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OZET

INSAN ADAMTS2 GENININ TRANSKRIiPSiYONEL REGULASYONU
DOKTORA TEZI
MELTEM ALPER
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIiM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, AGUSTOS-2013

ADAMTS’ler (A Disintegrin And Metalloprotease domain  with
ThromboSpondin type | motifs) embriyonik gelisim, anjiyogenez ve kikirdak
degredasyonu gibi 6nemli fizyolojik siireglerde gorev yapan metaloproteazlardir. Bu
ailenin dyelerinden ADAMTS2 fibriler prokollajenlerin amino uglarmin
kesilmesinde gorev yapmaktadir. ADAMTS2 genindeki mutasyonlar insanlarda
Ehler Danlos sendromu tip VIIC’ye neden olmaktadir. Organizma i¢in daha bir¢ok
onemli fonksiyonu bulunan ADAMTS2’nin transkripsiyonel regiilasyonunun
aydinlatilmasi oldukca 6nemlidir.

Bu ¢aligmada transkripsiyon baslangi¢ bolgesinden 760bg’ye kadar uzanan
ADAMTS2 promotor bolgesi ve transkripsiyonel olarak en aktif bolgenin
belirlenmesi amaciyla {i¢ farkli uzunlukta [-530/+112], [-324/+112], [-180/+112]
promotor pargas1 lusiferaz vektoriine klonlandi. Saos (insan osteosarkoma)
hiicrelerinde yapilan gegici transfeksiyon analizleri sonucunda biitiin pargalarin
yiikksek promotor aktivitesi gosterdigi ve transkripsiyonel aktivite i¢in en kiigiik
promotor pargasinin yeterli oldugu belirlendi. Biyoinformatik analizlerle ADAMTS2
promotorunun 110bg¢’lik 5’UTR bolgesine sahip oldugu, TATA kutusu igermedigi,
GCkutulari, GA kutulari, CpG adalari, SP1 ve USF i¢in baglanma motifleri i¢erdigi
belirlendi. Yapilan ko-transfeksiyon caligmalariyla USF ve SP1’in ADAMTS2
promotor aktivitesini arttirdigi belirlendi. USF’nin fonksiyonel olarak promotora
baglandigi da EMSA calismalariyla belirlendi.

ADAMTS2’nin ¢alisilan hiicre hatlarinda en fazla MG-63’te ve en az
HUVEC’te ifade oldugu belirlendi. Saos hiicrelerinde  ADAMTS2 proteini
immunfloresans ile isaretlendi. Ayrica Saos hiicrelerinde IL-6 ve IL-la
stimiilasyonuyla ADAMTS2 ve ADAMTS3 ekspresyonunun mRNA ve protein
diizeyinde arttig1 qRT-PCR ve Western blot ¢alismalariyla belirlendi. Benzer MG-63
modelinde de sonuglar dogrulandi. IL-6’nin ADAMTS2 promotor aktivitesini
arttirdi@i belirlendi. Saos hiicrelerinde yapilan inhibisyon caligmalariyla IL-6’nin
STAT yolunu ve de-novo protein sentezini aktive ettigi belirlendi. IL-6 sitokininin
Saos hiicrelerinde hiicre proliferasyonuna neden olmazken IL-la’nin hiicre
proliferasyonuna neden oldugu MTT ¢aligmalariyla belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS?2, transkripsiyonel regiilasyon, Ehler Danlos
sendromu, osteosarkoma, IL-6, IL-1a, STAT



ABSTRACT

TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF HUMAN ADAMTS2 GENE
PH.D THESIS
MELTEM ALPER
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY

(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)

BALIKESIR, AUGUST-2013

ADAMTS (A Disintegrin  And  Metalloprotease  domain  with
ThromboSpondin type | motifs) are metalloproteinases with demonstrated
functionality in embryonic development, angiogenesis and cartilage degradation.
One of the members of this family, ADAMTS2 responsible for removal of the amino
terminus of the fibrillar procollagens. Mutations in the ADAMTS2 gene causes Ehler
Danlos syndrome type VIIC in humans. It is quite important to elucidate the
transcriptional regulation of the ADAMTS2 which has many important functions for
organism.

In this study, ADAMTS2 promoter region extending up to 760bp from the
transcription start site and three different portions of the promoter [-530/+112], [-
324/+112], [-180/+112] fragments were cloned into luciferase vector to determine
transcriptionally most active region. As a result high promoter activity was
determined with all constructs in transiently transfected Saos (human osteosarcoma)
cells and the smallest construct was enough to exhibit the transcriptional activity.
Bioinformatic analyses revealed that TATA-less ADAMTS2 promoter has a 110bp
5’UTR region including GC, GA boxes, CpG islands, SP1 and USF binding motifs.
The co-transfection studies determined increased activity of the ADAMTS2 promoter
with USF and SP1. Functional binding of USF to ADAMTS2 promoter was
determined by EMSA studies.

Expression of ADAMTS2 was determined at most MG-63 and at least
HUVEC among the studied cell lines. ADAMTS2 protein was labelled in Saos cells
by immunofluorescence. increased ADAMTS2 and ADAMTS3 expression at mMRNA
and protein levels with IL-6 and IL-1a stimulation of Saos cells was also determined
gRT-PCR and Western blotting studies. Results were also confirmed similar MG-63
model. IL-6 was increased activity of the ADAMTS2 promoter. Inhibition studies
showed STAT pathway and de-novo protein synthesis activation after IL-6
stimulation in Saos cells. Cell proliferation wasn’t determined with IL-6 stimulation
in Saos cells by MTT experiments. On the contrary IL-1a caused cell proliferation.

KEYWORDS: ADAMTS2, transcriptional regulation, Ehler Danlos Syndrome,
osteosarcoma. IL-6, IL-1a, STAT
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1. GIRIS

MMP’ler (Matrix Metalloproteinase; Matriks Metaloproteinaz), hiicreler
arast matrikste gorev yapan enzimlerdir. Embriyogenez, normal doku yenilenme
slireci, yara onarimi Ve anjiyogenez gibi normal siireglerde rol oynadig gibi; aterom,
artirit, kanser ve iilserlesme gibi patolojik siireclerde de rol oynar. Bugiinkii bilgiler
dahilinde kollajeni yiktigi bilinen tek enzim grubu MMP’lerdir [1]. Kemik ve
kikirdagin temel bileseni olan kollajenler doku ve organlara mekanik desteklik
saglaylp onlar1 dis etkilere karst koruyan hiicreler arast matriksin temel
bilesenlerindendir. Kollajen, hiicreye oryantasyonu i¢in platform saglar ve dokuya
ozgiin gen ekspresyonu icin hiicreleri tesvik eder. Ozellikle Tip I, II, III ve V
kollajenleri cilt, kemik, tendon, dentin, hiyalin kikirdak, kan damarlari, kornea ve
sinoviyal membranlar gibi bir¢ok dokuda bulunmaktadir. Bu kollajenler fibril
olusturabilme yetenegindedir. Hiicrelerde sentezlenen kollajen hiicreler aras1 matikse
salgilanir ve bir takim islemlere tabi tutulur. Bu islemler proteinin amino ve karboksi
uclarindaki aminopropeptid kisimlarinin uzaklastirilmasin1  kapsamaktadir. Bu
islenme diizgiin olarak ger¢eklesmediginde anormal fibril yapisi ve bununla
baglantili olarak patofizyolojik problemler ortaya c¢ikmaktadir. Kollajenlerin
karboksi uglarinin olgunlagsmasinda BMP-1 (Bone Morphogenetic Protein; Kemik
Morfogenetik Protein-1) gibi bir dizi prokollajen C proteinaz enzimleri goérev
yapmaktadir [2, 3]. Kollajenlerin amino uglarindaki islenmeyi ise bugiinkii
bilgilerimize gore ADAMTS2 (A Disintegrin and Metalloproteinase with
Thrombospondin Motifs 2; Trombospondin Motifli Disintegrin ve metaloproteinaz
2), 3 ve 14 prokollojen N proteinazlar (pNP) yapmaktadir. ADAMTS2; tip I, 11, 11l ve
V prokollajenleri olgunlastirabilmektedir. Ozellikle ciltte bulunan prokollajenlerin
amino uclarinin  olgunlastirilmasinda ADAMTS2  alternatifsiz  olarak  gorev
yapmaktadir. Bu nedenle ADAMTS2 gen mutasyonlart ile ilgili fonksiyonel
kayiplarda cildin kollajen yapist deforme olup, Ehler-Danlos Sendromu Tip VIIC ve
Dermatosparaksis gibi onemli sendromlar ortaya ¢ikmaktadir [4, 5]. Kollajenin
islenmesinde, kilit rolii olan ADAMTS2 ilk olarak Colige ve dig. [6, 7] tarafindan
prokollajenin amino ucunun islenmesi i¢in 6nemli olan bir protein olarak pNP olarak

adlandirilmigtir.  Daha sonra Kuno ve dig. [8] tarafindan ADAMTSI’in
1



aydinlatilmasiyla pNP’nin de aslinda bir ADAMTS oldugu onerilerek bu sekilde

isimlendirilmistir.

1.1 ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS proteazlar ilk olarak farelerde, sonrasinda ise memelilerde ve
C.elegans’da aydinlatilmistir [9]. Bilinen 19 iiyesi mevcuttur. Kisaca 6zetlenecek
olursa; anti anjiyogenik ADAMTS1 ve 8, agrekanazlar; ADAMTS], 4, 5, 8, 9 ve 15,
PNP’ler; ADAMTS?2, 3, 14, ireme organlar gelisiminde gorev alanlar; ADAMTS9 ve
20, VWFCP (von Willebrand factor clevage protease; von Willebrand faktérii kesen
proteaz); ADAMTS13, organ olusumunda goérev aldigi disiiniilen; ADAMTS17 ve
ailenin fonksiyonu ve substratlart tam olarak aydinlatilamamig tyeleri ise;

ADAMTS®6, 7, 10, 12, 16, 18 ve 19 olarak adlandirilmaktadir [10].

ADAMTS enzimleri, yapisal ve evrimsel olarak ADAM (A Disintegrin and
Metalloproteinase; Disintegrin ve Metaloproteinaz) ve MMP’ler ile benzerlik
gosterir. Sekil 1.1’de MMP, ADAM ve ADAMTS proteazlara ait temel domain
yapilar1 gosterilmektedir [4].

Sinyal Peptid Sistein Zengin Transmembran

ADRM Sitoplazmik Kuyruk

Prodomain Metaloproteaz Disintegrin EGF Benzeri

Trombospondin Benzeri
(TS)

oo | D)
X

Fibronektin II Benzeri Hemopeksin Benzeri

-

Sekil 1.1: MMP, ADAM ve ADAMTS proteinazlarinin temel domain yapilari
(Darren ve dig.’den [11] uyarlanmustir).

Transmembran proteinler olan ADAM enzimlerinin aksine (ADAM12 ve 28

varyasyonlari harig), tiim memeli ADAMTS enzimleri salgilanan molekiillerdir ve

2



ADAM proteinlerinde bulunan EGF (Epidermal Growth Factor; Epidermal Biiyiime
Faktorii) benzeri domainler, ADAMTS proteazlarda yoktur. Bunun yerine ADAMTS
proteazlar karboksi ug¢ bolgelerinde degisen sayilarda TS (Thrombospondin 1;
Trombospondin 1) tipine benzer tekrarlar igerir. Bu tekrarlar hiicrelerarasi matrikse

baglanmay1 saglar [12].

1.2  ADAMTS Ailesi Uyelerinin Yapisal 6zellikleri

Biitin ADAMTS enzimleri Oncelikle inaktif pre-proproteinler olarak
sentezlenir. ADAMTS ailesi iiyeleri yapisal olarak ortak bazi karakteristik domainler
ve motifler igermektir (Sekil 1.2). Bu domainler amino ugtan karboksi uca dogru

sOyledir;

Sinyal peptid dizisi; degisken uzunluklarda (220-300 aminoasit) olabilir.
ADAMTS13’te 74 aminoasit i¢erigiyle digerlerine gére daha kisadir [3].

Pro-domain; inaktif formdaki 6nciil enzimi korur [3]. Furin kesimi igin en az
bir tane korunmus motif igerir. Bir konvertaz enzimi olan furin latent halde bulunan
onciil proteinleri biyolojik olarak aktif formlarmma donistirtr. Furin insanlarda
FURIN geni tarafindan kodlanan bir proteindir. Furin ayrica PACE (Paired basic
Aminoacid Cleaving Enzyme) olarak da bilinir [13-15].

Metaloproteinaz katalitik domain; ADAMTS proteazlarin katalitik
domainleri yiliksek derecede benzerlik gosterir. Reprolizin tip ¢inko baglanma motifi
icerir. Katalitik ¢inko iyonu {i¢ adet histidin rezidiisii ile koordine halde bulunur. Bu
koordinasyon korunmus glisin ile saglanir. Glisin dar bir sa¢ tokasi ilmegi olusturur
ve bu sekilde ti¢ histidin rezidiisiinliin dogru pozisyonda bulunmasina olanak saglar.
Cinko baglanma dizisini korunmus bir metionin rezidiisii izler. Bu yiizden aktif bolge
Met-¢inko tip olarak adlandirilir. Metioninin sag el donilis yoniinde olusturdugu

doniimler aktif bolge i¢in 6nemlidir [3, 12].

Disintegrin benzeri domain; bu kisim sistein igermediginden Disintegrin

benzeri olarak adlandirilir. Yilan zehiri disintegrini ile benzerlik gostermektedir.



Merkezi TS (Trombospondin) Tip-1 benzeri tekrarlar; bu domainin
stlfatlanmis  glikozaminglikan  baglama domaini olarak gbérev  yaptigi

diisiiniilmektedir ve heparin baglama tinitesi igermektedir.

Sistein bakimindan zengin domainler; 10 adet korunmus Sistein rezidiisii

icermektedir.

Degisebilen uzunlukta ara boélge; amino ve karboksi uglarda, korunmus

hidrofobik rezidii igerir. Bu bolge enzimin yapisal karakterini etkilemez.

Karboksi ucunda degisken sayillarda TS tekrarlari; ADAMTS4 disindaki
biitliin tiyeler 1-14 adet TS tekrarlar igerir [3].

Yukarida sayilan kisimlara ek olarak bazi ADAMTS enzimleri, karboksi ugta

farkl1 modiiller de igerebilir. Ornegin;
Musin domaini; ADAMTS7 ve 12, musin domaini igerir [16].

GON (Ureme organ) domainleri; gonad gelisiminde gérev alir. ADAMTS9
ve 20 bu domaini igerir [17].

CUB (Complement subcomponent C1r/Cls/embryonic sea urchin protein
Uegf (urchin epidermal growth factor) / Bone morphogenic protein 1) domaini; bu
domaini igeren proteinlerin ¢ogunun embriyogenez ya da organogenez gibi gelisim
stireclerinde rol aldigi disiiniilmektedir. CUB domaini ¢inkoya bagimli astasin
ailesinde goriilir ve fonksiyonel olarak bagimsiz bir modiildir. Hiicreler arasi
proteinlerde degisken oranlarda bulunur. ADAMTS13, iki adet CUB domaini igeren
tek tyedir [18].

PLAC (Protease and Lacunin; Proteaz ve Lasunin) domaini; PLAC domaini
ilk olarak hiicreler arasi matriks proteini olan lasuninin karboksi ucunda
bulunmustur. Kanat olusumu ve embriyonik gelisimde epitel hiicrelerin
sekillenmesinde gorev yapar. ADAMTS2, 3, 10, 12, 14, 17 ve 19 bu domaini igerir
[19].

BMP-1 domaini: ADAMTS13 karboksi ucunda bu domaini icermektedir [18].



N- | Proteaz Domairi | L s YanDomain
ADAMTS1, ADAMTS15

Meth-1

ADAMTS4

Agrekanaz-1

%1 pNP
Agrekanaz-2, Meth2

ADAMTSY, ADAMTS20

M sinyal peptid @ TS tekrarlan # PLAC domaini
[] Pro-domain [] sistein zengin domain CUB domaini
B Metaloproteaz domain

Ara bolge 2 GON-1 domaini

Disintegrin benzeri ] pNP domaini

domain

Sekil 1.2: ADAMTS proteazlarin domain yapisi (Apte’den [20] uyarlanmistir).

1.3 ADAMTS Proteazlarin Ekspresyonlari

Memelilere ait ADAMTS genlerinin ¢ogunun erigkin dokularda ekspresyonu
diisiik  seviyelerde yapilmaktadir. Fakat farkli dokulardaki transkripsiyon
seviyelerinin northern blot ve RT-PCR analizi ile karsilastirilmasi anlamli sonuglar
vermektedir. Buna gére ADAMTSI, 4 ve 7 ailenin diger tiyelerine gore dokularda
nispeten daha ¢ok bulunmaktadir. ADAMTS2, 3 ve 8 ise genellikle disiik
seviyelerde bulunmaktadir. ADAMTS5 ve 6 plasentada olduk¢a fazla eksprese
edilmektedir. Tablo 1.1’de insana ait ADAMTS enzimlerinin norma ve malignant

dokulardaki ekspresyon analizi detayl bir sekilde verilmistir [10].



Tablo 1.1: ADAMTS enzimlerinin farkli dokulardaki ekspresyon analizi [10].

Gen Ismi Fetal Doku Normal Eriskin Doku Meg:ﬂ:‘jnt
Kalp, plasenta, karaciger, iskelet kasi, bobrek,
i . tiroid bezi, adrenal medulla, adrenal korteks,| ;..
ADAMTS1 Bobrek, akeiger mide, uterus, mesane, serviks, aort, kolon, Hiicre hatlar:
Ozefagus, ovaryum, prostat, omurilik, kikirdak
Aort, kemik, deri, tendon, mesane, retina,
ADAMTS2 ) bobrek, akciger, barsak, karaciger, iskelet kasi )
ADAMTS3 - Plasenta, akciger, beyin, kalp, deri -
Mesane, beyin, ovayum, kalp, iskelet kasi,
ADAMTS4 ) uterus, mide, omurilik, kikirdak )
ADAMTS5 ) Mesane, serviks, Ozefagus, plasenta, uterus, )
kikirdak
ADAMTS6 - Plasenta -
ADAMTS7 ) Kalp,wlskelet kasi, bobrek, pankreas, beyin, )
karaciger
ADAMTSS Beym..’ akciger, Akciger, kalp, plasenta, beyin Hiicre hatlar
bobrek
Beyin, kalp, bobrek,
ADAMTS9 karaciger, akciger, |Kalp, plasenta, akciger, iskelet kasi, bobrek, )
iskelet kasi, dalak, |pankreas, ovaryum, kolon, kikirdak
timus
Pankreas, kalp, beyin, akciger, plasenta,
ADAMTSI10 - karaciger, bobrek Hiicre hatlan
ADAMTS12 Akciger Belirlenememis Mide kanseri
ADAMTS13 Karaciger Prostat, beyin, karaciger, plasenta, kalp, )
iskelet kasi
. Prostat, beyin, karaciger, retina, akciger,| Bobrek ve
ADAMTS14 Akciger plasenta, uterus g0giis kanseri
ADAMTS15 | Karaciger, bobrek |--- -
ADAMTS16 | Akciger, bobrek |Beyin, ovaryum, prostat, uterus -
ADAMTS17 Akciger Ovaryum, prostat, beyin, karaciger -
ADAMTS18 | Akciger, bobrek | Prostat, beyin, endotel, genealt bezi -
ADAMTS19 Akciger Osteosarkom
. Beyin, kolon
ADAMTS20 ) Tesj[[s, prostat, ovaryum, kalp, plasenta, ve gbiis
akciger, pankreas, beyin Kanseri




1.4 ADAMTS Proteazlarin Fizyolojik Fonksiyonlar:

ADAMTS proteazlar, embriyonik gelisim, anjiyogenez, ilireme, kikirdagin
islenmesi, gibi canlilar i¢in Onemli bir¢ok fizyolojik siirecte gorev alirlar.

ADAMTS’lerin gorevleri Sekil 1.3°te sematik olarak 6zetlenmistir.

Prokollajen N

Propeptidaz

ADAMTS 2,3 ve 14

Hyalektanaz
Aktivitesi

Anti Anjiyogenik
Aktivite

ADAMTS Proteazlarin

ADAMTS1,4, 5, 8,9 ve 15 Fizyolojik Fonksiyonlar: ADAMTS 1, 8,ve 14

ezl E Von Willebrand

Embriyogenez
Organogenez

Faktorii Kesimi

ADAMTS 1ve 20 ADAMTS 13

Sekil 1.3: ADAMTS proteazlarin fizyolojik fonksiyonlari [10].

1.4.1 Hyalektanaz Aktivitesi: (ADAMTSL, 4,5, 8, 9, 15 ve 20)

ADAMTS enzimlerinden bazilarinin hiicreler arasi matrikste bulunan ve
kondroitin siilfat proteoglikanlari olarak bilinen hyalektanlari (agrekan, versikan ve
brevikan) isleyebildikleri aydinlatilmistir. Agrekan, kikirdak, tendon, aort ceperi,
omurga diski ve perindronal agda bulunan temel proteoglikandir. Kikirdakta Tip 11
kollajeni arttirir ve hidratasyonla kikirdak dokunun basinca karsi dayanikli olmasini
saglar. ADAMTS ailesinden ADAMTSI, 4, 5, 8, 9 ve 15 agrekanaz aktivitesi
gostermektedir. Agrekan diger baska proteazlar tarafindan da islenir ancak
kikirdaktaki agrekanin, agrekanaz aracili yikimi artirit gelisiminin bir gostergesidir.
Agrekan, kollajen fibrillerinin kollajenazlar tarafindan degredasyonunu onler.
Agrekan ve versikanin agrekanaz aracili kesiminin, tendonun gergin bolgelerinde
oldugu kaydedilmistir. Bunun da dokunun homeostasisi agisindan énemli olabilecegi
distiniilmektedir. ADAMTS4 ve 5 osteoartiritte agrekan yikiminda gorev alan
agrekanazlardir. Farelerde yapilan ¢alismalar ADAMTSS’in  artan agrekanaz

aktivitesinden birinci dereceden sorumlu oldugunu gostermektedir [4].
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ADAMTS proteazlarin gogu hyalektan versikani da analog boélgelerden keser.
ADAMTS4 ve 5’in merkezi sinir sisteminde bulunan brevikant kestigi

aydinlatilmistir.

ADAMTS4’iin fibromodulin ve dekorini kestigi gibi COMP (Cartilage
oligometric matrix protein; Kartilaj oligomerik matriks proteinini)’u kestigi
aydinlatilmistir. ADAMTS proteinazlarin bu alt grubunun sadece proteoglikanlarin
kesimi ile kisitlanmis olmamasi bu enzimlerin daha genis bir proteolitik spektruma

sahip olabilecegini gostermektedir [4, 5].

1.4.2 Anti-Anjiyogenik Aktivite: (ADAMTSL, 4 ve 8)

Bu altgrubun iiyeleri anjiyogenezi de regiile edebilir. Vaskiilarizasyon hem
tendon patolojisinin hem de artiritin bir 6zelligidir ve ADAMTS’ler her iki durum

icin de diizenleyici proteinler olabilir.

ADAMTSI1 ve 8, endotel hiicrelerinde, FGF-2 (Fibroblast Growth Factor;
Fibroblast biiyiime faktorii) ve VEGF (Vascular endothelial growth factor; Vaskiiler
Endotel Biiyiime Faktori) tarafindan indiiklenen anjiyogenik etkileri baskilayarak
timorde damar olusumunu inhibe eder. Bu aktivitenin trombospondin motifleri
aracilifiyla saglandig diisliniilmektedir. Bu etki endotel karakterli hiicreler lizerinde
gecerli olup, diiz kas hiicreleri ya da fibroblast hiicreleri i¢in gegerli degildir.
ADAMTST’in inhibisyon kapasitesi ADAMTS8’den fazladir. Ayrica ADAMTS4

mRNA’sinin in-vitro anjiyogenez modelinde arttig1 gosterilmistir [4].

143 VvWFCP: (ADAMTS13)

VWEFCP endotel hiicrelerde ve megakaryositlerde sentezlenen bir adhezyon
proteinidir. VWFCP hem primer hemostazda hem de kan koagiilasyon sisteminde
onemlidir. Molekiiler Faktor VIII, kollajen, heparin ve trombosit glikoproteinleri gibi
cesitli bilesiklerin baglandigi bolgeler vardir. Molekiil iizerindeki bu baglanma
bolgeleri sayesinde zedelenen damar duvarinda trombositlerin adhezyonu ve

agregasyonunda énemli rol oynar. vVWF hastalig1 kalitsal kanama anomalilerin en sik
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goriilenidir. Cogunlukla dominant olarak kalitilan bu otozomal hastalik vVWFCP adi
verilen multimerik plazma proteininin eksikligi veya fonksiyon bozukluklarina
baghdir. Trombotik trombositopenik purpura (VW hastalig1) son derece heterojen
olup Klinik olarak hafif mukozal kanamalardan hemofiliye benzer agir 6liimciil
kanama egilimine kadar farkli siddette kanama semptomlar1 ile kendini gosterebilir.
Yiiksek konsantrasyondaki vWF diizeyleri enflamatuar veya aterosklerotik vaskiiler
hasar durumlarinda goriiliir. ADAMTS13 biiyiik multimerik vW Faktor onciiliinii
optimum biiyiikliikte keser. Bu diizgiin bir koagulasyon i¢in gereklidir. ADAMTS13
enzimindeki mutasyonlar, trombotik trombositopenik purpura ile korelasyon
gostermektedir [21].

1.4.4 Gonad Gelisimi ve Embriyogenez (ADAMTS1, 9, 20)

ADAMTSY, C.elegans’ta aydinlatilan gon-1(gonadal development) geni ile
yiiksek derecede benzerlik gostermektedir. Gon-1 geni C.elegans’ta iireme organlari
gelisiminde gorev yapmaktadir. ADAMTS9’un gonad gelisiminde gorevi olup
olmadig1 heniiz aydinlatilmamistir. Ancak yapilan ¢aligmalarda 6zellikle bobrek ve
yumurtalik  tiimorlerinde  artis  gosterdigi  belirtilmektedir.  ADAMTS20,
trombospondin motiflerinin sayisi bakimidan ADAMTS9 ile benzerlik gosterir.
Farelerde yapilan c¢alismalar, ADAMTS20’nin  embriyogenez  siiresince

melanoblastlarin gogii i¢in gerekli oldugunu gostermistir.

Farelerde yapilan ¢aligmalarda ADAMTS1 eksikliginde, iirogenital sistem
gelisimi, organ morfolojisi, fonksiyonu ve disi fertilitesini etkileyen birgok gelisimsel
anomaliler oldugu tespit edilmistir. Sican, fare ve atlarda yapilan g¢aligmalarda

ADAMTSI1’in ovulasyonda rolii oldugu tespit edilmistir [4].

1.4.5 Prokollajen N-propeptidaz (pNP) Aktivitesi: (ADAMTS2, 3 ve 14)

ADAMTS?2 fibril olusturabilen tip I, Il 11l ve V kollajen 6nciillerinin amino
uclarin1 keserek olgun kollajen molekiillerinin olusturulmasini saglar. Ciltteki
ekspresyonu diger pNP’lere gore olduk¢a fazladir. ADAMTS2 genindeki

mutasyonlarin  sigir ve insanda Ehlers-Danlos Sendromu (Tip VIIC) ve
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Dermatosparaksis ile baglantili oldugu bulunmustur. Ehlers-Danlos Sendromu (Tip
VIIC) ¢ekinik olarak kalitilan bir bag doku hastaligidir. Onciil kollajen uglarmin
uygun olmayan bir sekilde islenmesinden dolay1 ortaya ¢ikmaktadir. Oldukga hassas
ve sarkik bir cilt yapisi, eklem yapisinda gevseklik ile belirti gostermektedir.
Farelerle yapilan ADAMTS2 geni susturma caligmalarinda cilt ve eklem yapisinda
yukarida bahsedilen benzer semptomlar ve ayrica erkek farelerde sperm seviyesinin
diismesine bagli olarak kisir bireylerin olustugu goézlenmistir. Bu ¢alismayla
ADAMTS2’nin  spermatogonyumlarin ~ olgunlastirilmasinda  gorev  yaptigi

aydimnlatilmistir.

ADAMTS3 fibriler kollajen onciillerinden tip I ve II’yi amino uglarindan
keserek olgunlastirmaktadir. Ciltte ADAMTS2 ’den daha az bulunmasina karsin
kikirdakta ADAMTS2’ye oranla 5 kat fazla bulunur.

ADAMTS14, ADAMTS2 nin homologudur. Tip I ve II prokollajenleri isler.
Ozellikle tendonda tip | Prokollajen N-proteinaz olarak gorev yapar [4, 22].

1.5 ADAMTS2

ADAMTS?2 geni, bir¢ok dokuya gii¢ ve destek saglayan kollajen molekiillerine
ait Onciil proteinlerin  (prokollajen) islenmesinden sorumlu olan enzimi
kodlamaktadir. ADAMTS2 geni 5. kromozomun uzun kolunda (178,473,473bg-
178,704,934) lokalize olmustur.

Ailenin aydinlatilan ikinci iiyesi oldugu icin ADAMTS2 olarak adlandirilir.
Bilinen diger isimleri; “ATS2_HUMAN, HPCPNI, NPI, PCINP, PCPNI, pNPI,
Procollagen 1/l amino-propeptide processing enzyme, a disintegrin-like and
metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin typel motif,2, Procollagen |
N-proteinase, Procollagen N-endopeptidase” olarak literatiirde gegmektedir [3].
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1.5.1 ADAMTS2 Metalloproteinazin Domain Yapisi ve Regiilasyonu

ADAMTS2 proteaz, ailenin diger iiyeleriyle benzer bir domain yapisi
gostermektedir. Bu domainlere ek olarak ADAMTS3, 10, 12, 14, 17 ve 19°da da
bulunan PLAC domainini i¢ermektedir (Sekil 1.4). Bu domain 6 adet sistein igeren

bir motiftir.

ADAMTS2 diger ADAMTS’ler gibi zimojen formda sentezlenir. Sonrasinda,
furin ya da diger ilgili enzimler tarafindan kesime ugrar, N- ve C- terminal bolgeleri
islenerek tamamen aktif hale getirilir. ADAMTS?2 enziminin islenmesi aktivitesi ve
kesim spesifikligi ilizerine etkili olan boélgelerin belirlenmesi amaciyla yapilan
calismalarda her bir domainin gorevi aydinlatilmistir. Buna gbre pro-domain kismi
ADAMTS?2 enziminin dogru katlanmasi igin gereklidir. Tam bir enzim aktivitesi igin
prodomain kismimin furin tarafindan kesilmesi gerekmektedir. C-terminal bolge
enzim aktivitesini negatif yonde regiile etmektedir. iki adet bulunan trombospondin
tip I tekrarlar1 enzim aktivitesini arttirmaktadir. Tam bir enzim aktivitesi igin

substrat1 tanimada ya da baglamada gorev yapmaktadir.

Trombospondin
TipI Benzeri

Domain  gjsteince

| | U ﬁDomainler | Tekﬁ'lar
LSl el o0+
1 0 1 Iy}

Prodomain Disintegrin Ara Bolge Ara Bolge
Benzeri Domain
Metalloproteaz PLAC
Domaini Domaini

Sekil 1.4: ADAMTS2 geninin domain organizasyonu (Apte’den [20] uyarlanmistir).

Enzimin 104 kDa’luk formu tip | prokollajen fizerinde en yiiksek
aminoprokollajen peptidaz aktivitesine sahiptir. Merkezi domainler tip | kollajen
onciillerinin islenmesi icin gereklidir. pNP domaini onciil kollajen molekiillerinin

amino uglarinin islenmesinde negatif regiilator olarak rol oynamaktadir [23].
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1.5.2 ADAMTS2 Enziminin Fizyolojik Fonksiyonlar1 ve Hastalklarla
Tiskisi

15.2.1 Kollajen Onciillerinin Islenmesi

Tip I-111 ve V kollajenleri, omurgalilarda hiicreler aras1 matriksin temel fibroz
bilesenlerindendir. Ikisi birlikte insana ait toplam proteinlerin yaklasik %30’unu
olusturmaktadir. Monomerik Tip I-V kollajenlerinin her biri ilkin 6nciil molekiiller
seklinde “prokollajen” sentezlenir. Prokollajen molekiilleri islenmis kollajen
monomerlerinden farklidir. Propeptid olarak bilinen amino ve karboksi terminal

peptid uzantilari igerirler (Sekil 1.5).

Yapilan ¢aligsmalar, prokollajen I-V’in amino ve karboksi propeptidlerinin,
optimum olarak nétral pH’da ve Ca*? iyonuna bagli metalloproteinazlar tarafindan

islendigini gostermistir [3].

ADAMTS-2 A A
LR

Sekil 1.5: Tip | prokollajenin amino ve karboksi propeptidlerinin islenmesi. Amino

uc solda, iki adet pro-al zinciri siyah, tek ve daha kisa olan pro-o02 gri
renklidir [3].

Tip 1-V karboksi ucta bulunan propeptitleri, BMP1/ TRF (Tolloid-related
family of astacin-like metalloproteinases; Tolloid Baglantili Astasin Benzeri
Metaloproteinaz Ailesi) tarafindan islenir. Amino propeptidlerin ise ADAMTS2
tarafindan iglenir. Temel fibriler kollajenlerin, karboksi propeptitlerinin
islenmesindeki defektlere bagli bir bag doku rahatsizlig1 heniiz kaydedilmemistir.

Bunun aksine amino propeptidlerin islenmesindeki aksakliklarin bir takim kalitsal
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hastaliklara yol ac¢tig1 aydinlatilmistir. Bunlar insanda Ehler—Danlos Sendromu Tip

VIIC ve sigirda tanimlanmig olan Dermatosparaksistir [3].

Oldukca dayaniksiz bir cilt ile belirginlesen dermatosparaksis bir bag doku
hastaligidir. Ilk olarak 1967 yilinda sigirda aydmlatilmistir. Daha sonra ise koyun ve
kedide rapor edilmistir. Lapiere ve dig. [24] bu hastaligin Tip I prokollajenden amino
propeptidlerini  kesen bir proteazin miktarindaki azliktan kaynaklandigini
gostermistir. Bu hastaliga sahip sigirda dermis anormal kollajen fibrilleri igerir ve
prokollajen monomerleri amino propeptidlerini hala tagimaktadir. Insanda EDS
TipVIIC, cildin fiziksel ozelligi, eklemler ve kan damarlarindaki defektlerle
belirginlesen otozomal resesif kalitsal bir bag doku hastaligidir. Amino propeptidin
tutulmast aslinda fibril olusumunu engellemez. Ancak olusan fibriller anormal
morfolojiye sahip olmaktadir. Benzer durum dermatosparaksiste de goriilmektedir.
Bu anormal fibril yapist normal kosullarda ya da g¢evresel stres altinda dokunun

canliligini saglayacak gerilme giiciinii saglayamamaktadir [24].

1.5.2.2 Gonad Gelisimi

ADAMTS2 geni susturulmus farelerde yapilan ¢alismalar bu enzim
eksikliginin sadece asir1 dayaniksiz bir cilt yapismma degil ayni zamanda
spermatogenezde azalma ve kisir erkek bireylerin olusumuna neden oldugunu da
gostermistir. Bu ylizden ADAMTS2 enzimi erkek fertilitesi i¢cin 6nem tasimaktadir
[25].

1.5.2.3 Anti-Anjiyogenik ve Anti-Tiimor Aktivite

ADAMTS2’nin anti anjiyogenik aktiviteye sahip oldugu ve apoptozu
indiikledigi in-vitro ve in-vivo yapilan ¢alismalarda bulunmustur. Endotel hiicrelerde,
VEGF ve FGF-2 stimiilasyonu ile ADAMTS2’nin anti anjiyogenik aktivitesi
gozlenmistir. Buna karsin ayni kosullar altinda fibroblast karakterli hiicrelerde
benzer etki gdzlenememistir. HUVEC (Human umbilical vein endothelial cell; /nsan

kordon endotel hiicreleri) hiicreleri model alinarak yapilan bir ¢alismada
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rekombinant ADAMTS2’nin ortama eklenmesi sonrasinda, HUVEC hiicreleri

tarafindan olusturulan kilcal damar benzeri yapilarin azaldig tespit edilmistir [26].

Ayrica literatiirde rastlanan bazi c¢aligmalarda ADAMTS [ADAMTS2,
Trp795-to-ter] ve kollajendeki [COL1A1, Argl34Cys] bazi mutasyonlarin anormal

dentin olusumuna neden oldugu kayit edilmistir [27].

1.5.3 ADAMTS?2 inhibitorleri

Ozellikle antifibrotik tedavi modellerinin olusturulmasinda ADAMTS2
inhibitdrleri 6nemli bir potansiyel olusturmaktadir. Bu acidan yeni ADAMTS2
inhibitorleri arastirilmakta ve sentetik inhibitorler de farkli arastiricilar tarafindan
sentezlenmektedir [28]. Papilin ilk olarak Drosophila’da hiicreler arasi matrikste
bulunan bir glikoprotein olarak aydinlatilmistir. Drosophila’nin gelisim siirecinde
Ozellikle matriksle iligkili 6nemli gérevlerinin oldugunun bulunmasi Caenorhabditis
ve memelilerde de arastirilmasini saglamistir. Drosophila, Caenorhabditis ve
memelilerde bulunan papilin proteinleri domain organizasyonlari bakimindan
oldukga benzerlik gostermektedir. Papilin ve ADAMTS’ler trombospondin tekrarlari
ve sisteince zengin domainleri bakimindan benzerlik gostermektedir. Yapilan in vitro

caligmalarda papilinin ADAMTS’lerin yarismasiz inhibitorii oldugu bulunmustur
[29].

Bunun yanisira, son donemde, matriksinler olarakta bilinen ve omurgalilarda
metalloproteinazlar1 inhibe edebilen TIMP (Tissue Inhibitor of Metalloproteinase)
ailesi tiyelerinden TIMP-3’tin, ADAMTS2 enziminin endojen inhibitdrii oldugu
aydmlatilmistir. TIMP-3 6zellikle heparin varliginda ADAMTS2 nin tip II kollajen
onciillerinin iglemesini inhibe edebilmektedir [30]. EDTA’nin da ADAMTS2

enziminin inhibitori oldugu belirlenmistir [23].

1.6 Sitokinler

Sitokinler bitki ve hayvan hiicreleri tarafindan tretilen, hiicrelerin

birbirleriyle iletisimini saglayan, olduk¢a diisiik molekiiler agirliga sahip protein ve
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peptidlerin bir grubudur. Hemen hemen biitiin biyolojik siireclerde gorev alirlar.
Hiicrelere olan etkileri otokrin, parakrin ya da endokrin yollarla olmaktadir. Hiicre
yiizeyinde bulunan sitokin reseptorleri araciligiyla gorevlerini yaparlar. Yangi
(enflamasyon) ve bagisiklik reaksiyonlarinda, aktif lenfositler, makrofajlar, endotel,
epitel ve bag dokular tarafindan olusturulurlar. Salimimlart gegicidir. Yapisal ve
fonksiyonel 6zelliklerine siniflandirimaktadirlar. Fonksiyonel 6zelliklerine gore; (IL)
Interlékinler, (IFN) Interferonlor, (TNF) Tiimér Nekroz Faktorler, (CSF) Koloni
stimiile edici faktorler, Kemokinler ve (TGF) Transforme edici biiyiime faktorleri
olarak siniflandrilmaktadir [31, 32].

Interlokinler: Lokositler tarafindan salgilanan ve 16kositler arasi haberlesmeyi
saglayan sitokinlerdir. Ozellikle enflamasyon, hematopoiez, dogal 6ldiiriicii
hiicrelerin iiretilmesi i¢in lenfositlerin uyarilmasi, virus ve mikroplara karsi savunma

gibi 6nemli gorevlerde rol oynarlar (IL-1-1L-36) [33].

Interferonlar: Patojen, virus, mikrop ya da tiimorlii hiicre varligma karst
konake¢1 hiicre tarafindan salgilanan molekiillerdir. Bu gibi durumlarda bagisiklik

sistemini hiicrelerini uyararak gerekli savunmanin yapilmasini saglarlar (IFN-a, IFN-

B, IFN-, IFN-y, CFR2-4, CFR2-12) [34].

Tiimor nekroz faktorler: Anti-timor aktiviteye sahip bir sitokin grubudur.
Ayrica apoptozu indiiklemesinin yani sira baska diger 6nemli fonksiyonlarinin da
bulundugu aydinlatilmistir (TNF-a, TNF-B, CD40L, CD27L, CD30L, FASL, 4-
1BBL, OX40L, TRAIL) [35].

Koloni stimiile edici faktorler: Ozellikle hematopoietik kok hiicrelerden, kan
hiicreleri olusumunu stimiile eden glikoproteinlerdir (Makrofaj koloni stimiile edici
faktor, graniilosit koloni stimiile edici faktor, kok hiicre faktorii, eritropoietin vb.)

[36].

Kemokinler: Kemokinler, enflamasyonda ve homeostazda 16kositlere ve kok
hiicrelere kemotaksi yaptiran sitokinlerdir. Bu grup sitokinler heparin baglayan
proteinlerdir ve 16kosit migrasyonunun diizenlenmesi bunun yani sira anjiyogenez ve
l6kosit degraniilasyonu gibi siireglerin de gerceklesmesine yardimci olmaktadir.

(GCP; graniilosit kemotaktik protein, MCP; monosit kemotaktik protein vb.) [37].
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Transforme edici biiyiime faktorleri: Makrofajlar, beyin hiicreleri ve
keratinositler tarafindan {retilirler. Doku yenilenmesi, hiicre farklilasmast,
embriyonik gelisim ve bagisiklik sisteminin regiilasyonunda rol oynarlar. Bazi
spefifik hiicre modellerinde onkogenik transformasyonu tesvik edici yonde gorev

yapmaktadirlar (TGF-a, TGF-B) [38].

1.6.1 IL-6 (Interlékin-6)

IL-6 6zellikle enflamasyon, enfeksiyon, hematopoez ve onkogenezde gérev
yapan bir sitokindir. Gorevleri bunlarla sinirli kalmayip bazi metabolik, rejeneratif ve
noral siireglerin diizenlenmesinde de rol oynamaktadir. T hiicreleri, makrofajlar ve

osteoblastlar tarafindan salgilanmaktadir.

Hiicrelerin klasik IL-6 kaskadi ile stimiilasyonunda IL-6 oncelikle hedef
hiicrenin membraninda bulunan IL-6 reseptériine baglanir. IL-6’nin reseptore
baglanmasi ile gpl30 (glikoprotein130) proteini, ligand-reseptor kompleksi ile
baglantiya gecer ve dimerizasyona ugrar. Gp130 proteininin dimerizasyonu JNK’lar1
(Janus kinazlar) aktive eder. INK’lar gp130°’u tirozin rezidiilerinden fosforiller. Bu
komplekse SHP-2 (Src Homology domains containing ttyrosin Phosphatase-2)
fosfatazin da katilmasiyla ras/raf (proto-oncogene serine/threonine-protein kinase)
ve MAPK (Mitogen-Activated Protein Kinaz) kaskadi aktive olur. Buna ek olarak
fosforillenmis olan STAT (Signal Transducer and Activator of Ttranscription factors)
dimerizasyona ugrayarak niikleusa go¢ eder. Burada ilgili genleri aktive eder [39,
40].
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Klasik sinyal iletimi Trans-sinyalizasyon

Sekil 1.6: IL-6 sinyal iletim yolu [39].

Bazi hiicre tiplerinde ise gp130 bulunmasina karsin IL-6 reseptorii bulunmaz.
Bu durumda IL-6 ortamda ¢oziinmiis halde bulunan IL-6 reseptorii ile baglantiya
gecerek kaskadi aktive edebilir. Buna trans-sinyalizasyon adi verilir. IL-6 klasik
sinyalizasyon ile hiicreleri stimiile ettiginde hiicreler lizerinde rejeneratif ve anti-
enflamatuar yonde etki eder (bkz. Sekil 1.6). Trans-sinyalizasyon ile stimiilasyon

oldugunda etki pro-enflamatuar yondedir [40].

1.6.2 IL-1ao (Interlékin-1 alfa)

IL-1a temelde enflamasyona kars1 cevabin olusturulmasinda rol oynayan bir
sitokindir. Bunun yanisira hematopoez gibi bir¢ol metabolik ve fizyolojik siireclerde
de gorev yapar. Makrofajlar basta olmak tlizere monositler, fibroblastlar ve dendritler
tarafindan dretilir. Ayrica B-lenfositlerde, dogal oldiirlicii hiicreler ve epitel
hiicrelerinde ekspreyonu yapilmaktadir. Fagositler, lenfositler ve diger bazi
bagisiklik sistemi hiicrelerinin diapedezine yardimci olur. Termoregiilasyonda
gorevli hipotalamusu da etkiler. Prostaglandin iiretimi, viicut 1sisinin yiikselmesi ve

sepsisi tesvik eder. Endojen pirojen olarakta bilinmektedir.
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IL-1a ¢ift etkili bir sitokindir. Yani niikleusta transkripsiyonu etkileyerek bir
transkripsiyon faktorii gibi gorev yaparken, ilgili reseptorlere baglanarak klasik

sitokin gorevini de yerine getirmektedir.

IL-1’in reseptor aracili sinyal iletim yolunda IL-1’in tip I resOptere
baglanmasiyla (IL1-RI) reseptor ile IL-1RAcP (IL-1 Receptor Accessory Protein)
arasinda heterodimer olusur. Sitozolik proteinlerden MyD88 (Myeloid Differentiation
primary response gene-88) ve TollIP (Toll-Interacting Protein) bu komplekse katilir.
Bu proteinler bir serin-treonin kinaz olan IRAK (IL-1 Receptor-Associated Kinase)’in
komplekse katilmasi i¢in baglanma yiizeyi olusturur. Bu kompleks TRAF6 (TNF
Receptor-Associated Factors-6)’y1  aktive eder. TRAF ise transkripsiyon
faktorlerinden NF-«B (nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B
cells) ve AP-1 (Adaptor protein-1)’in aktif hale gelmesini saglayar. NF-xB ve AP-1
niikleusa go¢ ederek ilgili genlerin transkripsiyonunu diizenler (Sekil 1.7) [33, 41].

IL1-R1
[IL1-RAcP

".
.

.
2.,
.
e

.
Pt
-------------

Sekil 1.7: IL-1 sinyal iletim yolu. O'neill ve Greene’den [41] uyarlanmstir.

1.7 ADAMTS?2 ve Sitokinler

Literatirde ADAMTS2 mRNA ve protein diizeyinde ifadesiyle ilgili yapilan

caligmalara bakildiginda normal dokularda; insana ait; aort, kemik, cilt, tendon,
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mesane, retina, bobrek, akciger, barsak, karaciger, iskelet kasinda ve fibroblast
hiicrelerinde ekspre oldugu bulunmustur [10]. Ayrica fare embriyosunda, sigir cilt ve
retina hiicrelerinde de ADAMTS2’nin ifade oldugu gosterilmistir [24].

Normal dokularda yapilan c¢alismalarin yan1 sira kanserli hiicrelerde ve bazi
model hiicre hatlarinda da ekspresyon analizleri yapilmistir. Monositler, CD14++ ve
alveolar makrofajlarda glukokortikoid stimiilasyonu sonrasinda ADAMTS2
ekspresyonunun arttigi bulunmustur. Makrofajlar bagisiklik sistemi ve doku
homeostasisinde o6nemli fonksiyonlara sahip oldugundan, bu hiicrelerde
ADAMTS2’nin glukokortikoid araciligiyla indiiklenmesinin, iltihabin ¢6ziilmesi ve
yara iyilesmesi agisindan 6énemli oldugu vurgulanmaktadir. Bu bulgular MM6 (mono
Mac6) ve THP-1 (acute monocytic leukemia cell line) monositik hiicre hatlar1 ile de
dogrulanmistir. Ayn1 c¢alismada epitel karakterli A549 (adenocarcinomic human
alveolar basal epithelial cells), calu-3 (lung adenocarcinoma), Colo320 (human colon
adenocarcinoma), BT-20 (mammary gland/breast carcinoma) ve fibroblast karakterli
MRC-5 (human fetal lung fibroblast cells), WI-38 (human fibroblast-like fetal lung
cell) hiicre hatlarinda glukokortikoid indiiklenmesi sonucunda dikkate deger bir

farklilik gézlenmemistir [42].

Yapilan diger bir ¢alismada osteosarkoma modeli olan MG-63 hiicre hattinda
ADAMTS2’nin mRNA diizeyinde ifade oldugu, gosterilmis ayrica, TGF-f1

stimiilasyonu ile doza ve zamana bagli olarak 8 kat arttig1 bulunmustur [43].

Goz retinal pigment epitel hiicre modeli olan ARPE-19 ile yapilan
caligmalarda TNF-o stimiilasyonu sonrasinda ADAMTS2 mRNA ve protein
diizeyinde artis oldugu aydmlatilmistir. Bu ¢aligma enflamasyon kokenli g6z

hastaliklar1 ve retinal matriks yapisinin diizenlenmesi agisindan 6nem tasimaktadir

[44].

1.8 Cahismanin Amaci

Organizma i¢in olduk¢a 6nemli gorevleri tistlenen ADAMTS2 geninin kendi
regiilasyonunun nasil oldugu heniiz bilinmemektedir. Transkripsiyonel regiilasyonun,

genin en onemli regiile edildigi basamak oldugu dikkate alindiginda ADAMTS2
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promotdriin nasil regiile edildigi, bazal transkripsiyonu kontrol eden Onemli
transkripsiyonel aktivatorleri ya da baskilayicilari hakkinda literatiirde herhangi bir

calismaya rastlanmamaistir.

Bu ¢aligma ile ADAMTS2 nin osteosarkom hiicre modelinde transkripsiyonel
regiilasyonunun aydinlatilmasi amaglanmaktadir. Calismada  transkripsiyonel
aktivitenin belirlenmesinde Saos hiicreleri kullanilacaktir. ADAMTS2’nin  bu
hiicrelerde mRNA ve protein diizeyinde ifade oldugu ilk defa bu calisma ile
belirlenmistir. Bu anlamda transkripsiyonel aktivitenin calismasi i¢in uygun bir
model olarak tespit edilmistir. Klonlanan promot6r parcalari Saos hiicrelerine gegici

transfeksiyon ile aktarilarak transkripsiyonel aktivite caligmalar1 yapilacaktir.

Promotor bolgesinin biyoinformatik analizi yapilarak transkripsiyon faktorii
baglanma bdlgeleri belirlenecektir. Fonksiyonel olarak baglanmanin olup olmadig:

EMSA calismalari ile belirlenecektir.

Genin mRNA ve protein seviyesindeki degisikliklerin belirlenmesi
calismanin diger bir basamagini olusturmaktadir. Bu amacgla model olarak secilen
Saos hiicrelerinde ve benzer model olarak segilen MG-63 hiicrelerinde enflamasyon
sitokinleri olan IL-1a ve IL-6’nin ADAMTS2 mRNA ve protein seviyesine olan
etkileri kantitatif Real-time PCR ve western blot ile belirlenecektir. ADAMTS?2 gibi
kollajenin amino ucunun islenmesinde gorevli olan ADAMTS3 icin de ekspresyon
diizeyindeki bu ¢alismalar tekrarlanarak elde edilen sonuglar karsilagtirilmali olarak

degerlendirilecektir.

Yapilan bu ¢alismalar genin normal ve patolojik durumlaradaki ekspresyonun
regiilasyonunun anlasilmasma 1s1k tutacaktir. Planlanan c¢alisma basamaklarina

asagida detayl1 olarak deginilmistir. Sekil 1.8 ¢aligma basamaklarini 6zetlemektedir.

Calisma basamaklar1 6zetlenecek olursa;

(1 Insan ADAMTS2 promotorunun genomik DNA’dan PCR’a dayali
strateji ile pGEM-TEasy (T:A klonlama) vektor sistemine

klonlanmasi.
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(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

(vii)

(vi)

(vii)

(viii)

Transkripsiyonel aktivitenin en aktif oldugu bdlgeyi bulmak amaciyla
delesyona ugratilarak kisaltilmig promotor pargalarinin hazirlanmasi
ve transkripsiyonel aktivitenin belirlenmesi i¢in kullanilan bir haberci

sistem olan pMet-Luc lusiferaz vektor sistemine alt klonlanmasi.

Gegici transfeksiyon analizleri ile promotor parcalarinin bazal
aktivitelerinin  belirlenmesi. Transkripsiyonel anlamda en aktif

bolgenin belirlenmesi.

Insan ADAMTS2 promotorunda transkripsiyon faktorii baglanma
bolgelerinin biyoinformatik olarak belirlenmesi. ADAMTS2 promotor
bolgesinin diger tiirler ile karsilastirilmasi, sekonder yap1 ve GC adasi

analizlerinin yapilmasi.

Promotor bolgesine baglanmast muhtemel bazi transkripsiyonel
faktorleri icin DNA-protein etkilesiminin belirlenebilmesi amaciyla

EMSA c¢aligmalarinin yapilmasi.

ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarindaki ifadesinin belirlenebilmesi
amaciyla ilave farkli kanser ve hiicre modellerinde RT-PCR’a dayali

yontem ile ADAMTS2 mRNA seviyesinin belirlenmesi

IL-1a ve IL-6 sitokinlerinin, ADAMTS2 ve ADAMTS3 mRNA
diizeyine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla, osteosarkoma modeli
olan Saos ve benzer model olarak secilen MG-63 hiicre hatlarinda

gRT-PCR analizlerinin yapilmasi.

IL-1ac ve IL-6 sitokinlerinin ADAMTS2 ve ADAMTS3 protein

seviyesine olan etkilerinin western blot analizi ile belirlenmesi.

IL-6’nin = ADAMTS2  transkripsiyonel  aktivitesine  etkisinin

belirlenmesi.

Saos hiicrelerinde IL-6 stimiilasyonunu takiben STAT sinyal iletim

yolunun ve ADAMTS?2 protein diizeyinin analizi.
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ADAMTS2 GENINiIN TRANSKRiPSIYONEL
REGULASYONU

¢

LY

ADAMTS2 PROMOTOR BOLGESININ ANALIZi | | ADAMTS2 iFADESININ BELIRLENMESi

|

¥

760bg¢’lik ADAMTS2 promotor pargasinin pMetLuc
vektorine klonlanmasi

Belirlenen hiicre hatlarinda endojen ADAMTS2
ekspresyonunun belirlenmesi

¥

Promotor bolgesinin karakterizasyonu (Sekonder
yapilar, CpG adasi, Traskripsiyon baslangig bolgesi,
5’UTR, TF baglanma balgelerinin belirlenmesi)

IL-6 ve IL-1a’nin ADAMTS2 ifadesine etkilerinin
belirlenmesi

¥

¥

Delesyona ugratilarak kisaltilmis promotor
pargalarinin pMetLuc vektorine klonlanmasi

IL-6 ve IL-1a’nin Saos proliferasyonuna olan
etkilerinin belirlenmesi

¥

¥

ADAMTS2 promotor pargalarinin Saos hiicrelerine
gegcici transfeksiyonu ve bazal aktivitenin
belirlenmesi

Sitokinin ADAMTS2 ve ADAMTS3 mRNA
diizeyindeki etkisinin qRT-PCR ile belirlenmesi

SP1 ve USF ile ko-transfeksiyon galismalari

| DNA-protein etkilesiminin belirlenmesi (EMSA)

Uygulanan sitokinin ADAMTS 2 ve ADAMTS 3
protein dlzeyindeki etkisinin westernblot ile
belirlenmesi

|

IL-6'nin ADAMTS2 transkripsiyonel aktivitesi
tizerine etkisinin belirlenmesi

¥

Yolak Calismalari

Sekil 1.8: Calisma basamaklarini 6zetleyen akis diyagrama.
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2. MATERYAL ve METOT

2.1 Materyal

2.1.1 Kullanilan Kimyasallar

Hiicre kiiltiirti, transkripsiyonel aktivite, DNA, RNA, protein, DNA-protein
etkilesimi ve yolak c¢alismalarinda kullanilan malzemelerin listesi Tablo 2.1°de

belirtilmistir.

Tablo 2.1: Calismalarda kullanilan malzemeler ve temin edildikleri firmalarin listesi.

Bakteri Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Luria Broth(LB), LB agar Sigma

SOC (Super Optimal Broth) Invitrogen
Amfisilin, kanamisin Sigma, Merck
Plasmid Maxi Prep Kit Thermo, Roche
Plasmid Mini Prep Kit Thermo
Gliserol, CaCl, Sigma

DNA Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Restriksiyon endoniikleaz enzimleri Fermentas, NEB
T4 DNA ligaz, proteinaz K, Alkalen fosfataz Fermentas
Amonyum asetat, SDS Sigma
pMetLuc vektor sistemi Clontech
PGEM-T Easy vektor sistemi Promega

Taq DNA polimeraz, dNTP karigimi Fermentas
Agaroz, Et-Br Sigma

Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Dulbecco’s Modified Eagle’s Medyum (DMEM) Gibco

Roswell Park Memorial Institute Medyum (RPMI) Gibco
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Tablo 2.1°in devami

Fetal Sigir Serumu (FCS)

Sigma

IL-1a ve IL-6 sitokinleri

Cell Signalling Tech.

Fosfat tamponu tabletleri (PBS) Sigma
Dimetilsiilfoksit (DMSO) Merck
Tripan mavi sollisyonu Sigma
S1gir Serum Albumini (BSA) Sigma
L-glutamin, Tripsin-EDTA Sigma

Transkripsiyonel Aktivite Calismalarinda Kullanila

n Malzemeler

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

Fugene Roche
RNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

GeneJET™ RNA Purification Kit Fermentas
Diethylpyrocarbonate (DEPC) Sigma
3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (MOPS) Merck
Formaldehit, B-Merkaptoetanol Sigma
SYBR® Green PCR Master Mix Sigma
Reverse Transkriptaz Fermentas
Protein Calismalarinda Kullanmilan Malzemeler

Tris, Borik Asit, EDTA Sigma
Tetramethylethylenediamine (TEMED) Sigma
Amonyum persiilfat Merck
PVDF Membran Millipore
ADAMTS?2 antikoru Sigma, Abcam
ADAMTS3 antikoru Abcam
B-Aktin Antikoru (A5441) (Ab8227) Sigma, Abcam
Sekonder antikor (goat, anti-rabbit) (Ab97069) Abcam
Sekonder antikor (goat, anti-mouse) (sc-2005) Sigma
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Tablo 2.1°in devami

Alexa Fluor 488 sekonder antikor,anti-rabbit Invitrogen
Proteaz inhibit6r tabletleri Roche
Page ruler plus prestained protein ladder (26616) Thermo
ECL (Electrochemiluminescence) Kit Pierce
X-Ray Film Kodak

DNA-Protein Etkilesimi (EMSA) Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

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

Yolak Cahsmalarinda Kullanilan Inhibitérler

Wortmannin Cell signalling
MEK inhibitorii Sigma
SP600125 JNK inhibitorii Sigma

2.1.2 Kullamlan Arac-Geregler

Tablo 2.2: Kullanilan arag-geregler ve satin alindiklart firmalarin listesi.

Kullanilan Ara¢-Geregler Modeli

-86 °C Derin Dondurucu Thermo

CO,’li Inkiibator Nuair

Laminar Air Flow Telstar BIOII, Ispanya

Mikroskop Nikon Eclipse

Buz Makinesi Fiocchetti Frigoriferi Scientifici,
ftalua

Buzdolab1 Profilo, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA

Elektroforez Apelex, Ingiltere

Elektronik Tart1 Sartorious, Almanya

Etiiv WTB, German, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistirict Velp Scientifica, Ispanya
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Tablo 2.2’nin devami

Light Cycler 485 Roche Diagnostics

Otoklav Hirayama, Japonya
Thermocycler Techne Progene, ingiltere

pH Metre WTW, Almanya

Qubit Florimetre Invitrogen

Jel goriintiileme sistemi Bioimagining Systems

Saf su cihazi Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)
MikroSantrifiij Sigma Laborzentrifugen, Germany
Santrifiij Hettich Zentrifugen, Germany
SDS PAGE Aparatlari BioRad

Horizantal Calkalayict GFL, Almanya

Elektroforez i¢in Gii¢ Kaynagi Consort, Ingiltere

Sicak su banyosu Elektro-mag, Tiirkiye

Is1 kontrollii ¢alkalamali etiiv GFL , Almanya

Isitict blok FALC, Italya

UV visible Spektrofotometreler Thermo

Vorteks Elektromag, Tiirkiye

Pipetler Finnpipette, Eppendorf
Luminometre Thermo

2.1.3 Bakteriyel Hiicre Soylari

Klonlama ve stok amagli E.coli DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AMI15)
hsdR17recAl endAl gyrA96 thr-1 rl Al) ve XL-1Blue siiper kompetent (recAl
endAl gyrA96 thi-1 hsdR17 supE44 relAl lac [F” proAB laclqZAM15 Tnl0 (Tetr)])
soyu kullanilda.
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2.1.4 Cahsmada Kullanilan Plazmitler

ADAMTS2 promotorunun belli biiyiikliikteki parcalarinin  klonlamasi
amaciyla pGEM-T Easy (Promega) vektor sistemi kullanildi (Sekil 2.1). Promotor
parcalarinin bazal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla bu promotor parcalar1 alt
klonlamayla haberci gen vektorii olarak pMetLuc Reporter’a klonlandi (Sekil 2.2).
Transfeksiyon c¢aligmalarinin normalizasyonu amaciyla pSEAP2 kontrol vektorii
kullanild1 (Sekil 2.3). Bu vektor tiim transfekte edilen kuyucuklara 0,5 pg olacak
sekilde transfekte edildi. Bazi transfeksiyon ¢alismalarinda normalizasyon amaciyla
B galaktozidaz haberci vektorii kullanildi. Bu vektér Dr. Dipak Ramji’den (Cardif
Universitesi) temin edildi (Sekil 2.4). Tranfeksiyon etkinligini genel olarak
gozlemlemek i¢in pozitif kontrol olarak pMetLuc Kontrol vektorii kullanildi (Sekil
2.5).

[T pGEM*-TEasy  facz |
1 . Vector

\ \ (3015bp)

\
\ 141 S

Sekil 2.1: pGEM-T Easy (Promega) vektor haritasi ve klonlama bolgeleri.
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Sekil 2.2: pMetLuc-Reporter (Clontech) vektor haritasi ve klonlama bolgeleri.
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Sekil 2.3: pSEAP2-Kontrol (Clontech) vektorii haritast.
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Sekil 2.4: pSV-B-Galaktozidaz vektorii haritasi.
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Sekil 2.5: pMetLuc Kontrol vektori (Clontech) haritasi.
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2.1.5 Kaullanilan Soliisyonlar

2.15.1 DNA Cahsmalarinda Kullanilan Soliisyonlar

Tablo2.3: Genomik DNA izolasyonunda kullanilan soliisyonlar.

Proteinaz K (10mg/ml)

0,01 g Proteinaz K, 1 ml dH,0’da ¢oziildii. -20 °C’de
muhafaza edildi.

Satiire Amonyum

74 g NH4Ac, dH,0 ile 100 ml’ye tamamlandi.
Manyetik karistiricida yaklasik 40 °C°de ¢oziiliip

Asetat (NHaAC) filtrasyon ile steril edildi. +4°C’de muhafaza edildi.
10 mM Tris Base, 400 mM NaCl, 2 mM EDTA
Niiklei Lizis Buffer dH,0’da ¢oziiliip pH: 8,2’ye ayarlandi. 121 °C’de 20

dakika otoklavlanarak steril edildi. +4 °C’de muhafaza
edildi.

Tablo2.4: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

5X/L Tris-Borik Asit-

54 g Tris Base, 27,5 g Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA

EDTA (TBE) tamponu (pH:8,00) tartild1. Uzeri dH,0 ile 1 L’ye tamamlandi.
pH: 8,00
0,5X/L TBE Tamponu 5X/L TBE tamponu 10 kat sulandirilarak pH’s1
pH: 8,00 ayarlanip otoklavlandi
100 pl DNA ladder (1 hacim), 200 pl yiikleme boyasi
DNA Ladder (2 hacim) ve 200 pl steril distile suda (2 hacim)
¢Oziilerek hazirlandi.
Etidyum Bromiir Stok 10 mg/ml olacak sekilde steril dH,O ile hazirlandi
Soliisyonu Koyu renkli 151k ge¢irmeyen bir sisede muhafaza

edildi.
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2.1.5.2 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Soliisyonlar

Stok MTT ((3-(4,5- dimethylthiazolyl-2)-2, 5-diphenyltetrazolium
bromide) Soliisyonu: Toz olarak temin edilen MTT, son konsantrasyonu 5 mg/ml
olacak sekilde steril PBS icinde bir gece boyunca magnetik karistiricida karistirilarak
¢oziildii. 0,22 um’lik filtre ile steril edilerek kullanildi. 2-8 °C’de muhafaza edildi.
MTT testinde olusan formazan kristallerini ¢6zmek i¢in kullanilan izopropanol son

konsantrasyonu 0,004 M HCl igerecek sekilde hazirlandi.

PBS (Phosphate Buffered Salin) Tamponu: 100 ml’ye 1 adet tablet PBS
eklerek ¢oziildii. 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. +4 °C’de muhafaza
edildi.

Tripsin-EDTA (T.E) Tamponu: %0,05 Trypsin ve 0,5 mM EDTA 1X PBS
icerisinde ¢oziilerek hazirlandi. 121 °C’de 20 dakika otoklavlanarak steril edildi. +4

°C’de muhafaza edildi.

2.1.5.2.1 Hiicre Kiiltiirii Cahlsmalarinda Kullanilan Hiicre Hatlar

Calismada kullanilan Saos ve MG-63 (Insan osteosarkoma) hiicreleri Cardiff
Universitesi (Ingiltere) dgretim iiyesi Dr. Kenneth Wann ve Dr. Deborah Mason’dan,
PC-3 ve DU-145 (insan prostat kanseri) hiicreleri, MCF-7 (insan meme kanseri)
hiicreleri Ege Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali égretim iiyesi Prof. Dr.
Kemal S. Korkmaz’dan, HL60 (insan myeloid 16semi) hiicreleri ve HT-29 (insan
kolon kanseri) hiicreleri Ege Universitesi Biyomiihendislik Anabilim Dali égretim
iiyesi Prof. Dr. Ismet D. GURHAN’dan, insan endometrial adenokarsinoma hiicreleri
olan Ishikawa hiicreleri ise Capa Tip Fakiiltesi ogretim iiyesi Prof. Dr. Ayhan

Bilir’den temin edildi.
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2.15.3 Transkripsiyonel  Aktivite Calismalarinda Kullanilan

Soliisyonlar

Tablo 2.5: Salinan sistemle yapilan gegici transfeksiyon deneylerinde kullanilan
tampon ve ¢ozeltiler.

14,7 g CaCl,, 50 mI’ye distile su ile tamamlandi.

2 mM CaCl, Otoklavlandiktan sonra filtre edilip +4 °C* de muhafaza
edildi
1,6 g NaCl, 0,04 g Na;HPO,, 1,3 g Hepes dH,0 ile 100
ml’ye tamamlandi. pH: 7,05-7,12 araliginda olmalidir.
2X HEPES Otoklav yapilarak filtre edildi ve -20 °C’ de muhafaza

edildi.

Tablo 2.6: Lusiferaz, SEAP ve B-Galaktozidaz aktivitesinin 6l¢iimiinde kullanilan
tampon ve soliisyonlar.

10X Substrat Liyofilize durumdaki substrat, substrat tamponu ile
Solusyonu cozildi

1X Substrat/Reaksiyon | 19x substrat solusyonu, reaksiyon tampon ile 10 kat
Tamponu sulandirilip her 6l¢tim i¢in 5 pl kullanilda.

1X Dilusyon Tamponu

5X diliisyon tamponu dH0 ile 5 kat sulandirilarak her
bir 6rnek i¢in 75 pl kullanildi.

2X Assay Buffer

120 mM Na,HPO,, 80 mM NaH,PO,4, 2 mM MgCl,,100
mM B-merkaptoetanol, 1,33 mg/ml ONPG
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2.1.5.4 RNA Cahsmalarinda Kullanilan Tampon ve Cozeltiler

2.1.5.41 Formaldehit-Agaroz Jel Elektroforezi Tamponlari

RNA c¢aligmalarinda kullanilacak olan tamponlarin tamami1 RNaz i¢cermeyen
su ile hazirlandi. Kullanilan suyun RNaz’dan arindirilmasi i¢in 0,1 ml
Dietilpirokarbonat (DEPC), 100 ml dH,O’ da ¢éziiliip 37 °C’de 12 saat bekletildikten
sonra 121 °C’de 20 dakika otoklavlandi. Formaldehit Agaroz Elektroforezi jel

tamponu ve tank tamponu Tablo 2.7 ve Tablo 2.8’de gosterildigi sekilde hazirlanda.

Tablo2.7: Formaldehit agaroz jel elektroforezi jel tamponu.

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

MOPS (pH:7) 1M 02M

EDTA (pH:8) 0,5M 0,05 M

NaAc M 0,01M

Tampon DEPC’li su ile hazirlanip pH: 7,0’ye ayarlandi. Otoklavlanarak steril

edildi.

Tablo2.8: FA jel elektroforezi tank tamponu.

FA Tank Tamponu Son Konsantrasyon
10X FA Jel Tamponu 1X

%37 ’lik (12,3 M) Formaldehit 0,25 M

DEPC ’li dH,0 1 L’ye tamamlandi.
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2.1.5.5 Protein Cahsmalarinda Kullamlan Tampon ve Cozeltiler

Tablo 2.9: Western blot ¢alismalarinda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler.

0,125 M Tris-HCI (pH:6,8), %4 (wiv) SDS,

Laemli Tamponu %10 (v/v) Gliserol, %10 (v/v) B-
Merkaptoetanol
20 mM Tris pH:7,4, 150 mM NaCl,
Complete mini, EDTA free protease

NP-40 Tamponu

inhibitor coctail tablets, 2 mM EDTA, %l
NP-40

Bromfenol Mavisi Soliisyonu

%0,05 (w/v) bromfenol mavisi distile su
i¢inde ¢oOziilerek hazirlandi.

1,4 gr Tris, 4 gr SDS, 20 gr Siikroz, 4 mg

Yiikleme Boyasi bromfenol mavisi, pH:6,8’e ayarlanarak 100
ml’ye tamamlandi.

SDS PAGE Ayirma Jeli 1,5 M Tris-HCI (pH:8,8), %10 (w/v) SDS

Tamponu

SDS PAGE Yigma Jeli 1 M Tris-HCI (pH:6,8), %10 (w/v) SDS

Tamponu

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu

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

Boyama Cozeltisi

0,25 g Coomassie Brillant Blue 250, 100 ml
%95°lik Etanol, %10 Asetik Asit

Aritma Cozeltisi

Hacimce %7,5 Asetik Asit, %5 Metanol ve
%387,5 distile su

Western Blot Transfer
Tamponu

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

10X Tris Buffered Saline (10X
TBS)

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH: 7,4

Stripping Tamponu

1 M Glycine, %1 SDS, pH: 2,5

Film Yikama Tamponu

3,5 L su igerisine 1,25 L A soliisyonu 125
ml B soliisyonu, 125 ml C soliisyonu
eklenerek hazirlandi.

Fiksator Tamponu

1,4 L su igerisine 500 ml A soliisyonu ve 50
ml B soliisyonu eklenerek hazirlandi.

Ponceau Boyasi

10 ml saf su igerisine 300 pl glasiyel asetik
asit, 0,033 g Ponceau boyast koyuldu. Saf
su ile 30 ml’ye tamamlandi.
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2.1.5.6 DNA-Protein Etkilesimi (EMSA) Calismalarinda Kullanilan

Tampon ve Cozeltiler

Tablo2.10: EMSA galismalarinda kullanilan tampon ve ¢ozeltiler.

40 mM Tris-HCI, pH: 7,5, 1 mM EDTA,
150 mM NaCl

TEN

10 mM HEPES pH: 7,9, 10 mM KClI, 1,5
A Tamponu mM MgCl,, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM DTT, 1
pg/ml Tip I soya fasiilyesi tripsin inhibitorii

20 mM HEPES pH: 7,9, 420 mM NacCl, 1,5
mM MgCl,, 0,2 mM EDTA, %25 gliserol
0,5mM DTT, 0,5 mM PMSF 1 pg/ml
pepstatin A, 10 ug/ml aprotinin, 10 pg/ml

C Tamponu

leupeptin, 10 ug/ml Tip I soya fasiilyesi

tripsin inhibitorii

2.1.6 Dizi Analizlerinde Kullanilan Primerler

Tablo 2.11: Ligasyonlarin kontrolii amaciyla tasarlanan pMetLuc dizileme primeri.

Tm | Uzunluk
°C) | (bg)
pl\{letLyc Dizileme 68°C 23be 5’-AGTTATTACTAGCGCTAC
Primeri CGGAC -3

Primerin Ad1 Primer Dizisi (5’- 3°)
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2.2 Metod

2.2.1 Bakteri Calismalarn ile Tlgili Teknikler

2.2.1.1 Kati ve Siv1 Besiyerinin Hazirlanmasi

S1vi besiyeri olarak Luria Broth (LB) ve Super Optimal Broth (SOC) iiretici
firma tarafindan belirtilen miktarda dH;O’da ¢ozildi. 121 °C’de 20 dk

otoklavlanarak steril edildikten sonra kullanildi.

Kat1 besiyeri olarak kullanilan LB agar belirtilen miktarda dH,O’da ¢6ziildi.
121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildikten sonra 50 °C’ye kadar sogumasi
beklendi. Amfisilin, son konsantrasyonu 100 pupg/ml ve kanamisin, son
konsantrasyonu 30 pg/ml olacak sekilde eklenerek Karigtirildiktan sonra bek alevi
yaninda petri kaplarina dokiilereck katilagsmasi beklendi. Petrilerin  etrafi
parafilmlenerek +4 °C’de buzdolabinda ters gevrilerek ve 151k almayacak sekilde

muhafaza edildi.

2.2.1.2 Bakteri Onkiiltiiriin Hazirlanmasi

Bakteri onkiltiiriiniin hazirlanmasi igin; tek koloniden veya daha 6nceden
hazirlanmis gliserol stoktan 6ze yardimiyla alinan 6rnekler LB sivi besiyerine alev
yaninda asilandi. 16 saat siiresince 37 °C’ye ayarlanmis ¢alkalamali etlivde

inkiibasyona birakilarak istenilen yogunluga gelmesi saglanda.

2.2.1.3 E.coli, DH5« Hiicrelerinin Kompetan (Alic1) Hale Getirilmesi

Klonlamada kullanilacak DH5¢« hiicreleri bir gece dnceden 10 ml LB sivi
besiyerine tek koloni diisecek tarzda ekildi ve 37 °C’de 16 saat inkiibasyona
birakildi. Hazirlanan onkiiltiiriin 5 ml’si, 100 ml’lik hacimde taze LB si1v1 besiyeri

icerisine inokiile edildi. 600 nm dalga boyunda Olciilen absorbans degeri 0,5-0,6
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arasina ulasinca bakteri siispansiyonu 4 °C’de, 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust
sivi uzaklastirildi. Bakteri pelleti, 100 ml, 0,1 M CacCl; soliisyonu ile karistirilarak
dikkatlice pastor pipeti yardimiyla ¢oziildii. 25 dk buz {izerinde beklemeye birakildi
ve sonra 4 °C’de 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust siv1 uzaklastirildi. Hiicre
pelleti baslangi¢ hacminin 1/10’1 kadar hacimde 0,1 M CaCl, ile ¢6ziildii ve 1-4 saat
buz fiizerinde bekletildi. Esit hacimde %40°lik gliserol eklenerek dikkatlice
karistirildi. Ependorflara paylastirilarak -80 °C’de derin dondurucuda muhafaza
edildi [45].

2.2.1.4 Transformasyon

Kompetan hiicreler -80 °C’den ¢ikarilarak buza koyuldu ve c¢oziinmesi
beklendi. Transformasyon tiipiine 5 ul ligasyon reaksiyonu ve 50 ul kompetan hiicre
eklendi. Buzda 40 dk inkiibasyona birakilan hiicreler daha sonra 42 °C’ye ayarlanmis
su banyosunda 90 saniye ¢alkalanmadan tutularak 1s1 sokuna tabi tutuldu. Takiben 2
dk buzda bekletildi. Bu siirenin bitiminde, 6nceden 37 °C’ye ilitilmig olan LB
medyumdan 950 pl eklendi ve 1,5 saat 37 °C’de ¢alkalamali inkiibatorde birakildi.
Transformasyon kiiltiiriiniin 150-200 ul’si petrilere yayildi. Artan transformasyon
kiiltiirii 3000 rpm’de 5 dk santrifiijlenip, 100 pul LB medyumda ¢6ziilmek suretiyle
diger bir petriye yayildi. Daha sonra petriler ters gevrilerek 37 °C’deki inkiibatorde
hiicrelerin biiyiimesi igin 16-24 saat inkiibasyona birakildi [46]. Olusan kolonilerin
rekombinant olup olmadigi bu kolonilerden izole edilen plazmitin restriksiyon

endonukleaz enzimleri ile kesimi sonrasinda belirlendi.

2.2.1.5 Gliserol Stok Hazirlanmasi

Ilgili antibiyotigi iceren LB medyuma tek koloniden ekim yapilarak &nkiiltiir
hazirlandi. Bek alevi yaninda steril ependorflara onkiiltiir paylastirildi. Esit hacimde

%30’luk steril gliserol tiiplere eklenerek -80 °C’de muhafaza edildi [47].
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2.2.1.6  Kiiciik Olgekli Plazmit DNA izolasyonu

Izole edilecek plazmiti iceren bakteri stoklarndan 6 ml’lik onkiiltiir
hazirlandiktan sonra 8000 rpm’de 5 dk siiresince hiicreler santrifiijlendi. Ust kisimda
kalan besiyeri dikkatlice bir pipet yardimiyla alinarak atildi. Tiipte kalan bakteri
hiicre pelletinden GeneJET plazmit mini preperasyon kitinde (Fermentas) belirtilen
islem basamaklarina gore plazmit DNA izole edildi [48]. Florimetrik ya da
spektrofotometrik miktar ve saflik tayini yapilarak agaroz jel elektroforezinde

gorlntiilendi.

2.2.1.7 Biiyiik Olcekli Plazmit DNA izolasyonu

Transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilacak yiiksek konsantrasyonda ve
saflikta ayrica endotoksinleri icermeyen plazmit DNA’nin izolasyonu igin ilgili
antibiyotigi iceren 1-5 ml’lik LB siv1 besiyeri tek koloni ile asilandi. 37 °C’de
calkalamal1 etiivde 8 saat inkiibasyona birakildiktan sonra 1:1000 oraninda, 100-400
ml’lik taze sivi besiyerine agilandi. 12-16 saat calkalamali etiivde 37 °C’de
inkiibasyona birakildi. OD degeri 2’ye ulastiginda kiiltiiriin tamami1 +4 °C’de 8000
rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust siv1 atilirak dipte kalan hiicre pelleti ile GeneJET
plazmit maxi preperasyon kitinde (Thermo) belirtilen islem basamaklarina gore
izolasyon gerceklestirildi [49]. Florimetrik ya da spektrofotometrik miktar ve saflik

tayini yapilarak agaroz jel elektroforezinde gortintiilendi.

2.2.2 DNA ile llgili Teknikler

2.2.2.1  Saos Hiicre Hattindan Genomik DNA izolasyonu

Hiicre kiiltiriinde, standart 75 cm®lik flasklarda biiyiitiilen Saos hiicreleri
boliim 2.2.3.3.2°de belirtilen sekilde tripsinizasyon ile flask yilizeyinden alinarak 5 dk
siiresince 3500 rpm’de santrifiijlendi. Ustteki medyum dikkatlice pipetle ¢ekilerek
atildi. Cokelti lizerine 250 pl niiklei lizis tamponu, 20 pl %10’luk SDS ve 20 pl
proteinaz K eklendi ve tiip alt-iist edilerek calkalandi. Eppendorf tiip 72 °C’deki su
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banyosunda 10 dk bekletildi. Eppendorf tiipe 175 ul doymus amonyum asetat eklenip
30 sn calkalandi. Oda 1sisinda 15 dk bekletilen ornekler 4500 rpm’de 20 dk
santrifiijlendi. Ustteki siv1 temiz bir eppendorf tiipiine aktarildiktan sonra iizerine 2
katt oraninda mutlak etanol eklendi. Ependorf tiipi yavasga alt-list edildi ve
DNA’nin belirmesi gozlendi. 3000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra iistteki
stvinin tiimi pipetle atildi ve ¢okelti lizerine 250 ul %75’lik etanol ilave edildi.
13000 rpm’de 10 dk santrifiij edildikten sonra tistteki sivinin tiimii pipetle atildu.

DNA kurutuldu ve tizerine 100 ul steril su eklenerek ¢6ziilmesi saglandi [50].

2.2.2.2  Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

ADAMTS2 promotor bolgesinin PCR ile amplifikasyonu i¢in Tablo 3.1°de
belirtilen primerler kullanildi. Reaksiyon bilesenleri ve son konsantrasyonlari Tablo
2.12’te belirtilmektedir. ADAMTS2 promotorunun ¢ogaltilabilmesi igin standart PCR
kosullarina ek olarak 7-deaza-GTP (50 uM/L), 1X Q soliisyonu ve %5 DMSO PCR
kuvvetlendiricileri olarak reaksiyon ortamina eklendi. Amplifikasyon kosullar1 Tablo
2.13’te belirtilmektedir.

Tablo2.12: PCR bilesenleri, miktar ve son konsantrasyonlari.

. . Miktar /son
PCR Bilesenleri konsantrasyon
gDNA (300 ng/ ul) 1,5 ul
MgCl; (25 mM) 5ul (2,5 mM)
10X PCR
Tamponu(+KCI) >l aX)
dNTP (10 mM) 1 ul (0,2 mM)
Pr-F (100 ng/ ul) 1 ul
Pr-R (100 ng/ pl) 1pl
Tag DNA Polimeraz 1ul
(5 U/ul) s
dH,O 21,5 ul
TOPLAM 50 pl
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Tablo2.13: PCR dongii kosullari.

Segment Dongii Sayist Sicaklik | Siire
1 1 94 °C 3dk
94 °C 1dk
2 35 58 °C 45 sn
72°C 1dk
3 1 72°C 10 dk

Klasik PCR amplifikasyonunun yetersiz kaldigi durumlarda Hot-Start ile
birlestirilmis touch down PCR metodu kullanildi. Bu metodun dongii kosullar1 tablo
2.14’te belirtilmektedir. Reaksiyonda, hot-start 6zelligi olmayan bir DNA polimeraz
enzimi kullanildiginda, enzim, reaksiyon ortamina baslangi¢ denatiirasyonundan

sonra eklenerek enzimin aktivitesi de korundu [51, 52].

Tablo 2.14: Hot-Start ile kombine edilmis touch down PCR dongii kosullari.

Segment ];z;;gslll Sicakhik Siire
1 1 96 °C 6 dk
Taq DNA polimeraz eklenir

95 °C 30sn

2 10 (67-66-65........58 °C) 45 sn
72°C 90 sn

95 °C 30 sn

3 25 58 °C 45 sn
72°C 90 sn

4 1 72°C 5dk
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2.2.2.3 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA’nin jelde goriintiillenmesi amaciyla %0,8’lik agaroz jel hazirlandi. Bu
amagla jel elektroforezi aparatina uygun miktarda 0,4 gr agaroz tartilarak 0,5 X TBE
tamponunda (Tablo 2.4) ¢oziildikten sonra kaynatildi. 45-50 ©°C’ye kadar
sogutulduktan sonra son konsantrasyon 0,5 ug/ml olacak sekilde Et-Br eklenerek
karistirldi. Taraklarin 6nceden yerlestirilmis oldugu agaroz jel elektroforezi kasetine
dokiilerek polimerlesmesi saglandi. Kaset elektroforez tankina yerlestirildi ve tank
0,5 X/L TBE tamponu ile dolduruldu. Taraklar jelden ayrildi. Ornekler yiikleme
boyast ile karistirilarak jele yiiklendikten sonra 80 Voltta yiiriitiilerek jel goriintiileme

sisteminde goriintiilendi ve fotograflandi [45].

2.2.2.4 DNA Orneklerinin Agaroz Jelden Saflastiriimasi

Jelden geri kazanilacak olan DNA o&rnekleri, bir bisturi yardimiyla jelden
kesilerek ependorf tiipiine aktarild1 ve tartildi. Jel ekstraksiyon kitinde (Fermentas)
belirtilen miktarda baglama tamponu eklenerek 55 °C’de 1sitic1 bloga yerlestirildi ve
10 dk siiresince jelin ¢Oziinmesi beklendi. Jel, tampon igerisinde tamamen
coziindiikten sonra, kitte belirtilen islem basamaklarina gore ekstraksiyona devam
edildi. Jelden geri kazanilan ornekler agaroz jel elektroforezinde goriintiilenerek

kontrol edildi.

2.2.25 DNA Miktariin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen DNA steril dH,0 ile 40 kat sulandirildi. Spektrofotometrede 260
nm ve 280 nm dalga boylarinda kuvartz kiivet kullanilarak absorbans alindi.
AgeolAzgp orani hesaplanarak DNA’nin safligi belirlendi. DNA konsantrasyonu
asagidaki formiile gore hesaplandi [53, 54].

DNA miktart = 50 png/ml x Aggo x Seyreltme Faktorii= .. ng/mL DNA
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2.2.2.6 Restriksiyon Endoniikleaz Enzim Kesimi

Restriksiyon endoniikleaz enzim kesimleri 40 pl son hacimde; 1 pg DNA’nin
kesimi i¢in 1 U enzim ve 1X konsantrasyonda tampon kullanildi. Restriksiyon
enzimleri ile kismi kesimin yapilmasi i¢in, ilgili enzimin konsantrasyonu diistiriilerek

tam bir restriksiyon kesimine uygun olmayan kosullar olusturuldu (Tablo 2.15) [47].

Tablo2.15: Kismi kesim kosullari.

Kesim Kosullari Miktar
Plazmit DNA 10 ul (4 pg)
10X Tango Buffer 3 ul (1X)
Enzim (10 U/ul) 0,2 nl
dH,0 16,8 pl

37 °C’de 1,5 saat inkiibasyona birakilir.

10X Tango Buffer 3,7 ul
Xhol 1 ul

37 °C’de 1,5 saat inkiibasyona brrakilir.

2.2.2.7 Defosforilizasyon

Fosfataz, fosforik asit monoesterlerini fosfat iyonu ve serbest hidroksil
gruplarina pargalayan enzimdir. Bu olaya defosforlizasyon denilmektedir.
Ligasyonda, DNA ligazin birbirine yakin niikleotidler arasinda fosfodiester bagi
olusumunu katalizleyebilmesi i¢in bir niikleotidin 5° ucunda fosfat grubu, diger
niikleotidin 3’ ucunda ise -OH (hidroksil) grubunun bulunmasi gerekir. Ozellikle tek
enzim kesimi yapilarak lineer hale getirilen plazmit DNA’nin ligasyon sirasinda
kendi tizerine baglanmasini engellemek amaciyla, her iki 5’ ucunda bulunan
fosfatlarin defosforilizasyonla uzaklastirilmas: faydali olmaktadir. Bu sayede
ligasyon esnasinda Klonlanacak DNA parcasinin 5’ ucunda bulunan fosfat
molekiilleri, plazmitin 3’ ucunda bulunan hidroksil gruplariyla etkili bir sekilde

ligasyona girebilmektedir. Bu amagla ozellikle tek enzim kesimi ile vektdriin
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hazirlandigr klonlama c¢alismalarinda kullanilan vektor, Tablo 2.16°da belirtilen
sekilde defosforilizasyona tabi tutuldu [45].

Tablo2.16: pMetLuc vektorii defosforilizasyon kosullari.

Vektor Defosforilizasyon Miktar
Kosullar

Dogrusal Plazmit DNA .. (g
10X Reaksiyon Tamponu 2 ul (1X)
Fast Alkalen Fosfataz 1 ul (1V)
dH,O 20 pl’ye tamamlandi.
37 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. 75 °C’de 5 dk
enzim inaktivasyonu saglandi.

2.2.2.8 Ligasyon

Agaroz jelden kazanilan iiriinlerin ilk olarak pGEM-T Easy vektor sistemine
ligasyonu yapildi. pPGEM-T Easy vektor sistemi T:A klonlama sistemiyle ¢aligan bir
plazmit vektordiir. Bu amagla 20 pl’lik son hacimde reaksiyon ortamina; klonlanacak
DNA pargast ve vektor (minimum 3/1 oraninda olacak sekilde), 1X ligasyon
tamponu, 0,3 U/ul T4 DNA ligaz enzimi eklenerek +4 °C’de bir gece inkiibasyona
birakildi [45]. Ligasyon firiinii, kompetan hale getirilmis DH5a hiicrelerine
transforme edildi. Rekombinantlarin se¢imi amaciyla secici antibiyotigi iceren
petrilere 100 mM IPTG stok soliisyonundan 100 pl ve 50 mg/ml X-Gal stok
soliisyonundan 20 pl yayildi. Beyaz Kkoloniler segilerek arastirildi. Promotor
fragmentlerinin haberci gen vektoriine alt klonlanmasi restriksiyon endoniikleaz

kesimine dayal1 yontem ile yapildi.
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2.2.3 Hiicre Kiiltiirii ile Tlgili Teknikler

2.2.3.1 Hiicre Kiiltirii Laboratuvarinin ve Kullanilan Malzemelerin

Temizligi

Hiicre kiltiirii laboratuvar1 periyodik olarak virkonlu su ile temizlendi.

Calisma sonunda UV lamba agik birakilarak ortamin steril hale gelmesi saglandi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari ¢alismalarinda kullanilan steril kabin ve CO’li
inkiibator periyodik olarak virkonlu su ve %70’lik etil alkol ile silinerek temizlendi.
Inkiibatore bagli bulunan CO; tiipi diizenli olarak kontrol edildi. Inkiibator
filtrelerinin periyodik olarak degistirilmesine dikkat edildi ve igerisindeki ortamin
nemli kalmasini saglanmak amaciyla alt kisimdaki su tablasina steril edilmis su

koyularak diizenli olarak degistirildi.

Istya dayankli ependorf, pipet ucu, soliisyonlar ve gerekli diger malzemeler
otoklavda 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak, steril edilmeye uygun olmayan

soliisyonlar 0,22 pm’luk filtre kullanilarak sterilizasyon saglandi.

2.2.3.2 Hicre Kiiltiirii Deneylerinde Kullanillacak Malzemenin

Hazirh@

2.2.3.21 Medyumun Hazirlanmasi:

Hiicre kiiltiirii deneylerinde, yiizeye tutunarak biiyiiyen hiicre hatlar1 ic¢in
ticari olarak temin edilen DMEM ve siispansiyon halinde biiyiiyen hiicre hatlar1 igin
RPMI 1640 medyumu kullanildi. Medyum igerisine %10 FCS ve %1 L-Glutamin
soliisyonu 0,22 um’luk filtreden gegirilerek eklendi.
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2.2.3.2.2 FCS’nin Hazirlanmasi:

Hiicrelerin rutin bakiminda siklikla kullanilan FCS ilk kullanimdan Once
56 °C’de 1 saat 1s1 ile inaktive edildi ve 0,22 pm’luk filtreden gegirilerek steril
edildikten sonra kullanildi. -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.3.2.3 PBS’nin Hazirlanmasi:

100 mI’lik distile suya ticari olarak alinan PBS (Phosphate Buffered Salin)
tabletlerinden 1 adet eklenerek 121 °C’de 20 dk otoklavlanarak steril edildi. +4°C’de

muhafaza edildi.

2.2.3.2.4 Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi:

%0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA, steril PBS (1X) igerisinde ¢oziildii.
0,22 pm’luk filtreden gegirilerek steril edildi. -20 °C’de muhafaza edildi.

2.2.3.3 Hiicre Hatlarinin Rutin Bakim

2.2.3.3.1 Hiicrelerin Ac¢ilmasi

Su banyosu onceden 37 °C’ye ayarlanarak calismada kullanilacak olan
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) medyum ve FCS(Fetal Calf Serum)
su banyosunda 1lit1ld1. Hiicre soyu ile ¢aligmaya baglanilmadan en az yarim saat 6nce
steril kabin ¢alistirildi ve %70’lik etil alkol ile steril kabinin i¢ yiizeyi temizlendi.
Ilitilan FCS ve medyumun dis yiizeyleri %70’lik alkol ile temizlenerek steril kabin
icine alindi. Medyumun icine %1 L-Glutamin ve %10 FCS eklendi. -80 °C derin
dondurucudan g¢ikarilan hiicre hatlarnt 37 °C’ye ayarlanmis Su banyosunda
¢Oziindiikten sonra pastér pipeti yardimiyla falkon i¢indeki medyuma aktarildi ve
1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendikten sonra tstte kalan medyum uzaklastirildi. Dipte

kalan hiicre pelleti belli bir miktar taze medyumda ¢oziilerek esit oranda flasklara
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paylastirildi ve daha sonra gerekli miktarda medyum, hiicrelerin paylastirildigt
flasklarin igine eklendi. Hiicreler %5 iceren 37 °C’de nemli ortam saglayan

inkiibatoriin i¢inde biiylimeye birakildi.

2.2.3.3.2 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler sikisik (konfluent) duruma gelince hem besi ortami hiicreler i¢in
yetersiz hale gelmekte, hem de kiiltiir kabinda yer olmadigi i¢in kontakt inhibisyon
ad1 verilen mekanizma ile hiicrelerin ¢ogalmalar1 durmaktadir. Bu nedenle hiicrelerin
pasajlanmalari gerekir. Bu amagla flask igindeki hiicreler dnce PBS tamponu ile iki
kez yikandi. Tripsinizasyon ile hiicrelerin flask yiizeyinden kalkmasi saglandi. %10
FCS igceren DMEM ile tripsin inaktive edildi. Yiizeyden kalkan hiicreler santrifiij
tiipline aktarilarak 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edildikten sonra {istte kalan medyum
uzaklastirildi. Dipte kalan hiicre pelleti %10 FCS igeren medyumda ¢oziildii. Hiicre
stispansiyonu flasklara esit olarak paylastirildiktan sonra gerekli miktarda medyum

flasklarin i¢ine eklendi.

2.2.3.3.3 Hiicre Canhhgmmin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimmimn

Yapilmasi

Tripan mavisi hiicre canliliginin belirlenmesi amaciyla kullanilan bir diazo
boyasidir. Cansiz hiicreler bu boyay1 absorbe eder ve mavi renk alir. Hiicre
canliliginin belirlenmesi amaciyla hiicreler falkona aktarildiktan sonra 1000 rpm’de
5 dk santrifiij yapildi. Ustte kalan medyum uzaklastirildikan sonra dipte kalan hiicre
pelleti 6 ml medyumda homojen bir sekilde ¢oziildiikkten sonra hiicre
stispansiyonundan 10 pl alinarak bir ependorfa koyuldu. Ayni ependorfa 10 pl tripan
mavisi eklendikten sonra 5 dk oda sicakliginda inkiibasyona birakildi. Pipet ile
karistirtlarak hiicrelerin ependorfta homojen bir sekilde karismasi saglandiktan sonra
bu karisimdan 10 pl alinarak Toma lamina aktarildi (Sekil 2.6). Mavi renk almayan
canli hiicreler sayilarak ml’de bulunan hiicre sayis1 hesaplandi (1 ml’deki hiicre

sayisi = Alanda sayilan hiicre miktar1 x 10*x Seyreltme faktorii) [55].
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Sekil 2.6: Thoma lamu.

Hiicre proliferasyonu, canlilig1 ve sitotoksisite l¢iimii i¢in kullanilan diger
bir yontem MTT metodudur. Kantitatif kolorometrik bir yontem olan MTT canli
hiicrelerin tetrazolium tuzu olan MTT’yi formazan kristallerine doniistiirmesi esasina
dayanir. Bu metoda gore istenilen inkiibasyon periyodundan sonra (6, 24, 48 ve 72
saat) hiicrelerin bulundugu ortama 0,5 mg/ml olacak sekilde MTT soliisyonu eklendi
ve 4 saat 37 °C’de, %5 CO, iceren ortamda inkiibe edildi. 1nk1'ibasy0n sonunda
medyum uzaklastirildi. 0,004 M HCI igeren izopropanol ile kristaller ¢oziildii ve
spektrofotometrede 550 nm dalga boyunda absorbans alindi [56].

2.2.3.3.4 Hiicrelerin Dondurulmasi

Boliim 2.2.3.3.2°de anlatilan sekilde hazirlanan hiicre pelleti 100 ul DMSO
ve 900 ul FCS karisimi ile ¢oziildiikten sonra -80 °C’ye dayanikl tiiplere koyulup

hizlica donducuya kaldirilarak muhafaza edildi.

2.2.4 Transkripsiyonel Aktivite ile Tlgili Teknikler

2.2.4.1 Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyon igin hiicreler bir giin 6nceden 12 kuyucuklu plakalara 25x10*
hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi. 45 pl son hacimde; 2 M CaCl, soliisyonu
transfekte edilecek DNA ile karistirildi. Karigimin {izerine 45 pl 2X HEPES damla

damla eklendi ve presipitasyonun olusmasi i¢in yarim saat beklendi. Siirenin sonunda
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presipitasyon olusumu kontrol edildi. Presipitasyon olustuktan sonra karisim her bir
kuyucuga damla damla eklendi. Hiicreler CO;’li inkiibatorde 6 saat bekletildi.
Stirenin sonunda kuyucuklardan medyum uzaklastirildi. Hiicreler iki kez PBS ile
yikandi ve taze medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda

lusiferaz ve salinan alkalin fosfat aktivitesi luminometre ile 6lgiildii [45].

2.2.4.1.1 Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

12 kuyucuklu plakalarda yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siireleri sonrasinda hiicre kiiltiirii medyumundan 50 pl alinarak 96
kuyucuklu plakalara eklendi. Her bir 6rnek igin taze hazirlanmis 1X
Substrat/Reaksiyon tamponundan 5 ul medyumun iizerine eklendi ve hizlica

luminometrede sonuglar okundu [57].

2.2.4.1.2 SEAP Aktivitesinin Ol¢iimii

24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon siireleri sonunda ayrilan 25 pl hiicre kiiltiirii
medyumu 96 kuyucuklu plakalara koyuldu. 1X dilisyon tamponundan 75 pl
medyumlarin {izerine eklendi. Plaka 65 °C’de 30 dakika bekletildi. Daha sonra 2-3
dk buzda bekletilerek sogutulduktan sonra oda sicakligina gelmesi saglandi. Oda
sicakligindaki SEAP substrat solusyonundan her bir 6rnege 100 pl eklendi ve
ornekler oda sicakliginda 10-60 dakika bekletildi. islem sonunda sonuglar

luminometrede okutuldu [58].

2.2.4.1.3 B- Galaktozidaz Aktivitesinin Olgiilmesi

B-Galaktozidaz aktivitesinin Olgiilmesi i¢in Oncelikle hiicre ekstrakti
hazirlandi. Ekstraktin hazirlanmasi i¢in medyum ortamdan uzaklastirilip hiicreler 1X
PBS ile yikandi. 75 pl 1X PLB (Passive Lysis Buffer, Promega) eklenip 5 dk
horizantal calkalayicida bekletildi. Hiicre kaziyicisi ile hiicreler plaka yiizeyinden
kazmip ependopf tliplerine alindi. 15 saniye vortekslendikten sonra 1 dk siiresince

13500 rpm’de santrifiijlendi. Ust s1v1 ayr1 bir ependorf tiipiine alindu.
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Aktivite ol¢limii igin 96 kuyucuklu plakalara 50 pl 2XAssay Buffer (Tablo
2.6) ve hazirlanan hiicre ekstraktindan 50 pl eklendi. Pipet ile karistirildiktan sonra
37 °C’de 30 dk inkiibasyona birakildi. Sari renk olusumu godzlendikten sonra
kuyucuklara 100 pl 1 M sodyum karbonat eklenerek reaksiyon durduruldu.

Spektrofotometrede 420 nm’de absorbans alindi.

2.2.5 RNA ile lgili Teknikler

2.2.5.1 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler tripan mavisi ile boyanarak sayildi ve %90 oraninda canli olduguna
karar verilen hiicrelerle deneyler kuruldu. %10 oraninda FCS igeren DMEM besiyeri
kullanilarak 25 cm?lik kiigiik flasklara 2x10° hiicre paylastirildi. Hiicrelerin yiizeye
tutunmasi i¢in 3 saat beklendi. Hiicrelerin yiizeye tutunup tutunmadigi mikroskopta
kontrol edildi. Yiizeye tutundugundan emin olunan hiicrelerin besiyeri %0,1 BSA
iceren DMEM ile degistirildi. Bir gece inkiibasyondan sonra 500 U/ml olacak sekilde

IL-1a ve IL-6 sitokinleri hiicrelere uygulandi.

2.25.2 RNA izolasyonunun Yapilmasi

1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda kontrol ve deney
grubuna ait hiicreler boliim 2.2.3.3.2°de belirtilen sekilde tripsinizasyon ile ylizeyden
alinarak pellet haline getirildi. Kontrol ve deney gruplarindan RNA izolasyonu ticari

kitte (Fermentas) belirtilen islem basamaklar1 takip edilerek yapild.

2.25.3 RNA Miktarimin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen RNA, RNaz icermeyen dH,O ile 40 kat sulandirildi. Kuvartz 96
kuyucuklu plaka kullanilarak 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda absorbans alindi.
AoeolAzgy orani hesaplanarak RNA’nin safligi belirlendi. RNA konsantrasyonu

asagidaki formiile gére hesaplandi.

RNA miktar1 = 40 ug/ml X ODgp x Seyreltme Faktori= pg/ml RNA
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2.2.5.4 Formaldehit Agaroz Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA 6rnekleri RNaz enziminin etkilerine karsi acik oldugundan
kullanilan cam malzemeler, elektroforez tanki ve su RNaz enziminden arindirildi.
RNaz igermeyen su Bolim 2.1.5.4°te belirtildigi gibi hazirlandi. Cam malzemeler
%0,1 DEPC igeren suda 12 saat bekletildikten sonra otoklavlandi. Elektroforez tanki
once %0,5’lik SDS (Sodyum Dodesil Siilfat) ¢6zeltisi ile yikandi. Daha sonra RNaz

icermeyen su ile durulandi. Saf etanolden geg¢irildikten sonra kurumaya birakildi.

Izole edilen RNA’nmn jelde goriintiilenmesi amaciyla %1’lik formaldehit
agaroz jel elektroforezi yapildi. Jelin yapimi igin 0,5 gr agaroz tartilip 10X’lik jel
tamponunda ¢ozildii (Tablo 2.7). RNaz icermeyen steril dH,O ile 50 ml’ye
tamamlandi. Jel kaynatildiktan sonra 50 °C ’ye kadar sogumasi beklendi. Jele
%37’1ik (12,3M) formaldehitten 0.9 ml eklendi ve homojen bir sekilde karismasi
saglandi. Daha sonra stok Et-Br soliisyonundan (10 mg/ml) 1 pl eklenip taraklari

onceden yerlestirilmis elektroforez kasetine dokiildii. Jelin polimerlesmesi beklendi.

RNA o6rnekleri jele yiiklenmeden once 70 °C’de 10 dKk 1s1 ile denatiire edilip
daha sonra 10 dk buzda bekletildi. Ornekler jele yiiklenerek 1X FA Jel tamponu
(Tablo 2.8) igerisinde 80 Voltta yuritildi. Elektroforez sonucu dijital jel

goriintiileme sistemi kullanilarak degerlendirildi ve fotograflandi.

2.255 RT- PCR Reaksiyonu

RT-PCR reaksiyonlar: iki basamakli olarak gergeklestirildi. Oncelikle cDNA
sentezlendi. Bunun igin tiipe oncelikle 12 pl son hacimde, 1 pg RNA kalibi, 200
pmol Anchored Oligo (dT),3 primer eklenerek 65 °C’de 5 dk &n inkiibasyona
birakildi. Bu siirenin sonunda reaksiyon tiipiine 10 U Revert Aid Reverse
Transkriptaz enzimi, 1X Reaksiyon Tamponu, 20 U/ul RNaz inhibit6rii ve 1 mM
dNTP karisimi eklenerek 20 ul’ye tamamlandi. Reaksiyon tiipii 42 °C’de 1 saat ve
70 °C’de 10 dk inkiibasyona birakildi. Bu siirenin sonunda elde edilen cDNA’nin
1 pl’si PCR i¢in bolim 2.2.2.2°de belirtilen bilesen ve son konsantrasyonlarda
kullanildi.
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2256 Real Time PCR

Realtime PCR ¢aligmalar1 Light Cycler 485 (Roche Diagnostic) kullanilarak
yapildi. Reaksiyon 10 pl son hacimde 5 pul SYBR® Green PCR Master Mix, 1 ul
cDNA, 100 ng/ul’lik forward ve reverse primerleri stogundan 0,5’er pl ve 3 ul dH,O
kullanilarak yapildi. Buna gore her bir cDNA en az ii¢ tekrarli olarak ADAMTS2,
ADAMTS3 ve insan B-2 Mikroglobulin (internal kontrol) genleri igin ¢alisildi. Insan
-2 Mikroglobulin geni sonuglarin normalizasyonu amaciyla kullanildi. Dongi

kosullar1 Tablo 2.17°de belirtilmektedir.

Tablo2.17: Real time PCR dongii kosullart.

Segment Dongii Sicaklik Siire
1 1 95°C 10 dk
95°C 10 sn

2 35 58 °C 15 sn
72°C 10 sn

3 1 72°C 1dk

2.25.7  Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analiz

Real Time PCR sonuglart Livak metoduna gore degerlendirildi [59].
ADAMTS2 ve ADAMTSS i¢in elde edilen Ct degerleri, internal kontrol genin (insan
-2 Mikroglobulin) Ct ortalamasindan ¢ikarildi. Daha sonra elde edilen degerin 2
tabaninda kuvveti alindi. Kontrol gruplar1 kendisine bdliinerek “1” birim olarak
kabul edildi. ilgili saatlerde calisilan deney sonuclar1 kontrol degerine béliindii ve
1’in kat1 seklinde sonuglar elde edildi [59]. Sonuglar MiniTab (One Way ANOVA)
ile istatistiksel olarak analiz edildi. p<0,05 oldugu durumlar istatistiksel olarak
anlamli olarak kabul edildi.
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2.2.6 Protein ile Ilgili Teknikler

2.2.6.1 Westernblot

2.2.6.1.1 Westernblot i¢in Sitokin Deneylerin Kurulmasi

Hiicreler tripan mavisi ile boyanarak sayildi ve %90 oraninda canli olduguna
karar verilen hiicrelerle deneyler kuruldu. %10 oraninda FCS igeren DMEM besiyeri
kullanilarak 6 kuyucuklu plakalara 5x10* hiicre/kuyu olacak sekilde paylastirildi.
Hiicrelerin yiizeye tutunmasi ig¢in 3 saat beklendi. Hiicrelerin yiizeye tutunup
tutunmadigr mikroskopta kontrol edildi. Yiizeye tutundugundan emin olunan
hiicrelerin besiyeri serum ag¢liginin saglanmasi amaciyla %0,1 BSA igeren DMEM
ile degistirildi. Bir gece inkiibasyondan sonra 500 U/ml olacak sekilde IL-1a ve IL-6

sitokinleri hiicrelere uygulandi.

2.2.6.1.2 Yolak Cahsmalari icin Deneylerin Kurulmasi

Bolim 2.2.5.1°de belirtildigi gibi hiicreler flasklara paylastirildi. Ertesi giin
bir grup hiicreye sadece inhibitorler uygulanirken bir grup hiicreye de inhibitor
uygulamasindan 1 saat sonra 500U/ml olacak sekilde IL-6 sitokini uygulandi. PI3K
inhibitorii olarak Wortmannin (1pM), MEK inhibitérii (10 uM) ve JNK inhibitorii
olarak SP600125 (20uM) son konsantrasyonlarda olacak sekilde hiicrelere
uygulandi. Kontrol gruplarinin bir kismina herhangi bir uygulama yapilmazken bir
grubuna da inhibitorleri sulandirmakta kullanilan DMSO uygulandi. 6 saatlik
inkiibasyon siiresinin sonunda boliim 2.2.6.1.3’te belirtildigi sekilde hiicrelerden total

ekstrakt hazirlandi.

2.2.6.1.3 Total Hiicre Ekstraktinin Hazirlanmasi

1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda kontrol ve deney

grubuna ait hiicreler boliim 2.2.3.3.2°de belirtilen sekilde tripsinizasyon ile ylizeyden
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alinarak pellet haline getirildi. 1000 rpm’de 5 dk santrifiij edilerek st kisimda kalan
medyum dikkatlice uzaklastirildi. 1 ml PBS eklenerek pellet dikkatlice yikandi ve
tekrar 1000 rpm’de 5 dk santrifiijlendi. Ust kistmda kalan PBS uzaklastirildi. Pelletin
tizerine 300-400 ul soguk Laemli tamponu (Tablo 2.9) eklendi. Pipet ile karistirilarak
hiicrelerin lizis olmasi saglandi. 1 dk siiresince hiicreler vortekslendi ve 30 dk buz
tizerinde bekletildi. (Bu sirada ¢oziinebilir proteinlerin birgogu iist sivi kisma
cikacaktir). +4 °C’de 14000 rpm’de 30 dk siiresince santrifiijlendi. Ust s1v1 alinarak

protein analizleri i¢in kullanildi [60].

Bazi 6rneklerin hazirlanmasinda NP-40 tampon (Tablo 2.9) sistemi kullanilda.
Bu amagla ekstraksiyon iglemleri yukarida belirtilen prosediir ile ayni sekilde NP-40

tamponu kullanilarak yapildi. Protein miktar1 florimetre kullanilarak belirlendi.

2.2.6.1.4 SDS-PAGE

SDS-PAGE jelinin hazirlanmasi amaciyla elektroforez aparatlari ve cam
levhalar su ve %70’lik etanol ile temizlendi. Ayirma ve yigma jeli Tablo 2.18’de
belirtilen sekilde hazirlandi. Protein drnekleri 30-40 pg olacak sekilde hazirlandi ve
95 °C’de 5 dk denatiire edildi. Protein ekstraksiyonu Laemli tamponu (Tablo 2.9) ile
yapildigi zaman Ornekler yalniz bromfenol mavisi ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklendi. Protein ekstraksiyonu NP-40 tamponu ile yapildigi zaman Ornekler -
Merkaptoetanol igeren yiikleme boyasi ile karigtirilarak jele yiiklendi. Ayrica jele 10
ul Prestained Page ruler Plus (Thermo 26616) biiyiikliik belirteci olarak yiiklendi.
Tank %0,1 (w/v) SDS igeren 1X yiiriitme tamponu (Tablo 2.9) ile doldurularak (orta

kisim ve alt kisim) 160 volt akimda 6rneklerin yiiriimesi saglandi [47].
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Tablo 2.18: SDS-PAGE Ayirma ve yigma jeli bilesen miktar ve son

konsantrasyonlari
Jel icerigi %10 . ,%5 .
Ayirma Jeli Yigma Jeli

Yigma Jeli Tamponu - 2,5ml
Ayirma Jeli Tamponu 2,5 ml -
Akrilamid:Bisakrilamid(37.5:1) 2,5 ml 1,25 ml
ddH,0 5ml 6,25 ml
%10 (w/v)Amonyum PerSiilfat 100 pl 100 ul
TEMED 10 pul 10 pl

2.2.6.1.5 Proteinlerin PVDF Membrana Transferi ve Immiinolojik

Olarak Belirlenmesi

Proteinlerin transferi i¢in PVDF (Millipore) membran kullanildi. Kisaca;
yigma jeli kesilerek uzaklastirildi ve jel transfer tamponu (Tablo 2.9) igine alinarak
oda sicakliginda 15 dk dengelendi. Whatman 3 MM kagit ve PVDF membran jel ile
ayni boyutlarda kesilerek hazirlandi. Membran metanolde 1 dk bekletilerek aktive
edildi. Transfer kaseti arasina (-) kutuptan baslayarak sirasiyla transfer tamponuyla
1slatilmis stinger, whatman kagidi, jel, membran, whatman kagidi ve siinger hava
kabarcig1 kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi. Kaset, transfer tamponu ile dolu
olan tanka yerlestirildi ve 15 volt, 400 mA akimda 1 gece boyunca transfer icin
birakildi. Membran %0,1 (v/v) Tween-20 iceren 1X TBS tamponuna, %5 oraninda
yagsiz siit tozu eklenerek hazirlanan bloklama tamponda 1 saat oda sicakliginda
horizantal calkalayicida calkalanarak bloklandi. Siire sonunda bloklama ¢ozeltisi
uzaklastirilarak membran %0,1 (v/v) Tween-20 iceren 1X TBS tamponunda 5’er
dakikalik siirelerle 3 kez yikandi.

Membran sirasiyla primer ve sekonder antikorlar (Tablo 2.1) ile 1-1,5 saat
oda sicakhiginda (ya da primer antikor igin +4 °C’de gece boyunca) horizontal
calkalayicida inkiibasyona birakildi. Bantlar ECL Western Blotting Substrati (Pierce)

kullanilarak goriintiilendi ve karanlik odada X-Ray filme basildi. Film sirasiyla 2’ser
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dakika developer ve fixer soliisyonlarinda (Tablo 2.9) ve 1 dk suda bekletilerek tab
edildi [61].

2.2.6.1.6 PVDF Membrandan Antikorlarin Ayrilmasi (Stripping)

PVDF membrandan antikorlarin ayrilmasi amaciyla membran % 0,05 Tween-
20 igeren 1X TBS ile yikandi. Stripping tamponundan (Tablo 2.9) 10 ml eklenerek
iki kez 15’er dakika boyunca oda sicakliginda c¢alkalanarak yikandi. Daha sonra
musluk suyunda membran durulandi. % 0,05 Tween-20 i¢eren 1X TBS ile yikanan

Mmembran bu basamaktan sonra ECL substrati ile muamele edilerek kontrol edildi.

2.2.6.1.7 Sonuclarin Degerlendirilmesi

Western Blot sonuglar1 Image J programi kullanilarak densitometrik olarak
degerlendirildi. B-Aktin proteini tiim deney ve kontrol gruplarinda calisilarak

normalizasyon amaciyla kullanildi [62].

2.2.6.2 Immiinfloresans Teknigi

Hiicreler 125X10° hiicre/kuyu olacak sekilde dnceden yuvarlak lamellerin
yerlestirilmis oldugu 24 kuyucuklu plakalara paylastirildi. Ertesi giin medyum
uzaklagtirilarak PBS ile iki kez yikandi. Hiicreler %4 paraformaldehit ile 15 dk
stiresince oda sicakliginda fikse edildi. Fiksatatif uzaklastirildi ve hiicreler % 0,3
(v/v) Triton X-100 igerenin PBS’de 5 dk bekletildi. Hiicreler PBS ile yikandiktan
sonra spesifik olmayan baglanmalari engellemek i¢in %1 BSA iceren PBS ile 1 saat
oda sicakliginda bloklandi. PBS ile 5 dk yikanarak bloklama soliisyonu uzaklastirildi
ve primer antikor eklendi (Primer antikor 1/50 veya 1/100 oraninda %1 BSA igeren
PBS ile sulandirildi). Hiicreler gece boyunca +4 °C’de 151tk gecirmeyen
nemlendirilmis kapakli bir kapta primer antikor ile inkiibasyona birakildi. Ertesi giin
primer antikor almnarak hiicreler PBS ile yikandi. Sekonder antikor uygulama
islemleri karanlik ortamda yapildi. Sekonder antikor %1 BSA iceren PBS ile

sulandirildiktan sonra nemlendirilmis ve 1s1ik gegirmeyen kapakli bir kaba
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yerlestirilerek oda sicakliginda 1 saat inkiibasyona birakildi. inkiibasyon siiresinin
sonunda PBS ile hiicreler yikandi. Niikleus boyamasi yapilacak olanlara 1 pg/mL
DAPI (4°,6° diamino-2-phenylindole 2HCI) boyas1 eklendi ve 5 dk inkiibasyona
birakildi. Daha sonra PBS ile yikama yapildi.

Preperatlarin mikroskopiye hazirlanmasi amaciyla lamlarin iizerine floresans
sinyalin zamanla solmasimni engelleyecek ticari antifade tampon (invitrogen)
damlatildi. Kuyucuklarin tabaninda bulunan yuvarlak lameller c¢ikartilip ters
cevrilerek lam tizerine yerlestirildi. Lamelin {izerine entellan siiriilerek preperatlar
sabitlendi [63]. Floresans goriintiilemeleri, Balikesir Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji Anabilim Dali biinyesinde bulunan ED200 floresans atagmanli
Olympus BX51 marka mikroskopta yapildi. Fotograflar, ayni mikroskoba takili
Olympus DP72 marka dijital fotograf makinesi ile c¢ekilerek Photoshop CS2
programi ile yeniden boyutlandirildi.

2.2.7 DNA-Protein Etkilesimi ile Ilgili Teknikler

2.2.7.1  Electromobility Shift Assay (EMSA)

EMSA, DNA-protein etkilesimlerini belirlemek icin kullanilan bir tekniktir.
DNA-protein kompleksinin olusmasi durumunda, bu kompleks denatiire olmayan
jelde serbest DNA molekiiliine gore daha yavas hareket etmektedir. Ilgili proteinin
DNA'’ya baglanmasi durumunda jeldeki hareketi degiserek daha arkada kalmaktadir.
Ortama ilgili antikorun da eklenmesi ile (antibody supershift) hareket daha da
yavaglamaktadir [64]. DNA’nin hareketindeki bu degismeler degerlendirilerek
diisiiniilen protein ile etkilesime girip girmedigi belirlenebilmektedir. Bu ¢aligmada
biyoinformatik analiz ile belirlenen ve promotor bdlgesine baglanmasi muhtemel
transkripsiyon faktorlerinden bazilarimin fonksiyonel olarak ADAMTS2 promotor
bolgesine baglanip baglanmadigr radyoaktif olmayan EMSA calismalar ile
belirlendi.
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2.2.7.1.1 Saos Hiicrelerinden Niikleer Ekstrakt Hazirlanmasi

75 cm®lik flask yiizeyindeki hiicreler buzda sogutulmus 10 ml PBS ile iki
kez yikandiktan sonra 3 ml TEN tamponu eklendi ve buz iizerinde 5 dk bekletildi.
Hiicreler flask yiizeyinden kazmarak 2 ml’lik ependorf tiiplere alindi. +4 °C’de,
13.000 rpm’de 1 dk santrifiijlendi. Pellet 1,5 ml soguk PBS eklenerek yikandi.
4 °C°de, 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Ust kistm atild1. Olusan pellet 50 ul A
tamponunda ¢oziildiikten sonra buzda 15 dk bekletildi ve hamilton enjektoriinden 5
kez gecirilerek lizis edildi. Lizat +4 °C’de, 13.000 rpm’de 20 sn santrifiij edildikten
sonra olugan pellet 60 pl C tamponu eklenerek yeniden homojen hale getirildi. Buzda
30 dk bekletildikten sonra +4 °C’de, 13.000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi. Protein
miktar1 belirlendikten sonra 10 ul’lik hacimlere ayrilarak -80 °C dondurucuda
muhafaza edildi. Boylece EMSA calismalari i¢in niikleer ekstrakt hazirlanmis oldu

[45].

2.2.7.1.2 Oligoniikleotidlerin Baglanmasi

Oligoniikleotidlerin baglanmas1 amaciyla, her bir oligoniikleotitten 200
fmol/ul olacak sekilde alinarak, 40 pl’lik son hacimde Tris-EDTA tamponu
igerisinde sulandirildi. Her iki primerden esit miktarda alinarak PCR tiipiinde
birlestirildi ve c¢ift zincirli hale gelmeleri ig¢in 95 °C’de 5 dk inkiibasyona

birakildiktan sonra oda 1sisinda yavagga sogumasi igin bekletildi [45].

2.2.7.1.3 Baglanma Reaksiyonu

Baglanma reaksiyonu i¢in iiretici firmanin belirttigi talimatlar dogrultusunda
20 pl’lik son hacim igerisine; son konsantrasyonu 1X olacak sekilde baglanma
tamponu, 50 ng/pl son konsantrasyonda poly dI.dC, 4 pg niikleer ekstrakt, 5 mM
MgCl,, 5 mM KCI, 20 fmol biotin etiketli primer eklenerek 20 dk oda sicakliginda

baglanma reaksiyonunun gergeklesmesi i¢in bekletildi [45].
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2.2.7.1.4 Jelin Yiriutiilmesi ve Proteinlerin Membrana Transferi

Native poliakrilamid jel %6 Akrilamid: Bisakrilamid (37,5:1), 0,5X/L TBE
tamponu, %0,25 gliserol, %0,1 Amonyum persiilfat (APS) ve TEMED ilave edilerek
hazirlandi. Hazirlanan jel i¢in yliriitme tamponunda 100 V akimda, yarim saat
siiresince on yiiriitme yapildi. On yiiriitmenin sonunda baglanma reaksiyonlari

yiikkleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi ve 100 volt akimda boyuna yiirtitiildi.

Transfer i¢in naylon membran kullanildi (Thermo Scientific). Jel, naylon
membran, Whatman 3 MM kagit, siinger pedler transfer tamponu (0,5 X/L TBE)
icinde alinarak oda sicakliginda 5-10 dk bekletildi. Daha sonra transfer kaseti arasina
eksi yiiklii kutuptan baslamak tizere sirasiyla siinger, Whatman kagidi, jel, membran,
Whatman kagidi, siinger hava kabarcigi kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi.
Kaset, soguk transfer tamponu ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 100 volt
akimda 1 saat boyunca transfere birakildi. Transfer sonrasinda kross-link reaksiyonu
igin membran, stre¢ film ile sarilarak UV transilimiinatorde 15 dk tutuldu. Kross-link
sonrasinda membran, oda sicakliginda 15 dk siiresince bloklama tamponu igerisinde
calkaland1i. Bu siirenin sonunda Streptavidin-Horseradish Peroxidase Conjugate,
bloklama tamponuna eklenerek 15 dk oda sicakliginda calkalandi. Membran Kitte
bulunan 1X yikama tamponu ile dort kez yikandiktan sonra 30 ml substrat

dengeleme tamponu eklenerek 5 dk calkalandi [45].

Biotin isaretli DNA: protein kompleksi, ECL substrati kullanilarak

gorintiilendi ve X-Ray filme aktarildi. Film tab edilerek sonuglar goriintiilendi.
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3. BULGULAR

3.1 1Insan ADAMTS2 Promotorunun pGEM-T Easy Plazmit Vektoriine

Klonlanmasi

3.1.1 Genomik DNA izolasyonu

Insan ADAMTS2 promotor bdlgesinin klonlanmas: amaciyla éncelikle boliim
2.2.2.1°de belirtildigi sekilde Saos hiicre hattindan genomik DNA izolasyonu yapildi.
Izole edilen DNA %0,8’lik agaroz igeren jelde, 80 volt akim uygulanarak yiiriitiildii
ve goriintiilendi. Genomik DNA’nin konsantrasyonu ve safligi spektrofotometrik

olarak belirlendi.

M 12 3 4
.

1000
8000
6000
5000
4000
3500

2500

L/ 111/

1500
1000
750

500

Sekil 3.1: Izole edilen genomik DNA’lara ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii
M: 1kb marker (Fermentas; SM03111), 1-4: genomik DNA’lar.

3.1.2 Primer Tasarim

Primer tasarimi i¢in dncelikle insan ADAMTS2 genine ait muhtemel promotor

bolgesi, gen bankasinda bulunan kayitlardan yararlanilarak belirlendi. Daha sonra bu
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promotor bdlgesinin restriksiyon haritalamasi yapildi (bkz Ek-D). Boylece promotor

bolgesini kesen ve kesmeyen restriksiyon enzimleri saptandi. Promotor dizisini

kesmeyen enzimlerden pMetLuc haberci vektoriiniin klonlama bolgesinde lusiferaz

i¢in uygun yerlesimde bulunan enzimler belirlendi. Uygun enzimlerin tanima dizileri,

primerler dizilerine tanitildi. Primerlerin sag tokasi analizi, Tm analizi, %GC analizi

ve NCBI Blast analizleri yapildi. Tasarlanan primerlerin 6zellikleri Tablo 3.1°de

belirtilmektedir. (Primerlerin adlari, baslangi¢ noktalar1 dikkate alinarak olusturulan

genel terminolojiye gore belirtildi. Parantez ig¢inde belirtilen isimler laboratuvar

calismalarinda kullanilan adlandirma seklidir).

Tablo 3.1: Insan ADAMTS2 promotor bdlgesinin amplifikasyonu icin tasarlanan

primer dizileri
Primerin Ad1 Tm(OC) (b¢) Primer Dizisi (5°- 3°)
Adamts2pro_+112 F
(HUADAMTS? pro 64,1 25 | 5-TTC GAA GAT CCATGG CAGCCGGACT-3’
Forward3Jan 2010)
Adamts2pro_+112F2
forward_20910)
Adamts2pro_+112F3
(Adamts2_pro 68 21 5°-ATC CAT GGC AGC CGG ACT GCA-3’
forward27.01.11)
Adamts2pro_+112F4 ,
(Adams2 pro forw 63.3 30 5 TTCGAAGATCCATG(}B’CAGCCGGACTGCAGC-
mart2010)
Adamts2pro_-1367 R 5’-CTC GAG CTG CTG TGT AAG TCG TGT TTC
(Adamts2-Reverse PRO- 63,8 29 cC-3
ocak?)
Adamts2pro_-656 R 625 | 29 | 3-CTC GAG GAC TTC AGA GGA AGA GGA ACT
(Adamts2_promoter_Rev3) ' ,
GG-3
Adamts2pro_-1899R
(HUADAMTS2proR3Jan 60.4 27 5’-CTC GAG CGC TGT GTA AAG AAATAC
2010) CCA-3’
Adamts2pro_-915R 70 | 23 | 5-CTC GAG GAC AGA ATG CAT ACG TG-3’
(ADAMTS2proRev_20910)
Adamts2pro_-94R
(ADAMTS2 pro 27.01.11 80 20 5’-CGC TCG CTC CTT CCC TCT CC-3’
rev)
Adamts2pro_-368R 62 4 21 , )
(Adamts2 pro 490be rev) ) 5’-CTC GAG CTC TAG GTG GGG ACG-3
Adamts2pro_-180R
(180bc re\F:ers_e) 84 24 5-CTC GAG TTC CCT CCG CGC TCC CCC-3’
Adamts2pro_-530R 74 24
(530bg reverse) 5’-CTC GAG TGA ATT CCA GGG CTG ATG-3”
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Oncelikli olarak [-1899/+112], [-1367/+112], [-915/+112] arasindaki bélgeler
cogaltilmaya calisildi. Sekonder yapilarin olduk¢ca kompleks olmasi, GC baz
igeriginin yiiksek olmasi ve ardisik tekrarlarin yogun olarak bulunmasindan dolay1
[-658/+112], [-530/+112], [-368/+112] ve [-180/+112] arasinda belirlenen bdlgenin
amplifikasyonu i¢in primerler dizayn edildi (Tablo 3.1). Sekil 3.2 tasarlanan

primerlerin promotor bdlgesi iizerinde baglandig bolgeleri gdstermektedir.

— — — o o ) —
j(-1899) (-1367)  (-915) (-658) (-530)  (-368)  (-180) +1 (+112)

Sekil 3.2: ADAMTS2 promotor amplifikasyonu i¢in tasarlanan primerlere ait
diyagram

3.1.3 ADAMTS2 Promotorunun Klonlanmas: i¢in Kullanilan Yiiksek
GC Baz Oranina Sahip Dizilere Ozel PCR Stratejileri

3.1.3.1 Farkh Enzim Sistemleri

ADAMTS2 promotor bolgesinin PCR ile ¢ogaltilabilmesi i¢in oncelikle Taq
DNA polimeraz enzimi (Fermentas) kullanildi. Bu amagla PCR amplifikasyonlari
Bolim 2.2.2.2°de belirtildigi sekilde kuruldu. Tag DNA polimeraz enzimi
kullanilarak farkli baglanma sicakligi, farkli PCR tampon sistemleri, farkli primer
kombinasyonlari, farkli genomik DNA konsantrasyonlari ve PCR kuvvetlendiricisi
olarak sadece DMSO ortama eklenerek amplifikasyon ¢alismalar1 yapildi. Sekil3.3’te
yapilan PCR sonuglarina ait toplu bir agaroz jel goriintiisii verilmektedir. Bu
calismalarda ~ Adamts2pro_+112 forward, Adamts2pro -1367 reverse ve
Adamts2pro_-1899 reverse primerleri kullanildi. 1899b¢ ve 1479b¢ biiyiikliigiinde
tiriin eldesi amacglanmaktadir. Genomik DNA ve MgCI, konsantrasyon gradiyenti
yapildi. Amonyum siilfat ve potasyum Kkloriir igeren tampon sistemi tercih edildi.
Ayrica pozitif kontrol olara GAPDH c¢alisildi. Sekilde A, B, C ve D ile belirtilen jel
goriintiilerinde sirasiyla; 58 °C, 60 °C, 62 °C ve 65 °C baglanma sicakliklariyla
calisildi. Ancak istenilen biiytikliikte amplifikasyon elde edilemedi.
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Sekil 3.3: Tag DNA polimeraz enzimi kullanilarak yapilan PCR caligmalari. A: 58
°C Tm ile galigilan grup;1-6 Adamts2pro_ +112 F ve Adamts2pro_-
1899R primerleri ile ¢alisildi, 6-12: Adamts2pro_ +112 F ve
Adamts2pro_-1367R primerleri ile calisild., 12-17:
Adamts2pro_+112F2 ve Adamts2pro_-1367R primerleri ile ¢alisildi. B:
60 °C Tm ile galisilan grup;B1: Adamts2pro_ +112 F ve Adamts2pro_-
1899R primerleri ile ¢alisildi.,B2: Adamts2pro_ +112 F ve
Adamts2pro_-1367R primerleri ile calisildi. C:62°C Tm ile ¢alisilan
grup; 1-6: Adamts2pro_ +112 F ve Adamts2pro_-1899R primerleri ile
¢alisildi.,6-12: Adamts2pro_ +112 F ve Adamts2pro_-1367R primerleri
ile ¢alisildi., D: 65°C Tm ile ¢alisilan grup; D1: Adamts2pro_+112F2
ve  Adamts2pro_-1367 R  primerleri ile g¢alisildi, D2:
Adamts2pro_+112F2 ve Adamts2pro_-1899R primerleri ile ¢alisildi.

Ayrica PCR c¢aligmalarinda DNA c¢ogaltimindaki zorluk nedeniyle farkl

firmalara ait 6zel polimeraz enzimleri de kullanildi. Bunlar Platinum Tag DNA
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Polimeraz (Invitrogen), Expand High Fidelity (Roche), Dream Taq Green
(Fermentas) ve Long Range (Qiagen) enzim sistemleridir. Sekil 3.4’te bu enzimler
kullanilarak yapilan PCR sonuglarina ait agaroz jel goriintiileri verilmektedir. Bu
calismalarda  Adamts2pro_+112 forward, Adamts2pro -1367 reverse ve
Adamts2pro_-1899 reverse primerleri kullanildi. 1899b¢ ve 1479b¢ biiyiikliigiinde

urin beklenmektedir.

Md 2 3 4 5 6 7 8 M 9

1000bg |
750bg

500bg
250bg

M1 23 4 56 7 8 9 101112

—
L

B

1000bg e
750bg

500bg
250bg . N o - - ag——

M 1 PK NK 2 3 4 5

1000bg
750bg

500bg N i
250bg

Sekil 3.4: Farkli DNA polimeraz enzimleri kullanilarak yapilan PCR ¢alismalari.
A: Platinum Taq DNA polimeraz enzimi kullanilarak ¢alisilan PCR,B :
Expand High Fidelity DNA Polimeraz kullanilarak ¢alisilan PCR
sonucu, C: Dream Taq Green DNA polimeraz enzimi kullanilarak
calisilan PCR sonucu.

3.1.3.2 Farkh PCR Yontemleri

Bolgenin GC baz igerigi web tabanli programlar (Emboss) kullanilarak analiz
edildiginde %72 oraninda GC igerigi olan bir bolge oldugu anlasildi [65]. ADAMTS2
promotor bolgesinin CpG adasi analizi yapildiginda calisilan bolgenin %80 CpG
adasi olusturma potansiyeli oldugu belirlendi (Sekil 3.5) [66]. Bolgenin sekonder
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yapt analizleri yapildiginda bu bolgenin oldukca fazla sekonder yapi ve tekrarlar
iceren bir bolge oldugu anlasildi. (Sekil 3.6).

Observed vs Expected

1.5

Dbs/Exp

0.0 o5
-

0 200 400 500

Bose number

Parcentage

[ — e e U M T ™

Percentage
20 40 B0 &0

] 200 400 afuli]
Base number

0

Putative Islands

Thre=shaold

0 200 400 B0
Base Nurnber

0.0 020406 0.851.0

Sekil 3.5: ADAMTS2 promotor bolgesi olas1 CpG adasi bolgesi.

Bu analizler dogrultusunda GC bazlart agisindan zengin sekanslarin
¢ogaltilmasinda olduk¢a fazla kullanilan Hot-Start PCR yontemi, Hot-Start ile
kombine edilmis touch-down PCR yontemi Bolim 2.2.2.2 ve Tablo 2.14’te
belirtildigi kosullarda uygulandi [67]. Istenilen biiyiikliikte amplifikasyon

gbzlenemedi.
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Sekil 3.6: ADAMTS2 promotor bolgesine ait olast sekonder yap1 olusumu.
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3.1.3.3 Insan Genome Walker Stratejisi

Genome Walker Human Kit (Clontech) EcoRV, Dral, Pvull ve Sspl
restriksiyon enzimleriyle hazirlanmis ¢esitli biiyiikliiklerde insan genomik DNA
fragmentleri ve iki adet adaptor primeri icermektedir (Sekil 3.7). Bu kitte Onerilen
PCR caligmalari iki basamaktan olusmaktadir; ilk basamakta insan Genome walker
kitte bulunan bu 4 kiitiiphane kalip olarak kullanildi. PCR adaptor primer | (API) ve
ADAMTS2 promotor forward primerleri ile Boliim 2.2.2.2, Tablo 2.12°de belirtildigi

sekilde ¢alisildi.
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Bndingsivels created 7" o
on templte of interest AFT GenomeWalker
by extension of G5P1 Adapror
AP Primary PCR ge™ 2
¥ with Advantage™ 2
GSP1 Y Polymerase Mix [oontaing TaqStan™ Antibody

9

r

-
APZ . .
o Secondary or "negted” PCR with

G5P2 _\_H-"\ Advantage™ I Polymerase Mix

Y

_—

Examing products an
an agasase/ErBr gel

Sekil 3.7: Genome Walker Human Kit (Clontech) ¢alisma basamaklari [68].

Ikinci basamak PCR’da ise birinci basamak PCR sonuglar1 50 Kkat
sulandirilarak kalip olarak kullanildi. Olas1 tiim forward ve reverse primer

kombinasyonlari II. Basamak PCR’da kullanildi (bkz. Sekil 3.8).

66



I. Basamak PCR

Biitlin kiitiphaneler icin

AP2 + ADAMTS2’ye ait bitiin AP1+ADAMTS2'ye ait biitln
reverse primerler reverse primerler

Il. Basamak PCR

@ &

AP2 + ADAMTS2 biitiin forward primerler | | AP2 + ADAMTS2 biitliin reverse primerler

ADAMTS2 biitiin forward ve reverse
primerler

Sekil 3.8: Insan genome walker kitinde I.ve 1l. basamakta kullanilan primerler.

M 1 2 3 4
A
1000bg
750bg

500b¢

250bg

B M12 34 5612 34561234561 2 3 4 5 6

1000bg
750bg
500bg

250bg

EcoRV Dral Pvull Sspl

Sekil 3.9: Genome walker I. ve II. Basamak sonuglariA; I. Basamak PCR sonuglart,
M: Biiyiikliik belirteci (Fermentas SM0311) 1: EcoRV Kkiitiiphanesi, 2:
Dral kiitliphanesi, 3:Pvull kiitiiphanesi ve 4: kiitliphanesi Sspl
Kiitiiphanesi. B; II.Basamak PCR sonuglari; 1-6: EcoRV Kkiitiiphanesi,
1-6: Dral kiitiiphanesi, 1-6:Pvull kiitiiphanesi, 1-6 Sspl kiitliphanesi.
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3.1.3.4 Genomik DNA’min Restriksiyon Enzimleriyle Kesilmesiyle
Elde Edilen Uriiniin Kalip Olarak Kullamldigi PCR

Amplifikasyonlari

ADAMTS2 promotor bolgesinde 2000 bg’lik bolgeyi kesmedigi bilinen Xhol
ve Hind Il restriksiyon enzimleri kullanilarak bolim 2.2.2.6°’da belirtildigi
kosullarda genomik DNA kesime ugratildi. Agaroz jel elektroforezinde kontrol

edildikten sonra PCR amplifikasyonlarinda kalip olarak kullanildi.

3.1.3.5 PCR Kuvvetlendiricileri

Literatiirde rastlanan bazi ¢alismalarda DMSO, 7-Deaza-GTP, Etilen Glikol,
Betain ve Propandiol gibi baz1 maddelerin PCR verimini arttirdigi aydmlatilmistir
[69]. PCR kuvvetlendiricilerinden reaksiyon ortamina gesitli konsantrasyonlarda
eklenerek c¢alismalar tekrarlandi. Caligmalar sonucu promotor bdlgesine ait |[-
658/+112] bolge Boliim 2.2.2.2°de belirtilen bilesen ve kosullarda basarili bir sekilde
cogaltildi. (bkz. Sekil 3.10)

1000bg 760bg

750bg

500bg

250b¢

Sekil 3.10: ADAMTS2 promotoru amplifikasyonu agaroz jel elektroforezi
goriintiisti. M: 1kb Biiyiiklik belirteci (Fermentas,SM0311), 1:[+112/-
1899] PCR sonucu, 2: [+112/-1367] PCR sonucu, 3:[-658/+112] PCR
sonucu.
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3.1.4 PCR Uriinlerinin pGEM-T Easy Vektor Sistemi’ne Ligasyonu ve

DH5a Hiicrelerine Transformasyonu

ADAMTS2 promotoruna ait 760bg¢ biiyiikliigiindeki bant agaroz jelden geri
kazanildi (Bolim 2.2.2.4). PCR friinlerinin pGEM-T Easy vektor sistemi’ne
(Promega) ligasyonu Bolim 2.2.2.8’de belirtildigi kosullarda yapildi. Ligasyon
triinleri ertesi giin bekletilmeden E.coli DH5a kompetan hiicrelerine Bolim
2.2.1.4’te anlatildig1 sekilde transforme edildi. Amfisilinli petrilere IPTG ve X-Gal

yayilarak mavi-beyaz koloni se¢imi uygulandi.

3.1.5 pGEM-T Easy Vektoriine Yapilan Ligasyonun Kontrolii

760bg¢’lik ligasyonun kontrolii amaciyla segilen beyaz kolonilerden 6n kiiltiir
hazirlanarak plazmit izolasyonu yapildi. Daha sonra pGEM-T Easy vektor
sisteminde ¢oklu klonlama bolgesinin her iki yaninda tanima bolgesi bulunan EcoRl
restriksiyon endoniikleaz enzimi kullanilarak Bolim 2.2.2.6°da belirtildigi kosullarda
kesim yapildi (Sekil 3.11). Bu koloniden Boliim 2.2.1.5’te anlatildigi sekilde gliserol
stok hazirlanip -80 °C’de muhafaza edildi. Plazmitler dizilemeye goénderilerek
kontrol edildi.

1000bc
750bg
500bg

250bg¢

Sekil 3.11: ADAMTS2 [+112/-658] promotor parcasinin pGEMT Easy vektoriine
ligasyonunun kontrolii.M: 1kb Biiyiiklik belirteci (Fermentas,
SMO0311), 1: Inumarali koloninin ECORI kesim sonucu, 2: 2 numarali
koloninin EcoRI kesim sonucu.
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3.1.6 Dizi Analizi

Insan ADAMTS2 promotor bélgesine ait 760b¢’lik bolgeyi iceren plazmit
PCR sirasinda herhangi bir mutasyonun olup olmadiginin kontrol edilmesi amaciyla
REFGEN Biyoteknoloji’ye (Ankara) dizilemeye gonderildi. Dizileme sonuglar1 gen
bankasinda bulunan ve biyoinformatik olarak belirlenen muhtemel ADAMTS2

promotor bolgesi olan dizi ile karsilagtirildi (Sekil 3.12).

NCBI 4 GATCCATGGCAGCCGGACTGCAGCCGGEGGCCCCGCACTCGCAGCCGEGCGCGARAGTTICCC 63
tererrrrreeererereeerrrererrrerrrrrrrrrerrr e rrrrerrr il
RDAMIS2 1 GATCCATGGCAGCCGGACTIGCAGCCGGEGGCCCCGCACT CGCAGCCGGCGCGAAAGTICCC 60
NCEI 64 CGCGAGCCGCCCAGCCCACATCTGGGGGCAGCTGGAGCCGCCCGCAGCT GCAGCACCECA 123
Peerrrrrerrrererrrrerrerrrrrrree e e e e e e e e e
ADAMTS2 &1 CGCGAGCCGCCCAGCCCACRATCTGGGEGCAGCTGGAGC CGCCCGCAGCTGCAGCACCGCR 120
NCBI 124 GGGCGCGGEEECGEAGEAGGCGAGECGC GEAGGGECEEECGEGEGAGCECGEAGGGRAAGEE 1863
Feerrrrreerrerer e b et r et et et b e e el
RDAMTS2 121 GGGCGCGEGEGECGGEAGGAGGLGAGECGCGEAGE GELGEG CEGEEGAGCGLGGAGGGARGEC 180
NCBI 124 GGGGAGAGGGAAGGAGCGAGCGAGCGAGGGAGGCAGGC GGGAGGGAGGGAGGCGAGCGAG 243
FPEEEETE et e v e e e e e e e e e e e e el
RDAMTS2 1681 GGGGAGAGGGAAGGAGCGAGCGAGCGAGGGAGGCRAGEC GGGAGGGAGGGAGGCGAGLGAG 240
NCBI 244 GGGGAGGECEGEGEACGECEEECGCCTCAGCCT GCGEGTGACCCGGCGCATCTTGGCGCGEC 303
0 U A O O A O A O O
RDRMTS2 241 GGGGAGGEGECGEGEACGECEEECEGCCTCAGCCT GCGETGACCCGGCGCATCTTGGCGLGEE 300
NCBI 304 CGLCGCCELCCEGCCCGCTTCCCTCTICGCGCCGCCGICGCCELGGIGLCGGELTICGCAGLG 363
FEErrrrrrrr e er et e e e e e e rr et e et rrr el
RDAMTS2 301 CGCCGCCGCCGCCCGCTTICCCICTICGCGCCGCCGTICGCCGLEGGTIGLCGGGELTCGCAGCG 360
NCEBI 364 RAGCAGAGACACCCCGAGGCGECGGCAGAGAAGCGCCGCGEECCGGGECCGEEEGAGCCCC 423
Peeerr rererrerrrererrrerrr et e et e e e e e
RDAMTS2 361 AAGCAGTIGACACCCCGAGGCGECEGECAGAGAAGCECCECGEGECCEGEELCGEEEEGELCCC 420
NCBI 424 GCCGCCAGCCACCCCAGEGGCACAACCTCCGAGGAGCGGCGCCGECCGAACGTICCCCACC 483
PEEELEEREEr e v et bbbt et bbb e bbb bbb bl
RDAMTS2 421 GCCGCCAGCCACCCCAGGGGCACRACCTCCGAGGAGCGGCGCCGGCCGARCGICCCCACC 480
NCBI 424 TAGAGAGCCCTIGGGGTGCCGGGTCCCACCCATCAGCCCTGGARTTCARGGGGTGCATCC 543
FEEEErrerr e e e e e e e e e e e r et et errentl
RDAMTSZ 481 TAGAGAGCCCT IGGGGTGCCGGETICCCACCCATCAGCCCTGGAATTCAAGEEETGCATICC 540
NCBI 544 CCCTIGTCICIGTGCTICTGGGGCAGGACAGEGT GAGGGARTGAAAGGGGAGGGEEEGACTGRA 603
Pererrrrrreerereereerrrererrrerrrerrrrreerrrrrrrrrerrr it
RDAMTS2 541 CCCIGICICIGTIGCTICTGGGECAGGACAGGET GAGGGAATGAAAGGGGAGGGGEGACIGRE 600
NCBI cl4 CTACTGGGTCCRARGGI CTGAGC CAGGC CGRAT GCCCAARTAGAGGCCGCARRGGCCAGRE 863
PEEEEEEErrr e e e et e r e e e e e e e e el
ADAMTS2 601 CTACTGGGTICCARGGT CIGAGC CAGGC CGART GCCCARATAGAGGECCGCARRAGGCCAGRR 8480
NCBI 664 GATGCTGITAGGAGGGTACACCCAGGGCGCGACCCCAARGATCAACTITIGCCCTIACIG 723
Freerrrerrerrerrreerrrrerrereerererrrrrerrr e e b er e e i
RDRAMTS2 661 GATGCTIGITAGGAGGGTACACCCAGGGCGCGACCCCAARAGATCAACTTTTGCCCTTIACTIG 720

NCBI 724 AGAGAGGCRAGGCICCTTCAGTCCCCAGTTCCTICTTCCICTGAAGTICCC 772
Lrrrerrerrereerr e terrerer e teer prr e el
RDAMTS2 721 AGAGAGGCRAGGLTICCT-CAGTCCCCAGT-CCTC-TCCICTGRAAGTCCC 766

Sekil 3.12: pGEM-T Easy vektoriine ligasyonu yapilan 760bg¢’lik ADAMTS2
promotor bolgesinin dizileme sonuglarinin gen bankasindaki dizi ile
karsilastirilmasi.
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3.2

Kisaltilarak  Yapilan

Olusturulmasi

ADAMTS2

Promotor

Parcalarinin

Bazal aktivitenin belirlenebilmesi amaciyla kisaltilarak mutasyona ugratilmis

promotor pargalart olusturuldu. Bu amagla olusturulmasi planlanan pargalar

Sekil 3.13’te gosterilmektedir. Bunun i¢in PCR’a dayali sistem ya da restriksiyon

kesimine dayali strateji kullanildi. Asagida Tablo 3.2’de hangi konstrakta hangi

yaklasimin kullanildigi 6zet olarak belirtilmektedir. Takip eden béliimlerde konu

detaylandirilacaktir.
r+110
-658 | Lusiferaz
I
1
I
|
-530 ; Lusiferaz
I
I
;
i
-324 7 Lusiferaz
i
i
I
i
-180 ; Lusiferaz
Sekil 3.13: Kisaltilarak olusturulan ADAMTS2 promotor pargalari.
Tablo3.2: ADAMTS2 promotor pargalarinin klonlama stratejileri.
Promotor péSEI\{IT Klonlanacak PMe&;&;’;‘é‘ltﬁre Adland
s asy’e andirma
Biiyiikliik Klonlama DNA Parcasi Hazirlanmasi
760 Genomik pGEMT-Easy 760
DNA’dan | Sacll/ Xhol kismi Sacll /Xhol PMET_TS2_760_diiz
[-658/+112] i _TS2_760_
PCR. kesimi
324 dilz /FiGElll\gT-ESTWGO Apal/Bglll i
[-324/+112] pe} 'am pal/Bg PMET_TS2 324 diiz
kesimi
£30 PGEMT | pGEMT Easy 530
[-530/+112] Easy thl/l'—llndlll Xhol/HindllI PMET_TS2_530
760’dan kesimi
180 PGEMT- | pGEMT Easy 180
[-180/+112] | Easy760 Xhol/Hindlll Xhol/HindllI PMET_TS2_180
‘dan PCR kesimi
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3.21 ADAMTS2 Promotorunun 760b¢’lik Bolgesinin Kismi Kesim
Stratejisi ile pMetLuc Haberci Gen Vektoriine Klonlanmasi

ADAMTS2 promotorunun, 760b¢’lik kisminin pMetLuc haberci gen
vektoriine alt klonlanmasi1 amaciyla, pGEMT-Easy vektoriine klonlanmis 760bg¢’lik
ADAMTS2 promotoruna ait rekombinant plazmit Bolim 2.2.2.6’da belirtildigi
sekilde Sacll ve Xhol enzimleriyle kismi kesime ugratildi. Kismi kesim, uygun
olmayan reaksiyon kosullar1 saglayarak, DNA havuzunda farkli biiyiikliikte bantlarin
goriilmesidir. Bu amagla Sacll enzim miktar1 5 kat daha az kullanilmistir. Kosullar
Tablo 2.15’te belirtilmektedir. pMETLuc haberci gen vektori Bolim 2.2.2.6°da
belirtildigi normal kesim sartlar1 altinda Sacll ve Xhol enzimleri ile kesilerek
hazirlandi. Kesimler agaroz jel elektroforezinde yliriitiiliip UV’de goriintiilendikten
sonra (Sekil 3.14) Boliim 2.2.2.4’te anlatildig1 islem basamaklarina gore jelden geri

kazanildi.

Sekil 3.14: Kismi kesim agaroz jel goriintiisii.M: Biiyiikliikk belirteci 1kb
(Fermentas SM0311), 1-2:760bg’lik promotor pargast.

ADAMTS2 promotoruna ait 760b¢’lik pargaya ait ligasyonun kontrolii dizi
analizi ile yapildi. Bu amagla pMetLuc vektorii lizerinde yonii bilinen bir dizileme
primeri tasarlandi1 (Tablo 2.11). Dizileme sonucu gen bankasinda bulunan muhtemel
ADAMTS2 promotor bolgesi ile karsilastirildi. Yapilan biyoinformatik analiz
sonucunda 760bg¢’lik bolgenin haberci gen vektorii igerisine transkripsiyonun

baglangic bolgesinin uygun yerlesimli klonlandigi tespit edildi. Rekombinant oldugu
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tespit edilen kolonilerden Bolim 2.2.1.5°te anlatildigi sekilde gliserol stok

hazirlanarak -80 °C dondurucuda muhafaza edildi.

3.2.1 ADAMTS2 Promotorunun 530b¢’lik Bolgesinin pMetLuc Haberci

Gen Vektoriine Klonlanmasi

ADAMTS2 promotoruna ait 760b¢’lik parga kalip olarak kullanilarak
530bg¢’lik reverse ve forward primerler kullanilarak (Tablo 3.1) Bolim 2.2.2.2°de
belirtildigi kosullarda PCR yapildi. Amplifikasyon iirlinleri agaroz jele yiiklenerek
kontrol edildi ve sonra jelden geri kazamldi. Oncelikle T:A klonlama stratejisine
gore pGEM-T Easy vektorii ile Bolim 2.2.2.8’de belirtildigi sekilde ligasyon
kurularak bir gece +4°C’de inkiibasyona birakildi. Ligasyon Xhol/HindlIl kesimi ile
Boliim 2.2.1.6’da belirtildigi kosullarda kontrol edildi (Sekil 3.15).

750bg
500bg

250b¢

Sekil 3.15: 530b¢’lik ADAMTS2 promotor parcasinin pPGEMT Easy vektore olan
ligasyonunun kontrolii. M: 1kb biiyiiklik belirteci (Fermentas,
SM0311).
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500bg

250bg

Sekil 3.16: 530b¢’lik ADAMTS2 promotor pargasinin pMetLuc haberci gen
vektoriine ligasyonunun kontroli, M: 1kb biiyiiklik belirteci
(Fermentas, SM0311).

530bg’lik parcanin pMetLuc haberci gen vektoriine alt klonlanmasi amaciyla
PGEM-T Easy vektor ‘den 530 bg¢’lik ADAMTS2 promotor pargast Xhol/Hindlll
kesimi ile Boliim 2.2.2.6°da belirtildigi gibi kesilerek ¢ikarildi. pMetLuc vektori de
ayni enzimlerle kesilerek hazirlandi ve Bolim 2.2.2.8’de belirtildigi sekilde
ligasyona birakildi. Ligasyon iiriinleri kompetan hiicrelere Bolim 2.2.1.4°te
belirtildigi sekilde transforme edilerek olusan kolonilerin rekombinant olup olmadigi

restriksiyon endoniikleaz enzim kesimi ile tarandi (Sekil3.16).

3.2.2 ADAMTS2 Promotorunun 324b¢’lik Bolgesinin pMetLuc Haberci

Gen Vektoriine Klonlanmasi

ADAMTS2 promotorunun, 324bg¢’lik kismmnin  pMetLuc haberci gen
vektoriine diiz oryantasyonda alt klonlanmas1 amaciyla, dnceden pMetLuc vektoriine
klonlanmig olan 760b¢’lik ADAMTS2 promotoruna ait bolge Apal ve Bglll ile
pMetLuc vektorii ise Apal ve BamHI restriksiyon enzimleri ile kesime ugratildi
(Bolim 2.2.2.6). 324bg¢’lik bolge jelden kesilerek geri kazanildi. Kazanilan iiriinler
Fermentas T4 DNA Ligaz enziminde belirtilen kosullara gére Bolim 2.2.2.8°de
belirtildigi kosullarda +4 °C’de bir gece ligasyona birakildi. Ligasyon iiriinleri
kompetan E.coli, DH5a hiicrelerine Boliim 2.2.1.4°te belirtildigi sekilde transforme
edildi. Transformasyon kiiltiirii rekombinant kolonilerin segilebilmesi amaciyla

kanamisin iceren LB agar petrilere yayildi ve 1 gece boyunca 37 °C’de ters
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cevrilerek inkiibasyona birakildi. 324bg¢’lik ligasyonun kontrolii amactyla 6n kiiltiir
hazirlanarak kiigiik 6lgekli plazmid izolasyonlari yapildi ve restriksiyon endoniikleaz
kesimleri uygulandi. Bu amagla i.Pstl/EcoRlI , ii.Pstl/Xhol restriksiyon enzimleri ile
Bolim 2.2.2.6°da belirtildigi kosullarda kesim yapildi.

250bg

Sekil 3.17: 324bg¢’lik ADAMTS2 promotor pargasinin pMetLuc haberci gen
vektoriine ligasyonunun kontrolii. M: 1kb Dbiiyiiklik belirteci
(Fermentas, SM0311).

Kesimler agaroz jel elektroforezinde yiiritiiliip UV’de goriintilendi ve
fotograflandi. Buna gore 2. koloniye ait her iki kontrol kesiminde de 250bg’lik
bolgede bant gozlendi (Sekil 3.17). Gliserol stoklar hazirlanarak -80 °C’de muhafaza
edildi.

3.2.3 ADAMTS2 Promotorunun 180bg¢’lik Bolgesinin pMetLuc Haberci

Gen Vektoriine Klonlanmasi

ADAMTS2 promotoruna ait 760bg’lik parga kalip olarak kullanilarak Bolim
2.2.2.2’de belirtildigi kosullarda PCR ¢alisildi. Forward primeri olarak
Adamts2pro_+112F2 ve reverse primeri olarak Adamts2pro -180R kullanildi
(Tablo 3.1). Amplifikasyon iiriinleri agaroz jele yiiklenerek kontrol edildi ve jelden
geri kazamldi. Oncelikle T:A klonlama stratejisine gére pGEM-T Easy vektore
Bolim 2.2.2.8’de belirtildigi sekilde ligasyon kurularak bir gece +4°C’de
inkiibasyona birakildi. Ligasyon Xhol/Hindlll kesimi ile Bolim 2.2.2.6°da
belirtildigi kosullarda kontrol edildi (Sekil 3.18).
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200bg
100bg

Sekil 3.18: 180b¢’lik ADAMTS2 promotor par¢asinin pGEMT Easy vektore olan
ligasyonunun kontrolii. M: 100bg biiytikliik belirteci (Fermentas).

180bg¢’lik parcanin pMetLuc haberci gen vektoriine alt klonlanmasi amaciyla
pGEMT Easy vektor’den 530 bg¢’lik ADAMTS2 promotor pargasit Xhol/Hindlll
kesimi ile Boliim 2.2.2.6°da belirtildigi gibi kesilerek ¢ikarildi. pMetLuc vektori de
aynt enzimlerle kesilerek hazirlandi ve Bolim 2.2.2.8’de belirtildigi sekilde
ligasyona birakildi. Ligasyon dirinleri kompetan hiicrelere Bolim 2.2.1.4’te
belirtlidigi sekilde transforme edilerek olusan kolonilerin rekombinant olup olmadig:

EcoRI enzim kesimi ile tarandi (Sekil3.19).

200b¢
100bg

Sekil 3.19: 180b¢’lik ADAMTS2 promotor pargasinin pMetLuc haberci gen
vektoriine ligasyonunun kontrolii. M: 100bg biiyiikliik belirteci
(Fermentas).
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3.3 Insan ADAMTS2 Promotorunun Karakterizasyonu

ADAMTS2 promotorunun dizilemeden gelen sonuglarinin karsilastiriimasi ile
klonlanan son dizi ve dizi iizerinde transkripsiyonun baslangi¢ bolgesi belirlendi. Bu
amagla ADAMTS2 cDNA dizisi ile ADAMTS2 promotor dizisi karsilastirildi.
Klonlanan promotor dizisi ve transkripsiyonun baslangi¢c bolgesi (+1) Sekil 3.20°de
gosterilmektedir. Yapilan biyoinformatik analizler sonucu ADAMTS2 promotorunun
TATA kutusu igermeyen bir promotor oldugu belirlendi. Bunun yerine TATA kutusu
icermeyen Okaryotik promotorlarda bulunan korunmus GA kutusu motiflerinin

olduk¢a yogun olarak bulundugu belirlendi.

Sican ve fare ADAMTS2 promotor bolgeleri gen bankasinda tam olarak
dizilenemediginden sadece 5’UTR kisimlar1 insan ADAMTS2 5’UTR bolgeleri ile
karsilastirildi. Yapilan bu karsilastirmada UTR kisimlarmin olduk¢a korunmus
oldugu oldugu fakat insan ADAMTS2 5°UTR bolgesinin diger tiirlere goére daha uzun
bir bolge oldugu belirlendi (Sekil 3.20)

Ayrica promotor {izerinde olasi transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri de
belirlendi (Mathinspector). Bu bolgede transkripisyon faktorii baglanma motiflerinin
olduk¢a yogun olarak bulundugu goézlenmektedir. Bunlardan bazilar1 Tablo 3.3’te
belirtilmektedir. Ayrica bazi diziler promotor iizerinde de gosterilmektedir. Bu

baglanma motiflerinin fonksiyonel olup olamdigi aktivite deneyleri ile test
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edilmelidir.
rat 5UTR < 3
mouse 5UTR - 4 1
human 5UTR 1 TCCTCCGCCC CGCGCCCIGC GGIGCTIGCAG CTIGCGGGCGG 40
rat 5UTR : GT GGGCIGGGCG GCGCGCGGGGE 22
mouse 5UTR 1 CCCAGATGT GGGCIGGGCA GCGCGCGGGGE 28
human 5UTR 41 CTICCAGCTIGC CCCCAGATGT GGGCIGGGCG GCICGCGGGG 80
rat 5UTR 23 AACTTTICGCG CCGGCTGCGA GIGCGGGGCC CCGGCIGCGG €2
nouse 5UTR 30 AACTTICGCG CCGGCIGCGA GIGCGGGGCC CCGGCIGCGG €93
human 5UTR 81 AACTITICGCG CCGGCIGCGA GIGCGGGGCC CCGGCIGCAG 12
rat 5UTR €3 TCCGGCTIGCC ATG 75
mouse 5UTR 70 TCGGGCIGCC ATG 82
human 5UTR 121 TCCGGCIGCC AT 133

Sekil 3.20: Insan ADAMTS2 5°UTR bélgesinin digger tiirleri ile karsilastiriimas.



-658 GACTTCAGAGGAAGAGGAACTGGGGACTGA-629

Reverse Primer

-628 AGGAGCCTTGCCTCTCTCAGTAAGGGCAAA-599

-598 AGTTGATCTTTGGGGTCGCGCCCTGGGTGT-569

-568 ACCCTCCTAACAGCATCTTCTGGCCTTTGC-539
Testis spesifik TF

-538 GGCCTCTATTTGGGCATTCGGCCTGGCTCA-509

Krueppel benzeri Ostrojen RE

-508 GACCTTGGACCCAGTAGTCAGTCCCCCCTC-479

Glukokortikoid RE

-478 CCCTTTCATTCCCTCACCCTGTCCTGCCCC-449
cEBP

Spl
-448 AGAGCACAGAGACAGGGGGATGCACCCCTT-419
NF-KB

-418 GAATTCCAGGGCTGATGGGTGGGACCCGGC-389

-388 ACCCCAAGGGCTCTCTAGGTGGGGACGTTC-359
HIF

-358 GGCCGGCGCCGCTCCTCGGAGGTTGTGCCC-329

-328 CTGGGGTGGCTGGCGGCGGGGCTCCCCCGG-299
NF-KB

-298 CCCGGCCCGCGGCGCTTCTCTGCCGCCGCC-269

Sekil 3.21: ADAMTS2 [-658/+112] promotoru iizerinde muhtemel transkripsiyon
faktorii baglanma bolgeleri ve motifleri.
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-268 TCGGGGTGTCTCTGCTTCGCTGCGAGCCCG-239

-238 GCACCGCGGCGACGGCGGCGCGAAGAGGGA-209

-208 AGCGGGCGGCGGCGGCGGCCGCGCCAAGAT-179
GA kutusu GA kutusu

-178 GCGCCGGGTCACCGCAGGCTGAGGCGCCCG-149

-148 CCGTCCCCGCCCTCCCCCTCGCTCGCCTCC-119
Spl Krueppel benzeri TF

-118 CTCCCTCCCGCCTGCCTCCCTCGCTCGCTC-89
GA kutusu

-88 GCTCCTTCCCTCTCCCCGCCTTCCCTCCGC-59
GA Kutusu

-58 GCTCCCCCGCCCGCCCCTCCGCGCCTCGCC-29
GC kutusu/sp1

-28 TCCTCCGCCCCGCGCCCTGCGGTGCTGCAE +2
E2F

+3 CTGCGGGCGGCTCCAGCTGCCCCCAGATGT +32
AP4

+33 GGGCTGGGCGGCTCGCGGGGAACTTTCGCG +62
E2F

+63 CCGGCTGCGAGTGCGGGGCCCCGGCTGCAG +92

+93 TCCGGCTGCCATGGATCCGC +112

Forward Primer

Sekil 3.21 (devam): ADAMTS2 [-658/+112] promotoru {iizerinde bulunan
muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri ve motifleri.
(Transkripsiyon bagslangi¢ bolgesi (+1) kutu igerisine alinmistir. ATG
kirmizi ile gosterilmistir).
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Tablo 3.3: ADAMTS2 promotoru {lizerinde baglanma motifleri bulunan
transkripsiyon faktorleri ve baglanma bolgeleri.

TF Motif Baglanma Bolgesi
E2F AGCCGGCGCGAAAGTTC (+52/+68)(-25/-9)
GClspl CGGAGGGGCGGGCGGGE (-54/-37)
GA kutusu CGGGGAGAGGGAAGGAGCGAGCGAG | (-110/-68),(-211/-203)
AP4 GGGGGCAGCTGGAGCCG (+26/+10)
Krueppel like | GAATGCCCAAATA (-532/-520)( -141/-125)
;eftis spesifik | A GGAGGGTACA (-575/-567)
CcEBP AGGGTGAGGGAATGA (-473/-459)
gl'z“k"kor“kmd TTCCCTCACCCTGTCCTGC (-470/-452)
Sp1 CTCTGGGGCAGGACAGG (-461/-446)(-148/-132)
HIF GTGGGGACGTTCGGCCG (-370/-354)
NF-kB AGGGGGATGCACCCC (-434/-420)(-300/-314)
Ostrojen RE | 510 cAAGGTCTGAGCCAGGCCG (-522/-5039

3.4 1Insan ADAMTS2 Promotorunun Fonksiyonel Analizi

3.4.1 Saos Hiicrelerinde Kalsiyum-Fosfat Presitasyonu ile Gecici

Transfeksiyonun Salinan Lusiferaz Sisteminde Optimize Edilmesi

Gecici  transfeksiyon calismalarinda 6n ekspresyon c¢alismalart ile
ADAMTS?2’yi ifade ettigi belirlenen Saos hiicreleri model olarak secildi. Gegici
transfeksiyon deneyleri, kalsiyum-fosfat presipitasyonu yéntemiyle bu hiicre hattinda
caligildi. Bu hiicrelerde transfeksiyonun optimizasyonu amaciyla dncelikle pMetLuc
Kontrol, pMetLuc Reporter ve pSeap2-Kontrol vektorleri (bkz. Sekil 2.2, Sekil2.3 ve
Sekil 2.5) kalsiyum fosfat presipitasyonu yontemi ile Boliim 2.2.4°te belirtildigi gibi
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hiicrelere transfekte edildi. pMetLuc Kontrol vektorii viral promotor icermektedir ve
transfeksiyonda oldukca yiiksek aktivite gostermesi beklenmektedir. Bu nedenle
transfeksiyon etkinliginin 6l¢iilmesi amaglh kullanilan pozitif kontroldiir. pMetLuc
Reporter vektorii, ADAMTS2 promotor pargalarini klonladigimiz normalde promotor
icermeyen bir vektordiir. Klonlama yapilmamis olan (bos) pMetLuc vektori arka
plan aktivite verip vermedigi konusunda negatif kontrol olarak kullanilmaktadir.
pSeap2-Kontrol vektorii ise yine viral promotora sahip transfeksiyon sonucunda
yiiksek alkalen fosfataz aktivitesi veren bir vektordiir. Tim kuyucuklara 0,5 pg
olacak sekilde ADAMTS2 promotor pargalariyla birlikte normalizasyon amaglh
verilmektedir. Elde edilen lusiferaz aktivitesi Seap verilerine oranlanarak relatif

lusiferaz aktivitesi elde edilmektedir.

Kalsiyum-fosfat presipitasyonu ile gegici transfeksiyon ¢aligmalar
Bolim 2.2.4°te anlatildigr iizere 12 kuyucuklu plakalarda ve her kuyucuk igin
500.000 hiicre ile yapildi. Kontrol plazmitleri transfeksiyonda 0,5 pg kullanildi. 48
Ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda 100 pl medyum alinarak lusiferaz ve seap
aktiviteleri Bolim 2.2.4.1.1 ve 2.2.4.22°de belirtildigi sekilde olgiildii. Saos hiicre
hattina transfeksiyonu yapilan kontrol gruplarinin lusiferaz ve Seap aktiviteleri Sekil
3.22, Sekil 3.23 ve Sekil 3.24’te verilmistir.

pMetLuc Kontrol
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Sekil 3.22: pMetLuc kontrol vektorii lusiferaz aktivitesi.
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Sekil 3.23: Seap kontrol vektorii salinan alkalin fosfataz aktivitesi.
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Sekil 3.24: pMetLuc haberci gen vektori lusiferaz aktivitesi.

3.4.2 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Transfeksiyon c¢aligmalarinda kullanilacak optimum plazmit miktarinin
belirlenebilmesi amaciyla klonlanan en biiyiik 760b¢’lik ADAMTS2 promotor pargasi
0,5 ng, 1 pg ve 2 pg olacak sekilde 0,5 ug pSEAP kontrol vektoriiyle birlikte Boliim
2.2.4’te anlatilan sekilde hiicrelere transfekte edildi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon

stireleri sonrasinda hiicrelerden 100ul hiicre kiiltiiri medyumu alinarak Boliim
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2.2.4’te belirtilen sekilde lusiferaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri 6l¢iildii. Lusiferaz

aktivitesi SEAP aktivitesi ile normalize edilerek hesaplandi (Sekil3.25).

08
07 -
06
0.5
0.4 245
03 - W 48s
0,2
01 -

0 i i L
760bc 0,5 ug 760bc 1 ug 760bc 2ug

Relatif Lusiferaz Aktivite

'D.l .

Sekil 3.25: ADAMTS2 760bg promotor parcasinin lusiferaz aktivite sonuglari.

Sekil 3.24°te goriildiigli gibi transfekte edilen DNA miktarinin arttirilmasi
genel olarak Olciilen lusiferaz aktivitesinin de artmasini saglamistir. Yapilan bu
optimizasyon daha sonraki basamaklarda transfeksiyon  ¢alismalarinda

kullanilabilecek plazmit DNA miktarinin belirlenmesinde etkili olmustur.

Tiim promotor parcalarinin bazal aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla
ADAMTS2 promotor pargalart 1 pg olacak sekilde transfeksiyonda kullanildi.
Lusiferaz degerleri B-galaktozidaz enzim sistemi ile normalize edildi. Buna gére hem
48 saat Olclimlerinde tiim promotor parclarinin aktiviteye sahip olduklari
gozlemlenmistir. Tiim lusiferaz aktiviteleri géz oniinde bulunduruldugunda 760bg,
324b¢ ve 180 bg’lik promotor parcalarinin yiiksek aktiviteye sahip oldugu
belirlenmistir (Sekil 3.26).
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Sekil 3.26: ADAMTS2 promotor pargalarinin karsilastirmali bazal aktiviteleri.
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3.4.3 Kotransfeksiyon Calismalari

Matlnspector programi ile insan ADAMTS2 geni promotoruna baglanmasi
muhtemel transkripsiyon faktorleri belirlendi (bkz EK-E). Belirlenen bu bélgelerden
Spl ve Usf’nin fonksiyonel olup olmadig1 kotransfeksiyon ¢alismalariyla belirlendi.
Bu transkripsiyon faktorlerinden hSpl ve hUsf’yi igeren ekspresyon vektorleri
kotransfeksiyon g¢alismalarinda kullanildi (Bu plazmitler Dr. Dipak Ramji, Cardiff

Universitesi, Ingiltere’den temin edilmistir).

Kotransfeksiyon analizlerinde 0,5 pg ADAMTS2 promotor parcalariyla
birlikte, ilgili transkripsiyon faktoriiniin hiicrede ektopik ekspresyonunu saglayacak
olan ekspresyon plazmitlerinden 0,5 pg ve normalizasyon amaciyla da 0,5 pg Seap
kontrol plazmiti Saos hiicrelerine kalsiyum fosfat presipitasyonu ile birlikte hiicrelere
Bolim 2.2.4°te anlatildigir sekilde transfekte edildi. Bazal aktivite sonuglari,
ekspresyon vektorii transfekte edilen hiicrelerdeki lusiferaz aktivitesi sonuglariyla

karsilastirilarak degerlendirildi (Sekil 3.27 ve Sekil 3.28).
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Aktivite
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T52_760 TS2_530 TS2_324 TS2_180

Relatif Lusiferaz Aktivite

Sekil 3.27: ADAMTS2 promotor pargalarmin hSP1 ile kotransfeksiyonu sonucu 48
saat karsilastirmali lusiferaz aktiviteleri.
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Kotransfeksiyon sonuglar1i ADAMTS2 promotor pargalarinin  bazal
aktiviteleriyle karsilagtirildiginda Spl transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonel
aktiviteyi arttirict yonde etki gosterdigi belirlendi. Ozellikle en fazla 180 bg’lik
ADAMTS?2 promotor pargasi ilizerinde arttirict yonde etkisi oldugu belirlendi. Bu
sonug¢ calisilan bu bolgede fonksiyonel Spl baglanmalarinin olabilecegine isaret

etmektedir.
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Sekil 3.28: ADAMTS2 promotor pargalarinin hUSF ile kotransfeksiyonu sonucu 48
saat karsilastirmali lusiferaz aktiviteleri.

Kotransfeksiyon sonuglari ADAMTS2 promotor pargalarinin  bazal
aktiviteleriyle karsilastirildiginda hUSf transkripsiyon faktoriiniin transkripsiyonel

aktiviteyi arttirict yonde etki gosterdigi belirlendi

3.44 EMSA

Insan ADAMTS promotoruna baglanmas1 muhtemel transkripsiyon faktorleri
biyoinformatik analizlerle belirlenmistir. Transkripsiyon faktorlerinden Spl, Usf,
C/EBP ve Apl’in ADAMTS2 promotorunda ilgili bolgeye baglanip baglanmadiginin
belirlenebilmesi amaciyla EMSA calismalar1 yapildi. EMSA ile incelenen bolge
Sekil 3.29°da gri ile isaretlenmistir.
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-148 CCGTCCCCGCCCTCCCCCTCGCTCGCCTCC-119
Sp1 Krueppel benzeri TF

-118 CTCCCTCCCGCCTGCCTCCCTCGCTCGCTC-89

GA kutusu
-88 GCTCCTTCCCTCTCCCCGCCTTCCCTCCGC-59

GA Kutusu
-58 GCTCCCCCGCCCGCCCCTCCGCGCCTCGCC-29
GC kutusu/sp1l
-28 TCCTCCGCCCCGCGCCCTGCGGTGCTGq:F +2

+3 CTGCGGGCGGCTCCAGCTGCCCCCAGATGT +32
+33 GGGCTGGGCGGCTCGCGGGGAACTTTCGCG +62
+63 CCGGCTGCGAGTGCGGGGCCCCGGCTGCAG +92

+93 TCCGGCTGCCATGGATCCGC +112

Sekil 3.29: ADAMTS2 EMSA ¢alismalarinda incelenen bolge.

EMSA c¢alismalar1 Bolim 2.2.7°de belirtilen sekilde yapildi. Bu amacla
ADAMTS2 problarindan biyotin isaretli olan ileri prob ile isaretsiz geri prob ve
transkripsiyon faktorlerine ait biyotin tasimayan ileri ve geri problar ayr tiiplerde
Bolim 2.2.7.1.2°de belirtildigi sekilde ¢ift zincirli hale getirildi. EMSA
calismalarinda kullanilan primerler Tablo 3.4’te verilmistir. Bu primerlerden biyotin

ile isaretli olanlar y1ldiz ile belirtilmistir.

Baglama reaksiyonlarinda Saos hiicrelerine ait niikleer ekstrakt kullanildi.
Kontrol amaciyla sadece biyotin isaretli prob calisildi. Diger reaksiyonlara ise
biyotinli ADAMTS2 probu ve biyotinsiz transkripsiyon faktorlerine ait problar
eklendi. Biyotinsiz prob konsantrasyonlari biyotinli problara gore 100 kat fazla
olacak sekilde tiiplere eklendi. Gerekli diger bilesenler de Bolim 2.2.7.1.3’te

belirtildigi konsantrasyonlarda reaksiyon tiiptine eklendi.
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Tablo3.4: EMSA calismalarinda kullanilan primer dizileri.

CCCGCCTGCCTCCCTCGCTCGCTCGCTCCTTCCCTCT
ADAMTS2F* | CCCCGCCTTCC Prob
CTCCGCG
GGGCGGACGGAGGGAGCGAGCGAGCGAGGAAGGG
ADAMTS2R | AGAGGGGCGGA Prob
AGGGAGGCGCGAGGGG
DC_EBPF TGCAGATTGCGCAAT Yarigma
- deneyleri
DC_EBPR TGCATTGCGCAATCT Yarisma
- deneyleri
Yarisma
AP1F GATCCTTCGTGACTCAGCGGGATCCTTCGTGAC deneyleri
APIR CCGCTGAGTCACGAAGGATCCCGCTGAGTCACG gfggﬁl
USFF TCGACGGTGTAGGCCACGTGACCGGGTGT gearfgl‘f“
USFR CGCACACCCGGTCACGTGGCCTACACCGT gea;gf?”
SP1F TAGATTCGATCGGGGCGGGGCGAG Yarigma
deneyleri
SP1R GCCCTCGCCCCGCCCCGATCGAAT Yarisma
deneyleri

Oda sicakliginda 20 dk inkiibasyondan sonra baglanma reaksiyonlar1 denatiire
olmayan jele yiiklenerek 100 V akimda yiirtimesi saglandi. Daha sonra naylon
membrana transfer edildi. Proteinlerin membrana sabitlenmesinden sonra (cross-link)
membran bloklanarak HRP bagli streptavidin ile isaretlendi. Komplekslerin
goriintiilenmesi amaciyla membran ECL ile muamele edilip karanlikta X-Ray filmine
basildi. Film tab edilerek kompleksler goriintiilendi. Buna goére olusan DNA-protein
kompleksleri Sekil 3.30°da goriilmektedir (K1, K2, K3). Sonuglara gére; 4 numarali
kuyucukta 100 kat fazla olarak kullanilan biyotinsiz Usf probunun biyotinli
ADAMTS?2 ile yarisarak ilgili bolgeye daha yiiksek afinite gosterdigi ve bu nedenle
olusan kompleks3’te azalma meydana geldigi belirlendi. Elde edilen bu sonuglar
dogrultusunda Usf transkripsiyon faktoriiniin incelenen bolgeye fonksiyonel olarak

baglandig1 sonucuna varildi.
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ADAMTS2* + + + + + +
prob
Saos niikleer - + + + + +
ekstrakt
Biyotinsiz prob - - + + + +
(100kat) Spl Usf Cebp Apl

Sekil 3.30: ADAMTS2 EMSA sonucu.

3.5 ADAMTS2 mRNA Ekspresyon ve Protein Diizeyindeki Calismalar

3.5.1 ADAMTS2’nin Farkh  Hiicre Hatlarindaki Ekspresyon

Seviyesinin Belirlenmesi

ADAMTS2’nin  farkli  hiicre hatlarindaki  ekspresyon  seviyesinin
belirlenebilmesi amaciyla MG-63 (insan osteosarkoma), Saos (Insan osteosarkoma),
HeLa (insan serviks kanseri), HT-29 (Insan kolon kanseri), DU-145 (insan prostat
kanseri), HUVEC (insan kordon endotel hiicreleri), PC-3 (insan prostat kanseri),
Ishikawa (Insan endometrial adenokarsinoma) ve HL-60 (Insan myeloid 15semi)
hiicreleri Boliim 2.2.3.3’te anlatildigi gibi biiyiitiildiikten sonra RNA izolasyonu i¢in
pellet haline getirildi. Hazirlanan pelletlerden RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA’larin

miktar tayini, florimetrik ve spektrofotometrik olarak belirlendikten sonra cDNA
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sentezi 1 pg RNA kullanilarak Bolim 2.2.5.5’te belirtildigi sekilde yapildi. PCR
amplifikasyonlar i¢in i¢in sentezlenen cDNA’larin 1 pl’si kalip olarak kullanildi.
PCR c¢alismalarinda normalizasyon amagli olarak insan B-2 mikroglobulin geni
kullanildi. Sekil 3.31°de  ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarindaki analizleri
verilmektedir. Ekspresyon calismalarinda kullanilan hiicre hatlarinin fotograflari

Sekil 3.32°de verilmistir. Kullanilan primerler Tablo 3.5’te belirtilmektedir.
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Sekil 3.31: ADAMTS2 nin farkli hiicre hatlarindaki ekspresyon analizi.

PCR sonuglar1 esit miktarda agaroz jele yiiklenerek yiiriitildi ve
goriintiilendi. Sonuglar densitometrik olarak analiz edildi. Normalizasyon amaciyla
insan B-2 mikroglobulin verilerine oranlanlandi. Buna gore ADAMTS2 caligilan
hiicre hatlarinin  hepsinde ifade edilmektedir. ADAMTS2 ifadesinin MG63
osteosarkoma modelinde en fazla oldugu, bunun yanmisira HUVEC kordon endotel

hiicrelerinde ¢alisilan diger hiicrelere gore oldukca az ifade oldugu belirlendi.
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PC-3 HT-29

MG-63

HL-60 Ishikawa
Sekil 3.32: Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan hiicre hatlari.
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Tablo 3.5: Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan primer bilgileri.

Primer Tm B¢ Uriin Primer dizisi

ADAMTS2Forward | 61,8°C | 18bg | 455b¢ 5’-CTGTGGCGACGAGGTGCG-3’
ADAMTS2Reverse | 60,2°C | 21bg | 455b¢ 5°-GGTGCACACATAGTCCCGTCC-3
ADAMTS3Forward | 64°C | 21b¢ | 400b¢ 5-TCAGTGGGAGGTCCAAATGCA-3’
ADAMTS3Reverse | 6°C | 21be | 400b¢ g:-GCAAAGAAGGAAGCAGCAGCC_
Hp-2MForward 60°C | 20b¢ | 315b¢ 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3
Hp-2 MReverse 60°C | 22b¢ | 315bc 5-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3

3.5.2 Saos Hiicrelerinde ADAMTS2 Proteininin immunfloresans ile

Gosterilmesi

Saos modelinde ADAMTS2 proteininin immiinfloresans yOntemiyle
isaretlenmesi amaciyla hiicreler kuyucuklara sayica 125X10° olacak sekilde
paylastirildiktan sonra daha once Bolim 2.2.6.2°de anlatildigi sekilde islem
basamaklar1 takip edildi. Kullanilan primer ve sekonder antikorlar Tablo 2.1°de
verilmistir. Hiicrelerde ADAMTS2 proteininin isaretlenmesinin yanisira DAPI
boyasi kullanilarak niikleuslarin da gozlenmesi saglandi. Ayrica sekonder antikor
kalintisinin olup olmadiginin gozlenmesi amaciyla sadece sekonder antikorun
kullanildig1 negatif kontrol gruplar1 da c¢alisildi. Yapilan boyamalar Olympus
gortntiillerek  fotogrlandi. Boyama sonuglarina gére ADAMTS2 proteininin
hiicrelerin sitoplazmasinin yani sira niikkleusunda da bulundugu belirlendi. Yapilan

immiinfloresans boyamaya ait fotograflar Sekil 3.33’te verilmistir.
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A+B C

Sekil 3.33: ADAMTS2 immiinfloresans boyama sonuglar1. A: Saos hiicrelerinde
DAPI boyamasi; mavi renkli kisimlar niikleuslar: gdstermektedir. B:
Saos hiicrelerinde yesil olarak boyanan kisimlar ADAMTS?2 proteinini
gostermektedir. Sekonder antikor olarak anti-rabbit Alexa Fluor 488
bagl goat, anti-rabbit kullanilmistir. A+B: DAPI ve Alexa Flour 488
boyamalarimin iist iiste getirilmis goriintiisii. C: Saos hiicrelerinde yesil
olarak boyanan kisimlar ADAMTS2 proteinini gostermektedir.
Sekonder antikor olarak anti-rabbit Alexa Fluor 488 bagli goat, anti-
rabbit kullanilmistir.

3.5.2.1 Western Blot Optimizasyon Calismalari

MRNA diizeyindeki calismalardan sonra Saos hiicrelerinde immunfloresan
teknigi ile varligi gosterilen ADAMTS?2 proteininin, kantitatif analizler igin protein
diizeyindeki ifadesi westernblotla tekrar gosterildi. Westernblot optimizasyonu igin

uygulanan calismalar su sekilde 6zetlenmistir;
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I. Primer/sekonder antikor diliisyonunun optimizasyonu,

Il. Protein ekstrakti hazirlamada kullanilan yontem ve tampon sisteminin

optimizasyonu,
iii. Transfer etkinliginin belirlenmesine yonelik calismalar,

Iv. Sekonder antikor kalintisinin kontroliine yonelik optimizasyon

caligmalari.

3.5.2.1.1 Primer/sekonder Antikor Konsantrasyonunun

Optimizasyonu

Westernblot ¢aligmalarinda ADAMTS?2 proteinini etiketlemek amaciyla iig
farkli firmaya ait primer antikor kullanildi. Bunlar; monoklonal goat anti-mouse
(18Q sc-100479), monoklonal goat anti-mouse (sigma) ve poliklonal goat, anti-rabbit
(Abcam) antikorlaridir. Sekonder antikor olarak ise Santa Cruz firmasina ait goat,
anti-mouse (sc-2031) ve abcam firmasina ait goat, anti-rabbit antikorlar1 kullanildi.
Westerblot ¢aligmalar1i Boliim 2.2.6.1°de belirtildigi sekilde yapildi. Optimizasyon
calismalarinda oldukca genis bir aralikta primer/sekonder antikor diliisyonlar

denenerek c¢alisildi.

Filmde zimojen haldeki ADAMTS2 proteininin 130-140 kDa ve aktif
formdaki ADAMTS2 proteinin  94-105 kDa biiyiikliginde gozlenmesi
beklenmektedir. Bunun yanisira ADAMTS2 nin alternatif kesilip islenmeyle olugan
70 kDa biytikliigiinde ikinci bir izoformunun bulundugu da gen bankasinda
belirtilmektedir. Bu antikorlardan Sigma, S.Cruz ve Abcam firmasina ait primer

antikorlar kullanilarak yapilan ¢alismalar Tablo 3.6’da verilmektedir.
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Tablo 3.6: Farkli antikor diliisyonlarinda farkli firmalara ait antikorlarla yapilan
westernblot ¢aligmalari

Pr.A/Sek.A

1:100-1:10000

1:100/1:8000

1:100/1:5000

1:100/1:2500

Primer Antikor:Monoklonal goat, anti-mouse (Sigma), Inkiibasyon siiresi: 2 saat (oda sicakhgr)

Biiyiikliik | 35kDa, 55kDa 35kDa 35kDa,55kDa,120kDa
Saos
120kD:
55kDa
55kDa
35kDa 35kDA 35kDa
Pr.A/Sek.A 1:200/1:10000 1:200/1:8000 1:200/1:5000 1:200/1:2500
Primer Antikor:Monoklonal goat, anti-mouse (Sigma), Inkiibasyon siiresi :2 saat (oda sicakhgr)
Biiyiikliik 35kDa 35kDa,55kDa 35kDa,55kDa 35kDa
Saos
= »
el '
| —
- 55kDa L
=1
35kDa 35kDa
o 35kDa 35kDa | Q
Pr.A/Sek. 1:200/1:2000 1:400/1:2000

Primer Antikor:

Monoklonal

goat, anti-mouse

(S.Cruz), inkiibasyon siiresi :2 saat (oda sicaklig)

Primer Antikor: Poliklonall goat, anti-

rabbit (Abcam), inkiibasyon siiresi :2 saat

Biiyiikliik | ~ 35 kDa

~ 35 kDa

35kDa,70kDa,100kDa

35kDa

1 2

100kDa
70kDa

35kDa

MG-63 (30pg)

Saos (20 pg)

Saos (20png)
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Dot-Blot Analizi

Cok sayida primer/sekonder antikor diliisyonlarini deneyebilmek amaciyla
dot-blot analizi yapildi. Bu amagla MG-63 hiicrelerine ait protein ekstrakti PVDF
membran iizerine mikropipet yardimiyla 2 pg-20 pg konsantrasyon araliginda
damlatilarak kurumasi beklendi. Membran daha sonra oda sicakliginda bloklanip 1X
TBS+Tween 20 tamponunda {i¢ kez beser dakikalik aralarla yikandi. Membran belirli
bolgelerden kesilerek 1 saat siiresince farkli konsantrasyonlarda primer antikorla ve
sonrasinda farkli konsantrasyonlardaki sekonder antikorlarla inkiibasyona birakildu.
Uygulanan diliisyonlar ve protein miktarlar1 Tablo 3.7°de verildigi gibidir. Dot-Blot

sonuclar1 Sekil 3.34’te verilmektedir.

Tablo 3.7: Dot-Blot analizinde uygulanan antikor diliisyonlari ve protein miktarlari.

Primer/sekonder Protein | Protein | Protein | Protein
antikor dillisyonu Miktar1 | Miktar1 | Miktar1 | Miktart
A B C D
1:1000/1:2000 2ug 4ug 10ug 20pg
1:1000/1:4000 2ug 4ug 10pg 20pug
1:1000/1:8000 2ug 4ug 10ug 20ug
1:400/1:800 2ug 4ug 10ug 20ug
1:400 /1:2000 2ug 4ug 10ug 20ug
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Sekil 3.34: Dot-blot analizi film goriintiisii. A1:1/1000/1/2000, 2 pg protein, A2:
1:1000/1:4000 2 pg protein, A3: 1:1000/1:8000, A4: 1:400/1:800,
AS5:1:400/1:2000, B1: 1:1000/1:2000, 4 pg protein, B2: 1:1000/1:4000
4 g protein, B3: 1:1000/1:8000 4 pg protein, B4: 1:400/1:800 4 ug
protein, B5:1:400/1:2000 protein, C1: 1:1000/1:2000, 10 ug protein,
C2: 1:1000/1:4000 10 pg protein, C3: 1:1000/1:8000 10 pg protein, C4:
1:400/1:800 10 pg protein, C5:1:400/1:2000 10 pg protein, DI:
1:1000/1:2000, 20 pg protein, D2: 1:1000/1:4000 20 pg protein, D3:
1:1000/1:8000 20 upg protein, D4: 1:400/1:800 20 pg protein,
D5:1:400/1:2000 20 pg protein

35212 Protein Ekstrakti Hazirlamada Kullanilan Yontem Vve

Tampon Sisteminin Optimizasyonu

Protein ekstraklarinin hazirlanmasinda ¢aligilan proteinin 6zelliklerine ve
lokalizasyonuna gore belirlenebilen cesitli hiicre ekstraksiyon tampon sistemleri
bulunmaktadir. Hiicre ekstraksiyonunun amaci proteinlerin ¢o6ziinebilir forma
gecirilmesidir. Protein ekstraksiyonunda dikkat edilmesi gereken bir 6nemli bir nokta
baz1 antikorlarin yalnizca denatiire edilmemis haldeki proteinleri taniyabilme
yeteneginde olmasidir. Bu durumda denatiire sartlar altinda hazirlanmis hiicre
ekstraktinin 1lgili antikorlar tarafindan taninmasi imkansizdir. Bu nedenle hiicre
ekstraksiyonu hazirlanirken kullanilan antikorun 6zellikleri de goz Oniinde
bulundurulmalidir. Laemli ve NP-40 tampon sistemleri sitoplazmik veya membrana
bagli proteinler i¢in kullanilan ekstraksiyon tamponlaridir. NP-40, Laemli de bulunan

SDS’ye gore daha yumusak bir deterjandir.
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NP-40 ve Laemli tamponuyla hazirlanan protein ekstraklarinin
kargilastirilmast amaciyla MG-63 ve Saos hiicrelerinden Bolim 2.2.6.1.2°de
anlatildigr sekilde iki farkli tampon ile protein ekstraktlar1 hazirlandi. NP-40
ekstraktlari, hacimce 1/20 12,3 M pB-Merkaptoetanol ekstraktlart ise ise
B-Merkaptoetanol eklenmemis yiikleme boyasi ile karistirilip 95 °C’de 5 dK 1s1 ile
denatiire edildikten sonra SDS-PAGE jeline yiiklendi.

Western Blot c¢alismalart Bolim 2.2.6.1°de belirtildigi sekilde yapildi.
Primer/sekonder antikor diliisyon orani; 1:400/1:2500 (S.cruz/Sigma) olacak sekilde
oda sicakliginda horizontal calkalayicida 1 saat calkalandi. ECL substrati (Pierce)
kullanilarak bantlar goriiniir hale getirildi ve X-Ray filmine basildi. Film tab edilerek
sonuglar gozlendi (Sekil3.35). Protein biiyiikliik belirteci ile karsilastirilarak bant
biiyiikliikleri 35kDa olarak belirlendi.

Laemli NP-40

35kDa

Saos MG-63 Saos MG-63

Sekil 3.35: Laemli ve NP-40 tamponu ile hazirlanan ekstraklara ait westernblot
sonucu .

3.5.21.3 Transfer Etkinliginin ve Yiiklenen Protein Kalitesinin

Belirlenmesine Yonelik Calismalar

Jele yiiklenen protein kalitesinin belirlenebilmesi amaciyla SDS-PAGE
jelinin bir kism1 kontrol paneli olarak ayrildi. Kontrol paneline, hazirlanan hiicre
ekstrakt1 ile birlikte molekiiler agirliklar1 bilinen albumin ve B-Glukozidaz’da
yiiklendi. Jel yiiriitiildiikten sonra kontrol paneli olarak ayrilan kisim transfere
koyulmadan boyanarak renk agma (Tablo 2.9) islemine tabi tutuldu ve goriintiilendi.
Bu sayede hazirlanan hiicre ekstraktinin kalitesi ve molekiillerin jeldeki hareket

durumlar1 kontrol edildi (Sekil3.36).
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Bunun yam sira transfer etkinliginin kontrol edilmesi amaciyla transferden
aliman jeller de boyanarak renk agma islemine tabi tutuldu. Kontrol panelindeki
protein miktarlar ile jelde, transferden sonra kalan protein miktarlar1 karsilastirilarak
transfer etkinligi kontrol edildi. Ayrica bu amagla transfer sonrast membran Ponceu
¢ozeltisi (Tablo 2.9) ile yarim saat boyanip durulanarak membrandaki proteinlerin

varlig1 kontrol edildi.

66kDa

45kDa

35kDa

Sekil 3.36: Westernblot kontrol paneli.M: protein biiytikliik belirteci, 1: Albumin,
2: B-Glukozidaz ve 3: MG-63 protein ekstrakti.

3.5.2.1.4 Ozgiin Olmayan Sekonder Antikor Kalintilarimin Kontrolii

Westernblot calismalarinda 35kDa biiyiikliigiinde isaretlenen bantin sekonder
antikor kalintis1 olup olmadiginin belirlenmesi amaciyla westernblot calismalari
Boliim 2.2.6.1°de belirtildigi sekilde yapildi. Ancak transfer sonrast membran sadece
1:2000 diliisyonunda hazirlanan sekonder antikor ile inkiibasyona birakildi. Bunun
sonucu filmde yine 35kDa biiyiikliigiinde bantlar gézlendi (Sekil 3.37). Bu nedenle
S.Cruz ve Sigma primer antikorlariyla yapilan calismalarda elde edilen 35 kDa

hizasindaki bantlarin sekonder antikor kalintis1 oldugu sonucuna varildi.
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35kDa

Sekil 3.37: Sadece sekonder antikor ile muamele edilen membranin goriintiisii 1:10
ug Saos protein ekstrakti,2: 20 pg Saos protein ekstrakt1,3: 30 pg Saos
protein ekstrakti, 4:40 pg Saos protein ekstrakt,5:50 pg protein
ekstrakti.

Yapilan bu optimizasyonlar sonucunda Sigma ve Abcam firmasmna ait
antikorlarda ADAMTS2’ye spesifik bantlar elde edildi. Sigma antikoru ile yapilan
calismalarda istenilen 0zgiin isaretlenme siirekli olarak saglanamadigi i¢in deney
gruplarina ait ¢aligmalar Abcam firmasina ait poliklonal, goat anti-rabbit primer
antikoru 5pg/ml son konsantrasyonda ve 1 gece siiresince +4°C’de inkiibe edilerek
kullanildi. ADAMTS2’ye spesifik ~70kDa ve 100kDa biiyiikliigiinde isaretlenen

bantlar sonuglarin degerlendirilmesinde kullanildu.

3.5.3 IL-6 Sitokinin ADAMTS2 ve ADAMTS3 Gen ifadesine Etkileri

Segilen sitokinlerin osteosarkoma modelinde ADAMTS2 gen ifadesine olan
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla takip edilen calisma plan1 ve uygulanan
yontemler Sekil 3.38’de 6zetlenmistir. Segilen sitokinlerin ADAMTS2 gen ifadesine
olan etkisinin yanisira pNp ailesinin diger bir liyesi olan ADAMTS3’lin ifadesine olan

etkileri de arastirildu.
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Sitokilerin ADAMTS2 ve ADAMTS3 Gen ifadesine Etkileri

/ | \

» ; ADAMTS2 ve ADAMTS3 ADAMTS2 ve ADAMTS3
Hiicre Proliferasyonuna Olan o y et
Etkilerinin Belirl . mRNA Seviyesine Olan Protein Seviyesine Olan
PR RS Etkilerinin Belirlenmesi Etkilerinin Belirlenmesi
MTT gRT-PCR Westernblot

Sekil 3.38: Sitokinlerin ADAMTS2 ve ADAMTS3 gen ifadesine etkilerinin
belirlenebilmesi amaciyla takip edilecek ¢alisma plani ve uygulanacak
yontemler

3.53.1 IL-6 Sitokinin Saos Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

IL-6 pro-enflamatuar ve anti-enflamatuar olarak gérev yapan bir sitokindir.
Enfeksiyon, travma gibi durumlar sonrasi immun cevabin olusmasi amaciyla T
hiicrelerinden ve makrofajlardan salgilanir. Bunun yanisira kaslardan salgilanan bir
miyokin olarakta bilinmektedir. Osteoblastlardan salgilanan IL-6’nin osteoklast

olusumunu uyardigi bilinmektedir [39].

Saos hiicrelerinde IL-6 sitokininin hiicre proliferasyonuna olan etkisi MTT
analizi ile belirlendi. Bu amagla hiicreler 96 kuyucuklu plakalara her kuyucukta
sayica 5000 olacak sekilde paylastirildi. Bolim 2.2.5.1°de anlatildigi gibi sitokin
uygulama denyeleri kuruldu. IL-6 sitokini 5S00U/ml son konsantrasyonda hiicrelerin
bulundugu kuyucuklara uygulandi. Bunun yani sira IL-6’nin Saos hiicrelerinde doza
bagl bir proliferasyon etkisinin olup olmadiginin belirlenebilmesi amaciyla 50U/ml,
100U/ml, 200U/ml ve 500U/ml olacak sekilde bir konsantrasyon gradiyenti
olusturularak MTT c¢alismalar1 tekrarlandi. Sitokin uygulanmayan hiicreler kontrol

grubu olarak kullanildi. 1, 24, 48 ve 72 saat’lik inkiibasyon siirelerinin sonunda
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Boliim 2.2.3.3.3’te anlatildig1 gibi MTT analizi uygulandi. Biitiin deneyler en az ii¢
tekrarli olarak ¢alisildi ve sonuglar Minitab (One way ANOVA) programi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi (Sekil 3.39-Sekil 3.40).

0,9

] 500U/ml IL6
€ |
= 07
Q 06
ﬂ 0,5 |
<
-fev 0,4 - W Kontrol
S 0,3 ® 500U/ml IL6
o .
2 02

0,1

(5 e == ] — S =
1 24 48 72
Saat

Sekil 3.39: IL-6 sitokininin Saos hiicre proliferasyonuna etkisinin zamana bagl
olarak degerlendirilmesi

Yapilan istatistiksel analizlerde p<0,05 olarak hesaplanan gruplar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Buna gore; 72 saate kadar olan sonuglar
degerlendirildiginde 500U/ml son konsantrasyonda uygulanan IL-6 sitokininin hiicre

canlilif1 iizerinde belirgin bir etkisi olmadig1 gézlendi.

12 SAOS IL6 GRADIYENT

[y

08
e ® Kontrol

0,6
8 B50U/ml IL6
wn
Lo4 @100U/ml IL6
©
2
02 @ 200U/ml IL6
17
-] 0500U/ml IL6
<

(=}

Saat

Sekil 3.40: IL-6 sitokininin Saos hiicre proliferasyonuna etkisinin doza ve zamana
bagli olarak degerlendirilmesi
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Yapilan istatistiksel analizlerde p<0,05 olarak hesaplanan gruplar istatistiksel
olarak anlamli kabul edildi. Buna gore; 72 saate kadar olan sonuglar
degerlendirildiginde 24 saatte 50 U/ml ve 100 U/ml konsantrasyonlarda gdzlenen

etkiler anlamli bulundu.

3.5.3.2 Saos Hiicrelerinde IL-6 Sitokininin ADAMTS2 ve ADAMTS3
MRNA Ekspresyonuna Etkisinin Kantitatif Realtime PCR ile

Belirlenmesi

Saos hiicrelerinde IL-6’nin ADAMTS2 ve ADAMTS3 mRNA diizeyine olan
etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla Boliim 2.2.5.1°de anlatildign sekilde sitokin
uygulama deneyleri kuruldu. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda
Bolim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde kontrol ve deney gruplarindan RNA
izolasyonlar1 yapildi. Izole edilen RNA’lar formaldehit agaroz jelde Béliim 2.2.5.4°te
aciklandigi tizere goriintiilendi (Sekil 3.41). RNA konsantrasyonu ve safligi
spektrofotometrik olarakta belirlendi.

cDNA sentezi Boliim 2.2.5.5’te belirtildigi sekilde 1 pg RNA kalip alinarak
yapildi. Kantitatif real time PCR ¢aligmalar1 Bolim 2.2.5.6’da belirtildigi sekilde
sentezlenen cDNA’nin 1 pl’si kalip alarak yapildi. Calismalarda ADAMTS2,
ADAMTS3 ve sonuglarin normalizasyonu amaciyla insan (-2 mikroglobulin
primerleri kullanildi. Primer bilgileri Tablo 3.5’te verilmektedir. Deneyler
birbirinden bagimsiz iki farkli hiicre grubu ile tekrarlandi. QqRT-PCR c¢aligmalar1 en
az g tekrarl olacak sekilde yapildi. Sonuglar Boliim 2.2.5.7°de anlatildigr sekilde
Livak metoduna gore degerlendirildi. Istatistiksel analiz igin Mini Tab (One Way
ANOVA) programi kullanildi. Buna gore p<0,05 olan degerler istatistiksel olarak
anlamli kabul edildi.
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IL-6

Saat 1 3 6 24 48 72 Kontrol M

6000bg
4000bg
2000bg
1500bg
1000bg
500bg

200bg

28S
18S

Sekil 3.41: Saos 500 U/ml I1L-6 uygulanan deney ve Kontrol gruplarina ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.

ADAMTS2
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K 1 3 6 24 48 72
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Sekil 3.42: Saos hiicrelerinde IL-6 sitokininin, ADAMTS2 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

Yapilan istatistikler degerlendirildiginde; IL-6, ADAMTS2 mRNA seviyesini
1 saat inkiibasyon siiresinin sonunda 4 kat arttirmaktadir. Bunun yanisira 6. saatte de

mRNA diizeyi istatistiksel olarak anlamli bir sekilde 6 kat artis gostermektedir.
(Sekil 3.42).
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Sekil 3.43: Saos hiicrelerinde IL-6 sitokininin, ADAMTS3 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

ADAMTS3 igin sonuglar degerlendirildiginde IL-6 stimiilasyonunu takiben
ADAMTS3 mRNA seviyesinde 48 saate kadar siiren bir artis séz konusudur.
Ozellikle 3. saatte gdzlenen artis istatistiksel olarak anlamlidir (Sekil 3.43).

3.5.3.3 Saos Hiicrelerinde IL-6 Sitokininin Doza ve Zamana Bagh
Olarak ADAMTS2 mRNA Diizeyine Etkisinin Kantitatif

Realtime PCR ile Belirlenmesi

Saos hiicre modelinde IL-6 sitokininin doza ve zamana bagli olarak
ADAMTS?2 ifadesine etkilerinin qRT-PCR ile belirlenmesi amaciyla, Bolim
2.2.5.1°de belirtildigi sekilde sitokin deneyleri daha 6nceki boliimlerde bahsedilen
hiicrelerden bagimsiz olarak kuruldu. IL-6 sitokini; 50 U/ml, 100 U/ml, 200 U/ml ve
500 U/ml olacak sekilde hiicrelere uygulandi. Sirasiyla; RNA izolasyonu, cDNA
sentezi ve gRT-PCR ¢alismalar1 Boliim 2.2.5’te belirtildigi sekilde yapildi. Sonuglar
Minitab (One Way ANOVA) ile istatistiksel olarak degerlendirildi.
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Sekil 3.44: Saos-2 hiicrelerinde ADAMTS2 mRNA seviyesinin IL6 sitokin
uygulamasi sonucu doza bagl degisimi. (A: 1 saat, B: 3 saat, C:6 saat,
D:24 saat,E:48 saat,F:72 saat).

Bu analizlere gore istatistiksel olarak anlamli bulunan degerler grafik

tizerinde yildiz ile belirtilmektedir (Sekil 3.44).
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3.5.3.4 Benzer MG-63 Hiicre Modelinde IL-6 Sitokininin ADAMTS2
ve ADAMTS3 mRNA Seviyesine Etkisinin Belirlenmesi

Benzer model olarak se¢ilen MG-63 hiicrelerinde IL-6 sitokininin mRNA
seviyesine olan etkileri gRT-PCR ile arastirildi. Bu amagla takip edilen ¢alisma
basamaklart Bolim 3.5.3.2°de belirtildigi sekilde uygulandi. Kontrol ve deney
grubuna ait RNA’lar Sekil 3.45’te verilmektedir. Sonuglar Minitab (One Way
ANOVA) ile istatistiksel olarak degerlendirildi. Sonuglar Sekil3.46 ve Sekil 3.47°de

verilmektedir.

IL-6

Saat 1 3 6 24 48 72 K

28S

18S

Sekil 3.45: MG-63 500 U/ml IL-6 uygulanan deney ve kontrol gruplarina ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.

ADAMTS2
8
7 4
<’
25
o
E 4
‘a 34 *
2 2
1.4 * *
5 ] i s mm
Kontrol 1 3 6 24 48 72
Saat

Sekil 3.46: MG-63 hiicrelerinde IL-6 sitokininin, ADAMTS2 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

107



Sonuglar degerlendirildiginde ADAMTS2 mRNA seviyesinde 6. saate kadar

istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu gozlendi.

16
) ADAMTS3
12
§ 10
[
£ 8
®
S 6
4 *
2 %
0 L1 B N =m
Kontrol 1 3 6 24 48 72
Saat

Sekil 3.47: MG-63 hiicrelerinde IL-6 sitokininin, ADAMTS3 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

ADAMTS3 mRNA diizeyinde ise 6. saate kadar bir artis oldugu belirlendi
(Sekil3.47).

3.5.3.5 Farkli HT-29 Kolon Kanseri Hiicre Modelinde IL-6 Sitokininin
ADAMTS2 mRNA Seviyesine Etkisinin Belirlenmesi

Farkli model olarak secilen HT-29 kolon kanseri modelinde IL-6’nin
ADAMTS2 mRNA diizeyine olan etkilerinin belirlenebilmesi amaciyla Bolim
2.2.5.1°de anlatildig1 sekilde sitokin uygulama deneyleri kuruldu. 1, 3, 6, 24, 48 ve
72 saat inkiibasyon siireleri sonunda Boliim 2.2.5.2°de belirtildigi sekilde kontrol ve
deney gruplarindan RNA izolasyonlar1 yapildi. Izole edilen RNA’lar formaldehit
agaroz jelde Bolim 2.2.5.4’te agiklandigr iizere goriintillendi (Sekil 3.48). RNA

konsantrasyonu ve safli§1 spektrofotometrik olarakta belirlendi.

cDNA sentezi Boliim 2.2.5.5’te belirtildigi sekilde 1 pg RNA kalip alinarak
yapildi. Kantitatif real time PCR caligmalar1 Boliim 2.2.5.6°da belirtildigi sekilde
sentezlenen cDNA’nin 1 pl’si kalip alinarak yapildi. Caligmalarda ADAMTS2,

sonuglarin normalizasyonu amaciyla insan -2 mikroglobulin primerleri kullanildi.
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Primer bilgileri Tablo 3.5’de verilmektedir. Sonuglar normalize edilerek elde edilen

sonuclar Sekil3.49’da verilmektedir.

IL-6 K

Saat 1 3 6 24 48 72 1 3 6 24 48 72

28S
18S

Sekil 3.48: HT-29 500 U/ml IL-6 uygulanan deney ve kontrol gruplarina ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.

ADAMTS2
1,8 - %
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1,4
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0| M. 00 S e —
Kontrol 1 3 24
Saat

Sekil 3.49: HT-29 hiicrelerinde IL6 sitokininin, ADAMTS2 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

Buna gore 500U/ml son konsantrasyonda kolon karsinomu hiicrelerine
uygulanan IL-6 sitokininin ADAMTS2 mRNA seviyesini erken saatlerde arttirdigi

belirlendi. Istatistiksel olarak anlamli artislar y1ldiz ile isaretlenmistir.

109



3.5.4 Saos Osteosarkoma Hiicre Modelinde ADAMTS2 ve ADAMTS3

Protein Diizeyinin Western blot ile Belirlenmesi

3.5.4.1 Saos Osteosarkoma Hiicre Modelinde IL-6 Sitokininin
ADAMTS2 ve ADAMTS3 Protein Diizeyine Olan Etkilerinin

Westernblot ile Belirlenmesi

Saos hiicrelerine IL-6 sitokini uygulama deneyleri 500U/ml olacak sekilde
Bolim 2.2.6.1.1°de belirtildigi sekilde kuruldu. ADAMTS2 ve ADAMTS3
proteinleri Bolim 2.2.6.1°de belirtilen sekilde westernblot yontemi ile isaretlendi. Bu
amagcla poliklonal goat, anti-rabbit (Abcam) antikoru primer antikor olarak 5 pg/ml
son konsantrasyonda kullanildi. Membran +4 °C’de gece boyunca primer antikor ile
inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor olarak goat, anti-rabbit poliklonal (sigma)
antikoru 1/10.000 diliisyonda kullanildi. Membran 1 saat siiresince oda sicakliginda
sekonder antikor ile inkiibasyona birakildi. Normalizasyon amaciyla (3-aktin proteini
kullanildi. Sonuglar Image J programi ile analiz edilerek degerlendirildi (Sekil 3.50
ve 3.51).

Saat

K 1 3 6
ADAMTS2 X “

B-Aktin — ,
2 i 15

Kat 1.0 07 06 13

Sekil 3.50: Saos hiicrelerinde IL-6 sitokininin ADAMTS2 protein diizeyine etkisi.

Yapilan densitometrik analizlere gére 500 U/ml son konsantrasyonda

uygulanan IL-6 sitokininin ADAMTS2 protein diizeyini arttirdigi belirlendi.
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Saat K 1
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ADAMTS3
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Kat 1.0 05 1,8 2,1 23 1,8 1,6

Sekil 3.51: Saos hiicrelerinde IL-6 sitokininin ADAMTS3 protein diizeyine etkisi.

Yapilan densitometrik analizler sonucunda IL-6 sitokininin ADAMTS3
protein seviyesinde 72 saate kadar artisa neden oldugu belirlendi. En fazla artisin 6

ve 24 saatlerde oldugu belirlendi.

3.54.2 Benzer MG-63 Hiicre Modelinde IL-6 Sitokininin ADAMTS2
ve ADAMTSS3 Protein Diizeyine Olan Etkilerinin Westernblot

ile Belirlenmesi

Benzer model olarak segilen MG-63 hiicrelerine IL-6 sitokini uygulama
deneyleri 500U/ml olacak sekilde Boliim 2.2.6.1.1°de belirtildigi sekilde kuruldu.
ADAMTS2 ve ADAMTS3 proteinleri Bolim 2.2.6.1°de belirtilen  sekilde
westernblot yontemi ile isaretlendi. Bu amagla poliklonal goat, anti-rabbit (Abcam)
antikoru primer antikor olarak 5 pg/ml son konsantrasyonda kullanildi. Membran +4
°C’de gece boyunca primer antikor ile inkiibasyona birakildi. Sekonder antikor
olarak goat, anti-rabbit poliklonal (sigma) antikoru 1/10.000 diliisyonda kullanildi.
Membran 1 saat siiresince oda sicakliginda sekonder antikor ile inkiibasyona
birakildi. Normalizasyon amaciyla B-aktin proteini kullanildi. Sonuglar Image J
programu ile analiz edilerek degerlendirildi. Sonuglar Sekil 3.52 ve Sekil 3.53’te

gosterilmektedir.
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K 1 3 6 24 48 72
SR Bl T
B-AKIn il (M B0 GHD B e AT

Kat 1,0 14 14 12 1.8 1,5 1,9

Sekil 3.52: MG-63 hiicrelerinde IL-6 sitokininin ADAMTS?2 protein diizeyine
etkisi.

Saat K 6 24 48 72

B-Aktin — e G - ® G

Kat 1.0 3,4 3,3 19 1.3

Sekil 3.53: MG-63 hiicrelerinde IL-6 sitokininin ADAMTS3 protein diizeyine
etkisi.

3.55 IL-6 Sitokininin ADAMTS2 Transkripsiyonel Aktivitesine

Etkisinin Belirlenmesi

Osteosarkoma modellerinde IL-6 sitokini ADAMTS2 ifadesini hem mRNA
hem de protein diizeyinde arttirmaktadir. IL-6 stimiilasyonu ile olusan bu etkinin
transkripsiyonel regiilasyon diizeyindeki etkisinin belirlenebilmesi amaciyla IL-6

sitokini transfeksiyon ¢alismalarina dahil edilmistir.

Bu amagla ADAMTS2 promotor pargalar1 Boliim 2.2.4’te belirtildigi sekilde
Saos hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 24 saat sonra IL-6 sitokini
hiicrelere uygulandi. 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda deney ve kontrol
gruplarinin lusiferaz aktivitesi Olgiildii. Sonuglar Seap verileri ile oranlanarak
normalize edildi (Sekil 3.55).
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Sekil 3.54: IL-6 sitokininin ADAMTS2 promotor pargalari {izerine etkisinin
karsilastirilmasi.

IL-6 uygulamasindan 48 saat sonra elde edilen sonuglar analiz edildiginde
sitokinin 6zellikle 180, 530 ve 760b¢’lik ADAMTS2 promotor parcalarinin lusiferaz
aktivitesinde artisa yol actig1 belirlendi. Bu artis 6zellikle 530bg’lik parcada 6 kata
kadar yiikselmistir.

3.5.6 Yolak Calismalari

IL-6° nin ADAMTS2 mRNA ve protein diizeyindeki artisin1 hangi yol
tizerinden sagladigimi belirleyebilmek icin JNK, MEK ve Wortmannin inhibitorleri
kullanilarak inhibisyon ¢aligmalar1 Bolim 2.2.6.1.2°de belirtildigi sekilde kuruldu. 6
saatlik inkiibasyon siiresinin sonunda Bolim 2.2.6.1.3’te belirtildigi sekilde total
hiicre ekstrakti hazirlandi. Westernblot ¢aligmalart Bolim 2.2.6.1°de belirtildigi
sekilde yapildi. Sonuglar Image] programi ile densitometrik olarak analiz edilerek

degerlendirildi. Sonuglar Sekil 3.54’te verilmektedir.

Sonuglar  degerlendirildiginde IL-6 stimiilasyonu sonucunda Saos

hiicrelerinde STAT baglantil1 yolun aktive oldugu belirlendi. Inhibitér uygulamas: ile
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birlikte yapilan IL-6 stimiilasyonu sonucunda de-novo protein sentezinin basladigi

sonucuna varildi.

K IL6 JNK JNK MEK MEK W W

+IL6 +IL6 +1L6
ADAMTS2
STAT : _— ;

2,5 -

STAT

Saos +Il-6  Saos +INK  Saos +INKIL6 Saos +MEK Saos +MEK IL-6 Sao0s 5308
+Wortmannin  +Wortmannin
IL6

=
o

Kat Protein

Sekil 3.55: ADAMTS?2 inhibisyon ¢aligmalari.

3.5.7 IL-1la Sitokinin ADAMTS2 ve ADAMTS3 Gen ifadesine Etkileri

3.5.7.1 IL-1e Sitokinin Saos Hiicre Proliferasyonuna Etkisinin

Belirlenmesi

IL-1a sitokininin Saos hiicre proliferasyonuna olan etkisi MTT analizi ile
belirlendi. Bu amagla deney grubundaki hiicrelere 1-72 saat inkiibasyon siirelerinde
500U/ml IL-la uygulanirken diger bir gruptaki hiicrelere sitokin uygulamasi

yapilmadi. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat’lik inkiibasyon siirelerinin sonunda Bolim
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2.2.3.3.3’de belirtilen protokole gore MTT analizi uygulandi. Biitiin deneyler {i¢
tekrarlt olarak calisildi ve sonuglar Minitab (One way ANOVA) programi ile
istatistiksel olarak degerlendirildi (Sekil 3.56). Sonuglar degerlendirildiginde IL-
lo’nin saos hiicreleri tizerinde 1. saatten baslayip 48. saate kadar artan istatistiksel

acidan 6nemli bir proliferasyon etkisinin oldugu belirlendi.

=
o

500U/ ml ILla

R e
N g

[y

m Kontrol

L
Y

®500U/mlIL1a

o
o

Absorbans 550nm
o
S

o
N

o

*
’ * i
9 o .
1

24 Saat 48 72

Sekil 3.56: IL-1a sitokininin Saos hiicre proliferasyonuna etkisinin zamana baglh
olarak degerlendirilmesi.

3.5.7.2 Saos Osteosarkoma Hiicre Modelinde IL-1a Sitokininin
ADAMTS2 ve ADAMTS3 mRNA Ekspresyonuna Etkilerinin

Kantitatif Realtime PCR ile Belirlenmesi

Saos-2 Hiicrelerinde IL-1a’nin ADAMTS2 ve ADAMTS3 ekspresyonuna olan
etkisinin belirlenebilmesi amaciyla hiicreler énce 25 cm?®lik flasklara 2.000.000
hiicre olacak sekilde ve %10 FCS ve %1 L-Glutamin iceren DMEM besiyerine
alindi. Hiicrelerin flask yiizeyine tutunmalar1 yaklasik Ssaat beklendikten sonra %10
FCS iceren DMEM besiyeri alinarak %0,1 BSA iceren DMEM besiyeri ile
degistirildi. Ertesi glin hiicrelerin halen yiizeye tutunup tutunmadiklar1 kontrol
edildikten sonra medyumlar1 %0,1BSA igceren DMEM ile tazelendi. Hiicrelerin 1
saat inkiibatorde bekletilmesini takiben son konsantrasyonu 500 U/ml olacak sekilde
IL-1a sitokini uygulandi. 1, 3, 6, 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siireleri sonunda

hiicrelerin morfolojileri ve kontaminasyon durumunun olup olmadigt kontrol
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edildikten sonra Tripsin EDTA ile flask ylizeyinden ayrilmalar1 saglandi Tripsin
inktivasyonu amaciyla %10 FCS iceren DMEM eklenerek flask yiizeyi yikandi ve
ylizeyden tamamen ayrilan hiicreler santrifiijle 1000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi.
Fermentas RNA izolasyon kitindeki protokole gére RNA izolasyonlar1 yapildi. RNA
konsantrasyonu ve saflig1 spektrofotometre ile belirlendi. RNA’lara ait goriintii Sekil
3.57°de verilmektedir. cDNA sentezi Boliim 2.2.5.2°te belirtilen sekilde ve deney ve
kontrol gruplarindan 1 pug RNA kullanilacak sekilde sentezlendi. gRT-PCR
caligmalar1 Boliim 2.2.5.6°da belirtildigi sekilde yapildi. Calismalar en az ii¢ kez
tekrarlandi. Sonuglarin istatistiksel analizi Mini Tab (One Way ANOVA) programi
kullanilarak yapildi. Istatistiksel degerlendirme sonuglarina Sekil 3.58 ve Sekil
3.59’de verilmektedir. Grafikler incelendiginde IL-la’nin ADAMTS2 mRNA

diizeyini ozellikle 3. ve 6. saatlerde istatistiksel agidan 6nemli bir sekilde arttirdigi

anlasilmaktadir.
IL-1a
[ |
Saat 1 3 6 24 48 72 K
285
18S

Sekil 3.57: Saos 500 U/ml IL-1a uygulanan deney ve kontrol gruplarina ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.
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Saat

Sekil 3.58: Saos hiicrelerinde IL-1a sitokininin, ADAMTS2 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

ADAMTS3

OD-iia.ﬁ

Kontrol 1

Kat mRNA
w

N

[N

Saat

Sekil 3.59: Saos hiicrelerinde IL-1a sitokininin, ADAMTS3 mRNA ekspresyon
seviyesine etkileri.

Sonuglar istatistiksel olarak degerlendirildiginde IL-la’nin ADAMTS2 ve

ADAMTS3 mRNA diizeyini istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttirdig
belirlendi.
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3.5.7.3 Saos Osteosarkoma Hiicre Modelinde IL-1a Sitokininin
ADAMTS2 ve ADAMTS3 Protein Diizeyine Olan Etkilerinin

Westernblot ile Belirlenmesi

Saos hiicrelerine 500 U/ml IL-1o sitokini Boliim 2.2.6.1.1°de belirtildigi
sekilde uygulandi. ADAMTS2 ve ADAMTS3 proteinleri Boliim 2.2.6.1°de belirtilen
sekilde westernblot yontemi ile isaretlendi. Primer antikor olarak poliklonal, goat
anti-rabbit (Abcam) antikoru 5 ug/ml son konsantrasyonda, +4 °C’de gece boyunca
inkiibe edilip kullanildi. Sekonder antikor olarak goat anti-rabbit poliklonal (sigma)
antikoru 1/10.000 diliisyonda 1 saat siiresince oda sicakliginda inkiibasyona
birakilarak kullanildi. Sonuglar B-Aktin ile normalize edilerek Image J programi ile
degerlendirildi (Sekil 3.60 ve Sekil 3.61).

Saat K 3 6 24 48

B-Aktin ”— — —

Kat 1.0 6,7 7,2 16,8 24

Sekil 3.60: Saos hiicrelerinde IL-1a sitokininin ADAMTS?2 protein diizeyine etkisi.

Saat K 1 3 6 24 48 72
ADAMTS3 -~ MR- .
B-AKLING o ———————
Kat 1 5 6 86728 7

Sekil 3.61: Saos hiicrelerinde IL-1a sitokininin ADAMTS3 protein diizeyine etkisi.

500U/ml konsantrasyonda 72 saat siiresince Saos hiicrelerine uygulanan IL-
la sitokininin hem ADAMTS2 hem de ADAMTS3 protein seviyesini arttirdigi

belirlendi.
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3.5.7.4 Benzer MG-63 Hiicre Modelinde IL-1a Sitokininin ADAMTS2

Protein Diizeyine Olan Etkilerinin Westernblot ile Belirlenmesi

Bolim 3.5.6.3’te  belirtildigi gibi MG-63 hiicrelerinde de IL-la
stimiilasyonuyla ADAMTS2 protein seviyesindeki degismeler westernblot
calismalariyla analiz edildi. Sonuclar Imaje ile densitometrik olarak analiz edildi ve

B-Aktin ile normalize edilip degerlendirildi.

Saat K 3s 6s 24s 48s

i 15"‘
- 1

B-AKTIN

Kat 1 23 1,5 1,2 0,8 0,7

Sekil 3.62: MG-63 hiicrelerinde IL-1a sitokininin ADAMTS?2 protein diizeyine
etkisi.
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4. SONUC VE ONERILER

Kollajenler hiicreler arasi matriksin ve bag dokunun fibréz proteinleridir.
Dokulara gii¢ ve destek saglar. Ozellikle cilt yapisinin temel bileseni oldugu bilinen
kollajenin, aslinda bulunmadigi hemen hemen hicbir doku yoktur. Yiiksek yapili
canlilarda 16 cesit kollajen tipi bulunmaktadir. Viicuttaki kollajenlerden %80-90’1m1
Tip LII ve III kollajenleri olusturmaktadir. Tip I, II, III ve tip V kollajenlerinin her
biri prokollajen halinde sentezlenir. Prokollajenlerin islenmesi sirasinda amino ve
karboksi terminal peptid uzantilar1 kesilir. ADAMTS2 prokollajen molekiillerinin
amino kisminin islenmesinden sorumludur. Ciltte bu islenmeden alternatifsiz olarak
ADAMTS2 sorumludur. Cilt dokusunda ADAMTS?2 eksikliginde, kollajenin
islenmesinde gorev yapan diger proteazlar bile (ADAMTS3 ve ADAMTSI14) bu

eksikligi tolere edememektedir.

ADAMTS?2 ile ilgili olarak literatiirde yapilan calismalara bakildiginda
protein yapi ve analizleri yapilmis, 6zellikle Ehler-Danlos Sendromu Tip VIIC ve
dermatosparaksis ile dogrudan baglantisindan dolayr mutasyon analizleri ¢calisilmigtir
[24]. ADAMTS2 nin spermatogenezde ve saglikli dentin yapisinin olusturulmasinda
rol oynamasinin yanisira son yapilan calismada anti-timér ve anti anjiyogenik

aktivitelerinin bulunabilecegine de deginilmistir [26, 27].

Organizma i¢in olduk¢a 6nemli gorevleri iistlenen ADAMTS2 geninin kendi
regiilasyonunun nasil oldugu heniiz bilinmemektedir. Transkripsiyonel regiilasyonun,
genin en Onemli regiile edildigi basamak oldugu dikkate alindiginda ADAMTS?2
promotoriin nasil regiile edildigi, bazal transkripsiyonu kontrol eden Onemli
transkripsiyonel aktivatorleri ya da baskilayicilari hakkinda literatiirde herhangi bir
caligmaya rastlanmamustir. Yapilan bu c¢alisma ADAMTS2 nin transkripsiyonel

regiilasyonu konusunda yapilan ilk ¢aligma olmasi bakimindan 6nem tagimaktadir.

Yapilan biyoinformatik analizlerle ADAMTS2 promotorunun GC bazlari
acisindan oldukc¢a zengin bir igerige sahip oldugu hatta calisilan bolgede CpG
adalarinin olugsma potansiyelinin oldukc¢a yliksek oldugu belirlenmistir. Ayrica

yapilan incelemelerde bu bolgenin olduk¢a kompleks sekonder yapi olusumlarina
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acik oldugu da anlasilmistir. Bunun yani sira dizi olduk¢a yogun ardisik tekrarlari da
icermektedir. Bu nedenlerle ADAMTS2 promotor bolgesinin amplifikasyonu sadece
Tag DNA polimeraz enzimi kullanilarak yapilamamistir. Promotor bdlgesinin
amplifikasyonu icin GC zengin sekanslar i¢in tiretilmis DNA polimeraz enzimleri,
yine sekonder yapilarin agilmasina olanak saglayan hot-start PCR yontemleri,
Genome Walker stratejileri kullanilmig olmasma ragmen amplifikasyon yine de
basarili olamamistir. PCR reaksiyonlarinda GC diziler ve sekonder yapilar
bakimindan zengin kaliplarin g¢ogaltilmasinda ¢esitli PCR kuvvetlendiricilerinin
kullanildigr literatiirde farkl arastiricilar tarafindan kayit edilmistir [67, 69]. Bu PCR
kuvvetlendiricilerinden betain, DMSO ve 7-deaza-GTP’nin ii¢lii kombinasyonu PCR
reaksiyonlarinda kullanilarak ADAMTS2 promotoruna ait 760bg¢’lik bolge
cogaltilabilmistir. Bu bakimdan GC bazlar1 acisindan zengin ve kompleks sekonder
yapilar iceren DNA kaliplarinin PCR ile amplifikasyonu i¢in yeni bir yaklagim

sunulmustur.

PCR amplifikasyonu ile cogaltilan, transkripsiyon baslangis bolgesinden
itibaren 760bg¢’lik promotor bolgesi transkripsiyonel aktivitenin belirlenebilmesi
amaciyla haberci vektor sistemi olan ve deniz kopepodu Metridia’ya ait salinan

lusiferazi igeren pMetLuc vektoriine klonlanmustir.

Transkripsiyonel ve translasyonel baslangi¢ bolgeleri biyoinformatik olarak
belirlenmistir. Yapilan analizlerde promotor bdolgesinin 110bg¢’lik bir 5’UTR
bolgesine sahip oldugu belirlenmistir. Dizi hizalamalarinda bu bolgenin fare ve
sicanda da olduk¢a korunmus fakat insan ADAMTS2 promotoruna ait 5’UTR
bolgesinin digerlerine gore daha uzun oldugu tespit edilmistir. Ayrica promotorun
TATA kutusu igermedigi belirlenmistir. Promotor bolgesinde bulunan GA kutulari,
GC kutular1 ve CpG adalarinin potansiyel olarak transkripsiyonun baglatilmasinda

gorev aldig1 sonucuna varilmustir. [70, 71].

En yiiksek promotor aktivitesi gosteren par¢anin bulunmasi amaciyla
kisaltilarak olusturulan 3 farkli ADAMTS2 promotor pargasi lusiferaz vektoriine
klonlanmistir. Bu promotor pargalariyla Saos hiicrelerinde yapilan gegici
transfeksiyon analizlerinde parcalarin hepsinin transkripsiyonel olarak aktif olduklar
belirlenmistir. Ayrica olusturulan en kiigiik parganin [-180/+112] promotor aktivitesi

icin yeterli oldugu belirlenmistir.
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Transkripsiyon faktorleri hiicreye 6zgiin transkripsiyonel aktivitede onemli
rol oynayan molekiillerdir. Genlerin ekspresyonu seviyeleri bu faktorlere bagl olarak
cesitlilik gosterebilmektedir. Bu nedenle Matlnspector programi kullanilarak
promotor iizerinde bulunan transkripsiyon faktorii baglanma motifleri de
incelenmistir. Yapilan bu incelemeler sonucunda E2F, GC/SP1, GA kutusu, AP4,
Krueppel like, Testis spesifik TF, Ostrojen RE, Glukokortikoid RE, SP1, HIF, NF-
kB, C/EBP gibi bazi 6nemli transkripsiyon faktorlerinin baglanma motiflerinin

bulundugu belirlenmistir.

SP1 (Specificity Protein 1) insanlarda bulunan ¢inko parmak motifine sahip
bir transkripsiyon faktoriidiir. Normal fizyolojik ve patolojik bir¢ok durumda ilgili
genlerin transkripsiyonunu baskilayarak ya da aktive ederek ozellikle embriyonik
gelisimin erken evrelerinde goérev yapmaktadir. Ayrica insiilin ve diger hormonlarla
indiiklenen genlerin regiilasyonunda anahtar rol oynamaktadir [72]. ADAMTS2
promotoru lizerinde de baglanma motifinin oldukc¢a yiiksek oranda bulundugu tespit
edilen SP1 ko-transfeksiyon ¢alismalariyla ADAMTS2 promotor pargalari aktiviteleri
lizerine olan etkisi arastirilmistir. Promotor pargalarinin SP1 ORF’sini igeren
ekspresyon vektorleriyle birlikte gecici olarak Saos hiicrelerine transfeksiyonu
yapilmistir. SP1’in  transkripsiyonel aktiviteyi arttirict yonde etkisi oldugu
belirlenmistir. Ailenin diger bazi iiyelerinde de SP1’in transkripsiyonel aktiviteyi
arttirict  yondeki etkisinin bilinmesi ve ADAMTS2 i¢in de benzer durumun

gozlenmesi oldukgea ilgi ¢ekicidir [73].

Ko-transfeksiyon analizleri USF (Upstream stimulatory factor 1) ekspresyon
plazmiti ile de yapilmistir. USF “Helix-Loop-Helix” Losin fermuart motifine sahip
bir transkripsiyon faktoriidiir. Stres, immiin yanit, hiicre dongiisii ve proliferasyon
gibi siireglerde 6nemli gorevleri tistlenmektedir. Inr elementleri (Initiator elements)
ve E-box motifleri araciligiyla ilgili genlerin transkripsiyonunu aktive ettigi
bilinmektedir. USF’nin pigmentasyonla olan baglantis1 da aydinlatilmistir [74]. USF
ekspresyon plazmitleri ADAMTS2 promotor pargalariyla birlikte transfekte

edildiginde transkripsiyonel aktiviteyi arttirici yonde etki ettigi anlagilmistir.

Ozellikle yapilan DNA-protein etkilesim analiziyle de transkripsiyon faktorii
baglanma programi ile belirlenen ve GA kutusu olarak bilinen bdlgeye USF’nin
fonksiyonel olarak baglandigi yarisma deneyleri ile gosterilmistir. Elde edilen bu
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sonuglarin antikor supershift deneyleri ile de dogrulanmasi gelecekte planlanan

caligmalar arasindadir.

Calismanin diger bir kismmi ADAMTS2 ekspresyonunun regiilasyonu
olusturmaktadir. Literatiirde ADAMTS ile ilgili yapilan ekspresyon analizlerine
bakildiginda normal dokularda; insana ait; aort, kemik, cilt, tendon, mesane, retina,
bobrek, akciger, barsak, karaciger, iskelet kasinda ve fibroblast hiicrelerinde ekspre
oldugu bulunmustur [10]. Ayrica fare embriyosunda, sigir cilt ve retina hiicrelerinde
de ADAMTS2’nin ifade oldugu gosterilmistir [24]. Normal dokularda yapilan
caligmalarin yanisira bazi model hiicre hatlarinda da ekspresyon analizleri
yapilmistir. Monositler, CD14++ ve alveolar makrofajlarda MM6 (mono Mac6) ve
THP-1 (acute monocytic leukemia cell line) monositik hiicre hatlarinda.
glukokortikoid stimiilasyonu sonrasinda ADAMTS2 ekspresyonunun arttigi
bulunmustur. Epitel karakterli A549 (adenocarcinomic human alveolar basal
epithelial cells), calu-3 (lung adenocarcinoma), Colo320 (human colon
adenocarcinoma), BT-20 (mammary gland/breast carcinoma) ve fibroblast karakterli
MRC-5 (human fetal lung fibroblast cells), WI-38 (human fibroblast-like fetal lung
cell) hiicre hatlarinda ADAMTS2 ifadesi gosterilmistir.[42]. Yapilan diger bir
calismada osteosarkoma modeli olan MG-63 hiicre hattinda ADAMTS2’nin mRNA
diizeyinde ifade oldugu, gosterilmis ayrica, TGF-£1 stimiilasyonu ile doza ve zamana
bagl olarak 8 kat arttig1 bulunmustur [43]. G6z retinal pigment epitel hiicre modeli
olan ARPE-19 ile yapilan ¢alismalarda TNF-a stimiilasyonu sonrasinda ADAMTS2
mRNA ve protein diizeyinde artis oldugu aydinlatilmistir.

Calismamizda ADAMTS2’nin farkli hiicre hatlarindaki mMRNA ekspresyon
seviyesi semi-kantitatif RT-PCR ile belirlenmistir. ADAMTS2’nin MG-63 (Insan
osteosarkoma), Saos (Insan osteosarkoma), HeLa (insan serviks kanseri), HT-29
(Insan kolon kanseri), DU-145 (insan prostat kanseri), HUVEC (Insan kordon
endotel hiicreleri), PC-3 (insan prostat kanseri), Ishikawa (Insan endometrial
adenokarsinoma) ve HL-60 (insan myeloid 16semi) hiicrelerinden en fazla MG-
63’lerde daha sonra sirasiyla; Saos, Ishikawa, PC-3, HT-29, HelLa, DU-145, HL-60
ve HUVEC hiicrelerinde ifade oldugu bulunmustur.
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Saos hiicrelerinde immiinfloresans teknigi kullanilarak yapilan ADAMTS2
protein etiketlemelerinde hiicrelerin hem sitoplazmasinda hem de niikleusunda bu

proteinin varlig1 tespit edilmistir.

ADAMTS’lere yakin benzerlik gésteren MMP’lerin hiicreler aras1 matriksin
sekillenmesinde gorev yaptiklar1 bilinmektedir. Sitokinlerin, MMP’lerin normal ve
kanserli hiicre hatlarindaki regiilasyonuna etkileri olduk¢a genis bir cercevede
calisgtlmistir  [74]. MMP’lerin sitokin regiilasyonunun patolojik durumlardaki
etkisinin bilinmesi tedavi araglarinin gelistirilmesi agisindan 6nem tasimaktadir.
ADAMTS ailesi iiyeleri de hiicreler arasi matriksle baglantili ve hiicrelerer arasi
alanda gorev yapma potansiyeline sahip matriks metalloproteazlardir. Bu agidan
bakildiginda ADAMTS2’nin sitokinlerle olan regiilasyonu konusunda literatiirdeki
calismalar olduk¢a sinirli sayidadir. Calismalarimizda ADAMTS2’nin mRNA ve
protein diizeyinde ifade oldugunu belirledigimiz MG-63 ve Saos osteosarkoma
hiicreleri model olarak alinmustir. Farkli osteosarkoma modeli kullanilarak elde
edilen sonuglarin hiicreye 6zgiin bir durum olup olmadigi da kontrol edilmistir.
Oncelikle bir enflamasyon sitokini olan IL-6’nin ADAMTS2 mRNA diizeyini
arttirici yonde etki gosterdigi bulunmustur. Bunun yani sira benzer model olarak
secilen diger osteosarkoma modelinde (MG-63) IL-6 stimiilasyonu sonrasi
ADAMTS2 mRNA diizeyinde diger modele gore daha yiiksek bir artis tespit

edilmistir.

MRNA diizeyindeki bu indiiklemenin ilgisiz bir doku modelinde aragtirilmasi
amaciyla insan kolon karsinomu modeli olan HT-29 kullanilmistir. ADAMTS2’nin
bu hiicre hattinda da diger hiicre hatlarinda ki kadar olmasa da bir upregiilasyona

neden oldugu tespit edilmistir.

Yapilan caligmalarda Saos ve MG-63 hiicrelerinde IL-6 stimiilasyonunu
takiben mRNA diizeyindeki artis ailenin diger bir tiyesi olan ve pNP olarak gérev
yapan ADAMTS3 i¢in de dogrulanmustir.

Bunun yani sira IL-6’nin Saos hiicre proliferasyonuna olan etksisi MTT
analizleriyle arastirilmistir. IL-6’nin Saos hiicrelerinde herhangi bir proliferasyona

neden olmadig1 belirlenmistir..
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mRNA diizeyindeki artisin protein diizeyiyle de korelasyon gosterip
gostermediginin arastirilmasi icin  Western blot teknigi kullanilmistir. Saos
hiicrelerinde IL-6 uygulamasina bagl olarak ADAMTS2 protein seviyesinin arttigi
bulunmustur. Protein seviyesindeki artis benzer model olarak secilen MG-63
osteosarkom modelinde de tespit edilmistir. MG-63 modelinde protein seviyesinde

gbzlenen artisin Saos modeline gore daha fazla oldugu bulunmustur.

IL-6’nin ADAMTS3 protein diizeyine olan katkilar1 da incelenmistir. Elde
edilen sonuglara gore ADAMTS3 protein seviyesinin de artig gosterdigi ve bu artigin

MG-63 modelinde daha yiiksek oldugu bulunmustur.

IL-6 muamelesinin ADAMTS2 gen ifadesinde meydana getirdigi artisin
hiicre i¢i hangi sinyal yolagiyla gerceklestirildiginin belirlenmesi amaciyla farkl
sinyal yolak inhibit6rleri kullanilmistir. B6liim 1.6.1°de bahsedildigi tizere 1L-6’nin
farkli hiicre i¢i sinyal yolaklarini kullandigi bilinmektedir. Bu yolaklar1 tek tek
kullanabilecegi gibi aym1i zaman igerisinde birkag sinyal yolagi da
kullanabilmektedir. Inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan SP600125, c-Jun N-
terminal kinaz’t (JNK) doza bagimli olarak inhibe edebilmektedir. JNK ise MAPK
ailesinin bir tiyesidir. Enflamasyona kars1 cevabin olusturulmasinda kilit rol oynar.
Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan diger inhibitérler; bir PI3 kinaz inhibitrii olan
Wortmannin ve MEK inhibitoriidiir. Inhibisyon c¢alismalar1 béliim 3.5.4.3’te
belirtildigi sekilde uygulandi. Ozetlenecek olursa; bir grup hiicreye kontrol grubu
olusturmasi1 amaciyla sadece DMSO, diger bir gruba sadece inhibitorler, diger bir
gruba inhibitdrler ve sonrasinda 6 saat siiresince IL-6 sitokini, diger bir grup hiicreye
de sadece IL-6 sitokini uygulanmustir. Biitiin gruplar westernblot ile analiz edilmistir.
Saos hiicrelerinde IL-6’nin  dominant olarak STAT-3a iizerinden genlerin
transkripsiyonunu arttirdigi  bilinmektedir [75]. 1L-6’nin olusturdugu hiicresel
cevabin kontrolii anlaminda yapilan inhibisyon c¢alismalarinda ADAMTS2 protein
seviyesiyle birlikte STAT-3a protein seviyesi de belirlenmistir. IL-6 indiiksiyonuyla
beklendigi ilizere STAT-30 seviyeSinin arttigi gozlemlenmistir. Bu da Saos
hiicrelerinde IL-6 uygulamasinin STAT-3a yolagmi aktive ettigini gostermektedir.
ADAMTS2 protein seviyelerine baktigimizda IL-6 stimiilasyonu sonrasinda

ADAMTS?2 seviyesinde beklenildigi lizere artig gézlenmistir. Bahsedilen inhibitorler

125



ile birlikte IL-6 hiicrelere uygulandiginda ADAMTS2 protein diizeyindeki artis
durumunu korumustur. Bu bakimdan inhibitér uygulamasini takiben eklenen IL-

6’nin Saos hiicrelerinde de-novo protein sentezini aktive ettigi diistiniilmektedir.

MRNA ve protein diizeyindeki artigin transkripsiyonel seviyede de etkisinin
belirlenebilmesi amaciyla 4 farkli ADAMTS2 promotor pargasinin transfeksiyonla
aktar1ldig1 Saos hiicrelerine 500 U/ml IL-6 sitokini uygulanmis ve promotor parcalari

tizerinde transkripsiyonel aktiviteyi arttiric1 yondeki etkisi gozlenmistir.

Enflamasyon sitokini olan IL-6’nin ADAMTS2 ve ADAMTS3 genleri
tizerinde yaptig1 upregiilasyon etkisinin spesifik olup olmadiginin arastirilmasi i¢in
yine bir enflamasyon sitokini olan IL-lo’nin da bu genler {izerindeki etkileri
arastirilmistir. IL-1a, NF-kB ve AP-1 transkripsiyon faktorleri araciligiyla hiicre
canlilifi, proliferasyonu ve anjiyogenez ile baglantili genlerin regiilasyonunu kontrol
eder [76]. Saos hiicrelerinde IL-1a indiiksiyonu ile yapilan ¢alismalar sonucunda IL-
lo’nin ADAMTS2 ve ADAMTS3 mRNA seviyesinde istatistiksel olarak anlamli bir
artisa yol actigi bulunmustur. Bu artisin protein diizeyleri ile de korelasyon

gosterdigi belirlenmistir.

Yine benzer model olarak secilen MG-63 osteosarkoma modelinde de IL-a

stimiilasyonu sorasinda ADAMTS?2 protein seviyesindeki artis anlamli bulunmustur.

Bunun yani sira IL-1a’nin Saos hiicrelerinde proliferasyona olan katkisi da
arastiritlmistir. MTT analizi sonucunda elde edilen veriler IL-1a stimiilasyonunun

hiicre proliferasyonu iizerinde anlamli bir etkiye sahip oldugunu gdostermektedir.

Bu calisma ile ilk kez ADAMTS2 promotor bdlgesine ait 760bg’lik bolgenin
karakterizasyonu  yapilmis  fonksiyonel olarak aktif promotor pargalar
olusturulmustur. Transkripsiyonel aktivitenin SP1 ve USF transkripsiyon faktorleri
tarafindan arttirlldigi USF’nin fonksiyonel olarak ADAMTS2 promotor bdlgesine
baglandig1 ilk kez yapilan bu calisma ile belirlenmistir. Bunun yani sira IL-6

stimiilasyonunun ADAMTS?2 transkripsiyonel aktivitesini arttirdigi bu calisma ile
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aciklanmistir. Sonug olarak bu c¢alisma ile ADAMTS?2 transkripsiyonel regiilasyonu

ile ilgili olarak 6nemli veriler elde edilmistir.

IL-6 ve IL-la sitokinlerinin ADAMTS2 mRNA ve protein seviyelerinde
artisa neden oldugu ve yine bir pNP olan ADAMTS3m RNA ve protein diizeylerinin

belirtilen sitokinler tarafindan arttig1 bu ¢alisma ile belirlenmistir.

MG-63 hiicrelerinde ADAMTS2 ve ADAMTS3’iin sitokin aracili
ekspresyonel regililasyonu konusunda literatiire yeni bilgiler saglanmistir. Bu
anlamda yapilan bu ¢alisma ADAMTS2 promotorunun karakterizasyonu ve
enflamasyon durumundaki ekspresyonel regiilasyonu c¢alismalarina temel bir

basamak olusturmaktadir.
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6. EKLER

EK-A DNA Biiyiikliik Belirtecleri

GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder
0'GeneRuler™ 100 bp DNA Ladder,

ready-to-use
bp /0.5 g

1.7% TopMaoe LE 60 Agwos ($H491)

0.5 potane, §.cm ngth o,
1XTEE, 5Wem, 1 h

0.5 pytanm, 20 cm ey
1XTAE, 8 Wem, 3 h

Sekil 6.1: DNA biyiikliik belirteci (100bg).

GeneRuler™ 1kb DNA Ladder

bp ng/0.5p9 %

10000 200 4.0
240 43
30.0 60
300 60
400 80
51.0 102
880 176
335 67
920 184
240 48
100 20
215 43
145 29
215 43

1.0% agarose

0.5pg/lane,
8cm length gel
1XTAE, 7V/cm, 45min

Sekil 6.2: DNA biiyiikliik belirteci (1kb).
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EK-B Protein Biiyiikliik Belirteci

Blot

Sekil 6.3: Protein biiytikliik belirteci.
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EK-C ADAMTS2 cDNA Bilgileri

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

LOCUS NM 014244 3661 bp mRNA linear PRI 22-0CT-2008

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

ACCESSION NM 014244

VERSION NM 014244.2 GI:110825973

KEYWORDS

SOURCE Homo sapiens (human)

ORGANISM Homo sapiens
Eukaryota; Metazoa; Chordata; Craniata; Vertebrata; Euteleostomi;
Mammalia; Eutheria; Euarchontoglires; Primates; Haplorrhini;
Catarrhini; Hominidae; Homo.

REFERENCE 1 (bases 1 to 3661)

AUTHORS Colige,A., Nuytinck,L., Hausser,I., van Essen,A.J., Thiry,M.,
Herens,C., Ades,L.C., Malfait,F., Paepe,A.D., Franck,P., Wolff,G.,
Oosterwijk,J.C., Smitt,J.H., Lapiere,C.M. and Nusgens,B.V.

TITLE Novel types of mutation responsible for the dermatosparactic type
of Ehlers-Danlos syndrome (Type VIIC) and common polymorphisms in
the ADAMTS2 gene

JOURNAL J. Invest. Dermatol. 123 (4), 656-663 (2004)

PUBMED 15373769

REMARK GeneRIF: Although exons 3-5 or 14-16 encode protein domains that
have not been recognized as crucial for ADAMTS-2 activity, the
aminoprocollagen processing was strongly impaired, providing
evidence for the requirement of these domains for proper enzyme
function

REFERENCE 2 (bases 1 to 3661)

AUTHORS Kevorkian,L., Young,D.A., Darrah,C., Donell,S.T., Shepstone,L.,
Porter,S., Brockbank,S.M., Edwards,D.R., Parker,A.E. and Clark,I.M.

TITLE Expression profiling of metalloproteinases and their inhibitors in
cartilage

JOURNAL Arthritis Rheum. 50 (1), 131-141 (2004)

PUBMED 14730609
REFERENCE 3 (bases 1 to 3661)
AUTHORS Colige,A., Vandenberghe,I., Thiry,M., Lambert,C.A., Van
Beeumen, J.,
Li,S.W., Prockop,D.J., Lapiere,C.M. and Nusgens,B.V.

TITLE Cloning and characterization of ADAMTS-14, a novel ADAMTS
displaying high homology with ADAMTS-2 and ADAMTS-3

JOURNAL J. Biol. Chem. 277 (8), 5756-5766 (2002)

PUBMED 11741898

REFERENCE 4 (bases 1 to 3661)

AUTHORS Tomii,Y., Kamochi,J., Yamazaki,H., Sawa,N., Tokunaga,T.,
Ohnishi,Y., Kijima,H., Ueyama,Y., Tamaoki,N. and Nakamura, M.

TITLE Human thrombospondin 2 inhibits proliferation of microvascular
endothelial cells

JOURNAL Int. J. Oncol. 20 (2), 339-342 (2002)

PUBMED 11788898

REMARK GeneRIF: when conditioned media of TSP2-transfectants were added to
cultures of bovine pulmonary microvascular endothelial cells
(BPMEC) , the BPMEC proliferation was significantly inhibited;
suggesting that human TSP2 is a potential inhibitor of angiogenesis

REFERENCE 5 (bases 1 to 3661)

AUTHORS Tang,B.L.

TITLE ADAMTS: a novel family of extracellular matrix proteases

JOURNAL Int. J. Biochem. Cell Biol. 33 (1), 33-44 (2001)

PUBMED 11167130
REMARK Review article
REFERENCE 6 (bases 1 to 3661)
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15373769
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14730609
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11741898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11788898
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11167130

AUTHO
TITLE

JOURN

RS Hurskainen,T.L., Hirohata,S., Seldin,M.F. and Apte,S.S.

ADAM-TS5, ADAM-TS6, and ADAM-TS7, novel members of a new family of

zinc metalloproteases. General features and genomic distribution of
the ADAM-TS family
AL J. Biol. Chem. 274 (36), 25555-25563 (1999)

PUBMED 10464288

REFERE
AUTHO

TITLE

JOURN

NCE 7 (bases 1 to 3661)

RS 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.

Human Ehlers-Danlos syndrome type VII C and bovine dermatosparaxis

are caused by mutations in the procollagen I N-proteinase gene
AL Am. J. Hum. Genet. 65 (2), 308-317 (1999)

PUBMED 10417273

REFERE
AUTHO
TITLE

JOURN

NCE 8 (bases 1 to 3661)
RS Tang,B.L. and Hong,W.
ADAMTS: a novel family of proteases with an ADAM protease domain
and thrombospondin 1 repeats
AL FEBS Lett. 445 (2-3), 223-225 (1999)

PUBMED 10094461
REMARK Review article

REFERE
AUTHO

TITLE

JOURN

NCE 9 (bases 1 to 3661)
RS Reardon,W., Winter,R.M., Smith,L.T., Lake,B.D., Rossiter,M. and
Baraitser, M.

The natural history of human dermatosparaxis (Ehlers-Danlos
syndrome type VIIC)
AL Clin. Dysmorphol. 4 (1), 1-11 (1995)

PUBMED 7735500
REMARK Review article

COMMEN

T REVIEWED REFSEQ: This record has been curated by NCBI staff. The
reference sequence was derived from AJ003125.1, AC008544.7,
AC010216.8, C0247372.1, BX479109.1 and AI417257.1.

On Jul 28, 2006 this sequence version replaced gi:7656866.

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 two
transcript variants. The short transcript encodes a protein which
has no significant procollagen N-peptidase activity. [provided by
RefSeq].

Transcript Variant: This variant (1) represents the longer
transcript and encodes the longer isoform (1). Isoform 1 contains
four C-terminal TS motifs.

COMPLETENESS: complete on the 3' end.

PRIMARY REFSEQ SPAN PRIMARY IDENTIFIER PRIMARY SPAN COMP
1-785 AJ003125.1 1-785
786-891 AC008544.7 143676-143781
892-2027 AJ003125.1 892-2027
2028-2085 AC010216.8 49261-49318
2086-2531 AJ003125.1 2086-2531
2532-2905 C0247372.1 267-640
2906-3001 AJ003125.1 2906-3001
3002-3549 BX479109.1 67-614
3550-3661 AT417257.1 1-112 c
FEATURES Location/Qualifiers
source 1..3661

/organism="Homo sapiens"
/mol_ type="mRNA"
/db_xref="taxon:9606"
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10464288
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10417273
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10094461
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7735500
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/RefSeq/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/3927999
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/20043093
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/21206222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/49113445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/31914576
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/4260761
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/7656866
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Taxonomy/Browser/wwwtax.cgi?id=9606

gene

CDS

exon

exon

exon

/chromosome="5"
/map="5qgter"

1..3661
/gene="ADAMTS2"
/gene_ synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3; hPCPNI; NPI; PCINP;
PCPNI"
/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..3636
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3; hPCPNI; NPI; PCINP;
PCPNI"
/EC_number="3.4.24.14"
/note="isoform 1 preproprotein is encoded by transcript
variant 1; procollagen I N-proteinase; a disintegrin-like
and metalloprotease (reprolysin type) with thrombospondin
type 1 motif, 2; procollagen N-endopeptidase"
/codon_start=1
/product="ADAM metallopeptidase with thrombospondin type 1
motif, 2 isoform 1 preproprotein”
/protein id="NP 055059.2"
/db xref="GI:110825974"
/db_xref="CCDS:CCDS4444.1"
/db xref="GeneID:9509"
/db_xref="HGNC:218"
/db_xref="HPRD:05173"
/db_xref="MIM:604539"
/translation="MDPPAGAARRLLCPALLLLLLLLPPPLLPPPPPPANARLAAAAD
PPGGPLGHGAERILAVPVRTDAQGRLVSHVVSAATSRAGVRARRAAPVRTPSFPGGNE
EEPGSHLFYNVTVFGRDLHLRLRPNARLVAPGATMEWQGEKGTTRVEPLLGSCLYVGD
VAGLAEASSVALSNCDGLAGLIRMEEEEFFIEPLEKGLAAQEAEQGRVHVVYRRPPTS
PPLGGPQALDTGASLDSLDSLSRALGVLEEHANSSRRRARRHAADDDYNIEVLLGVDD
SVVQFHGKEHVQOKYLLTLMNIVNEIYHDESLGAHINVVLVRITILLSYGKSMSLIEIGN
PSQSLENVCRWAYLOQKPDTGHDEYHDHAIFLTRODFGPSGMQGYAPVTGMCHPVRSC
TLNHEDGFSSAFVVAHETGHVLGMEHDGQGNRCGDEVRLGSIMAPLVQAAFHRFHWSR
CSQQELSRYLHSYDCLLDDPFAHDWPALPQLPGLHYSMNEQCRFDFGLGYMMCTAFRT
FDPCKQLWCSHPDNPYFCKTKKGPPLDGTMCAPGKHCFKGHCIWLTPDILKRDGSWGA
WSPFGSCSRTCGTGVKFRTRQCDNPHPANGGRTCSGLAYDFQLCSRQDCPDSLADEFRE
EQCROQWDLYFEHGDAQHHWLPHEHRDAKERCHLYCESRETGEVVSMKRMVHDGTRCSY
KDAFSLCVRGDCRKVGCDGVIGSSKQEDKCGVCGGDNSHCKVVKGTFTRSPKKHGYIK
MFEIPAGARHLLIQEVDATSHHLAVKNLETGKFILNEENDVDASSKTFIAMGVEWEYR
DEDGRETLQTMGPLHGTITVLVIPVGDTRVSLTYKYMIHEDSLNVDDNNVLEEDSVVY
EWALKKWSPCSKPCGGGSQFTKYGCRRRLDHKMVHRGFCAALSKPKAIRRACNPQECS
QPVWVTGEWEPCSQTCGRTGMQVRSVRCIQPLHDNTTRSVHAKHCNDARPESRRACSR
ELCPGRWRAGPWSQCSVTCGNGTQERPVLCRTADDSFGICQEERPETARTCRLGPCPR
NISDPSKKSYVVQOWLSRPDPDSPIRKISSKGHCQGDKSIFCRMEVLSRYCSIPGYNKL
CCKSCNLYNNLTNVEGRIEPPPGKHNDIDVFMPTLPVPTVAMEVRPSPSTPLEVPLNA
SSTNATEDHPETNAVDEPYKIHGLEDEVQPPNLIPRRPSPYEKTRNQRIQELIDEMRK
KEMLGKE"

1..139
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3; hPCPNI; NPI; PCINP;
PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=1

140..534
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3; hPCPNI; NPI; PCINP;
PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=2

535..688
/gene="ADAMTS2"
/gene_synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3; hPCPNI; NPI; PCINP;
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exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=3

689..891
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=4

892..975
/gene="ADAMTS2"

/gene synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3;

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=5

976..1132
/gene="ADAMTS2"

/gene synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3;

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=6

1133..1238
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=7

1239..1382
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=8

1383..1515
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=9

1516..1629
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=10

1630..1775
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=12

1776..1951
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=13

1952..2085
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=14

2086..2209
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
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hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

hPCPNI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

NPI;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;

PCINP;
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=976&to=1132&report=gbwithparts
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=1630&to=1775&report=gbwithparts
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=1952&to=2085&report=gbwithparts
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exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

exon

polyA signal

polyA site

ORIGIN

/number=15
2210..2290
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=16

2291..2457
/gene="ADAMTS2"

/gene synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3;

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=17

2458..2617
/gene="ADAMTS2"

/gene synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3;

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=18

2618..2750
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=19

2751..2958
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=20

2959..3088
/gene="ADAMTS2"

/gene_ synonym="ADAM-TS2; ADAMTS-3;

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=21

3089..3178
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=22

3179..3654
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
/inference="alignment:Splign"
/number=23

3635..3640
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"
3654
/gene="ADAMTS2"

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

PCPNI"

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

hPCPNI; NPI; PCINP;

1 atggatccgc cggcgggagc cgctcgccgce ctgctctgcec ccgecgcectgect gctgctgetg

61
121
181
241
301
361
421
481
541

ctgctgctgce
gccgecgcecg
cccgtgcgcea
agagcagggyg
aacgaggagg
cacctgcggce
ggcgagaagg
gtggccggcece
ctgatccgga

cgccgccgcet
accccccagg
ctgacgccca
tacgagcccg
agcctggcag
tgcggcccaa
gcaccacccg
tagccgaagce
tggaggagga

cctgccgcecg
cgggcccctg
gggccgcettyg
cagggccgcc
tcacctcttc
cgcccgecte
cgtggagccc
ctcctctgtg
ggagttcttc

ccgcecgcecgce
gggcacggag
gtgtcccacg
ccggtccgga
tacaatgtca
gtggcgccceg
ctgctcggga
gcgctcagca
atcgaaccct
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ccgcgaacgce
cggagcgcat
tggtgtcggce
ccccgagcett
cggtctttgg
gggccactat
gctgtctcta
actgcgatgg
tggagaaggg

caggctcgcc
cctggcggtg
agctacgtcc
ccccggaggce
ccgagacctg
ggagtggcag
cgtcggagac
gctggctggt
gctggcggcg


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2210&to=2290&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2291&to=2457&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2458&to=2617&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2618&to=2750&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2751&to=2958&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=2959&to=3088&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=3089&to=3178&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=3179&to=3654&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?from=3635&to=3640&report=gbwithparts
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/110825973?itemid=3&report=gbwithparts

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
2101
2161
2221
2281
2341
2401
2461
2521
2581
2641
2701
2761
2821
2881
2941
3001
3061
3121
3181
3241
3301
3361
3421
3481
3541
3601
3661

caggaggctg
ctcggggggce
cgcgccctgg
gctgcggacg
ttccacggga
atctaccatg
ctgagctatg
aatgtctgcc
gatcacgcca
cctgtcaccg
tcctcagcgt
cagggcaacc
gccgceccttece
cactcctatg
ctcccgggac
atgatgtgca
gacaacccct
cctggcaagc
gacggcagct
gtgaagttca
tcgggccttg
gacttccgcg
caccactggc
tccagggaga
tcctacaagg
ggtgtgatcg
cactgcaaag
atgtttgaga
caccatctgg
gtggatgcca
gacggccggg
atcccggtgg
ctgaatgtcg
aagaagtggt
tgccgccgga
cccaaagcca
ggcgaatggg
cgctgcattc
gacgcccggce
gccgggcecct
ctctgccgcea
aggacctgca
gtagttcagt
ggccactgcc
tccatcccag
aacgtggagg
cctaccctcce
gaggtccctc
gtagatgaac
cctcgacgac
gagatgcgga
a

agcaaggccg
cacaggccct
gcgtcctaga
atgactacaa
aggagcacgt
acgagtcctt
gaaagtccat
gctgggccta
tcttcctcac
gcatgtgcca
ttgtggtggce
gctgtggcga
accgcttcca
actgcctgcet
tgcactactc
cggcgttccg
acttttgcaa
attgttttaa
ggggcgcettg
ggacccgcca
cctacgactt
aggagcagtg
tgccccacga
ccggggaggt
acgccttcag
gctccagcaa
tggtcaaggg
tccctgcagg
ccgtcaagaa
gttccaaaac
agacgctgca
gagacacccg
acgacaacaa
ctccgtgctce
ggctggacca
tccgcagage
agccatgtag
agccgctaca
ccgagagccg
ggtcccagtg
ccgcggacga
ggcttggccc
ggctgtcccg
aaggcgacaa
gctacaacaa
gcaggataga
cagtgcccac
tcaatgcctc
cctacaaaat
cgagccccta
agaaagagat

tgtgcatgtg
ggacacaggg
ggagcacgcc
catcgaggtc
acagaagtac
gggtgcccac
gagcctcatc
cctccagcag
acggcaggac
tccggtccge
ccatgagact
cgaggtgcgg
ctggtcccge
ggatgacccc
catgaacgag
gacctttgac
gaccaagaag
aggacactgc
gagtccgttt
gtgtgacaac
ccagctctgce
ccgccagtgg
gcaccgggat
ggtgtccatg
cctctgtgtg
gcaggaagac
cacgttcaca
agccagacac
cctggagaca
cttcattgcc
gaccatgggc
ggtctcactg
cgtcctggaa
caagccctgt
caagatggta
gtgcaaccca
ccagacctgt
cgacaacacc
ccgggcectgce
ctcagtaacc
cagcttcggc
ctgtccccga
cccggacccece
gtcaatattc
gctgtgctgce
gccaccgcct
tgtagccatg
cagcaccaat
ccatggcctg
tgaaaagacc
gctcggaaag

gtgtatcgcc
gcctcecctgg
aacagctcga
ctgctgggceg
ctgctgacac
atcaacgtgg
gagatcggga
aagccagaca
tttgggcctt
agctgcaccc
ggccacgtgc
ctgggcagca
tgcagccagce
ttcgcccacg
caatgccgct
ccctgcaagce
gggcccccect
atctggctga
ggctcctgcet
ccacacccgg
agccgccagg
gacctgtact
gccaaggaga
aagcgcatgg
cgcggggact
aagtgtggcg
cggtcaccca
ctgctcattc
ggcaagttca
atgggcgtgg
cccctccacg
acgtacaaat
gaggactctg
ggcggagggt
caccgtggct
caggaatgct
gggcggacag
acccgctccg
agccgcgagce
tgtggcaacg
atctgccagg
aacatctcag
gactcgccca
tgtaggatgg
aagtcctgta
gggaagcaca
gaggtgcggce
gccacagagg
gaagatgaag
agaaaccaaa
ttctaataaa
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ggccacccac
acagcctgga
ggcggagggce
tggatgactc
tcatgaacat
tcctggtgcg
acccctctca
cgggccacga
ccggcatgcea
tgaaccatga
tgggcatgga
tcatggcgcc
aggagctgag
actggccggce
ttgacttcgg
agctgtggtg
tggacgggac
cacctgacat
cacgtacctg
ccaacggggg
actgccccga
tcgagcacgg
gatgccacct
tgcatgacgg
gcaggaaggt
tgtgcggagg
agaagcatgg
aggaggtaga
tcttaaatga
agtgggagta
gcaccatcac
acatgatcca
tggtctacga
cccagttcac
tctgtgccge
cccagccagt
gcatgcaggt
tgcacgccaa
tctgccctgg
gcacccagga
aggagcgtcc
atccctccaa
tccggaagat
aagtcttgtc
acctgtacaa
acgacattga
catcaccaag
atcacccaga
tccagccacc
gaatccaaga
atggaaagat

gtcccecctect
cagcctcagce
acgcaggcat
tgtggtgcag
tgtcaatgaa
gatcatcctc
gagcctggag
tgaataccac
aggctatgct
ggacggcttc
gcacgacggg
cctggtgcag
ccgctacctg
gctgccccag
cctgggctac
cagccatcct
tatgtgtgca
cctcaaacgg
tggcacgggce
ccgcacctgce
ctccctggcet
cgacgcccag
gtactgcgag
gacgcgctgce
gggctgtgac
ggacaacagc
ttacatcaag
cgccaccagc
agagaatgac
cagagacgag
cgttctggtc
tgaggactca
gtgggccectyg
caagtatggc
cctctcgaag
gtgggtcaca
gcgctccecgtg
gcactgcaat
tcgttggcga
gcggccagtyg
tgagacagcg
gaagagctac
ctcgtcaaag
ccgctattge
caacctcacc
cgtgttcatg
cacccccctg
aaccaatgcc
caacctaatc
gctcattgat
agcaaaaaaa



EK-D ADAMTS2 Restriksiyon Haritasi

Noncutters: Aatll, Absl, Acll, Aflll, Afllll, Agel, Alol, ApaLl, Arsl, Ascl, Avrll, Bael, Barl, Bcgl, BciVi,
Bglll, Bpll, BsaBl, BsaXl, BsePl, Bsp14071, BspHI, Btsl, Clal, CspCl, Dralll, Eam1105I, Eco31l, EcoRV,
Esp3l, Fsel, FspAl, Hindll, Hindlll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, Ncol, Ndel, NmeAlll, Nrul, Olil, Pacl,
PmaCl, Pmel, Ppil, PshAl, Psil, P1-Pspl, Psrl, Pvul, Rsrll, Sall, Sapl, Scal, PI-Scel, SexAl, Sgfl, SgrAl, SgrDl,
Smal, SnaBl, Spel, Sphl, Srfl, Sse8387I1, Sspl, Swal, Taqll, Tsol, TspGWI, TspRI, Tstl, Tth111l, Vspl, Xbal,
Xhol, Xmnl

Name Sequence Site Overhang |Frequency |Cut Positions
BsaAl YACGTR 6 blunt 1 890
BsrBI CCGCTC 6 blunt 1 449
Btrl CACGTC 6 blunt 1 1379
Eco47lll |AGCGCT 6 blunt 1 1886
Msll CAYNNNNRTG 6 blunt 1 1735
Stul AGGCCT 6 blunt 1 1302
Aarl CACCTGC 7 five_prime |1 1452
Accl GTMKAC 6 five_prime |1 1726
Asull TTCGAA 6 five_prime |1 1900
BamHI |GGATCC 6 five_prime |1 1490
Bell TGATCA 6 five_prime |1 1145
BstEIl GGTNACC 6 five_prime |1 268
BtgZl GCGATG 6 five_prime |1 1404
EcoRI GAATTC 6 five_prime |1 515
Haal GACGC 5 five_prime |1 1870
Nhel GCTAGC 6 five_prime |1 1573
Notl GCGGCCGC 8 five_prime |1 290
Smil CTYRAG 6 five_prime |1 1547
Tatl WGTACW 6 five_prime |1 1453
Tfil GAWTC 5 five_prime |1 1717
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsaAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrBI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco47III.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MslI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AarI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AsuII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BamHI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BclI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BstEII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BtgZI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HgaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NheI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NotI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SmlI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TatI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TfiI.html

Xholl RGATCY five_prime 1490

Ball GCCNNNNNGGC three_prime 644

Bsal GTGCAG three_prime 1939
BsrDlI GCAATG three_prime 911

BstXI CCANNNNNNTGG three_prime 1255

Drdl GACNNNNNNGTC three_prime 598

Ecil GGCGGA three_prime 138
Hpy99l |CGWCG three_prime 331

Mmel TCCRAC three_prime 1688

Nspl RCATGY three_prime 1951

Sacl GAGCTC three_prime 1097

Sfil GGCCNNNNNGGCC three_prime 644
TspDTl |ATGAA three_prime 587

Xcml CCANNNNNNNNNTGG three_prime 71

Nael GCCGGC blunt 38, 456
Acyl GRCGYC five_prime 254, 452
Apol RAATTY five_prime 515, 1526
Aval CYCGRG five_prime 366, 1481
BbvCl CCTCAGC five_prime 258, 806
BpulOl |CCTNAGC five_prime 258, 806
BsmAl |GTCTC five_prime 353, 543
BspMI  |ACCTGC five_prime 1452, 1622
Cfriol RCCGGY five_prime 36, 454
EcoNI CCTNNNNNAGG five_prime 1232,1774
Narl GGCGCC five_prime 254, 452
Pfol TCCNGGA five_prime 1757, 1848
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http://rebase.neb.com/rebase/enz/XhoII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BglI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsgI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrDI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BstXI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DrdI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EciI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hpy99I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MmeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NspI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TspDTI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/XcmI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NaeI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AcyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApoI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvCI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Bpu10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmAI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BspMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Cfr10I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/NarI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PfoI.html

el
@

SanDl

'l::'

GAGTC

GGGWCCC

GAANNNNNNNTTGG

GCANNNNNNTGC

CAGNNNCTG

GGGCCC

TGANNNNNNTCA

CTGAAG

AAGNNNNNCTT

CCANNNNNTGG

CCGCGG

CAGCTG

CCCAGC

CAGCAG

CCCWGGG

TTSAA

GAATGC

CTGCAG

TGGCCA

CCWWGG

GTSAC

ACTGGG

GAGGAG

CTGGAG

RGCGCY

GAYNNNNNRTC

five_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime
blunt
five_prime
five_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
blunt
five_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
three_prime

three_prime
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1289, 1734

495, 1162

1517, 1549

1945, 1979

1117, 1844

24,996

837,871

714,774

682, 714

1333, 1605

335, 392

84, 100, 1426

63, 1749, 1803

1282, 1385, 1953

427,675, 1158

520, 1792, 1941

628, 895, 1864

15, 105, 803

1247, 1271, 1316

482, 603, 980, 1382

268, 1466, 1516, 1672

606, 732, 1042, 1321

141, 459, 1046, 1635

106, 1045, 1094, 1727

257, 389, 455, 1888

1362, 1385, 1396


http://rebase.neb.com/rebase/enz/PleI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SanDI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AjuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlfI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AlwNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/ApaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BdaI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FalI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PflMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SacII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PvuII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseYI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoP15I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PasI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AgsI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsmI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PstI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BalI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/StyI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Tsp45I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BfiI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseRI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/GsuI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HaeII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HaeIV.html

Eco57MlI

SfaNI

CCATC

GGATG

GKGCMC

YGGCCR

RGGWCCY

CTGRAG

GCATC

GGTGA

GAAGA

GGWCC

ACTGG

GAYNNNNNVTC

CTCAG

RGGNCCY

GCAGC

GCWGC

GDGCHC

CCCGC

CCWGG

GCSGC

VCTCGAGB

five_prime
five_prime
three_prime
five_prime
five_prime
three_prime
five_prime
three_prime
three_prime
five_prime
three_prime
three_prime
three_prime
five_prime
five_prime
five_prime
three_prime
five_prime
five_prime
three_prime

five_prime
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10

13

13

14

15

16

17

511, 784, 796, 1443,

515, 775, 963, 1741,

24, 435, 996, 1482,

290, 456, 1245, 12609,

495, 1162, 1283,

106, 714, 774, 1045,

288, 537, 644, 985,

280, 575, 863, 1206,

307, 663, 738, 810,

495, 600, 1162, 1283,

601, 738, 1007, 1048,

820, 852, 1363, 1386,

272, 601, 702, 820,

20, 21, 495, 1069,

14, 25, 45, 87, 93,

2, 13, 33, 81, 97, 100,

24, 346, 411, 435,

32, 60, 102, 111, 140,

426, 510, 614, 674,


http://rebase.neb.com/rebase/enz/BccI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FokI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseSI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/CfrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PpuMI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Eco57MI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SfaNI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/HphI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/MboII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/AvaII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BsrI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/Hin4I.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BseMII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/DraII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/BbvI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TseI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/SduI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/FauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/EcoRII.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/TauI.html
http://rebase.neb.com/rebase/enz/PspXI.html

EK-E ADAMTS2 Promotoru Transkripsiyon Faktorii Baglanma

Bolgeleri
Transkripsiyon Faktorleri Matrix Baglanma Pozisyonu | Zincir
Nuclear factor 1 V$NF1.03 16 -
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.01 28 -
Huntington's disease gene regulatory region
binding proteins V$HDBP1 2.01 30 +
Activator-, mediator- and TBP-dependent
core promoter element for RNA polymerase
Il transcription from TATA-less promoters | O$XCPE1.01 35 -
Chorion-specific transcription factors with a
GCM DNA hinding domain V$GCM1.02 36 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.01 37 +
Nuclear respiratory factor 1 V$NRF1.01 40 +
Members of ZIC-family, zinc finger protein
of the cerebellum V$ZI1C2.02 46 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$RB_E2F1 DP1.01 50 -
Huntington's disease gene regulatory region
binding proteins V$HDBP1_2.01 50 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F.02 53 +
Heat shock factors V$HSF2.01 53 +
Nuclear receptor subfamily 2 factors V$HNF4.02 56 +
Lactotransferrin motif V$LACTOFERRIN.O01 58 -
MYT1 C2HC zinc finger protein VEMYTI1L.01 59 +
Human and murine ETS1 factors V$SPI1.02 60 -
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.01 61 -
Heat shock factors V$HSF2.01 62 -
Serum response element binding factor V$SRF.04 83 -
RP58 (ZFP238) zinc finger protein V$RP58.01 84 +
Serum response element binding factor V$SRF.04 84 +
Twist subfamily of class B bHLH
transcription factors V$TWIST.01 85 +
Myoblast determining factors V$TCFE2A.02 85 -
Twist subfamily of class B bHLH
transcription factors V$HEN1.02 94 -
Myoblast determining factors V$MYOD.01 94 +
AP4 and related proteins V$AP4.01 95 +
Twist subfamily of class B bHLH
transcription factors V$HEN1.02 95 +
Myoblast determining factors V$MYOGENIN.02 95 -
NeuroD, Beta2, HLH domain V$ASCL2.01 95 -
C2H2 zinc finger transcription factors 4 V$ZI1D.01 97 -
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZF9.01 101 +
Chorion-specific transcription factors with a
GCM DNA binding domain V$GCM1.02 106 +
AP4 and related proteins V$AP4.02 110 -
Twist subfamily of class B bHLH
transcription factors V$HEN1.02 110 -
Myaoblast determining factors V$MYF5.01 110 +
NeuroD, Beta2, HLH domain V$MASH1.01 110 +
MAF and AP1 related factors V$MAFA.01 111 -
AP4 and related proteins V$AP4.02 111 +
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Twist subfamily of class B bHLH

transcription factors V$HEN1.02 111 +
Myablast determining factors V$MYOGENIN.02 111 -
NeuroD, Beta2, HLH domain V$ASCL2.01 111 -
Olfactory associated zinc finger protein V$ROAZ.01 122 +
Olfactory associated zinc finger protein V$ROAZ.01 123 -
Neuron-restrictive silencer factor V$NRSF.01 125 +
PAX-9 binding sites V$PAX9.01 125 +
ZF5 POZ domain zinc finger V$ZF5.03 126 -
RNA polymerase Il transcription factor 11 B | O$BRE.O01 128 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F3.01 129 +
E-box binding factors VEMYCMAX.03 130 -
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 130 +
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZF9.01 131 -
Krueppel like transcription factors V$KLF7.02 133 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 134 +
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 136 -
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 139 -
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.02 140 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 141 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 146 +
ZF5 POZ domain zinc finger V$ZF5.03 147 -
RNA polymerase Il transcription factor 11 B | O$BRE.01 149 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F.03 150 +
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 152 -
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.01 153 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 154 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.02 155 +
Krueppel like transcription factors V$KKLF.01 157 +
PRDI-BF1 and RIZ homologous (PR)

domain proteins (PRDM) V$PRDM5.01 158 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.01 158 +
Selenocysteine tRNA activating factor V$ZNF76_143.01 158 -
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$WT1.01 159 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F4.01 160 +
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZF9.01 160 -
Krueppel like transcription factors V$KLF7.01 161 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 161 +
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.01 162 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 162 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$WT1.01 163 +
Myc associated zinc fingers V$MAZR.01 163 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.03 165 +
Activator-, mediator- and TBP-dependent core

promoter element for RNA polymerase 1l transcription

from TATA-less promoters O$XCPE1.01 166 +
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C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZNF219.01 166 -
Krueppel like transcription factors V$KKLF.01 167 +
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZBP89.01 169 -
ZF5 POZ domain zinc finger V$ZF5.01 170 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 172 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 176 +
Testis-specific bHLH-Zip transcription

factors V$SPZ1.01 177 +
Selenocysteine tRNA activating factor V$ZNF76_143.01 180 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F1_DP2.01 185 +
Krueppel like transcription factors V$KKLF.01 187 +
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.01 187 +
GA-boxes V$GAGA.01 193 +
GA-boxes V$GAGA.01 195 +
GA-boxes V$GAGA.01 197 +
GA-boxes V$GAGA.01 203 +
GA-boxes V$GAGA.01 205 +
GA-boxes V$GAGA.01 207 +
GA-boxes V$GAGA.01 209 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.03 211 +
GA-boxes V$GAGA.01 211 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$CKROX.01 213 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 218 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 222 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$CKROX.01 224 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$CKROX.01 228 +
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 228 -
Calcium-response elements V$CARF.01 232 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 234 +
Core promoter motif ten elements O$DMTE.O1 241 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 241 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$WT1.01 243 +
GA-boxes V$GAGA.01 243 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 243 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.03 245 +
GA-boxes V$GAGA.01 245 +
Krueppel like transcription factors V$KLF6.01 245 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$CKROX.01 247 +
GA-boxes V$GAGA.01 247 +
Krueppel like transcription factors V$KKLF.01 247 +
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 247 -
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.01 248 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.03 249 +
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZBP89.01 249 -
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 250 +
Krueppel like transcription factors V$KLF7.01 251 +
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Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.02 252 +
Pur-alpha binds both single-stranded and

douple-stranded DNA in a sequence-

specific manner V$PURALPHA.01 252 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 252 +
Myc associated zinc fingers V$MAZR.01 253 +
Activator-, mediator- and TBP-dependent

core promoter element for RNA polymerase

Il transcription from TATA-less promoters | O$XCPE1.01 254 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F1_DP2.01 254 +
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.01 256 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F3.01 263 +
ZF5 POZ domain zinc finger V$ZF5.01 265 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.01 270 +
Sterol regulatory element binding proteins | VSSREBP.01 278 -
Human acute myelogenous leukemia

factors V$AML1.01 279 +
Homeodomain transcription factors V$TLX1.01 279 +
EVI1-myleoid transforming protein V$EVI1.07 292 -
PAX-2/5/8 binding sites V$PAX5.01 296 +
ZF5 POZ domain zinc finger V$ZF5.03 297 -
PAX-9 bhinding sites V$PAX9.01 298 +
RNA polymerase Il transcription factor I1 B | O$BRE.O1 299 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F.03 300 +
Nuclear respiratory factor 1 V$NRF1.01 301 -
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.02 308 -
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.02 311 -
GC-Box factors SP1/GC V$SP1.03 314 -
Human and murine ETS1 factors V$GABP.01 321 -
Zinc finger protein ZNF35 V$ZNF35.01 328 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F.03 330 -
Core promoter motif ten elements O$HMTE.O1 340 -
Neuron-restrictive silencer factor V$NRSE.01 341 -
PAX-9 binding sites V$PAX9.01 341 -
Cell cycle regulators: Cell cycle dependent

element V$CDE.O01 345 +
PAX-2/5/8 binding sites V$PAX5.01 365 +
GC-Box factors SP1/GC V$TIEG.01 374 -
Activator protein 2 V$AP2.02 379 -
Activator protein 2 V$TCFAP2A.01 379 +
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.01 380 -
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.04 380 +
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.02 383 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$EGR1.02 383 +
PAX-2/5/8 binding sites V$PAX5.01 395 +
Core promoter motif ten elements O$HMTE.O1 403 +
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Neuron-restrictive silencer factor V$NRSE.01 405 +
Huntington's disease gene regulatory region

binding proteins V$HDBP1 2.01 406 -
Huntington's disease gene regulatory region

binding proteins V$HDBP1 2.01 411 -
CTCF and BORIS gene family,

transcriptional regulators with 11 highly

conserved zinc finger domains V$CTCF.01 412 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.01 414 -
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZNF219.01 416 -
Nuclear factor kappa B/c-rel V$NFKAPPAB50.01 418 -
Nuclear factor kappa B/c-rel V$NFKAPPAB50.01 419 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F4.01 422 -
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.01 423 +
GC-Box factors SP1/GC V$GC.01 424 -
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZNF300.01 433 +
E-box binding factors V$ATF6.01 435 +
Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 439 +
Krueppel like transcription factors V$EKLF.01 439 -
Neuron-specific olfactory factor V$EBF1.01 439 +
Histone nuclear factor P V$MIZF.01 450 -
"Negative" glucocoticoid response elements | V$IR2 NGRE.01 454 -
"Negative" glucocoticoid response elements | V$IR2 NGRE.01 455 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 456 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F3.02 462 -
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZF9.01 462 -
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F3.02 465 +
Huntington's disease gene regulatory region

binding proteins V$HDBP1 2.01 465 -
Hypoxia inducible factor, bHLH/PAS

protein family V$HIF1.01 474 +
Core promoter motif ten elements O$DMTE.O1 475 +
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.01 477 -
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZKSCAN3.01 477 +
PAX-1 binding sites V$PAX1.01 482 +
Activator protein 2 V$TCFAP2B.01 495 -
Krueppel like transcription factors V$EKLF.01 495 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.02 503 +
Activator-, mediator- and TBP-dependent

core promoter element for RNA polymerase

Il transcription from TATA-less promoters | O$XCPE1.01 509 -
GC-Box factors SP1/GC V$SP2.01 511 -
HOX - PBX complexes V$HOX_PBX.01 514 -
CCAAT binding factors V$ACAAT.01 515 +
Selenocysteine tRNA activating factor V$ZNF76_143.01 519 +
Signal transducer and activator of

transcription V$STAT3.02 522 -
PAX-4/PAX-6 paired domain binding sites | VSPAX6.02 525 -
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.02 537 -
Nuclear factor kappa B/c-rel V$NFKAPPAB50.01 540 -
PAX-4/PAX-6 paired domain binding sites | V$PAX6.04 548 +
RXR heterodimer binding sites V$VDR_RXR.06 563 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP2.01 565 +
RXR heterodimer binding sites V$VDR_RXR.06 569 +
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Glucocorticoid responsive and related

elements V$ARE.03 573 -
Ccaat/Enhancer Binding Protein V$CEBP.02 578 +
Chorion-specific transcription factors with a

GCM DNA hinding domain V$GCM1.01 578 -
TEAJ/ATTS DNA binding domain factors | V$TEAD.O1 581 -
Core promoter initiator elements O$DINR.01 582 -
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 585 +
SOX/SRY -sex/testis determinig and related

HMG box factors V$HBP1.01 585 +
Positive regulatory domain | binding factor | V$BLIMP1.01 587 +
Barbiturate-inducible element box from

pro+eukaryotic genes V$BARBIE.O1 588 +
Chorion-specific transcription factors with a

GCM DNA binding domain V$GCM1.03 589 -
Insulinoma associated factors V$INSM1.01 589 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$CKROX.01 591 +
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.02 591 +
C2H2 zinc finger transcription factors 7 V$ZNF263.01 591 -
GC-Box factors SP1/GC V$GC.01 592 +
EGR/nerve growth factor induced protein C

& related factors V$WT1.01 593 +
Myc associated zinc fingers V$MAZ.01 593 +
GLI zinc finger family V$GLIS2.01 595 -
Myc associated zinc fingers V$MAZR.01 595 +
GC-Box factors SP1/GC V$SP2.01 595 +
Krueppel like transcription factors V$KKLF.01 596 +
C2H2 zinc finger transcription factors 2 V$ZNF219.01 596 -
Myeloid zinc finger 1 factors V$MZF1.01 598 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.02 602 +
Peroxisome proliferator-activated receptor | V$PPAR_RXR.01 613 +
RXR heterodimer binding sites V$RAR_RXR.01 613 +
Nuclear receptor subfamily 2 factors V$HNF4.01 615 +
Vertebrate steroidogenic factor V$FTF.01 617 +
Estrogen response elements V$ESRRA.01 622 +
Zfx and Zfy - transcription factors

implicated in mammalian sex determination | V$ZFX.01 628 -
v-ERB and RAR-related orphan receptor

alpha V$REV-ERBA.03 637 -
Krueppel-like C2H2 zinc finger factors

hypermethylated in cancer V$HIC1.02 638 +
Serum response element binding factor V$SRF.03 642 -
Serum response element binding factor V$SRF.01 643 +
Calcium-response elements V$CARF.01 645 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F1_DP1.01 651 +
Peroxisome proliferator-activated receptor | V$PPARG.03 652 +
Nuclear receptor subfamily 2 factors V$HNF4A.01 654 +
NGFI-B response elements, nur subfamily

of nuclear receptors V$NBRE.O1 657 +
Heat shock factors V$HSF1.03 660 +
EVI1-myleoid transforming protein V$MEL1.03 665 +
Pleomorphic adenoma gene V$PLAGL1.02 678 -
Testis-specific bHLH-Zip transcription

factors V$SPZ1.01 678 +
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Pleomorphic adenoma gene V$PLAG1.01 684 +
PAX-2/5/8 binding sites V$PAX5.02 689 +
E2F-myc activator/cell cycle regulator V$E2F3.01 693 +
Peroxisome proliferator-activated receptor | V$PPARG.03 699 +
Nuclear receptor subfamily 2 factors V$HPF1.01 701 +
MYT1 C2HC zinc finger protein V$MYT1.02 708 -
Nuclear receptor subfamily 2 factors V$HNF4.02 711 -
Peroxisome proliferator-activated receptor | VSPPARG.02 713 -
THAP domain containing protein V$THAP1.01 717 -
Calcium-response elements V$CARF.01 727 +
Mouse Krueppel like factor V$MOK?2.02 738 -
Human and murine ETS1 factors V$SPI1.02 753 -
Interferon regulatory factors V$ISRE.01 755 -
Human and murine ETS1 factors V$ETV1.02 759 -
Signal transducer and activator of

transcription V$STAT6.01 762 -
Signal transducer and activator of

transcription V$STAT6.01 763 +
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