicre hatlar segildi.
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(v)

(vi)

(vii)

(viii)

(ix)

ADAMTS-3 promotoruna ait bazal aktivitenin belirlenmesi amaciyla
osteosarkoma hiicrelerine kisaltilarak elde edilmis promotor parcgalarinin
transfeksiyonlar1 gerceklestirildi.

SP1, USF ve C/EBPa transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS-3 promotor
aktivitesi lzerindeki etkilerin belirlenmesi amaciyla secilmis olan
transkripsiyon faktorlerinin osteosarkoma hucrelerine transfeksiyonu
gergeklestirildi.

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve C/EBPa transkripsiyon
faktorlerinin ADAMTS-3 geninin mRNA ve protein ekspresyon seviyeleri
tizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla osteosarkoma hiicrelerinde
gercek zamanli PCR ve western blot analizleri gerceklestirildi.

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve C/EBPa transkripsiyon
faktorlerinin tip I-11 ve 111 kollajen genlerinin mMRNA ve protein ekspresyon
seviyeleri tiizerindeki etkilerinin belirlenmesi amaciyla osteosarkoma
hiicrelerinde gercek zamanli PCR ve western blot analizleri
gerceklestirildi.

ADAMTS-3 promotor bdlgesine ait fonksiyonel baglanma analizleri EMSA

teknigi kullanilarak Saos-2 hiicrelerinde gergeklestirildi.
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INSAN ADAMTS-3 GENININ TRANSKRIPSIYONEL REGULASYONU

Insan ADAMTS-3 promotorunun pGEM-T easy vektoriine klonlanmasi

4

ADAMTS-3 promotorunun biyoinformatik analizi

\

Cesitli biiyiikliklerdeki ADAMTS-3 promotor par¢alarinin olusturulmasi

\ 4

Farkh hiicre hatlannda ADAMTS-3 ekspresyonunun belirlenmesi

Saos-2 Hiicre Hattinda Yapilan Calismalar

Bazal promotor aktivitesinin belirlenmesi

2

SP1, USF ve C/EBPu transkripsiyon faktorlerinin
ADAMTS-3  promotor aktivitesi tizerindeki
etkilerin belirlenmesi ‘

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve
C/EBPa TF’lerinin ADAMTS-3 geninin mRNA

ve protein ekspresyon seviyeleri tzerindeki

etkilerinin belirlenmesi ‘

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve
C/EBPa TF’lerinin tip I-II ve III kollajen
genlerinin mRNA ve protein ekspresyon

seviyeleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi

2

ADAMTS-3 promotor bélgesine ait fonksiyonel

baglanmalarin EMSA analizleri ile belirlenmesi

MG63 Hiicre Hattinda Yapilan Cahismalar

Bazal promotor aktivitesinin belirlenmesi

 Z

SP1, USF ve C/EBPu transkripsiyon faktdrlerinin
ADAMTS-3  promotor aktivitesi tizerindeki
etkilerin belirlenmesi ‘

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve
C/EBPa TF’lerinin ADAMTS-3 geninin mRNA

ve protein ekspresyon seviveleri tizerindeki

etkilerinin beliIlenmesL‘

Ektopik olarak ekspre edilen SP1, USF ve
C/EBPa TF’lerinin tip I-II ve III kollajen
genlerinin mRNA ve protein ekspresyon

seviyeleri tizerindeki etkilerinin belirlenmesi

Sekil 2.1: Tez ¢alismasini 6zetleyen akis diyagramu.
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3. MATERYAL VE METOT

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallar molekiiler biyoloji i¢in uygun safliktadir.

DNA, RNA, protein, DNA-protein etkilesimi i¢in kullanilan kimyasal ve enzimler

Biochrom, Sigma, Merck, Thermo Scientific, Qiagene,

Roche ve Clontech

firmalarindan temin edilmistir. Calismalarda kullanilan malzemelerin listesi Tablo

3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Bakteri Calismalarinda Kullanlan Malzemeler

Luria Broth(LB), LB agar

Sigma

Amfisilin, Kanamisin

Sigma, Merck

Biiyiik Olgekli Plazmit izolasyon Kit

Thermo Scienific

Kiigiik Olgekli Plazmit izolasyon Kit

Thermo Scienific

Gliserol, CaCly

Sigma

DNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

Restriksiyon endonukleaz enzimleri

Thermo Scientific,
NEB

T4 DNA ligaz, Proteinaz K, Alkalen fosfataz

Thermo Scientific

Amonyum asetat, SDS Sigma
pMetLuc vektor sistemi Clontech
pGEM-T Easy vektor sistemi Promega

Taq DNA polimeraz, dNTP karigimi

Thermo Scientific

Agaroz, Et-Br Sigma
Hucre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemeler
Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum (DMEM) Gibco
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Tablo 3.1 (devami): Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Fetal Sigir Serumu (FCS) Gibco
Fosfat tampon tabletleri (PBS) Sigma
Dimetilsilfoksit (DMSO) Merck
Tripan mavi soliisyonu Sigma
Si1gir Serum Albumini (BSA) Sigma
L-glutamin, Tripsin-EDTA Sigma

Transkripsiyonel Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Malzemeler

Ready-To-Glow Secreted Luciferase Rep. Assay Clontech
Lusiferaz ve Seap Substratlari Clontech
4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineethanesulfonic acid (HEPES ) | Sigma
Fugene Roche

RNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

Gene]ET™ RNA Purification Kit

Thermo Scientific

Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma
3-(N-morpholino) propansilfonik asit (MOPS) Merck
Formaldehit, B-Merkaptoetanol Sigma
SYBR® Green PCR Master Karigimi Sigma

Reverse Transkriptaz

Thermo Scientific

Protein Caliymalarinda Kullamilan Malzemeler

Tris, Borik Asit, EDTA Sigma
Tetrametiletilendiamid (TEMED) Sigma
Amonyum persulfat Merck
PVDF Membran Millipore
ADAMTS-3 antikoru Abcam
Kollajen 2 Antikoru (Col2A1) Santa Cruz
B-Aktin Antikoru Sigma, Abcam
Sekonder antikor (kegi, tavsana karsi) Santa Cruz
Sekonder antikor (kegi, fareye kars1 ) Santa Cruz
Alexa Fluor 488 sekonder antikor,tavsana karsi Invitrogen
Proteaz inhibitor tabletleri Roche
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Tablo 3.1 (devami): Calismada kullanilan kimyasallarin listesi

Protein blyuklik belirteci (26616)

Thermo Scientific

ECL (Electrochemiluminescence) Kit

Pierce

X-Ray Film

Kodak

DNA-Protein Etkilesimi (EMSA) Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Biotin 3’ End DNA Labeling Kit Pierce
LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit Pierce
Nylon Membran Pierce

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Cihazlar

Calismada kullanilan tim cihazlar, cihazlara ait marka ve modelleri Tablo

3.2.”de listelenmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilan cihazlarin listesi.

Kullanilan Gerecg

Modeli

CO? 'li inklibator

Nuair

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, ispanya

Inverted Mikroskop

Nikon

-80 °C derin dondurucu

Thermo

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Buzdolab1 Arcelik, Tirkiye
Calkalamal1 Inkiibator Shel-Lab, USA
Etlv WTB, Germany, Nive, Turkiye

Isitmali Manyetik Karistirici

Velp Scientifica, Ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

Vorteks

Elektromag, Turkiye

Otomatik pipetler

Finnpipette

DNA elektroforezi

Minicell Primo

UVP Gel Gorintileme

UVP

PZR

Thermo
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Tablo 3.2 (devamm): Calismada kullanilan cihazlarin listesi.

Mikro santrifuj

Thermo

RNA Elektroforezi

Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya
Light Cycler 485 Roche Diagnostics
Otoklav Hirayama, Japonya

Thermocycler PCR

Techne Progene,ingiltere

pH Metre

WTW, Almanya

Qubit Florimetre

Invitrogen

Jel goruntileme sistemi

Bioimagining Systems

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

Santrifuj Hettich Zentrifugen, Germany
Sogutmali Santrifiij Sigma

SDS PAGE Aparatlari BioRad

Horizantal Calkalayict GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi

Consort, Ingiltere

Is1 kontrollii ¢alkalamali etiiv GFL, Almanya
Isitic1 blok FALC, italya
UV visible Spektrofotometreler Thermo
Luminometre Thermo

3.2 Metot

3.2.1 Calhsma Ortaminin ve Calisma Ortaminda Kullanilan Malzemenin

Temizligi ve Sterilizasyonu

Istya dayanikli biitin cam malzemeler, pipet uclari, ependorflar, santrifiij
tipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121 °C' de 20 dakika (1.02 atm basingta) otoklavda
steril edildi. Otoklavlanan malzemeler 80 °C’ye 1sitilmis etiivde kurutularak kullanima

hazir hale getirildi.
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Hiicre kiiltiirii laboratuvar: her hafta periyodik olarak ¢amasir suyu, virkon ve
% 70’lik alkol ile temizlendi. Oda kullanilmadig1 zamanlarda UV lamba kullanilarak
odanin havasinin sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat 6nce
laminar flow agilarak caligma ortaminin sterilizasyonu saglandi. Calisma boyunca
odada bulunan hava sterilizasyon cihazi aktif konumda birakilarak hiicre kiiltiirti

odasinin havasinin da siirekli steril kalmasi saglandi.

3.2.2 Bakteri Tabanh Teknikler

3.2.2.1 Bakteriyal Hiicre Soylar ve Kiiltiir Ortamlari

Klonlama ve stok amagh E.coli DH50. (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AMI15)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al) ve XL-1Blue super kompetent (recAl endAl
gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F’ proAB laclqgZAM15 Tnl0 (Tetr)]) soyu
kullanildi. E.coli igin gerekli kiiltiir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanilmistir. Toz
halinde temin edilen bakteriyel medyumlar dretici firmanin belirttigi sekilde
hazirlanarak dH2O ile hazirlanarak otoklavlanarak steril edildi. Kiiltiirlerde kullanilan
Ampicillin stoklar1 100 mg/ml olacak tarzda steril dH20 ile hazirlandi. 0.22 mikronluk

filtreler kullanilarak steril edildi.

3.2.2.2 Cahismada Kullanilan Plazmitler

ADAMTS-3 promotorunun belli biiylikliikteki pargalarinin  klonlamasi
amaciyla pGEM-T Easy (Promega) vektor sistemi kullanildi (Sekil 3.1). Promotor
parcalarinin bazal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla bu promotor parcalari alt
klonlamayla haberci gen vektoru olarak pMetLuc Reporter’a klonlandi (Sekil 3.2).
Transfeksiyon etkinligini gozlemlemek i¢in pozitif kontrol olarak pMetLuc Kontrol
vektorii kullanildi (Sekil 3.3). Transfeksiyon ¢aligmalarinin normalizasyonu amaciyla
pSEAP2 kontrol vektorii kullanildi (Sekil 3.4). Bu vektdr tum transfekte edilen
kuyucuklara 0.5 pg olacak sekilde transfekte edildi.
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Sekil 3.1: pPGEM-T Easy (Promega) vektor haritas1 ve klonlama bolgeleri.
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Sekil 3.2: pMetLuc-Reporter (Clontech) vektor haritasi ve klonlama bolgeleri.
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Sekil 3.3: pMetLuc Kontrol vektorii (Clontech) haritast.
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Sekil 3.4: pSEAP2-Kontrol (Clontech) vektorii haritasi.
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3.2.2.3 Kat1 ve Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

Sivi besiyeri olarak Luria Broth (LB) firetici firma tarafindan belirtilen
miktarda dH20’da ¢oziildii. 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildi. Sogumasi
beklenerek kullanildi.

Kat1 besiyeri olarak kullanilan LB agar firma tarafindan belirtilen miktarda
dH20’da ¢6ziildi. 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildikten sonra 50 °C’ye
kadar sogumasi beklendi. Amfisilin, son konsantrasyonu 100 pg/ml veya Kanamisin,
son konsantrasyonu 30 pg/ml olacak sekilde eklenerek karistirildiktan sonra bek alevi
yaninda petri kaplarina dokiilerek katilasmasi beklendi. Petriler ters ¢evrilerek agizlar
hava almayacak sekilde parafilmlenikten sonra +4 °C’de buzdolabinda 1s1k almayacak
sekilde stoklandi.

3.2.2.4 E.coli Hucrelerinin Kompetant Hale Getirilmesi

Kompetant hale getirilecek E.coli hicreleri (DH5a veya XL-1Blue hiicre
soylar1) LB agar i¢eren petrilerde tek koloni diisecek sekilde ekim yapildi ve 37 °C’de
bir gece inkiibe edildi. 10 ml LB siv1 besiyerine tek koloni ekim yapild1 ve 37 °C’de
calkalamali etiivde bir gece inkiibe edildi. 250 ml steril erlene 100 ml taze LB besiyeri
konularak ve bu besiyerine onkiltirden 5 ml inokule edildi. 37°C’de galkalamali
etiivde inkiibasyona birakildi ve ODegoo’de 0.5 ile 0.6 arasina ulagincaya kadar belirli
zaman araliklarinda absorbans alinarak takibi yapildi. Bakteri sispansiyonu 3000 rpm
de 5 dakika 4°C’de santrifiij yapildi. Siipernatant pipetle alinarak baslangi¢ hacminin
yarist kadar 0.1 M CaClz solusyonundan eklenerek, nazikge pipetaj yapilarak pelletin
cOzulmesi saglandi. 25 dakika buz Uzerinde inkibe edildi. Buzda bekleme siresi
tamamlandiktan sonra 3000 rpm’de 4 °C’de 5 dakika santrifiij yapildi. Siipernatant
uzaklastirilarak baslangi¢c hacminin 1/10°u olacak sekilde 0.1 M CaCl. eklenerek pellet
¢Ozuldu. 1-4 saat arasinda buz tizerinde bekletildi. Daha sonra esit hacimde % 40’lik
steril gliserol ilave edilerek karistirildi. Buz tizerinde bekletilen ependorflara 200 pl

olacak sekilde alikot yapildi ve etiketlenerek -80 °C dondurucuda stoklandi.
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3.2.2.5 Transformasyon

-80 °C’de stoklanan kompetant hiicreler ¢ikarilarak buza konuldu. Hiicreler
¢Ozuldiikten sonra 50 pl kompetant hiicre ependorfa alindi. Uzerine 5 ul ligasyon
reaksiyonu eklendi. Buzda 40 dk inkiibasyona birakilan hiicrelere daha sonra 42 °C su
banyosunda 90 saniye 1s1 soku uygulandi. Hemen ardindan 2 dk buzda bekletildi.
Buzda bekletilen hiicrelere, 6nceden 37 °C’ye ilitilmis LB medyumdan 950 ul eklendi
ve 1.5 saat 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde bekletildi. Transformasyon kultirinin
50 ul’si petrilere yayildi. Artan transformasyon kiiltiri 3000 rpm’de 5 dk
santrifiijlenip, 100 ul LB medyumda ¢oziilerek diger bir petriye yayildi. Daha sonra
petriler ters cevrilerek 37 °C’deki inkibatorde hucrelerin biyumesi icin 16-24 saat
inkiibasyona birakildi. Olusan kolonilerin rekombinant olup olmadig: bu kolonilerden
izole edilen plazmitin restriksiyon endonikleaz enzimleri ile kesimi sonrasinda

belirlendi.

3.2.2.6 Kiiciik Olgekli (Mini Prep) Plazmit DNA izolasyonu

Izole edilecek plazmiti iceren bakteri stoklarndan 10 ml’lik onkultur
hazirlandi. Gliserol stoklarin taze kalmasi sebebi ile hazirlanan kiiltiirden 4 ml
ayrilarak gliserol stok yapildi. Kalan 6 mI’lik kiiltiir 8000 rpm’de 5 dk siiresince
santrifiijlendi. Ust kistmda kalan besiyeri dikkatlice almarak atild. Tiipte kalan bakteri
pelletinden “GeneJET Plasmid Miniprep Kit” (Thermo Scientific) protokoliinde
belirtilen iglem basamaklarina gore plazmit DNA izole edildi. Florimetrik ya da
spektrofotometrik miktar ve saflik tayini yapilarak agaroz jel elektroforezinde

goruntulendi.

3.2.2.7 Biiyiik Olgekli (Maxi Prep) Plazmit DNA izolasyonu

Biiylik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin endotoksin icermeyen GeneJET Plasmid Maxiprep Kit (Thermo Scientific)
kullanild1. Kit protokoliine gére uygun konsantrasyonda secici antibiyotik iceren 1-5

ml LB besiyeri igerisine tek koloni ekim yapildi. 37 °C’de 8 saat 250 rpm’de
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calkalamal1 etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda baslangi¢ kiiltiirii 1:1000-1:10.000
arasinda segici antibiyotik iceren 250 ml LB medyumda dilue edildi. 37 °C’de 12-16
saat 250 rpm’de inkibe edilirek bakterilerin blytumesi beklendi. ODeoo’de 2 ile 3
arasina uUlasincaya kadar belirli zaman araliklarinda absorbans alinarak takibi yapildi.
Bakteriler yeterli yogunluga ulastiktan sonra 4 °C’de 6000 rpm’de 15 dakika santrifuj
yapilarak protokoliin diger basamaklari uygun sekilde gerceklestirildi. Sonugta yiiksek
saflikta ve yogunlukta DNA elde edildi. Florimetrik ya da spektrofotometrik miktar ve

saflik tayini yapilarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi.

3.2.3 DNA Tabanh Teknikler

3.2.3.1 Osteosarkoma Hiicrelerinden Genomik DNA izolasyonu

Hiicre kiilturiinde, standart 75 cm?lik flasklarda biiyiitiilen osteosarkoma
(Saos-2) hucreleri tripsinizasyon ile flask ylizeyinden alinarak 5 dk siiresince 3500
rom’de santrifiljlendi. Ustteki medyum dikkatlice pipetle cekilerek atildi. Cokelti
uzerine 250 pl niiklei lizis tamponu, 20 pl % 10’luk SDS ve 20 ul proteinaz K eklendi
ve tlip alt-Ust edilerek ¢alkalandi. Ependorf tiip 72 °C’deki su banyosunda 10 dakika
bekletildi. Ependorf tipe 175 ul doymus amonyum asetat eklendi (Tablo 3.3) ve 30
saniye ¢alkalandi. Oda 1sisinda 15 dakika bekletilen 6rnekler 4500 rpm’de 20 dakika
santrifilj edildi. Ustteki s1v1 temiz bir ependorf tiipiine aktarildiktan sonra ve iizerine 2
kat1 oraninda mutlak etanol eklendi. Ependorf tiipii yavascga alt-iist edildi ve DNA’nin
belirmesi gozlendi. 13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildikten sonra Ustteki sivinin
timi pipetle atildi ve ¢okelti Gizerine 250 ul % 75°1ik etanol ilave edildi. 13.000 rpm’de
10 dakika santrifuj edildikten sonra Ustteki sivinin tiimii pipetle atildi. DNA havada
kurutuldu ve uzerine 100 pl distile su eklenerek DNA ¢ozuld(.

Tablo 3.3: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar.

0.01 g Proteinaz K, 1 ml dH,0’da ¢oziildii. -20
°C’de stoklandi.

74 g NHsAc, dH20 ile 100 ml’ye tamamlandi.
Amonyum Asetat (NH4AC) 40 °C’de ¢oziiliip filtrasyon ile steril edildi. +4
°C’de stoklandi.

10 mM Tris Base, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA
Nuklei Lizis Buffer dH.0’da ¢oziiliip (pH: 8.2). 121 °C’de 20 dk
otoklavlandi. +4 °C’de stoklandi.

Proteinaz K (10 mg/ml)
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3.2.3.2 DNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen DNA 1:40 oraninda steril dH2O ile sulandirildi. Kuvartz 96 well
plate kullanilarak Azeo Ve Azgo dalga boylarinda absorbans alindi. Azeo/A2so orani
hesaplanarak DNA ’nin saflig1 belirlendi. DNA konsantrasyonu asagidaki formiile
gore hesaplandi.

DNA miktart = 50 ug/ml x OD2go X Seyreltme Faktorii= ug/mL DNA

3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR, PCR)

ADAMTS-3 promotor bdlgesini klonlamak amaciyla bu bolgeye spesifik olarak
tasarlanmis primerler kullanilarak PCR yapildi. PCR reaksiyonu i¢in Tablo 3.4’de son
konsantrasyonlar1 verilmis olan kimyasallar son hacim 50 pl olacak sekilde eklenerek
PCR kuruldu. Ayrica GC orani yiiksek bdlgelerin ¢oglatilmasi i¢in reaksiyona DMSO
ve 7-deaze GTP kuvvetlendiricileri eklendi. PCR kosullar1 Tablo 3.5’te verilmistir.

Tablo 3.4: PCR reaksiyon kimyasallari.

PCR bilesenleri Son konsantrasyon
gDNA 1ug

MgCI? (25 mM) 3mM

10X taq polimeraz tamponu 1X

dNTP (10 mM) 0,2 mM

Forward primer (100 ng/ul) 2 ng/ul

Reverse primer (100 ng/ul) 2 ng/ul

Tag DNA polimeraz (5 U/ ul) 0.05 U/ ul

DMSO %5

7-deaze GTP (2,5 mM) 0,05 mM

dH20 50’ye tamamlanacak
Son hacim 50 pl
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Tablo 3.5: PCR kosullari.

Sicakhk Sure Dongii Sayisi
94 °C 3 dakika 1
94 °C 1 dakika
58 °C 45 saniye x 40
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika 1

3.2.3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’nin jelde goriintiilenmesi amaciyla % 0.8 ’lik agaroz jel hazirlandi. Jel
elektroforez kasetinin hacmine gore uygun miktarda Agaroz tartilarak 0.5 X TBE
tamponunda ¢6ziildiikten sonra kaynatildi. 45-50 °C’ye kadar sogutulduktan sonra son
konsantrasyon 0.5 ug/mL olacak sekilde Et-Br eklendi. Et-Br’iin iyice karigmasi
saglandi. Taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel elektroforezi kasetine jel
dokaldu. Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarilip kaset elektroforez tankina
yerlestirildi. 0.5 X TBE tamponu ile elektroforez tanki dolduruldu (Tablo 3.6).
Ornekler yiikleme boyas: ile karistirilarak jele yiiklendi. 90 Voltta yiritilerek jel

gorilintiileme sisteminde goriintiilendi ve degerlendirildi.

Tablo 3.6: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

54 g Tris Base, 27.5 g Borik Asit, 20 ml
0.5 M EDTA (pH: 8.00) tartild1. Uzeri
dH20 ile 1 L’ye tamamlandi.

5 X TBE tamponu 10 kat sulandirilarak
pH’s1 ayarlanip otoklavlandi

100 pl DNA biiytikliik belirteci, 200 pl
DNA Buytukluk Belirteci yiikleme boyasi ve 200 pl steril dH20’da
¢oOziilerek hazirlandi.

10 mg/ml olacak sekilde steril dH20 ile
Etidyum Bromur Stok Soltsyonu hazirlandi Koyu renkli 151k geg¢irmeyen bir
sisede muhafaza edildi.

5 X Tris-Borik Asit-EDTA (TBE)
tamponu pH: 8.00

0.5 X TBE Tamponu pH: 8.00
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3.2.3.5 DNA Orneklerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Agaroz jel elektroforezinde yiiriitiilen PCR {iriinlerinin olusturdugu bantlar
bisturi yardimiyla kesilerek ependorflara alindi. Kesilen jel agirligi tartilarak
belirlendi. GeneJET Gel Extraction Kit (Thermo Scientific) jel ekstraksiyon kitinde
belirtildigi sekilde drnekler jelden geri saflagtirildi.

3.2.3.6 Ligasyon

Taq polimeraz kullanilarak elde edilen PCR firiinleri jelden geri kazanilarak
pPGEM-T vektoriine protokolde belirtildigi sekilde T:A klonlamasi yapildi (Promega).
PGEM-T Easy vektor sistemi T:A klonlama sistemiyle ¢alisan bir plazmit vektordiir.
20 ul’lik son hacimde reaksiyon ortamina klonlanacak DNA parcasi ve vektor
(minimum 1:3 oraninda), 1 X ligasyon tamponu, 0.3 U/ul T4 DNA ligaz enzimi
eklenerek +4 °C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Ligasyon sonuglart E.coli XL1blue
ve DHS5a kompetent hiicrelerine transforme edildi. Transformantlarin se¢imi mavi-
beyaz koloni yOntemine gore yapildi. Bunun igin Ampisilin iceren LB agar
besiyerlerine 100 pl IPTG (100 mM stok) ve 20 pul X-Gal (stok 50 mg/ml) yayild.
Beyaz koloniler segilerek arastirildi. Promotor fragmentlerinin haberci gen vektoriine

alt klonlanmasi restriksiyon endoniikleaz kesimine dayali yontem ile yapildi.

3.2.3.7 Restriksiyon endonukleaz enzim kesimleri

Restriksiyon endonikleaz enzim kesimleri; 1 pg DNA’nin kesimi i¢in 1U
enzim ve 1 X konsantrasyonda tampon kullanildi. Son hacim kesimden kesime degisse
de hacmi tamamlamak igin dH20 eklenerek, kesimler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona
birakilarak gerceklestirildi (Tablo 3.7).

Tablo 3.7: Kesim kosullari.

Reaksiyon Icerigi Miktar

Vektor 1 ug

Buffer B Son hacmin % 10’u kadar
Enzim 1U

dH,O Xul
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3.2.3.8 Defosforilasyon

Fosfataz, fosforik asit monoesterlerini fosfat iyonu ve serbest hidroksil
gruplarina pargalayan enzimdir. Bu olaya defosforlizasyon denilmektedir.
Ligasyonda, DNA ligazin birbirine yakin niikleotidler arasinda fosfodiester bagi
olusumunu katalizleyebilmesi i¢in bir niikleotidin 5° ucunda fosfat grubu, diger
niikleotidin 3’ ucunda ise -OH (hidroksil) grubunun bulunmasi gerekir. Ozellikle tek
enzim kesimi yapilarak lineer hale getirilen plazmit DNA’ nin ligasyon sirasinda kendi
lizerine baglanmasini engellemek amaciyla her iki 5° ucunda bulunan fosfatlarin
defosforilizasyonla uzaklastirilmasi faydali olmaktadir. Bu amagla tek enzim kesimi
ile ger¢eklesen klonlamalarda vektore defosforilizasyon uygulanir. Defosforilizasyon

kosullar1 Tablo 3.8’de verilmistir.

Tablo 3.8: Defosforilizasyon kosullart.

Bilesenler Son konsantrasyon

Dogrusal DNA plazmit | 1 pg

10 X CIAP tampon 1X 37 °C 2 saat
CIAP 1U 65 °C 15dk.
dH20 20 pl’ye tamamland1

3.2.4 Hucre Kiulturt Teknikleri

3.2.4.1 Hiicre Kiiltiirii Tekniklerine Kullanilan Soliisyonlar

32411 PBS Tamponunun Hazirlanmasi

100 ml’ye 1 adet tablet PBS (Phosphate Buffered Salin) (Sigma) eklerek
¢ozildu. 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. +4 °C’de muhafaza edildi.
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3.24.12 Tripsin-EDTA (TE) Tamponunun Hazirlanmasi

% 0.05 Tripsin ve 0.5 mM EDTA 1 X PBS igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 121
°C*de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. +4 °C* de muhafaza edildi.

3.24.13 FCS (Fetal Sigir Serumu)’un Hazirlanmasi

FCS ticari olarak temin edildi (Gibco). -20 °C’de sakland1 ve taginmasi soguk
zincirle yapildi. Stok serum ilk kullannmdan once 4 °C’de c¢oziilmesi beklendi.
Coziildiikten sonra 56 ‘C 1 saat 1s1 ile inaktive edildi. 0.22 pum filtre ile steril edildi ve
tekrar -20 "C de saklandh.

3.24.1.4 Hulcre kultird medyumunun Hazirlanmasi

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) icine L-Glutamin son
konsantrasyonu 0.2 mM ve fetal sigir serum (FCS) son konsantrasyonu %10 olacak

sekilde ilave edildi. Tiim bilesenler 0.22 um steril filtreden siiziilerek steril edildi.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Hiicre Hatlar:

Calismada kullanilan Saos-2 hiicreleri Cardiff Universitesi (Ingiltere) dgretim
tlyesi Dr. Kenneth Wann ve Dr. Deborah Mason’dan, MG63 (insan Osteosarkoma)
hiicreleri Dokuz Eylul Universitesi Biyofizik Anabilim Dali &gretim Uyesi Dr.
Berivan Erik’ten, PC-3 ve DU-145 (Insan Prostat Kanseri) hiicreleri, Ege Universitesi
Biyomiihendislik Anabilim Dal1 6gretim tiyesi Prof. Dr. Kemal S. Korkmaz’dan, Panc
hiicreleri Balikesir Universitesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Anabilim Dali §gretim
tyesi Yrd. Dog. Dr Hatice Yildirim’dan, HUVEC hiicreleri Bilkent Universitesi
ogretim iiyesi Dr. Ayse Begiim Tekinay’dan, HT-29 (insan Kolon Kanseri) hiicreleri
Ege Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali dgretim iiyesi Prof. Dr. Ismet D.

GURHAN’ dan, Insan Karaciger kanserli hiicre hatt1 (Hep3B) ATTC’den temin edildi.
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3.2.4.3 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Hiicre soyu ile ¢alismaya baglamadan en az yarim saat Once steril kabin
calistirildi ve % 70’lik alkol ile steril kabinin i¢ yizeyi temizlendi. 37 °C’ye 1litilan
FCS ve medyumun dis yiizeyleri % 70’lik alkol ile temizlenerek kurulandi ve steril
kabin igine alindi. Uzun doénemde -80 °C’de saklanan hiicre hatlariin biiyiitiilmesi
icin -80 °C’den ¢ikarilan hiicreler 37 °C sicakligindaki su banyosuna alindi ve hizlica
coztinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10 FCS igeren medyuma alindi, alt Ust
edildi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Stipernatant uzaklastirildi, olugan pellet
75 cm?’lik flasklar icin 15 ml medyum ile ¢oziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar
etiketlendi ve 37 °C, %5 CO: iceren inkubatore konuldu.

3.2.4.4 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler sikigik duruma gelince yani bulunduklart yilizeyi %80-90 oraninda
kaplayinca, igerisindeki medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS tampon ile
yikand1 Tripsinizasyon ile hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi saglandi. Hiicreler
yiizeyden ayrilinca FCS i¢eren medyum eklenerek Tripsin-EDTA ’nin inaktive olmasi
saglandi. Yiizeyden alinan hiicreler 1000 rpm 'de 5 dakika santriftij ile ¢oktaruldi.
Slpernatant uzaklastirildi. Pellet medyum ile ¢6ziildii ve flasklara ekim yapildi.
Flasklar etiketlendi ve 37 °C, %5 CO: iceren inkiibattre konuldu.

3.2.4.5 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Tripan Mavisi Canhlik Testi) ve

Hiicre Sayimi

Toplam hiicre stspansiyonun mililitresindeki hiicre sayis1 hesaplamak igin,
lizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alan, 0.1 mm derinligi olan ve boylelikle toplam
hacmin hesaplanabildigi Thoma lam1 (hemositometre) (Sekil 3.5) kullanildi. Canli ve
ol hiicreleri ayirt etmek i¢in10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde Tripan Mavis (1:1
diltisyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Ol hiicreler mavi

boyanirken canli olanlar boyanmazlar. Alanda bulunan canli hiicreler sayildi.
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Sekil 3.5: Hemositometre

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulunur.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10%

3.2.4.6 Hiicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler sikigik duruma gelince igerisindeki medyum uzaklastirildi. Hiicreler
2 kez steril PBS ile yikandi. Tripsinizasyon ile hiicrelerin yilizeyden ayrilmalari
saglandi. FCS igeren medium eklenerek Tripsin-EDTA’ nin inactive olmasi saglandi.
Yiizeyden ayrilan hucreler 1000 rpm ‘de 5 dakika santrifuyj ile ¢oktiruldu. Stpernatant
uzaklastirildi. Hucre pelleti % 10 DMSO igeren FCS ile dikkatlice ¢ozuldu. Cryovial
tiplerine konuldu ve etiketlenerek -80 °C’lik dolapta stoklandi.

3.2.5 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Tlgili Teknikler

3.2.5.1 Kalsiyum Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyon icin hicreler bir giin 6nceden 12 kuyucuklu plakalara her bir
kuyu igin 25x10* hiicre olacak sekilde paylastirildi. 45 pl son hacimde; 2 mM CaCls
soliisyonu hiicrelere transfekte edilecek DNA ile karistirildi. Karigimin {izerine 45 ul
2 X HEPES pastor pipeti yardimiyla damla damla eklendi ve presipitasyonun olusmasi
icin yarim saat beklendi. Siirenin sonunda presipitasyon olusumu kontrol edildi.

Ependorf icerisinde tortu olusumu gozlendikten sonra karisim plakalardaki her bir

40



kuyucuga damla damla eklendi. Plakalar hafifce sallanarak karigimin yayilmasi
saglandi. Hucreler CO2’li inkiibatérde 6 saat bekletildi. Siirenin sonunda
kuyucuklardan medyum uzaklastirildi. Hiicreler iki kez PBS ile yikandi ve taze
medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda lusiferaz ve salinan

alkalen fosfat aktivitesi luminometre ile 6lguld.

25cm? flasklarda transfeksiyondan bir giin 6nce hiicreler yaklasik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA ve 2mM CaCl; ayri bir tiip iginde
hazirlandi (Tablo 3.9). Uzerine 2 X Hepes pastdr pipeti yardimiyla damla damla
eklenerek yarim saat prespitasyon i¢in oda sicakliginda bekletildi. DNA/Kalsiyum
fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karisim damla damla kuyucuklara eklendi. Flask
hafifce sallanarak karisimin dagilmasi saglandi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu
degistirilerek, PBS ile kuyular yikand1 ve taze medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra
hicreler tripsin-EDTA ile kaldirildi ve pellet haline getirilerek RNA izolasyonlart ve

protein ¢alismalar1 i¢in -80 °C dondurucuda saklandi.

Tablo 3.9: Kalsiyum fosfat presipitasyonu ile gegici transfeksiyon ¢alismalarinda

kullanilan soliisyonlar.

2 mM CaCl; 14.7 g CaCly, 50 ml’ye dH20 ile tamamlandi.
Otoklavlandiktan sonra filtrelenip +4 °C” de muhafaza edildi

1.6 g NaCl, 0.04 g Na;HPO4, 1.3 g HEPES dH0O ile 100
2X HEPES ml’ye tamamlandi. pH: 7.05—7.12 araliginda olmalidir.
Otoklav yapilarak filtre edildi ve -20 °C* de muhafaza edildi.

3.2.5.2 Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Olciilmesi

12 kuyucuklu plakalarda yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonrasinda hiicre kiiltiirii medyumundan 50 pl alinarak 96
kuyucuklu plakalara eklendi. 10 X Substrat solusyonu hazirlandi ve daha sonra
Olgtimlerde kullanilmak tizere 1 X’e Reaksiyon tampon ile seyreltildi (Tablo 3.10).
Her bir 6rnek i¢in taze hazirlanmis 1 X Substrat/Reaksiyon tamponundan 5 pl

medyumun {izerine eklendi ve hizlica luminometrede sonuglar okundu.
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Tablo 3.10: Lusiferaz ve SEAP aktivitesinin 6l¢limiinde kullanilan soliisyonlar.

10 X Substrat Solusyonu Liyofilize durumdaki substrat, substrat
tamponu ile ¢6zuldi

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu 10 X substrat solusyonu, reaksiyon tampon
ile 10 kat sulandirilip her 6l¢iim igin 5 pl
kullanildi.

1 X Dilusyon Tamponu 5 X dilusyon tamponu dH20 ile 5 kat
sulandirilarak her bir 6rnek igin 75 pl
kullanilda.

3.2.5.3 SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) Aktivitesinin Olcuimi

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda ayrilan 25 pl hiicre kiiltiirii
medyumu 96 kuyucuklu plakalara konuldu. 5 X dilusyon tampon 1 X’e dH20 ile dilte
edildi (Tablo 3.10). 1 X diliisyon tamponundan 75 pl medyumlarin tizerine eklendi.
Plaka aliiminyum folyo ile sarilarak 65 ‘C’ de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 2-3 dk
buzda bekletilerek sogutulduktan sonra oda sicakligina gelmesi beklendi. Oda
sicakligindaki SEAP substrat solusyonundan her bir 6rnege 100 pl eklendi ve 6rnekler
oda sicakliginda 10-60 dakika bekletildi. Islem sonunda sonuglar luminometrede

okutuldu.

3.2.6 RNA Tabanh Teknikler

RNA calismalarinda kullanilacak olan tamponlarin tamami1 RNAaz igermeyen
su ile hazirlandi. Kullanilan suyun Rnaz’dan arindirilmasi i¢in 1 ml Dietilpirokarbonat
(DEPC), 1000 ml dH20’da ¢ozulup 37 °C’de 12 saat bekletildikten sonra 121 °C’de
20 dakika otoklavlandi.

3.2.6.1 Hiicre Pelletlerinden RNA izolasyonunun Yapilmasi

Pellet haline getirilerek RNA izolasyonlari ig¢in -80 °C dondurucuda saklanan
ornekler buz lzerinde dikkatlice ¢ozuldi. GeneJET RNA Purification Kit (Thermo
Scientific) protokoliinde 6nerildigi sekilde RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA Ornekleri

uzun dénemde kullanilmak tizere -80 °C dondurucuya kaldirildi.
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3.2.6.2 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklarmin tayini i¢in 260 nm ve 280
nm’de absorbanslar1 alindi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger i¢in 270 pl dH20,
RNA olgtimleri icin 264 pl dH20 ve 6ul RNA 6rnegi konuldu. Elde edilen absorbans

degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller kullanildu.

RNA miktar1 = Azeo X sulandirma degeri x 40 ng/pl, Saflik = Azeo/ A2go

3.2.6.3 RNA Jel Elektroforezi (Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi)

Elektroforez tanki ve aparatlari jel dokiilmeden once % 0.5’lik SDS ile
yikandiktan sonra DEPC’li sudan gegirildi. Daha sonra etonal ile yikandiktan sonra
pecete iizerinde etiive yerlestirilerek kurumaya birakildi. 0.5 gr agaroz, 5 ml 10 X FA
jel tampon (Tablo 3.11) ve 50 ml DEPC’li su mikrodalgada kaynatildi ve buharlagsma
bitene kadar sogumaya birakildi. 900 ul formaldehit ve 1 pl etidyum bromir eklenerek
kasete dokuldi. Jel donduktan sonra kaset 1 X FA jel tampon (Tablo 3.12) ile
doldurulan tanka yerlestirilir. RNA 6rnekleri jele yliklenmeden dnce 70 °C’de 10 dk
1s1 ile denatiire edilip daha sonra 10 dk buzda bekletildi. Ornekler jele yiiklenerek 90
Voltta yirituldi. Elektroforez sonucu dijital jel goruntiileme sistemi kullanilarak

degerlendirildi.

Tablo 3.11: Formaldehit agaroz jel elektroforezi jel tamponu.

10X FA jel tamponu Stok Sol. Son Konsantrasyon
(10 X)

MOPS (pH:7) 1M 02M

EDTA (pH:8) 0.5M 0.05M

NaAc 1M 0.01M

Tampon DEPC’li su ile hazirlanip pH: 7.0’ye ayarlandi. Otoklavlanarak steril

edildi.
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Tablo 3.12: 1 X FA jel elektroforezi tank tamponu.

FA Tank Tamponu son
Konsantrasyon

10 X FA Jel Tamponu 1X

% 37°1ik (12.3 M)

Formaldehit 0.25M

DEPC’li dH,0 I L'ye
tamamlandi.

3.2.6.4 cDNA Eldesi ve RT-PCR

RT-PCR iki ayr1 basamak olarak yapildi. Oncelikle miktarlari belirlenen RNA
orneklerinden 1pug olacak sekilde RNA kalibi eklenerek Reverse-Transkriptaz (RT)
enzimi kullanilarak cDNA sentezlenmesi gergeklestirildi. Reaksiyon kosullar1 Tablo
3.13’de gosterildigi sekildedir. Elde edilen cDNA’lar kullanilarak ikinci basamakta 1
ul’si  kullanilarak  BOlum  3.2.3.3°de anlatildigi  sekilde PCR reaksiyonu
gerceklestirildi.

Tablo 3.13: cDNA eldesi i¢in uygun RT-PCR bilesenleri.

Reaksiyon Bilesenleri Son konsantrasyon
RNA kalip 1 g
Oligo dT 200 pmol
dH20 Xul
Son hacim 12.5 ul
65 °C’de 5 dk
5X Reaction tamponu 1X
Ribolock Rnase inhibitor 20 U/ul
dNTP mix 1mM
M-MuLV Reverse Transcriptase | 10 U/ul
Son hacim 20 uL.
42°C’de 60 dk
70°C’de 10 dk
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3.2.6.5 Real-Time PCR

Real time PCR ¢aligmalar1 Light Cycler 485 (Roche Diagnostic) kullanilarak
yapildi. Reaksiyon 10 pl son hacimde 5 ul SYBR® Green PCR Master Mix, 1 ul
cDNA, 100 ng/ul’lik forward ve reverse primerleri stogundan 0.5’er ul ve 3 pul dH20
kullanilarak yapildi. Buna gore her bir cDNA en az {i¢ tekrarli olarak SP1, C/EBPa,
USF, Tip | Kollajen, Tip Il Kollajen, Tip 11l Kollajen, ADAMTS-3 ve Insan B-2
Mikroglobulin genleri icin calisildi. Insan B-2 Mikroglobulin geni sonuglarin

normalizasyonu amaciyla kullanildi. Dongii kosullar1 Tablo 3.14’de belirtilmektedir.

Tablo 3.14: Real Time PCR dongii kosullart.

Segment Dongu Sicakhik Sure
1 1 95°C 10 dk
95°C 10 sn

2 X35 55°C 15 sn
72°C 10 sn

3 1 72°C 1dk

3.2.6.6 Sonuc¢larin Degerlendirilmesi

Real Time PCR sonuglari Livak metoduna gore degerlendirildi [154]. SP1,
C/EBPa, USF, Tip I Kollajen, Tip 11 Kollajen, Tip Il Kollajen, ADAMTS-3 i¢in elde
edilen Ct degerleri, internal kontrol genin (Insan B-2 Mikroglobulin) Ct
ortalamasindan ¢ikarildi. Elde edilen degerin 2 tabanindaki kuvveti alindi. Kontrol
gruplar1 kendisine boliinerek “1” birim olarak kabul edildi. Deney gruplar1 kontrol
degerine boliindii ve 1’in kat1 seklinde sonuglar elde edildi. Istatistiksel analizler
MiniTab (One Way ANOVA) ile gerceklestirildi. p<0.05 oldugu durumlar istatistiksel

olarak anlamli olarak kabul edildi.
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3.2.7 Protein Tabanh Teknikler

3.2.7.1 Western Blot

3.2.7.11

Western Blot Calismalarinda Kullanilan Cozeltiler

Western blot c¢alismalarinda kullanilan tamponlarin konsantrasyonlar1 ve

hazirlanma sekilleri Tablo 3.15°te verilmistir.

Tablo 3.15: Western blot ¢alismalarinda kullanilan tampon ve ¢6zeltiler.

RIPA Tamponu

10 mM Tris-HCI (pH:8), %1(v/v) Triton
X100, %0,1 (v/v) SDS, %0,1 (v/v)
sodyum deoxycholate, LmM EDTA, 1mM
EGTA, 140 mM NaCl, proteaz inhibitoru.

Bromfenol Mavisi Sollisyonu

%0.05 (w/v) bromfenol mavisi distile su
icinde ¢oziilerek hazirlandi.

Yiikleme Boyasi

1.4 gr Tris, 4 gr SDS, 20 gr Sukroz, 4 mg
bromfenol mavisi, pH:6.8’e ayarlanarak
100 ml’ye tamamlandi.

SDS PAGE Ayirma Jeli Tamponu

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

SDS PAGE Yigma Jeli Tamponu

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

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu

25 mM Tris, 250 mM Gilisin, %0,1 (w/v)
SDS

Boyama Cozeltisi

0.25 g Coomassie Brillant Blue 250, 100
ml % 95°lik Etanol, % 10 Asetik Asit

Aritma Cozeltisi

Hacimce %7.5 Asetik Asit, %5 Metanol
ve %87.5 distile su

Western Blot Transfer Tamponu

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

10X Tris Buffered Saline (10X TBS)

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

Stripping Tamponu

1 M Glycine, %1 SDS, pH: 2.5

Film Yikama Tamponu

3.5 L suigerisine 1.25 L A sollsyonu 125
ml B soltisyonu, 125 ml C soliisyonu
eklenerek hazirlandi.

Fiksator Tamponu

1.4 L su icerisine 500 ml A sollisyonu ve
50 ml B soliisyonu eklenerek hazirlandi.

Ponceau Boyasi

10 ml saf su igerisine 300 pl glasiyel
asetik asit, 0.033 g Ponceau boyasi
koyuldu. Saf su ile 30 ml’ye tamamlandi.
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3.2.7.1.2 RIPA Tamponu ile Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Belirlinen inklbasyon surelerinin sonunda kontrol ve deney grubuna ait
hiicreler 2 kez soguk PBS ile yikandi. Buz iizerinde kuyulara RIPA solusyonu (Tablo
3.15) eklenerek hiicre kaziyicisi ile hiicreler kazindi. Sogutulmus ependorf tiiplerine
alinan hiicreler 45 dakika buz iizerinde bekletildi. Bu siire i¢inde bir ka¢ sefer 6rneklere
pipetaj yapildi. 45 dakika siirenin sonunda ornekler +4 ‘C’de 12.000 g’de 10 dk
santrifiij yapildi. Ust kistmdaki sivinin konsantrasyonu belirlenerek proteinler -80 "C
dolaba kaldirildi.

3.2.7.1.3 SDS-PAGE

SDS-PAGE jelinin hazirlanmas1 amaciyla elektroforez aparatlart ve cam
levhalar dH20, %70’lik etanol ve son olarak isopropanol cozeltisi ile temizlendi.
Ayirma ve yigma jelleri Tablo 3.16°da belirtildigi sekilde hazirlandi. Protein 6rnekleri
30 pg olacak sekilde yiikleme boyasi ile karistirildi ve 95 ‘C’de 5 dk denatiire edildi.
Jelin bir kuyusuna 5 pl Prestained Page Ruler Plus (Thermo 26616) buytklik belirteci
olarak yiklendi. SDS-PAGE tanki1 % 0.1 SDS iceren 1 X yiriutme tamponu ile
doldurularak 120 volt akimda 6rnekler yiirtitiildii.

Tablo 3.16: SDS-PAGE ayirma ve yigma jeli igerikleri.

Jel Icerigi %10 . %05 .
Ayirma Jeli Yigma Jeli
Yigma Jeli Tamponu - 2.5 ml
Ayirma Jeli Tamponu 2.5 ml -
Akrilamid: Bisakrilamid (37.5:1) | 2.5 ml 1.25 ml
ddH20 5ml 6.25 ml
%210 (w/v)Amonyum PerSilfat | 100 ul 100 pl
TEMED 10 pl 10 pl
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3.2.7.14 SDS Jelinin PVDF Membrana Transferi

Proteinlerin elektroforetik transferi icin Bio-Rad Laboratories, Bio-Rad Trans
Blot sistemi kullanildi. Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar
kullanild1. Jeller cam levhalar arasindan ¢ikarildi, yigma jeli kesilerek uzaklastirildi ve
jel soguk transfer tamponu (Tablo 3.15) igine alinarak dengelenmesi icin oda
sicakliginda 10 dakika inkube edildi. 1 dakika sureyle metanolde bekletilerek aktive
adilen PVDF membranlar ve kurutma kagitlar1 jel ile ayni boyutlarda kesilerek
hazirlandi. Bu sirada siinger pedler ve transfer aparatlar1 da transfer tamponu icine
alindi. Daha sonra sandvi¢ hazirlamaya baslandi. Bunun icin transfer kaseti arasina
sirasiyla slinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi, stinger olacak sekilde
sandvi¢ hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigi kalmamasina dikkat edildi. Daha sonra
kaset, transfer tamponu ile dolu olan blotlama tankina yerlestirildi ve 15 volt akimda

+4 °C’de 1 gece transfere birakildi.

3.2.7.15 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml bloklama
cozeltisinde (% 5 yagsiz siit tozu ve % 0.1 Tween20 iceren 1 X TBS) 1 saat horizantal
calkalayicida oda sicakliginda bloklamaya birakildi. Siire sonunda bloklama ¢ozeltisi
uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun icgin % 0.1
Tween20 iceren 1 X TBS kullanildi (Tablo 3.15). Membran primer antikor ile 1 gece
+4 °C’de inkiibe edildi. Daha sonra sekonder antikor ile bir saat oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi. Sekonder antikor uzaklastirildi, membran 5 dakikalik siirelerle 3

kez yikandi ve goriintiilemeye gecildi.

Bantlar ECL Western Blotting Substrat’1 (Pierce) kullanilarak goriintiilendi ve
karanlik odada X-Ray filme basildi. Film sirasiyla 2’ser dakika banyo solusyonu ve
sabitleyici soliisyonlarinda (developer ve fixer soliisyonlarinda) ve 1 dakika suda
bekletilerek tab edildi.
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3.2.7.1.6 Western Blot Analizi

Sonuglar Image J programi kullanilarak densitometrik olarak degerlendirildi.
B-Aktin proteini tiim deney ve kontrol gruplarinda ¢alisilarak normalizasyon amaciyla

kullanildi.

3.2.7.2 Immiinofloresans Deneyleri

Sterilizasyonu yapilan 6zel yuvarlak lameller 24 kuyucuklu plakalara
yerlestirildi. Hicrelerin ekimi 125.000 hiicre/kuyu olacak sekilde yapildi. Bir gece
inkiibasyona birakilan hiicrelerin, ertesi giin medyumlart uzaklastirilarak PBS ile iki
kez yikandi. Hiicreler %4’liik paraformaldehit ¢Ozeltisinde 15 dk oda sicakliginda
bekletilerek fikse edildi. Fiksatif uzaklastirildi, hiicreler iic kez PBS ile yikandi.
Yikama sonrast hiicreler %0.3 (v/v) Triton X-100 iceren PBS’de 5 dk bekletildi.
Hiicreler PBS ile yikandi. Spesifik olmayan baglanmalar1 engellemek icin %10 BSA
iceren PBS ile yarim saat oda sicakliginda bloklandi. PBS ile 5 dk yikanarak bloklama
soliisyonu uzaklastirildi ve diliiye edilmis primer antikor eklendi (Primer antikor 1/50
veya 1/100 oraninda %1 BSA iceren PBS ile sulandirildi). Hiicreler gece boyunca +4
°C’de 151k gecirmeyen nemlendirilmis kapakli bir kapta ya da “humid chamber”da
primer antikor ile inkiibasyona birakildi. Ertesi giin primer antikor uzaklastirilarak
hucreler PBS ile ii¢ kez 5’er dakika yikandi. Sekonder antikor uygulama iglemleri
karanlik ortamda yapildi. Sekonder antikor 1/100 konsantrasyonda olacak sekilde %1
BSA iceren PBS ile sulandirildiktan sonra nemlendirilmis ve 151k gegirmeyen kapakli
bir kaba yerlestirilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor
stiresinin sonunda hucreler ii¢ kez 5’er dakika PBS ile yikandi. Cekirdek boyamasi
yapilacak olanlar hiicrelere 1 pg/mL DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) boyasi
eklendi ve 5 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra PBS ile yikama yapildi.

Preperatlarin mikroskop incelemesine hazirlanmasi amaciyla lamlarin iizerine
floresans sinyalin zamanla solmasini engelleyecek ticari antifade tampon (Invitrogen)
damlatildi. Kuyucuklarin tabaninda bulunan yuvarlak lameller ¢ikartilip ters gevrilerek
lam iizerine yerlestirildi. Floresans goriintilemeleri Balikesir Universitesi Tip

Fakiiltesi Mikrobiyoloji Anabilim Dali blnyesinde bulunan ED200 floresans
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atagmanli Olympus BX51 marka mikroskopla yapildi. Fotograflar, ayn1 mikroskoba
takili Olympus DP72 marka dijital fotograf makinesi ile gekildi.

3.2.7.21 Immun Florsans Analizi

Floresans mikroskobu kullanilarak elde edilen goriintiiler Image J programinda
densitometrik olarak degerlendirildi. Image J programinda hucrelerin gevresi
isaretlenerek elde edilen degerler kullanilarak total hiicre floresans 1s1masi asagida
gosterildigi gibi hesaplandi.

Total hiicre

floresans 1g1masi = Tiim yogunluk — ( Hiicre alani x arka plan degeri)

3.2.8 DNA-Protein Etkilesimine Dayah Teknikler

3.2.8.1 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) Teknigi

EMSA, DNA-protein etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir.
DNA-protein kompleksinin olusmasi durumunda, bu kompleks denatiire olmayan
jelde serbest DNA molekiiliine gore daha yavas hareket etmektedir. Ilgili proteinin
DNA’ya baglanmasi durumunda jeldeki hareketi degiserek daha arkada kalmaktadir.
DNA’nin hareketindeki bu degismeler degerlendirilerek diisliniilen protein ile

etkilesime girip girmedigi belirlenebilmektedir.

3.28.1.1 Osteosarkoma  Hucrelerinden Nikleer Ekstraktlarin

Hazirlanmasi

Herhangi bir uygulama yapilmis veya yapilmamis 75 cm?’lik flask yiizeyindeki
hicreler buzda sogutulmus 10 ml PBS ile iki kez yikandiktan sonra 3 ml TEN tamponu
eklendi ve buz tzerinde 5 dk bekletildi. Hiicreler flask yiizeyinden hiicre kaziyicisi
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yardimi ile kazinarak 2 ml’lik tliplere alindi. +4 °C’de, 14.000 rpm’de 20 sn
santrifiijlendi. Pellet 1,5 ml soguk PBS ile yikandi. 4 °C’de, 14.000 rpm’de 5 dk
santrifilj edildi. Ust kisim atild1. Pellet 50 pl A tamponunda stispanse edildi. Suispanse
haldeki 6rnekler 15 dk buzda bekletildi ve hamilton enjektoériinden 5 kez gecirilerek
lizis edildi. Lizat +4 °C’de, 14.000 rpm’de 20 sn santrif(jj edildi. Olusan pellet 60 pl
C tamponunda stispanse edildi. Ornekler buzda 30 dk bekletildikten sonra +4 °C’de,
14.000 rpm’de 5 dk santriflij edildi. Stpernatanttan protein miktar1 belirlendikten

sonra 10 ul’lik hacimlere ayrilarak -80 °C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.8.1.2 Oligoniikleotitlerin Isaretlenmesi

Reaksiyon eger ki primerler biotinsiz ise biotinleme ve onu takip eden
baglanma reaksiyonu olmak iizere 2 basamaklidir. Biotinleme ve baglanma reaksiyonu
Tablo 2.18 ve Tablo 2.19°da gosterilmektedir. Biotinleme i¢in kullanilan TdT enzimi
sulandirilarak kullanildi. Sulandirilan enzim daha sonra biotinleme reaksiyonunda
kullanildi. Bu amagla 6ncelikle Tablo 3.17°de gosterilen sulandirma islemi ardindan
Tablo 3.18°de gosterilen biotinleme reaksiyonu kuruldu. Bilesenler biotinlenmek
istenen oligo ile birlikte tiipe konuldu, 37°C’de yarim saat inkiibasyona birakildi.
Tamamlanan stre sonunda reaksiyonu durdurmak igin ortama 2.5 pl 0.2 M EDTA
(pH:8) eklendi. Sonrasinda TdT enzimini uzaklagtirmak ic¢in ortama 50 pl
Kloroform:izoamil alkol (24:1) eklenerek, kisa siireli vorteks ve 1-2 dakikalik yiiksek
devirli santrifiij ile 2 ayr1 faz olugsmasi saglandi. Enzimsiz ve biotinlenmis oligolarn
bulundugu iist faz temiz bir ependorfa alinarak, EMSA’da kullanilmak tizere -20°C’de

saklandi.

Tablo 3.17: Enzim sulandirma reaksiyon bilesenleri.

Bilesen Hacim (ul)
5 X TdT Reaksiyon Tamponu 1X
dH.0 Xul
TDT (20 U/pl) 2 U/l
Toplam 10 pl
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Tablo 3.18: Biotinleme reaksiyonu bilesenleri.

Bilesen Hacim (ul) | Son konsantrasyon
Saf su 25 ul -

5 X TdT reaksiyon tamponu 10 pl 1X

Kontrol oligo (1 uM) 5ul 100 nM
Biotin-11-UTP (5 uM) 5ul 0.5 uM
Sulandirilmig TAT(2 U/ul) 5ul 0.2 U/ul

Son hacim 50 pl -

3.2.8.1.3 Oligonukleotitlerin Baglanmasi

Oligonukleotitlerin baglanmasi igin her bir oligonikleotitten 500 fmol/ul
olacak sekilde alinarak, 50 pl son hacimde dH2O icerisinde sulandirildi. Reaksiyon
PCR tiipiinde gerceklestirildi. Cift zincirli hale gelmeleri icin 95 ‘C’de 5 dk

inkiibasyona birakildiktan sonra oda 1sisinda yavagga sogumalar: i¢in bekletildi.

3.28.14 Baglanma Reaksiyonu ve Orneklerin EMSA Jelinde

Yuratulmesi

Baglanma reaksiyonu i¢in Tablo 3.19°daki bilesenlerden olusan reaksiyon
kurulmaktadir. Tipler reaksiyon kurulduktan sonra oda 1sisinda 20-60 dakika

inkiibasyona birakild.

Tablo 3.19: Baglanma reaksiyon bilesenleri.

Bilesenler Son Reaksiyonlar
Konsantrasyon
Serbest R. | Yarisma R.
Ultra saf dH.0 - Xl X ul
10 X Baglanma Soliisyonu 1X 2 ul 2 ul
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Tablo 3.19 (devamm): Baglanma reaksiyon bilesenleri.

1 pg/uL PolydldC 50 ng/ul 1l 1l
Opsiyonel: 1M KCI 40 mM - -
Opsiyonel: 200 mM 0.1 mM - -
EDTA

Etiketsiz DNA 100.000 fmol/pl - 2
Nukleer Ekstrakt Sisteme bagli Xl Xul
Etiketli DNA 20 fmol/ul 1 1
TOPLAM - 20 pl 20 pl

Tablo 3.20°deki bilesenleri iceren EMSA jeli hazirlandiktan sonra 1 gece
+4°C’de bekletildi. Ertesi giin hazirlanan %6°lik jel, jel 1sisim1 sabitlemek ve ayni
zamanda jeldeki iyon dengesini saglamak amaciyla 30 dakika 100 V’da 6n yiiriitmeye

tabi tutuldu. On yiiriitmenin sonunda baglanma reaksiyonlar:1 yiikleme boyas: ile

karistirilarak jele yiliklendi ve 100 V akimda yiiriitiildi.

Tablo 3.20: EMSA jeli bilesenleri.

Bilesenler Son Konsantrasyon
% 40 Poli-Akrilamid solsyonu % 6

% 50’lik Gliserol % 4

5 X TBE tamponu 05X
TEMED 0.001

% 10 Amonyum persulfat % 0.1

dH20 4404 pl

Jel hacmi 6000 pl
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3.2.8.1.5 Proteinlerin Membrana Transferi

Jelde ydratulen orneklerin transferi i¢in naylon membran kullanildi. Naylon
membran, Whatman 3 MM kagit, siinger pedler soguk transfer tamponu (0.5 X TBE)
icinde alinarak en az 10 dk bekletildi. Daha sonra transfer kaseti arasina eksi yiiklii
kutuptan baslamak {izere sirasiyla slinger, Whatman kagidi, jel, membran, Whatman
kagidi, siinger hava kabarcig1 kalmayacak sekilde yerlestirildi. Kaset, soguk transfer
tamponu ile dolu olan blotlama tankina yerlestirildi. Transfer 90 mA akimda 1.5 saat
boyunca gergeklestirildi. Transfer sonrasinda DNA’nin membrane baglanmasini
saglayan kross-link reaksiyonu igin membran stre¢ film ile sarilarak UV
transiliminatorde 15 dk bekletildi. Kross-link sonrasinda membran oda sicakliginda
15 dk siiresince bloklama tamponu igerisinde c¢alkalandi. Bu siirenin sonunda
Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate bloklama tamponuna eklenerek 15 dk
oda sicakliginda calkalandi. Membran kitte bulunan 1 X yikama tamponu ile dort kez
yikandiktan sonra 30 ml substrat dengeleme tamponu eklenerek 5 dk galkalandi.
Biotin isaretli DNA-protein kompleksi, ECL substrati kullanilarak goriintiilendi ve

gorinttleme Fusion FX Vilber Lourmat kullanilarak yapildi.
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4. BULGULAR

41 Insan ADAMTS-3 Promotorunun pGEM-T easy vektoriine

Klonlanmasi

Insan ADAMTS-3 promotorunun klonlanmasi amaciyla 6ncelikle Boliim
3.2.3.1’de belirtigi gibi osteosarkoma hucrelerinden genomik DNA izolasyonu
yapildi. Genomik DNA’nin safliginin ve kalitesinin belirlenmesi amaciyla agaroz jel
elektroforezinde BOlim 3.2.3.4°’de belirtildigi sekilde Ornekler yuritilerek
goriintiilendi (Sekil 4.1). Bununla birlikte spektrofotometrik olarak DNA miktari
Olgiilerek konsantrasyonu belirlendi. Promotor bdlgesinin PCR ile ¢ogaltilabilmesi
icin Oncelikle gen bankasinda kayitlh olan ADAMTS-3 (NM_014243) geninden
yararlanilarak muhtemel promotor bolgesi belirlendi. Biyoinformatik olarak belirlenen
translasyon baslangi¢ noktasindan yaklasik 1380 bg {ist bolgede bulunan dizinin analiz
edilmesi kararlagtirildi. ADAMTS-3 muhtemel promotor bolgesine ait, kesim bolgesi
icermeyen forward ve reverse primerler dizayn edildi. Primerlere ait sa¢ tokasi ve
%GC analizi ve NCBI blast analizi yapildi (Sekil 4.2 ve Sekil 4.3). Ayrica pozitif
kontrol olarak GAPDH ve B-aktin primerleri kullanildi (Tablo 4.1).

Sekil 4.1: Genomik DNA jel goruntusa.
1: Osteosarkoma hticrelerinden izole edilen genomik DNA, M: DNA Buytklik

Belirteci
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Tablo 4.1: ADAMTS-3 promotor primerleri

Primer Primer dizisi Tm  islev
ADAMTS-3 Forward CATCACGAGTCGAGTTCAC 58°C  Promotor primeri
ADAMTS-3 Reverse  TGTGTCTACTCACTCCTGGC 62°C  Promotor primeri
GAPDH Forward CCCTTCATTGACCTCAACTACATGG 55°C  Pozitif kontrol
GAPDH Reverse AGTCTTCTGGGTGGCAGTGATGG 55°C  Pozitif kontrol
[-aktin Forward TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 50°C Pozitif kontrol
B-aktin Reverse AAGAAAGGGTGTAACGCAAC 50°C Pozitif kontrol
a b
\ =" ny,
\n LN 'l/ \L
\( e — . o .
% . TS
‘. \
I ,

Sekil 4.2: ADAMTS-3 primerlerine ait sa¢ tokasi analizi
a: ADAMTS-3 forward primer, b: ADAMTS-3 reverse primer

|criptions

Transcripts

Score

.......

Range 1: 22 to 40 GenB

38.2 bits(19)

GenBank Graphics

Identities

19/19(100%)

Expect
0.061

Gaps

0/19(0%)

Strand
Plus/Minus

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 3 (ADAMTS3), mRNA

Sequence ID: refiINM_014243 2| Length: 5836 Number of Matches: 1

Sekil 4.3: ADAMTS-3 forward primeri NCBI blast sonucu.

56



ADAMTS-3 promotor bdlgesini klonlamak amaciyla bu bolgeye spesifik olarak
tasarlanmig primerler (Tablo 4.1) kullanilarak PCR yapildi. PCR reaksiyonu B6lim
3.2.3.3’de anlatildig1 sekilde kuruldu. GC oranmi yiiksek bolgelerin gogaltilmasi igin
reaksiyona DMSO ve 7-deaza GTP kuvvetlendiricisi eklendi. PCR kosullar1 Tablo

4.2°de verilmistir.

Tablo 4.2: ADAMTS-3 promotor bélgesini icin yapilan PCR reaksiyon kosullari.

Sicakhik Sure Dongii Sayisi
94 °C 3 dakika 1
94 °C 1 dakika
58 °C 45 saniye x 40
72°C 1 dakika
72°C 10 dakika 1

PCR sonucunda ¢ogaltilan ADAMTS-3 muhtemel promotor bolgesi % 0,8’lik
agaroz jelde ydratulerek bantlar belirlendi (Sekil 4.4).

Sekil 4.4: ADAMTS-3 promotorunun PCR amplifikasyonu agaroz jel elektroforez
gorintusu.
M: 1kb Buyiklik Belirteci, 1-6: gDNA’nin kalip olarak kullanildigi ve PCR
kuvvetlendirici kullanilarak ¢alisilan reaksiyonlar, 7: GAPDH (+) Kontrol, 8: (-)

Kontrol

Jelde elde edilen bantlar Bolum 3.2.3.5’te anlatildigi sekilde jelden geri
saflastirildi. PCR ile ¢ogaltilan ADAMTS-3 promotor bélgesi jelden kazanildi ve
pGEM-T Easy vektoriine klonlanmak {izere ligasyonu yapildi. pGEM-T Easy

vektoriine klonlamanin amaci PCR sirasinda Taq. polimerazin iriinlerin sonuna T
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kuyruklarini eklemesi ve pGEM-T Easy vektorinin Poli A kuyruklarina sahip olmasi
sebebi ile klonlamanin daha kolay gergeklesmesidir. Bu nedenle Bolim 3.2.3.6°da
gosterildigi sekilde ligasyon +4 “C’de 1 gece inkiibasyona birakilarak gergeklestirildi.

Ligasyon urunleri E.coli DH5a hiicrelerine transforme edildi ve olusan
kolonilerden rekombinant secimi igin beyaz koloniler segildi. Segilen kolonilerin sivi
kiiltiir ekimi yapilarak ertesi giin plazmit izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen plazmitler
2 farkli kesim planmi ile Bolim 3.2.3.7°de anlatildigi sekilde EcoRI ve Apal/Pstl
restriksiyon enzimleri ile kesilerek istenilen bolgeyi icerip icermedikleri kontrol edildi.
Kesimler 37 °C’de 1 gece inkiibasyona birakilarak gergeklestirildi. Kesim suresi
sonunda 6rnekler agaroz jelde yirutilerek kesim sonucu goruntilendi. Elde edilen
sonuglara gore kesimi yapilan 10 farkli koloniden 1, 3 ve 5 nolu kolonilerin

rekombinant oldugu yani 1380bp’lik promotor pargasini icerdigi belirlendi (Sekil 4.5).

M 1 293 4 5 8. o 8 9. A0, 41 12 413, 14 15 M

o DU G Y O VY gy N e v gy e e
1000h¢

-
750h¢ L L v N
. . — -
500h¢ = -— - —
-
250h¢

M + - + - + + + - - + + - - + + M

Sekil 4.5: Promotor bélgesinin pGEM-T Easy vektoriine klonlanmasinin kontrol
kesimleri jel gorintusu.

M: Blyuklik belirteci (1kb), 1: Koloni 1 EcorRI kesimi, 2: Koloni 2 EcorRI kesimi,
3: Koloni 3 EcorRI kesimi, 4: Koloni 4 EcorRI kesimi, 5: Koloni 5 EcorRI kesimi,
6: Koloni 1 Apal-Pstl kesimi, 7: Koloni 2 Apal-Pstl kesimi, 8: Koloni 3 Apal-Pstl
kesimi, 9: Koloni 4 Apal-Pstl kesimi, 10: Koloni 5 Apal-Pstl kesimi.

4.1.1 Dizi Analizi

ADAMTS-3 promotor bolgesine ait 1380 bg’lik bolgeyi iceren plazmitin
kontrol kesiminin ardindan klonlamanin dogru sekilde gergeklestiginden emin olmak
icin REFGEN Biyoteknoloji’ye dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglar1 gen
bankasinda bulunan ve biyoinformatik olarak belirlenen muhtemel ADAMTS-3
promotor bolgesi olan dizi ile karsilastirildi (Sekil 4.6). Bio-edit programi kullanilarak
duzenlenen ADAMTS-3 promotoruna ait son dizi Gen bankasina yiklendi (Gegici
Erisim No: KX454214).
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Select: All None Selected 0
S Sk

ii Alignments o
Max Total Query E

Descnption score | score | cover | value /9™ | Accession
Genomic sequences
Homo saplens chromosome 4. altemate embly HuRe! 1916 1916 98% 0.0 97% AC 0001241
uens me 4 h mbly 1916 1916 98% 00 97% UC 00000412
m i romosome 4 nal i 11 1914 1914 98% 0.0 97% NC 0180152
Query 14 AATG-CCAGAGC-ARCCCACCCCCCCCGCCCAARATAAGTTICTITAAGARARAARTGGA 71

PLEE LR PR bbb r e bbb e e e el
Sbjct 69241514 ARTGCCCAGAGCARARCCCACCCCCCCCGCCCRARATAAGTTICTITAAGARARRAR-GGR 69241572

Query 72 AARGGGAARRARTGCGARATAGAARARARTGATCTTCTGTGCTTIGCTTCAATGAARATG 131
FERREEERRE e en e e e e bbb b ee e i
Sbjct 69241573 AAAGGGAARRARTGCGARATAGAAARARATGATCTTICTGIGCTTIGCTICAATGARARIG 69241632

Query 132 ARRTTTGAGCTCTGAGACTGGCCCCCTCTGCTCTGCAGTTTITTTCCACTICACCTTICTCA 191
FLELEERRERE e e e bbb i e e el
Sbjct 69241633 ARATTIGAGCTCTGAGACTGGCCCCCTCTGCTCTGCAGTTITTITICCACTTICACCTICTCA 69241692

Query 192 CCCCGTCCTCCCARCACAGAGTGTGCAGGAGCGAGAAGGTGCTGTAAGCGGGCACAGGCT 251
IIIIIIIIIIIIIIIIIIlllIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIIHIIIIIIIII

Sbjct 69241693 CCCCGTICCTCCCAACACAGAGTGTGCAGGAGCGAGARGGTGCTGTAAGCGGGCACRGGCT 69241752

Query 252 ARAGCCTGGGAGAGGGGGAAGGGACGAGGGGCTT TCCAACTATCTCTGCCCARRGCAGCTT 311

FEEEEERERERE e b bt r e bbbl
Sbjct 69241753 AAGCCTGGGAGAGGGGGAAGGGRCGAGGGGCTTTCCAACTATCTCTGCCCAARGCAGCTT 69241812

Query 312 TTTCGAGGCTTTTCGAGCACCATTGGTCCCTRAGGTTAGCGCGGAGARTGCTIGGGTTICC 371
PERERLERRERR e et bbb et e e bbb e et
Sbjct 69241813 TITCGAGGCTITICGAGCACCATTGGTCCCTAAGGTTAGCGCGGAGAATGCTIGGGTITCC 69241872

Query 372 CCGGAGCACAGCAGGGGGARGTATTAGCGAGAGAGACGAGCGAGCGGGAGCGGGAGARRG 431
LR RERRERE e e bbbt e e et
Sbjct 69241873 CCGGAGCACAGCAGGGGGARGTATTAGCGAGAGAGACGAGCGAGCGGGAGCGGGAGARAG 69241932

Query 432 AGGCAGGGAGAGGGCGAC TCCGCCGCACACGCAGAGGTGGGGGCGEEAGEAGCGARGGEE 491
FRLERREEREE Rt e e e e e e et
Sbjct 69241933 AGGCAGGGAGAGGGCGACTCCGCCGCACACGCAGAGGTGGGGGCGGGAGGAGCGANGGGE 69241992

Query 492 AGGAGGAGARGGCAGGCGGAGGAGGTGGGAGCAGTGGGCCGCTCGCCGGCTCCTGTTGET 551
PLEELERERREE b e e e e e e e et
Sbjct 69241993 AGGAGGAGAAGGCAGGCGGAGGRAGGTGGGAGGAGTIGGGCCGCTCGCCGGCTCCIGTIGET 69242052

Query 552 CGCAGCGCGGCAGTCTGC TGGCTGCTGGCGACCCGCGGGGGCGCTARTAAGGGGCGTCCG 611
PORRRRERRRERREEr b et e bbbt bt eennenerr et
Sbjct 69242053 CGCAGCGCGGCAGTCTGCTGGCTGCTGGCGACCCGCGGGG-CGCTAATAR-~-GGCGTCCG 69242109

Query 612 GRGCTCCCCCGGACTGCCCCTCCCCGCCGTGGCGCCCACGTCATGCGGGGGCCCGARCCC 671
R
Sbjct 69242110 GAGCT-CCCCGGACTGCCCCT-CCCGCCGTGGCGCCCACGTCATGCGGGG-CCCGAR-CC 69242165

Query 672 CGCGCCCCCCGCACCGTGTCAGGATTGGRGACCGCTCGEGEEECGEETGTGGCCCCGEEC 731
FPEERREEEEERE R e b e e b e e e e e eereet peeerrr reeennl
Sbjct 69242166 CGCGCCCCCCGCACCGTGTCAGGATTGGAGACCGCTC-GGGGECTGETGTGG-CCCGEEC 69242223

Query 732 TCGACCTCCCACCCTGGAGCCTCTCCTTCTCCGCCTAGGGGCGAGAGGAGGGGRRGGGTC 791
FOLLEEEREERE e e e bbb e Ceen i el
Sbjct 69242224 TCGACCTCCCACCCTGGAGCCTCTCCTTCTCCGCCTA-GGGCGAGAGGAGGGGA-GGGTIC 69242281

Query 792 CAGGGGGCGCCCACCGGT CCCGACTGGGCGGGACGCGCCGTTGAGTTAATTATAGGGARG 851
R N N
Sbjct 69242282 CAGGGG-CG-CCACCGGTCCCGACTGG-CGGGACGCG-CGTTGAGTTARTTATA-GGARG 69242336

Query 852 GGGGAGGETCCGAAGGGCTGETCCTGGGGCTGT AGGAARTTCACCTCCTCCAACCTCCAC 911
PEEEREERRERE v e v e e e e bbb e el
Sbjct 69242337 GGGGAGGGTCCG-AGGGCTGGTCCT-GGGCTGTAGGRARTTCACCTCCTCCRACCTCCAC 69242394

Query 912 TGGT TCCCCCAGCCAGAGARTTCTCCCCGARGAGARGCCCTGGAACCTCCAGATCTTARC 971
O NNy
Sbjct 69242395 T-GITCTCCCAGCCAGAGAATICTCCCCGARGAGARGCCCTGGRACCTCCAGATCTTARC 69242453

Query 972 CACGCGGTGATCTCCCTT CCAGGCACCAGTCACCTCCCACGTTTTGGCAGGGGGTGICCT 1031
EEEEEEREEEre e e et e e e e et e b il
Sbjct 69242454 CACGCGGTGATCTCCCTTCCRGGCACCAGTCACCTCCCACGTTTIGGCAGGGGGTIGICCT 69242513

Query 1032 TCCTTGGAAGCTCTTGGT TAAGCTTTATTCCGT TATATTAGGTTTARARGATACCACGTC 1091
L O AR AR NN

Sbjct 69242514 TCTTTGTAAGCTCTTGITTAGGCTTTATICGTTTATATTAGTTTTAARAGATACCACGTC 69242573

Query 1092 CTTTCCTTGACTCACCCGGATGCTTCCGTTTAT CCCTARAGTAC-CAGGGCTCAGCGACT 1150
N N Ny

Sbjct 69242574 CITICCTTGACTCACCCGGATGCTICCGTTTATCACTAGAGTACACAGGCCTCAGCGACT 69242633

Query 1151 CTTCCTCA-ACCCAGAT 1166

PLLREEEE FEreettl
Sbjct 69242634 CTTCCTCACACCCAGAT 69242650

Sekil 4.6: pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu yapilan 1380 b¢’lik ADAMTS-3

promotor bolgesinin dizileme sonuglarinin gen bankasindaki dizi ile karsilagtirilmasi.
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4.2  ADAMTS-3 Promotorunun Biyoinformatik Analizi

Bolgenin GC baz igerigi web tabanli programlar (Emboss) kullanilarak analiz
edildiginde translasyon baslangi¢ kodonundan itibaren (-326)-(-750)’inci bazlar arasi
CpG adasi olusmasi muhtemeldir. Klonlanmasi planlanan dizinin ortalama %GC
igerigi % 50°dir (Sekil 4.7).

Observed vs Expected

Obs/Exp
000.20.4060.81.01.2
T T T T T T
1 1 1 1 1 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Base number

Percentage

Percentage
0 20 40 80
T

0 200 400 600 800 1000 1200
Base number

Putative Islands

T T T T T T

Threshold
0.0020406081.0

1 i i i 1 i i i 1 i i 1 i i i 1 i " " 1

0 200 400 600 800 1000 1200
Base number

+1 Promoter Region of human ADAMTS3 gene -1380

Sekil 4.7: ADAMTS-3 promotoru CpG adas1 ve % GC analizi.

Promotor bolgesine ait sekonder yap1 olusumlart web tabanli program mFold
(http://unafold.rna.albany.edu/?g=mfold/DNA-Folding-Form) kullanilarak belirlendi.

Programda elde edilen sonuglara gére 14 adet sekonder yap1 olusumu belirlendi. Bu
sekonder yapilara dair maksimum ve minimum AG degerleri -203.99 kcal/mol ve -
196.11 kcal/mol. Sekil 4.8’de gosterildi.
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http://unafold.rna.albany.edu/?q=mfold/DNA-Folding-Form

LT o 'y

dG = -203.99 1650p28-07-26-34 dG = -196.11 165p28-07-26-34

Sekil 4.8: ADAMTS-3 promotor bolgesi sekonder yap1 olusumlart maksimum ve

minimum AG degerleri belirtilmistir.

4.2.1 1380 b¢ ADAMTS-3 promotoru transkripsiyon bolgeleri baglanma

analizi

Klonlanan ADAMTS-3 promotor dizisi, ATG bolgesi ve transkripsiyonun
baglangic bolgesi (+1) Sekil 4.9°da gosterildi. Yapilan biyoinformatik analizler sonucu
ADAMTS-3 promotorunun TATA kutusu i¢cermedigi belirlendi. Ayrica promotor
tizerinde olasi transkripsiyon faktorii baglanma bdlgeleri Mathinspector programi ile
belirlendi. Insan ADAMTS-3 promotor bolgesinde birgok transkripisyon faktorii
baglanma motifinin olduk¢a yogun olarak bulundugu gézlendi (Sekil 4.9).
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-1340 GTCTACTCACTCCTGGCTCGTGGACCGGTCAGTGGAGGTTGGAGCTATTT -1291
X

-1290 CCTTTTCCTCCTGTCTGCTTTCTGGAAAGCACCCACAGGTGTCTACGCCT -1241
1

-1240 GGGAGGTGGGCCTGGGCTAGGATTCCAGCAAACTCTCAGGTTGGTGTCAT -1191
Y
-1190 TTCCCCTCAGGAAGCGCCAGGCCACAGCGGGCAGAAATCATTTGATARCT -1141

-1140 TAATCTGGGTGTGAGGAAGAGTCGCTGAGGCCTGTGTACTCTAGTGATAA -1091

-1090 ACGGAAGCATCCGGGTGAGTCAAGGAAAGGACGTGGTATCTTTTAAAACT -1041
+ X
-1040 AATATAAACGAATAAAGCCTAAACAAGAGCTTACAAAGAAGGACACCCCC -991

-990 TGCCAARACGTGGGAGGTGACTGGTGCCTGGAAGGGAGATCACTGCGTGG —-941
w
-940 TTAAGATCTGGAGGTTCCAGGGCTTCTCTTCGGGGAGAATTCTCTGGCTG —-891
w

-890 GGAGAACAGTGGAGGTTGGAGGAGGTGAATTTCCTACAGCCCAGGACCAG -841

-840 CCCTTCGGACCCTCCCCCTTCCTATAATTAACTCAACGCGCGTCCCGCCA -791

O&a & *  +

-790 GTCGGGACCGGTGGCGCCCCTGGACCCTCCCCTCCTCTCGCCCTAGGCGE ~741

O o o $ a

-740 AGAAGGAGAGGCTCCAGGGTGGGAGGTCGAGCCCGGGCCCACACCAGCCC —691
a A

-690 CCGAGCGGTCTCCAATCCTGACACGGTGCGGGGGGCGCGGGTTCGGGCCC —641

O <

-640 CGCATGACGTGGGCGCCACGGCGGGAGGGGCAGTCCGGGGAGCTCCGGAC ~591

X AcO &

-590 GCCTTATTAGCGCCCCGCGGGTCGCCAGCAGCCAGCAGACTGCCGCGCTG —541

-540 CGAGCAACAGGAGCCGGCGAGCGGCCCACTCCTCCCACCTCCTCCGCCTG —-491

[m]
-490 CCTTCTCCTCCTCCCCTTCGCTCCTCCCGCCCCCACCTCTGCGTGTGCGE -441
A [m] o < O
-440 CGGAGTCGCCCTCTCCCTGCCTCTTTCTCCCGCTCCCGCTCGCTCGTCTC —391
O O
-390 TCTCGCTAATACTTCCCCCTGCTGTGCTCCGGGGAACCCAAGCATTCTCC -341
8) (@)
-340 GCGCTAACCTTAGGGACCAATGGTGCTCGAAAAGCCTCGAAARAGCTGCT -291
@] O

-290 TTGGGCAGAGATAGTTGGARAGCCCCTCGTCCCTTCCCCCTCTCCCAGGC -241

-240 TTAGCCTGTGCCCGCTTACAGCACCTTCTCGCTCCTGCACACTCGTGTTG -191

Sembol TF
-190 GGAGGACGGGGTGAGAAGGTGAAGT GGAAAAAACTGCAGAGCAGAGGGGG —141 /\ Kruppel like
[] EcrNGF

-140 CCAGTCTCAGAGCTCAAATTTCATTTTCATTGAAGCARAGCACAGAAGAT -91 o

" EJF
-90  CATTTTTTTCTATTTCGCATTTTTTCCCTTTTCCTTTTTTTCTTAAAGAA -41 Y sTar

A [m] ’
-40  88CTTATTTTGGGCGGGGCGGGGTGGGTTGCTCTGGGCATTTGCTGTCCCCA +10 X Ebox

< 0 A gh APl

+11  GTAGTTGGTGTGTGAACTCGACTCGTGATG +40 & s

Sekil 4.9: ADAMTS-3 promotor bolgesi tizerindeki muhtemel transkripsiyon faktor

baglanma bolgelerinin dizi lizerinde gosterimi.
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4.3  Cesitli Biiyiikliiklerdeki ADAMTS-3 Promotor Parc¢alarinin

Olusturulmasi

Transfeksiyon analizlerinde bazal aktivitenin belirlenmesi amaciyla
kullanilacak 4 adet promotor pargasi olusturulmasi planlandi. Bu promotor pargalari
klonlandiktan sonra biiyiik 6l¢ekli plazmit izolasyonlari yapildi. Transfeksiyonlarda
kullanilmadan 6nce restriksiyon enzimleri kullanilarak kontrolleri yeniden yapildu.

Promotor parcalarinin sematize edilmis hali Sekil 4.10’da gosterildi.

+40

-131 Lusiferaz

Lusiferaz

Lusiferaz

1340

i

Lusiferaz

Sekil 4.10: Olusturulmasi planlanan ADAMTS-3 promotor pargalarinin sematik

goruntasd.

4.3.1 TS3[-131/+40] Konstrakt i¢in Alt Klonlama Calismalar

171 be¢’lik konstraktin olusturugmasi i¢in Oncelikle uygun kesim bolgeleri
belirlendi, kesim ve ligasyon planlari olusturuldu. Sekil 4.11°de klonlama plani

sematik olarak Ozetlenmistir.
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Sacl Sacll Sacl
171b¢ 1 616b¢ 1 642b¢ vektor

724 bg

—
I
Sacll /Sacl kesim — 45 DG
I:> —— 7] b jelden kazanilan
— ) D¢

Sacll Eacl

ATG

pMet-Luc

pMet-Lue

Sekil 4.11: TS3[-131/+40] konstrakt klonlama plani

4,3.1.1 TS3[-131/+40] Konstrakt i¢cin pMet Luc vektoriiniin hazirlanmasi

Alt klonlama c¢alismalar1 i¢in pMet Luc vektoriinin gliserol stoktan sivi
besiyerine ekimi yapildi. 1 gece 37 °C’de kdiltiir blyutuldiikten sonra Bolum 3.2.2.6°da
anlatildig1 gibi plazmit mini prep izolasyonu yapildi. izolasyon sonucu pMet Luc
konsantrasyonu belirlendi. pMet Luc vektorii Boliim 3.2.3.7°de anlatildig: gibi Sacl ve
Sacll enzimleriyle kesildi. Kesim siiresi sonunda 6rnekler agaroz jelde yurataldi

(Sekil 4.12) Kesim sonrasi olugan bantlar jelden geri kazanild1.

Sekil 4.12: Alt klonlama igin kullanilan ve linearize olmus pMet-Luc vektor kesimi
agaroz jel gorintisi. 1-10: pMet luc vektor, M: Blyuklik Belirteci
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4.3.1.2 TS3[-131/+40] Konstrakt i¢in insert hazirlanmasi

pMet Luc vektoriine klonlanabilmesi i¢in ayni kesim bolgelerine sahip insert
olusturulmasi amaciyla 1366 b¢’lik promotor pargasini igeren pGEM-T Easy vektor(
Sacl ve Sacll enzimleri ile kesildi (B6lim 3.2.3.7). Kesimler 37°C’de 1 gece
inkiibasyona birakildi. Kesimler jelde yiiriitiildiikten sonra (Sekil 4.13) jelden geri

kazanilarak ligasyon i¢in hazirlandi.

M 1 2 3 4 5 6 7
!-———~—-—.

1000b¢  u—

750 bg S
500 bg

250be |
Er—

- = .- o

Sekil 4.13: pGEM-T Easy vektorii Sacl ve Sacll kesimi agaroz jel goruntusa.
M: Buyuklik Belirteci, 1-7: pGEM-T Easy vektori

4.3.1.3 TS3 [-131/+40] Konstrakt I¢in Ligasyon

Olusturulan 171 bg’lik promotor pargasi ve Sacl-Sacll enzimleri ile kesilerek
olusturulan pMet-Luc vektori Bélim 3.2.3.6°da anlatildigi sekilde +4 “C’de 1 gece
ligasyona birakildi. Ligasyon sonrast BOlim 3.2.2.5°de anlatildigi sekilde
transformasyon gercgeklestirildi. Transformasyonda olusan koloniler sivi Kkiiltiire
ekildi. 1 gece 37°C’de inkiibasyondan sonra mini plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit
konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra klonlamanin gergeklesip gergeklesmediginin
belirlenmesi i¢in Sacl ve Sacll enzimleri kullanilarak Bolim 3.2.3.7’de anlatildig1
sekilde kontrol kesimleri kuruldu. Kontrol kesimleri sonucunda Koloni 1 ve Koloni 2
icin 171b¢’lik bolgede bantlar gézlendi (Sekil 4.14). Klonlanan 171 bg’lik promotor
bolgesini iceren Koloni 1 ve 2’nin gliserol stoklar1 daha sonra maxi prep yapilmak

Uzere -80°C dolaba kaldiridi.
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M 1 2. 3 4
L

-
1000 b

250bg ﬁ

Sekil 4.14: TS3[-131/+40] konstrakt kontrol kesimi agaroz jel gorintis.
M: Blyuklik Belirteci, 1-2: 171 b¢+pMet Luc vektori koloni 1, 3-4: 171 bg+pMet
Luc vektord koloni 2.

4.3.2 TS3 [-576/+40] Konstrakt I¢cin Alt Klonlama Calismalar

616 bg’lik konstraktin olusturusmasi i¢in Oncelikle uygun kesim bdlgeleri

belirlendi, kesim ve ligasyon planlar1 olusturuldu. Sekil 4.15°de klonlama plani

sematik olarak 6zetlenmisgtir.

616bg  Dsacn

~
Sacll Sacll kesim — Y KLOT
:> ——— ] 6b¢ jelden kazamlan
-
Sacll g™, #? Sacll
&
. “6,‘5:
pMet-Luc W
Defosforilasyon
616 bg 616 bg
ATG

pMet-Luc

veya

Sekil 4.15: TS3[-576/+40] konstrakt klonlama plani

4,3.2.1 TS3 [-576/+40] Konstrakt icin pMet Luc vektoriiniin hazirlanmasi

Alt klonlama ¢aligsmalari i¢in pMet Luc vektorii gliserol stoktan sivi besiyerine
ekimi yapildi. 1 gece 37°C’de kiiltr blydtuldikten sonra Bolim 3.2.2.6°da anlatildig:

gibi plazmit mini prep izolasyonu yapildi. izolasyon sonucu pMet Luc konsantrasyonu
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belirlendi. pMet Luc vektori Sacll enzimiyle Bolum 3.2.3.7°de anlatildig1 sekilde
kesildi. Kesimler 37°C’de 1 gece inkiibasyon ile gergeklesti. Kesimler agaroz jelde
yurttildi (Sekil 4.16).

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 18 19 M

1000bg
750b¢
500b¢
250bg

Sekil 4.16: Alt klonlama i¢in kullanilan ve linearize olmus pMet-Luc vektor kesimi

agaroz jel goruntisu. 1-19: pMet luc vektoru, M: Buyuklik Belirteci

Jelden geri kazanilan pMet Luc Sacll kesim uUrunleri Bolim 3.2.3.8°de
anlatildig1 gibi defosforilizasyona tabi tutuldu. Tek enzim kesimi yapilarak lineer hale
getirilen plazmit DNA’nin ligasyon sirasinda kendi iizerine baglanmasini engellemek
amactyla her iki 5’ ucunda bulunan fosfatlarin defosforilizasyonla uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Defosforilizasyon sonrasi agaroz jel elektroforezinde yurataldu.

Defosforilayon sonrasi jelde yiiriitiilen vektor jelden geri kazanildu.

4.3.2.2 TS3 [-576/+40] Konstrakt i¢in insert hazirlanmasi

pMet Luc vektoriine klonlanabilmesi i¢in ayni kesim bdlgelerine sahip 616
be¢’lik parga olusturuldu. 616 bg’lik promotor par¢asinin olusturulmasi i¢in 1366 bg’lik
promotor pargasini iceren pGEM-T Easy vektor Sac Il enzimi ile B6lim 3.2.3.7°de
anlatilan kesim stratejisine gore kesildi. Kesimler 37°C’de 1 gece inkiibasyona
birakildi. Kesimler Sekil 4.17°de gosterildigi gibi jelde yurutildiukten sonra jelden geri

kazanilarak ligasyon i¢in hazirlandi.
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1000bg =
750bg

500bg C—

250bg

Sekil 4.17: pGEM-T Easy vektort Sacll kesimi agaroz jel gorintusu.
M: BlyukIik Belirteci, 1-7: pPGEM-T Easy vektor(

4.3.2.3 TS3 [-576/+40] Konstrakt I¢in Ligasyon

Olusturulan 616 bg’lik promotor parcast ve Sacll enzimi ile kesilerek
defosforilizasyon uygulanan pMet Luc vektorleri ligasyona birakildi. Ayni zamanda
ligasyon kontrol amagli olarak sadece pMet Luc vektorii kullanilarak da ayr bir tiipte
gerceklestirildi. Burada amag defosforilasyonun gergeklesip gerceklesmedigini
kontrol etmektir. Defosforilasyon gerceklesmediyse 616 bg’lik pargayir icermeyen
yalanci koloniler olusacaktir. Ligasyon kosullari Boliim 3.2.3.6°da anlatildigi +4 °C’de
1 gece inkiibasyona birakilarak gergeklestirildi.

Ligasyon sonrast Bolim 3.2.2.5’de anlatildigi sekilde tranformasyon
gerceklestirildi. Transformasyonda olusan koloniler s1v1 kiiltiire ekildi. 1 gece 37°C’de
inkiibasyondan sonra mini plazmit izolasyonu yapildi. Plazmit konsantrasyonlar
belirlendikten sonra klonlamanin gerceklesip gerceklesmediginin belirlenmesi igin
Sacll enzimi ile B6lim 3.2.3.7°de anlatildig1 gibi kontrol kesimleri kuruldu. Kesimler

agaroz jelde yuritildi (Sekil 4.18).
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M 1 2

1000bg
750bg

500bg

250bg

Sekil 4.18: TS3[-576/+40] konstrakt kontrol kesimi agaroz jel gérintusi. M:
Buyukluk Belirteci, 1-2: 616 b¢ + pMet Luc vektor

TS3 [-576/+40] konstraktin klonlandigi  goériildiikten sonra dogru
oryantasyonda olup olmadigmin kontrolii i¢in kesim yapildi. Pstl ve Sacl ile
gerceklestirilen kesimler sonucunda sirasiyla 419 b¢ ve 430 b¢ hizasinda bant
gozlemlendigi takdirde oryantasyonun dogru yonde oldugu sonucuna varilmasi
beklendi. Bu amagla kesimler hazirlanarak 37°C’de 2 saat inkiibasyona birakildi.
Kesim kosullar1 Boliim 3.2.3.7°de anlatildig1 sekilde yapildi. Kesimler inkiibasyon
sonrasi agaroz jel elektroforezinde yiirtitiildii (Sekil 4.19). Her iki kesim icin 400 bg
civarinda bant gozlendi. Bu kesim 616 bg¢’lik konstrakt klonlamasimin dogru

oryantasyonda gerceklestigini gostermistir.

M 1 2 3 4
P S —" — —
1000bg  Ae—
750bg
Sotbg A—

250bg

Sekil 4.19: TS3 [-576/+40] klonlama igin oryantasyon kontrol kesimi agaroz jel
goruntusu
M: Blyuklik Belirteci, 1-2: Pstl kesimi, 3-4: Sacl kesimi.
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4.3.3 TS3[-899/+40] Konstrakt I¢cin Alt Klonlama Cahsmalar

TS3 [-899/+40] konstraktin olusturusmasi igin dncelikle uygun kesim bolgeleri
belirlenmesi amaciyla ADAMTS-3 genine ait kesim haritas1 olusturuldu (bkz Ek-D).
Geni kesmeyen, vektori kesen enzimler belirlenerek kesim bdlgeleri iceren primerler
dizayn edildi. Belirlenen Hindlll (AAGCTT) ve Xhol (CTCGAG) enzim tanima
dizileri primerlerin uglarina eklenerek dizayn edildi (Tablo 4.3).

Tablo 4.3: TS3 [-899/+40] konstraktin klonlanmast igin dizayn edilen kesim bolgesi

iceren primerler.

Primer Primer dizisi Tm

ADAMTS-3_pro_F AAGCTTCAATCACGAGTCGAGTTCAC | 70°C

ADAMTS-3 pro_939 R | CTCGAGCTCTGGCTGGGAGAACAG 78 °C

Dizayn edilen bu primerler kullanilarak 1366 bg¢’lik muhtemel diziyi iceren
PGEM T Easy plazmiti kalip kullanilarak Boliim 3.2.3.3’de anlatildigi sekilde PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. PCR sonucu Boliim 3.2.3.4’de anlatildig: gibi agaroz jelde
yuriitiildii (Sekil 4.20) ve olusan bantlar Bolim 3.2.3.5’de anlatildig: gibi jelden geri

kazanildi.

Sekil 4.20: 939 be¢’lik PCR firiiniine ait agaroz jel goriintiisii.

M: Blyuklik Belirteci, 1-21: ADAMTS-3 muhtemel promoter bélgesini iceren
pGEM-T Easy vektor(, 22: (+) kontrol, 23: (-) kontrol.

Jelden kazandigimiz 939 bg¢’lik promotor pargalari, Bolim 3.2.3.6°da
anlatildig1 sekilde pPGEM-T Easy vektorii ile ligasyona birakildi. Ligasyonlar 1 gece
sonra Bolim 3.2.2.5’de anlatildig1 sekilde transforme edildi ve transformasyondan
sonra petride olusan kolonilerin sivi besiyerine ekimi yapilarak ertesi gin plazmit

izolasyonu yapildi.
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Bolim  3.2.3.2°de  anlatildigt  sekilde  spektrofotometrik  olarak
konsantrasyonlari belirlenen plazmitlerin Hindlll ve Xhol enzimleri ile kesimleri
yapilarak igerdikleri 939 bg’lik gen parcasinin elde edilmesi saglandi ve bu parca yine
Hindlll ve Xhol enzimleri ile kesilmis olan pMet Luc vektoriine ligasyonu
gerceklestirildi. Ligasyonlar ertesi giin XL-1 blue kompetant hicrelerine transforme
edildi. Transformasyon sonucu olusan kolonilerin siv1 besiyerine ekimi yapild1. 1 gece
37°C’de inkiibasyona birakilan kiiltiirlerin plazmit izolasyonu yapildiktan sonra
kontrol kesimleri gergeklestirildi. Kesimler jelde yiiriitiilerek (Sekil 4.21) klonlamanin
gerceklestigi belirlendi.

M 1 2 3 4
‘ ‘ - —
1000 bg et —

250 bg

Sekil 4.21: TS3 [-899/+40] konstrakt igin kontrol kesim sonucu.
M: Blyukluk Belirteci, 1: 1. Koloni, 2: 2.Koloni, 3: 3. Koloni, 4: 4. Koloni.

4.3.4 TS3 [-1340/+40] Konstrakt icin Alt Klonlama Calismalar:

TS3[-1340/+40] konstraktin olusturusmasi i¢in oOncelikle uygun kesim
bolgeleri belirlenmesi amaciyla ADAMTS-3 genine ait kesim haritast olusturuldu (bkz
Ek-D). Geni kesmeyen, vektoru kesen enzimler belirlenerek kesim bolgeleri iceren
primerler dizayn edildi. Belirlenen Hindlll (AAGCTT) ve Xhol (CTCGAG) enzim

tanima dizileri primerlerin uglarina eklenerek dizayn edildi (Tablo 4.4).

Tablo 4.4: TS3 [-1340/+40] konstraktin klonlanmas igin dizayn edilen kesim

bolgesi iceren primerler.

Primer Primer dizisi T™m
ADAMTS-3_pro_Forward AAGCTTCAATCACGAGTCGAGTTCAC | 70 °C
ADAMTS-3_pro_1380_Reverse CTCGAGGTCTACTCACTCCTGGC 68.2 °C
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Dizayn edilen bu primerler kullanilarak ve 1366 b¢’lik muhtemel diziyi iceren
pGem T Easy plazmiti kalip kullanilarak Bolim 3.2.3.3°de anlatildig1 sekilde PCR
reaksiyonu gerceklestirildi. PCR sonucu Boliim 3.2.3.4’de anlatildig1 gibi agaroz jelde
yiriitiildi (Sekil 4.22) ve olusan bantlar Bolim 3.2.3.5’de anlatildig1 gibi jelden geri

kazanildi.

M 1 2 3 4 5 65 T8 48 9 100 11 12 213 147 15, 16 17

wﬂ*wwww-‘~"~w.~*v~
1000 b
280

M 18 19 20 21 22 23 24

1000 b S WY Ny e _

20%

Sekil 4.22: TS3 [-1340/+40] PCR sonucu agaroz jel goérintisd.

M: Blyuklik Belirteci, 1-22: ADAMTS-3 muhtemel promotor bdlgesini iceren
PGEM-T Easy vektori, 23: (+) kontrol, 24: (-) kontrol.

Jelden kazandigimiz TS3 [-1340/+40] promotor pargalari, Bolim 3.2.3.6’da
anlatildig: sekilde pPGEM-T Easy vektorti ile ligasyona birakildi. Ligasyonlar +4°C’de
1 gece inkiibasyona birakildiktan sonra Bolim 3.2.2.5’de anlatildigi sekilde kompetant
hlcrelere transforme edildi ve transformasyondan sonra petride olusan kolonilerin sivi
besiyerine ekimi yapilarak ertesi giin plazmit izolasyonu yapildi.

Bolim  3.2.3.2’de  anlatildign  sekilde  spektrofotometrik  olarak
konsantrasyonlar1 belirlenen plazmitlerin, Hindlll ve Xhol enzimleri ile kesimleri
yapilarak igerdikleri 1380 bg gen pargasinin elde edilmesi saglandi ve bu parganin yine
Hindlll ve Xhol enzimleri ile kesilmis olan pMet Luc haberci vektoriine ligasyonu
gergeklestirildi. Ligasyonlar ertesi giin XL-1 blue kompetant hicrelerine tranforme
edildi. Transformasyon sonucu olugan kolonilerin sivi besiyerine ekimi yapildi. 1 gece
37°C’de inkiibasyonu yapilan kiiltiiriin kigik Olcekli plazmit izolasyonu sonrasi
kontrol kesimleri gergeklestirildi. Sacll enzimi ile gerceklestirilen kontrol kesimleri
neticesinde yaklagik 616 bg’lik bant gozlenmesi bekleniyordu. Kesimler jelde
yiritiilerek (Sekil 4.23) 1. ve 4. kolonilerde klonlamanin gergeklestigi tespit edildi.
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M 1 2 3 4 5
-——~———

1000 bg

500 bg
250 be

Sekil 4.23: TS3[-1340/+40] konstrakt icin Sacll kontrol kesim sonucu.
M: Blyuklik Belirteci, 1: 1. Koloni, 2: 2.Koloni, 3: 3. Koloni, 4: 4. Koloni, 5: 5.

Koloni

4.4  Farkh Hiicre Hatlarinda ADAMTS-3 Ekspresyon Calismalari

4.4.1 Farkh Hiicre Hatlarnda mRNA Diizeyinde ADAMTS-3

Ekspresyon Calismalar:

ADAMTS-3 geninin farkl: hiicre hatlarinda mRNA dizeyinde ekspresyonunun
belirlenmesi amaciyla Bolim 3.2.4.4° de anlatildigi sekilde hiicreler biiyiitiilerek,
Bolim 3.2.6.1° de anlatildigi sekilde kit prosedirii uygulanarak hicrelerden RNA
izolasyonu yapildi. Her hiicre hatti i¢in 1 pg RNA olacak sekilde cDNA sentezi Boliim
3.2.6.4> de anlatildig1 sekilde yapildi. Sentezlenen cDNA’lar kullanilarak Bolim
3.2.3.3” de anlatildig1 sekilde RT-PCR uygulamalari yapildi. RT-PCR’da kullanilan
ADAMTS-3 ekspresyon primerleri ve insan beta 2 primerleri Tablo 4.5’ de verilmistir.
Sonuclar Boliim 3.2.3.4 de anlatildig: sekilde agaroz jelde yiiriitiilerek (Sekil 4.24)

densitometrik analizleri yapildu.

Tablo 4.5: Ekspresyon ¢aligmalarinda kullanilan primerler.

Primer Dizisi Sicaklik
ADAMTS-3_Exp_F  GGAACACTGCACCAAAACCT 56°C
ADAMTS-3 Exp_ R TGTCTCCCAAACATGGTTCA 54.1°C
hSP1_Exp F AAACATATCAAAGACCCACCAGAAT 68°C
hSP1_Exp R ATATTGGTGGTAATAAGGGCTGAA 66°C
hC/EBPo_Exp F GCCAAGAAGTCGGTGGATAAGAAC 72°C
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Tablo 4.5 (devam): Ekspresyon calismalarinda kullanilan primerleri

hC/EBPe_Exp R  CGGTCATTGTCACTGGTCAACTCC 77°C
hUSF_Exp_F ACGTCTTCCGAACTGAGAATGG 66°C
hUSF_Exp_R GGTGAAAGCTCCCTGGATCA 62°C
hColLAL F CTAGACATGTTCAGCTTTGTG 60°C
hCollAl R GTTGTCGCAGACGCAGATCCG 68°C
h COL2A1_F TCGGAGAGTGCTGCCCCATCT 68°C
h COL2AL R GGCAGCAAAGTTTCCACCAAGA 66°C
hCol3AL F AGCTGGCTACTTCTCGCTCTG .
hCol3A1_R GTTCTGAGGACCAGTAGGGCA 66°C
Beta Aktin F TCCCTGGAGAAGAGCTACGA 50°C
Beta Aktin R AAGAAAGGGTGTAACGCAAC 50°C

Elde edilen sonuglar yorumlandiginda mRNA diizeyinde en yiiksek ADAMTS-
3 ekspresyonunun PC3 ve Panc hiicrelerinde oldugu goriildii. En diisiik ekspresyon
seviyesi HUVEC hicrelerinde go6zlenirken, Hep3B hiicrelerinde ekspresyon
gbzlenmedi. Tez modeli olan Saos-2 hiicrelerinde ve yan model olan MG63
hicrelerinde de ADAMTS-3 ekspresyonu oldugu belirlendi (Sekil 4.25).

Saos-2
MG63
HUVEC
Panc
PC3
Hep3b

328 be — ADAMTS3

313bg H-B2

Sekil 4.24: Farkli hiicre hatlarinda mRNA diizeyinde ADAMTS-3 ekspresyonunun

belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen RT-PCR sonucu agaroz jel gorntileri.
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0.9 4 —
0.8 A
0.7 A
0.6 1
0.5 4
0.4 1
0.3 4
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0.1 1

0 [ r T r r T 3

Saos-2 MG63 HUVEC Panc PC3 Hep3b

Delta CT degerleri

Sekil 4.25: Farkli hiicre hatlarinda mRNA diizeyinde ADAMTS-3 ekspresyon

seviyeleri.

442 Farkh Hiicre Hatlarinda Protein Diizeyinde ADAMTS-3

Ekspresyon Calismalar:

ADAMTS-3 geninin protein diizeyinde ekspresyonunun belirlenmesi amaciyla
Bolim 3.2.4.4°de anlatildig1 sekilde hicreler blyatilerek, Bolim 3.2.7.1°de anlatildig
sekilde RIPA solusyonu kullanilarak hicrelerden elde edilen proteinler 50 pg
konsantrasyonda olacak sekilde SDS-PAGE jelinde yuratildi ve daha sonra 1 gece
+4°C’de 15V’da membrana transfer edildi. Proteinlerin ADAMTS-3 antikoru ile
isaretlenebilmesi igin membran 2 pg/ml ADAMTS-3 antikoru ile 1 gece +4°C’de
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin membran yikanarak oda sicakliginda, 1 saat, 1:5000
oraninda sekonder antikora (anti-rabbit) tabi tutuldu. Olusan bantlarin ECL ¢ozeltisi
kullanilarak gortiniir hale gelmesi saglandi ve goriintiileme cihazi ile fotograflar
cekildi (Sekil 4.26). Proteinlerin densitometrik degerlendirmeleri yapilarak ADAMTS-
3 protein ekspresyonu belirlendi. Sonuglarin mRNA degerleri ile tutarli oldugu
gorildi. En yiksek ADAMTS-3 ekspresyonunun PC3 ve Panc hiicrelerinde oldugu
goruldii. En diisiik ekspresyon seviyesi yine HUVEC hiicrelerinde gozlenirken, Hep3B
hlcrelerinde protein diizeyinde ekspresyon gdzlenmedi. Tez modeli olan Saos-2 ve
MG63 hiicrelerinde protein diizeyinde ADAMTS-3 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.27).

75



Saos-2
MG63

HUVEC
Hep3b

™M
o
a
130kDa o e - ADAMTS3
303 e’ D Tl W e e Beta Atin

Panc

Sekil 4.26: Farkli hiicre hatlarindaki ADAMTS-3 ekspresyon analizi bant gorintuleri

0.9 1
0.8 1 —
0.7 -
0.6 -
0.5 1
0.4 -

0.3 1
0.2 1
0.1 1
0 T T T

Saos-2 MG63 Huvec  Panc PC3  Hep3b

ADAMTS-3/p-aktin
densitometrik deger

Sekil 4.27: Farkli hiicre hatlarinda protein diizeyinde ADAMTS-3 ekspresyon

seviyeleri

45  Insan ADAMTS-3 Genine Ait Promotorun Fonksiyonel Analizi

451 Insan ADAMTS-3 Promotor Konstraktlarmin Biiyiik Olcekli
(Maxi Prep) Plazmit DNA Izolasyonu

ADAMTS-3 promotorundan kisaltilarak olusturulmus 4 farkli promotor parcasi
TS3[-131/+40], TS3[-576/+40], TS3[-899/+40], TS3[-1340/+40]’un biiyik olgekli
plazmit DNA izolasyonu Bolim 3.2.2.7°de anlasildig1 sekile kit prosediiriine gore
gerceklestirildi. Izolasyon sonrasi ¢ogaltilan her bir plazmitin Béliim 3.2.3.4’te

anlatildig1 sekilde DNA jel elektroforezinde yiiriitiilerek kontrolleri gergeklestirildi.
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45.2 Kalsiyum Fosfat Gegici Transfeksiyonunun Salman Lusiferaz

Sisteminde Optimize Edilmesi

Gegici transfeksiyon deneyleri, kalsiyum-fosfat presipitasyonu yontemiyle
osteosarkoma  hiicrelerinde  gergeklestirildi. ~ Osteosarkoma  hiicrelerinde
transfeksiyonun optimizasyonu amaciyla oncelikle pMet Luc Kontrol ve pMet Luc
Reporter vektorleri kalsiyum fosfat presipitasyonu yoéntemi ile Bolum 3.2.5.1°de
belirtildigi gibi hiicrelere transfekte edildi. pMet Luc Kontrol vektoru viral promotor
icermektedir ve transfeksiyonda oldukca yiiksek aktivite gostermesi beklenmektedir.
Bu nedenle transfeksiyon etkinliginin Olclilmesi amaciyla kullanilan pozitif
kontroldur. pMet Luc Reporter vektéri, ADAMTS-3 promotor pargalarini
klonladigimiz normalde promotor igermeyen bir vektordiir. Klonlama yapilmamis
olan (bos) pMet Luc vektorii arka plan aktivite verip vermedigi konusunda negatif
kontrol olarak kullanilmaktadir. Lusiferaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in Clontech
Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase System kullanildi. Olgiimler Luminoskan
Ascent marka luminometre ile yapildi. Sekil 4.28’e bakildiginda transfeksiyonun

calistigi elde edilen sonuglarda goriilmektedir.

A pMet Luc Kontrol B pMet Luc Reporter
150 0.015
£ 100 £ 001 1 |
E E
- 50 = 0.005 - -
0 0
48 saat 72 saat 48 saat 72 saat

Sekil 4.28: A: pMet Luc Kontrol vektorl, B: pMet Luc reporter (haberci) vektori
transfeksiyon aktivitesi.
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453 insan ADAMTS-3 Geninin Bazal Promotor Aktivitesinin

Belirlenmesi

Osteosarkoma hiicre modeli olan Saos-2 ve MG63 hiicrelerine, daha 6nce pMet
Luc haberci vektoriine klonlamalarini gergeklestirdigimiz ADAMTS-3 promotoruna ait
farkl biiyiikliiklerdeki promotor pargalarinin transfeksiyonlar1 yapilarak ADAMTS-3
promotorunun bazal aktiviteleri karsilastirildi. pMet Luc haberci vektoriine klonlanmis
ADAMTS-3 promotor parcalari 1 pg olacak sekilde transfeksiyonda kullanildi.
Transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0.5 ug SEAP vektorl de
transfekte edildi. SEAP vektori yine viral promotora sahip transfeksiyon sonucunda
yuksek alkalen fosfataz aktivitesi veren bir vektordir. Lusiferaz degerleri SEAP
degerleri ile normalize edildi. Bolim 3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde transfeksiyon 12
kuyucuklu plakalarda ve her kuyucuk igin 5x 10° hiicre ile yapildi. Kontrol plazmitleri
transfeksiyonda 0,5 pg kullanildi. 48 ve 72 saat inkiibasyon stireleri sonunda 100 pl
medyum alinarak lusiferaz ve seap aktiviteleri Bolim 3.2.5.2°de belirtildigi sekilde
Olculdi. Buna gore ADAMTS-3’e ait tiim promotor parcalarinin aktif olduklari

g6zlemlendi.

Saos-2 hiicrelerinde yapilan gegici transfeksiyon ¢alismalarinda tiim lusiferaz
aktiviteleri goz Oniinde bulunduruldugunda 616 bg’lik TS3[-576/+40] promotor
pargasinin en yiiksek aktiviteye sahip promotor pargast oldugu belirlendi (Sekil 4.29).

+40

=
1340 @

0 0.1 02 03 04
Lusiferaz/SEAP

Sekil 4.29: Saos-2 hicrelerinde ADAMTS-3 promotor pargalarinin karsilagtirmali

bazal aktiviteleri
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Calismamizin yan modeli olan diger bir osteosarkoma hiicre modeli MG63
hiicrelerinde yapilan gegici transfeksiyon c¢alismalarinda 616 bg’lik TS3 [-576/+40]
olarak isimlendirilmis promotor parcasmnin en yliksek aktiviteye sahip promotor

parcasi oldugu belirlendi (Sekil 4.30).

+40

]
-1340 @

0 0,05 01 0,15 0.2 0,25 03 0,35
Luc/Seap

Sekil 4.30: MG63 hiicrelerinde ADAMTS-3 promotor pargalarinin karsilastirmali

bazal aktiviteleri.

46  Insan ADAMTS-3 geninin SP1, C/EBPo ve USF Transkripsiyon

Faktorleri ile Regilasyonu

Klonlamasi tamamlanan ADAMTS-3 promotoruna baglanmast muhtemel
transkripsiyon faktorleri MatInspector programi kullanilarak belirlendi (Sekil 4.9 -bkz
Ek E). Belirlenen yizlerce transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinden SP1,
C/EBPa ve USF’nin fonksiyonel olup olmadiginin belirlenmesine karar verildi. Bu
transkripsiyon faktorlerinden SP1, C/EBPa ve USF’ yi iceren ekspresyon vektorleri
kotransfeksiyon caligmalarinda kullanildi. Transkripsiyon faktorlerinin asirt ifadesi
sonrasinda Sekil 4.31°de planlandig1 sekilde mRNA ve protein diizeyinde ekspresyon
caligmalar1 s6z konusu tim transkripsiyon faktorleri etkisinde Saos-2 ve MG-63

hiicrelerinde gerceklestirilerek sonuglart degerlendirildi.
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SP1, C/EBPa ve USF’nin
Asin1 Tfadesi

L 4

Asin [fadenin
Dogrulanmasi

|

mRNA Western Blot b Transkripsiyon EMSA
ADAMTS-3 ADAMTS-3 ADAMTS-3
Tip I-1I-111

Kollajen

mRNA # Western Blotb Transkripsiyon

ADAMTS-3 ADAMTS-3 ADAMTS-3
Tip I-11-111 Tip II Kollajen
Kollajen

Sekil 4.31: SP1, C/EBPa ve USF transkripsiyon faktdrlerinin agir1 ifadesi sonrasi
ADAMTS-3 ekspresyon ¢alismalari i¢in diizenlenen plan 6zeti.

Saos-2 ve MG63 hiicrelerinde insan SP1, C/EBPa ve USF transkripsiyon
faktorlerinin gecici olarak over ekspresyonu amaciyla Bolim 3.2.5.1°de anlatildig:
sekilde hiicreler sayica 2x10° olacak sekilde 25 cm?lik kiiciik boy flasklara
paylastirildi. (Bu ekspresyon plazmitleri Cardiff Universitesi 6gretim iiyesi Dr Dipak
Ramji’den hediye olarak temin edilmistir). Bahsedilen ekspresyon plazmitleri 10 pg
olacak sekilde kalsiyum fosfat presipitasyonu yontemiyle Saos-2 ve MG-63
hiicrelerine aktarildi. Herhangi bir ekspresyon plazmiti igermeyen gruplar kontrol
grubu olarak kullanildi. En ylksek ifade olduklar1 zaman diliminin belirlenmesi
amaciyla deney gruplarina ait hiicreler transfeksiyon sonrasinda 6, 24, 48 ve 72 saat
zaman dilimleri igin inkiibasyona birakildi ve siire sonunda tripsinizasyon ile pellet
haline getirilerek daha sonra RNA izolasyonu yapilmasi amaciyla -80 °C dolaba
kaldirildi. RNA izolasyonlar1 Gene Jet RNA izolasyon kiti (Fermentas) kullanilarak
dretici firma talimatlar1 dogrultusunda yapildi. RNA miktar1 florimetre (Qubit)
kullanilarak belirlendi. Izole edilen RNA’lar ayrica Bolim 3.2.6.3’de anlatildig
sekilde formaldehit agaroz jel elektroforezinde yiiriitlilerek kontrol edildi (Sekil 4.32
ve 4.33).
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Sekil 4.32: Saos-2 hiicrelerinde kontrol ve deney gruplarina ait RNA’larin
formaldehit agaroz jel elektroforezi gorintisu.

1: Kontrol grubu Saos-2 hiicreleri, 2-3-4: SP1, C/EBPa ve USF transfekte edilen
hiicrelerden izole edilen RNA’lar (6 saat), 5-6-7: SP1, C/EBPa ve USF transfekte
edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (24 saat), 8-9-10: SP1, C/EBPa ve USF
transfekte edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (48 saat), 11-12-13: SP1, C/EBPa
ve USF transfekte edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (72 saat), M: RNA
Buyukluk belirteci

Sekil 4.33: MG63 hucrelerinde kontrol ve deney gruplarina ait RNA’larin
formaldehit agaroz jel elektroforezi gérintisd.

1: 6 saat kontrol grubu MG-63 hcrelerinden izole edilen RNA, 2-3-4: SP1, C/EBPa
ve USF transfekte edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (6 saat), 5: 24 saat
kontrol grubu MG-63 hiicrelerinden izole edilen RNA, 6-7-8: SP1, C/EBPa ve USF
transfekte edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (24 saat), 9: 48 saat kontrol grubu
MG-63 hiicrelerinden izole edilen RNA 10-11-12: SP1, C/EBPa ve USF transfekte
edilen hiicrelerden izole edilen RNA’lar (48 saat), M: RNA Buyukluk belirteci
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4.6.1 Insan ADAMTS-3 geninin SP1 Transkripsiyon Faktori ile
Regulasyonu

4.6.1.1 Saos-2 Huicrelerinde ADAMTS-3 Geninin SP1 ile Regtilasyonu

Bolim 3.2.6.4’te anlatildig1 sekilde SP1 over ekspresyonu gergeklestirilmis
olan htcrelerden izole edilen RNA’larin 1 pg’1 kullanilarak cDNA sentezi yapildi.
Belirtilen transkripsiyon faktorlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon dizeyi
SP1 cDNA’larina 6zgun olarak tasarlanmig primerler (Tablo 4.5) kullanilarak sqRT-
PCR ile Bolim 3.2.3.3’te anlatildig1 sekilde en az 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisildi.
Sonuclar densitometrik analiz ile degerlendirildi (Sekil 4.34). Kontrol ve deney
grubuna ait degerler Livak metoduna gore insan (-2 mikroglobulin geninin
densitometrik degerine boliinerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak belirlendi

(Sekil 4.35).

K K 6s. 6s  24s. 24s. 48s 48s. 72s. 72s.

Sekil 4.34: Saos-2 hiicrelerinde SP1’in 6-24-48 ve 72 saat inktbasyon sureleri

sonunda gegici over ekspresyonunu gosteren sqRT-PCR jel goriintiisu

Yapilan degerlendirmeler incelendiginde SP1 transkripsiyon faktdriiniin Saos-
2 hucrelerinde 6 saatlik inkiibasyon suresi sonunda maksimum ~3.5 kat kadar asiri
ifade oldugu belirlendi (Sekil 4.35). Sonug¢ olarak belirtilen transkripsiyon
faktorlerinin Saos-2 hiicrelerinde gegici over ekspresyonlarinin bagarili bir sekilde
gerceklestigi belirlendi. Maksimum ifade olduklari inkiibasyon stiresindeki 6rnekler

RNA ve protein ¢alismalarinda kullanildi.
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Sekil 4.35: Saos-2 hiicrelerinde SP1’in 6- 24- 48 ve 72 saat ink{ibasyon sureleri
sonunda gegici over ekspresyonunu sonucu SP1’in maksimum ifade oldugu

inkubasyon suresini gosteren grafik.

SP1 asin1 ifadesinin protein diizeyinde de belirlenmesi amaciyla Bolim
3.2.7.2°de anlatildig1 sekilde gergeklestirilen immonufloresans deneyleri neticesinde
elde edilen floresans mikroskop goriintiileri Sekil 4.36’da verildi. Image J programi
kullanilarak gergeklestirilen ve kontrol grubu igin 5 alanda 87 hiicrenin, deney grubu
icinse 12 alanda 206 hiicrenin degerlendirme sonuglarina gore SP1’in ekspresyon
degeri transfeksiyon sonrasinda Saos-2 hiicrelerinde yaklasik 3 kata kadar arttirdi
(Sekil 4.37).

Saos-2 +SP1

Sekil 4.36: SP1 asir1 ifadesi sonras1 Saos-2 hiicrelerinde immunofloresans
goruntleri.
A: SP1 uygulanmamus hiicrelerde SP1 isaretlemesi, B: SP1 OE hiicrelerde SP1
isaretlemesi
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Sekil 4.37: SP1 asir1 ifadesi sonrasi Saos-2 hiicrelerinde immunofloresans

degerlendirmeleri.

SP1 transkripsiyon faktorlerini tagiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gegici olarak Saos-2 hicrelerine transfekte edildikten sonra Bolim
3.2.7.1’de anlatildig1 sekilde RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen proteinler 50 pg
konsantrasyonda olacak sekilde SDS-PAGE jelinde yuritildi ve daha sonra 1 gece +4
°C’de 15V’da membrana transfer edildi. Proteinlerin ADAMTS-3 antikoru ile
isaretlenebilmesi i¢cin membran 2 pg/ml ADAMTS-3 antikoru ile 1 gece +4 °C’de
inkiibasyona birakildi. Ertesi glin membran yikanarak; oda sicakliginda 1 saat, 1:5000
oraninda sekonder antikora (anti-rabbit) tabi tutuldu. Olusan bantlarin ECL ¢ozeltisi
kullanilarak gortiniir hale gelmesi saglandi ve goriintiilleme cihazi ile fotograflar
cekildi (Sekil 4.38). Western blot yontemi kullanilarak ADAMTS-3 proteinleri
isaretlendi. Normalizasyon amaciyla B-aktin proteini kullanildi. Sonuglar Image J
programi ile analiz edilerek degerlendirildi. Yapilan densitometrik analizler
sonucunda SP1 transkripsiyon faktoriinin protein dizeyinde ADAMTS-3
ekspresyonunu ~0.7 kata kadar azalttig1 belirlendi (Sekil 4.38). Elde edilen bu sonug

istatistiksel olarak da anlamli bulundu.
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Sekil 4.38: Saos-2 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorlinlin gecici over
ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein dlizeyine olan etkisini gésteren western blot

membrani ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.

SP1 asirt ifadesinin ADAMTS-3 protein dlizeyine olan etkisinin belirlenmesi
amaciyla BOlim 3.2.7.2°de anlatildigi sekilde ADAMTS-3’e 06zgii antikorlar
kullanilarak gergeklestirilen immunofloresans deneyleri neticesinde elde edilen
floresans mikroskop gorintiileri Sekil 4.39°de verildi. Image J programi kullanilarak
gerceklestirilen ve kontrol grubu icin 5 alanda 100 hticrenin, deney grubu icinse 8
alanda 160 hiicrenin degerlendirme sonuglarina gére ADAMTS-3’e ait ekspreyon

degerinin transfeksiyon sonrasinda Saos-2 hiicrelerinde yariya kata diistiigii belirlendi
(Sekil 4.40).

Saos-2 + SP1

Sekil 4.39: SP1 asir1 ifadesi sonrasi Saos-2 hilcrelerinde ADAMTS-3 proteini
immunofloresans gorintileri.
A: SP1 uygulanmamis hiicrelerde ADAMTS-3 isaretlenmesi, B: SP1 OE hiicrelerde
ADAMTS-3 isaretlenmesi
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Sekil 4.40: SP1 asir1 ifadesi sonrasi Saos-2 hicrelerinde ADAMTS-3 proteini

immunofloresans degerlendirmeleri.

SP1 transkripsiyon faktérinin ADAMTS-3 mRNA dizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir 6nceki bolimde izole edilen RNA’lardan her bir deney
grubu icin 1 pg kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3iin ilgili zaman
dilimindeki ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e 6zgii
tasarlanmis primerler kullanilarak en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR ile ¢aligildu.
Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde SP1 transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-3

MRNA seviyesinde 0.4 kata kadar istatistiksel olarak da anlamali sekilde azalttigi
belirlendi (Sekil 4.41).

1.2 1

1 4

0.8 4

0.6 1

Kat mRNA
) =

0.4 4
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0

Saos-2 +SP1

Sekil 4.41: Saos-2 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorinun gecici over
ekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisi

Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili transkripsiyon faktorunin hiicrede ektopik ekspresyonunu saglayacak olan
ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5 pg Seap kontrol
plazmiti ile birlikte,Bolim 3.2.5.1’de anlatildig1 sekilde kalsiyum fosfat
presipitasyonu yontemi ile gegcici olarak Saos-2 hicrelerine transfekte edildi. Bazal

aktivite sonuglari, ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz
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aktivitesi sonuglariyla karsilastirilarak degerlendirildi. Saos-2 hucrelerinde yapilan
kotransfeksiyonlarin sonuglar1 degerlendirildiginde SP1 transkripsiyon faktoriinin
tiim promotor pargalari tizerinde; TS3[-1340/+40] icin 0.2 kat, TS3[-899/+40] icin 0.3
kat, TS3[-131/+40] icin 0.6 kat ve en yiksek TS3[-576/+40] icin 0.7 kat oraninda
transfeksiyon etkinligini azaltic1 yonde etki gosterdigi belirlendi. Ozellikle TS3[-
576/+40] ve TS3[-131/+40] promotor pargalari tizerindeki bu etki istatistiksel olarak
da anlamli bulundu (Sekil 4.42).

N Q> ™ O NI A NI
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Sekil 4.42: Saos-2 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktérinin ADAMTS-3
promotor aktivitesine etkileri

46.1.1.1 Insan ADAMTS-3 promotorunun EMSA  deneyleri
kullanilarak SP1 transkripsiyon faktori fonksiyonel baglanma

analizinin belirlenmesi

Insan ADAMTS3 geninin promotor analizinin yapilabilmesi amaciyla
oncelikle muhtemel trankripsiyon faktorii baglanma bolgelerini belirledigimiz (Sekil
4.9) promotor par¢amiz i¢in dzel problar dizayn edildi (Tablo 4.6). ADAMTS-3’¢ ait
promotor analizi sonucu yogun olarak SP1, USF ve C/EBPa transkripsiyon faktorii
baglanma motifleri oldugu tespit edildi. Bu transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS-3
promotorunda ilgili bolgelere baglanip baglanmadig: belirlendi. EMSA reaksiyonlari
Saos-2 hicrelerinden s6z konusu transkripsiyon faktorlerinin asir1 ifadesi yapilarak
veya yapilmadan niikleer ekstraktlar Bolim 3.2.8.1.1°de anlatildig: sekilde elde edildi.
Tim EMSA deneyleri igin niikleer ekstrakt konsantrasyonlart 5 pug olacak sekilde

belirlendi.
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Tablo 4.6: EMSA deneylerinde kullanilan sentetik oligoniikleotitler ve icerdikleri

baglanma motifleri

Prob Adi Dizisi Icerdigi baglanma
motifleri
-40/-12 5’ AACTTATTTTGGGCGGGGGGGGTGGGTTTGC3’ Gc-box - Kruppel
5’>GCAAACCCACCCCCCCCGCCCAAAATAAGTTS’ like- E2F
-131/-103 5’GCTCAAATTTCATTTTCATTGAAGCAAAG3’ STAT
5S’CTTTGCTTCAATGAAAATGAAATTTGAGC3’
-489/-450 5’CTCCTCCTCCCCTTCGCTCCTCCCGCCCCCACCT3’ GC box - E2F -
5’AGGTGGGGGCGGGAGGAGCGAAGGGGAGGAGGAG3’ Kruppel like-EGR
-641/-607 5'CATGATGTGGGCGCCACGGCGGGAGGGGCAGTCCGYS GC box-E2F-E box-
5'CGGACTGCCCCCTCCCGCCGTGGCGCCCACGTCATG3 Kruppel like- EGR
-973/-937 5’ GACTGGTGCCTGGAAGGGAGATCACCGCGTGGTTAAG3’ | STAT
5’CTTAACCACGCGGTGATCTCCCTTCCAGGCACCAGTC3’
-1225/-1205 5'CTAGGATTCCAGCAAACTCTC3' STAT
5'GAGAGTTTGCTGGAATCCTAG3'
-1278/-1259 5TCTGCTTTCTGGAAAGCACC3 STAT
5'GGTGCTTTCCAGAAAGCAGAZ'

SP1 5'ATTCGATCGGGGCGGGGCGAGC3' Konsensus dizi
konsensus 5'GCTCGCCCCGCCCCGATCGAATZ

C EBPa 5’TGCAGATTGCGCAAT3’ Konsensus dizi
konsensus 5’TGCATTGCGCAATCT3’

USF 5’ TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT?’ Konsensus dizi
konsensus 5’CGCACACCCGGTCACGTGGCCTACACCGT?’

NF-«p 5’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC3’ Konsensus dizi
konsensus 5’GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT3’

STAT 5’GATCCTTCTGGGAATTCCTAGA3’ Konsensus dizi
konsensus 5’GATCTAGGAATTCCCAGAAGGATC3’

E2F 5’ATTTAAGTTTCGCGCCCTTTCTCAA3” Konsensus dizi
konsensus 5’TGAGAAAGGGCGCGAAACTTAAAT3’
AP1 5’GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGAC3’ Konsensus dizi
konsensus 5’CCGCTGAGTCACGAAGGATCCCGCTGAGTCACG3’

EMSA deneyleri Bolim 3.2.8.1°de anlatildig1 sekilde yapildi. Istenilen

promotor bélgesine 6zgl sentezlenen problar dncelikle Bolum 3.2.8.1.2°de anlatildigi

sekilde biyotin ile isaretlendi. Yarigma deneyleri i¢in ise biyotin isaretsiz problar

hazirlandi. Daha sonra Boliim 3.2.8.1.3’de anlatildig1 gibi biyotin isaretli ve biyotin

isaretsiz (Etiketsiz problar) oligolarin baglanma reaksiyonu i¢in ayr1 ayri tiiplerde ayni

proba ait forward ve reverse rpoblar bir arada olacak sekilde oligolarin ¢ift zincirli hale

getirilmesi

saglandi.  Bolim  3.2.8.1.4’de  konsantrasyonlariyla  birlikte

detaylandirildigr sekilde Saos-2 niikleer ekstraktlar1 kullanilarak EMSA baglanma

reaksiyonlar1 planlandi. Kontrol amaciyla sadece biyotin isaretli prob (Serbest prob)

tek kuyu olarak calisildi. Yarigma deneyleri igin biyotinli ADAMTS-3 problar ile

birlikte biyotinsiz soguk problar en az 500 kat fark olacak sekilde ayni tiipte ¢aligildi.

Son olarak tiip bilesenler eklendiginde oda sicakliginda 20 dk inkiibasyondan sonra

baglanma reaksiyonlar1 denatiire olmayan %6°lik jelde +4°C sicaklikta 100 V akimda
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yuratildd. Jelde yiiriitillen 6rnekler 90mA akim, +4°C sicaklikta, % 0.5 X’lik soguk
TBE c¢Ozeltisinde naylon membrana transfer edildi. Proteinlerin  membrana
transferinden sonra DNA’larin membrana sabitlenmesi i¢in (cross-link) membranin
aktif ylzeyi 15 dakika boyunca UV uygulamasi maruz birakildi. Cross-link
uygulamas1 sonrasinda LightShift® Chemiluminescent EMSA kit protokoli
uygulanarak HRP bagli streptavidin ile isaretlenen muhtemel komplekslerin
goriintiilenmesi amaciyla membran ECL ile muamele edilip Fusion FX Vilber
Lourmat goriintiileme cihazinda goriintiilendi. Goriintiilemenin ardindan EMSA
sonuclart degerlendirildi. Olusan kompleksler sekil iizerinde “C” kodlamasi ile
isimlendirildi.

Saos-2 kontrol niikleer ekstraktlar kullanilarak gergeklestirilen ve SP1 biotinli
probunun reaksiyona katildigi EMSA c¢alismasi neticesinde olusan C1 kompleksi SP1
asir1 ifadesi yapilmis niikleer ekstraktlar reaksiyona katildiginda kuvvetlenmis ve daha
koyu bant vermistir (Sekil 4.43). Bu sonuca gore SP1 asir1 ifadesinin gerceklestigi ve
SP1 probunun SP1 baglanma bdlgeleri ile kompleks olusturdugu belirlenmis oldu.

1 2 3

Prob [Sp1] + + +
NE - +

Sp1OENE - - +

Serbest prob —“ g 3
v bed

Sekil 4.43: Saos-2 niikleer ekstrakti ve SP1 biotinli probu kullanilarak
gerceklestirilen EMSA sonucu.

ADAMTS-3 promotoru i¢in yapilan transkripsiyon faktorii baglanma analizleri
sonucunda SP1 baglanma motiflerinin bulundugu boélgelere 6zgii tasarlanan problar
(Tablo 4.6) kullanilarak EMSA deneyleri gergeklestirildi. Saos-2 niikleer ekstraklari
kullanilarak, prob [-40/-12] ve etiketsiz prob SP1’in 10.000 kat olacak sekilde
yarigtirildigt  EMSA neticesinde prob [-40/-12]’nin kullanilmasiyla olusan 3

kompleksten C2 ve C3 SP1’le yarismasi sonucunda kayboldu. Bu sonuca gore
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promotora ait -40/-12’lik bu bolgede SP1 i¢in baglanma motifleri oldugu kesin olarak
belirlendi (Sekil 4.44).

1 2 3 4
Prob [-40/-12) +  + . +
NE - + + +

EtiketsizProb -
(10.000 Kat)

O e—
C2 w—

C3 w—

Serbest prod e—

Sekil 4.44: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-40/-12] kullanilarak ger¢eklestirilen
yarisma EMSA sonucu.

Saos-2 niikleer ekstraklar1 kullanilarak, prob [-131/-103] ve etiketsiz prob
SP1’in 10.000 kat olacak sekilde yaristirildigit EMSA neticesinde prob [-131/-103]’1e
gercgeklestirilen reaksiyon sonucu olusan 3 kompleksten C2 ve C3 SP1’le yarigsmasi
sonucunda kayboldu. Bu sonuca gore promotora ait -131/-103’liik bu bélgede SP1 igin
baglanma motifleri oldugu kesin olarak belirlendi (Sekil 4.45).

1 2 3 4
Prob [-131/-103]  + + + +
NE - + + +
+ +
Etiketsiz Prob -
(10.000Kat) [-131/-103) [T],
[SP— B .
-
C2 w—
k3

C3 m—

- -
b
2
:
s 4
:
Serbest Prob mmm— . u

Sekil 4.45: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-131/-103] kullanilarak gerceklestirilen

yarisma EMSA sonucu.
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Saos-2 niikleer ekstraki ve prob [-489/-450] ile gergeklestirilen reaksiyon
sonrasinda 4 tane kompleks olustu. Bu komplekslerden C1 ve C3 SP1’in asir1 ifadesi
yapildig1 niikleer ekstraktlar kullanilarak gerceklestirilen reaksiyon sonrasinda daha
guclu bant verdi. Bu sonug bize -489/-450’lik promotor bolgesinde SP1 baglanma
motifleri bulundugunu ve burada DNA-protein etkilesimlerinin SP1 baglanmasi ile

olustugunu ispatladi (Sekil 4.46).

1 2 3
Prob [-489/-450] +  +
NE - +
Sp1 OE NE +
C1 — - "
C2 m—)
C3 e—)

C4 w—)

Serbest w—
prob

Sekil 4.46: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-489/-450] kullanilarak gergeklestirilen

yarisma EMSA sonucu.

SP1 baglanma bolgesi igerdigi diistiniilen bir diger prob [-641/-607] ile
gerceklestirilen ve Saos-2 niikleer ekstraktinin kullanildigi reaksiyon sonrasinda
olusan C1 kompleksi, SP1’in asir1 ifade edildigi niikleer ekstraktla gerceklestirilen
reaksiyon sonrasinda Kkuvvetlendi ve bu bdlgede meydana gelen DNA-protein

etkilesiminin SP1 baglanmasi ile gergeklestirigini gosterdi (Sekil 4.47).
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Prob [-641/-607] +
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Sekil 4.47: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-641/-607] kullanilarak gerceklestirilen

yarisma EMSA sonucu.

4.6.1.1.2 Saos-2 Hiucrelerinde Kollajen Tip 1-11 ve 111 genlerinin SP1
ile Regulasyonu

SP1 agir1 ifadesinin Tip II Kollajen protein dlizeyine olan etkisinin belirlenmesi
amaciyla Bolim 3.2.7.2°de anlatildigi sekilde COL2A1 antikoru kullanilarak
gerceklestirilen immunofloresans deneyleri neticesinde elde edilen floresans
mikroskop goriintiileri Sekil 4.48’de verilmistir. Image J programi kullanilarak
gerceklestirilen ve kontrol grubu i¢in 4 alanda 79 hiicrenin, deney grubu iginse 7
alanda 73 hiicrenin degerlendirme sonuglarina gore Tip II Kollajen’in ekspresyon
degeri SP1 transfeksiyonu sonrasinda Saos-2 hucrelerinde arttig1 tespit edildi.(Sekil
4.49).
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Saos-2 + SP1

Sekil 4.48: SP1 asir1 ifadesi sonrasi Saos-2 hucrelerinde Tip 11 Kollajen proteini
immunofloresans gorunttleri.
A: SP1 uygulanmamus hiicrelerde COL2A 1 isaretlenmesi, B: SP1 OE huicrelerde
COL2AT isaretlenmesi

2.5 -

0.5 -

corrected total cell fluorescence

0 -
Saos-2 + SP1

Sekil 4.49: SP1 asir1 ifadesi sonrasi Saos-2 hiicrelerinde Tip Il Kollajen proteini

immunofloresans degerlendirmeleri.

SP1 transkripsiyon faktortnin Tip I, 11, 11l kollajenlerinin mRNA dizeyine
olan etkisinin belirlenebilmesi amaciyla Bolim 4.7°de izole edilen RNA’larin 1 pg’1
kullanilarak Boliim 3.2.6.4’te anlatildigi sekilde cDNA sentezi yapildi. Tip I, 11, 11
kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi
amactyla Tablo 4.5’te verilen, kollajenlere 6zgli tasarlanmig primerler kullanilarak
Bolim 3.2.6.5’te anlatildig1 sekilde birbirinden bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en
az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR c¢aligildi. Sonuglar Livak metoduna gore
degerlendirildi. p degeri <0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglar degerlendirildiginde SP1 transkripsiyon faktorinin Tip | kollajen
ekspresyonunu 0.3 kata kadar azalttigi diger yanda Tip II ve Tip Il kollajen
ekspresyonunu ise yaklasik 1.3 kadar arttirdigi tespit edildi. mMRNA seviyesindeki tim

ekspresyon sonuglari istatistiksel olarak anlamli bulundu (Sekil 4.50).

93



C Tip I Kollajen

16 - [ Tip 11 Kollajen * *

1:4 ] [ Tip I Kollajen I
- 121
Z 1
E 08
=
Z 06 - *

0.4 1 .

0.2 1

Q 4
Saos-2 +SP1 +SP1 +SP1

Sekil 4.50: Saos-2 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktortinlin gegici over
ekspresyonunun tip I-11-111 kollajenlerinin mMRNA diizeyine olan etkisi

4.6.1.2 MG63 Hucrelerinde ADAMTS-3 Geninin SP1 ile Regulasyonu

Over ekspresyonu gerceklestirilmis olan MG63 hiicrelerinden izole edilen
RNA’larin 1 pg’1t kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. Belirtilen transkripsiyon
faktorlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon diizeyi SP1 ¢cDNA’larina 6zgln
olarak tasarlanmig primerler (Tablo 4.5) kullanilarak qRT-PCR ile Bolim 3.2.6.5” te
anlatildigr sekilde en az 3 tekrarli olacak sekilde galisildi. Kontrol ve deney grubuna
ait degerler Livak metoduna gore insan B-2 mikroglobulin geninin Ct degerine
bolinerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara
gore SP1 transkripsiyon faktoriiniin MG63 hiicrelerinde over ekspresyonunun en fazla
6. saat inkiibasyon sonrasinda yaklasik 500 kata kadar arttig1 belirlendi. SP1 ifadesinin
transfeksiyonun 48 saatlik inkiibasyonuna kadar 40 kata kadar istatistiksel olarak da
anlamli sekilde devam ettigi belirlendi (Sekil 4.51). Sonug¢ olarak belirtilen
transkripsiyon faktoriinin MG-63 hiicrelerinde gegici over ekspresyonunun basarili
bir sekilde gerceklestigi belirlenmistir. Maksimum ifade olduklar1 inkiibasyon

stiresinde elde edilen 6rnekler RNA ve protein ¢alismalarinda kullanildi.
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Sekil 4.51: MG-63 hiicrelerinde SP1’in 6- 24 ve 48 saatlik inkibasyonu sonunda

maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresini gosteren grafik.

SP1 transkripsiyon faktorlerini tagiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gecici olarak MG-63 hiicrelerine transfeksiyon yontemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen 50 pg yogunlugundaki
proteinler SDS-PAGE jelde yurutildi (Sekil 4.52) Western blot yontemi kullanilarak
ADAMTS-3 antikorlar1 ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon amaciyla [-aktin
proteini kullanildi. Sonuglar Image J programi ile analiz edilerek degerlendirildi.
Yapilan densitometrik analizler sonucunda SP1 transkripsiyon faktorinin ADAMTS-
3 protein duzeyini 0.8 kata kadar azalttig1 belirlendi. Elde edilen azalma istatistiksel
olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.52).
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Sekil 4.52: MG63 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorinln gecici over
ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein duizeyine olan etkisini gésteren western blot

membrani ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.
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SP1 transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3 mRNA dizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir onceki boliimde izole edilen RNA’larin 1 pg’1
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3 ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e 06zgii tasarlanmis primerler
kullanilarak birbirinden bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak
sekilde qRT-PCR calisgildi.  Yapilan c¢alismalar degerlendirildiginde SP1
transkripsiyon faktérinin ADAMTS-3 mRNA ekspresyon seviyesini daha 6nce
belirlenmis olan maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresi sonunda yaklasik olarak

0.5 kata kadar azalttig1 belirlendi (Sekil 4.53).
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Sekil 4.53: MG-63 hucrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriinin gegici over
ekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA duzeyine olan etkisini gosteren grafik

Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili  transkripsiyon faktorunin MG63 hucrelerinde ektopik ekspresyonunu
saglayacak olan ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5
pg Seap kontrol plazmiti ile birlikte Bolim 3.2.5.1°de anlatildigi sekilde kalsiyum
fosfat presipitasyonu yontemi ile gecici olarak MG63 hicrelerine transfekte edildi.
Bazal aktivite sonuglari, ekspresyon vektori transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz
aktivitesi sonuclariyla karsilastirilarak degerlendirildi. MG63 hiicrelerinde yapilan
kotransfeksiyon caligmalarinin = sonuglar1 degerlendirildiginde uygulanan SP1
transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3’e ait tiim promotor pargalarinin promotor
aktivitelerini azalttigi belirlendi. Ozellikle TS3 [-1340/+40] olarak isimlendirilen
promotor pargasinda 0.6 kata kadar olmak tzere TS3 [-576/+40] ve TS3 [-899/+40]

promotor aktivitesinde azalma oldugu belirlendi. TS3 [-131/+40] promotor pargasinda
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ise 2 kata kadar promotor aktivitede artis meydana geldigi belirlendi ve bu sonug
anlamli bulundu (Sekil 4.54).
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Sekil 4.54: MG63 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktériinin ADAMTS-3 promotor

aktivitesine Uzerine etkilerini gosteren grafik

46.1.2.1 MG63 Hucrelerinde Tip I-11-111 Kollajen Genlerinin SP1 ile

Regulasyonu

Protein diizeyinde ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, SP1
transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gecici olarak MG63 hicrelerine transfeksiyon yodntemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen proteinler (50 pg) SDS-
PAGE jelde yiiriitiildii (Sekil 4.55). Western blot yontemi kullanilarak Tip Il Kollajen
proteinlerine 6zgii antikorlar ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon amaciyla -
aktin proteini kullanildi. Sonuglar Image J programu ile analiz edilerek degerlendirildi.
Yapilan densitometrik analizler sonucunda SP1 transkripsiyon faktoriniin Tip 1l
Kollajen protein diizeyini yaklasik 0.8 oranina kadar baskiladigi belirlendi (Sekil
4.55).
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Sekil 4.55: MG63 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktortninTip 11 Kollajen

protein dizeyine olan etkisinin membran goriintlsu ve grafigi

MG63 hiicrelerinde SP1 asir1 ifadesi sonucu elde edilen hiicrelerden Bolim
3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde kit proediiriine uyularak RNA izole edildi. Izole edilen
bu RNA’lardan 1pg olacak sekilde kullanilarak Bolim 3.2.6.4’te anlatildigi gibi
cDNA sentezlendi. Tip I, 11, 111 kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla Tablo 4.5°te verilen kollajenlere 6zgii tasarlanmig
primerler kullanilarak Bolim 3.2.6.5’te anlatildigi sekilde birbirinden bagimsiz 2
farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR calisildi. Sonuglar
degerlendirildiginde SP1’in ¢alisilan tiim kollajen tiplerinde mRNA seviyesinde
ekspresyonu azalttig1 gozlendi. Sekil 4.56’de goriildiigi gibi 6zellikle Tip Il Kollajen
ekspresyonunu 0.1 oranina kadar azalttig1 ve alinan tiim sonuglarin istatistiksel olarak

anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.57).
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Sekil 4.56: MG63 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorinln gecici over
ekspresyonunun Tip 1l Kollajen mRNA duzeyleri tizerine olan etkisi.
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Sekil 4.57: MG63 hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktorinln gecici over

ekspresyonunun Tip I ve Tip 11l Kollajen mRNA diizeyleri (izerine olan etkisi

4.6.2 Insan ADAMTS-3 geninin C/EBPa Transkripsiyon Faktorii ile

Regulasyonu

4.6.2.1 Saos-2 Huicrelerinde ADAMTS-3 Geninin C/EBPa. ile Reglilasyonu

Bolim 3.2.6.4’te  anlatildig1

sentezi yapildi. Belirtilen transkripsiyon faktorlerinin ilgili zaman dilimlerindeki
ekspresyon diizeyi C/EBPa ¢cDNA’larina 6zgln olarak tasarlanmis primerler (Tablo
4.5) kullanilarak sqRT-PCR ile Bolim 3.2.3.3’te anlatildig1 sekilde en az 3 tekrarl
olacak sekilde ¢alisildi. Sonuglar densitometrik analiz ile degerlendirildi (Sekil 4.58).
Kontrol ve deney grubuna ait degerler Livak metoduna gore insan -2 mikroglobulin

geninin densitometrik degerine boliinerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak

belirlendi.

148b¢

K K 6s

sonunda gegici over ekspresyonunu gosteren sqRT-PCR jel goriintisu

24s.

sekilde
gerceklestirilmis olan hiicrelerden izole edilen RNA’larin 1 pg’1 kullanilarak cDNA
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Sekil 4.58: Saos-2 hiicrelerinde C/EBPa’in 6-24-48 ve 72 saat inklibasyon sureleri

ekspresyonu




Yapilan degerlendirmeler incelendiginde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin
Saos-2 hiicrelerinde 24 saatlik inkiibasyon siiresi sonunda maksimum ~2 kat kadar
asir1 ifade oldugu belirlendi (Sekil 4.59). Sonuc olarak belirtilen transkripsiyon
faktorlerinin Saos-2 hiicrelerinde gegici over ekspresyonlarinin basarili bir sekilde
gerceklestigi belirlendi. Maksimum ifade olduklar1 inkiibasyon siiresindeki drnekler

RNA ve protein ¢alismalarinda kullanildz.
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Sekil 4.59: Saos-2 hiicrelerinde C/EBPa’nin 6- 24- 48 ve 72 saat sonunda gecici over
ekspresyonu sonucu C/EBPa’nin maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresini

gGsteren grafik.

C/EBPa transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum
fosfat presipitasyonu ile gegici olarak Saos-2 hiicrelerine transfekte edildikten sonra
BOlim 3.2.7.1°de anlatildigi sekilde RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen
proteinler 50 pug konsantrasyonda olacak sekilde SDS-PAGE jelinde yirdtildu ve daha
sonra 1 gece +4°C’de 15V’da membrana transfer edildi. Proteinlerin ADAMTS-3
antikoru ile isaretlenebilmesi i¢in membran 2 pg/ml ADAMTS-3 antikoru ile 1 gece
+4°C’de inkiibasyona birakildi. Ertesi giin membran yikanarak oda sicakliginda 1 saat,
1:5000 oraninda sekonder antikora (anti-rabbit) tabi tutuldu. Olusan bantlarin ECL
cozeltisi kullanilarak goriiniir hale gelmesi saglandi ve goriintilleme cihazi ile
fotograflar1 ¢ekildi (Sekil 4.60). Western blot yontemi kullanilarak ADAMTS-3
proteinleri igaretlendi. Normalizasyon amaciyla -aktin proteini kullanildi. Sonuglar
Image J program ile analiz edilerek degerlendirildi. Yapilan densitometrik analizler
sonucunda C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin protein dizeyinde ADAMTS-3
ekspresyonunu ~0.5 kata kadar azalttig1 belirlendi (Sekil 4.60). Elde edilen bu sonug

istatistiksel olarak da anlamli bulundu.
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Sekil 4.60: Saos-2 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin gegici
over ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein dlizeyine olan etkisini gésteren

western blot membran1 ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.

C/EBPa transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir dnceki boliimde izole edilen RNA’lardan her bir deney
grubu igin 1 pg kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3"{in ilgili zaman
dilimindeki ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e 6zgii
tasarlanmig primerler kullanilarak en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR ile ¢aligildu.
Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde C/EBPa transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-
3 mMRNA seviyesini azalttigi belirlendi (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61: Saos-2 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin gegici
over ekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisi

Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili transkripsiyon faktoriiniin hiicrede ektopik ekspresyonunu saglayacak olan

ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5 pug Seap kontrol
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plazmiti ile birlikte Bo6lim 3.2.5.1’de anlatildigi sekilde kalsiyum fosfat
presipitasyonu yontemi ile gegici olarak Saos-2 hucrelerine transfekte edildi. Bazal
aktivite sonuglari, ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz

aktivitesi sonuclariyla karsilastirilarak degerlendirildi.

Saos-2 hlcrelerinde yapilan kotransfeksiyonlarin sonuglari
degerlendirildiginde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin tim promotor parcalari
Uzerinde; TS3[-1340/+40] icin 0.2 kat, TS3[-899/+40] i¢in 0.4 kat, TS3[-576/+40] i¢in
0.4 kat ve TS3[-131/+40] i¢in 0.4 kat oraninda transfeksiyon etkinligini azaltic1 yonde
etki gosterdigi belirlendi. Ozellikle TS3[-576/+40] ve TS3[-131/+40] promotor

pargalari lizerindeki bu etki istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.62).
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Sekil 4.62: Saos-2 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-3

promotor aktivitesine izerine etkilerini gosteren grafik

46.2.1.1 insan ADAMTS-3 promotorunun EMSA  deneyleri
kullamlarak C/EBPa transkripsiyon faktori fonksiyonel baglanma

analizinin belirlenmesi

ADAMTS-3 promotoru i¢in yapilan transkripsiyon faktorii baglanma analizleri
sonucunda transkripsiyon faktorii baglanma motiflerinin bulundugu bolgelere 6zgii
tasarlanan problar (Tablo 4.6) kullanilarak EMSA deneyleri gergeklestirildi. Saos-2
niikleer ekstraklar1 kullanilarak, prob [-131/-103] ve etiketsiz prob C/EBPa’nin 10.000
kat olacak sekilde yaristirildigt EMSA neticesinde prob [-131/-103]’iin
kullanilmasiyla olusan 3 kompleksten C2 ve C3 C/EBPa ile yarismasi sonucunda
kayboldu. Bu sonuca gore promotora ait -131/-103’1iik bu bolgede C/EBPa igin bir
baglanma oldugu belirlendi (Sekil 4.63).
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Sekil 4.63: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-131/-103] kullanilarak gerceklestirilen
C/EBPa yarisma EMSA sonucu.

4.6.2.1.2 Saos-2 Hucrelerinde Tip I-11-111 Kollajen Genlerinin
C/EBPa ile Regiilasyonu

C/EBPa transkripsiyon faktorinin Tip |1, 11, 111 kollajenlerinin mRNA
dizeyine olan etkisinin belirlenebilmesi amaciyla Bolim 4.7° de izole edilen
RNA’larin 1 pg’t kullanilarak Bolim 3.2.6.4’te anlatildig1 sekilde cDNA sentezi
yapildi. Tip I, I1, 111 kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon diizeyinin
belirlenebilmesi amaciyla Tablo 4.5° te verilen, kollajenlere 06zgii tasarlanmis
primerler kullanilarak Bolim 3.2.6.5’te anlatildig: sekilde birbirinden bagimsiz 2
farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR calisildi. Sonuglar
Livak metoduna gore degerlendirildi. p degeri <0.05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi. Sonuclar degerlendirildiginde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin
Tip | Kollajen ekspresyonunu 2 kata, Tip 1l Kollajen ekspresyonunu 1.3 kata ve Tip
111 kollajen ekspresyonunu yaklasik 1.2 kata arttirdig1 tespit edildi. Ozellikle Tip I ve
Tip Il Kollajen’de elde edilen bu sonuglar istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil
4.64).
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Sekil 4.64: Saos-2 hucrelerinde C/EBPa. transkripsiyon faktoriinin gecici over

ekspresyonunun Tip I-11 ve 111 Kollajen mRNA duzeyinlerine olan etkisi

4.6.2.2 MG63 Hucrelerinde ADAMTS-3 Geninin C/EBPa ile Regiilasyonu

Over ekspresyonu gerceklestirilmis olan MG63 hiicrelerinden izole edilen
RNA’larin 1 pg’t kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. Belirtilen transkripsiyon
faktorunun ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon diizeyi C/EBPo. cDNA’larina §zgun
olarak tasarlanmis primerler (Tablo 4.5) kullanilarak gRT-PCR ile Bolim 3.2.6.5’te
anlatildig1 sekilde en az 3 tekrarli olacak sekilde galisildi. Kontrol ve deney grubuna
ait degerler Livak metoduna gore insan B-2 mikroglobulin geninin Ct degerine
bolinerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak belirlendi. Elde edilen sonuglara
gore C/EBPa transkripsiyon faktoriinin MG63 hiicrelerinde over ekspresyonunun en
fazla 6 saat inkiibasyon sonrasinda yaklagik 6,5 kata kadar arttig1 belirlendi (Sekil
4.65). C/EBPa ekspresyonu icin elde edilen bu sonug istatistiksel olarak da anlamli
bulundu. Sonug olarak belirtilen transkripsiyon faktorinin MG-63 hicrelerinde gegici
over ekspresyonunun basaril bir sekilde gergeklestigi belirlenmistir. Maksimum ifade
olduklar1 inkiibasyon siiresinde elde edilen drnekler RNA ve protein ¢alismalarinda
kullanildi.
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Sekil 4.65: MG-63 hiicrelerinde C/EBPo’nin 6- 24 ve 48 saat sonunda gegici over
ekspresyonu sonucu C/EBPo’nin maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresini

gosteren grafik.

C/EBPa transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum
fosfat presipitasyonu ile gegici olarak MG-63 hiicrelerine transfeksiyon yontemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen 50 pg yogunlugundaki
proteinler SDS-PAGE jelde yirdtildi (Sekil 4.66) Western blot yontemi kullanilarak
ADAMTS-3 antikorlar1 ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon amaciyla [-aktin
proteini kullanildi. Sonuglar Image J programi ile analiz edilerek degerlendirildi.
Yapilan densitometrik analizler sonucunda C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin
ADAMTS-3 protein dlzeyini 0.6 kata kadar azalttig1 belirlendi. Elde edilen azalma
istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.66).
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Sekil 4.66: MG-63 hucrelerinde C/EBPa. transkripsiyon faktoriiniin gegici over
ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein duizeyine olan etkisini gésteren western blot

membrani ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.
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C/EBPa transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir onceki boliimde izole edilen RNA’larin 1 pg’1
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3 ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e 06zgii tasarlanmis primerler
kullanilarak birbirinden bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak
sekilde gRT-PCR c¢alisildi. Yapilan c¢aligmalar degerlendirildiginde C/EBPa
transkripsiyon faktérinin ADAMTS-3 mRNA ekspresyon seviyesini daha 6nce
belirlenmis olan maksimum ifade oldugu inkibasyon siresi sonunda neredeyse

tamamen azalttig1 istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67: MG-63 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin gegici over
ekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA dizeyine olan etkisi.

Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili transkripsiyon faktorinin MG63 hicrelerinde ektopik ekspresyonunu
saglayacak olan ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5
pg Seap kontrol plazmiti ile birlikte Bolim 3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde kalsiyum
fosfat presipitasyonu yontemi ile gecici olarak MG63 hicrelerine transfekte edildi.
Bazal aktivite sonuglari, ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz
aktivitesi sonuglariyla karsilagtirilarak degerlendirildi. MG63 hiicrelerinde yapilan
kotransfeksiyon calismalarinin sonuglar1 degerlendirildiginde uygulanan C/EBPa
transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3’e ait tiim promotor pargalarinin promotor
aktivitelerini azalttig1 belirlendi. Ozellikle TS3 [-1340/+40] ve TS3 [-899/+40]
promotor pargalarindaki aktivite azalisi istatistiksel olark da anlamli bulundu (Sekil

4.68).
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Sekil 4.68: MG63 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktériinin ADAMTS-3

promotor aktivitesine etkileri

46.2.2.1 MG63 Hucrelerinde Tip I-11-111 Kollajen Genlerinin
C/EBPa ile Regllasyonu

Protein diizeyinde ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, C/EBPa
transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon plazmitleri  kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gegici olarak MG63 hicrelerine transfeksiyon yontemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen proteinler (50 pg) SDS-
PAGE jelde yiiriitiildii (Sekil 4.69) Western blot yontemi kullanilarak Tip 11 Kollajen
proteinlerine 6zgli COL2A1 antikoru ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon
amaciyla B-aktin proteini kullanildi. Sonuglar Image J program ile analiz edilerek
degerlendirildi. Yapilan densitometrik analizler sonucunda C/EBPa transkripsiyon
faktorinin Tip Il Kollajen’in protein diizeyini yaklasik 0.9 oranina kadar azalttigi
belirlendi (Sekil 4.69).
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Sekil 4.69: MG63 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin Tip 11 Kollajen’in

protein dlizeyine olan etkisini gosteren membran ve densitometrik analiz sonucu.

MG63 hiicrelerinde C/EBPa asir1 ifadesi sonucu elde edilen hiicrelerden
Boliim 3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde kit prosediiriine uyularak RNA izole edildi. Izole
edilen bu RNA’lardan 1ug olacak sekilde kullanilarak Bollim 3.2.6.4’te anlatildig: gibi
cDNA sentezlendi. Tip I, 11, 111 kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla Tablo 4.5 te verilen, kollajenlere 0zgu
tasarlanmis primerler kullanilarak BOlim 3.2.6.5’te anlatildig1 sekilde birbirinden
bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR c¢alisildu.
Sonuglar degerlendirildiginde C/EBPa’nin g¢aligilan tiim kollajen tiplerinde mRNA
seviyesinde ekspresyonu azalttigi gozlendi. Tip Il Kollajen ekspresyonunda 0.05
oranina kadar azalma gercgeklesirken (Sekil 4.70), Tip I Kollajen’de 0.3” e, Tip 11l
Kollajen ekspresyonunda ise 0.2 oranina kadar bir azalma oldugu belirlendi. Alinan

tiim sonuglarin istatistiksel olarak anlamli oldugu belirlendi (Sekil 4.71).
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Sekil 4.70: MG63 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin gegici over

ekspresyonunun tip 11 Kollajenin mRNA diizeyine olan etkisi

108



1.2 4
" [ Tip I Kollajen
« 0.8 - - Tip IIT Kollajen
z
Z 0.6
£ 0.
* *
0.4 1
N ._
0 -
MG63 + C/EBP + C/EBP

Sekil 4.71: MG63 hiicrelerinde C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin gegici over

ekspresyonunun tip I-11-111 Kollajenlerinin mRNA diizeyine olan etkisi

4.6.3 Insan ADAMTS-3 geninin USF Transkripsiyon Faktori ile

Regulasyonu

4.6.3.1 Saos-2 Huicrelerinde ADAMTS-3 Geninin USF ile Regilasyonu

Bolim 3.2.6.4°te anlatildig1 sekilde USF over ekspresyonu gergeklestirilmis
olan hticrelerden izole edilen RNA’larin 1 pg’1 kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi.
Belirtilen transkripsiyon faktorlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon dizeyi
USF cDNA’laria 6zgun olarak tasarlanmis primerler (Tablo 4.5) kullanilarak sqRT-
PCR ile Bolim 3.2.3.3’te anlatildig1 sekilde en az 3 tekrarli olacak sekilde ¢aligildi.
Sonuglar densitometrik analiz ile degerlendirildi (Sekil 4.72). Kontrol ve deney
grubuna ait degerler Livak metoduna gore insan -2 mikroglobulin geninin

densitometrik degerine boliinerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak belirlendi.

K K 068. 6s.  24s. 24s. 48s. 48s. T72s. 72s.

Sekil 4.72: Saos-2 hiicrelerinde USF’nin 6- 24- 48 ve 72 saat inkiibasyon sireleri
sonunda gegici over ekspresyonunu gosteren sqRT-PCR jel goriintiisu
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Yapilan degerlendirmeler incelendiginde USF transkripsiyon faktorinin Saos-
2 hicrelerinde 6 saatlik inkubasyon suresi sonunda 4 kata kadar maksimum ifade
oldugu ve bu etkinin 72 saat sonuna kadar azalarak devam ettigi belirlendi (Sekil 4.73).
Sonug olarak belirtilen transkripsiyon faktorlerinin Saos-2 hiicrelerinde gegici over
ekspresyonlarinin basarili bir sekilde gerceklestigi belirlendi. Maksimum ifade

olduklar1 inkiibasyon siiresindeki 6rnekler RN A ve protein ¢alismalarinda kullanildi.
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0 . . . . .
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Sekil 4.73: Saos-2 hicrelerinde USF’nin 6- 24- 48 ve 72 saat sonunda gegici over
ekspresyonu sonucu USF’nin maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresini gosteren

grafik.

USF transkripsiyon faktorlerini tagiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gecici olarak Saos-2 hucrelerine transfekte edildikten sonra Bolim
3.2.7.1’de anlatildig1 sekilde RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen proteinler 50 pg
konsantrasyonda olacak sekilde SDS-PAGE jelinde yuratildi ve daha sonra 1 gece
+4°C’de 15V’da membrana transfer edildi. Proteinlerin ADAMTS-3 antikoru ile
isaretlenebilmesi igin membran 2 pg/ml ADAMTS-3 antikoru ile 1 gece +4°C’de
inkiibasyona birakildi. Ertesi gliin membran yikanarak; oda sicakliginda 1 saat, 1:5000
oraninda sekonder antikora (anti-rabbit) tabi tutuldu. Olusan bantlarin ECL ¢ozeltisi
kullanilarak goriinlir hale gelmesi sagland1 ve goriintilleme cihazi ile fotograflar
cekildi (Sekil 4.74). Western blot yontemi kullanilarak ADAMTS-3 proteinleri
isaretlendi. Normalizasyon amaciyla B-aktin proteini kullanildi. Sonuclar Image J
programi ile analiz edilerek degerlendirildi. Yapilan densitometrik analizler
sonucunda USF transkripsiyon faktoriinin protein dizeyinde ADAMTS-3
ekspresyonunu ~0.2 kata kadar azalttig1 belirlendi (Sekil 4.74). Elde edilen bu sonug

istatistiksel olarak da anlamli bulundu.
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Sekil 4.74: Saos-2 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktérinun gegici over
ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein dlizeyine olan etkisini gésteren western blot

membrani ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.

USF transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir 6nceki boliimde izole edilen RNA’lardan her bir deney
grubu icin 1 pg kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3iin ilgili zaman
dilimindeki ekspresyon diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e¢ 0zgii
tasarlanmig primerler kullanilarak en az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR ile ¢alisildu.
Yapilan ¢alismalar degerlendirildiginde USF transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-3
MRNA seviyesinde 0.2 kata kadar azalttigi belirlendi (Sekil 4.75).
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Sekil 4.75: Saos-2 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktériniin gegici over
ekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisi

Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili transkripsiyon faktoriiniin hiicrede ektopik ekspresyonunu saglayacak olan
ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5 pg Seap kontrol
plazmiti ile birlikte Bolim 3.2.5.1’de anlatildigni sekilde kalsiyum fosfat
presipitasyonu yontemi ile gegici olarak Saos-2 hucrelerine transfekte edildi. Bazal
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aktivite sonuglari, ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz
aktivitesi sonuglariyla karsilastirilarak degerlendirildi. Saos-2 hucrelerinde yapilan
kotransfeksiyonlarin sonuglar1 degerlendirildiginde USF transkripsiyon faktorinin
tiim promotor pargalari tizerinde; TS3[-1340/+40] icin 0.2 kat, TS3[-899/+40] icin 0.5
kat, TS3[-576/+40] icin 0.7 kat ve TS3[-131/+40] i¢in 0.7 kat oraninda transfeksiyon
etkinligini azaltic1 yonde etki gosterdigi belirlendi (Sekil 4.76).
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Sekil 4.76: Saos-2 hucrelerinde USF transkripsiyon faktériinin ADAMTS-3 promotor
aktivitesine etkileri

Saos-2 kontrol niikleer ekstraktlari kullanilarak gergeklestirilen ve biotinli prob
[-973/-937]’lin reaksiyona katildigt EMSA c¢alismasi neticesinde olusan Cl1
kompleksi, USF asir1 ifadesi yapilmis niikleer ekstraktlar reaksiyona katildiginda
kuvvetlenmis ve daha koyu bant vermistir (Sekil 4.77). Bu sonuca gore USF asiri
ifadesinin gergeklestigi ve promotora ait -973/-937’1uk bu bolgede USF i¢in baglanma

motifleri oldugu kesin olarak belirlendi
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Prob [-973/-937] + +

NE - + -
USFOENE - - +
C1 — -— —
c2 —

Serbest prob e—

Sekil 4.77: Saos-2 niikleer ekstrakti ve biotinli prob [-973/-937] kullanilarak
gergeklestirilen EMSA sonucu.

ADAMTS-3 promotoru i¢in yapilan transkripsiyon faktorii baglanma analizleri
sonucunda transkripsiyon faktorli baglanma motiflerinin bulundugu boélgelere 6zgii
tasarlanan problar (Tablo 4.6) kullanilarak EMSA deneyleri gerceklestirildi. Saos-2
niikleer ekstraklari kullanilarak, prob [-641/-607] ve etiketsiz prob [-641/607]’nin
5.000 kat olacak sekilde yarigtirildigit EMSA neticesinde prob [-641/-607] nin
kullanilmasiyla 2 kompleks olustu. Bu komplekslerden C1 etiketsiz prob ile yarismasi
sonucunda kayboldu. Bu sonuca gore promotora ait -641/-607’lik bu bolgede kendi

probu kullanildiginda DNA-protein etkilesiminin gergeklestigi belirlendi (Sekil 4.78).

1 2 3
Prob [-641/-607] + + +
NE - + +
+
Etiketsiz Prob
(5000 kat) [641/-607]
C1 e—
C2 we— Z
o+

Sekil 4.78: Saos-2 niikleer ekstrakti ve prob [-641/-607] kullanilarak gerceklestirilen
yarisma EMSA sonucu.
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4.6.3.2 Saos-2 Hucrelerinde Tip I-11-111 Kollajen Genlerinin USF ile
Regulasyonu

USF transkripsiyon faktéranun Tip 1, I, 111 kollajenlerinin mRNA dizeyine
olan etkisinin belirlenebilmesi amaciyla Boliim 4.7’ de izole edilen RNA’larin 1 pug’1
kullanilarak B6lim 3.2.6.4’te anlatildig1 sekilde cDNA sentezi yapildi. Tip I, 1l Il
kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon dizeyinin belirlenebilmesi
amaciyla Tablo 4.5’ te verilen, kollajenlere 6zgii tasarlanmis primerler kullanilarak
B6lim 3.2.6.5°te anlatildig: sekilde birbirinden bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en
az 3 tekrarli olacak sekilde qRT-PCR c¢alisildi. Sonuglar Livak metoduna gore
degerlendirildi. p degeri <0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
Sonuglar degerlendirildiginde USF transkripsiyon faktoriniin Tip | Kollajen
ekspresyonunu 0.2 kata, Tip Il Kollajen ekspresyonunu 0.4 kata ve Tip Il kollajen
ekspresyonunu yaklasik 0.2 kata diisiirdiigli tespit edildi. Elde edilen bu sonuglar
istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.79).
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Sekil 4.79: Saos-2 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktoriinin gegici over

ekspresyonunun Tip I-11 ve 111 Kollajen mRNA duzeyinlerine olan etkisi

4.6.3.3 MG63 Hucrelerinde ADAMTS-3 Geninin USF ile Regullasyonu

Over ekspresyonu gerceklestirilmis olan MG63 hcrelerinden izole edilen
RNA’larin 1 pg’t kullanilarak ¢cDNA sentezi yapildi. Belirtilen transkripsiyon
faktoriiniin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon diizeyi USF ¢cDNA’larina 6zgin

olarak tasarlanmis primerler (Tablo 4.5) kullanilarak qRT-PCR ile Bolim 3.2.6.5’te
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anlatildigr sekilde en az 3 tekrarli olacak sekilde ¢alisildi. Kontrol ve deney grubuna
ait degerler Livak metoduna gore insan B-2 mikroglobulin geninin Ct degerine
bolunerek normalize edildi ve sonrasinda kat olarak belirlendi. Degerlendirmelere
gbre USF transkripsiyon faktorinin over ekspresyonunun transfeksiyondan 6 saat
sonra yaklagik 500 kata kadar arttig1 ve bu artigin istatistiksel olarak da anlamli oldugu
tespit edildi. USF ekspresyonunun en fazla 48 saat inkiibasyon sonrasinda yaklasik
800 kata kadar arttig1 belirlendi. Fakat bu etki istatistiksel olarak anlamli bulunmadi
(Sekil 4.80). USF ekspresyonu icin elde edilen bu sonug istatistiksel olarak da anlamli
bulundu. Sonug olarak belirtilen transkripsiyon faktorinin MG-63 hicrelerinde gecici
over ekspresyonunun basarili bir sekilde gergeklestigi belirlenmistir. Maksimum ifade
olduklar1 inkiibasyon siiresinde elde edilen ornekler RNA ve protein galismalarinda
kullanildi.
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Sekil 4.80: MG-63 hucrelerinde USF’nin 6- 24- 48 ve 72 saat sonunda gegici over
ekspresyonu sonucu USF’nin maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresini gosteren

grafik

USF transkripsiyon faktorlerini tagiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gecici olarak MG-63 hicrelerine transfeksiyon yontemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen 50 pg yogunlugundaki
proteinler SDS-PAGE jelde yiiriitiildii(Sekil 4.81) Western blot yontemi kullanilarak
ADAMTS-3 antikorlart ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon amaciyla [-aktin
proteini kullanildi. Sonuglar Image J programi ile analiz edilerek degerlendirildi.
Yapilan densitometrik analizler sonucunda USF transkripsiyon faktorinin ADAMTS-
3 protein duzeyini 0.7 kata kadar azalttig1 belirlendi. Elde edilen azalma istatistiksel
olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.81).
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Sekil 4.81: MG-63 hucrelerinde USF transkripsiyon faktoriinlin gegici over
ekspresyonu ile ADAMTS-3 geni protein dizeyine olan etkisini gosteren western blot

membrani ve densitometrik analiz sonucu elde edilen sonug grafigi.

USF transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla bir 6nceki boliimde izole edilen RNA’larin 1 pgh
kullanilarak cDNA sentezi yapildi. ADAMTS-3 ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
diizeyinin belirlenebilmesi amaciyla ADAMTS-3’e 06zgii tasarlanmig primerler
kullanilarak birbirinden bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarli olacak
sekilde qRT-PCR calisildi. Yapilan calismalar degerlendirildiginde USF
transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3 mRNA ekspresyon seviyesini daha 6nce
belirlenmis olan maksimum ifade oldugu inkiibasyon siiresi sonunda 0.3 kat kadar

azalis oldugu, istatistiksel olarak da anlamli bulundu (Sekil 4.82).
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Sekil 4.82: MG-63 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktoriiniin gegici

overekspresyonunun ADAMTS-3 mRNA diizeyine olan etkisini gosteren grafik
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Kotransfeksiyon analizlerinde 1 pg ADAMTS-3 promotor pargalariyla birlikte,
ilgili  transkripsiyon faktorunin MG63 hucrelerinde ektopik ekspresyonunu
saglayacak olan ekspresyon plazmitlerinden 1-2 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5
pg Seap kontrol plazmiti ile birlikte Bolim 3.2.5.1°de anlatildig1 sekilde kalsiyum
fosfat presipitasyonu yontemi ile gecici olarak MG63 hicrelerine transfekte edildi.
Bazal aktivite sonuglari, ekspresyon vektori transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz
aktivitesi sonuglartyla karsilastirilarak degerlendirildi. MG63 hiicrelerinde yapilan
kotransfeksiyon ¢alismalarimin sonuglar1 degerlendirildiginde uygulanan USF
transkripsiyon faktorinin ADAMTS-3’e ait tiim promotor pargalarinin promotor
aktivitelerini azalttig1 belirlendi. TS3 [-1340/+40] promotor pargasindaki 0.3 Kkata
kadarki azalis ve TS3 [-899/+40]’ta meydana gelen azalis istatistiksel olarak da
anlamli bulundu (Sekil 4.83).
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Sekil 4.83: MG63 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-3 promotor

aktivitesine etkileri

4.6.3.4 MG63 Hucrelerinde Tip I-11-111 Kollajen Genlerinin USF ile

Regulasyonu

Protein diizeyinde ekspresyon diizeylerinin belirlenmesi amaciyla, USF
transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon plazmitleri kalsiyum fosfat
presipitasyonu ile gegici olarak MG63 hicrelerine transfeksiyon yontemi ile
aktarildiktan sonra RIPA soliisyonu kullanilarak elde edilen proteinler (50 pg) SDS-
PAGE jelde yiirtitiildii (Sekil 4.84). Western blot yontemi kullanilarak Tip Il Kollajen

proteinlerine 6zgu COL2A1 antikoru ile proteinler isaretlendi. Normalizasyon

117



amaciyla B-aktin proteini kullanildi. Sonuglar Image J programi ile analiz edilerek
degerlendirildi. Yapilan densitometrik analizler sonucunda USF transkripsiyon
faktorinin Tip Il Kollajen’in protein diizeyini yaklasik 0.7 oranina kadar azalttigi
belirlendi (Sekil 4.84).
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Sekil 4.84: MG63 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktortnin tip 11 kollajenin

protein dlizeyine olan etkisini gosteren membran ve densitometrik analiz sonucu.

MG63 hiicrelerinde USF asir1 ifadesi sonucu elde edilen hiicrelerden Boliim
3.2.6.1°de anlatildig1 sekilde kit proediiriine uyularak RNA izole edildi. izole edilen
bu RNA’lardan 1pg olacak sekilde kullanilarak Bolim 3.2.6.4’te anlatildigi gibi
cDNA sentezlendi. Tip I, 11, 111 kollajenlerinin ilgili zaman dilimlerindeki ekspresyon
dizeyinin belirlenebilmesi amaciyla Tablo 3.5 te wverilen, kollajenlere 06zgu
tasarlanmis primerler kullanilarak Boliim 3.2.6.5’te anlatildigi sekilde birbirinden
bagimsiz 2 farkli deney kuruldu ve en az 3 tekrarl olacak sekilde qRT-PCR c¢alisildu.
Sonuglar degerlendirildiginde USF’nin ¢alisilan tiim kollajen tiplerinde mRNA
seviyesinde ekspresyonu azalttigi gozlendi. Tip Il Kollajen ekspresyonunda 0.05
oranina kadar azalma gergeklesirken (Sekil 4.85), Tip I Kollajen’de 0.8 e, Tip IlI
Kollajen ekspresyonunda ise 0.5 oranina kadar bir azalma oldugu belirlendi (Sekil
4.86). Ozellikle Tip II kollajen icin elde edilen sonug istatistiksel olarak da anlamli
bulundu.
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Sekil 4.85: MG63 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktériiniin gegici over

ekspresyonunun Tip Il Kollajen’in mRNA dizeyine olan etkisi
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Sekil 4.86: MG63 hiicrelerinde USF transkripsiyon faktoriniin gecici over

ekspresyonunun Tip | ve Tip Il Kollajenleri’nin mRNA dizeyine olan etkisi
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5. SONUC VE TARTISMA

[lk kez beyin hiicrelerinde cDNA’s1 klonlanan ADAMTS-3 geni, 4.
kromozomun kisa kolunda bulunan biiytik bir gendir. Temel gorevinin 6zellikle tip 11
kollojen olgunlagsmasinda N-terminal uglarda bulunan peptitlerin uzaklagtirilmasi
oldugu tespit edilen ADAMTS-3’e bu nedenle prokollojen II N-propeptidaz da
denilmektedir [96]. Kollajen sentezinin diizenlenmesinden sorumlu oldugu diisiiniilen
ADAMTS-3’iin en fazla insan cilt hiicrelerinde, cilt fibroblastlarinda, kikirdakta,
kemiklerde ve plasentada; en diisiik ise akciger, beyin ve kalpte ifade oldugu
belirlenmistir [26]. Yapilan ¢alismalarda ADAMTS-3’iin prokollajen I ve II’ce zengin
hiicrelerde ekspresyonunun daha fazla oldugu ve dolayisiyla prokollajen Il ile birlikte
prokollajen I’in olgunlasmasinda da goérevli oldugu sonucuna vartlmistir [26, 100].
Prokollajen N-propeptidaz aktivitesi sayesinde ADAMTS-3, embriyonik lenfogenez ve
plasenta damarlasmasinda, yetiskinlerde lenfotik dengenin saglanmasinda gorev alir.
Bununla beraber yara iyilesmesi, doku yenilenmesi ve enflammasyonla da iliskilidir
[108]. ADAMTS-3 dinamik olarak omurilikte ekspre olmakta ve sinir uglarinda
meydana gelen dallanmalardaki kollejen sentezinin dizenlenmesinde rol
oynamaktadir [101]. ADAMTS-3 ifadesi TNF alfa ve VEGF sitokinleri varliginda
kollajen senteziyle baglantili olarak da incelenmistir [104, 108].

Insan ADAMTS-3 geniyle ilgili literatiirde bircok ekspresyon calismasi
bulunurken, geninin transkripsiyonel olarak diizenlenmesine dair yapilmis bir caligma
henliz bulunmamaktadir. Transkripsiyonel dizenlenme bir genin ifadesinin ortaya
¢ikmasindaki en 6nemli kontrol basamagidir. Gen ekpresyonunun farkli sekillerde
diizenlenmesi, hiicresel farklilasmanin ve hiicresel islevlerin odak noktasidir. Bu
diizenlenmenin hiicreler ve organlar bazinda degisiklik gostermesi gen
ekspresyonunun kontrolu ile mimkindir. ADAMTS-3 geninin diizenlenmesinde rolii
olan faktorlerin belirlenmesi ve incelenemesi ADAMTS-3 geninin normal ve patolojik
durumlardaki ekspresyonunun detaylica anlagilabilmesine 1s1k tutacaktir. Gen

dizenlenmesinde gorevli olan proteinler genin promotor bolgesine baglanarak
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transkripsiyonu kontrol ederler. Bu nedenle tez calismasinda ilk olarak ADAMTS-3

genine ait promotor bolgesi klonlanmustir.

Insan ADAMTS-3 genine ait promotor bolgesinin klonlanabilmesi igin ilk
olarak gen bankasinda kayitli olan ADAMTS-3 (NM_014243) geninden yararlanilarak
biyoinformatik olarak belirlenen translasyon baslangi¢ noktasindan yaklasik 1380 bg
ust bolgede bulunan muhtemel promotor bélgesi pGEM-T easy vektoriine klonlandi.
Promotor bolgesine ait yapilan biyoinformatik analizler neticesinde ADAMTS-3
promotorunun %50 oraninda GC igerigine sahip oldugu ve ozellikle translasyon
baslangi¢ kodonundan itibaren (-326)-(-750)’inci bazlar aras1 CpG adasi
olusumlarinin yogun oldugu belirlendi. Daha sonra transkripsiyonel aktivite
calismalarinda kullanilabilmesi amaci ile 5° ucu sabit tutulan promotor dizisinden, dort
adet TS3 [-131/+40], TS3 [-576/+40], TS3 [-899/+40] ve TS3 [-1340/+40] promotor
parcasinin pMet Luc vektoriine alt klonlamalar1 gergeklestirildi. Klonlamalarin
gerceklestirilmesinden sonra tiim promotor pargalart dizi analizine gonderilerek
dogrulugu tespit edildi, herhangi bir mutasyon olup olmadigi kontrol edildi. Dizileme
sonuglari, gen bankasinda bulunan dizi ve biyoinformatik olarak belirlenen muhtemel
ADAMTS-3 promotor bolgesi ile karsilastirilarak diizenlenen ADAMTS-3 promotoruna
ait son dizi gen bankasina kayit ettirildi ve Gegici Erisim Numarasi (KX454214) temin
edildi.

Son dizinin olusturulmasindan sonra yapilan biyoinformatik analizler ile ATG
bolgesi ve transkripsiyonun baslangi¢ bolgesi (+1) belirlendi. Yapilan biyoinformatik
analizler sonucu ADAMTS-3 promotorunun TATA kutusu icermedigi belirlendi. GC
icerigi agisindan oldukca zengin oldugu ve birgok farkli transkripsiyon faktor
baglanma motifi icerdigi belirlendi. Mathinspector programu ile yapilan analizlerde en
fazla baglanma motifine sahip transkripsiyon faktoriiniin SP1/GC kutusu baglanma
motifi oldugu ve bununla birlikte E2F, kruppel benzeri baglanma motifi, EGR/NGF,
STAT, E-kutusu ve AP1 baglanma motiflerinin de ADAMTS-3 promotorunda mevcut
oldugu tespit edildi (Sekil 4.9) (Bknz Ek-E).

Insan ADAMTS-3 geninin mRNA ve protein diizeyinde ekspresyonuna dair
bilgi sahibi olmak ve tez ¢alismasinda hangi hiicre modeli ile galismalara devam
edileceginin belirlemesi amaciyla Saos-2, MG63, HUVEC, Panc, PC3 ve Hep3B

hiicre hatlarinda RT-PCR ve western blot yontemleri kullanilarak ekspresyon
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analizleri gergeklestirildi. Bunlarin neticesinde mRNA ve protein diizeyinde en fazla
ekspresyonun PC3 hiicre hattinda oldugu tespit edildi. Literatiirde daha 6nce yapilan
caligmalarda plasentada, ciltte, omurilikte, lenfte, sinir hiicrelerinde, iskelet kasi
hiicrelerinde, kalpte, kikirdak ve kemikte ADAMTS-3 ekspresyonu oldugu
belirlenmigtir. Tez ¢alismasinda model hiicre hatt1 olarak kullanilmak {izere ise yine
ADAMTS-3 ekspresyonunun gozlendigi osteosarkoma hiicre modelleri Saos-2 ve
MG63 hiicreleri tercih edildi. iki osteosarkoma hiicre modelinin temel olarak farkl:
olmayacag1 diisiiniilse de Saos-2 ve MG63 hicreleri hem birbirlerinden hem de
osteoblast hiicrelerinden 6zellikle proliferasyon kinetikleri ve kemik dokusu tretimleri
acisindan farklilik gosterirler. Saos-2 hicreleri en olgun osteoblastik fenotipi
sergilerken alkalen fosfataz, osteokalsin, kemik sialoprotein, dekorin ve kollajen | ve
Il gibi kemik markirlari igin pozitif sonug¢ vermektedirler. MG63 hiicreleri ise hem
olgun hem geng osteoblastik Ozellikleri tagimalartyla simdiye kadar belirlenmis en
heterojen yapidaki osteosarkoma hicreleridirler [155]. Bu iki hiicre hattinin
birbirinden farkli kemik profilleri sergilemeleri, kemik dokuda kollajen sentezinin
yiiksek olmas1 ve ADAMTS-3’lin, prokollajenlerin kollajene olgunlasmasindaki rolii
gbz Onilinde bulundurularak ve ayrica kemik kanserinde ADAMTS-3 ‘iin
diizenlenmesine dair literatiirde aydinlatilmig bir calisma olmamasi sebebi ile

osteosarkoma hiicre hatlar1 Saos-2 ve MG63 ¢alismada kullanilmak tizere segildi.

pMet Luc haberci vektoriine klonlamasi yapilan TS3 [-131/+40], TS3 [-
576/+40], TS3 [-899/+40] ve TS3 [-1340/+40] promotor parcalara ait transkripsiyonel
aktivite sonuclarr degerlendirildiginde her iki hiicre hattinda tiim promotor pargalari
aktivite gosterdi. En ylksek bazal aktivite iki hiicre hatti i¢in de 616 bg’lik TS3 [-
576/+40] promotor pargasinda gozlendi. Bu sonu¢ kor promotor bélgesinin
transkripsiyon baslangi¢ noktasindan yaklasik 576 b¢ yukarida bulunabilecegini
ortaya koydu. TS3 [-879/+40] ve TS3 [-1340/+40] promotor pargalari MG63
hlcrelerinde Saos-2 hicrelerine gore 2.5 kat daha fazla aktivite sergilemistir. Bu fark
muhtemelen ADAMTS-3 promotorunun osteosarkoma modellerinde, hiucreye 6zgiin
olarak diizenlendigi seklinde yorumlanabilir. Gen ifadesinin duzenlenmesi, genin
duzenleyici dizisi olan promotor bolgesine 6zgiin proteinlerin  baglanmasiyla
gerceklesmektedir. Genlerin baskilanmasini veya daha fazla ifade olmasini saglayan
bu diizenleyici proteinlere transkripsiyon faktorleri denilmektedir. Binlerce farkli

transkripsiyon faktorii bulunmaktadir. Bu proteinler DNA dizisi Uzerinde bulunan
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6zglin DNA baglanma motiflerini taniyarak baglanmaktadir. Ozellikle SP1, C\EBPa ve
USF transkripsiyon faktorlerine ait baglanma dizilerinin ADAMTS-3 promotoru uzerinde

cok sayida olduklari biyoinformatik analizlerle tespit edilmistir.

Bu transkripsiyon faktorlerinden en fazla baglanma motifi igeren SP1
transkripsiyon faktori oOzellikle ADAMTS-3 gibi GC bazlar1 agisindan zengin
promotora sahip genlerin regulasyonu icin oldukga 6nemlidir. SP1 transkripsiyon
faktorunun transkripsiyonu aktive etmesi ya da baskilamasi fizyolojik ve patolojik
bircok uyarana baghdir. GC-zengin motiflere yliksek afinite ile baglanarak hiicre
bliylimesi, apoptoz, hiicre farklilasmasi ve immun cevabi gibi birgok suregte gorev
alan sayisiz genin ifadesini diizenlemektedir [110]. Ozellikle ekstraseliilar matriks
genleriyle baglantili birgok genin diizenlenmesine katilmaktadir [115, 116]. Saos-2 ve
MG63 hiicrelerinde elde edilen sonuglar neticesinde asir1 ifade olduklar1 RT-PCR ile
tespit edilen transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS-3 ekspresyonuna olan etkileri
detayladirildi. SP1’in iki hiicre hattinda da ADAMTS-3 mRNA ve protein ekspresyon
seviyelerini yaklasik yar1 yariya diislirdiigi ve tim promotor pargalari ilizerinde
transkripsiyonel aktiviteyi azaltic1 yonde etki ettigi belirlendi. Saos-2 hiicrelerinde SP1
en yuksek etkiyle TS3 [-576/+40] i¢in 0.7 kat oraninda transfeksiyon etkinligini
azaltirken, MG63 hiicrelerinde en kiigiik promotor pargasi tizerinde arttirict yonde etki
gostermistir. Muhtemelen [-131/440]°lik bu bolgede bulunan farkli bir baglanma
dizisinin SP1’in ADAMTS-3 transkripsiyonel aktivitesini arttirici yonde etki etmesine
neden oldugu sonucuna varilabilir. Saos-2 hiicrelerinde gerceklestirilen DNA-protein
baglanma analizlerinin neticesinde ADAMTS-3 promotorunun gercekten de SP1
baglanma motifleri igerdigi ve SP1 transkripsiyon faktoriiniin bu 6zgiin bolgelere
baglandig tespit edildi. ADAMTS genleriyle yapilan cesitli calismalara baktigimizda;
SP1’in susturuldugu durumda insan ADAMTS17 geninin ekspresyonunun baskilandigi
[120], bir baska caligmada ise SP1’in diisiikk oksijen kosullarinda ADAMTS1’in
ekspresyonunu arttirdigi [121] belirlenmistir. SP1’in  kemik metabolizmasinda
meydana gelen tahribatlarla da baglantili oldugu ve kollajen genlerinin
dizenlenmesinde de etkin olabilecegi yapilan galismalarda ortaya konmustur [122,
123].

Calismada kullanilan bir diger transkripsiyon faktorii olan C/EBPa, genlerin
promotor bolgesinde bulunan CCAAT baglanma motiflerini 0zguln olarak tanir ve

baglanir. C/EBPa, hiicresel farklilasmanin diizenlenmesinde, enflamasyon veya akut
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faz cevabinda gorevli genlerin regllasyonunda rol alir. Sonuglarimiz
degerlendirildiginde, hem Saos-2 hem de MG63 hticrelerinde C/EBPa’nin ADAMTS-
3 ekspresyonunu mRNA ve protein seviyesinde disiirdiigi tespit edildi. Promotor
aktiviteleri tizerinde de C/EBPa. tiim promotor konstraktlar tizerinde ve her iki hicre
hattinda transkripsiyonel aktiviteyi azaltict yonde etki goOstermistir. Saos-2
hiicrelerinde gergeklestirilen EMSA deneylerinde elde edilen sonuglar (-131/-103)
bolgesinde muhtemel bir C/EBP baglanma bolgesi olabilecegini isaret etmistir.
Literatiirde damarlagsmanin diizenlenmesinde rol alan insan ADAMTSL1 geninin C/EBP
ile duzenlenmesiyle dolagim hastaliklari i¢in yeni bir tedavi yontemi gelistirilebilecegi
yapilan ¢aligmalarda ortaya konmustur [129]. Ayrica kikirdak dokusunda asir1 ifade
oldugu durumlarda C/EBPB’nin matriks degredasyonuna neden oldugu tespit

edilmistir [134]. C/EBPa ayn1 zamanda kemik yikiminda da gérev almaktadir.

DNA dizisinde E-kutusu motiflerini taniyarak baglanan USF transkripsiyon
faktorii embriyonik gelisimde, bircok genin transkripsiyonel diizenlenmesinde tek
basimma ya da diger transkripsiyon faktorleri etkileserek etkisini gostermektedir.
USF’nin timor baskilayict bir protein oldugu da yapilan ¢alismalarda gosterilmistir
[151]. ADAMTS-3 ekspresyonuyla ilgili yaptigimiz ¢alismalarda Saos-2 ve MG63
osteosarkoma modellerinde USF’nin mRNA, protein ve transkripsiyonel aktivite
seviyesinde ADAMTS-3 ekspresyonunu azalttigi tespit edildi. E-kutusu baglanma
motiflerinin yogun olarak bulundugu bélgeler i¢in gergeklestirilen EMSA sonuglarina
gore de USF’nin ADAMTS-3 promotoruna bircok bolgeden baglandigi Saos-2
hicrelerinde belirlendi. Daha 6nce gergeklestirilen bir ¢alismada, USF ADAMTS gen
ailesinin ilk Uyesi olan ADAMTS-1’in transkripsiyonel regiilasyonuna katilarak

promotor aktivitesini arttirdigi ortaya konmustur [152].

ADAMTS-3{in en 6nemli rolii tip II kollajenin N-terminal ucundaki propeptit
dizlerinin uzaklastirilmasidir. Bunun yanisira, tip | kollajen molekilinin de
olgunlagmasinda gorev aldigi literatiirde bulunmaktadir [95]. Bu bilgiler 1siginda
caligmanin bu boliimiinde osteosarkoma hiicrelerinde asir1 iadesi gerceklestirilen SP1,
C/EBPa ve USF transkripsiyon faktorlerinin tip I, 11 ve 111 kollajenleri tUzerindeki
etkileri aragtirildi. Saos-2 ve MG63 hiicreleri hiicre karakteri, gen ekspresyon profilleri
ve kollajen igerikleri agisindan farkliliklar gosterirler. Saos-2 ve MG63 hiicreleri farkli
kollajen tipleri icin farkli ekspresyon paternleri sergilerler. Tip I kollajen Saos-2
hicrelerinde daha fazla ekspre olurken, tip Il ve tip I11 kollajenin MG63 hiicrelerinde
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daha fazla ekspre olmaktadir [155]. Bag dokunun temel kollajen tipi, tip 11 kollajenden
olugsmaktadir. Tip II kollajen 6zellikle kikirdakta olmak iizere kikirdak ve kemikte
fibriller formda olusum gosterir. Dolayisiyla tip II kollajen ekspresyonunda meydana
gelen diistis kikirdak ve kemik dokuda gesitli hastaliklara neden olmaktadir [156-160].
Tip | kollajen, tendon, kemik, cilt, kornea ve kan damarlarinin duvarinda fibriller
formda kollajen yapilanmasi olusturur. Tip 11 kollajen ise, ciltte ve damarlarda tip |
kollajenle birlikte heterotipik fibriller olusturur [36, 37].

Tez ¢alismasinda elde ettigimiz sonuglara gére SP1 Saos-2 hucrelerinde tip |
ve III kollajen ekspresyonunu mRNA diizeyinde azaltirken, tip II kollajen ekspresyon
diizeyini arttirmaktadir. MG63 hiicrelerinde ise SP1’in overekspresyonu sonrast tip I,
Il ve I kollajenlerin mRNA seviyesinde ekspresyonu azalmaktadir. Protein
seviyesinde ise tip II kollajenle yapilan deneylerde tip II kollajen seviyesinin azaldigi
goriilmiistiir. Literatliirde yapilan caligmalarda SP1’in varliginda tip II kollajen
ekspresyonunun negatif yonde diizenlendigi belirlemistir. Bunun aksine ciltte,
tendonlarda ve kemikte bag dokunun kararliligi agisindan tip I kollajen
ekspresyonunun pozitif olarak diizenlendigi, SP1 ile yapilan ¢alismalarda ortaya
konmustur [161]. Tip III kollajen miktarinin baskilandigi durumlarda, bag dokunun
Vlcudun ¢esitli kisimlarinda zayiflamasinin Ehlers-Danlos sendromuna neden oldugu

yapilan bir ¢aligmada belirlenmistir [162].

C/EBPa ile gergeklestirdigimiz kollajen ekspresyon g¢aligmalarinda, Saos-2
hiicrelerinde C/EBPa overekspresyonu tip I ve tip Il kollajen ekspresyonunu arttirirken
tip I1I kollajen ekspresyonunu azaltmistir. MG63 hiicrelerinde ise {i¢ kollajen tipi igin
de mRNA seviyesinde ekspresyonu azaltmis, protein seviyesinde ise tip II kollajen
ekspresyonunu baskilamistir. Daha 6nce literatiirde gergeklestirilen caligmalarda,
C/EBPB direk olarak MMP-13 promotoruna baglanarak MMP-13 ekspresyonunu
eklem iltihabi tagiyan bolgedeki kikirdak hiicrelerinde diizenledigi ortaya konmustur
[95]. Karaciger hiicreleri, kan hiicreleri, yag hiicreleri ve akciger hiicrelerinin
kullanildig1 bir kanser arastirma ¢alismasinda C/EBPa’nin baskilandigi durumlarda

birgok kanser tiiriiniin baskilanabilecegi ortaya konmustur [163].

USF transkripsiyon faktoriiniin asir1 ifade edildigi durumlarda elde ettigimiz
sonuglara gore her iki osteosarkoma hiicre modelinde tip I, Il ve Il kollajen

ifadelerinin azaldig1 sonucuna varilmustir. Literatiire bakildiginda tip I kollajene ait
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promotor bdlgesindeki USF baglanma motifleri olan E-kutusu motiflerinde meydana
getirilen mutasyonlar sonucu elde edilen sonuglarda USF1 ve USF2’nin tip I kollajen
reglilayonunu arttirici yonde diizenledigi bulunmustur [157]. Sigir graniilosa
hiicrelerinde yapilan ¢alismada, ADAMTSI1 promotorunda bulunan USF baglanma
bolgelerinde kuvvetli DNA-protein komplekslerinin olustugu ve bu komplekslerin
USF transkripiyon faktoriiniin baglanmasiyla meydana geldigi belirlenmistir. USF’nin
baglanmasi neticesinde ADAMTS1’in transkripsiyonel aktivitesinin azaldigi tespit

edilmistir [152].

Sonug olarak, literatirde ilk kez bu ¢alismasinda insan ADAMTS-3 genine ait
transkripsiyonel duzenlenme aydmlatilmistir. SP1, C/EBPa ve USF transkripsiyon
faktorlerinin varlifinda ADAMTS-3 ekspresyonunun azaldigi, benzer sekilde
ADAMTS-3 geninin isledigi temel kollajen tipi olan tip II kollajenin ifadesinin de s6z
konusu transkripsiyon faktorlerinin  etkisiyle azaldigi osteosarkoma hiicre

modellerinde ortaya konmustur.

Elde edilen bu sonuglarin kemik kanseri metabolizmasinin diizenlenmesine ve
kollajenle baglantili dokulardaki anormalliklerin aydinlatilmasina 1s1k tuttacagi

distiniilmektedir.
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Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif 3
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Summary: This gene encodes a member of the ADAMTS (a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs) protein family.Members of the
family share several distinct protein modules, including a propeptide region,
a metalloproteinase domain, a disintegrin-like domain, and a thrombospondin
type 1 (TS) motif. Individual members of this family differ in the number of
C-terminal TS motifs, and some have unique C-terminal domains. The encoded
preproprotein is proteolytically processed to generate the mature protease.
This protease, a member of the procollagen aminopropeptidase subfamily of
proteins, may play a role in the processing of type II fibrillar collagen in
articular cartilage. [provided by RefSeq, Feb 2016].

Publication Note: This RefSeqg record includes a subset of the publications
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exon 1..106
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/gene="ADAMTS3"
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/note="upstream in-frame stop codon"
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/EC number="3.4.24.-"

/note="zinc metalloendopeptidase; a disintegrin-like and metalloprotease
(reprolysin type) with thrombospondin type 1 motif, 3; a disintegrin and
metalloproteinase with thrombospondin motifs 3; ADAM-TS3; ADAMTS-3; PC II-
NP; ADAM-TS 3; procollagen II N-proteinase; procollagen II amino propeptide-
processing enzyme"

/codon_start=1

/product="A disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs 3
preproprotein"

/protein id="NP 055058.2"

/db xref="CCDS:CCDS3553.1"

/db_xref="GeneID:9508"

/db xref="HGNC:HGNC:219"

/db_xref="MIM:605011"

/translation="MVLLSLWLIAAALVEVRTSADGQAGNEEMVQIDLPIKRYREYEL
VIPVSTNLEGRYLSHTLSASHKKRSARDVSSNPEQLFFNITAFGKDFHLRLKPNTQLV
APGAVVEWHETSLVPGNITDPINNHQPGSATYRIRRTEPLQTNCAYVGDIVDIPGTSV
AISNCDGLAGMIKSDNEEYFIEPLERGKOMEEEKGRIHVVYKRSAVEQAPIDMSKDFH
YRESDLEGLDDLGTVYGNIHQQLNETMRRRRHAGENDYNIEVLLGVDDSVVRFHGKEH
VONYLLTLMNIVNEIYHDESLGVHINVVLVRMIMLGYAKSISLIERGNPSRSLENVCR
WASQQORSDLNHSEHHDHAIFLTRQDFGPAGMQGYAPVTGMCHPVRSCTLNHEDGFESS
AFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGDETAMGSVMAPLVOQAAFHRYHWSRCSGQELKRY I
HSYDCLLDDPFDHDWPKLPELPGINYSMDEQCRFDFGVGYKMCTAFRTFDPCKQLWCS
HPDNPYFCKTKKGPPLDGTECAAGKWCYKGHCMWKNANQOKQDGNWGSWTKFGSCSRT
CGTGVREFRTRQCNNPMPINGGQDCPGVNFEYQLCNTEECQKHFEDFRAQQCQQORNSHE
EYONTKHHWLPYEHPDPKKRCHLYCQSKETGDVAYMKQLVHDGTHCSYKDPYSICVRG
ECVKVGCDKEIGSNKVEDKCGVCGGDNSHCRTVKGTFTRTPRKLGYLKMFDIPPGARH
VLIQEDEASPHILAIKNQATGHYILNGKGEEAKSRTFIDLGVEWDYNIEDDIESLHTD
GPLHDPVIVLIIPQENDTRSSLTYKYIIHEDSVPTINSNNVIQEELDTFEWALKSWSQ
CSKPCGGGFQYTKYGCRRKSDNKMVHRSFCEANKKPKPIRRMCNIQECTHPLWVAEEW
EHCTKTCGSSGYQLRTVRCLQPLLDGTNRSVHSKYCMGDRPESRRPCNRVPCPAQWKT
GPWSECSVTCGEGTEVRQVLCRAGDHCDGEKPESVRACQLPPCNDEPCLGDKSIFCQM
EVLARYCSIPGYNKLCCESCSKRSSTLPPPYLLEAAETHDDVISNPSDLPRSLVMPTS
LVPYHSETPAKKMSLSSISSVGGPNAYAAFRPNSKPDGANLRQRSAQQAGSKTVRLVT
VPSSPPTKRVHLSSASQMAAASFFAASDSIGASSQARTSKKDGKIIDNRRPTRSSTLE

R"
sig peptide 38..103

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"

/inference="COORDINATES: ab initio prediction:SignalP:4.0"
proprotein 98..3652

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
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/product="A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 3 proprotein"

mat peptide 785..3652

/gene="ADAMTS3"

/gene synonym="ADAMTS-4"

/product="A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 3"

/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"

/note="propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (015072.4)"
misc feature 2174..2569

/gene="ADAMTS3"

/gene synonym="ADAMTS-4"

/experiment="experimental evidence, no additional details
recorded"

/note="propagated from UniProtKB/Swiss-Prot (015072.4);
Region: Spacer"
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/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 135..541

/gene="ADAMTS3"

/gene synonym="ADAMTS-4"
/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 542..698

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 699..898

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 899..982

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 983..1139

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
/inference="alignment:Splign:2.0.8"

exon 1140..1245

/gene="ADAMTS3"

/gene_synonym="ADAMTS-4"
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gtgttggtcg
ttttgtttgt
ttaacaagaa
tattagaaat
atcagtatta
tgttctaggt
agcagagtat
tgaatcaaca
atacagatat
gtacacttgt
tgaaaccctc
gtgtgttctt
gtaataatcg
aatatcatca
gttcaagaaa
tgttcacaac
ccttgctcac
atagaattca
atgtactaaa
tagagatgca
aaaagctaaa
attaagttga
gttcaatgaa
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cctgagctgt
cacagaatgt
actctatacc
caaattccag
ccatagaata
gataaagatg
ctttgggctt
tgctgtttgt

aaaaaa

accctagtga
agacccctgce
atgctgcttt
agcaagcagg
gggtccacct
caataggtgc
gacgtccgac
ccagaggaaa
aatctctata
actttctagt
ggaagaaatc
ctctctgaag
tttagaaaag
attttggata
attgtatgag
ttttaagaga
gcctgtcegtt
tacaaaagag
atgtgatacg
cagcttacct
ggtcacaggg
tttccaggac
ttttaatttt
caaaggaaaa
gtctagaatt
gcatatgtcg
cacaatgcat
agcaaagcca
gaactgaaga
tatttacact
tgctttgttc
actgaacaaa
tgacttgttt
attgtgaatt
tgtacatgag
ctaaaaatat
gcaagaactt
tctaaagaat
atagtaaaac
aaattctctc
gtcacacaaa
tcttttctac

tgtactgaga
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cctccctaga
aaagaagatg
caggccaaac
aagtaagact
cagttcagct
ttcttctcag
aagatcatcc
acctggacaa
gatcgtcagce
tgctttcatc
accaaagatt
cagaaaaggg
ttacagtaaa
tggaacaaag
caaatttgca
tgtgttctca
gagtattgcc
aagttagaat
taaattatag
attgccttct
atcaacgaat
ctcagtaggc
cgcattgttg
agttttggga
gatatttgag
atggttgaga
ctgactgcaa
gaaatgctct
tatttattaa
aatatcaatt
tgtgcataga
tttgatgtta
cccttcaagg
agaaacattt
aggagatagt
attatacaaa
ttgcatttta
tgctgctact
aatccctaag
tagtttactt
cagtttccat
taagctaaaa

gcacgtacca

tctctagtga
tctttgagta
agtaaacctg
gtgagactgg
tcacaaatgg
gcaagaacct
accttagaaa
cctctctett
tcattttatc
ctccttttgt
attacaaaag
actggaacca
aattaaaaag
aattcttaga
gctgttgtgt
aatgattgtt
ttgtttgaca
tacagctact
aaaaagaaaa
atacttataa
agtaaataat
accgttgagg
acagatacaa
taacttattt
tatagtagag
tatttatttt
taatgtgcta
ctccagggag
aagttgattt
acatattttg
gacctttaag
tgcaaacatc
aaacattaaa
ttaaaagttt
gatatcagca
ctaaaatgta
atcgttgtaa
ttgtgcaaga
ccttaagtct
gtgtgtgcat
aaagatgtac
attccttttt

ataaaaatgt

tgcctacatc
gcatctcttc
atggtgctaa
tcaccgtacc
ctgctgcttce
caaagaaaga
gatgagaaag
cccatggtgce
tgtaattgga
tctgcattga
aaaaatatgt
attgtgcata
agataccaat
cttgtattcc
aaatactgta
tactatatta
ttctataggt
gacaatataa
gaaacacaaa
tttaaaggat
gaactcgtgc
tgtcctttgt
acagttatac
gtatgttggt
ctttggggct
ccatatggtt
ataatttatg
tagatgtaaa
tttttcttga
gtaaactaga
caaactacta
ttgcattttt
ttgtatggac
ttgaaagaga
taatgatttt
gatgaattaa
actaacagct
actttgaagg
ttttttttte
acatctcatc
atattcatta
atcaaagtgt

taacaaaata



EK-D ADAMTS-3 Restriksiyon Haritasi

Noncutters: Aarl, Aatll, Absl, Acll, Aflll, Afllll, Alfl, Alol, AlwNI, ApaLl, Arsl,
Ascl, Asull, Bael, Ball, BamHI, Barl, Bccl, BciVl, Bcll, Bdal, Bgll, BsaAl, BsaBl,
BsePl, Bsp14071, BspHI, BspMl, BsrDlI, BstEll, BstXl, BtgZl, Btsl, Cfrl, Clal, CspCl,
Drdl, Eam1105I, Eco471ll, Eco571, EcoRV, Fall, Fsel, FspAl, Hindll, Hindlll, Hpal,
Hpy99l, Kpnl, MauBl, Mfel, Mlul, Ncol, Ndel, Nhel, NmeAlll, Notl, Nrul, Nspl,
Olil, Pacl, Pasl, Pfol, PmaCl, Pmel, Ppil, PpuMlI, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXIl, Psrl,
Pvul, Pvull, Rsrll, Sall, SanDlI, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrAl, SgrDl,
Smll, SnaBl, Spel, Sphl, Sse83871, Sspl, Swal, Tagll, Tth111l, Vspl, Xbal, Xcml,
Xhol, Xmnl

Name | Sequence Site Overhang Frequen Cut Positions
Length cy
CAYNNNN
Msll RTG 6 blunt 1 1118
Nael | GCCGGC 6 blunt 1 567
mal | CCCGGG 6 blunt 1 747
s [CCCSCC ) 8 blunt 1 747
Stul | AGGCCT 6 blunt 1 1150
Avrll | CCTAGG 6 five_prime 1 785
BbvCl | CCTCAGC 7 five_prime 1 1152
Bglll | AGATCT 6 five_prime 1 972
ﬁp?j CCTNAGC 6 five_prime 1 1152
BseYl | CCCAGC 6 five_prime 1 929
Drall | RGGNCCY 6 five_prime 1 683
Eco3ll] GGTCTC 6 five_prime 1 715
EcoRI | GAATTC 6 five_prime 1 939
Esp3l | CGTCTC 6 five_prime 1 427
Fokl GGATG 5 five_prime 1 1132
SfaNI GCATC 5 five_prime 1 1110
Styl | CCWWGG 6 five_prime 1 785
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/MslI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NaeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SrfI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvrII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BglII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Bpu10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Bpu10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseYI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco31I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Esp3I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FokI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfaNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StyI.html

Tatl | WGTACW five_prime 1 1141
TAil GAWTC five_prime 1 1256
Tsp45l| GTSAC five_prime 1 1009
Xholl | RGATCY five_prime 1 972
Agsl | TTsAA threegp“m 1 150
Apal | Geeeee threegp“m 1 687
Bfil | ACTGGG threegp“m 1 39
Bsal | GTGCAG threegp”m 1 264
Bsml | GAATGC threegp”m 1 392
pstt | CTGCAG threegp”m 1 197
sacll | cceeee threegp”m 1 616
Tsol | TARCCA threegp”m 1 994
TG | AcGea three_prim| 1116
W1 e

Birl | CACGTC blunt 2 674, 1098
Accl | GTMKAC five_prime 2 1286, 1376
Agel | ACCGGT five_prime 2 820, 1352
Aval | CYCGRG five_prime 2 728, 745

CCTNNNN o
EcoNI NAGG five_prime 2 288, 1264
Hagal GACGC five_prime 2 620, 847
Narl | GGCGCC five_prime 2 667, 815
. GAANNNN three_prim
Al | INNTTGG e 2 64,96
CGANNNN three_prim
Beal |~ NTGe - 2 323, 357
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/TatI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tsp45I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AgsI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsgI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TsoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspGWI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspGWI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AgeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HgaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NarI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AjuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BcgI.html

GAGNNNN three_prim
Boll |~ \oTe - 2 461, 493
ACNNNNN three_prim
Bsaxi | ““oTce - 2 639, 669
BseS| | GKGCMC threegp“m 2 274, 687
Dralll CACNNNG three_prim 2 240, 987
TG e
ECS7Y rGRrAG three_prim} 786, 953
il e
Gsul | CTGGAG threegp“m 2 786, 953
GAYNNNN three_prim
HaelV | 7\ 000 - 2 1081, 1115
CCANNNN three_prim
PAMI |~ TG - 2 29, 1024
sacl | GAGCTC threegp”m 2 171, 642
TspDT IDT ATGAA threegp”m 2 167, 173
TspRI| CASTG threegp”m 2 926, 1353
Acyl | GRCGYC five_prime| 3 631, 667, 815
Apol | RAATTY five_prime| 3 161, 899, 939
Bbvl | GCAGC five_prime| 3 346, 588, 594
BsmAl| GTCTC five_prime| 3 168, 427, 715
Cfriol | RCCGGY five_prime| 3 565, 820, 1352
% CAGCAG five_prime| 3 439, 567, 574
Tsel GCWGC five_prime 3 334, 582, 601
Ecil | GGCGGA threegp”m 3 469, 551, 771
Mboll | GAAGA threegp”m 3 125, 962, 1153
Taul | GCSGC three_prim| 4 485, 561, 590

e
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BsrBI | ccGCTC blunt 4 444, 450, 561, 727
Plel | GAGTC five_prime| 4 15, 470, 1104, 1152
Bsi'\"' CTCAG threegp”m 4 163, 1166, 1212, 1233
Bsrl | ACTGG threegp”m 4 34, 182, 835, 1007
Haell | RGCGCY threegp”m 4 623, 670, 818, 1217
Mmel | TCCRAC threegp”m 4 47, 339, 936, 1363
Tstl CQE'}";QN threegp”m 4 349, 381, 1087, 1119
Avall | GGwceC five_prime| 6 365, 806, 823, 871, 883, 1355
Hphl | GGTGA threegp”m 6 202, 210, 895, 999, 1003, 1105
BseRl | GAGGAG threegp”m 7 522, 535, 538, 554, 564, 810, 898
Sdul | GDGCHC threegp”m 7 171, 274, 359, 408, 642, 687, 752
Hinal | GAYNNNN three_prim| 639, 671, 867, 899, 1082, 1114,
NVTC e 1149, 1181
cor| cowee e prime| 10| 293,765,608, 835,99, 99, 125
ot | cocee five prime| 13 | 7% 261,437,443, 496, 608, 620,

666, 673, 700, 709, 827, 1208
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EK-E ADAMTS-3 Promotoruna Ait Transkripsiyon Faktorii Baglanma Analizi

Detailed Family Information Anchor | Sequence

position
MYT1 C2HC zinc finger protein 12 gtcGAGTtcactt
Interferon regulatory factors 14 gttgGAAAgtgaactcgactc
MYT1 C2HC zinc finger protein 15 ggaAAGTgaactc
Nuclear receptor subfamily 2 factors 34 aactactgggCAAAgcaaatgccca
Twist subfamily of class B bHLH 40 ggcaaagCAAAtgcccagage
transcription factors
Human muscle-specific Mt binding site 41 gggcATTTg
Nucleoside diphosphate kinase 55 ggGGGGtgggtttgctc
Testis-specific bHLH-Zip transcription factors | 55 gGGTGggtttg
Spalt-like transcription factor 2 57 g9ggGTGGgtt
GC-Box factors SP1/GC 57 g99999GGTGggtttgc
Krueppel like transcription factors 58 €gggggGGGTgggtttg
GC-Box factors SP1/GC 59 gcggGGGGggtgggttt
Testis-specific bHLH-Zip transcription factors | 59 gGGGGggtggg
C2H2 zinc finger transcription factors 2 59 agcaaaCCCAccccceccgecca
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 60 g9cggggGGGGtgggtt
related factors
Krueppel like transcription factors 60 g9cgggGGGGgtgggtt
Nucleoside diphosphate kinase 60 ggCGGGgggggtgggtt
Ras-responsive element binding protein 60 aCCCAccccccecge
GLI zinc finger family 61 cccaCCCCccccgec
Myc associated zinc fingers 61 gcggggGGGGtgg
C2H2 zinc finger transcription factors 2 61 caaacccaCCCCccccgcccaaa
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 63 ttgggcgGGGGggyatgg
related factors
Nucleoside diphosphate kinase 64 ttTGGGcgggggagatg
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 65 ttttgggCGGGgggggt
related factors
C2H2 zinc finger transcription factors 2 65 cccacccCCCCcgcccaaaataa
GC-Box factors SP1/GC 66 attttGGGCggggggayg
Krueppel like transcription factors 67 tattttgGGCGgggggy
Fork head domain factors 72 ccgcccAAAAtaagttt
MYT1 C2HC zinc finger protein 78 aatAAGT ttcttt
NKX homeodomain factors 78 caaaatAAGT ttctttaag
Interferon regulatory factors 81 ttttcttaaaGAAActtattt
Abdominal-B type homeodomain 85 ttttttct TAAAgaaac
transcription factors
Krueppel like transcription factors 94 agaaaaaaaggaaAAGG
Barbiturate-inducible element box from 95 aaaaAAAGgaaaagg
pro+eukaryotic genes
Human and murine ETS1 factors 97 gaaaaaaaGGAAaagggaaaa
SOX/SRY -sex/testis determinig and related 97 aagaaaAAAAggaaaagggaaaaaa
HMG box factors
Interferon regulatory factors 103 aaggaaaaggGAAAaaatgcg
Human and murine ETS1 factors 104 aggaaaagGGAAaaaatgcga
CAS interating zinc finger protein 107 ggAAAAaatgc
Octamer binding protein 113 aaAAT Gcgaaataga
Interferon regulatory factors 119 atgcgaaataGAAAaaaatga
DM domain-containing transcription factors 146 gtgcTTT Gcttcaatgaaaat
Signal transducer and activator of 148 cattTTCAttgaagcaaag
transcription
Signal transducer and activator of 150 ttgcTTCAatgaaaatgaa
transcription
Octamer binding protein 153 tcaATGAaaatgaaa
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SOX/SRY -sex/testis determinig and related 153 ttgcttcAAT Gaaaatgaaatttga
HMG box factors

Brn POU domain factors 156 tcaaatttcAT T Ttcattg
Interferon regulatory factors 157 caatGAAAatgaaatttgagc
MYT1 C2HC zinc finger protein 159 tcaAAT Ttcattt

Positive regulatory domain | binding factor 160 gaaaatGAAAtttgagctc
Nuclear receptor subfamily 2 factors 162 tctcagagc T CAAatttcattttca
RXR heterodimer binding sites 164 agtctcagaGCT Caaatttcatttt
Nuclear receptor subfamily 2 factors 169 gggccagtcTCAGagctcaaatttc
RXR heterodimer binding sites 171 gggggccagtctcagaGCT Caaatt
Pleomorphic adenoma gene 174 gaGGGGgccagtctcagagctca
Y-box binding transcription factors, 177 gagacTGGCcccc
multifunctional proteins involved in

transcriptional and translational regulation,

mRNA splicing, DNA replication and repair

Cellular and viral myb-like transcriptional 194 aaaaAACTgcagagc
regulators

Nuclear factor of activated T-cells 197 agtGGAAaaaactgcagag

CAS interating zinc finger protein 198 ggAAAAaactg

Nuclear factor of activated T-cells 199 gaagtGGAAaaaactgcag
Interferon regulatory factors 202 aggtGAAGtggaaaaaactgc
NKX homeodomain factors 204 aaggtgaAGT Ggaaaaaac
Human and murine ETS1 factors 207 tgagaagg T GAAgtggaaaaa
GLI zinc finger family 227 ccgtcctCCCAacac
Glucocorticoid responsive and related 237 cctGCACactctgtgttgg
elements

GA-boxes | 242 aacacAGAGtgtgcaggagcgagaa
Heat shock factors 251 tgtgcaggagCGAGaaggtgctgta
Peroxisome proliferator-activated receptor 270 ctgtaagcgggcacAGGCtaagc
RXR heterodimer binding sites 270 gctgtaagcgggcacAGGCtaagec
CP2-erythrocyte Factor related to drosophila 279 cACAGgctaagcctgggag

Elfl

Bicoid-like homeodomain transcription 280 caggCTAAgcctgggag

factors

Ikaros zinc finger family 286 gccTGGGagagygg

GA-boxes | 294 ctgggAGAGggggaagggacgaggg
Myeloid zinc finger 1 factors 294 agGGGGaaggg

Human and murine ETS1 factors 295 ggagagggGGAAgggacgagg
Pleomorphic adenoma gene 299 gaGGGGgaagggacgaggggctt
Nuclear factor of activated T-cells 307 gttGGAAagcccctcgtce
Nuclear factor kappa B/c-rel 309 gaggggctTTCCaac

MYT1 C2HC zinc finger protein 315 agatAGTTggaaa

CAS interating zinc finger protein 337 cgAAAAagcty

E2F-myc activator/cell cycle regulator 342 aaaagcctcGAAAaagc

Heat shock factors 342 ctcgaaaagcctCGAAaaagctgct
E2F-myc activator/cell cycle regulator 352 atggtgctcGAAAagcc
SOX/SRY -sex/testis determinig and related 356 agggacCAATggtgctcgaaaagcee
HMG box factors

CLOX and CLOX homology (CDP) factors 359 agggacCAATggtgctcga
CCAAT binding factors 360 gggaCCAAtggtgct

C2H2 zinc finger transcription factors 10 366 accTTAGggaccaat
PRDI-BF1 and R1Z homologous (PR) domain | 374 ttggtccctAAGGttagcgcggagaatge
proteins (PRDM)

E2F-myc activator/cell cycle regulator 376 tctccGCGCtaacctta

E2F-myc activator/cell cycle regulator 379 ggttaGCGCggagaatg
AHR-arnt heterodimers and AHR-related 389 cgcggagaatGCTTgggttcceegg
factors

C2H2 zinc finger transcription factors 3 389 GAAT(cttgggtt
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Neuron-specific olfactory factor 400 ttgggtTCCCcggagcacagceag
Neuron-restrictive silencer factor 402 gcttgggttcccCGGAgcacagcagggggaa
Retinoblastoma-binding proteins with 407 GCACagcag

demethylase activity

Members of ZIC-family, zinc finger protein of | 408 gagcaCAGCaggggg

the cerebellum

Twist subfamily of class B bHLH 409 cggagcaCAGCagggggaagt
transcription factors

CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 410 cccggagcacagcAGGGggaagtatta
regulators with 11 highly conserved zinc

finger domains

Myeloid zinc finger 1 factors 415 agGGGGaagta

Human and murine ETS1 factors 416 cagcagggGGAAgtattagcg
Hepatic Nuclear Factor 1 418 cgcTAATacttcceect
Pleomorphic adenoma gene 420 caGGGGgaagtattagcgagaga
E2F-myc activator/cell cycle regulator 424 ctctcTCGCtaatactt

E2F-myc activator/cell cycle regulator 427 tattaGCGAgagagacy

PAX-3 binding sites 428 cTCGTctctctcgctaata

Core promoter motif ten elements 439 agagacgAGCGagcgggageg
Core promoter motif ten elements 443 acgagcgAGCGggagceggoag
Activator-, mediator- and TBP-dependent core | 444 gaGCGGgagcy

promoter element for RNA polymerase 11

transcription from TATA-less promoters

GA-boxes | 445 acgagCGAGcgggagcgggagaaag
PAX-2/5/8 binding sites 446 gacgagcgagcgggAGCGggagaaagagg
GA-boxes | 447 gagcgAGCGggagcgggagaaagag
Activator-, mediator- and TBP-dependent core | 450 0aGCGGgagaa

promoter element for RNA polymerase Il

transcription from TATA-less promoters

E2F-myc activator/cell cycle regulator 450 cgggagcggGAGAaaga
GA-boxes | 453 gcgggAGCGggagaaagaggcaggyg
Positive regulatory domain | binding factor 456 gcgggaGAAAgaggcaggg
Calcium-response elements 457 agaaaGAGGca

GA-boxes 459 gcgggAGAAagaggcagggagaggg
GA-boxes 463 gagaaAGAGgcagggagagggcgac
Myc-interacting Zn finger protein 1 470 gtcgcCCTCtc

EGR/nerve growth factor induced protein C & | 479 gtgtgcggcGGAGtcge

related factors

EGR/nerve growth factor induced protein C & | 485 ctctGCGTgtgeggegy

related factors

PAX-9 binding sites 488 ccCACCitctgegtgtgcggcg

C2H2 zinc finger transcription factors 2 493 cccgcCCCCacctctgegtgtge
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 496 gcagaggTGGGggceggg

related factors

C2H2 zinc finger transcription factors 2 497 tcctcccgCCCCceacctctgegt
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 498 agaggtggGGGCgggag

related factors

Krueppel like transcription factors 500 aggtgGGGGcegggagga

GC-Box factors SP1/GC 501 ggtggGGGCgggaggag
Activator-, mediator- and TBP-dependent core | 503 ggGCGGgagga

promoter element for RNA polymerase 11

transcription from TATA-less promoters

E2F-myc activator/cell cycle regulator 503 tggggGCGGgaggageg
Nucleoside diphosphate kinase 503 tgGGGGcegggaggageg
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 504 g9999cGGGAggagcga

related factors

Myc associated zinc fingers 506 gcggGAGGagega

Krueppel like transcription factors 508 gcgggaggagcgaAGGG
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Krueppel like transcription factors 517 gcgaaGGGGaggaggag
Myeloid zinc finger 1 factors 517 aaGGGGaggag

C2H2 zinc finger transcription factors 7 517 tcctcCTCCccttcg

PRDI-BF1 and R1Z homologous (PR) domain | 518 gaggagcgaAGGGgaggaggagaaggcag
proteins (PRDM)

C2H2 zinc finger transcription factors 7 520 ttctcCTCCtcccct

Myc associated zinc fingers 522 ggagGAGGagaag

Myaoblast determining factors 532 agaaGGCAggcggagga
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 537 gcagGCGGaggagatgg
related factors

C2H2 zinc finger transcription factors 7 539 cccacCTCCtccgec

C2H2 zinc finger transcription factors 2 541 actcctCCCAcctcctcecgcectg
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 546 ggaggtGGGAggagtgy
related factors

Myc associated zinc fingers 548 gtggGAGGagtgg

PAX-2/5/8 binding sites 560 aacaggagccggcgAGCGgceccactecte
Huntington's disease gene regulatory region 566 cgctcgCCGGctectgtty
binding proteins

Vertebrate SMAD family of transcription 567 gccggCTCCtg

factors

ZF5 POZ domain zinc finger 582 tgcCGCGcetgcgage

KRAB domain zinc finger protein 57 586 gacTGCCgcgctg

CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 610 ttagcgecccgegggtcGCCAgceagec
regulators with 11 highly conserved zinc

finger domains

C2H2 zinc finger transcription factors 10 619 ttaTTAGcgccccge
Homeodomain transcription factors 620 cgcggggCGCTaataaggc
PREB core-binding element 621 ccttaTTAGcgcecce

Paralog hox genes 1-8 from the four hox 622 acgccTTATtagcgeceeeg
clusters A, B, C, D

Homeobox transcription factors 623 gacgccttATTAgcgecce

Lim homeodomain factors 623 gcggggcgc TAATaaggegtceg
Brn-5 POU domain factors 624 ccggacgecttAT TAgcgeeecg
Homeobox transcription factors 624 gggcgctaATAAggcgtee

Lim homeodomain factors 624 ccggacgectTAT Tagegeeceg
Serum response element binding factor 624 gggcgctAAT Aaggegtcee
Paralog hox genes 1-8 from the four hox 625 ggcgcTAATaaggegteeg
clusters A, B, C, D

Cart-1 (cartilage homeoprotein 1) 626 ggcgcTAATaaggegtecgga
Winged helix binding sites 629 cggACGCctta

Human and murine ETS1 factors 631 ggagctCCGGacgccttatta
Human and murine ETS1 factors 636 aggcgtcCGGAgctcececgga
Homolog to deformed epidermal 639 agtCCGGggagcetcecggac
autoregulatory factor-1 from D. melanogaster

Neuron-restrictive silencer factor 646 tccggagetcccCGGActgecccteecegeeg
Pleomorphic adenoma gene 646 ggGAGGggcagtccggggagcete
GLI zinc finger family 650 cggactgCCCCtccc

Krueppel like transcription factors 651 gcgggaGGGGcagtecy
Nucleoside diphosphate kinase 652 ggCGGGaggggcagtcc

Myc associated zinc fingers 653 gcgggaGGGGeag

CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 654 gcgecacggegggaGGGGceagtecggg
regulators with 11 highly conserved zinc

finger domains

GC-Box factors SP1/GC 654 acggcgGGAGgggcagt
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 655 cacggcGGGAggggcag
related factors

C2H2 zinc finger transcription factors 7 655 tgcccCTCCcegecgt

C2H2 zinc finger transcription factors 2 656 gactgCCCCtcccgeegtggege
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PRDI-BF1 and R1Z homologous (PR) domain | 657 gtgggcgeccACGGegggaggggeagteceg
proteins (PRDM)

Selenocysteine tRNA activating factor 657 ccggactgecccTCCCgecgtggegeccacy
CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 659 cgtgggcgecacggCGGGaggggcagt
regulators with 11 highly conserved zinc

finger domains

E-box binding factors 660 ggcgCCACggcgggagg
Pleomorphic adenoma gene 661 cgtggGCGCcacggcgggagggg
E2F-myc activator/cell cycle regulator 664 cgtggGCGCcacggcgg

ZF5 POZ domain zinc finger 666 acgtggGCGCcacgg
E2F-myc activator/cell cycle regulator 667 ccgtgGCGCccacgtca
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 669 catgACGTgggcgecac
related factors

Pleomorphic adenoma gene 670 ccgtgGCGCccacgtcatgcggg
cAMP-responsive element binding proteins 671 ccecgecatGACGtgggegecac
Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS protein | 672 ccgcatgaCGTGggege

family

cAMP-responsive element binding proteins 674 ggccecgcaTGACgtgggege
Cyclin D binding myb-like transcription factor | 677 gccccGCATgacy
Chorion-specific transcription factors with a 679 €gggcCCCGcatgac

GCM DNA binding domain

General transcription factor 111C, GTF3C 685 GGTTcgggcece

Pleomorphic adenoma gene 689 0gGGGGcegegggttcgggececg
Cell cycle regulators: Cell cycle dependent 692 099gCGCGggttc

element

RNA polymerase Il transcription factor 11 B 693 ccgCGCC

ZF5 POZ domain zinc finger 693 gaaccCGCGceecce

GC-Box factors SP1/GC 694 0cggggGGCGcgggtte

ZF5 POZ domain zinc finger 694 €gggggGCGCqgggtt

C2H2 zinc finger transcription factors 2 695 ccgaacCCGCgcccccegeaccg
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 698 cgotgegGGGGgcegegy
related factors

GLI zinc finger family 698 cgcgCCCCccgcacc

C2H2 zinc finger transcription factors 2 698 aacccgcgCCCCccgcaccgtgt
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 700 cacggtgCGGGgggcege
related factors

Chorion-specific transcription factors with a 700 cgcccCCCGceaccegt

GCM DNA binding domain

C2H2 zinc finger transcription factors 2 701 ccgecgCCCCcecgcaccgtgtcag
Core promoter motif ten elements 723 gcecccgAGCGgtctcecaate
CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 727 attggagaccgcetcgggGGCTggtgtg
regulators with 11 highly conserved zinc

finger domains

C2H2 zinc finger transcription factors 4 751 ggGCTCgacctcc

EGR/nerve growth factor induced protein C & | 756 cagggtGGGAggtcgag
related factors

GLI zinc finger family 756 tcgacctCCCAccct
Nucleoside diphosphate kinase 757 ccAGGGtgggaggtcga
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 758 tccagggTGGGaggtcg

related factors

Spalt-like transcription factor 2 759 caggGTGGgag

Pleomorphic adenoma gene 762 gaGAGGctccagggtgggaggtce
Vertebrate SMAD family of transcription 767 agaggCTCCag

factors

snRNA-activating protein complex 783 ctcgcCCTAggcggagaag
Activator protein 2 785 tccGCCTagggcgag
Activator protein 2 785 ctcGCCCtaggcgga

C2H2 zinc finger transcription factors 2 794 accctCCCCtcctctegecctag
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C2H2 zinc finger transcription factors 7 795 ctcccCTCCtctege
Krueppel like transcription factors 796 gcgagaggaggggAGGG
Myc associated zinc fingers 797 agagGAGGggagy

C2H2 zinc finger transcription factors 2 798 ctggacCCT Cccctcctctcgee
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 800 gaggagGGGAgggtcca
related factors

Krueppel like transcription factors 800 gaggaGGGGagggtcca
Myeloid zinc finger 1 factors 800 gaGGGGagggt

Pur-alpha binds both single-stranded and 800 ggAGGGgagggtc
douple-stranded DNA in a sequence-specific

manner

C2H2 zinc finger transcription factors 7 800 ggaccCTCCcctcct
GC-Box factors SP1/GC 801 aggaggGGAGggtccag
Nucleoside diphosphate kinase 803 gaGGGGagggtccaggg
Nuclear factor kappa B/c-rel 803 agGGGAgggtccagg
Testis-specific bHLH-Zip transcription factors | 803 gGGAGggtcca
PAX-4/PAX-6 paired domain binding sites 806 ggggagggtCCAGgggcgc
Pleomorphic adenoma gene 809 cggtgGCGCccctggaccctccc
E2F-myc activator/cell cycle regulator 812 cggtgGCGCccctggac
E2F-myc activator/cell cycle regulator 815 cagggGCGCcaccggtc
Pleomorphic adenoma gene 818 cagggGCGCcaccggtcccgact
PAX-2/5/8 binding sites 824 0gggcgCCACcggtcccgactggegggacg
PAX-2/5/8 binding sites 830 caccggtcccgactGGCGggacgegcgtt
GC-Box factors SP1/GC 832 ccgactggcgGGACgcg
E2F-myc activator/cell cycle regulator 834 gactGGCGggacgcgceg
E2F-myc activator/cell cycle regulator 838 tcaacGCGCgtcccgec
Winged helix binding sites 838 gggACGCgcgt

ZF5 POZ domain zinc finger 838 caacgCGCGtccege

Cell cycle regulators: Cell cycle dependent 841 gacgCGCGttgag

element

AP1, Activating protein 1 847 cgttGAGTtaatt

Hepatic Nuclear Factor 1 847 cgcgttgaGTT Aattat

Lim homeodomain factors 847 acgcgcgttgagtTAATtatagg
Brn POU domain factors 848 ctataaT TAActcaacgcg
Lim homeodomain factors 848 tcctataaT TAActcaacgegeg
Cart-1 (cartilage homeoprotein 1) 849 tcctaT AATtaactcaacgeg
Distal-less homeodomain transcription factors | 849 gcgttgagttAAT Tatagg
Pancreatic and intestinal homeodomain 849 gcgttgagtTAATtatagy
transcription factor

GHF-1 pituitary specific pou domain 849 tataaTTAActcaac
transcription factor

Paralog hox genes 1-8 from the four hox 850 tcctatAAT Taactcaacg
clusters A, B, C, D

Octamer binding protein 850 ttgagttaAT T Atag

GHF-1 pituitary specific pou domain 850 ttgag T TAAttatag
transcription factor

Abdominal-B type homeodomain 851 tcctataaTTAActcaa
transcription factors

Brn POU domain factors 851 gttgagtT AATtataggaa
Homeobox transcription factors 851 ttcctat AAT Taactcaac
Homeodomain transcription factors 851 gttgagttAAT Tataggaa
Lim homeodomain factors 851 gcgttgagtTAATtataggaagg
NK1 homeobox transcription factors 851 tcctatAAT Taactcaa

NK®6 homeobox transcription factors 851 tgagT TAAttatagg

PAX homeodomain binding sites 851 cctatAAT Taactca

Brn POU domain factors 852 cttcctaTAATtaactcaa
Homeobox transcription factors 852 ttgagttAAT Tataggaag
Hepatic Nuclear Factor 1 852 ttcctataAT T Aactca

166




Homeodomain transcription factors 852 cttcctatAAT Taactcaa

Lim homeodomain factors 852 cccttcctaT AATtaactcaacg
NK1 homeobox transcription factors 852 tgagttAAT Tataggaa

NK6 homeobox transcription factors 852 tcctaT AATtaactc

PAX homeodomain binding sites 852 gagttAAT Tatagga

Paralog hox genes 1-8 from the four hox 853 tgagttaAT T Ataggaagg
clusters A, B, C, D

MEF2, myocyte-specific enhancer binding 853 ccccttcCTATaattaactcaac
factor

NKX homeodomain factors 853 tgagtT AATtataggaagg
Octamer binding protein 853 ttcctataAT T Aact

Cart-1 (cartilage homeoprotein 1) 854 tgagtT AATtataggaagggg
Distal-less homeodomain transcription factors | 854 cccttcctatAAT Taactc
Hepatic Nuclear Factor 1 854 aGTTAattataggaagg
Pancreatic and intestinal homeodomain 854 cccttecctaTAAT taacte
transcription factor

Signal transducer and activator of 857 ttaattataGGAAggggga
transcription

snRNA-activating protein complex 858 cTCCCccttcctataatta

Human and murine ETS1 factors 859 taattatAGGAagggggaggg
C2H2 zinc finger transcription factors 2 859 accctCCCCecttcctataattaa
C2H2 zinc finger transcription factors 2 862 cggaccctCCCCecttcctataat
Krueppel like transcription factors 863 taggaaGGGGgagggtc

C2H2 zinc finger transcription factors 2 864 ctcggACCCtcccccttectata
EGR/nerve growth factor induced protein C & | 865 0ggaaggGGGAgggtccy
related factors

C2H2 zinc finger transcription factors 7 865 ggaccCTCCcccttc

GC-Box factors SP1/GC 866 gaagggGGAGggtccga
Nucleoside diphosphate kinase 868 agGGGGagggtccgagg
Testis-specific bHLH-Zip transcription factors | 868 gGGAGggtccg

Pleomorphic adenoma gene 870 aaGGGGgagggtcecgagggctgg
RXR heterodimer binding sites 872 agggGGAGggtccgagggctggtec
Myec-interacting Zn finger protein 1 876 ccagcCCTCqgg

SOX/SRY -sex/testis determinig and related 894 gaggtgAAT Ttcctacageccagga
HMG box factors

Nuclear factor kappa B/c-rel 898 aggtgaatTTCCtac

Farnesoid X - activated receptor response 899 AGGAaattcacct

elements

Farnesoid X - activated receptor response 899 AGGTgaatttcct

elements

FAST-1 SMAD interacting proteins 901 gaggaggtgAAT Ttcct
SOX/SRY -sex/testis determinig and related 903 gtaggaAAT Tcacctcctccaacct
HMG box factors

C2H2 zinc finger transcription factors 7 906 ttcacCTCCtccaac

RXR heterodimer binding sites 908 agtgGAGGttggaggaggtgaattt
C2H2 zinc finger transcription factors 3 918 GAACagtggaggt

Heat shock factors 935 tctcccageccagAGAALttctceecy
C2H2 zinc finger transcription factors 3 935 GAATtctctggct

Heat shock factors 942 ttctcttcgggg AGAALttctctgge
SOX/SRY -sex/testis determinig and related 943 ccagagAAT Tctccccgaagagaag
HMG box factors

"Negative" glucocoticoid response elements 946 ttCTCCccgaagaga

Signal transducer and activator of 958 gaggT TCCagggcttctct
transcription

X-box binding factors 958 agagaagccCctGGAAcctc
Nuclear factor kappa B/c-rel 964 tctggaggT TCCagg

GATA binding factors 972 tccAGATCcttaac

Hepatic Nuclear Factor 1 978 accgcgtgGTTAagatc
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snRNA-activating protein complex 980 aTCACcgcgtggttaagat

E-box binding factors 981 atcaccgCGTGgttaag

E-box binding factors 982 ttaaccaCGCGgtgatc

RXR heterodimer binding sites 983 agggagatcaccgcgTGGTtaagat
Homeodomain transcription factors 985 aaccacgCGGTgatctcec
Neuron-restrictive silencer factor 986 atcttaaccacgCGGTgatctcccttccagg
Homolog to deformed epidermal 988 cacGCGGtgatctcccttc
autoregulatory factor-1 from D. melanogaster

Human and murine ETS1 factors 996 tggtgcctGGAAgggagatca
Signal transducer and activator of 998 ctggtgcctGGAAgggaga
transcription

Signal transducer and activator of 1000 tcccTTCCaggcaccagtc
transcription

GLI zinc finger family 1014 gtcaCCT Cccacgtt

RBPJ - kappa 1015 aacgTGGGaggtg

EGR/nerve growth factor induced protein C & | 1016 caaaACGTgggaggtga
related factors

Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS protein | 1019 tgccaaaaCGTGggagg
family

C2H2 zinc finger transcription factors 2 1026 ggacaCCCCctgccaaaacgtgg
Myoblast determining factors 1028 ttttGGCAQggggtgtc
Insulinoma associated factors 1029 tggcaGGGGgtgt

Krueppel like transcription factors 1030 ttggcaGGGGgtgtect
Glucocorticoid responsive and related 1031 ttggcagggggtGTCCttc
elements

Pleomorphic adenoma gene 1037 caGGGGgtgtccttctttgtaag

SOX/SRY -sex/testis determinig and related 1038 agcttACAAagaaggacaccccctg
HMG box factors

Fork head domain factors 1056 aaagccTAAAcaagagc
PAX-4/PAX-6 paired domain binding sites 1062 tgtttAGGCltttattcgtt
Homeodomain-leucine zipper transcription 1068 ctttaT TCGtttata

factors

Vertebrate TATA binding protein factor 1070 taataTAAAcgaataaa

AT rich interactive domain factor 1071 aactaATATaaacgaataaag
Fork head domain factors 1071 ctaataT AAAcgaataa
Homeodomain transcription factors 1071 actaatatAAACgaataaa
Plant TATA binding protein factor 1072 ctaaT AT Aaacgaat
Cart-1 (cartilage homeoprotein 1) 1073 aaaacTAATataaacgaataa
Special AT-rich sequence binding protein 1073 actAAT Ataaacgaa
Vertebrate TATA binding protein factor 1077 gtttataT T AGttttaa
Abdominal-B type homeodomain 1084 gtatctttTAAAactaa
transcription factors

GATA binding factors 1090 aaaaGATAccacg

Human muscle-specific Mt binding site 1090 tggtATCTt
cAMP-responsive element binding proteins 1095 aggaaaggACGTggtatcttt
E-box binding factors 1095 gaaagGACGtggtatct
HIF-1 ancillary sequence family 1095 tacCACGtcct

Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS protein | 1096 ggaaaggaCGTGgtatc
family

p53 tumor suppressor 1099 gagtCAAGgaaaggacgtggtatct
Mouse Krueppel like factor 1100 taccacgtcctttCCTTgact

POZ domain zinc finger expressed in B-Cells | 1106 cctTTCCttgactcacc

MAF and AP1 related factors 1108 tccgggTGAGtcaaggaaagg
RXR heterodimer binding sites 1108 catccgggtgagtcAAGGaaaggac
AP1, Activating protein 1 1109 cctTGACtcaccc

AP1, Activating protein 1 1109 09gTGAGtcaagg

Chorion-specific transcription factors with a 1115 actcaCCCGgatgct
GCM DNA binding domain
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Cyclin D binding myb-like transcription factor | 1117 cacccGGAT(ctt

Human and murine ETS1 factors 1118 actcaccCGGAtgcttcegtt
Homolog to deformed epidermal 1120 cacCCGGatgcttcegttt
autoregulatory factor-1 from D. melanogaster

Human and murine ETS1 factors 1123 tgataaacGGAAgcatccggg
Heat shock factors 1125 ctagtgataaacgGAAGcatccggg
Cellular and viral myb-like transcriptional 1125 gataAACGgaagcat
regulators

Vertebrate caudal related homeodomain 1129 gcttccgtTTATcactaga
protein

Abdominal-B type homeodomain 1130 tctagtgaTAAAcggaa
transcription factors

GATA binding factors 1130 tagtGATAaacgg

Fork head domain factors 1142 ctagagtaCACAggcct
Human and murine ETS1 factors 1161 ggotgtgaGGAAgagtcgctg
Brachyury gene, mesoderm developmental 1169 acttaatctgggTGTGaggaaga
factor

Bicoid-like homeodomain transcription 1174 taactTAATctgggtgt
factors

Lim homeodomain factors 1175 ttgataactTAAT ctgggtgtga
HOX - MEIS1 heterodimers 1178 TGATaacttaatctg

Hepatic Nuclear Factor 1 1179 cagattaaGTTAtcaaa

Lim homeodomain factors 1179 tcatttgataactTAAT ctgggt
Sine oculis (SIX) homeodomain factors 1181 attaagtT AT Caaat

GATA binding factors 1182 atttGAT Aactta

LEFL/TCF | 1185 aagttatCAAAtgattt
EVI1-myleoid transforming protein 1188 cagaaatcatttGATAa

Brn-5 POU domain factors 1191 agcgggCAGAaatcatttgataa
HOX - PBX complexes 1192 caaaTGATttctgeeceg

Members of ZIC-family, zinc finger protein of | 1201 ggccaCAGCgggcag
the cerebellum

CTCF and BORIS gene family, transcriptional | 1202 agcgccaggccacAGCGggcagaaatc
regulators with 11 highly conserved zinc
finger domains

Zfx and Zfy - transcription factors implicated | 1208 gtGGCCtggcg
in mammalian sex determination

Human and murine ETS1 factors 1216 tccecctcaGGAA(gcgecagge

Activator protein 2 1220 gcttcctgAGGGgaa

Chorion-specific transcription factors with a 1222 atttcCCCTcaggaa
GCM DNA hinding domain

Myeloid zinc finger 1 factors 1225 gaGGGGaaatg

Human and murine ETS1 factors 1226 tcctgaggGGAAatgacacca
Core promoter initiator elements 1228 tgTCATttcce

TCF11 transcription factor 1229 GTCAttt

Sine oculis (SIX) homeodomain factors 1233 aggttgGTGTcattt
Brachyury gene, mesoderm developmental 1234 ctctcaggtTGGTgtcattteec
factor

MEF3 binding sites 1239 ctcTCAGgttggt

MYT1 C2HC zinc finger protein 1246 tgagAGT Ttgctg

Signal transducer and activator of 1250 aggattccaGCAAactctc
transcription

Signal transducer and activator of 1252 gagtttgctGGAAtcctag

transcription

Zfx and Zfy - transcription factors implicated | 1266 tgGGCCtgggc
in mammalian sex determination

RXR heterodimer binding sites 1267 ctggGAGGtgggcctgggctaggat
Myc associated zinc fingers 1273 ctggGAGGtgggc
GLI zinc finger family 1275 cccacctCCCAggcyg
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"Negative" glucocoticoid response elements 1278 acCTCCcaggcgtag
Brachyury gene, mesoderm developmental 1289 agcacccacaGGTGtctacgect
factor

PAX-4/PAX-6 paired domain binding sites 1289 cacCCACaggtgtctacgc
Two-handed zinc finger homeodomain 1289 tagaCACCtgtgg
transcription factors

Myoblast determining factors 1290 cacccACAGgtgtctac
Olfactory associated zinc finger protein 1292 agACACctgtgggtgct
Olfactory associated zinc finger protein 1293 aaGCACccacaggtgtc
Human acute myelogenous leukemia factors 1295 acctGTGGgtgcttt

PAX-9 binding sites 1295 gaCACCtgtgggtgctttcca
POZ domain zinc finger expressed in B-Cells | 1304 tgctttcTGGAaagcac

Heat shock factors 1304 tgtctgetttct GGAAagcacccac
Signal transducer and activator of 1304 ctgctttctGGAAagcacc
transcription

Heat shock factors 1305 tgggtgctttccAGAAagcagacag
Signal transducer and activator of 1305 gtgctttccAGAAagcaga
transcription

Nuclear factor of activated T-cells 1324 caggaGGAAaaggaaatag
Interferon regulatory factors 1327 ggaggaaaagGAAAtagctcc
Human and murine ETS1 factors 1328 gaggaaaaGGAAatagctcca
Peroxisome proliferator-activated receptor 1329 gaggaaaaggaaATAGctccaac
Nuclear factor of activated T-cells 1330 gaaaaGGAAatagctccaa
Nuclear receptor subfamily 2 factors 1331 aggaaaAGGAaatagctccaacctc
Calsenilin, presenilin binding protein, EF 1347 cgGTCAgtgga

hand transcription factor

Homeodomain transcription factors 1350 cgtggacCGGTcagtggag
Grainyhead-like transcription factors 1352 ctgaccGGTCcac

HOX - MEIS1 heterodimers 1354 TGACcggtccacgag
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