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OZET

ADAMTS2 GENININ KLONLANMASI VE EKSPRESYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
ARIFE SINEM GULTEKIN
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN
TURKOGLU) )
(ES DANISMAN: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, OCAK - 2017

ADAMTS’ler (A Disintegrin And Metalloproteaz With Trombospondin
Motifs; Trombospondin Motifli Matriks Metalloproteazlar) dokularin yeniden
diizenlenmesi, pithtilagmasi, matriks yapimi ve yikimi gibi fizyolojik olaylarda
rol aldig1 gibi kanser, kas-iskelet sistemi hastaliklar1, enflamasyon, fibrozis gibi
patolojik olaylarda da yer alir. ADAMTS ailesine ait 19 iliye tanimlanmis ve
birgok Ozelligine gore gruplandirilmistir. Bu gruplardan ADAMTS2, 3 ve 14
kollajen ADAMTS’leri olusturur ve kollajen islenmesinde gorev alir. Kollajen
ADAMTS’lerden ADAMTS2’nin 6nemli 6zelliklerinden biri kollajenlerin amino
uglarinin kesilip uzaklastirilmasinda gorev almasi digeri ise anti-anjiyogenik
aktiviteye sahip olmasidir.

Yiiksek lisans tezi kapsaminda ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarinda
ekspresyon profili ve hipoksik kosullardaki ifadesi incelenmistir. Ayrica genin
klonlanmas1 ve ektopik olarak Saos-2 (insan kemik karsinomu) hiicre hattinda
ifadesi gerceklestirilmistir. Bu amagla rekombinant ADAMTS2’nin Saos-2
hiicrelerine  kalsiyum-fosfat  presipitasyonu ile gegici  transfeksiyonu
gergeklestirildi ve transfeksiyon sonucu ADAMTS2’nin ifadesinde kontrol
grubuna kiyasla 50 kat artig oldugu gozlendi.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS2, hipoksiya, klonlama, kollajen, Saos-2.



ABSTRACT

CLONING AND EKSPRESSION OF ADAMTS2 GENE
MSC THESIS
ARIFE SINEM GULTEKIN
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN
TURKOGLU) )
(CO-SUPERVISOR: _PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, JANUARY - 2017

ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with Trombospondin
Motifs) is involved in pathological events such as cancer, fibrosis,
musculoskeletal disorders, inflamation as well as physiological events such as
tissue reorganization, clotting, matrix building and destruction. 19 members of
the ADAMTS family have been identified and grouped according to many
characteristics. From these groups, ADAMTS2, 3 and 14 form collagen
ADAMTS and serve in collagen processing. One of the important features of
ADAMTS2 from collagen ADAMTS is that the amino ends of the collagen are
excised and the other is anti-angiogenic activity.

In the master thesis, the expression profile of ADAMTS?2 in different cell
lines and the expression in hypoxic conditions were examined. Also ADAMTS2
gene is cloned in eucaryotic expression vector and ectopically expressed in the
Saos-2 (human bone carcinoma) cell line. For this purpose, recombinant
ADAMTS2 was transiently transfected with calcium-phosphate precipitation into
Saos-2 cells. There was a 50-fold increase of ADAMTS2 mRNA expression

compared to the control group.

KEYWORDS: ADAMTS2, cloning, hypoxia, collagen, Saos-2.
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1. GIRIS

Bag dokusu hiicreler ve dokular arasit baglantilar1 saglamakta ve hiicreleri
destekleyici gorev yapmaktadir. Embriyonik olarak mezensimal kokenlidir. Bag
doku hiicreleri, bag doku iplikleri ve hiicreler aras1 madde olan ekstraselliiler matriks
(ESM)’den olusur. Bag doku ara maddesi olan ESM, hiicre ve dokular i¢in baglayici
ve destekleyici bir iskelet olusturur. Ayrica hiicre-yiizey reseptorleri araciligiyla
hiicreler ve dokular arasindaki iletisimi saglar. Bag doku iplikleri, peptit
zincirlerinden olusan proteinlerden meydana gelir. Kollajen, fibronektin, laminin,

elastin ve proteoglikanlar 6nemli bag doku iplikleridir [1].

ESM’nin temel bilesenlerinden biri olan kollajen, basit fibriler
skleroproteinlerdir. Kollajen doku seklini korur, dokuya dayaniklilik, destek ve
gerilme direnci saglar. Kollajenin diger bir 6zelligi kanin pihtilagsmasinda gorev
alarak yara iyilesmesini saglar. Kollajen, memelilerin viicut agirliginm % 6’sin1
olustururken biitiin viicut proteinlerinin yaklasik % 30’unu olusturur. En fazla
fibroblastlarda sentezlenmesinin yani sira osteoblast, odontoblast, kondroblastlar
tarafindan da sentezlenir. Kollajen kondroitin siilfatla 1:1 oraninda birleserek
kikirdagt; 9:1 oraninda elastinle birleserek tendonlari; kendisinin dort katindan ¢ok
kalsiyum fosfat ile birleserek kemikleri olusturur. Kendi oraninda dermatan siilfat ile
birlikte deride bulunurken 9:1 oraninda ise elastinle birlikte bulunur. Kollajen
dentinlerin organik matrikslerinde, goz korneasinda, ligamentlerde ve dislerde de
bulundugu yapilan arastirmalarda ortaya c¢ikmistir. Kollajenler yapisal ve doku

dagilimlarma gore farkl tiplere ayrilmaktadir (Tablo 1.1).


https://tr.wikipedia.org/wiki/Fibroblast
https://tr.wikipedia.org/wiki/Osteoblast
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Odontoblast&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Kondroblast&action=edit&redlink=1
https://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Ligament&action=edit&redlink=1

Tablo 1.1: Kollajen tipleri ve 6zellikleri [2, 3].

Fibril Kollajenler

Tip Yapisal Ozellikleri Bulundugu Dokular
I 300 nm uzunlukta fibriller | Viicutta en fazla bulunup
kollajen tiplerinin toplam % 30
kadarini olusturur: Deri, tendon,
kemik, ligament, intertisyel
dokular
I 300 nm uzunlukta fibriller | Kikirdak, camsi dokular
1 300 nm uzunlukta fibriller, | Deri, kas, kan damarlar1
cogunlukla tip I’ doniisiir
v 390 nm uzunlukta, kiiresel | Kornea, disler, kemik, deri, diiz
N-ucu uzantili fibriller, | kaslar, plesenta
cogunlukla tip I’e doniisiir
Fibril Bagh Kollajenler
Tip Yapisal Ozellikleri Bulundugu Dokular
VI Tip I ile lateral birlesmis, | Ara dokularin biiyiik kismi1
periyodik kiiresel bolgeler
IX Tip I ile lateral birlesmis, | Kikirdak, cams1 dokular
N-ucu kiiresel bolge; GAG
bagl
Tabaka Olusturan ve Kenetleyici Kollajenler
Tip Yapisal Ozellikleri Bulundugu Dokular
v Iki boyutlu ag Tilim bazal laminalar
VIl Uzun fibriller Derinin  bazal laminasindaki
kisimlar
XV Kondroitin stilfat | Yaygin bulunur, kastaki bazal
proteoglikanlarin kor | laminanin yakinindaki kisimlar
protein
Transmembran Kollajenler
Tip Yapisal Ozellikleri Bulundugu Dokular




Tablo 1.1: (devam).

X1 Integral zar protein Derideki hemidesmozomlar

XVII Integral zar protein Derideki hemidesmozomlar

Konak Savunma Kollajenleri

Tip Yapisal Ozellikleri Bulundugu Dokular

Kollektinler Uclii sarmal oligomerleri, | Kan, alveolar bosluk

lektin domainleri

Clg Ucglii sarmal oligomerleri | Kan
Sinif A siipiiriiciic | Homotrimerik zar | Makrofajlar
reseptorler proteinleri

1.1  Kollajen Biyosentezi ve islenmesi

Kollajen biyosentezi sirasinda kollajenler, 6nciil molekiil olarak sentezlenir
ve sonrasinda olgunlasmak iizere islenir. Ilk olarak kollajen, bag doku
fibroblastlarinda intraselliiler prekiirsér molekiil halinde sentezlenir. Sentezlenme
asamasinda ilk olarak ortaya ¢ikan kollajen prekiirsorii, preprokollajendir. Daha

sonra sirastyla cesitli modifikasyonlar gegirerek olgun kollajen lifler meydana gelir.
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Sekil 1.1: Kollajen biyosentezi [4].
3



Sekil 1.1'deki kollajen biyosentezinin olusum asamalari: 1.adim:
Preprokollajenler, graniilli endoplazmik retikuluma bagli ribozomlar tarafindan
meydana getirilir. 2. adim: Propeptitler, trimerler olusturmak {izere bir araya gelir ve
disiilfit baglar1 ile kovalent olarak baglanirlar ve Gly-X-Y triplet tekrarlar1 olusur.
Gly-X-Y triplet tekrarlarindaki bazi rezidiiller modifikasyon gecirir (baz1 prolinler ve
lizinler hidroksillenir, galaktoz veya galaktoz-glukoz hidroksilizinlere baglanir). 3.
adim: Modifikasyonlar ile ti¢lii sarmal yapilar olusur ve bu yapilarin stabilizasyonu
icin endoplazmik retikulumda preprokollajenlerin N-terminalinden sinyal peptidi
ayrilir ve prokollajenler olusur. Zincire saperon proteini Hsp47 baglanir ve
prokollajenler katlanir. 4. ve 5. adim: Katlanmis prokollajenler golgi aygitina
gonderilir ve bu aygit boyunca tasinirlar. Burada bazi lateral baglantilar kiiciik lifler
olusturmak {izere birlesir. 6. Adimm: Zincirler intraselliler modifikasyonlarla
prokollajen molekiilii hidroksillenir ve glikozillenir daha sonra golgi kompleksi
yoluyla hiicre disina salgilanir. 7. adim: Hiicre disina salgilanan prokollajenlerin N-
terminal ve C-terminal propeptidleri ¢ikarilir: N-terminal peptitleri prokollajen
aminoproteaz enzimini sentezleyen ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteaz
With Trombospondin Motifs; Trombospondin Motifli Matriks Metalloproteazlar)
gen ailesinden kollajen ADAMTS’ler (ADAMTS2, 3 ve 14) tarafindan; C-terminal
peptitleri ise, prokollajen karboksiproteaz enzimleri (BMP-1; kemik farklilasma
protein ve Tolloid-like 1) tarafindan yikima ugratilir. Proteaz aktiviteler sonucunda
tropokollajen molekiilii olusur. 8. adim: Tropokollajen molekiilleri kovalent ¢apraz
baglantilar ile bir araya gelerek mikrofibrilleri olusturur. Mikrofibrillerin
paketlenmesi ile fibril yapisi olusur ve son olarak fibril iplik¢ikleri kollajen liflerini

meydana getirir [5].

1.2 ADAMTS Gen Ailesi ve Fizyolojik Fonksiyonlari

Estraselliiler matriksin proteolitik islenmesinde birgok proteaz aktivitesine
sahip molekiil rol oynar. Domain yapilarina gére bu molekiiller ¢cok sayida protein
ailesi olarak gruplandirilir (Sekil 1.2). Ik grup, serin proteazlar; doku plazminojen
aktivatorii, trombin, plazmin, ve urokinaz: bulundurur. Ikinci grup, matriks
metalloproteazlar (MMP); 23 iiyeden olusan yiiksek oranda korunmus Zn** bagimli

endopeptidazlardir. Bu iki grup ESM yikiminda ve kanser metastasinda rol alir.



Uciincii  grup, kemik farklilasma protein 1/tolloid ailesi metalloproteazlaridir.
Dordiincii grup ise hiicre-hiicre adezyonu ve proteolizde gorev alan ADAM (A
Disintegrin and Metalloprotease; Disintegrin Metalloproteazlari) olarak adlandirilan

transmembran glikoproteinlerdir [6, 7].
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Sekil 1.2: MMP, ADAM ve ADAMTS nin birbirine benzer ve ayr1 yapisal
ozellikleri.

ADAM proteinleri biiyiik 6l¢iide tanimlandiktan sonra Kuno ve arkadaslari
tarafindan 1997 yilinda ADAM ailesine benzer yeni bir grup protein bulunmustur.
Kuno ve arkadaslar1 farelere enjekte ettikleri bir hiicre hattiyla kaseksik kolon kanser
modeli olusturmus ve bu kanser tiirinde ekspre olan genleri belirlemislerdir. Bu
calismada, ADAM protein ailesine ¢ok benzerlik gosteren ayrica trombospondin tip
1 (TSP1) motifleri tasiyan ve enflamasyonla iligkili olan bir protein klonlanmistir [8].
Daha sonraki ¢alismalar Caenorhabditis elegans’da ve memelilerde yapilmistir ve bu
calismalarin sonucunda arastiricilar yeni iiyeyir tanimlamak igin ADAMTS adim
kullanmislardir. ADAMTS’ler ADAM ailesi iiyelerinin aksine hiicre membraninda
yer almazlar, ekstraselliiler matrikse salgilanirlar. ADAMTS’ler, ADAM ailesi
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tiyelerinin sahip olduklar1 biitlin domainleri igerirler ancak ADAM’lardan farkl
olarak kendilerine 6zgii TSP1 motifleri bulundururlar. ADAMTS’ler bu nedenle

ADAM iiyeleri i¢erisine alinmamig Ve yeni bir gen ailesi olarak kabul edilmistir [9].

ADAMTS gen ailesine ait 19 iiye tanimlanmistir (Sekil 1.3). ADAMTS
tiyeleri protein dizisi, domainlerin organizasyonu, substrat tercihi ve gen dizisi
korunmusluguna gore gruplandirilmistir [10, 11]. Anti-anjiyogenik aktiviteye sahip
olanlar: ADAMTSL, 8 ve 9, Agrekanazlar: ADAMTS], 4, 5, 8, 9, 15, 16 ve 18,
prokollajen N-proteazlar (pNP): ADAMTS2, 3 ve 14, Gonodal organ gelisiminde
gorev alanlar (GON): ADAMTS9 ve 20, von Willebrand faktorii kesen proteaz
(VWFCP): ADAMTS13, Kikirdak oligomerik matriks proteinler (COMP):
ADAMTS7 ve 12’dir. Ailenin fonksiyonu ve substratlari tam olarak
aydinlatilamamas tiyeleri olan Orphan (yetim) ADAMTS’ler: ADAMTSS, 10, 17, ve
19 olarak adlandirilmaktadir.

Agrekanaz ADAMTS’ler

ADAMTS1, 4,5, 8,9, 15, 16, 18

\

Orphan (Yetim) ADAMTS'ler

ADAMTSE, 10, 17, 19

von Willebrand Faktér Protein
(VWFP) ADAMTS

N\ ADAMTS13

Anti-Anjiyogenik ADAMTS'ler

ADAMTS1, 8,9

Prokollajen (pNP)
ADAMTS'ler

ADAMTSZ, 3, 14

N

Cartilage Oligomerik Matriks
Protein (COMP) ADAMTS'ler

Gonadal (GON) ADAMTS'ler

ADAMTS9, 20

ADAMTS7?, 12

Sekil 1.3: ADAMTS gen ailesinin siniflandirilmasi.



1.2.1 Kollajen ADAMTS’ler: Prokollajen N-propeptidazlar

Prokollajen N-propeptidazlar; ADAMTS2, 3 ve 14 olmak {izere {i¢ liyeden
olusur. Prokollajen kesim izoenzimleri olarak bilinirler ve kollajen biyosentezinde
onemli gorev alirlar. ADAMTS2 geni 5. kromozomun uzun kolunda (5935.3)
lokalize olur ve 22 ekzona sahiptir. 134 kDa agirligindadir ve 1211 amino asitten
olusur [12]. ADAMTS3 geni 4. kromozomun uzun kolunda (4913.3) lokalize olur ve
23 ekzona sahiptir. 135 kDa agirhgindadir ve 1205 amino asitten olusur.
ADAMTS14 geni 10. kromozom uzun kolunda (10g22.1) lokalize olur ve 22 ekzona
sahiptir. 134 kDa agirligindadir ve 1226 amino asitten olusur [13].

1.2.1.1 ADAMTS2, 3 ve 14 Genlerinin Yapisal Ozellikleri

1] = S| 7] [8 [©]

Sekil 1.4: ADAMTS?2, 3 ve 14 genlerinin domain bolgeleri.

ADAMTS2, 3 ve 14 qgenleri, aktif enzim igeren proteaz kisim ve
trombospondin tekrarlar1 iceren yardimer yan modiillerden meydana gelirler (Sekil
1.4). Proteaz kisim; sinyal peptid (1), propeptid (2), furin ayrilma boélgesi (3),
katalitik domain (4) ve disintegrin benzeri modiillerden (5) olusur. Yardimci yan
modiiller; trombospondin tekrarlar1 (6) igceren kisim, sisteince zengin modiil (7), ara-
baglant1 bolgesi (8) ve PLAC (9) adi verilen kisimdan olusur [13, 15]. Ayrintili

domain organizasyonu ve iistlendikleri gorevleri asagida verilmistir;

1. Sinyal Peptid Bolgesi: Degisken amino asit uzunlugunda olup enzim

sinyalizasyonunu baslatan peptid kisimdir.

2. Propeptid Bolge: Bu bolge enzimin substrat ile etkilesmesini engeller ve

enzimi inaktif halde tutmay1 saglar [16].



3. Furin Ayrilma Bélgesi: Furin enzimi propeptid bdlgesini kesip
uzaklagtirarak ADAMTS enziminin aktiflesmesini saglar ve bu olay zimojen

aktivasyonu olarak adlandirilir [17].

4. Katalitik Bolge: Katalitik bolge denilen yer metalloproteaz kisimdir ve
enzim aktivitesini saglar. Cinko baglama bolgesine ve aktif motif dizisine sahiptir.
Aktif motif, “HEXXHXXGXXHD” dizisinden olusur. Burada X herhangi bir amino
asidi ifade eder. Aktif motifte herhangi bir mutasyon olursa Katalitik aktivite
kaybolur [18].

5. Disintegrin Benzeri Bolge: Hiicre-matriks baglanma siireclerinde goérev
alir. Disintegrin bolgede, integrin ile baglanmay1 saglayan arjinin/glisin/aspartik asid
(RGD) tanima sekansi bulunur ve ADAMTS aktivitesi i¢in gerekli bir kisimdir [19].

6. Trombospondin 1 (TSP 1) Bolgesi: ADAMTS’lere ismini veren bu bolge,
1971 yilinda kesfedilen ilk anjiyogenez inhibitoriidiir [20]. TSP1, trombositlerden
salinan estraselliler matriks adezyon glikoproteinidir. TSP1 motifi kollajen,
fibronektin ve laminin gibi hiicre dig1 matriks molekiillerine baglanarak hiicre-hiicre

ve hiicre-matriks etkilesimlerini saglar.

7. Sisteince Zengin Bolge: Substrat spesifikliginde ve matrikse yerlesme

mekanizmalarinda rol alir [21].

8. PLAC (Proteinase and lacunin; Proteaz ve lasunin) Motifi: Kanat
olusumu ve embriyonik gelisimde epitel hiicrelerin sekillenmesinde gorev yapar.
ADAMTS2, 3, 10, 12, 14, 17 ve 19 gibi birgok ADAMTS ailesinde bu motife
rastlanir [22].

1.3  ADAMTS2 Geni

Ailenin aydinlatilan ikinci tiyesi oldugu i¢in ADAMTS2 olarak adlandirilir.
Bilinen diger isimleri; “ATS2 HUMAN, HPCPNI, NPI, PCINP, PCPNI, pNPI,
Procollagen I/l amino-propeptide processing enzyme, a disintegrin-like and
metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin motifs 2, Procollagen I N-

proteinase, Procollagen N-endopeptidase” olarak literatiirde gegmektedir [23, 24].
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ADAMTS2 Gen Mutasyonlar1 ve Hastaliklarla iliskisi

ADAMTS genlerinin sentezi esnasinda bazi hatalar sonucu hastaliklar

meydana geldigi goriilmiistiir (Tablo 1.2).

Tablo 1.2: insanlarda goriilen ADAMTS mutasyonlar1 sonucu hastaliklar,

substratlar1 ve sentezlendikleri dokular [25].

Gen Ismi Hastalhk Substrat Sentezlendigi
Dokular
ADAMTS1 Kanser (anti- Brevikan, heparin-baglayici Kikirdak, Kalp,
tiimerigenik/ EGF, TGF-o, Nidogenl/2, Bobrek
metastatik) anti- | Desmokolin-3, Distroglikan-1,
anjiyogenik Agrekan, Semaforin-3C,
Versikan, MAC?2 baglayici
protein, TFPI-2, amfiregiilin,
sendekan-4,
ADAMTS2 EDS Tip VIIC, | Fibriler prokollajenler (tip I-111 Kemik, Dis,
* Dermatosparaks ve V) Tendon, Cilt,
is (koyunda), Deri,
01, dentin
hastaliklar1
ADAMTS3 - Fibriler prokollajen (tip I1), Kikirdak, Beyin
biglikan
ADAMTS4 Artrit Reelin, Versikan, Brevian, Kikirdak, Beyin,
Matrilin-3, Agrekan, COMP, Kalp
Hevin
ADAMTS5 Artrit, kanser Agrekan, Versikan, Brevian, | Plesenta, Uterus,
(anti- Nérokan, a2-makroglobulin, Kikirdak
tiimorigenik, Matrilin-4
anti-
anjiyogenik)
ADAMTS6 - - Plesenta
ADAMTS7? Koroner arter COMP -
hastalig1 (diiz
kas hiicresi
gocii)




Tablo 1.2: (devam).

ADAMTSS - Agrekan Kalp, Akciger
ADAMTS9 Kanser (anti- Versikan, Agrekan Kikirdak
anjiyogenik)
ADAMTSI10 WMS Fibrillin-1 -
ADAMTS12 Kanser (anti- CompP Akciger
tiimorigenik)
ADAMTSI13 TTP vVWF Prostat, Beyin,
Karaciger
ADAMTS14 - Fibriler prokollajen (tip I pNal Uterus, Beyin
ve pNo2 zinciri)
ADAMTS15 Kanser (anti- Versikan, Agrekan Bobrek,
tlimerigenik/met Karaciger
astatik) anti-
anjiyogenik
ADAMTS16 Hipertansiyon Agrekan Prostat, Uterus,
Beyin
ADAMTS17 WMS - Karaciger,
Prostat, Beyin
ADAMTS18 - Agrekan Prostat
ADAMTS19 - - Akciger
ADAMTS20 - Versikan Testis, Beyin

Tablo 1.2°de goriildiigi tizere ADAMTS gen aileleri i¢erisinden ADAMTS2
geninde olusan anomaliler nedeniyle Ehlers-Danlos sendromu basta olmak iizere
cesitli hastaliklar meydana gelmektedir. ADAMTS?2 hastaliklari ile ilgili detayli

bilgiler asagida verilmistir.

1.4.1 Ehlers-Danlos Sendromu (EDS)

Ehlers-Danlos sendromu tipi ilk kez biiyiikbas hayvanlarda ve daha sonra
koyunda tanimlanarak dermatosparaksis, insanlarda tanimlanarak EDS tip VIIC adin
almistir. Bu bag doku hastaligi dermisteki tip | prokollajenin propeptid kisminin
uzaklastirilamamasi nedeniyle kollajen sentezinde hatalara neden olur. Sonug olarak
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yara iyilesmesinde gecikme, ciltte morarma ve eklem laksisitesi, asir1 elastik ve

kirilgan deri tabakasi meydana gelir [26].

1.4.2 Diger Hastaliklar ve Hastahklarin Dentin Efektleri Tle Tliskisi

1.4.2.1 Osteogenesiz imperfekta (OI)

Heterojen tip | kollajenin kalitsal anomalilerini igeren kalitsal otozomal
resesif ya da otozomal dominant bag doku hastaligidir. Kemik kirilganliginda artma,

gevsek eklemler, opalesant disler, isitme kaybi, kemik deformiteleri goriilebilir [27,

28].

1.4.2.2 Goldblatt Sendromu

Col2A1 geninde mutasyonlar sonucunda meydana gelir ve sonugta
dentinogenesis imperfekta (DGI), eklem problemleri ve dentin displazisi (DD tip II)

sendromlari ortaya ¢ikabilir [29].

1.4.2.3 Seckel Sendromu

Nadir goriilen otozomal resesif bir hastaliktir. Bu sendrom mikrosefali, kus
ylizii goriinimii, kisa boy, mental retardasyon ile karakterizedir ayrica dentin
anomalileri olarak siddetli mikrodonti, opelesant disler ve koksiiz biiyiik az1 disler

gibi sorunlar ortaya ¢ikmasina neden olur [30].

1.4.2.4 Ailesel Hipofosfatemik Vitamin D Direncli Rasitizm

Hipofosfatemiya biiylime-gelisim geriligi, osteomaleik kemik hastaligi,
rasitik ve bobrege bagl defektler ile karakterizedir. Ayrica histolojik ¢alismalarda
belirgin globiiler dentinle birlikte predentin kalinlagmasina neden oldugu

bulunmustur [31].
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1.4.2.5 Hiperfosfatemik Ailesel Tiimoral Kalsinosis

Biiyiik eklemlerin etrafinda genis, kalsifiye, agrili yumusak doku Kitlesi ile
karakterize otozomal resesif bir hastaliktir. Omuz, kalca ve dirsek arkasinda lokalize
olan ailesel metabolik bir hastaliktir. Dislerin kok uzunlugunda azalma ve daimi

disglerde siirme gecikmesine neden oldugu da bilinmektedir [32].

1.4.2.6 Schimke Immunoosseoz Displazi

Spondiloepifizial displazi, bobrek fonksiyon bozuklugu ve immiin yetersizlik
ile karakterizedir. Otozomal resesif olan bu hastalik dislerde sarimsi gri renk
degisikligi ve siit disler ile daimi az1 dislerde servikal daralmaya neden olur. Ayrica
bu sendroma sahip olan kisilerin pulpa odalan kii¢iik veya tikalidir. Mine ve dentin

normalden daha yumusaktir [33].

1.5  Hipoksiya

1.5.1 Hipoksiya ile indiiklenebilir Faktor (Hif)

Hipoksik kosullarda viicutta iki ana sinyalizasyon sistemi devreye girer:
AMPK yolagi (AMP activated protein kinase; adenozin monofosfat aktive eden
protein kinaz) ve Hif yolagi (hypoxia inducible factor; hipoksiya ile indiiklenebilir
faktor) [34]. Hiicre igi ATP diizeyi azaldiginda AMPK yolag: aktive olarak katabolik
stiregleri hizlandirir ve anabolik siiregleri inhibe eder. Hif ise oksijen yetersizligi

(hipoksi) durumunda memeli hiicrelerinde hiicresel yanit olusturur [35].

Oksijen algilama mekanizmasinda “Von Hippel Lindau” molekiilii gorev alir
(Sekil 1.5). Hipoksiyada anahtar rol oynayan Hif tiyelerinden Hif-1’in 6nemli
fonksiyonlar: vardir. Hif-1 oksijene hassas birim olan o ve yapisal alt birim olan
[’dan olusur. Hif-1’in niikleer a alt iinitesi yapisal olarak islev goriirken a alt tinitesi
regiilator bilesen olarak islev goriir. Hif-1 a alt tinitesi normal durumlarda kararsizdir
ve bir siire sonra Von Hippel Lindau E ubiquitin ligaz kompleksinin bir parcasi olan
pVHL ile pargalanir ve hidrolize olur. Hipoksik kosullarda ise Hif-1 o proteozomal

yikimdan kagar, sitozolde birikir, kararli hale gelir, fosforillenir ve niikleusa gegerek
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heterodimerik bir kompleks meydana getirir. Bu kompleks hipoksiya ile
indiiklenebilen genlerin giiglendirici bolgesi ile baglanir ya da promotor bolgesinde
50 baz ¢iftli bir DNA baglanma motifi olan HRE (hypoxia response element;
hipoksiya yanit elementi) ile baglanir ve hedef genlerin transkripsiyonlarini baslatir
[36, 37].

HiPOKSIYA NORMOKSIYA

Sekil 1.5: Normoksik ve hipoksik kosullarda hiicresel yanitlar.

Hiicrede hipoksiya ile beraber, basta Hif-1 olmak {izere eritropoietin (EPO),
fibroblast biiytime faktorii (FGF), tranferrin, laktik dehidrojenaz A, vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF), trombosit kokenli biiyiime faktorii (PDGF) ve endotelin-1
gibi gen yollar1 aktive olur. Hipoksiya disinda NO, TNF-a, IL-1p, anjiyotensin 11 gibi

bir¢ok neden Hif artisina sebep olur ve ¢esitli mekanizmalara katilir [38].



Tablo 1.3: Hif hedef genleri [39].

Sistem Hedef Gen
Apoptozis Wilm timor supressor, IGFBP-1
Demir metabolizmasi Transferin, transferin  reseptorii,  serloplazmin,
eritropoietin
Eritrosit iiretimi Eritropoietin
ESM regiilasyonu PAL-1, TIMP
Glukoz ve enerji | Glukoz transporter, laktat dehidrogenaz (LDH),
metabolizmasi aldolaz, gliseraldehid 3 fosfat dehidrogenaz kinaz 1
(PDK1), enolaz, hekzokinaz
Hiicre  proliferasyonu, | Nip3, insiilin benzeri biiyiime faktorii 1 ve 3, (TGF-B),
diferansiasyonu ve | p21, siklin G2, transforme biiyiime faktorii-p3
yasayabilirligi
Kan damarlarinin | Endotelin-1, vaskiiler endotel biliyiime faktori
olusumu ve | (VEGF), adrenomedullin, nitrik oksit sentaz-2,
diizenlenmesi hemeoksijenaz 1,
Migrasyon, moltilite CXCR4, c-met
pH diizenlenmesi Karbonik anhidraz 9 ve 12
Vazomotor diizenleme Endotelin-1, INOS, hemoksienaz, ANP
1.6 Kimyasal Hipoksiya
Kimyasal hipoksiya modeli, memeli hiicrelerinde diisiik oksijen

kosullarindaki biyokimyasal ve molekiiler cevap olusturmasit nedeniyle diisiik

oksijen kosullarini taklit etmede kullanilmaktadir. Kimyasal hipoksiya modeli

olusturulurken kobalt kloriir (CoCl,) soliisyonu kullanilmistir. CoCly Hif-1"1

indiikleyen agik kirmizi renkli kimyasal bir maddedir. Hiicre ortamina verilen CoCly,

normal oksijen kosullarinda Hif-1’1 inhibe eden prolin hidroksilazlara baglanarak

onlarin aktivitesini durdurur. Boylece Hif-1 hidroksillenir ve degrede olur. Oksijen

azliginda ise Hif-1 hidroksillenmez ve kararli hale geger. Boylece Hif-1 hipoksiya ile

regiile olan diger genleri uyararak ekspresyon diizeylerini azaltir ya da arttirir.
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1.7 Calismanin Amaci

ADAMTS?2 ile yapilan literatiir ¢alismalar1 gostermektedir ki ADAMTS2
proteini hiicre i¢in kollajen biyosentezinde oldugu kadar kanserlesme siirecinde de
onemlidir. Kollajen biyosentezi olduk¢a karmasik bir siire¢ olup ¢ok sayida protein
bu siirece katki saglamaktadir. Yrd. Dog¢. Dr. Meltem Alper’in doktora tezinde
“ADAMTS2 geninin transkripsiyonel regiilasyonu” ¢alisilmis ve ADAMTS2
promotorunun nasil regiile edildigi, sitokinlerce hiicresel cevabin mMRNA ve protein
diizeyinde nasil degistigi aydinlatilmistir. Yapilan bu galismalar yiiksek lisans tez
calismasina 1s1tk  tutmustur. Yrd. Dog. Dr. Siimeyye Aydogan Tiirkoglu
danismanliginda ve Prof. Dr. Feray Kogkar es danismanliginda yapilan yiiksek lisans
calismasinda ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarinda ekspresyon seviyelerinin
incelenmesi ile Saos-2 hiicrelerinde ADAMTS2’nin yiiksek ekspre oldugu belirlendi.
ADAMTS2 gen klonlama c¢alismalar1 gergeklestirildi ve Okaryotik bir vektore
klonlandi. Ektopik ifadesinin hiicresel diizeyde etkilerinin arastirilmasi igin
rekombinant ADAMTS2’nin Saos-2 hiicrelerine transfeksiyonu gergeklestirildi.
ADAMTS?2 calismalarinda kollajen sentezi ile ilgili ¢alismalarin yani sira
ADAMTS2’nin anti-anjiyogenik o6zelligi ile ilgili anjiyogenik ¢alismalar da
gerceklestirilmistir. Anjiyogenezi uyaran transkripsiyon faktorii Hif-1 a ile farkli
hiicre hatlarinda ADAMTS2’nin hipoksik regiilasyonu incelenmistir. Hipoksik
regiilasyona Ugrayan genlerin etkileri ve hiicresel cevaplari arastirilmistir. Hem
kollajen sentezi hem de hipoksik c¢aligsmalar dikkate alinarak yiiksek lisans tez
calismasinin amagclart maddeler halinde ve akis diyagrami seklinde asagida

verilmistir.

i.  “Farkh kanser hiicrelerinde ADAMTS?2 ifadesi nasildir” sorusuna cevap
olusturmak tizere farkli hiicre hatlarinda ADAMTS?2 ifadesi incelenmistir.
RT-PZR teknigi kulanilarak ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarindaki
ekspresyon profilleri insan Beta 2 Mikroglobulin (B2M) geni ile
karsilastirilarak belirlenmistir.

ii.  “Farkh kanser hiicrelerinde hipoksik kosullardaki ADAMTS2 ifadesi
degismekte midir” sorusuna cevap olusturmak iizere se¢ilen hiicre hatlarinda
kimyasal hipoksiya olusturulmus ve 24, 48, 72 saat zaman dilimlerinde
ADAMTS2’nin normoksiya ve hipoksiya ifadeleri mRNA diizeyinde gergek

zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile belirlenmistir.
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“Hipoksik kosullarda kollajen tiplerinin ifadeleri nasil degismektedir”
sorusuna cevap olusturmak iizere Saos-2 hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saat
hipoksiya ve normoksiya calismalar1 gerceklestirilmistir. Hipoksiya ifadeleri
mRNA diizeyinde incelenmek tizere Kkollajen tip I, Il ve Il primerleri
kullanilarak g-PZR ger¢eklestirilmistir.

“Saos-2 hiicrelerinde ADAMTS2’nin arttirilmis ektopik ekspresyonu
hiicreleri hangi yollara siiriiklemektedir” sorusuna cevap olusturmak igin
ADAMTS2 geninin 6nce pGEMT-Easy vektoriine sonra da Okaryotik
hiicrelerde ¢aligmak tizere dkaryotik ekspresyon vektorii olan pcDNA 3.1 Vs
His A vektoriine klonlanmasi gergeklestirilmistir. Daha sonra model olarak
secilen Saos-2 hiicre hattina gegici transfeksiyon igin rekombinant
ADAMTS?2 transfekte edilerek hiicrelerde olusan cevaplar arastirilmistir.
“ADAMTS2 iceren Saos-2  hiicresinin koloni olusumu nasil
sekillenmektedir” sorusuna cevap olusturmak i¢in Saos-2 hiicrelerine gegici
transfeksiyon gergeklestirilmistir ve transfeksiyon sonucunda Saos-2

hiicrelerinde ADAMTS2’nin koloni olusumuna etkisi gézlenmistir.
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DU-145, HT-29, MCF-T7,
PC-3, MKN-45, COLO-
205, K-562, MC-63,
HUVEC, 5A05-2 HUCRE
HATLARINDA
ADAMTS2
EKSPRESYON
SEVIYESININ
BELIRLENMESI

*ALISMALART

Konsantrasyonmmun
Balirlenmesi

Hatlarmda 150 phd CoCly

Uygulanmasi

m Tip [ II ve III
Kollajenler Uzarine Etkisi

EcoRI Enzimi Ile

Kontrol Kesim

Drizi Analizi

TRANSKRIPSIYONEL
AKTIVITE
CALISMALARIT

ADAMTS:

Etkilerinin Incelenmeasi

AMTE2 Geninin

nu ve Kolom

Formasyonu

Sekil 1.6: Yiiksek lisans tez ¢calismasinin akig diyagrama.
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2. MATERYAL-METOD

2.1 Laboratuvarlarda ve Laboratuvar Calismalarinda Kullanilan
Malzemelerin Temizligi

Oncelikli olarak saglik giivenligi i¢in ¢alismalarda gerekli tiim Snlemlerin

alinmasina hassasiyet gosterilmistir.

Laboratuvarlarin diizenli periyotlar halinde okul ve laboratuvar gorevlileri

tarafindan temizligi saglanmistir.

DNA, RNA ve bakteri tabanli ¢alismalarda kullanilan cam ve 1siya dayanikli
malzemeler, pipet uglari ile birlikte u¢ kutulari, ependorflar, santrifiij tiipleri, steril
olmasi gereken soliisyonlar 121°C’de 20 dakika (1,02 atm basing ile) otoklavda steril

edildi. % 70°lik etil alkol ile ¢alisma ortam1 ve malzemelerin sterilizasyonu saglandi.

Hiicre kiiltiirii calismalarinin temizliginde ise UV lambasi1 acilarak hiicre
kiiltirti laboratuvari ve laminar air flow steril edildi. Laminar air flow ve CO2’li
inkiibatoér periyodik olarak c¢amasir suyu ve % 70’lik etil alkol ile temizlendi.
Inkiibatér igerisindeki ortamin nemli kalmasi amaciyla diizenli olarak inkiibator su
tablasina otoklavlanmig su konuldu. Kiiltiirdeki 1siya dayanikli ependorflar, pipet
uclart ve ug¢ kutulari, soliisyonlar ve diger malzemeler 121°C’de 20 dakika
otoklavlanarak steril edildi. Steril edilmeye uygun olmayan soliisyonlarin

sterilizasyonu ise 0,22 mikronluk filtreler kullanilarak gerceklestirildi.

2.2  Cahsmalarda Kullanilan Malzemeler

Hiicre kiiltiiri, DNA, RNA, bakteri, hiicre kiiltiirti ve transkripsiyonel aktivite

¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi Tablo 2.1°de belirtilmistir.
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Tablo 2.1: Calismalarda kullanilan malzemeler ve temin edildikleri firmalar.

DNA Calismalarinda Kullamilan Malzemeler | Firma

Agaroz Sigma

Alkalen fosfataz Fermentas

Etidyum bromiir (Et-Br) Sigma

Jelden geri kazanma Kiti Thermo  Scientific-GeneJET

Gel Extraction Kit

Okaryotik vektor sistemi Fermentas
PGEM-T Easy vektor sistemi Promega
PZR bilesenleri (Taq Polimeraz enzimi, MgCly, | Fermentas
Taq buffer, dNTP karigimi)

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri Fermentas
T4 DNA ligaz Fermentas
Bakteri Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Ampisilin Sigma
CaCl; Sigma
Gliserol Sigma

Kompetant bakteri soyu

DH5a kompetant hiicre soyu

LB agar Invitrogen

Luria Broth (LB) Sigma

Maxiprep Kiti Thermo  Scientific-GeneJET
Plasmid Maxiprep Kit

Miniprep Kiti Thermo  Scientific-GeneJET

Plasmid Miniprep Kit

SOC (Super Optimal Broth)

Sigma

Hiicre Kiiltiirii Cahismalarinda Kullanilan Malzemeler

Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
Dulbecco”s  Modified  Eagles Medyum | Gibco
(DMEM)

Fetal sigir serumu (FCS) Sigma
Fosfat tamponu tabletleri (PBS) Sigma
L-glutamin Sigma
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Tablo 2.1: (devam).

Tripan mavi sollisyonu Sigma

Tripsin-EDTA Sigma

Transkripsiyonel Aktivite Caliymalarinda Kullanilan Malzemeler

4-(2-hydroxyethyl)-1-piperazineetansiilfonik Sigma
asit (HEPES)

Na2HPO4 Sigma

PSEAP?2 substratlari Clontech

RNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

3-(N-morpholino) Propanesiilfonik Asit | Merck
(MOPS)

Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma

Formaldehit Sigma

Reverse transkriptaz Fermentas

RNA izolasyon Kiti GeneJET RNA Purification Kit
SYBR® green PZR master mix Sigma

B-Merkaptoetanol Sigma

2.3  Cahsmalarda Kullanilan Arac-Gerecler

Tablo 2.2: Calismalarda kullanilan arag-geregler.

Arag¢-Gerecler Model

-80°C derin ultralow freezer Sanyo, Japonya

96 kuyulu plaka okuyucu | Bio-Tek

spektrofotometre

Buz makinesi Fiocchetti  Frigoriferi  Scientifici,
Italya

Buzdolabi Profilo, Tiirkiye

Calkalamal1 inkiibator Shel-Lab, USA

CO2’li inkiibator Nuair

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektroforez gii¢ kaynag: Consort, Ingiltere
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Tablo 2.2: (devam).

Elektronik tarti

Sartorious, Almanya

Etiv WTB, German, Niive, Tirkiye
Hassas terazi Sartorius

Horizantal galkalayici GFL, Almanya

Inverted mikroskop Nikon

Is1 kontrollii ¢alkalamali etiiv GFL, Almanya

Isitic1 blok FALC, Italya

Isitmali manyetik Karistirict

Velp Scientifica, Ispanya

Jel goriintiileme sistemi

Bioimagining Systems

Laminar air flow

Telstar BIOII, ispanya

Light cycler 485

Roche Diagnostics

Luminometre

Thermo

Mikro santrifiij

Sigma Laborzentrifugen, Germany

Otoklav Hirayama, Japonya
Otomatik pipetler Finnpipette

pH metre WTW, Almanya
PZR cihazi Thermo

Qubit Invitrogen

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)

Santrifiij

Hettich Zentrifugen, Germany

Sicak su banyosu

Elektro-mag, Tirkiye

Thermo cycler

Techne Progene, Ingiltere

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Metro lab

Vorteks

Elektro-mag, Tiirkiye

2.4 Cahsmalarda Kullanilan Vektorler

Gen klonlamasi i¢in oncelikle pPGEM-T Easy vektor sistemi kullanildi (Sekil
2.1). Daha sonra okaryotik hiicrelerdeki ekspresyon diizeylerinin gozlenmesi
amaciyla alt klonlama basamagi gergeklestirildi. Alt klonlama ¢alismasinda
okaryotik pcDNA 3.1 Vs His A, B, C vektor sistemi kullanildi (Sekil 2.2).
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Transfeksiyon c¢aligmalarinin normalizasyonu ve kontrolii amaciyla pSEAP2 kontrol
vektori kullanildr (Sekil 2.3).

Xmnl 2009

L 7l 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Apal 14
Aatll 20
f1 ori Sphl 26
BstZI 31
Ncol 37
- BstZl | 43
Amp . Notl 43
pGEM"-T Easy lacZ Sacll | 49
Vector EcoRl | 52
(3015bp)
Spel 64
EcoRl 70
Notl i
BstZI 77
Pstl 88
ori Sall 0
Ndel 97
Sacl 109
BstXI| 118 $
Nsil 127 L
141 s
T SPe 5

Sekil 2.1: pGEM-T Easy (Promega) vektor haritasi ve klonlama bdolgeleri.

I < |

=
Hind Il
Kon |
BamH |
BstX |
EcoR |
EcoRV
BstX |
Not |
Xho |
Xba I'
Apa I**
Sful
Pmel

pcDNA3.1/

V5-His A, B,

Sekil 2.2: pcDNA 3.1 Vs His A, B, C (Fermentas) vektor haritasi ve klonlama
bolgeleri.
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MCS A
(1-41)

MCS B

Not | (245-264)

BamH |
(481)

B SV40 ori
PSV‘O0

SEAP

pSEAP2-Control

Asel

(3623)

TB = Transcription blocker

Sekil 2.3: pSEAP2 kontrol (Clontech) vektor haritast.

2.5  DNA Calismalar ile lgili Teknikler

2.5.1 ADAMTS2 Klonlama Primerlerinin Tasarlanmasi

Primer tasarimi i¢in oncelikle insan ADAMTS2 genine ait muhtemel gen
bolgesi “NCBI” gen bankasinda bulunan kayitlardan yararlanilarak belirlendi.
Primerler tasarlanirken sag tokasi analizi, Tm analizi, % GC analizi ve NCBI-blast

analizleri yapildu.

Tablo 2.3: ADAMTS2 klonlama primerleri ve 6zellikleri.

ADAMTS?2 Primerleri Primer Dizileri
ADAMTS?2 Forward 5>GAATGGATCCGCCGGCGGGAGC’3
ADAMTS2 Reverse 5’TCAGGCGATCCACCTACCTTGGCC’3
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2.5.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

50 puL son hacimde polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) gerceklestirildi.

Reaksiyon firiinleri olarak enhancer reaksiyon {irlinleri (Betain, 7 Deaza GTP,

DMSO) ve diger PZR bilesenleri (Tablo 2.4) kullanildi.

Istenilen DNA bantlar1 icin ¢esitli PZR optimizasyonlar1 (gradient PZR)

uygulandi. PZR sonuglarinin goriintiilenmesi amaciyla agaroz jel elektroforezinde

yiiriitiilerek sonuglar kaydedildi.

Tablo 2.4: PZR urtinleri ve miktarlari.

PZR Bilesenleri ve Son Konsantrasyonlari Miktarlari
Kalip DNA...3 pg 6 ul
Forward primer...100 ng/ul 1l
Reverse primer...100 ng/ul 1 ul
dNTP karigimi...200 mM 1 ul
MgCls...1 mM, 2 mM ve 3 mM 2 ul, 4 pul, 6pul
Taq buffer (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, 5ul
% 1 (v/v) Triton X-100)...1X
Taq DNA polimeraz...1 U/ul 1l

Tablo 2.5: PZR sicaklik gradientleri.

Dongii Sayisi Segment Sicaklik | Siire
1 Baslangi¢ Denatiirasyonu 94°C 3 dk
Denatiirasyon 94°C 1dk

58°C
35 Baglanma Sicakligi1 (Gradient) | 60°C 1dk

64°C

66°C
Uzama 72°C 2 dk
1 Final Uzama 72°C 5dk
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2.5.2.1 Agaroz Jel Elektroforezi

Tablo 2.6: Agaroz jel i¢in hazirlanan soliisyonlar.

Soliisyonlar Hazirlams1
05MEDTA 186,1 g disodyum etilendiaminat etraasetat tartilir.
(pH: 8) Uzerine bir miktar steril su eklenir. Manyetik

karistiricida ¢oziinmesi saglanir. Tamamen ¢oziindiikten
sonra pH metre ile pH 8’¢ ayarlanir. Soliisyonun hacmi 1
It olacak sekilde steril saf su eklenir ve otoklavlanir.

5 X/L TBE tamponu 54 g Tris Base, 27,5 g Boric asid, 20 ml 0,5 M’lik
(pH: 8) EDTA tartilir ve iizerine bir miktar steril saf su

eklenerek karigtirilip ¢o6ziinmesi beklenir. Tamamen
coziindiikten sonra pH metre ile pH 8’e ayarlanir.
Soliisyonun hacmi 1 1t olacak sekilde steril saf su eklenir
ve otoklavlanarak steril edilir.

0,5 X/L TBE | 100 ml 5 X TBE tamponuna 900 ml saf su karistirilarak

tamponu (pH: 8) hazirlanmis olur.

Et-Br stok soliisyonu | 100 mg/ml olacak sekilde steril saf su ile hazirlanir.

Koyu renkli 151k gegirmeyen bir sisede saklanir.

% 0.8’lik agaroz jel 0.8 g agaroz tartilir ve 100 ml TBE igerisinde 1siticida
kaynatilarak ¢oziilir. 40-45°C’ye ulastiktan sonra Et-Br
eklenerek tanka dokdiliir.

DNA ladder 500 pl | 100 pul DNA ladder (1 hacim), 200 pl loading dye (2
DNA ladder hacim), 200 pll steril distile suda (2 hacim) ¢oziiliir.

PZR sonucu olusan DNA bantlarin1 goriintiilemek amaciyla agaroz jel
elektroforezi kullanildi. DNA elektroforezi icin yatay jeller hazirlandi ve Ornekler
jele yiiklenerek 0,5 X/L TBE elektroforez tamponunda 90 volt elektrik akimi ile
yaklagik 45 dakika yiriitildii. Calismalarda plazmit DNA’lar i¢in % 0,8
konsantrasyonda, ekspresyon calismalarinda ise % 1’lik konsantrasyonda agaroz
jeller kullanildi. 0,5 X TBE i¢inde agaroz kaynatildi ve ilinmasi beklendi. Ilik hale
gelen jele etidyum bromiirden 0,5 pug/ml olacak sekilde ilave edildi. Jel katilastiktan
sonra jelin kuyularina DNA 6rnekleri ile yiiriitme tamponu (Fermentas 6 X loading

dye; bromofenol boya, su ve sakkoroz karsimi tampon) eklenerek yiiriitme islemi
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gerceklestirildi. Elektroforezde ayrilan DNA parcalarinin biyiikliigiinii belirlemek
icin 1 kb DNA ladder (Fermentas) kullanildi ve kullanilan marker ile DNA
buytikliikleri karsilastirildi. Elektroforez sonuglart UVP jel goriintiilleme sisteminde

goriintiilenerek DNA goriintiileri kaydedildi.

2.5.2.2 DNA Orneklerinin Agaroz Jelden Saflastirilmasi

Istenilen DNA bantlar1 bisturi yardimiyla UV transilluminator iizerinde
agaroz jelden kesildi. DNA jel ekstraksiyon kiti (Thermo Scientific-GeneJET Gel
Extraction Kit) kullanildi ve kit protokoliine gore DNA saflastirildi. Saflastirilan
DNA’nin jelden kazanildigini kontrol etmek amaciyla DNA’nin az bir miktar jelde
yiiritiildi ve saflastirildigi dogrulandi. DNA miktarinin ve temizliginin kontrolii i¢in

260 nm ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslari alindi.

2.5.2.3 DNA Miktar Tayini

Izole edilen plazmitler steril dH20 ile 40 kat sulandirildi. Plazmitlerin miktar
ve safliklar1 260 nm ve 280 nm’deki absorbanslar1 spektrofotometrik 6l¢timler ile
hesaplandi. Spektrofotometrede 6lgiim alabilmek i¢in kuvartz kiivetlere kor deger
icin 200 uL dH20, DNA d6lgiimleri i¢in 6l¢iilmek istenen plazmit DNA’dan 5 pL ve
tizerine 195 pL dH20 konuldu. Elde edilen absorbans degerlerinin miktar ve

safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller kullanildi.

Spektrofotometrik DN A miktar tayini:
DNA miktann = A, 4o x Sulandirma Katsayisi x 50 ng/pLL
Saflik = A5/ Asgg
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2.5.3 PZR Uriinlerinin T:A Stratejisi ile Klonlanmasi

PZR sonucu ¢ogaltilan DNA bolgesi, pGEMT-Easy vektoriine (promega)
klonlandi. Klonlama vektoriin  6ngordiigii protokol sekline uygun olarak
gerceklestirildi (Tablo 2.7).

Tablo 2.7: Ligasyon kosullari.

Ligasyon Bilesenleri Miktar:

Insert DNA (Jelden geri kazanilan DNA) 9 uL
PGEM-T Easy vektor 4 uL
T4 ligaz buffer 2 uL
T4 DNA ligaz 1 uL
dH_,0 4 ul

Son hacim 20 uL

+4°C’de bir gece inkiibasyon

Ligasyon tirlinleri bir gece bekledikten sonra E.coli hiicre soyundan olan XL-
1 blue ve DHS5a kompetant hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon
triinlerinin segilmesi i¢in mavi-beyaz koloni ydntemi uygulandi. Se¢im igin
ampisilin antibiyotigi iceren LB agar besiyerlerine 20 uL X-Gal (stok 50 mg/ml) ve
100 puL TPTG (100 mM stok) yayildi. 37°C’deki inkiibatorde tiremeleri i¢in bir gece
bekletildi.

254 (")karyotik pcDNA 3.1 Vs His A, B, C Vektoriine Alt Klonlama

Klonlanan DNA par¢asinin pGEM-T Easy’den 6karyotik vektor olan pcDNA
3.1 Vs His A’ya aktarilmasi i¢in asagidaki basamaklar gergeklestirildi.

i. EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kesim yapilarak pGEMT-Easy
vektoriinde klonlu DNA pargasi vektorden ¢ikartildi.
ii. EcoRI restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi ile halkasal bos vektor olan
pcDNA 3.1 Vs His A vektoriiniin uglari kesildi.
iii. pcDNA 3.1 Vs His A vektoriiniin uglarinin tekrar birlesmemesi amaciyla

defosforilizasyon islemi uygulandi.
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iv. pGEMT-Easy’den ¢ikartilan DNA pargasinin defosforile olan pcDNA 3.1 Vs
His A vektoriine ligasyonu gergeklestirildi.

2.5.4.1 Kesim Kosullari

Kesim islemleri pPGEMT-Easy vektorii, DNA pargasi ve pcDNA 3.1 Vs His A
vektori kesim bolgelerine dikkat edilerek restriksiyon enzimleri igerisinden en uygun

olan EcoRI enzimi segildi.

Tablo 2.8: EcoRI ile restriksiyon kesim kosullari.

Kesim Icerigi EcoRl ile pPGEMT- | EcoRl ile pcDNA 3.1
Easy vektoriinden Vs His A vektorii
genin cikartilmasi kesimi
DNA/Vektor miktari (1 pg) 7 ul 4 ul
EcoRI enzimi 1 1 ul
EcoRI Buffer 4 ul 4 ul
dH.,0 28 ul 31 pul

37°C’de 4 saat bekletildi

Kesim sonrasinda agoroz jele yiiklenerek kesim diirlinleri kontrol edildi.
Thermo Scientific-GeneJET Gel Extraction kiti ile agaroz jelden kesim firiinleri geri

kazanildi.

2.5.4.2 Defosforilizasyon

Fosfataz enzimi fosforik asit monoesterlerini, fosfat iyonunu ve serbest
hidroksil gruplarin1 parcalar ve buna defosforilizasyon denir. Ligasyonda, DNA
ligazin birbirine yakin niikleotidleri arasinda fosfodiester bagi olusumunu
katalizleyebilmesi i¢in bir niikleotidin 5° ucunda fosfat grubu, diger niikleotidin 3’
ucunda ise hidroksil grubunun bulunmasi gerekir. Tek enzim kesimi yapilarak lineer
hale getirilen plazmitin uglarmin tekrar birlesmesini ya da kendi iizerinde
katlanmasimni engellemek amaciyla, her iki 5’ wucunda bulunan fosfatlarin

uzaklastirilmast gerekir ve boylece klonlanacak DNA’nin 5’ ucunda bulunan fosfat
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molekiilleri ile plazmitin 3’ ucunda bulunan hidroksil gruplari ligasyona girebilir
[23].

Tablo 2.8’de gosterildigi gibi His A vektoriiniin EcoRI ile kesimi sonrasinda
vektoriin uglart kirilldi ve halkasal yapisini kaybedip lineer hale geldi. Daha sonra
vektoriin uglarinin yeniden birlesmemesi amaciyla fosfataz enzimi kullanilarak

defosforilizasyon gergeklestirildi (Tablo 2.9).

Tablo 2.9: Defosforilizasyon kosullari.

Defosforilazasyon Kosullari Miktari

EcoRlI rest. enzimi ile kesilmis insert DNA 33 ul

10 X Reaksiyon Buffer 4 ul
Alkalen Fosfataz 1ul
Son hacim 38 ul

37°C’de 30 dk inkiibasyona birakildi ve sonra 75°C’de

5 dk enzim inaktivasyonu saglandi.

255 ADAMTS2’nin His A vektoriine Klonlanmasi

ADAMTS2 geninin His A’nin i¢ine ligasyonu i¢in ligasyon kosullar:
belirlendi (Tablo 2.10). Bir gece ligasyona birakilan iiriinler ertesi giin XL-1 Blue
kompetant hiicrelerine transforme edildi. Transformasyon iiriinleri antibiyotikli LB
agarda tek koloni diisiicek sekilde ekildi ve bir gece 37°C inkiibatorde liremeleri

saglandi.

Tablo 2.10: ADAMTS2’nin His A vektoriine ligasyon kosullart.

Ligasyon Bilesenleri Miktar:
Insert DNA (Jelden geri kazanilan DNA) S5uL
His A vektor 1 uL
T4 ligaz buffer 2ulL
T4 DNA ligaz 1 uL
dH,0 11 pl
Son hacim 20 L
+4°C’de bir gece inkiibasyon
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2.6 Bakteri Cahsmalan Ile Ilgili Teknikler

2.6.1 Calhsmalarda Kullanilan Bakteri Soylari

Tablo 2.11: Klonlama ve stok amagli kullanilan E. coli hiicre soylar1 ve 6zellikleri.

E.coli Hiicre Soyu Ozelligi
DH50 kompetant: (SupE44A  lacU169  [(@80 LacZ AMI5)]
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al)
XL-1 blue kompetant: | (recAl endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl
lac [F” proAB laclqZAMI15 Tn10 (Tetr)])

2.6.2 Bakteriyel Kiiltiir Ortanm

Tablo 2.12: Bakteri siv1 ve kati ireme ortamlar1 ve hazirlanislari.

Bakteri Hazirlanisi

Besiyerleri

LB Agar Ticari firmalardan temin edilen toz seklindeki LB agar, firmanin
onerdigi sekilde 11t saf suya 35 g agar eklenerek hazirlanir ve steril

edilmek tlizere otoklavlanir.

LB Broth Ticari firmalardan temin edilen toz seklindeki LB Broth, firmanin
onerdigi sekilde 1lt saf suya 20 g broth eklenerek hazirlanir ve steril

edilmek tzere otoklavlanir.

2.6.3 Bakterilerin Secilmesinde Kullamilan Antibiyotik

Tablo 2.13: Bakteri ¢aligmalarinda kullanilan antibiyotigin hazirlanisi.

Antibiyotik Hazirlanisi

Ampisilin Stok | 100 mg/ml olacak sekilde steril safsu ile hazirlanir. 0,22

Soliisyonu mikronluk filtreden siiziilerek steril edilir. -20°C’de saklanr.
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2.6.4 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Tablo 2.14: Kompetant hiicre i¢in kullanilan bilesikler.

Kimyasal bilesikler Son Konsantrasyon
1 M CaCl; 100 mM
% 99 Gliserol % 40

Kompetant hiicre yapim asamalarina gegmeden 6nce kullanilacak tim cam

malzemeler, teflon tiipler ve uclar otoklavda steril edilerek 6n hazirlik tamamlandi.

Kompetant hale getirilecek olan E.coli hiicreleri LB agar igeren petrilere tek
koloni ekimi yapildi ve 37°C’de bir gece inkiibasyona birakildi. Olusan tek
koloniden 6ze yardimiyla alinan hiicreler 10 ml LB medyuma asilandi ve 37°C’de
calkalamal1 etiivde bir gece inkiibe edildi. Sonra daha biiyiik hacimde inkiibasyon
amagli 250 ml steril erlene 100 ml LB medyuma konuldu. Hazirlanan bu besiyerine
on kiltir inokiile edildi. 37°C’de c¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakildi ve
ODesoo’nin 0,5-0,6 araliginda olmasina dikkat edildi. Bakteri siispansiyonu 5 dakika
3000 rpm’de 4°C’de santrifiij edildi. Siipernatant pipetle alind1 ve baslangi¢ hacminin
yarist kadar 0,1 M CaCl: soliisyonunu eklendi ve dikkatlice pipetaj yapilarak pelletin
¢dziinmesi saglandi. Daha sonra 25 dakika buz iizerinde inkiibe edildi. inkiibasyon
sonunda 5 dakika 3000 rpm’de 4°C’de santrifiij yapildi. Stipernatant uzaklastirildi ve
pellet baslangi¢c hacminin 1/10°u kadar tekrar 0,1 M CaCl; ile ¢oziildii. 1 ile 4 saat
arasinda buz iizerinde bekletildi. Daha sonra 1:1 oraninda % 40 steril gliserol ilave
edildi karistirildi. Buz tizerinde bekletilen ependorflara 200 ul olacak sekilde alikot
yapildi ve etiketlenerek -80°C’deki derin dondurucuda saklandi.

2.6.5 Transformasyon

Kompetant hiicreler -80°C’den ¢ikartilarak buza konuldu ve ¢6ziinmesi
beklendi. Daha sonra kompetant hiicre havuzundan 50 pl hiicre alindi ve 5 pl
ligasyon reaksiyonu ile bir tiipte birlestirilerek buzda 40 dakika inkiibe edildi. Siire
bitiminde 42°C’ye ayarlanmis su banyosunda 90 saniye 1s1 soku uygulandi. Ist
sokunu takiben 2 dakika tekrar buzda bekletildi. Sonrasinda LB medyumdan ya da
SOC medyumdan 950 pl eklendi ve 1,5 saat 37°C’de calkalamali inkiibatore
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birakildi. Transformasyon kiiltiiriiniin yaklagik 150-200 pl’si ampisilin igeren LB
agarli petriye yayildi. Artan transformasyon kiiltiri ise 3000 rpm’de 5 dakika
santrifiij edilip 100 ul LB medyumda ¢oziildii ve ampisilin i¢ceren LB agarli diger bir
petriye yayildi. Daha sonra petriler ters ¢evrilerek 37°C’deki inkiibatérde bir gece
inkiibe edildi. Olusan kolonilerin rekombinant olup olmadig1 bu kolonilerden izole
edilen plazmitlerle restriksiyon endoniikleaz enzimi ile kontol kesimi yapilarak ve

plazmitlerin dizilemeye gonderilmesiyle belirlendi.

2.6.6 Gliserol Stok Hazirlama

Ampisilin igeren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak 6n kiiltir
hazirlandi. Bek alevi yaninda steril ependorflara % 30°luk steril gliserolden ve 6n
kiiltirden 1:1 oraninda eklendi. Ependorflardaki stok etiketlenerek -80°C’de

kullanilmaya hazir bir sekilde saklandi.

2.6.7 Kiiciik Olcekli Plazmit DNA izolasyonu (Miniprep)

Son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin i¢ceren 10 ml LB medyuma
transformasyon firiinleri ekildi ve bir gece galkalamali etiivde 37°C 200 rpm’de
inkiibe edildi. Kiiltiir 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve bakteri pelletleri
elde edildi. Plazmit izolasyonu i¢in Thermo Scientific-GeneJET Plasmid Miniprep
Kiti kullanildi ve kitin 6n gordiigii protokole gore pelletlerden plazmit DNA’lar elde
edildi. Plazmitlerin miktar ve saflik tayinleri spektrofotometrik oOlgiimler ile

belirlendi.

2.6.8 Biiyiik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu (Maxiprep)

Izolasyon basamaklarina 6n hazirlik olarak kullanilacak biitin cam

malzemeler ve bakteri LB medyum otoklavlanarak steril edildi.

Son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin igeren 10 ml LB medyuma tek
koloni ekimi gergeklestirildi ve bir gece ¢alkalamali etiivde 37°C 200 rpm’de inkiibe
edildi. Inkiibasyon sonunda baslangi¢ kiiltiirii 1/500-1/1000 arasinda, 100 pg/ml
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ampisilin igeren LB medyumda dilue edildi. Yiiksek kopyali plazmitler ig¢in 100 ml

LB medyum, diisiik kopyalt olanlar i¢in 250 ml LB medyum kullanildi. 37°C’de 12-

16 saat araliginda 200 rpm’de inkiibe edilerek bakterilerin tiremesi saglandi.

Bakteriler yeterli yogunluga ulastiktan sonra 15 dakika +4°C’de 6000 rpm’de

santrifiij edildi. Bakteri pelletlerinden plazmit izole etmek i¢in Thermo Scientific-

GeneJET Plasmid Maxiprep Kiti kullanildi ve Kitin 6n gordiigii protokole gore

yiiksek saflikta ve miktarda plazmitler elde edildi. Plazmitlerin miktar ve saflik

tayinleri igin spektrofotometrik 6l¢iimler yapildi.

2.7 Hiicre Kiiltiirii Cahsmalari ile ilgili Teknikler

2.7.1 Hicre Kiiltirii
Hazirlanmasi

Calismalarinda Kullamlan  Soliisyonlarin

Hiicre Kkiiltiirii c¢alismalarmin gerceklestirilebilmesi i¢in oncelikle Tablo

2.15°deki gibi belirli soliisyonlar hazirlandi.

Tablo 2.15: Hiicre kiiltiriinde kullanilan soliisyonlar ve hazirlanisi.

Soliisyonlar

Hazirlanisi

PBS (Fosfat tuz tamponu)

100 ml’ye bir adet PBS tableti eklendi ve tabletin
¢oziilmesi  saglandi.  121°C’de 20  dakika

otoklavlanarak steril edildi.

Tripsin-EDTA Soliisyonu

0,5 mM EDTA ve % 0,05 Tripsin 1 X PBS
icerisinde ¢oziildii. Daha sonra 121°C’de 20 dakika

otoklavlanarak steril edildi.

FCS (Fetal S1gir Serumu)

Fetal sigir serumu stogu 56°C’de 1 saat 1s1 ile
inaktive edildi ve -20°C’de saklandi.

DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium)

DMEM i¢ine son konsantrasyonu 0,2 mM olacak
sekilde L-glutamin ve son konsantrasyonu % 10
olacak sekilde FCS eklendi.
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2.7.2 Hiicre Kiiltiiriinde Kullamlan Okaryotik Hiicre Hatlar

Yiiksek lisans tez siiresince DNA ve RNA diizeyinde gergeklestirilen

deneysel ¢alismalarda kullanilan 6karyotik hiicre hatlar1 Tablo 2.16°da gosterilmistir.

Tablo 2.16: Hiicre kultiiriinde ¢alisilan hiicre hatlari.

Hiicre Hatlar:
Saos-2 ve MG-63 Insan kemik karsinomu
PC-3 ve DU-145 Insan prostat karsinomu
MCF-7 Insan meme karsinomu
HT29 ve Colo-205 Insan kolon karsinomu
MKN-45 Insan gastrik karsinomu
K-562 Insan kronik myeloid 16semi hiicresi
Panc-1 ve Mia PaCa-2 Insan pankreas karsinomu
Huvec Insan umblikal ven endotel hiicresi

2.7.3 Hiicre Hatlarimin Ac¢ilmasi

Uzun donemde -80°C’de saklanan hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi i¢in -80°C’
den hiicreler ¢ikartildi ve 37°C’deki su banyosunda ¢oziinmesi i¢in beklendi. Daha
sonra % 10’luk FCS igeren medyuma alindi ve 5 dakika 1000 rpm’de santrifiij
edilerek coktiiriildii. Santrifiij sonrasinda siipernatantlar uzaklastirildi, olusan hiicre
pelletleri taze medyum ile siispanse haline getirildi ve flasklara ekimleri yapildi.
Flasklar etiketlenerek % 5 CO- igeren 37°C’deki inkiibat6re konuldu.

2.7.4 Hiicre Hatlarinin Biiyiitiilmesi

0,2 mM L-glutamin igeren % 10 FCS’li medyumda hiicrelerin doluluk

oranina gore diizenli olarak hiicrelerin pasajlart gerceklestirildi.
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2.7.5 Hiicre Hatlarimin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar yiizeyi % 80-90 oraninda kapladiklarinda flasklarin
igerisindeki medyum uzaklastirildi. Hiicreler steril PBS ile yikandi. Hiicrelerin
yiizeyden kaldirilabilmesi ic¢in Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon islemi yapildi.
Hiicreler yiizeyden ayrilinca tripsinizasyonu sona erdirmek amaciyla % 10’luk FCS
iceren taze medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edilerek hiicreler
coktiirtildii. Siipernatant kisim uzaklastirildi, pellet taze medyum ile ¢oziildi ve
flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlenerek % 5 CO> iceren 37°C’deki inkiibatore
konuldu.

2.7.6 Hiicrelerin Dondurulmasi ve Saklanmasi

Hiicrelerin bulundugu flasklardaki medyum uzaklastirildi. Sonrasinda
hiicreler steril PBS ile yikandi ve Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon islemi yapildi.
Hiicreler ylizeyden ayrildiginda tripsinizasyon islemini sona erdirmek amaciyla %
10’luk FCS igeren medyum eklendi ve 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapilarak
hiicreler ¢oktiiriildii. Ustteki siipernant kisim uzaklastirildi. Cokelti halindeki
hiicreler % 10’luk DMSO (Dimethyl Sulfoxide) iceren FCS ile dikkatlice ¢oziildii ve
kroviyal tiiplere konularak etiketlendi. Kroviyal tiiplere konulan hiicreler -80°C derin

dondurucuda saklandi.

2.8 Transkripsiyonel Aktivite Cahsmalari ile ilgili Teknikler

2.8.1 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Toplam hiicre siispansiyonunun milimetresindeki hiicre sayisin1 hesaplamak
icin, Imm?lik alana ve 0.1 mm derinligine sahip, iizeri 25 kiiciik birim kareye
ayrilmig thoma lami (Sekil 2.4) kullanildi. Bu sayede hiicrelerin toplam hacmi
hesaplanabildi. Canli ve 6lii hiicreleri ayirt edebilmek igin hiicre siispansiyonundan
ve tripan mavi soliisyonundan 1:1 oraninda eklendi ve hiicrelerin boya ile muamele

olmasi igin yaklasik 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi
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boyanirken canli olan hiicreler boyanmadi ve boyanmayan canli hiicreler tek tek

sayild.
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Sekil 2.4: Thoma lamu.

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille bulunur:

Toplam canh hiicre sayisy/ml = hemositometre sayim sonucux 2 x 10*

2.8.2 Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Teknigi ile Transfeksiyon

Tablo 2.17: Transfeksiyon ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

2 mM CaCl; 14,7 g CaCl, tartilir ve distile su ile son hacim 50 ml’ye
tamamlanir ve steril olmasi i¢in otoklavlanir. Daha sonra filtre
edilerek +4°C’de muhafaza edildi.

2 X Hepes 1,6 g NaCl, 0,04 g Na2HPOg4, 1,3 g Hepes tartilir ve saf su ile

(pH : 7,05-7,12) | 100 ml’ye tamamlanir. pH’1 ayarlanir ve otoklav yapilir. Filtre
edilerek -20°C’de saklandi.
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2.8.2.1 Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyon uygulamak i¢in segilen hiicreler Kiiltiir ortaminda biiyiitiildii.
Yeterli sayiya ulasan hiicrelerin transfeksiyonu igin hiicreler tripsinizasyon ile
kaldirilip thoma laminda sayildi. Transfeksiyon i¢in 6 kuyulu plakalar kullanildi. 6
kuyulu plakalara 2 ml medyum igerisine 500.000 hiicre diisecek sekilde hiicreler
ekildi ve bir gece hiicrelerin yiizeye tutanmasi i¢in bekletildi. Transfekte edilecek
biiyiik 6lgekli DNA plazmiti, 2 M CaCl; soliisyonu, ve dH20 eklenerek son hacim 90
ul olacak sekilde karisim hazirlandi. Karisimin tizerine 90 pl 2 X HEPES kabarciklar
olusturarak damla damla eklendi ve presipitasyonun olusmasi amaciyla yarim saat
bekletildi. Presipitasyon olustuktan sonra karisim her bir kuyucuga dikkatlice damla
damla seklinde eklendi. Hiicreler % 5 CO: igeren 37°C’deki inkiibatérde 6 saat
bekletildi. 6 saat sonra hiicre medyumlar1 uzaklastirildi. Hiicreler steril PBS ile
yikandi ve taze medyum eklendi. 24., 48. ve 72. saatlerde salinan alkalin fosfat

aktivitesi luminometre ile 6l¢iildii.

2.8.3 pSEAP2 Aktivitesinin Ol¢iimii

Transfeksiyonun kontrolii igin pSEAP2 aktivitesine bakilmak iizere 24., 48.
ve 72. saatlerde deney gruplarinin medyumlarindan bir miktar ependorflara ayrilda.
Ayrilan medyumlarin pSEAP2 aktivitesini 6lgmek i¢in 5 pl hiicre medyumu 384
kuyulu plakalara konuldu. 1 X diliisyon tamponundan 15 pl medyumlarin {izerine
eklendi. 65°C’de 30 dakika bekletildi ve sonra 2-3 dakika buz iizerinde sogutuldu.
Buzdan alind1 ve oda sicakligina gelmesi saglandi. pPSEAP2 substrat soliisyonundan
her bir drnege 20 pl olacak sekilde eklendi ve 6rnekler 40 dakika oda sicakliginda
bekletildi. Siire bitiminde Sonuglar luminometrede okutularak istatistiksel analizleri

Microsoft Excel programa ile yapildi.

2.8.4 Koloni Olusum Testi

6 kuyulu plakalara Saos-2 hiicreleri ekildi ve bir gece yiizeye tutunmasi i¢in
bekletildi. Bir giin sonra higbir sey uygulanmamis kontrol hiicre gruplart ve
ADAMTS?2 geni transfekte hiicre gruplari igeren deney basamagi olusturuldu. 10 giin

boyunda deney gruplarinin ortami iki giinde bir taze medyum ile degistirildi ve 10.
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giiniin sonunda deney gruplarinin medyumlar1 uzaklastirildi. Hiicreleri fikse etmek
icin 10 dakika hiicreler soguk methanol ile muamele edildi. Daha sonra hiicreleri
goriintiileyebilmek amaciyla kristal viyole ile 15 dakika muamele edildi. Boyanan

koloniler kontrol gruplari ile karsilastirilarak goriintiileri kaydedildi.

2.9  Hipoksiya Cahsmalar ile Ilgili Teknikler

2.9.1 CoCl2 Konsantrasyon Calismalari

ADAMTS2’nin  farkli  hiicre hatlarindaki  ekspresyonlart  belirlendi.
Ekspresyon sonuglarina gore segilen hiicre hatlarinda normoksik ve hipoksik kosullar
incelendi. Ilk olarak hipoksik kosul olusturabilmek icin hiicrelere uygulanacak kobalt
kloriir (CoClz) konsantrasyonunun belirlenmesi amaciyla farkli konsantrasyon
araliklart uygulandi. En uygun konsantrasyon miktar1 secilerek hipoksik kosul

olusturuldu.

292 MTT (3-(4, 5-dimethylthiazolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) Testi

Tablo 2.18: MTT soliisyonu ve hazirlanis.

MTT Soliisyonu

Toz halinde temin edilen MTT son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak sekilde steril

PBS i¢inde bir gece boyunca magnetik karistiricida karistirilarak hazirlanir. 0,22
mikron filtre ile steril edilir ve kullanilmak tizere 2-8°C’de saklanir. MTT testinde
olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kullanilan izopropanol son

konsantrasyonu 0,004 M HCl igerecek sekilde hazirlanir.

Hiicre proliferasyonu, canliligi ve sitotoksisite 6l¢imii i¢in kullanilan bir
yontemdir ve bu test canli hiicrelerdeki tetrazolium tuzu olan MTT’yi formazan

kristallerine doniistiiriir.

Hiicrelerde normoksik ve hipoksik kosullar denendikten sonra hiicrelerdeki

sitotoksik etkinin belirlenmesi amaciyla hiicrelere MTT uygulandi. Bu yonteme gore
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96’lik plakalara ekilen hiicrelere son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olan 20 pul MTT
soliisyonu uygulandi ve sonra 37°C’de 4 saat % 5 CO> igeren inkiibatérde bekletildi.
Inkiibasyon sonunda medyum uzaklastirildi ve 96’lik plakalarin altinda olusan
kristaller 200 ul 0,004 M HCI igeren izopropanol ile ¢oziildii. Daha sonra
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbanslari alindi. Spektrofotometrenin
vermis oldugu absorbans degerlerinin istatistiksel analizleri Microsoft excel

programi ile gergeklestirildi.

2.9.3 Farkh Hiicre Hatlarinda Hipoksiya Calismalari

Belirlenen CoCl; konsantrasyonunda farkli hiicre hatlar1 25 cm?’lik flasklara
2.000.000 hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin bir gece flask yiizeylerine
tutunmast beklendi. 24, 48 ve 72 saat hicbir sey uygulanmamis kontrol gruplari
olarak normoksiya deneyi ve 24, 48 ve 72 saat CoClz uygulanan hipoksiya deneyi
olusturuldu. Daha sonra hipoksik etkinin incelenmesi igin sirasiyla 24., 48. ve 72.
saatlerde hiicre pelletleri alind1. Hiicre pelletlerinden RNA izole edildi. izole edilen
RNA’larin saflik ve miktar1 belirlendikten sonra RT-PZR ile cDNA sentezi
gerceklestirildi. cDNA’lar kullanilarak gergek zamanli PZR (g-PZR) gergeklestirildi

ve mRNA ekspresyon diizeyleri incelendi.

2.10 RNA Calismalan ile Tlgili Teknikler

2.10.1 Farkh Hiicre Pelletlerinden RNA izolasyonu

ADAMTS2 geninin hangi hiicre hatlarinda ekspre oldugunu belirlemek
amactyla hiicre kiiltiirinde biiyitiilen farkli hiicre hatlarindan pelletler olusturuldu.

Bu pelletlerden RNA izole edilene kadar -80°C dondurucuda saklandi.

RNA izole etmek lizere -80°C’deki ornekler buz lizerine alinarak dikkatlice
¢ozlildi. Thermo Scientific-GeneJET RNA purification kiti kullanilarak kitin 6n
gordiigli protokole uygun RNA’lar izole edildi. RNA Orneklerinin miktar tayini

spektrofotometrik dl¢timlerle belirlendi.
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2.10.2 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA’larin miktar ve saflik tayinleri spektrofotmetrede 260 nm
ve 280 nm’de dl¢iildii. Olgiim i¢in kuvartz kiivetin bir kuyusuna kér deger icin 200
uL dH20, diger kuyularina 5 pl 6l¢iilmesi istenen RNA ve {izerine 195 pL dH20

konuldu. Sonuglarin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller kullanildi.

Spektrofotometrik RNA miktar tayini:
RNA miktarn = A4, x Sulandirma Katsayis: x 40 ng/pLL

Satlik = AZGO / Azgo

2.10.3 RNA Jel Elektroforezi

Tablo 2.19: FA jel elektroforez tamponu.

FA jel tamponu Stok Soliisyonu Son Konsantrasyon (10X)

MOPS (pH:7) 1M 02M
EDTA (pH:8) 0,5M 0,05 M
NaAc 1M 0,01M

Tampon DEPC’li su ile hazirlandi. pH: 7,0’ye ayarlandi ve

otoklavlanarak steril edildi.

Izole edilen RNA 6rneklerinin jel elektroforezinde yiiriitiilmeden 6nce jel
hazirlamada kullanilacak malzemelerin RNaz enziminden arindirilmasi gerekir. Bu
amacla elektroforez ve jel hazirlama aparatlar1 % 0,5’1ik SDS ile yikandiktan sonra
RNaz igeren DEPC’li su ile muamele edildi. Etanol ile yikandi ve sonra kurumaya
birakildi.

5 ml 10 X FA jel tampon, 0,5 g agaroz ve 50 ml DEPC’li su mikrodalgada
kaynatildi. Soguduktan sonra 900 pL % 37°lik (12,3 M) formaldehit ve 1 pL (10
mg/ml) etidyum bromiir eklenerek kasete dokiildii. Jel katilagtiktan sonra kaset 1 X
FA jel tamponu ile dolu tanka yerlestirildi. 5 pL RNA 6rnegi ve 3 uL 2 X yiikleme
boyast 65°C’de 5-10 dakika bekletildi ve buzda sogutulduktan sonra kuyulara
yiiklenerek elektroforezde yiiriitiilerek RNA goriintiileri alindi.
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2.10.4 cDNA Sentezi (RT-PZR)

cDNA sentezi i¢in 1 ug RNA ornekleri kullanilarak Reverse transkriptaz
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) gergeklestirildi. RT-PZR asagida gosterilen
Tablo 2.20’deki gibi her bir RNA 6rnegine uygulandi.

Tablo 2.20: RT-PZR i¢in kullanilan cDNA bilesenleri.

c¢DNA Bilesenleri Miktan
RNA kalip...1 pg 1 ul
Oligo dT...0,5 pg 1 ul
dH20 Son hacime tamamlanacak

sekilde
65°C’de 5 dakika inkiibasyon

5 X Reaksiyon Tamponu...1 X 4 ul
Ribolock RNaz inhibitorii...25 U/ul 0.5 ul
10mM dNTPmix...1 mM 2l
M-MuLV Reverse Transkriptaz...40 U/ul 1l
Son Hacim 20 pl

42°C ’de 1saat inkiibasyon

70°C ’de 10dk enzim inaktivasyonu

2.10.5 Gerg¢ek Zamanh PZR (g-PZR) ve Ekspresyon Calismalari

mRNA ekspresyon ¢alismalarinda 6zgiil olmayan floresan isaretli problardan
“cyber green” probu kullanildi ve ger¢ek zamanli PZR (g-PZR) gergeklestirildi.
Cyber green probu, denatire DNA ve c¢ogaltilmasi istenen gen primerleri ile
reaksiyon gergeklestirildi. g-PZR prensibinde uygun baglanma sicakliginda primerler
DNA dizisine baglanir ve DNA zincirleri uzar ve ¢ift zincirli hale gelir. Cift zincirli
DNA olustukea ¢ift zincire baglanan cyber green miktar1 artar. Buna bagli olarak

yayilan floresans miktarindaki artis gézlenir.

g-PZR calismalari i¢in Light Cycler 485 (Roche Diagnostic) cihazi kullanildi.
100 ng/ul forward ve reverse primerlerinden 0,5’er pl, 1 pg olacak sekilde 1 pl
hacimde cDNA, 5 ul SYBR® Green PZR Master Mix ve 3 ul dH20 kullanilarak son
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hacim 10 pl olacak sekilde q-PZR gergeklestirildi. Her bir cDNA ii¢ tekrarli ¢alisildi.

mRNA c¢alismalarinda istenen genlerin ekspresyon diizeylerinin incelenmesi

amaciyla primerler kullanildi (Tablo 2.21) ve bu primerler i¢in ortak baglanma

sicakliklarr (Tablo 2.22) belirlendi. Sonrasinda Microsoft Excel programinda analiz

edildi.

Tablo 2.21: Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan primerler ve dizileri.

ADAMTS2 Ekspresyon Primerleri

Primer Dizileri

ADAMTS2 Forward

5S’CTGTGGCGACGAGGTGCG’3

ADAMTS?2 Reverse

5S’GGTGCACACATAGTCCCGTCC’3

B2M Primerleri Primer Dizileri
B2M Forward 5’TTTCTGGCCTGGAGGCTATC’3
B2M Reverse 5’CATGTCTCCATCCCACTTAACT’3

Hif-1 o Primerleri

Primer Dizileri

Hif-1 o Forward

5’CCACCTATGACCTGCTTGGT’3

Hif-1 o Reverse

5’TGTCCTGTGGTGACTTGTCC’3

Kol1Al Primerleri

Primer Dizileri

Kol1A1l Forward

5’CTAGACATGTTCAGCTTTGTG’3

Koll1Al Reverse

5’GTTGTCGCAGACGCAGATCCG’3

Kol2A1 Primerleri

Primer Dizileri

Kol2A1 Forward

5’GGCAGCAAAGTTTCCACCAAGA’3

Kol2A1 Reverse

S’TCGGAGAGTGCTGCTCCATCT’3

Kol3A1l Primerleri

Primer Dizileri

Kol3A1l Forward

5’AGCTGGCTACTTCTCGCTCTG’3

Kol3A1l Reverse

5S’GTTCTGAGGACCAGTAGG GCA’3
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Tablo 2.22: g-PZR dongii kosullari.

Segment | Dongii Sayis1 | Sicakhik | Siire
1 1 95°C 5dk
95°C 30sn

2 25 60°C 1dk
72°C 2 dk

3 1 72°C 8 dk

2.10.5.1 g-PZR Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizleri

Gergek zamanli PZR sonuglari Livak metoduna gore degerlendirildi.
ADAMTS?2 geni igin elde edilen Ct degerlerini normalize etmek amaciyla internal
kontrol gen olan insan B2 Mikroglobulinin Ct ortalamasindan ¢ikartildi. Elde edilen
degerin 2 tabaninda kuvveti alindi. Kat mRNA tiiriinde sonug elde etmek i¢in kontrol
gruplart kendisine boliinerek “1” birim olarak kabul edildi ve daha sonra ilgili
saatlerde c¢aligilan deney sonuglari kontrol degerine boliindii. Veriler p<0,05

oldugunda istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Farkh Hiicre Hatlarinda ADAMTS2 Ekspresyonunun
Belirlenmesi

I] EKSPRESYON CALISMALARI [l

|| Farkli hiicre hatlarnnin hiicre kiiltiiriinde biyviitilmes1 ||

1

ENA i1zolasvonu ve cDINA sentez1

!

H Farkh hiicre cDNA'lar1 ve ADAMTS?2 primerleriyle ‘l

PZR

Y

H B2M primerler: 1le normalizasvon ﬂ

Sekil 3.1: ADAMTS?2 ekspresyon ¢aligmalarinin akis diyagrama.

ADAMTS2 gen ekspresyon seviyelerinin belirlenmesi i¢in bolim 2.9°da
anlatildig1 gibi farkli hiicre hatlart (bkz. sekil 3.2) hiicre kiiltiirii ortaminda 37°C % 5
COz2 igeren inkiibatorde biiyiitiildi. Daha sonra hiicreler tripsinizasyon islemi ile
kaldirilarak hiicre pelletleri alindi ve bolim 2.10.1°de anlatildigi sekilde RNA
izolasyonlar1 yapildi. Miktar ve safliklarinin belirlenmesi ic¢in sprektrofotometrik
Ol¢timleri yapildi. Boliim 2.10.3’teki gibi RNA’lar FA jelde yiiriitiilerek goriintiileri
kaydedildi. Bolim 2.10.4’te anlatildig1 lizere RNA’lardan 1 pg olacak sekilde cDNA
sentezi RT-PZR ile gergeklestirildi. Elde edilen cDNA’lar kalip olarak kullanildi.
ADAMTS2 genine spesifik ekspresyon primerleri (NM_021599) ve ekspresyon
diizeylerinin yiiksek ya da diisiik oldugunu karsilagtirabilmek amaciyla internal
kontrol olarak f2M primerleri kullanildi. B2M geni, insan hiicrelerinde siirekli olarak

ekspre olan bir gendir. Primer bilgilerine Tablo 2.21’den ulasilabilir.
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Ekspresyon profillerinin belirlenmesi amaciyla 1 pg cDNA, ilgili gene ait
primerlerden 100 ng, 2 mM MgClz, 200 mM dNTP, 1 X Taq Buffer ve 1 U/ul Taq
DNA polimeraz enzimi kullanilarak PZR gergeklestirildi (Tablo 2.22°’de PZR dogii
kosullar1 verilmistir). PZR {irlinleri agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildi. UVP
goriintiileme  sistemi  ile gorintiler kaydedildi. Elektroforez ~ sonucunda
ADAMTS2’nin farkli hiicrelerdeki ekspresyon seviyeleri image] programi ile

densitometrik olarak analiz edildi.

Sekil 3.1’de gosterildigi iizere hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda kanser hiicre
hatlarindan MG-63, Saos-2, MCF-7, PC-3, DU-145, HT-29, Colo-205, MKN-45, K-
562, Panc-1 ve Mia PaCa-2, normal hiicre hatlarindan ise Huvec ile ekspresyon

caligsmalari gerceklestirildi.

PC-3 DU-145 HT29

Sekil 3.2: Farkli hiicre hatlarinin mikroskoptaki morfolojik goriintiileri.
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Panc-1 Mia PaCa-2 Huvec

Sekil 3.2: (devam).

Sekil 3.3: Farkli hiicre hatlarindaki RNA orneklerinin FA jel elektroforez
gorintiileri; 1. MG-63, 2. Saos-2, 3. MCF-7, 4. PC-3, 5. DU-145, 6. HT29, 7. K-562
8. MKN-45, 9. Colo-205, 10. Panc-1, 11. Mia PaCa-2, 12. Huvec.
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ADAMTS2

B2M

Sekil 3.4: Farkli hiicre hatlarinda ekspresyon galismalarinin agaroz jel
elektroforezindeki goriintiileri.

ADAMTS2 / p2M
[\*]

Sekil 3.5: Farkli hiicre hatlarindaki ADAMTS2 ekspresyonunun densitometrik
analizi.

Sekil 3.4’teki agaroz jel goriintiisii ve Sekil 3.5’teki densitometrik analizler
sonucunda ADAMTS2 en ¢ok MG-63 hiicresinde, en az Huvec hiicresinde ekspre
oldugu, Mia PaCa-2 ve K-562 hiicrelerinde ise tespit edilebilir diizeyde ekspre

olmadigi belirlendi.
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3.2  Farkh Hiicre Hatlarinda ADAMTS2’nin Hipoksik
Regiilasyonunun Belirlenmesi

|| EirOKsiva CATLISMALARI ||

1

Il Saos-2 hicrelerinin hiicre kiltorande buyutalmesi |I

1

Kimwyasal hipoksi denewi igin Saos-2 hiicrelernine uygulanacalk
CoCl; konsantrasyon miktarinin belirlenmesi

1

I ™MTT canbibik testi ||

1

I a PZR 1
Il Farkli hiicre sowvlarinin hiicre kiiltiriinde buiytitiilmesa |I

1

25 em?’lik plakalara 24, 48, 72 saat hipoksiyva ve kontrol olarak
24_ 48 T2 saat normoksiyva deneyinin kurulmasa

1

Il Hipoksik kosulun Hif-1 alfa ile dogrulanmas: |I
Hipoksik kosullarda Saos-2 hiicrelerinde
ADANMTS2 nin kollajen tip I, IT ve IIIl"e etkisi

Sekil 3.6: Hipoksiya ¢alismalarinin akis diyagrami.

3.2.1 Hipoksiya Deneyi I¢in CoCl> Konsantrasyon Miktarmin
Belirlenmesi

Saos-2  hiicrelerinde ADAMTS2 yiiksek ifade oldugu ekspresyon
calismalarinda (boliim 3.1) belirlendi ve ADAMTS2 gen c¢alismalarinda model hiicre
olarak Saos-2 hiicreleri se¢ildi. Bu nedenle hipoksiya ¢alismalari i¢in konsantrasyon
miktarinin belirlenmesinde Saos-2 hiicreleri kullanildi. Soas-2 hiicreleri, boliim
2.7°de anlatildig1 gibi hiicre kiiltiirii ortaminda 37°C % 5 CO; igeren inkiibatorde
biiyiitiildii. CoCl, konsantrasyonlarinin  Saos-2 hiicrelerine etkisini belirlemek

amaciyla MTT testi ve ger¢ek zamanli PZR gergeklestirilmistir.

3.2.1.1 MTT Testi

96’lik plakalardaki her bir kuyuya 200 pl medyum igine 50.000 olacak

sekilde Saos-2 hiicreleri sayilarak ekildi. Hiicrelerin bir gece yiizeye tutunmasi
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beklendi. Bir giin sonra 96’lik plakalardaki hiicrelere farkli konsantrasyonlarda
CoCl; soliisyonu eklendi. 50 uM, 100 uM, 150 uM, 200 uM CoClz uygulanmasi
sonucu hangi konsantrasyonlarin hiicrelerin canlilik faaliyetleri i¢in normal oldugunu
ve hangi konsantrasyonlarin sitotoksik etkisi oldugunu analiz edebilmek igin MTT
testi uygulandi. MTT soliisyonu hiicrelere bolim 2.9.2’de anlatildigr sekilde
gerceklestirildi. MTT sonuglart i¢in spektrofotometrik Ol¢timler yapildi ve elde

edilen veriler Microsoft Excel programinda analiz edildi.

MTT
1,8 -
1,6
1,4
1,2 -
g 1
8 0,8 -
0,6 -
0,4 -
0,2 -
0 T T T T 1
24 s Kontrol 245 50 UM 245 100 puM 245150 uM 245 200 uM
CoCl2 CoCl2 CoCl2 CoCl2

Sekil 3.7: Saos-2 hiicrelerine farkli konsantrasyonlarda uygulanan CoClz nin

hiicrelere etkisi.

MTT sonuglart dikkate alindiginda 150 ve 200 uM CoCl; uygulamalarinin
herhangi bir sitotoksik etkisi gozlemlenmemistir. Bu konsantrasyonlarin hangisinin

hipoksiyaya cevap olusturdugunu belirlemek amaciyla g-PZR gerceklestirilmistir.

3.2.1.29-PZR

25 cm?’lik flasklara 5 ml medyum igerisine 2.000.000 olacak sekilde Saos-2
hiicreleri ekildi. Hiicrelerin bir gece yiizeye tutunmasi beklendi. Bir giin sonra
hipoksiya plakalarinin hiicre medyumlarina farkli konsantrasyonlarda CoCl;
eklenerek 24 saat hipoksiya grubu ve 24 saat kontrol grubu olusturuldu. Daha sonra
hiicreler tripsinizasyon ile kaldirilarak pellet haline getirildi. Pelletlerden bolim
2.10.1°deki gibi RNA izole edildi. Boliim 2.10.4’teki gibi RNA’lardan 1 pg olacak
sekilde cDNA sentezi gergeklestirildi. cDNA’lar, ADAMTS2, B2M ve Hif-1 a
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primerleri kullanilarak CoCl> konsantrasyonlarinin  mRNA diizeyinde Saos-2

hiicrelerine etkisi belirlendi.

245 Kontrol 24550 uM CoCl2 245100 uM CoCl2 24 s 150 pM CoCl2 24 s 200 uM CoCl2

2,5

Sekil 3.8: Saos-2 hiicrelerinde hipoksiyanin Hif-1 a ile dogrulanmasi.

4,5

3,5

*
1,5
0 . . .
0

24 s Kontrol 24550 uM CoCl2 245100 pM CoCl2 24 s 150 uM CoCl2 24 s 200 uM CoCl2

Kat mRNA
“_I\J
(o] [¥a] (5]

[

T

Sekil 3.9: Saos-2 hiicrelerinde 24 saat CoCl2’nin ADAMTS?2 tizerine etkisi.

Oncelikle 150 uM CoCl2’nin Saos-2 hiicrelerinde hipoksik yamit1 yiiksek
seviyede olusturdugu Hif-1 o seviyesi ile tespit edilmistir. g-PZR sonucunda elde
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edilen verilerin istatistiksel analizinde 150 uM CoCl2’nin Saos-2 hiicrelerinde
ADAMTS2 nin ifadesini arttirdigi bulunmustur. Netice olarak hem MTT sonuglari
hem de g-PZR analiz sonuglar1 dikkate alindiginda hipoksiya ¢alismalarinda 150 uM

CoCl; kullanilmasinin uygun oldugu belirlenmistir.

3.2.2 Farkh Hiicrelerde Hipoksiya Deneyi

Hipoksiya i¢in farkli hiicre hatlar1 bolim 2.7°deki gibi hiicre kiiltiirti
ortaminda 37°C % 5 CO2 igeren inkiibatérde biiylitiildii ve deney kurulacak sayiya
ulasan hiicreler sayilarak 2.000.000 hiicre olacak sekilde 25 cm?’lik flasklarda 5 ml
medyum igerisine ekimleri yapildi. Hiicrelerin bir gece yiizeye tutunmasi beklendi.
Bir giin sonra hipoksiya plakalarinin hiicre medyumlarina 150 pM CoCl2 eklenerek
24, 48, 72 saat hipoksik ortam olusturuldu. Kontrol gruplari olan 24, 48, 72 saat
normoksiya plakalarina hicbir sey uygulanmadi. g-PZR ile ADAMTS2’nin hiicre
hatlarindaki 24, 48 ve 72 saat normal ve hipoksik kosullarindaki ekspresyonlari

incelendi.

3.2.3 Hipoksik Kosullarin Hif-1 o ile Dogrulanmasi

24., 48. ve 72. saatlerde hiicreler tripsinizasyon ile kaldirildi ve hiicreler pellet
haline getirildi. Pelletlerden boliim 2.10.1°de anlatildigi sekilde RNA izolasyonu
gerceklestirildi. RNA’larin miktar ve safliklar1 tespit edildi ve boliim 2.10.4’teki gibi
RNA’lardan 1 pg olacak sekilde cDNA sentezi gergeklestirildi. q-PZR i¢in elde
edilen cDNA’lar 1 ul, ImM MgCl2 ve 0,5 pL 100 ng Hif-1 a, ADAMTS2 ve 2M
primerleri kullanilarak PZR sartlar1 optimize edildi. q-PZR i¢in Tablo 2.21°de
kullanilan primerler, Tablo 2.22°deki PZR dongii kosullar1 verilmistir. Hipoksiyanin
olusup olusmadig1 elde edilen Hif-1 a sonuglari, f2M sonuglari ile karsilastirilarak
kontrol edildi.

Farkli hiicrelerle yapilan hipoksiya calismalarinin istatiksel sonuglarina gore,
Saos-2, PC-3, DU-145, MCF-7, HT-29 hiicrelerinde yapilan hipoksiya
caligmalarinda Saos-2 ve MCF-7 hiicrelerinde 24 saat hipoksiya gruplarinda kontrol

grubuna ve 48 ile 72 saatlere gore artis oldugu belirlenmistir.
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Saos-2 ve Hif-1 «

35
3
-
% 2,5
= 2
o2
1,5
1
0,5
0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.10: Saos-2 hiicrelerinde Hif-1 a ile hipoksiyanin dogrulanmasi.

Saos-2 ve ADAMTS2

14

*
12

10

6

4

2

o, N

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

KatmRNA
[s.4]

Sekil 3.11: Hipoksik kosullarda Saos-2 hiicrelerinde ADAMTS2 ekspresyonu.
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18
16
1,4
1.2

Kat mRNA
[ay

0,8
0,6
04
0,2

HT-29 ve Hif-1 a

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.12: HT-29 hiicrelerinde Hif-1 a ile hipoksiyanin dogrulanmasi.

2,5

0,5

HT-29 ve ADAMTS2
*
Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.13: Hipoksik kosullarda HT-29 hiicrelerinde ADAMTS2 ekspresyonu.
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PC-3 ve Hif-1 «

1,8
1,6
1,4

1,2

0,8
0,6
04
0,2

0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

KatmRNA
[y

Sekil 3.14: PC-3 hiicrelerinde Hif-1 a ile hipoksiyanin dogrulanmasi.

PC-3 ve ADAMTS2
18
16

14

*
12
-
% 1
=08
o
0,6
04
02
0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.15: Hipoksik kosullarda PC-3 hiicrelerinde ADAMTS2 ekspresyonu.
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DU-145 ve Hif-1 o

2,5

< 15
:
3
) .
0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.16: DU-145 hiicrelerinde Hif-1 a ile hipoksiyanin dogrulanmasi.

DU-145 ve ADAMTS2

2,5

*

-
% 15
=
o

1

0’5 J
0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.17: Hipoksik kosullarda DU-145 hiicrelerinde ADAMTS2 ekspresyonu.
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MCF-7 ve Hif-1 a

45
3,5
2,5

2
1,5
1
2
0

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Kat mRNA

Sekil 3.18: MCF-7 hiicrelerinde Hif-1 a ile hipoksiyanin dogrulanmasi.

MCF-7 ve ADAMTS2

12

«
10

8

4

| _

o ]

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

KatmRNA
[sp]

Sekil 3.19: Hipoksik kosullarda MCF-7 hiicrelerinde ADAMTS?2 ekspresyonu.
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3.3  Saos-2 Hipoksik Kosullarda Saos-2 Hiicrelerinde ADAMTS2’nin
Kollajen Tip L, II ve III’e Etkisi

Saos-2 hiicreleri hiicre kiiltiirii ortaminda 37°C % 5 CO2 igeren inkiibatorde
blyiitiildii ve yeterli sayiya ulasan hiicreler sayilarak 2.000.000 hiicre olacak sekilde
6 adet 25 cm?’lik flasklarda 5 ml medyum icerisine 24, 48 ve 72 saat hipoksiya ve
normoksiya i¢in ekimleri yapildi. Hiicrelerin bir gece ylizeye tutunmasi beklendi. Bir
giin sonra hipoksiya flasklarinin hiicre medyumlarina 150 uM CoCl, eklenerek 24,
48, 72 saat hipoksik ortam olusturuldu. Kontrol gruplar1 olan 24, 48, 72 saat
normoksiya flaskalarina hi¢bir sey uygulanmadi. 24., 48. ve 72. saatlerdeki deney
gruplart tripsinizasyon islemi ile kaldirildi ve hiicrelerden pelletler alindi.
Pelletlerden bolim 2.10.1°deki gibi RNA izole edildi ve bolim 2.10.4°teki gibi
RNA’lardan 1 pg olacak sekilde cDNA sentezlendi. cDNA’lar ile Tablo 2.21°deki
gibi hazirlanan ADAMTS2, Kol1lAl, Kol2A1, Kol3A1, Hif-1 a ve 2M primerler
kullanilarak, Tablo 2.22’deki gibi PZR dongii kosullar ile g-PZR gergeklestirildi.

Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri yapildi.

Tip I Kollajen
35

2,5

KatmRNA

1,5

0,5
Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.20: Hipoksiyanin tip | kollajene etkisi.
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Tip II Kollajen

6
5
< ?
2,
=
2
|
0
Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya
Sekil 3.21: Hipoksiyanin tip 1l kollajene etkisi.
Tip III Kollajen
1,2
1
< 08
% 0,6
=
s 04
0‘2 .
: N

Kontrol 24 s Hipoksiya 48 s Hipoksiya 72 s Hipoksiya

Sekil 3.22: Hipoksiyanin tip 111 kollajene etkisi.

Sonug olarak Saos-2 hiicrelerinde gergeklestirilen 24, 48 ve 72 saat hipoksiya
sonucunda Hif-1 o’nin tip | ve Il kollajenleri aktive ettigi ancak tip III kollajeni

inhibe ettigi goriilmiistiir.
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34 insan ADAMTS2 Geninin Klonlanmasi

I] EKLONLAMA CATITSMATLART [I

n Primer Dizaym |I

pGEMT-Easy vektdrine klonlama
(Ligasvon-Transformasyon)

Restriksivon enzimi i1le ADAMTS2 geninin
pGEMT-Easy vektorinden cikartilmasa

Restriksivon enzimi ile pcDINA 31 Vs His A B, C
ektdriiniin uglarinin kesilmesa

H pcDINA 3.1 Vs His A, B, C vektdriniin defosforilasyvonu ]

pcDINA 3.1 Vs His A B, c vektdriine klonlama
(Ligasyon-Transformasyon)

I] Dizi analizi [I

Sekil 3.23: ADAMTS?2 klonlama ¢aligmalarinin akis diyagrama.

3.4.1 ADAMTS2 Klonlama Primerlerinin Tasarlanmasi

ADAMTS2 geni primerlerinin tasarimi i¢in  “www.ncbi.nlm.nih.gov”,
“www.idtdna.com” ve “www.restrictionmapper.org” adreslerinden yararlanildi.
Tasarlanan primerlerin sa¢ tokasi yapist olusturmamasima, forward ve reverse
primerlerin Tm sicakliklarina ve % GC oranina dikkat edildi. Tasarlanan primerler
databanklarda bulunan DNA sekanslar1t ile “www.ncbi.blast” adresinden
yararlanilarak insan ADAMTS2 geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edildi.
ADAMTS2 klonlama primerleri Tablo 2.3’te gosterildigi gibi dizayn edilmistir.
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3.4.2 ADAMTS2 Geninin PZR Yontemi ile Cogaltilmasi

ADAMTS2 geni yiiksek GC oranina sahip oldugu igin birgok PZR
denemeleri gercgeklestirilmis ancak basarili olunamamistir. Bu nedenle PZR
bilesenleri ve PZR dongii kosullari igin optimizasyonlar olusturulmustur. PZR

denemeleri asagida basamaklar halinde anlatilmis ve sekiller ile gosterilmistir.

i.  Farkli hiicre cDNA’lar1 (HT-29, MCF-7, DU-145, PC-3, Huvec) kalip olarak
kullanilarak gradient PZR gergeklestirildi (Sekil 3.24). “Sonuc: Negatif”

i. ADAMTS2 geni en yiiksek MG-63 hiicrelerinde ekspre oldugu ekspresyon
caligmalarinda (Sekil 3.5) gosterilmistir. Bu nedenle klonlama caligmalari
icin 1 pg MG-63 cDNA’s1 kalip olarak kullanilarak gradient PZR
gerceklestirildi (Sekil 3.25). “Sonug: Negatif”

I. cDNA kalip miktar arttirtlip 3 pg MG-63 cDNA’s1 kullanilarak gradient PZR
gerceklestirildi (Sekil 3.26). “Sonug: Negatif”

iv. MgCl> konsantrasyon optimizasyonu yapildi. 1 mM, 2 mM ve 3 mM son
konsantrasyonda MgCl> miktarlar ile gradient PZR gergeklestirildi (Sekil
3.27). “Sonug: Negatif”

v. En son PZR c¢aligmalarinda kullanilan kuvvetlendirici reaksiyon bilesenleri
(Betain, 7 Deaza GTP, DMSO) kullanildi. Tablo 2.4’teki gibi MG-63 cDNA
kalib1 3 pg olacak sekilde ve Tablo 2.5’teki sicaklik ve dongii kosullart ile
PZR gergeklestirildi (Sekil 3.28). “Sonug: Pozitif”

10000

Sekil 3.24: PZR sonucu | (Sonuc: Negatif).
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Sekil 3.25: PZR sonucu Il (Sonuc: Negatif).

Sekil 3.26: PZR sonucu Il (Sonug¢: Negatif).

10000

Sekil 3.27: PZR sonucu IV (Sonuc: Negatif).

ADAMTS2
1700 bg

Sekil 3.28: PZR sonucu V (Sonug: Pozitif).
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Sekil 3.28’de gosterildigi iizere PZR bilesenlerinin miktarinda ve PZR dongii
kosullarinda ¢esitli optimizasyonlar yapildi. En son uygun kosullarin saglandig1 PZR
gergeklestirildi ve PZR iirtinleri boliim 2.5.2.1°de anlatildigi gibi hazirlanan agaroz
jele yiiklendi ve jel elektroforezinde yiiriitiildii. UVP goriintiileme sistemi ile
sonuglar goriintiilendi. Sonugta 1700 baz c¢ifti (bg) biiyiikliiglindeki ADAMTS2

geninin ¢ogaltilmasi basarildi.

3.4.3 pGEMT-Easy Vektor Sistemine Klonlama

1700 bg’lik ADAMTS2 geni PZR yontemi ile ¢ogaltildigi agaroz jel
elektroforez sonucunda goriildii  (Sekil 3.28’de  ADAMTS2 DNA bantlar
isaretlenmistir). Daha sonra boliim 2.5.2.2 anlatildigi gibi ADAMTS2 DNA’s1
agaroz jelden saflastirildi. Saflastirildigi diisiiniilen DNA pargasinin az bir miktar

tekrar jele yiiklenerek yiiriitiildii ve goriintiileri kaydedildi (Sekil 3.29).

3200
- 2500
ZU0U
— 1500
1000
750
-~ 500
— 250

Sekil 3.29: Agaroz jelden saflagtirillan ADAMTS?2 insert; 1., 2. ve 3. bant: 1. eliisyon
insert, 4.bant: 2. eliisyon insert.

Sekil 3.29°da goriildiigi gibi ADAMTS2 DNA’s1, agaroz jelden basari ile
geri kazanildi. ADAMTS2 nin ligasyonu bolim 2.5.3’te anlatildigr gibi pPGEMT-
Easy vektoriine T:A klonlama stratejisi ile gerceklestirildi. Tablo 2.7 deki ligasyon
kosullar1 uygulandi.
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3.4.3.1 Kompetant Hiicrelere Transformasyon

PGEMT-Easy vektoriine ligasyonu yapildig diisiiniilen ligasyon iirlinii boliim
2.6.4’teki sekilde hazirlanan DH5a ve XL-1 blue kompetant hiicrelerine bolim
2.6.5’te anlatildig1 gibi transforme edildi. Ampisilin antibiyotigi iceren petrilere 20
uL X-Gal (stok 50 mg/ml) ve 100 uL IPTG (100 mM stok) yayilarak mavi-beyaz

koloni se¢imi yapildi.

3.4.3.2 pGEMT-Easy Vektoriine Yapilan Ligasyonun Kontrolii

Antibiyotikli ortamda kolonilerden segim yapilarak plazmit izolasyonu boliim
2.6.7°deki gibi gergeklestirildi. Daha sonra saflastirilan plazmit DNA’larin
ADAMTS2 genini igerip i¢ermedigini kontrol etmek amaciyla restriksiyon
endoniikleraz enzim stratejisi ile plazmitler kesildi (Sekil 3.30) ve geni iceren

plazmitler dizilemeye gonderildi.

Sekil 3.30: EcoRI enzimi ile pPGEMT-Easy vektoriine ligasyonun kontroli.

Sekil 3.30°da goriildiigi tizere 1. ve 3. kolonide 6ndeki bantta 1700 bg’lik
ADAMTS?2 geni ve arkadaki bantta ADAMTS2’nin klonlu oldugu pGEMT-Easy
vektorii bulunmaktadir. 2. kolonide ise sadece vektor goriilmektedir. Bu nedenle

ADAMTS2 genini iceren 1.koloni ve 3. koloni dizilemeye gonderilmistir.
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3.4.3.3 Dizi Analizi

ADAMTS2’nin hem niikleotitlerinin hatasiz olmasi hem de vektére dogru
oryantasyonda yerlesmesi gerekir. Clinkii herhangi bir mutasyon ya da ters
oryantasyonda olmas1 RNA ve protein ifadesinde farkliliklara yol agabilir ya da ifade
olmamasina neden olabilir. Bu sebeplerle dizilemelerin ve dizilemelere gore

analizlerin yapilmasi ekspresyon ¢alismalarinda 6nem arz etmektedir.

Klonlandig: diisiiniilen ADAMTS?2 geninin dizi analizine gonderilmesi igin 1.
ve 3. kolonilerden 100 ng olacak sekilde plazmitler hazirlandi, Tablo 2.3’teki
klonlama primerleri ve Tablo 3.1°deki dizileme primerleri 20 ng olacak sekilde
hazirland1 ve dizilemeye gonderildi. 1700 bg biyiikliigiindeki ADAMTS2 geninin
tim niikleotitlerinin daha iyi ve eksiksiz okunmasi igin dizileme primerleri

tasarlanmustir (Tablo 3.1).

Tablo 3.1: ADAMTS?2 dizileme primerleri.

ADAMTS?2 Dizileme Primerleri Dizisi
ADAMTS?2 Forward 5’TGGCGCTCAGCAACTGCGAT?’
ADAMTS2 Reverse 5’AAGCCGTCCTCATGGTTCAG’3

Dizileme sonucu niikleotit dizileri internet ortaminda NCBI-blast programi ile
karsilastirildi. % 100 ADAMTS2 genine ait oldugu belirlendi (Sekil 3.31). Ancak 38.
ve 786. niikleotitte degisiklik meydana geldigi goriildii. Bu nedenle tekrar dizilemeye
gonderildi ancak burada da sonug¢ degismedigi ortaya c¢ikti. Bunun {iizerine 2
niikleotitteki degisiklik ADAMTS2’de ¢erceve kaymasina, stop kodonu olusturup
olusturmadigina veya protein diizeyinde farkliliklara yol agip agmadigina NCBI
programindan bakildi. Neticide ger¢eve kaymasina neden olmadigi, stop kodonu

olusturmadig ve translasyonda farkliliga neden olmadig belirlendi.
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NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

1

61

61

121

121

181

181

241

241

301

301

361

361

421

421

481

481

541

541

601

601

ATGGATCCGCCGGCGGGAGCCGCTCGCCGCCTGCTCTGCCCCGCGCTGCTGCTGCTGCTG

Frrrreerrrerererererererererrreerreet terer e e e e e
ATGGATCCGCCGGCGGGAGCCGCTCGCCGCCTGCTCTTCCCCGCGCTGCTGCTGCTGCTG

CTGCTGCTGCCGCCGCCGCTCCTGCCGCCGCCGCCGCCGCCCGCGARCGCCAGGCTCGCC

FEEEREEEEE et e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e ree e e et et
CTGCTGCTGCCGCCGCCGCTCCTGCCGCCGCCGCCGCCGCCCGCGAACGCCAGGCTCGCC

GCCGCCGCCGACCCCCCAGGCGGGCCCCTGGGGCACGGAGCGGAGCGCATCCTGGCGGTG

PEETEEErr e ettt e e et e e e e e e e et e e e e e e e e eeennl
GCCGCCGCCGACCCCCCAGGCGGGCCCCTGGGGCACGGAGCGGAGCGCATCCTGGCGGTG

CCCGTGCGCACTGACGCCCAGGGCCGCTTGGTGTCCCACGTGGTGTCGGCAGCTACGTCC

CEEEEEEEEEEEr e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCCGTGCGCACTGACGCCCAGGGCCGCTTGGTGTCCCACGTGETGTCGGCAGCTACGTCC

AGAGCAGGGGTACGAGCCCGCAGGGCCGCCCCGGTCCGGACCCCGAGCTTCCCCGGAGGC

R RN RN NN AR RN R A RRRR R RRN
AGAGCAGGGGTACGAGCCCGCAGGGCCGCCCCGGTCCGGACCCCGAGCTTCCCCGGAGGC

AACGAGGAGGAGCCTGGCAGTCACCTCTTCTACAATGTCACGGTCTTTGGCCGAGACCTG

CEEEEEEEEE T r e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AACGAGGAGGAGCCTGGCAGTCACCTCTTCTACAATGTCACGGTCTTTGGCCGAGACCTG

CACCTGCGGCTGCGGCCCAACGCCCGCCTCGTGGCGCCCGGGGCCACTATGGAGTGGCAG

PEEEEERrrrer ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e et
CACCTGCGGCTGCGGCCCAACGCCCGCCTCGTGGCGCCCGGGGCCACTATGGAGTGGCAG

GGCGAGAAGGGCACCACCCGCGTGGAGCCCCTGCTCGGGAGCTGTCTCTACGTCGGAGAC

FErrreerrrerererer et e re e e e e e e e et et e e e
GGCGAGAAGGGCACCACCCGCGTGGAGCCCCTGCTCGGGAGCTGTCTCTACGTCGGAGAC

GTGGCCGGCCTAGCCGAAGCCTCCTCTGTGGCGCTCAGCAACTGCGATGGGCTGGCTGGT

PEEEEERrrrer ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e et
GTGGCCGGCCTAGCCGAAGCCTCCTCTGTGGCGCTCAGCAACTGCGATGGGCTGGCTGGT

CTGATCCGGATGGAGGAGGAGGAGTTCTTCATCGAACCCTTGGAGAAGGGGCTGGCGGCG
Frrrreerrrerererer et e e et e e e e e e e e e e e e e
CTGATCCGGATGGAGGAGGAGGAGTTCTTCATCGAACCCTTGGAGAAGGGGCTGGCGGCG
CAGGAGGCTGAGCAAGGCCGTGTGCATGTGGTGTATCGCCGGCCACCCACGTCCCCTCCT

PEEEEERrrrer ettt et e e et e e e e e e e e e e e e e e et
CAGGAGGCTGAGCAAGGCCGTGTGCATGTGGTGTATCGCCGGCCACCCACGTCCCCTCCT

Sekil 3.31: ADAMTS2 nin dizileme sonucu.
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NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

NCBI

ADAMTS2

661

661

721

721

781

781

841

841

901

901

961

961

1021

1021

1081

1081

1141

1141

1201

1201

CTCGGGGGGCCACAGGCCCTGGACACAGGGGCCTCCCTGGACAGCCTGGACAGCCTCAGC

CEEEEEEEEEEr e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
CTCGGGGGGCCACAGGCCCTGGACACAGGGGCCTCCCTGGACAGCCTGGACAGCCTCAGC

CGCGCCCTGGGCGTCCTAGAGGAGCACGCCAACAGCTCGAGGCGGAGGGCACGCAGGCAT

FEEEEEEErrrrer e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CGCGCCCTGGGCGTCCTAGAGGAGCACGCCAACAGCTCGAGGCGGAGGGCACGCAGGCAT

GCTGCGGACGATGACTACAACATCGAGGTCCTGCTGGGCGTGGATGACTCTGTGGTGCAG

FEEEE Perereeee e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GCTGCAGACGATGACTACAACATCGAGGTCCTGCTGGGCGTGGATGACTCTGTGGTGCAG

TTCCACGGGAAGGAGCACGTACAGAAGTACCTGCTGACACTCATGAACATTGTCAATGAA

RN RN RRRRRRERRRRRRERRRRRRRRRY
TTCCACGGGAAGGAGCACGTACAGAAGTACCTGCTGACACTCATGAACATTGTCAATGAA

ATCTACCATGACGAGTCCTTGGGTGCCCACATCAACGTGGTCCTGGTGCGGATCATCCTC

FEEEEErerrrrere e e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ATCTACCATGACGAGTCCTTGGGTGCCCACATCAACGTGGTCCTGGTGCGGATCATCCTC

CTGAGCTATGGAAAGTCCATGAGCCTCATCGAGATCGGGAACCCCTCTCAGAGCCTGGAG

CEEEEEEEEEEr e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CTGAGCTATGGAAAGTCCATGAGCCTCATCGAGATCGGGAACCCCTCTCAGAGCCTGGAG

AATGTCTGCCGCTGGGCCTACCTCCAGCAGAAGCCAGACACGGGCCACGATGAATACCAC

FEEEEEEErrr e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AATGTCTGCCGCTGGGCCTACCTCCAGCAGAAGCCAGACACGGGCCACGATGAATACCAC

GATCACGCCATCTTCCTCACACGGCAGGACTTTGGGCCTTCCGGCATGCAAGGCTATGCT

FEEEEEEEEEEr e e e e e et e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
GATCACGCCATCTTCCTCACACGGCAGGACTTTGGGCCTTCCGGCATGCAAGGCTATGCT

CCTGTCACCGGCATGTGCCATCCGGTCCGCAGCTGCACCCTGARCCATGAGGACGGCTTC
FEEEEEEErrr e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
CCTGTCACCGGCATGTGCCATCCGGTCCGCAGCTGCACCCTGARCCATGAGGACGGCTTC
TCCTCAGCGTTTGTGGTGGCCCATGAGACTGGCCACGTGCTGGGCATGGAGCACGACGGG

CEEEEEEEEEEr e e e e et e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e
TCCTCAGCGTTTGTGGTGGCCCATGAGACTGGCCACGTGCTGGGCATGGAGCACGACGGG

Sekil 3.31: (devam).
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NCBI 1261 CAGGGCAACCGCTGTGGCGACGAGGTGCGGCTGGGCAGCATCATGGCGCCCCTGGTGCAG 1320

FEEEETEERrEEr e e et e e e et e b e e e e e e e e e b e ey
ADAMTS2 1261 CAGGGCAACCGCTGTGGCGACGAGGTGCGGCTGGGCAGCATCATGGCGCCCCTGGTGCAG 1320

NCBI 1321 GCCGCCTTCCACCGCTTCCACTGGTCCCGCTGCAGCCAGCAGGAGCTGAGCCGCTACCTG 1380

RN RN R R AR R AR RN RN RN RN
ADAMTS2 1321 GCCGCCTTCCACCGCTTCCACTGGTCCCGCTGCAGCCAGCAGGAGCTGAGCCGCTACCTG 1380

NCBI 1381 CACTCCTATGACTGCCTGCTGGATGACCCCTTCGCCCACGACTGGCCGGCGCTGCCCCAG 1440

CEEEEEEEE et e e et e e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e
ADAMTS2 1381 CACTCCTATGACTGCCTGCTGGATGACCCCTTCGCCCACGACTGGCCGGCGCTGCCCCAG 1440

NCBI 1441 CTCCCGGGACTGCACTACTCCATGAACGAGCAATGCCGCTTTGACTTCGGCCTGGGCTAC 1500

FEETEEEEEEEe et e et et e e e e r e e e e e e e e e e e e e e
ADAMTS2 1441 CTCCCGGGACTGCACTACTCCATGAACGAGCAATGCCGCTTTGACTTCGGCCTGGGCTAC 1500

NCBI 1501 ATGATGTGCACGGCGTTCCGGACCTTTGACCCCTGCAAGCAGCTGTGGTGCAGCCATCCT 1560

FEETEEEEETEEet et e et e e e e e e b e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
ADAMTS2 1501 ATGATGTGCACGGCGTTCCGGACCTTTGACCCCTGCAAGCAGCTGTGGTGCAGCCATCCT 1560

NCBI 1561 GACAACCCCTACTTTTGCAAGACCAAGAAGGGGCCCCCCTTGGACGGGACTATGTGTGCA 1620

FEEEEEEEE ettt e et e e e e e e e e e e e et e e et e e e
ADAMTS2 1561 GACAACCCCTACTTTTGCAAGACCAAGAAGGGGCCCCCCTTGGACGGGACTATGTGTGCA 1620

NCBI 1621 CCTGGCAAGTTCAGGCCGGGCGCGGTGGCTCATGCCTGTTATCCCAGCACTTTGGGAGGC 1680

FEETEEETE e et e e e et e e e e et e e e e et e e e e et e e e e e e e e et e e el
ADAMTS2 1621 CCTGGCAAGTTCAGGCCGGGCGCGGTGGCTCATGCCTGTTATCCCAGCACTTTGGGAGGC 1680

NCBI 1681 CAAGGTAGGTGGATCGCCTGA 1701

RN RN
ADAMTS2 1681 CAAGGTAGGTGGATCGCCTGA 1701

Sekil 3.31: (devam).

3.4.4 pcDNA 3.1 Vs His A, B, C Vektoriine Alt Klonlanma

PGEMT-Easy vektoriinde klonlu olan ADAMTS2 DNA’smin Okaryotik
hiicrelerdeki ekspresyonlarini inceleyebilmek i¢in dkaryotik bir vektdr olan pcDNA
3.1 Vs His A, B, C vektor sisteminden His A vektoriine klonlandi. His A, B ve C

vektorlert karsilastirildiginda kesim bolgelerindeki bazi restriksiyon endoniikleaz
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enzimlerindeki farklilik oldugu ortaya ¢ikt1 (Sekil 3.32, 3.33, 3.34). Hem vektor
dizisinin hem de ADAMTS?2 dizisinin enzim bolgelerinin uygunlugu dikkate alinarak
His A vektoriiniin segilmesine karar verildi. Daha sonra pGEMT-Easy’den His A

vektoriine klonlama islemleri boliim 2.5.4.1°deki basamaklar halinde gerceklestirildi.

T7 promoter/priming site Hind 11 Kpn1 BamH 1

| 1
861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGT TAA GCT TGG TAC CGA GCT CGG
Ala Trp Tyr Arg Ala Arg

le)(| I* EC?RI EC(I)RV le|X g N(I)ll
922 ATC CAC TAG TCC AGT GTG GTG GAA TTC TGC AGA TAT CCA GCA CAG TGG CGG CCG
Ile His *** Ser Ser Val Val Glu Phe Cys Arg Tyr Pro Ala Gln Trp Arg Pro

Xllml Xllval Aplal Sflul ) VS5 epitope

[

976 CTC GAG TCT AGA GGG CCC TTC GAA GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC GGT
Leu Glu Ser Arg Gly Pro Phe Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu Gly

Agel Polyhistidine tag Pnlle I

1 | f ]
1030 CTC GAT TCT ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTAAACCC
Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His ***

BGH Reverse priming site
[ 1
1083 GCTGATCAGC CTCGACTGTG CCTTCTAGTT GCCAGCCAT

Sekil 3.32: pcDNA 3.1 Vs His A vektor klonlama bolgesi.

T7 promoter/priming site Hirlzd 11 K;lm I Bw]nH I

[ |
861 ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGT TAAG CTT GGT ACC GAG CTC GGA
Leu Gly Thr Glu Leu Gly
BstX I* EcoR 1 EcoRV BstX1* Notl

| | I | |
923 TCC ACT AGT CCA GTG TGG TGG RAT TCT GCA GAT ATC CAG CAC AGT GGC GGC CGC
Ser Thr Ser Pro Val Trp Trp Asn Ser Ala Asp Ile Gln His Ser Gly Gly Arg

Xllrol Xll)al Apall Sac 11 S(ul _ V5 epitope

f
977 TCG AGT CTA GAG GGC COG_CGG| TTC GAA GGT AAG CCT ATC CCT AAC CCT CTC CTC
Ser Ser Leu Glu Gly Pro Arg Phe Glu Gly Lys Pro Ile Pro Asn Pro Leu Leu

A%e ] Polyhistidine tag Pnlre I

1 [ 1
1031 GGT CTC GAT TCT ACG CGT ACC GGT CAT CAT CAC CAT CAC CAT TGA GTTTA
Gly Leu Asp Ser Thr Arg Thr Gly His His His His His His ***

BGH Reverse priming site
[ ]
1081 AACCCGCTGA TCAGCCTCGA CTGTGCCTTC TAGTTGCCAG

Sekil 3.33: pcDNA 3.1 Vs His B vektor klonlama bolgesi.
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T7 promoter/priming site

861

Bu‘mll |
TCG GAT
Ser Asp

;Wul
GCG GCC
Ala Ala

918

.\'I‘l() I B.\"IE 11

969

GCT CGA GBT_CAC
Ala Arg Gly His

CCA CTA GTC CAG
Pro Leu Val Gln

1020 CTC GGT

Leu Gly

l
CTC GAT TCT ACG
Leu Asp Ser Thr

BsiX 1" EcoR1

TGT GGT GGA
Cys Gly Gly
§ﬁw
CCA] TTC GAA
Pro Phe Glu
Agel
|
CGT ACC GGT
Arg Thr Gly

ATT
Ile

GGT
Gly

[ 1
ATTAATACGA CTCACTATAG GGAGACCCAA GCTGGCTAGT

CTG
Leu

AAG
Lys

Hilnd 11

K?nl

TA AGC TTG GTA CCG AGC
Ser Leu Val Pro Ser

EcoRV

B.\'IIX I

CAG ATA TCC AGC ACA GTG

Gln Ile Ser

V5 epitope

CCT ATC CCT
Pro Ile Pro

Polyhistidine tag

Py
oer

T
CAT

His

BGH Reverse priming site

P/‘ne |

CAT

His

[ 1
1071 TAAACCCGCT GATCAGCCTC GACTGTGCCT TCTAGTTGCC

CAC CAT CAC
His His His

AGCCATCTGT

2. ECT

Thr Val

CTC

Pro Leu

GTT

Sekil 3.34: pcDNA 3.1 Vs His C vektor klonlama bolgesi.

3.4.4.1 ADAMTS2 Geninin pGEMT-Easy Vektoriinden Cikartilmasi

ADAMTS?2 geninin restriksiyon haritasi (bkz. Ek-C) ¢ikartildi. Restriksiyon
haritasindaki hem ADAMTS2 gen dizisini kesmeyen hem de pGEMT-Easy

vektoriiniin - klonlama bdolgesinde bulunan enzimler incelendi. Ayni1 zamanda

secilecek enzimin His A vektoriiniin klonlama bdlgesine uyumlu olmasina dikkat

edildi (Sekil 3.35).

Xmnl 2009
7l "
al 1800 e 1 start
Scal 1890 Nael 2707 Aol | 14
Aalll | 20
f1ori Sphl | 26
BstZl | 31
Neol 7
Amp BstZl | 43
p ) Notl | 43
PGEM*-TEasy  facz Sacll | 49
Vector [ EcoRl | 52
(3015bp)
Spel | 64
[EcoRl | 70
Notl 7
Bstzl | 77
Pstl 88
on Sall 0
Ndel 97
Sacl [109
BstXl |18
Nsil |127 ¢
141 3
Topg| &

pcDNA3.1/
V5-His A, B, C

Sekil 3.35: pGEMT-Easy vektoriinden His A vektoriine klonlamada tek enzim
stratejisinde kullanilan EcoRI enziminin secilmesi.
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Netice olarak EcoRI enzimi secildi ve Tablo 2.8’deki kesim kosullari ile
ADAMTS2 geni pGEMT-Easy vektoriinden kesilerek cikartildi.

3.4.4.2 His A Vektoriiniin Kesilmesi ve Defosforilizasyonu

His A vektorii halkasal yapida olan bog bir vektordiir. Bu vektore ligasyon
gerceklestirebilmek igin vektoriin  klonlama bolgesinde bulunan enzimler ile
kesilerek uclarinin agik hale gelmesi gerekir ve bdylece istenilen geninin ligasyonu
gergeklestirilir. Bu dogrultuda ADAMTS?2 geninin His A vektoriine klonlanmasi igin

vektoriin uglarinin EcoRI enzimi ile kesimi gergeklestirildi (Tablo 2.8).

Sekil 3.36: EcoRI enzimi ile pPGEMT-Easy vektoriinden ¢gikan ADAMTS2 geni ve
klonlama bolgesindeki uglari kesilen His A vektorii.

Tek enzim ile kesildigi i¢in agik olan iki ucun tekrar birlesmesi ya da yanlis
katlanmalar yapmast muhtemeldir. Bu nedenle fosfataz enzimi ile fosfat gruplarinin
cikartilmasi (defosforilizasyon) saglandi. Defosforilizasyon Tablo 2.9°da oldugu gibi
gerceklestirilmistir.

3.4.4.3 His A Vektoriine Ligasyon

ADAMTS2 geninin His A vektoriine ligasyonu boliim 2.5.5 Tablo 2.10°da
anlatildig1 kosullarda gerceklestirildi. Ligasyon iiriinlerinin XL-1 Blue kompetant
hiicrelerine transformasyonu bolim 2.6.5’te anlatildigi sekilde gergeklestirildi.
Transformantlar ampisilinli LB agara tek koloni seklinde ekildi ve 37°C inkiibatorde
bir gece tiremeleri i¢in bekletildi. Olusan tek kolonilerden se¢im yapilarak ampisilinli

LB medyuma ekim yapildi ve 37°C inkiibatérde bir gece bekletildi. Bir giin sonra
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tireyen kiiltiir 4000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek ¢oktiiriildii ve daha sonra
olusan hiicre pelletlerinden boliim 2.6.7°deki gibi plazmit izole edildi. Plazmitlerin
ADAMTS2 genini igerip icermedigi restriksiyon endoniikleaz enzimiyle kontrol

kesim yapilarak belirlendi.

3.4.4.4 His A Vektoriine Ligasyonun Kontrolii

Elde edilen plazmitlerin ADAMTS2 genini icerip igermedigi EcoRI ile
kontrol kesimi yapilarak belirlendi (Sekil 3.37).

10000
8000
6000
5000
4000

— 1000

— 750

500

— 250

Sekil 3.37: EcoRl ile His A vektoriine ligasyonun kontrolii.

3.4.4.5 Dizi Analizi

[lk pGEMT-Easy vektoriine klonlanan ADAMTS2 geni dogrudan kesim
enzimleri ile kesilerek ikinci bir vektore atildigr igin niikleotit dizisinde herhangi bir
degisiklik olmayacaktir ancak His A vektoriine hangi oryantasyonda klonlandiginin
belirlenmesi amaciyla dizilemeye gonderilmesi mecburidir. Bu nedenden dolayi
Klonlandig1 disiiniilen ADAMTS2 geninin dizi analizine gonderilmesi igin
kolonilerden 100 ng olacak sekilde plazmitler hazirlandi. Tablo 2.3’teki klonlama
primerleri ve Tablo 3.1°deki dizileme primerleri 20 ng olacak sekilde hazirland1 ve

dizilemeye gonderildi.

Dizileme sonuglart dogrultusunda yapilan analizler sonucu ADAMTS2 nin
His A vektoriine dogru oryantasyonda klonlandigi ve NCBI-blast yontemi ile % 100
ADAMTS2 geni oldugu belirlendi.
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3.5 ADAMTS2 Geninin Gegici Transfeksiyonu

Klonlanmas1 yapilan ADAMT2’nin model olarak segilen Saos-2
hiicrelerindeki ekspresyonunu gozlemlemek amaciyla once yiiksek saflikta ve yiiksek
yogunlukta ADAMTS2 geni igeren DNA plazmitleri (maxiprep) elde edildi. DNA
plazmitlerinin ~ Saos-2  hiicrelerine  transfeksiyonu  gergeklestirildi.  Gegici

transfeksiyon i¢in stratejiler asagidaki gibi gerceklesmistir.

a. Lipofektamin kiti ile Kitin 6n gordigii kosullarda gegici transfeksiyon
denemeleri gergeklestirildi. “Sonug: Negatif”

b. Fugen kiti ile kitin 6n gordiigii kosullarda gegici transfeksiyon denemeleri
gerceklestirildi. “Sonuc: Negatif”

c. Kalsiyum-fosfat  teknigi ile gegici transfeksiyon  denemeleri

gerceklestirildi. “Sonuc: Pozitif”

3.5.1 Transfeksiyonun Kontrolii

Saos-2 hiicrelerinde ADAMTS2’nin transfeksiyonun kontrolii i¢in kontrol
hiicre gruplarindan ve transfekte hiicre gruplarindan 24, 48 ve 72 saatlerde bir miktar
medyum ependorflara ayrildi. Bolim 2.8.3’teki gibi medyumlardan pSEAP2

aktivitesi 6l¢iildii. Ol¢iim sonucunda elde edilen degerlerin istatistiksel analizleri

yapildi (Sekil 3.38).

pPSEAP2 Aktivitesi

3,5

2,5 T

1,5

0,5

24s 48s 72s

Kontrol M Transfeksiyon

Sekil 3.38: Transfeksiyon sonucunda pSEAP2 aktivitesi.
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Olgiim sonuglarinda kontrol grubuna gore transfeksiyon grubunun pSEAP2
aktivitesi daha yiiksek cikmistir ayrica 24, 48 ve 72 saatlerdeki transfeksiyon
sonuglarinda dogrusal artis goriilmiistiir. Dolayisiyla pSEAP2 aktivite sonuglari,
Soas-2 hiicrelerinde kalsiyum-fosfat teknigi ile gegici transfeksiyonun gergeklestigini
gosteren bir kanit olusturmustur. Daha sonra transfeksiyonun ADAMTS2 geni

tizerindeki etkisini belirlemek amaciyla q-PZR gerceklestirilmistir.

3.5.2 Kalsiyum-Fosfat Teknigi ile Ge¢ici Transfeksiyon

Model hiicre olarak segilen Saos-2 hiicreleri boliim 2.7°de anlatildigr gibi
hiicre kiltiri ortaminda 37°C % 5 CO2 igeren inkiibatérde biiyiitildi. Yeterli
biiyiikliige ulasan hiicreler tripsinizasyon ile yiizeyden kaldirildi ve boliim 2.8.1°deki
gibi hiicre sayimi gergeklestirildi. Hiicre sayisina gore bir kontrol grubu bir de
tranfeksiyon grubu olmak tizere 6’lik plakaya 5 ml medyum igerisine 2.000.000
hiicre ekildi ve bir gece ylizeye tutunmalari i¢in bekletildi. Ertesi giin hiicreler boliim
2.8.2°deki gibi kosullar uygulanarak gecici transfeksiyon gerceklestirildi ve ve
transfeksiyon etkisinin gozlenmesi i¢in kontrol gruplarinda ve transfeksiyon
gruplarinda 72 saatler kullanildi. 72 saat sonunda hiicreler tripsinizasyon ile
kaldirilarak santrifiijde ¢oktiiriildii ve hiicre pelletleri haline getirildi. Daha sonra
pelletlerden bolim 2.10.1°deki gibi RNA izolasyonu gergeklestirildi. Kontrol ve
transfekte RNA’larin saflik ve miktar tayinleri belirlendi. Bolim 2.10.4’te oldugu
gibi RNA’lardan 1 pg olacak sekilde cDNA sentezi gerceklestirildi. Sentezlenen
cDNA’lar, ADAMTS2 ekspresyon primerleri ve f2M primerleri kullanilarak mRNA
seviyelerine g-PZR teknigi ile bakildi. Elde edilen verilerin istatistiksel analizleri
yapildi (Sekil 3.39).
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30

KatmRNA
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72 s Kontrol 72 s Transfeksiyon

Sekil 3.39: Saos-2 hiicrelerinde gecici transfeksiyonun ADAMTS2’ye mRNA
diizeyinde etkisi.

Istatistiksel sonuclarda kontrol hiicre grubuna gére ADAMTS2 transfekte
hiicre grubunda 50 kat artig oldugu belirlendi.

3.5.3 ADAMTS2 Transfekte Edilen Saos-2 Hiicrelerindeki Koloni
Formasyonu

Hiicre kiiltiirti ortaminda biiyiitiilen Saos-2 hiicreleri sayilarak 6 kuyulu
plakalarin her bir kuyusuna 200 hiicre olacak ekildi. 48 saat sonra 6 kuyulu
plakalarda iki ayr1 deney grubu olusturuldu. Birinci deney grubu bir kuyu higbir sey
uygulanmamis kontrol hiicre ve bir kuyu ADAMTS2 geni igeren hiicre bulunurken
ikinci deney grubunda ise bir kuyu higbirsey uygulanmamis kontrol ve bir kuyu
hipoksik kosul olusturulmus transfekte ADAMTS2 igeren hiicre bulunmaktadir.
ADAMTS2’nin transfeksiyonu i¢in 10 pg ADAMTS2 DNA’s1 kullanilarak
kalsiyum-fosfat teknigi ile ADAMTS2 transfeksiyon gruplart olusturuldu. 10 giin
boyunda deney gruplarinin ortami iki giinde bir taze medyum ile degistirildi ve 10.
giniin sonunda deney gruplarinin medyumlar1 uzaklastirildi, hiicreler soguk
methanol ile 10 dakika boyunca muamele edilerek fiksasyonu saglandi. Daha sonra
hiicreleri goriintiileyebilmek i¢in Kkristal viyole ile 15 dakika muamele edildi. Kristal
viyole ile boyanan kontrol ve deney gruplarmin goriintiileri karsilastirilarak

degerlendirildi.
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a. b. C.

Sekil 3.40: Saos-2 hiicrelerinde koloni olusumu a. Kontrol grup, b. ADAMTS2
transfekte normoksiya, c. ADAMTS?2 transfekte hipoksiya

Sekil 3.40 incelendiginde transfekte normoksiya (ADAMTS2 ektopik iiretilen
normal kosullar) grubu ile transfekte hipoksiya grubu (ADAMTS2 ektopik iiretilen
hipoksik kosullar) karsilastirildiginda koloni formasyonun azaldig1 tespit edilmistir.
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4. SONUC VE ONERILER

Estraselliiler matriks, doku ve hiicreleri hem baglayici hem de destekleyici bir
iskelet olusturur. Ayrica, bilesenleriyle aktive ettigi hiicre-yiizey reseptorleri
aracihigiyla dokular ve hiicreler arasindaki iletisimi saglar. ESM’nin temel
bilesenlerinden birisi olan kollajen memelilerin vicut agirhgimn % 6°sim
olustururken biitiin viicut proteinlerinin yaklasik % 30’unu olusturur. Ug polipeptit
alt biriminin sarmal yap1 olusturacak sekilde diizenlenmesi kollajenlerin en temel
ozelligidir. Polipeptit alt birimi olan o-zincirleri ortak bir eksende kivrilarak
iplikgikleri, iplikgikler de bir araya gelerek kollajen liflerini meydana getirir. Bu iplik
ve lifler deride ve tendonda diizenli, kikirdakta gevsek, akcigerde diizensiz bir ag
yapisina sahiptir. Bunlara ek olarak kemik ve dislerde fosfat kristalleri seklinde
diizenlenerek hiticreler arasi maddeye yerlesirler. Dokusal ve hiicresel 6nemi yiiksek
olan kollajenlerin sentezlenmesi de bir o kadar 6nem arz etmektedir. Sentez
sirasindaki kollajen tiplerinin ya da sentez igin gerekli ara {riinlerin olusmasindaki
anomaliler sonucunda cesitli mutasyonlar ve hastaliklar olusabilir. Ornegin; marfan
sendorumu, menke sendromu, ¢esitli tipte alport sendromu, fibrozis, knobloch ve
pigment dagilim sendromlari, bruck sendromu, epidermoliz bulloza, ¢esitli distrofi
hastaliklari.

Kollajenlerin sentezi sirasinda birgok faktor gorev alarak kompleks olaylar
meydana gelir ve sonugta muntazam kollajen fibrilleri olusur. Kollajenler
sentezlenirken ilk olarak 6nciil preprokollajenler meydana gelir ve sonrasinda birgok
modifikasyon gegcirerek olgun kollajenler olusur. Kollajen olusumu sirasinda
meydana gelen 6nemli modifikasyonlardan propeptitlerin kesilmesi, prokollajen
molekiiliinden N-terminal ve C-terminal bélgelerinin uzaklastirilmasini saglayarak
tropokollajen molekiiliinii meydana getirir (Sekil 4.1). C-terminal bolgesini kesen
izoenzimler, BMP-1 ve Tolloid-like-1 C-propeptidazlardir. C-propeptidaz
izoenzimlerinin hatalar1 sonucu olusan hastaliklar tam olarak bilinmektedir. N-
terminal bolgesini kesen izoenzimler ise prokollajen N-propeptidazlar olan
ADAMTS?2, 3 ve 14’tiir. N-protepeptidaz izoenzimlerin hatalar1 sonucu bir¢ok
hastalik meydana gelir. Ornegin; EDS, dentin hastaliklari, OI.
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Prokollajen N-proteinazlar P];(;(I;H? Jj: Tcéﬁg?;eirirez-lar
ADAMTS2, 3 ve 14
C- propeptld
1 Pl |
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mm

Sekil 4.1: Prokollajenin N- ve C-terminal bolgelerinin kesilip ¢ikartilmasi.

Literatiirde ADAMTS?2 ile ilgili yapilan ekspresyon analizlerine bakildiginda
insana ait normal dokularda aort, kemik, cilt, tendon, mesane, retina, bobrek, akciger,
barsak, karaciger, iskelet kasinda ve fibroblast hiicrelerinde ekspre oldugu
bulunmustur [40]. Epitel karakterli A549 (insan adenokarsinomik alveoler epitel
hiicresi), Calu-3 (akciger adenokarsinomasi), fibroblast karakterli MRC-5 (insan fetal
akciger fibroblast hiicreleri), BT-20 (meme bezi/gogiis karsinomasi), WI-38 (insan
fibroblast benzeri fetal akciger hiicresi) hiicre hatlarinda ADAMTS2 ifadesi
gosterilmistir. Goz retinal pigment epitel hiicre modeli olan ARPE-19 ile yapilan
caligmalarda TNF-o stimiilasyonu sonrasinda ADAMTS2 mRNA ve protein
diizeyinde artis oldugu aydinlatilmistir. Yapilan bir baska calismada sasirtict olarak
ADAMTS2’nin glukokortikoidler tarafindan uyarilan makrofajlar ve periferik kan
monositleri tarafindan asir1 ekspre edildigi belirlenmistir. Bu hiicrelerin prokollajen
islenme siirecine dahil olma sanst az olmasmna ragmen dogal savunma
mekanizmasina ait birkag molekiil (Clq, fikolinler, MBL) {i¢lii sarmal kollajen
benzeri domaine sahip oldugu bulunmustur [41]. Calismamiz kapsaminda
ADAMTS2 geninin farkli hiicre Saos-2/MG-63 (insan kemik karsinomu), PC-3/DU-
145 (insan prostat karsinomu), MCF-7 (insan meme karsinomu), HT29/Colo-205
(insan kolon karsinomu), MKN-45 (insan gastrik karsinomu), Panc-1/Mia PaCa-2
(insan pankreas karsinomu), K-562 (insan kronik myeloid 16semi hiicresi) ve Huvec
(insan umblikal ven endotel hiicresi) hatlarindaki ekspresyon profillerini
belirleyebilmek amaciyla spesifik ADAMTS2 ve insan B2M primerleri ile PZR

gerceklestirildi. PZR sonuglar1 agaroz jelde goriintiilendi ve jel goriintiilerinin
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bilgisayar iizerinde ImageJ] programi ile densitometrik analizi yapildi. Analize gore
ADAMTS2 en ¢ok MG-63 hiicresinde, en az ise Huvec hiicresinde ekspre oldugu,
Mia PaCa-2 ve K-562 hiicrelerinde ise tespit edilebilir diizeyde ekspre olmadigi

belirlendi.

N-propeptidaz izoenzimlerinden ADAMTS2, prokollajenlerin islenmesinin
yani sira anti-anjiyojenik aktivitesine de sahiptir. Anti-anjiyogenik 6zellik, c¢iplak
farelerde yapilan bir ¢aligma ile gosterilmistir. HEK hiicreleri tarafindan farelerde
timor olusturulduktan sonra hiicrelere rekombinant ADAMTS?2 transfekte edilmis ve
ADAMTS2’nin asir1 ifade edildigi zaman tiimor olusumunun hizla azaldig
goriilmiistiir. Bu sebeple tiimor vaskiilarizasyonu azalmis ve dogrudan anti-timor
iligkili oldugu ispat edilmistir. Ayrica ¢alismanin farkli bir basamagi olarak yapilan
in vitro c¢alismalarda, rekombinant ADAMTS2’nin hizli bir sekilde endotel

hiicrelerin apoptozunu indiikledigi goriilmiistiir [42].

Hipoksik regiilasyon hiicresel diizeyde ¢ok sayida genin ifadesini etkileyen
bir siiregtir. Hiicrelerde meydana gelen hipoksiya ile basta Hif-1 olmak tizere bir¢ok
gen aktive olur. Hif-1 hiicresel oksijen konsantrasyonundaki degisimleri algilamadan
ve yanit olusturmadan sorumludur. Tiimor hiicreleri hipoksiyaya yanit olarak hiicre
¢ogalmasi, hiicre sag kalim1 ve anjiyogenez gibi molekiiler programlar1 uyarir. Hif-1
prostat, akciger, meme, Kkolon, over, deri ve mide gibi bircok insan malign
kanserlerinde asir1 ekspresyonu immunohistokimyasal analizler ile gosterilmistir
[43]. Bu dogrultuda ADAMTS2’nin kanserle iligskisi ve anti-anyiogenik o6zelligi
dikkate alinarak ifade oldugu tespit edilen farkli kanser hiicre hatlarinda hipoksiya
calismalar1  gergeklestirilmistir. Hipoksiya i¢in CoClz kullanilarak kimyasal
hipoksiya modeli olusturulmus ve boylece Hif-1 o’nin farkli kanser hiicrelerindeki
ADAMTS?2 etkisi arastirilmistir. Hipoksiya ¢aligmalart igin hiicre kiiltiirii ortaminda
birgok kanser hiicre hattinda hipoksik kosul olusturmak i¢in 24, 48 ve 72 saat
hipoksiya gruplarma 150 uM CoClz uygulanirken 24, 48 ve 72 saat normoksiya
gruplarina higbir sey uygulanmamistir. Hipoksiya calismalart mRNA seviyesinde
incelenmistir. Calismalar neticesinde DU-145, PC-3, HT-29, MCF-7 ve Saos-2 hiicre
hatlarinda mRNA diizeyinde ADAMTS2 hipoksiyaya cevabi vermistir. Ancak en
yiiksek hipoksik cevap Saos-2 ve MCF-7 hiicrelerinde gozlenmistir.
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Literatiir incelemeleri osteoblast hiicrelerde (HOB) ve osteosarkoma
hiicrelerinde (MG-63 ve Saos-2) kollajen miktarlarinin karakterize edildigini
gbstermistir. Incelemelerde tip | kollajen HOB ve Saos-2 hiicrelerinde % 95’ten
fazla, MG-63 hiicrelerinde % 50-95 arasinda bulunmakta; tip II kollajen HOB ve
Saos-2 % 5’in altinda, MG-63 hiicrelerinde % 5-50 arasinda bulunmakta; tip III
kollajen ise HOB ve MG-63 hiicrelerinde % 95°ten fazla, Saos-2 hiicrelerinde % 5-
50 arasinda bulunmaktadir [44]. Bizim ¢alismalarimizda da model olarak segilen
Saos-2 hiicrelerinde kollajen tip I, II ve III’iin hipoksiyadaki etkisi arastirilmustir.
Bunun ig¢in hiicre kiiltiirii ortaminda 24, 48 ve 72 saat hipoksiya ve normoksiya
gruplari olusturulmus ve kollajen tip I, II ve III’{in cevabi aragtirilmistir. Arastirmalar
sonucu elde ettigimiz verilere gore hipoksik kosullarda tip | ve 11 kollajenlerin ifadesi
artarken, tip Il kollajenin ise ifadesinin azaldigi tespit edilmistir. Caligmalar
dogrultusunda hipoksik kosullarda ADAMTS2’nin ve kollajen tiplerinin mRNA
seviyesindeki ekspresyonlar1 belirlenmistir. Bundan sonraki ¢alismalarda ayni

etkinin protein seviyesinde olup olmadig teyit edilecektir.

ADAMTS2’nin  Okaryotik  hiicrelerde  ektopik ifadesinin  kollajen
biyosentezinde yaratacagi degisikligin tespiti ve Saos-2 hiicrelerinde koloni
olusumunun goézlenebilmesi icin ADAMTS2 geni klonlanmistir. Klonlama basamagi
icin Oncelikle ADAMTS2’nin ¢ogaltilmast amaciyla Taq polimeraz enzimi
kullanilarak ve cesitli optimizasyonlar gerceklestirilerek PZR yapildi. Bircok PZR
denemesinden sonra  ADAMTS2’nin  ¢ogaltilmas1  saglandi.  Cogaltilan
ADAMTS2 nin pGEMT-Easy vektoriine ligasyonu gerceklestirildi ve kompetant
hiicrelere transformasyonu yapildi. Elde edilen transformant {iriinlerden saf
plazmitler elde edildi ve plazmitlerin ADAMTS2 igerip igermediginin kontrolii i¢in
ve niikleotit dizilerinin kontrolii i¢in dizilemeye gonderildi. pPGEMT-Easy vektoriine
klonlandig1 belirlenen ADAMTS2’nin 6karyotik vektor olan pcDNA 3.1 Vs His A,
B, C vektor sistemi icerisinden His A vektoriine ligasyonu gerceklestirilmek iizere alt
klonlama basamagi uygulandi. His A vektoriine alt klonlama igin ADAMTS2 geni
PGEMT-Easy vektoriinden c¢ikartildi. His A vektorii ADAMTS2 genini almaya
miisait hale getirilmek tizere vektoriin klonlama bdlgesinin uglart kesildi. His A
vektoriinlin uclarinin birlesmemesi ya da yanlis katlanmalar yapmamasi i¢in fosfat
gruplar1 uzaklastirildi. En son olarak ADAMTS2 geninin His A vektoriine ligasyonu

gerceklestirildi. Ligasyon iriinlerinin kompetant hiicrelere transformasyonu
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gerceklestirildi ve transformant iriinlerden saf plazmitler elde edildi. His A
vektoriine klonlamanin gercgeklestigini ispat edebilmek amaciyla dizilemeye
gonderildi ve dizi analizleri ile 6karyotik vektor olan His A’ya dogru oryantasyonda

klonlandig belirlendi.

Klonlamadan sonra Okaryotik hiicrelerde rekombinant ADAMTS2’nin
ifadesinin belirlenmesi i¢in model hiicre olan Saos-2 hiicrelerine gegici transfeksiyon
gerceklestirildi. Transfeksiyon  mRNA diizeyinde q-PZR sonuglarina gore
degerlendirildi ve ADAMTS2’nin kontrol grubuna gore transfekte edildigi
gruplarinda 50 kat artis oldugu goriildii. Kanser hiicrelerinde ADAMTS2’nin koloni
formasyonunun belirlenmesi igin rekombinant ADAMTS2 Saos-2 hiicrelerine
transfekte edildi ve kontrol gruplarina gore transfekte hiicrelerin koloni olusumu
belirlendi. Transfekte normoksiya (ADAMTS2 ektopik {iretilen normal kosullar)
grubu ile transfekte hipoksiya grubu (ADAMTS2 ektopik iiretilen hipoksik kosullar)

karsilastirildiginda koloni formasyonun azaldigi tespit edildi.

Sonraki ¢alismalarda genin hipoksik kosullara verdigi cevabin tespiti mRNA
seviyesinde belirlendiginden ayni1 etkinin bu kez ektopik olarak bol miktarda ifadesi
gerceklestirilen Saos-2 hiicrelerinde yine hipoksik kosul olusturularak artigin daha da
arttp artmayaca@i kontrol edilebilir. Ektopik ifade kalici hale getirildikten sonra
koloni formasyon disinda hiicresel diizeyde yaptig1 etkilerin tespiti i¢in hiicrelerde
¢izme yoOntemi uygulanarak olusturulan boslugu doldurma kapasitesi de test
edilebilir. Ayrica molekiiler diizeyde ektopik ifadenin hiicreleri gotiirdiigii yollar
da(6rnegin, apoptotik ya da metastatik yollar) arastirilabilir. Boylece tiim
caligmalarin ve bizim elde ettigimiz verilerle birlikte bu genin regiilasyonu hakkinda

daha ayrintili mekanizmalar ortaya cikartilabilir.

Sonu¢ olarak bu tez g¢alismasi kapsaminda ilk kez ADAMTS2 geninin
hipoksik regiilasyonu calisilmis ve farkli hiicre hatlar1 model olarak kullanilarak
hipoksik kosullardaki degisimi tespit edilmistir. Ayrica genin klonlanmas1 ve ektopik
ifadenin kemik karsinomundaki durumu da ilk kez incelenmistir. Elde edilen
sonuglar bundan sonra tarafimizdan yapilacak ¢alismalara ve diger bilim insanlarina
bu genin hiicresel islemlerde tistlendigi rolii daha 1yi anlayabilmek i¢in yol gosterici

olacaktir.
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6. EKLER

EK-A DNA Biiyiikliik Belirteci

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

O’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
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EK-B ADAMTS2 cDNA Bilgileri

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1 motif, 2
(ADAMTS?2), transcript variant 2, mRNA

LOCUS
2013
DEFINITION

ACCESSION
VERSION
KEYWORDS
SOURCE
ORGANISM

NM 021599 2064 bp mRNA linear PRI 25-AUG-

Homo sapiens ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
motif, 2 (ADAMTS2), transcript variant 2, mRNA.

NM 021599

NM 021599.2 GI:301129193

RefSeq.

Homo sapiens (human)

Homo sapiens

Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata;

Futeleostomi;

REFERENCE
AUTHORS

TITLE
ADAMTS

JOURNAL
PUBMED
REFERENCE
AUTHORS
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JOURNAL
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REMARK
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AUTHORS
Lohman

Newman
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AUTHORS
Kesteloot, F.

TITLE

Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

1 (bases 1 to 2064)

Arning,A., Hiersche,M., Witten,A., Kurlemann,G., Kurnik,K.,
Manner,D., Stoll,M. and Nowak-Gottl,U.

A genome-wide association study identifies a gene network of

genes in the predisposition to pediatric stroke

Blood 120 (26), 5231-5236 (2012)

22990015

2 (bases 1 to 2064)

Lee,C.W., Hwang,I., Park,C.S., Lee,H., Park,D.W., Kang,S.J.,
Lee,S.W., Kim,Y.H., Park,S.W. and Park,S.J.

Expression of ADAMTS-2, -3, -13, and -14 in culprit coronary
lesions in patients with acute myocardial infarction or stable
angina

J. Thromb. Thrombolysis 33 (4), 362-370 (2012)
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GeneRIF: ADAMTS-2, -3, and -13 expression, but not that of
ADAMTS-14, are increased in plaques causing AMI compared those
associated with stable angina.
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GeneRIF: Data show that ADAMTS-2 is able to reduce proliferation
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ADAMTS-2, a metalloproteinase cleaving the aminopropeptide of
fibrillar procollagens types I-III and V

JOURNAL J. Biol. Chem. 280 (41), 34397-34408 (2005)
PUBMED 16046392
REMARK GeneRIF: Determination of the processing, activity and cleavage
specificity of the bovine ADAMTS2 protein.
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AUTHORS Tang,B.L.
TITLE ADAMTS: a novel family of extracellular matrix proteases
JOURNAL Int. J. Biochem. Cell Biol. 33 (1), 33-44 (2001)
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REMARK Review article
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AUTHORS Hurskainen,T.L., Hirohata,S., Seldin,M.F. and Apte,S.S.
TITLE ADAM-TS5, ADAM-TS6, and ADAM-TS7, novel members of a new family
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zinc metalloproteases. General features and genomic distribution
of
the ADAM-TS family
JOURNAL J. Biol. Chem. 274 (36), 25555-25563 (1999)
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AUTHORS Colige,A., Sieron,A.L., Li,S.W., Schwarze,U., Petty,E.,
Wertelecki,W., Wilcox,W., Krakow,D., Cohn,D.H., Reardon,W.,
Byers,P.H., Lapiere,C.M., Prockop,D.J. and Nusgens,B.V.
TITLE Human Ehlers-Danlos syndrome type VII C and bovine
dermatosparaxis
are caused by mutations in the procollagen I N-proteinase gene
JOURNAL Am. J. Hum. Genet. 65 (2), 308-317 (1999)
PUBMED 10417273
REFERENCE 9 (bases 1 to 2064)
AUTHORS Tang,B.L. and Hong,W.
TITLE ADAMTS: a novel family of proteases with an ADAM protease domain
and thrombospondin 1 repeats
JOURNAL FEBS Lett. 445 (2-3), 223-225 (1999)
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REMARK Review article
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AUTHORS Reardon,W., Winter,R.M., Smith,L.T., Lake,B.D., Rossiter,M. and
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TITLE The natural history of human dermatosparaxis (Ehlers-Danlos
syndrome type VIIC)
JOURNAL Clin. Dysmorphol. 4 (1), 1-11 (1995)
PUBMED 7735500
REMARK Review article
COMMENT REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The
reference sequence was derived from AK308213.1, AC109479.3,
AC010216.8 and BU629258.1.
On Jul 23, 2010 this sequence version replaced gi:11038658.
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

enzyme encoded by this gene excises the N-propeptide of type I,
type II and type V procollagens. Mutations in this gene cause
Ehlers-Danlos syndrome type VIIC, a recessively inherited
connective-tissue disorder. Alternative splicing results in
multiple transcript variants. [provided by RefSeq, Jul 2010].

Transcript Variant: This variant (2) lacks several exons and
includes an alternate exon in the 3' coding region and 3' UTR,
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access additional publications.

e-Data-START##

t exon combination :: AK308213.1 [EC0:0000332]

trons :: mixed/partial sample support
ERS025081, ERS025082

##Evidence-Data-END##
COMPLETENESS: complete on the 3' end.
PRIMARY REFSEQ SPAN PRIMARY IDENTIFIER PRIMARY SPAN COMP
1-172 AK308213.1 1-172
173-328 AK308213.1 176-331
329-423 AC109479.3 73925-74019
424-1641 AK308213.1 427-1644
1642-1642 AC010216.8 32996-32996
1643-2023 AK308213.1 1646-2026
2024-2044 AK308213.1 2028-2048
2045-2064 BU629258.1 1-20 c
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..20064

gene

NP;

exon

NP;

CDS

NP;

like
thrombospondin

with

/organism="Homo sapiens"

/mol type="mRNA"

/db xref="taxon:9606"

/chromosome="5"

/map="5qgter"

1..2064

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"

/note="ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
motif, 2"

/db_xref="GeneID:9509"

/db_xref="HGNC:218"

/db_xref="HPRD:05173"

/db_xref="MIM:604539"

1..241

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"

103..1803

/gene="ADAMTS2"

/gene synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"

/EC_number="3.4.24.14"

/note="isoform 2 preproprotein is encoded by transcript
variant 2; procollagen I N-proteinase; a disintegrin-
and metalloprotease (reprolysin type) with

type 1 motif, 2; a disintegrin and metalloproteinase

thrombospondin motifs 2; procollagen N-endopeptidase;
procollagen I/II amino propeptide-processing enzyme"
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1&to=2064&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=9509
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=218
http://www.hprd.org/protein/05173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1&to=241&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=103&to=1803&sat=4&sat_key=98990114
http://www.expasy.org/enzyme/3.4.24.14

/codon_start=1

/product="A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 2 isoform 2 preproprotein"
/protein id="NP 067610.1"

/db xref="GI:11038659"

/db xref="CCDS:CCDS34311.1"

/db xref="GeneID:9509"

/db_xref="HGNC:218"

/db xref="HPRD:05173"

/db_xref="MIM:604539"

/translation="MDPPAGAARRLLCPALLLLLLLLPPPLLPPPPPPANARLAAAAD
PPGGPLGHGAERILAVPVRTDAQGRLVSHVVSAATSRAGVRARRAAPVRTPSFPGGNE
EEPGSHLFYNVTVFGRDLHLRLRPNARLVAPGATMEWQGEKGTTRVEPLLGSCLYVGD
VAGLAEASSVALSNCDGLAGLIRMEEEEFFIEPLEKGLAAQEAEQGRVHVVYRRPPTS
PPLGGPQALDTGASLDSLDSLSRALGVLEEHANSSRRRARRHAADDDYNIEVLLGVDD
SVVQFHGKEHVOKYLLTLMNIVNEIYHDESLGAHINVVLVRIILLSYGKSMSLIEIGN
PSOSLENVCRWAYLQQKPDTGHDEYHDHAIFLTRQDFGPSGMQGYAPVTGMCHPVRSC
TLNHEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGDEVRLGSIMAPLVQAAFHRFHWSR
CSQQELSRYLHSYDCLLDDPFAHDWPALPQLPGLHYSMNEQCRFDFGLGYMMCTAFRT

FDPCKQLWCSHPDNPYFCKTKKGPPLDGTMCAPGKFRPGAVAHACYPSTLGGQGRWIA
sig peptide 103..189
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-
NP;
PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="COORDINATES: ab initio
prediction:SignalP:4.0"
proprotein 190..1800
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-

NP;
PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/product="A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 2 isoform 2 proprotein"
mat peptide 880..1800
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-
NP;
PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/product="A disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs 2 isoform 2"
/note="The cleavage site to produce the mature peptide
is
inferred from the cow ortholog; PMID:16046392"
exon 242..636
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-
NP;
PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
exon 637..790
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3; NPI; PC I-
NP;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
exon 791..993
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/protein/11038659
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/CCDS/CcdsBrowse.cgi?REQUEST=CCDS&DATA=CCDS34311.1
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&dopt=full_report&list_uids=9509
http://www.genenames.org/data/hgnc_data.php?hgnc_id=218
http://www.hprd.org/protein/05173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/omim/604539
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=103&to=189&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=190&to=1800&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=880&to=1800&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=242&to=636&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=637&to=790&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=791&to=993&sat=4&sat_key=98990114

NP;

exon
NP;

exon
NP;

exon
NP;

exon
NP;

exon
NP;

exon
NP;

exon
NP;

polyA signal
NP;

polyA signal
NP;

polyA site
NP;
ORIGIN 1700 BC

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
994..1077

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym:"ADAM—TSZ; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1078..1234

/gene="ADAMTS2"

/geneisynonym="ADAM—T52; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1235..1340

/gene="ADAMTS2"

/geneisynonym="ADAM—T52; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1341..1484

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM—T52; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1485..1617

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM—T52; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1618..1731

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM—TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
1732..2047

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM—TSZ; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"
/inference="alignment:Splign:1.39.8"
2022..2027

/gene="ADAMTS2"

/gene_synonym="ADAM—TSZ; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP;
2028..2033
/gene="ADAMTS2"

PCPNI; PNPI"

/gene_synonym="ADAM—T52; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP;
2047
/gene="ADAMTS2"

PCINP; PCPNI; PNPI"

/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-2; ADAMTS-3;

PCI-NP; PCINP; PCPNI; PNPI"

1 agctgcgggce
61 cgccggctgce
121 geccgctcgcec
181 ctcctgccge
241 ggcgggcccce

ggctccagcect
gagtgcgggg
gcctgctctg
cgccgcecgece
tggggcacgg

gcccccagat
ccccggcetge
cccecgcegetg
gcccgcgaac
agcggagcgc
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gtgggctggg
agtccggctg
ctgctgctge
gccaggctcg
atcctggcgg

cggctcgcgg
ccatggatcc
tgctgctgcet
ccgccgcecge
tgcccgtgeg

NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
NPI; PC I-
ggaactttcg
gccggcggga
gccgceccgecg
cgacccccca
cactgacgcc


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=994&to=1077&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1078&to=1234&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1235&to=1340&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1341&to=1484&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1485&to=1617&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1618&to=1731&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=1732&to=2047&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=2022&to=2027&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=2028&to=2033&sat=4&sat_key=98990114
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/301129193?from=2047&to=2047&sat=4&sat_key=98990114

301
361
421
481
541
601
661
721
781
841
901
961
1021
1081
1141
1201
1261
1321
1381
1441
1501
1561
1621
1681
1741
1801
1861
1921
1981
2041

cagggccgcet
cgcagggccg
agtcacctct
aacgcccgcece
cgcgtggagce
gcctcctcectg
gaggagttct
cgtgtgcatg
ctggacacag
gaggagcacg
aacatcgagg
gtacagaagt
ttgggtgccc
atgagcctca
tacctccagc
acacggcagg
catccggtcc
gcccatgaga
gacgaggtgc
cactggtccc
ctggatgacc
tccatgaacg
cggacctttg
aagaccaaga
ggcgcggtgg
tgaggtcaga
tacaaaaatt
ggcatgaaaa
gctctccagt
tgcaccaaaa

tggtgtccca
cccecggtecg
tctacaatgt
tcgtggcgcece
ccctgctecgg
tggcgctcag
tcatcgaacc
tggtgtatcg
gggcctccect
ccaacagctc
tcctgctggg
acctgctgac
acatcaacgt
tcgagatcgg
agaagccaga
actttgggcc
gcagctgcac
ctggccacgt
ggctgggcag
gctgcagcca
ccttcgeccca
agcaatgccg
acccctgcaa
aggggccccce
ctcatgcctg
agttcaagac
agctgggcgce
tcgtttgagce
ctggatcaca
aaaaaaaaaa

cgtggtgtcg
gaccccgagc
cacggtcttt
cggggccact
gagctgtctc
caactgcgat
cttggagaag
ccggccaccce
ggacagcctg
gaggcggagg
cgtggatgac
actcatgaac
ggtcctggtyg
gaacccctct
cacgggccac
ttccggcatg
cctgaaccat
gctgggcatg
catcatggcg
gcaggagctg
cgactggccg
ctttgacttc
gcagctgtgg
cttggacggg
ttatcccagc
aagtctggtt
ggtggtgggt
ccaggaggcg
cagcaagacc
aaaa
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gcagctacgt
ttcccecggag
ggccgagacc
atggagtggce
tacgtcggag
gggctggctyg

gggctggcgg
acgtccccte

gacagcctca
gcacgcaggc
tctgtggtgce
attgtcaatg
cggatcatcc
cagagcctgg
gatgaatacc
caaggctatg
gaggacggct
gagcacgacg
cccctggtge
agccgctacc
gcgctgcccce
ggcctggget
tgcagccatc
actatgtgtg
actttgggag
aacatggcaa
gcctgtaatc
gaggttgcgg
ctgtctcaaa

ccagagcagg
gcaacgagga
tgcacctgcg
agggcgagaa
acgtggccgg
gtctgatccg
cgcaggaggc
ctctcggggg
gccgcgcecct
atgctgcgga
agttccacgg
aaatctacca
tcctgagcta
agaatgtctg
acgatcacgc
ctcctgtcac
tctcctcage
ggcagggcaa
aggccgcectt
tgcactccta
agctcccggg
acatgatgtg
ctgacaaccc
cacctggcaa
gccaaggtag
aatcccgtct
ccagctactc
tgagccaaga
aaataaaaat

ggtacgagcc
ggagcctgge
gctgcggcecce
gggcaccacc
cctagccgaa
gatggaggag
tgagcaaggc
gccacaggcc
gggcgtccta
cgatgactac
gaaggagcac
tgacgagtcc
tggaaagtcc
ccgctgggcece
catcttcctce
cggcatgtgce
gtttgtggtg
ccgctgtggce
ccaccgcttc
tgactgcctg
actgcactac
cacggcgttc
ctacttttgc
gttcaggccg
gtggatcgcc
ctactaaaaa
cggaggctga
tcgcgtcecget
aaaagtgaag



EK-C ADAMTS2 Restriksiyon Haritasi

Noncutters: Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Afllll, Agel, Agsl, Ajul, Apol, Arsl,
Ascl, Asull, Avrll, Barl, Begl, BciVI, Bcll, Bfil, Bglll, Bpll, BsaBl, BsePl, Bsml,
Bsp14071, BstEll, Btsl, Clal, Drdl, Eam1105l, Eco471ll, Eco571, EcoRI, EcoRV,
Fall, HaelV, Hindll, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, Ndel, Nhel, Notl,
Nrul, Pacl, Pfol, Pmel, PshAl, Psil, PI-Pspl, Psrl, Pvul, Sacl, Sacll, Sall, SanDl,
Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sfil, Sgfl, SgrDI, SnaBl, Spel, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul,
Swal, Taqll, Tatl, Tfil, Tsol, Tth111l, Vspl, Xbal, Xcml, Xmnl

Name Sequence Le?riwt;th Overhang | Frequency Pogi:igns
Ball TGGCCA 6 blunt 1 1234
FspAl RTGCGCAY 8 blunt 1 189
Olil CACNNNNGTG 6 blunt 1 441
Aarl CACCTGC 7 five_prime 1 373
BamHI GGATCC 6 five_prime 1 5
BspHI TCATGA 6 five_prime 1 883
BtgZl GCGATG 6 five_prime 1 541
Eco31l GGTCTC 6 five_prime 1 349
EcoNI CCTNNNNNAGG 6 five_prime 1 1317
Esp31 CGTCTC 6 five_prime 1 472
Ncol CCATGG 6 five_prime 1 1
PpuMI RGGWCCY 7 five_prime 1 809
PspXI1 VCTCGAGB 8 five_prime 1 758
SarAl CRCCGGYG 8 five_prime 1 11
Smil CTYRAG 6 five_prime 1 758
Xhol CTCGAG 6 five_prime 1 758
Xholl RGATCY 6 five_prime 1 5
BsrDI GCAATG 6 three_prime 1 1479
Dralll CACNNNGTG 6 three_prime 1 224
Ecil GGCGGA 6 three_prime 1 779

94


http://rebase.neb.com/rebase/enz/BalI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FspAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/OliI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AarI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BamHI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BspHI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtgZI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco31I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Esp3I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NcoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PpuMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PspXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SgrAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmlI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrDI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraIII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EciI.html

Site Cut

Name Sequence Overhang | Frequency

Length Positions
Fsel GGCCGGCC 8 three_prime 1 490
Mmel TCCRAC 6 three_prime 1 455
NmeAlll GCCGAG 6 three_prime 1 378
PfIMI CCANNNNNTGG 6 three_prime 1 1241
Pstl CTGCAG 6 three_prime 1 1356
TspGWI ACGGA 5 three_prime 1 172
Btrl CACGTC 6 blunt 2 482, 652
PmaCl CACGTG 6 blunt 2 221, 1238
Pwvull CAGCTG 6 blunt 2 1174, 1544
Smal CCCGGG 6 blunt 2 401, 1447
ApaLl GTGCAC 6 five_prime 2 1508, 1618
BbvCl CCTCAGC 7 five_prime 2 717,1205
Haal GACGC 5 five_prime 2 204, 722
Narl GGCGCC 6 five_prime 2 396, 1308
Plel GAGTC 5 five_prime 2 822, 923
Rsrll CGGWCCG 7 five_prime 2 275, 1166
SfaNI GCATC 5 five_prime 2 178, 1309
Alfl GCANNNNNNTGC 6 three_prime 2 1119, 1153
Alol GAACNNNNNNTCC 7 three_prime 2 549, 581
Apal GGGCCC 6 three_prime 2 148, 1597
Bael ACNNNNGTAYC 7 three_prime 2 852, 885
Bdal TGANNNNNNTCA 6 three_prime 2 875,909
Bgll GCCNNNNNGGC 6 three_prime 2 152, 264
CspCl CAANNNNNGTGG 7 three_prime 2 1256, 1291
@ CTGRAG 6 three_prime 2 1029, 1038
Gsul CTGGAG 6 three_prime 2 1029, 1038
Hin4l GAYNNNNNVTC 6 three_prime 2 1185, 1217
Hphl GGTGA 5 three_prime 2 315, 1139
Ppil GAACNNNNNCTC 7 three_prime 2 549, 581
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/FseI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MmeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NmeAIII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PflMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspGWI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PmaCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PvuII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApaLI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HgaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NarI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PleI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/RsrII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfaNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlfI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AloI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BaeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BdaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BglI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/CspCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57MI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57MI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/GsuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hin4I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HphI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PpiI.html

Name

Sphl
TspRI

BsaAl

BsrBI

BpulOl

Acyl

BsmAl

g

Sequence

GCATGC
CASTG

YACGTR
CCGCTC

CCTNAGC

CCCWGGG

GTSAC

ACTGG

CCANNNNNNTGG

CGWCG

GAAGA

CAYNNNNRTG

GCCGGC

GRCGYC

GTCTC

ACCTGC

CAGNNNCTG

RGCGCY

RCATGY

Site
Length

Overhang

three_prime

three_prime
blunt
blunt

five_prime

five_prime

five_prime

three_prime

three_prime

three_prime

three_prime

blunt

blunt

five_prime

five_prime

five_prime

three_prime

three_prime

three_prime
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Frequency

Cut
Positions

783, 1130
197, 1347

221, 860,
1238

24, 80, 162

717, 963,
1205

149, 200,
728

321, 338,
1145

1235, 1347,
1428

443, 1230,
1673

477, 1260,
1284

320, 560,
1085

441, 936,
1152, 1387

13, 488,
642, 1429

196, 396,
733, 1308

349, 471,
472, 1221

367, 373,
880, 1387

523, 680,
1016, 1367

399, 516,
1311, 1434

630, 783,
1130, 1157


http://rebase.neb.com/rebase/enz/SphI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrBI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Bpu10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PasI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tsp45I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BstXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hpy99I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MboII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MslI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NaeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AcyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BspMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlwNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HaeII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NspI.html

Name

Tstl

Cfr10l

Aval

BseY|

Avall

Fokl

BseMllI

g

Sequence

CACNNNNNNTCC

CCATC

RCCGGY

YGGCCR

CCWWGG

ATGAA

CYCGRG

CCCAGC

RGGNCCY

GGWCC

GGATG

CTCAG

GTGCAG

Overhang

three_prime

five_prime

five_prime

five_prime

five_prime

three_prime

five_prime

five_prime

five_prime

five_prime

five_prime

three_prime

three_prime

97

Frequency

(6]

Cut
Positions

641, 673,
1601, 1633

522, 545,
1098, 1168,
1564

11, 486,
640, 1149,
1427

350, 484,
642, 1232,
1425

1, 580, 919,
1600, 1682

560, 900,
913, 1087,
1479

284, 399,
456, 663,
758, 1445

815, 1033,
1241, 1292,
1438, 1665

145, 677,
691, 809,
1593, 1594

275, 280,
809, 941,
1166, 1345,
1522

156, 563,
837, 942,
1147, 1416,
1543

530, 601,
731, 954,
1023, 1219,
1359

345, 858,


http://rebase.neb.com/rebase/enz/TstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Cfr10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/CfrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspDTI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseYI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FokI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseMII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsgI.html

Name

BsaXl

BseRl

BseSI

EcoP15I

w
o
=

EcoRlI

Sequence

CCCGC

ACNNNNNCTCC

GAGGAG

GKGCMC

CAGCAG

GDGCHC

CCWGG

Site
Length

Overhang

five_prime

three_prime

three_prime

three_prime

five_prime

three_prime

five_prime

98

Frequency

12

14

15

Cut
Positions

1160, 1338,
1365, 1437,
1571

8, 50, 110,

135, 267,

393, 447,
1356

549, 579,
641, 671,
1185, 1215,
1368, 1398

321, 324,
494, 570,
573, 576,
649, 756,
1193

148, 157,
184, 435,
773, 929,
1512, 1597,
1622

20, 23, 26,
29, 32, 35,
38, 785,
845, 1077,
1370, 1389

148, 157,

184, 260,

435, 451

748, 773,

859, 929,
1255, 1512,
1597, 1622

111, 137,
148, 172,
199, 314,
679, 697,
706, 727,
943, 1015,
1312, 1492,
1622


http://rebase.neb.com/rebase/enz/FauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseSI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoP15I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SduI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRII.html

Name

Taul

Sequence

GCAGC

GCWGC

GCSGC

Site
Length

5

Overhang

five_prime

five_prime

three_prime

99

Frequency

19

19

24

Cut
Positions

34, 37, 40,
43, 46, 49,
52, 55, 243,
358, 770,
1161, 1183,
1309, 1338,
1366, 1420,
1553, 1564

47,50, 53,
56, 59, 62,
65, 68, 231,
371, 783,
1171, 1174,
1297, 1351,
1354, 1433,
1541, 1552

24,31, 74,
77, 80, 89,
92, 95, 98,
101, 123,
126, 129,
208, 270,
371, 377,
600, 724,
1033, 1292,
1326, 1375,
1480


http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TseI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TauI.html

