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OZET

TNF-ALFA ARACILI
ADAMTS-2 VE ADAMTS-3 GENLERININ REGULASYONU
YUKSEK LiSANS TEZi
EHED MUHAMMED AYMAZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
(ES DANISMAN: DR. OGR. UY. MELTEM ALPER)
BALIKESIR, HAZIRAN - 2019

Proinflamatuar bir sitokin olan TNF-a, artritte kikirdak yikiminda kritik bir
role sahiptir. TNF-a, MMP'lerin ve ADAMTS'lerin kikirdak spesifik ekspresyonunu
indiikler. Bu metalloproteinazlarin asir1 ekspresyonu, osteoartritin ilerlemesini
destekleyen, kikirdak matrisinin degredasyonuna neden olur. ADAMTS ailesi tiyeleri
arasinda prokollajen N proteinazlar kikirdak yeniden modellemesine katilirlar. Bazi
ADAMTS ailesi {iyelerinin proinflamatuar sitokin uyarimi altinda ekspresyon
seviyeleri, baz1 kondrosit dokularinda veya hiicre hatlarinda arastirilmistir, ancak
fibriller prokollajenlerin ve ekstraseliller matriksin biyosentetik prosesindeki
Oonemine ragmen, ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 gen ekspresyonunun TNF-a
stimiilasyonu altinda nasil degistigi hala osteosarkom hiicrelerinde acikliga
kavusturulmusg degildir.

Bu tez calismasinda TNF-a'min Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 gen
promotorunun Saos-2 hiicrelerindeki transkripsiyonel aktivitesine olan etkileri
arastirildi. Elde edilen veriler dogrultusunda TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-
3’tn transkripsiyonel aktivitesini indiikledigi ve bu indiiklemeyi ADAMTS-2 igin
PI3K ve NF«B yollarin1 kullanarak, ADAMTS-3 i¢inse MEK, PI3K, JNK ve NF«xB
yollarimi kullanarak yaptigi belirlendi. TNF-a'nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA
ve proteininin ekspresyon seviyelerini, farkli zaman araliklari igin indiikledigi qRT-
PCR ve western blotlama ile belirlendi. Bu bu indiiklemeyi ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 icin MEK, PI3K, JNK ve NFxB yollarin1 kullanarak yaptigi tespit
edildi. EMSA deneyleri kullanilarak ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarina
STAT3 ve NF«B transkripsiyon faktorlerinin islevsel olarak baglanma analizi ilk kez
bu ¢alismayla gerceklestirilerek ortaya konmustur.

ANAHTAR KELIMELER: TNF-o, ADAMTS-2, ADAMTS-3, osteosarkoma,
EMSA



ABSTRACT

TNF-ALPHA MEDIATED ADAMTS-2 AND ADAMTS-3 GENES
REGULATIONS
MSC THESIS
EHED MUHAMMED AYMAZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. MELTEM ALPER)
BALIKESIR, JUNE 2019

TNF-a, a proinflammatory cytokine, has a critical role in cartilage destruction
in arthritis. TNF-o induces cartilage-specific expression of MMPs and ADAMTS.
Overexpression of these metalloproteinases causes degradation of the cartilage
matrix, which promotes the progression of osteoarthritis. Among the ADAMTS
family members, procollagen N proteinases participate in cartilage remodeling. The
expression levels of some ADAMTS family members under proinflammatory
cytokine stimulation have been investigated in some chondrocyte tissues or cell lines,
but despite the importance of the fibrils procollagen and the extracellular matrix in
the biosynthetic process, how ADAMTS-2 and ADAMTS-3 gene expression
changes under TNF-a stimulation is still evident in osteosarcoma cells is not crossed.

In this study, we investigated the effects of TNF-a on transcriptional activity
of human ADAMTS2 and ADAMTS3 gene promoter in Saos-2 cells. Based on the
data obtained, it was determined that TNF-a induced the transcriptional activity of
ADAMTS-2 and ADAMTS-3 using PI3K and NFiikB pathways for ADAMTS-2 and
MEK, PI3K, JNK and NFkB pathways for ADAMTS-3. Expression levels of
ADAMTS-2 and ADAMTS-3 mRNA and protein of TNF-a were determined by
gRT-PCR and western blotting induced for different time intervals. It was
determined that this induction was performed using the MEK, PI3K, JNK and NF«xB
pathways for ADAMTS-2 and ADAMTS-3. The functional binding analysis of
STAT3 and NF«B transcription factors for ADAMTS-2 and ADAMTS-3 promoters
using EMSA assays was first demonstrated by this study.

KEYWORDS: TNF-alpha, ADAMTS-2, ADAMTS-3, osteosarcoma, EMSA
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1. GIRIS

1.1 Ekstraseliiller Matriks

Hiicre dis1 matris (HDM; Extra Cellular Matrix; ECM), doku biitiinliigiini,
hiicre-hiicre baglantilarini, etkilesimlerini ve iletisimini diizenleyen dinamik ve ¢ok
yonlii bir biyomateryaldir [1]. ECM sadece dokuya yapisal destek saglamakla
kalmaz, ayn1 zamanda sertlik, organizasyon ve molekiiler bilesimin derecesini
degistirerek hiicre kaderini de etkileyebilir [2-4]. Bu nedenle, ECM homeostasisi
hiicresel fonksiyon, sinyalizasyon ve gelisim i¢in kritiktir ve diizensiz ECM yeniden

modellemesi, ¢esitli patolojik durumlar i¢in bir hareket ettirici faktordiir [1, 5, 6].

ECM iki ana siif makromolekiilden olusur: Proteoglikanlar (PG'ler) ve Lifli
proteinler [7, 8]. Proteoglikanlar, glikozaminoglikan (GAG) zincirlerinin spesifik bir
protein ¢ekirdegine kovalent olarak baglanmasiyla olusur [9]. PG'ler, GAG
kompozisyonlarina,  lokalizasyonlarma  ve  c¢ekirdek  proteinlerine  gore
smiflandirilmistir. Proteoglikanlar; Kiiciik Losin Bakimindan Zengin Proteoglikanlar
(SLRP'ler), Modiiler Proteoglikanlar ve Hiicre Yiizeyi Proteoglikanlart olmak iizere
3 ana aileye ayrilirlar [8]. PG'ler doku i¢indeki hiicre disi interstisyel boslugun
¢ogunlugunu hidratli jel formunda doldururlar. PG'ler, benzersiz tamponlama,
hidrasyon, baglama ve kuvvete dayaniklilik 6zelliklerini yansitan ¢ok cesitli islevlere
sahiptir. Sahip oldugu bu o6zelliginden dolay1 da bir¢ok genetik hastalik, PG
genlerindeki mutasyonlarla iligkilendirilmistir [7]. Baslica lifli ECM proteinleri ise

kollajenler, elastinler, fibronektinler ve lamininlerdir [1].



1.1.1 Elastinler

Elastik lifler, biiyiik elastik kan damarlari, akcigerler, kalp, elastik baglar, cilt,
mesane ve elastik kikirdak gibi tekrarlayan germe kuvvetlerine maruz kalan dokulara

gerilme kuvveti saglayan biiyilk ECM yapilaridir.

Dokularda biiylik agsi yapida bulunan elastik lifler, ana bilesen ve
mikrofibriller olmak iizere iki ayr1 elastin bileseninden olusur [10]. Elastin, bunlara
bagl salgilanan prekiirsor tropoelastinin ¢apraz bagli bir polimeridir. Elastinin
hidrofobik domainleri agin elastiki 6zelliklerinden sorumludur. Elastin fibrilleri,
elastin fibrilinin biutinligi i¢in de gerekli olan glikoprotein mikrofibrilleri ile
kaplidir. Mikrofibrillerin, elastin molekiillerinin hizalanmasina ve ¢apraz
baglanmasina yardimci olan bir iskele sagladigi diisiiniilmektedir [11]. Elastik lifler,
aspartik proteazlar, sistein proteazlar, serin proteazlar ve MMP'ler dahil olmak tizere
cesitli elastolitik enzimler tarafindan, doku/organ yetmezligiyle sonuglanacak
patolojik islemlerde degrede edilirler. Elastin degredasyonu, o6nemli biyolojik
aktiviteye sahip elastin peptid fragmentlerini serbest birakir. Elastin fragmentlerinin
patobiyolojisi, bol miktarda elastin bulunan organ sistemlerinde 6zel bir 6neme
sahiptir. Ornegin, vaskiiler duvarlarda elastinin asir1 {iretilmesi, ateroskleroz

hastaliginin gelisimine katkida bulunur [12].

1.1.2 Fibronektinler

Fibronektinler (FN), omurgalilarin gelisiminde kritik fonksiyonlara sahip
cesitli hiicre tiplerinin ECM'lerinde yaygin bir sekilde ifade edilirler. FN, interstisyel
ECM'nin organizasyonunu yonlendirmede yakindan rol oynar ve ayrica hiicre
baglanmasina ve fonksiyonuna aracilik etmede de 6nemli bir role sahiptir. FN, her
biri C-terminallerinde distilfit baglariyla kovalent olarak baglanmis yaklasik 250 kDa
biiyiikliigiinde iki alt iiniteden olusur. Bu alt birimler ti¢ farklt modiil tipinden olusur:
tip I, 1l ve Il tekrarlari. Her ne kadar FN, tek bir gen tarafindan kodlanmis olsa da
alternatif splaysin bir sonucu olarak ¢oklu varyantlar halinde bulunurlar. FN gelisme
sirasinda hiicre gogii i¢in de onemlidir ve kardiyovaskiiler hastaliklarla ve tiimor

metastazi ile iliskilendirilmistir [1, 11, 13, 14].



1.1.3 Lamininler

Lamininler, bazal membranlarda kollajen tip IV, nidojenler, agrin ve perlekan
ile birlestirilen biiyiik heterotrimerik ¢apraz sekilli glikoproteinlerdir. Her laminin
heterotrimeri, her biri ayr1 ayr1 genler tarafindan kodlanan bir o, bir B ve bir y
zincirden olusur. Laminin molekiilleri, ECM'lerin organizasyonuna ve hiicre
adezyonuna katilan diger ECM bilesenleri ve yerlesik hiicreler ile birlikte etkilesime
girer. Ornegin, lamininler, laminin molekiillerinin kendi kendine birlestirilmesini
promote eden LN domainleri araciligiyla, bazal membranlarda bulunan yiiksek
derecede diizene sahip aglara veya polimerlere baglanirlar. Lamininler ayrica erken
embriyonik gelisim ve organogenezde kritik rol oynarlar. insanlardaki birgok
konjenital hastaliga, laminin zincirlerindeki mutasyonlar neden olur. Lamininler

ayrica timor olusumunda da rol oynarlar [15-17].

1.1.4 Kollajenler

Kollajenler, ECM’de %30’luk bulunma oraniyla en bol bulunan lifli
proteinler olup agirlikli olarak fibroblastlar tarafindan sekrete edilirler [18].
Fibroblastlar, matriks iizerine gerginlik uygulayarak kollajen fibrillerinin
diizenlenmesini kontrol ederler [1, 19]. Kollajen siiper ailesi, omurgalilarda en az 46
ayr1 polipeptit zincirinin olusturdugu 28 farkli kollajen tiiriinden olusur. Kollajenler;
gerilme Kkuvveti saglar, hiicre yapigsmasini diizenler, kemotaksiyi ve gogii
desteklemekle birlikte dogrudan doku gelisimini de saglar [20]. Ornegin, Kollajen tip
I, dokular arasinda yaygin ve bol ekspresyon gosteren arketip kollajendir. Fibrillere
kendiliginden monte edilmis miikemmel heterotrimerik {iclii sarmallar1 olusturur.
Kollajen tip I, dermis, kemik ve tendon gibi dokularda biiytlik 6l¢iide 6neme sahip
yapisal bir elementtir [11]. Tim kollajenler, {i¢c polipeptit zincirinin birlesmesiyle
olusturulan trimerik proteinlerdir. Bunlar ayn1 (homotrimerik kollajenler) veya farkli
olabilir (heterotrimerik kollajenler). Farkli genler, farkli kollajen zincirlerini kodlar
ve sadece ayni kollajen tipindeki zincirleri birbirleriyle iliskilendirirler [21, 22].
Kollajen tiglii sarmallari, glisinin varligi, yiiksek prolin ve hidroksiprolin igerigi,
zincirler aras1 hidrojen baglar1 ve lizin ve aspartat igeren elektrostatik etkilesimler ile

stabilize edilirler.



Uclii sarmal diziler, Gly-X-Y tekrarlarindan olusur; X ve Y, sirasiyla prolin
ve 4-hidroksiprolindir. Uglii sarmal, ¢ubuk seklindedir, ancak Gly-X-Y kusurlar1 ve
kesinti mevcudiyeti nedeniyle esnek olabilir. Bu kesintiler molekiiler seviyede,
onemli Olgiide plastisite, esneklik ve molekiiler tanimay1 saglayan lokalizasyonlarla
iliskilidir [22-24]. Kollajenlerde trimerizasyonu, kollajen aglarinin olusumunu ve
propeptitlerin  bolinmesini  etkileyebilecek ¢esitli mutasyonlar tanimlanmistir.
Kollajenlerdeki mutasyonlar, Ehlers—Danlos sendromu (kollajen tip 1, I, V),
osteogenez imperfekta ve osteoporoz (kollajen tip 1), osteoartroz (kollajen tip II, IX,

XI) gibi ¢esitli klinik patolojiler ile iliskilendirilmistir [18, 20].

Kollajenler yap1 ve oOzelliklerine gore birbirlerinden farklilik gosterir.
Omegin, baz1 kollajen tipleri ii¢lii sarmalda kesintilere sahiptir ve kendiliginden
birlesmezler, oysa transmembran kollajenler gibi diger kollajen tipleri daha uzun
kesintilere sahiptirler ve hiicre sinyalizasyon ve adezyonunda dnemli bir rol oynarlar
[18]. Kollajen biyosentezi ve yapisi, timdrijenez de dahil olmak ftizere ¢esitli
patolojilerde ECM'nin yeniden yapilanmasi sirasinda belirgin bir sekilde degistirilir
[25, 26]. Artan kollajen birikimi ve ¢apraz baglanma ile indiiklenen ECM sertlesmesi
doku morfogenezini bozar ve malignant progresyona katkida bulunur. Artan kollajen
capraz baglanmasina LOX (Lysyl oxidase) ve LOX benzeri (Lysyl oxidase like)
enzimler aracilik eder ve integrinler ve DDR'ler gibi kollajen baglayici hiicre ytlizeyi

reseptorleri yoluyla sinyal olusumunu tesvik eder ve tiimor progresyonunu arttirir

[25].

Kollajenler ortak domain homolojileri ve islevlerine gore yedi kategoride
siniflandirilabilir. Bunlar arasinda fibriller ve ag olusturan kollajenler, FACIT'ler
(kesilmis tiglii sarmallara sahip fibrille iliskili kollajenler), MACIT'ler (kesilmis ticli
sarmallara sahip zarla iligkili kollajenler), sabitleyici fibriller, boncuklu filament
olusturucu kollajenler ve MULTIPLEXIN/ Endostatin iireten kollajenler bulunur
[27].



Tablo 1.1: Kollajen tipleri ve dagilim gosterdigi dokular [18].

Kollajen | Simiflandirmasi Dagilimi
| Fibriller Kollajen Tendon,_llgarr_le_nt, qunea, kemik, anulus
fibrozisi ve ciltte bulunur.
- . Kikirdakta, Gozdeki Camsi1 Cisimde ve
I Fibriller Kollajen
Nukleus Pulposusta bulunur.
L : Ozellikle embriyonik deri ve igi bos organlarda
W | Fibriller Kollajen | 46 “wolon vb.) kolajen 1 ile birlikte bulunur.
v Ags1 Kollajen Basal membranda bulunur
v Fibriller Kollajen Ozellikle em_brlyo_nlk (_:io_kularda ve korneada
Kolajen I ile birlikte bulunur.
E.’onCUklu Omurlararasi diskte ve 6zellikle genis bir
Vi Filamentel ayilisa sahiptir
Kollajen yayliisa Saniptr.
Sabitleyici Ciltte dermal ve epidermal baglantiy1 saglayan
VIl ; ..
Kollajen bolgelerde bulunur.
VIl Ags1 Kollajen Gozdeki Descemet membraninda bulunur.
IX FACIT Ozellikle klklr_dak ve vitrdz hiimorda Kolajen II
ile birlikte bulunur.
X Ags1 Kollajen Hipertrofik kikirdakta bulunur.
XI Fibriller Kollajen Tip Il kollajenle birlikte bulunur.
Embriyonik tendonlarda ve ciltte Tip |
Xl FACIT Kollajenle birlikte yayilis gosterir.
X1 Transmembran Noromiiskiiler baglantilar ve ciltte bulunur.
Kollajen
XIV FACIT Fetal tendonlarda Tlp"I qulajenle birlikte
yayilis gosterir.
G0z, kas ve mikrodamarlarda bulunan bazal
XV Endostatinler membranlara yakin olan kolajen fibrilleri
arasinda bulunur.
Kollajen fibrilleri ve fibrillin-1
xVI FACIT mikrofibrillerine entegre edilmis halde bulunur.
Transmembran Hiicreler arasi etkilesime katki saglar ve
XVII . .
Kollajen epitelde bulunur.
XVII Endostatinler Bazal mem b.r anla ¥h§k1..l idir ver etinal
vaskiilojenez i¢in 6nemlidir.
XX FACIT Bazal membran bolgelerine lokalizedir ve kas
fizyolojisi ve farklilagsmasina katkida bulunur.
XX FACIT En ¢ok kornea epitelinde goriiliir.
XXl FACIT Bir¢ok dokuda yaygin bir dagilis gosterirler.




Tablo 1.1: (devam).

Miyotendinik baglantida, kikirdak sinoviyal
XX FACIT sivisinda ve kil folikiilii dermisinde bulunur.
Transmembran . oo
XX Kollajen Metastaz yapan hiicrelerde goriiliir.
XXIV | Fibriller Kollajen Kemik ve kornea gelisiminde gorev alir.
Transmembran | Alzheimer amiloid plag: i¢in prekiirsor protein
XXV X
Kollajen olarak bulunur.
Boncuklu
XXVI Filamentel Testis ve ovaryumda bulunur.
Kollajen
XXVII | Fibriller Kollajen Embriyonik klk_lrdakta, gehse_n dermiste,
korneada ve kalbin ana arterlerinde bulunur
Boncuklu . : )
XV Eilamentel Schwann hiicreleri etrafindaki bazal
. membranda bulunur.
Kollajen

1.1.4.1 Fibriller Kollajenler

Fibriller Kollajenler arasinda kollajen tipleri 1, 2, 3, 5, 11, 24 ve 26 bulunur.
Fibriller Kollajenler gerilme mukavemeti saglayarak dokularda genis ve bol miktarda
eksprese edilirler.. Fibrillerin, gelisim asamasina ve dokunun durumuna baglh olarak

uzunlugu belirsizdir ve ¢ap1 12 nm ila 500 nm arasindadir [18].

Fibriller Kollajenler bag dokularinda farkli sekillerde dagilim gosterirler. Bu
nedenle, Tip | Kollajen kemik, deri veya tendondaki ana protein olma gérevini
tistlenirken, Tip Il kollajen ise kikirdak igin spesifiktir. Bunun yani sira Tip 1l
Kollajen de Tip | ile birlikte kan damarlarmin ana yapisal bilesenleri
konumundadirlar [28]. Tiim kolajenler, islevsel bir kolajen molekiilii olusturmak igin
li¢ polipeptit zincirinin bir araya gelmesi gereken trimerik proteinlerdir. Her bireysel
zincir tipi farkli bir gen tarafindan kodlanir ve Yunanca a harfinin ardindan zincir
numarast ve kollajen tipinin ismini verir. Ornegin insan COL1A1 ve COL1A2
genleri, ol (I) ve a2 (I) zincirlerini kodlamaktadir. Insanlarda veya fare

genomlarinda bulunan fibril kollajen zincirleri on bir gen tarafindan kodlanir [24].



Bir kollajen molekiiliinii olusturan ii¢ zincir, ayn1 (homotrimer) veya farkl
(heterotrimer) olabilir. Fibriller Kollajenlerden Tip II ve III, ii¢ 6zdes polipeptit
zincirinin homotrimeriyken, Tip | Kollajen iki farkli zincirin heterotrimeri olarak
bulunur [24]. Kii¢iik Fibriller Kollajenler olan V ve XI tipleri farkli zincir
bilesimlerine sahiptirler. Insanlarda Tip V Kollajen, farkli doku dagilimlar1 ve
biyolojik rolleri olan en az ii¢ farkli izoforma sahiptir. Ayrica, V ve XI tipleri, iki
farkli tipten zincirlerle dokulara 6zgii heterotipik trimerik molekiiller olusturabilir.
Bu nedenle, bu iki kolajen farkli tiirler olarak diisiiniilmemeli, daha c¢ok c¢oklu
izoformlara sahip tek bir kollajen tipi “V / XI” olarak kabul edilmelidir [29-31].
Daha yeni kesfedilen kollajen tip XXIV ve XXVII'nin ise biyolojik fonksiyonlar
hakkinda nispeten daha az sey bilinmektedir [32].

1.1.4.1.1 Fibriller Kollajenlerin Olgunlasmasi

Kollajenler, {i¢ sarmal olusumundan 6nce, hidroksilasyon, glikosilasyon ve
distilfid kopriilerin olusumunun gergeklestigi endoplazmik retikulumda translasyon

sonrasi diizeyde modifiye edilirler.

Fibriller Kollajenler, {iglii sarmal domainin her bir ucunda N ve C
propeptidleri igeren prokollajenler olarak sentezlenir. Fibrilogenez icin C
propeptidlerin ayrilmasi gerekir. C-propeptidler, BMP-1/Tolloid proteinazlarina
0zdes olan prokollajen C-proteinazlar ve Furin proteinleri tarafindan kesilerek
uzaklagtirtlir [33].

N-propeptidler ise ADAMTS-2, ADAMTS-3 ve ADAMTS-14 proteinazlarina
ozdes olan prokollajen N-proteinazlar ile kesilirler. Bununla birlikte, son zamanlarda
yapilan gozlemler, ADAMTS-2"nin ayrica C-propeptidlerini, bu kollajen tipine 6zgii

bir 6zellik olarak goriinen prokollajen III'ten kestigini gostermistir [34].



Prokollajen N-proteinazlar Prokollajen C- proteinazlar

(ADAMTS-2, -3 ve -14) (BMP-1)
C Propeptld
N-Propeptid l Prokollsjen
o- zincir

W@m«?

Sekil 1.1: Prokollajen aminopeptidaz kesim bolgeleri (Bekhouche, 2015’den
uyarlanmistir) [35].

1.2 Metalloproteinazlar

ECM'nin proteolizinde ¢ok sayida proteinaz bulundugu One siirtilmiistiir.
Bunlar, domain yapilarina gore birka¢ farkli proteinaz familyasi iginde
simiflandirilabilirler. Bahsi gegen proteinazlara; serin proteinazlar, sistein proteinazlar
ve metalloproteinazlar (MMP, ADAM, ADAMTS ve BMP-1) 6rnek verilebilir [36].

Matriks metaloproteinazlar1 (MMP'ler), 25 iiyeden olusan bir metzincin
ailesidir.  MMP'ler fonksiyonel bir domain yapisini paylasir ve pro-domain ve
katalitik domainleri oldukca yiiksek oranda korunmusluga sahiptir. Yapisal
ozelliklerine géore MMP'ler, besi salgilanan tipte ve {icli membranla iligkili olan sekiz
ayr1 alt gruba ayrilirlar [37]. MMP'ler, kollajenler, elastinler, proteoglikanlar ve
glikoproteinler gibi major ekstraseliiler matriks (ECM) bilesenlerinin neredeyse
timiinii parcalama ve ECM fonksiyonlarin1 degistirme yetenekleriyle karakterize
edilir [37, 38].

BMP-1, kemik morfogenetik proteinlerinin (BMP) peptidaz M12A ailesinin
bir iiyesidir. Kemik ve kikirdak gelisimini tetikler. Diger BMP'lerin aksine, TGF-f3
siiper ailesine ait degildir. Ik olarak in vivo’da kikirdak olusumunu indiikleme
fonksiyonu icin tanimlanmis olan kemik morfogenetik protein 1, BMP sinyal

yolunun bir ligand: degil, astasin metaloproteinaz ailesinin bir tiyesidir [39].



BMP-1'in esas islevi, matiir kollajen fibrillerinin olusumu i¢in tip I, II ve III
prokollajenin C-terminalini par¢alamaktir [40]. Prokollajenlere ek olarak, BMP-1
ayni zamanda bazal lamina olusumuna ve onarimina dahil olan lamininleri de

pargalar [41, 42] .

ADAM (Bir Disintegrin ve Metalloproteinaz) ailesi MMP'ler ve
ADAMTS'lerle iligkili tip 1 transmembran metzincin metaloproteinazlaridir.
ADAM'larin genis bir sekilde eksprese edildigi ve ¢ok ¢esitli biyolojik siireglerde
gorev aldigr gosterilmistir [43]. Tim ADAM!'ler, bir pro-domain, bir metaloproteaz,
bir disintegrin, bir sistein bakimindan zengin domain, bir Epidermal Biiyiime Faktorii
(EGF), bir transmembran domain ile birlikte bir C-terminal sitoplazmik kuyrugu
igeren Ozel bir domain organizasyonu ile karakterize edilir [44]. Bugiine kadar 34
ADAM proteini tanimlanmistir. Bunlar arasindan 20 tanesinin insan genomunda
oldugu 12 tanesinin ise proteolitik aktiviteye sahip oldugu tespit edilmistir. Insan
genomunda proteolitik aktiviteye sahip olan ADAM’lar disindaki sekiz insan ADAM
ailesi liyesinin (ADAM2, ADAM7, ADAM11, ADAM18, ADAM22, ADAM23,
ADAM?29, ADAM32) proteolitik aktiviteye sahip olmadigi ancak yine de dnemli
biyolojik roller oynadigi tahmin edilmektedir [45, 46].

1.2.1 ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS (A Disintegrin and Metaloproteinase with Trombosondin type-1
motif) gen ailesi 19 iiyeye sahip bir metalloproteinaz ailesidir. Aileye ait kesfedilen
ilk gen olma ozelligi tastyan ADAMTS-11, ilk kez Kuno ve ark. kolon kanseri ve
inflamasyon ile baglantili olarak 1997 yilinda kesfetmislerdir. ADAMTS genleri,
dokunun yeniden yapilandirilmasi, pihtilagsma, anjiyogenez, ECM'nin degredasyonu,

metastaz ve invazyon gibi olaylarda etkinlik gosterirler [47].

1.2.1.1 ADAMTS Protein yapisi

Matriks metalloproteinaz (MMP) ve bir disintegrin ve metalloproteinaz
(ADAM) familyalar1 gibi, ADAMTS enzimleri de bir prometalloproteaz domaini ve

bir yardimci1 domain olmak tizere iki kisimdan olusur.
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Bu kisimlarda; (1) bir sinyal dizisi, (1) bir pro-domain, (111) (HExxHxxG / N /
SxxHD) bir metaloproteinaz-katalitik bolge (IV) bir disintegrin benzeri domain, (V)
trombospondin tip I-benzeri (TS) motifleri, (VI) yiiksek oranda korunmus bir sistein
bakimindan zengin domain, (VII) bir ara bolge ve (VII), degisken sayidaki

trombospondin tekrar motifinden olusan bolge ve karboksi terminal bolgesi bulunur

[48].

ADAMTS Kkatalitik domaini, tipik reprolizin g¢inko-baglama domainine
sahiptir. Birgok ADAM geninden farkli olarak, bu aktif bolge domaini tim ADAMTS
ailesi tiyelerinde saglam oldugu ve bu nedenle tiim iiyelerin katalitik olarak yetkin
oldugu ve proteolitik aktivite gosterdigi tahmin edilmektedir. ADAM ve MMP
iiyelerinin aktif bolgelerinden farkli olarak, birgok ADAMTS ailesi iiyesi (Or;
ADAMTS-1, -4, -9 ve -15), ikinci ve tglincii histidinlerin arasinda bulunan ve
korunmus olan glisinin bir asparajin substitiisyonuna sahiptir. ADAMTS genlerinin
aktif bolgesi, MMP'lerde ve ADAM'lerde tarif edilene benzer bir "Met donisi"
iceren korunmus bir metiyonine sahiptir. MMP'lerden farkli olarak, ADAM'larda
oldugu gibi ADAMTS’lerde de aktif bolge ile “Met-doniisii” arasinda korunmus bir
sistein aminoasidi bulunur. ADAMTS-1, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 Katalitik
domainlerinin kristal yapilari, MMP ve ADAM yapilariyla kiyaslandiginda sekonder
yap1 benzerlikleri gosterdigi goriilmektedir. Fakat ADAMTS iiyelerinin Katalitik
domainleri, iki Kalsiyum baglama bolgesi igermektedir [19, 49, 50].

ADAMTS-1 ve ADAMTS-5'in disintegrin benzeri domainlerinin, katalitik
domaine karsin sikica paketlendigi ve substrat spesifikligine katkida bulunabilecek
bir ekzosite sagladigi goriilmektedir. ADAMTS genlerinin disintegrin benzeri
domainleri sekiz sistein igermekte ve yilan zehri disintegrinlerinin primer yapisina
benzerlik gostermektedir [51]. Katalitik olmayan ADAMTS benzeri proteinlerde
metalloproteinaz ve disintegrin benzeri domainlerin yoklugu, ADAMTS-1 ve
ADAMTS-5 gibi katalitik ve disintegrin benzeri domaine sahip ADAMTS’lerin X-1sin1
kristalografisi ile elde edilen ii¢ boyutlu yapilariyla karsilastirildiginda, katalitik ve
disintegrin benzeri domainlerin  ADAMTS peptidazlarinda fonksiyonel olarak
birlesmis olabilecegini gostermektedir. Bu yapilar, disintegrin benzeri domainlerin
sekonder yapisiin, sisteince zengin domainin N-terminal kismininkine benzer

oldugunu ortaya ¢ikarmistir [19, 52].
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ADAMTS’lerde merkezi trombospondin tip 1 tekrar motifi (TSR1) yiiksek
oranda korunmustur. TSR'ler, O-fukosilasyon ve C-mannosilasyon ile modifiye edilir
[53, 54] ve bazilarinin glikosaminoglikan ve hiicre baglanma bdlgeleri igerdigi

ongoriilmektedir [55].

ADAMTS’lerde sisteince zengin domain (CRD) 10 sistein aminoasidi
icerirken, ara domain sistein aminoasidinden yoksundur. Ara domain yapisi bilinen
tek aile tiyesi olan ADAMTS-13'te TSR, CRD ile ¢oklu etkilesime sahip olan ve 10-
iplik¢ikli-B-sandvi¢ katlanma igeren kiiresel yapida fonksiyonel bir birim olusturur
[52]. Memeli ADAMTS peptidazlarindaki downstream TSR'lerin sayisi, 0 (ADAMTS-
4) ila 14 (ADAMTS9 ve ADAMTS20) arasinda degismektedir. Bu TSR'ler bazi
tiyelerde kesintisiz bir yapi1 gosterirken, bazi iiyelerde ise kisa yapilandirilmamis
peptidler (ADAMTS-9) [56] veya bir miisin benzeri bolge (ADAMTS-7 ve ADAMTS-
12) ile bloklar halinde ayrilmistir [57]. Prolin rezidiiler genellikle bitisik TSR'ler
arasinda bulunur. TSR1'den farkli olarak, downstream TSR'ler oldukga degisken bir
sekansa sahiptir. Ancak 6-sistein rezidiisii neredeyse her zaman korunur. Bazi
ADAMTS peptidazlar, bir C-terminal PLAC (proteaz ve lakunin) domaini igerir [58].
PLAC domaini; ADAMTS’lerde, ADAMTS benzeri proteinlerde ve bazi proprotein
konvertazlarinin C-terminalinde veya C-terminalin yakinlarinda lokalize olmaktadir
[59]. ADAMTS-13, ADAMTS-2 ile birlikte iki CUB domaini igeren bir C-terminaline

sahip olmas1 bakimindan benzersizdir.

Bunun yan1 sira bir RGD motifine (potansiyel bir integrin baglanti bolgesi)
sahip olan tek ADAMTS ailesi iiyesidir [60, 61]. ADAMTS-9 ve ADAMTS-20,
yalnizca Caenorhabditis elegans GON-1 ile paylasilan bir C-terminali domainine
sahiptir [62, 63].

1.2.1.2 ADAMTS Ailesi Uyeleri

ADAMTS-1; 21. kromozomda (21g21.3) yer alir. 1600 aminoasitten olugmus
olup, 8 tane ekzona sahiptir. Bunun yani sira 110 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. Diger ADAMTS ailesi iiyelerinde oldugu gibi ADAMTS-1 de
zimojen formda salgilanir ve furinler ile kesilerek aktif forma doniistiirilir. Bu

durum proteinlerin molekiiler agirliklarini da etkilemektedir.
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Buna bagli olarak protein analiz deneylerinde farkli molekiiler agirliklara
sahip bantlar gozlenebilmektedir [47]. ADAMTS-1'in kikirdak ve sinovyumda

eksprese edildigi ve agrekan ve versikani pargaladigi gosterilmistir [43].

ADAMTS-8 geni 11. kromozomda (11g24.3) yer alir. 889 aminoasitten
olusmus olup, 9 ekzona sahiptir [64]. Anjiyojenezin durdurulmasinda ve akciger

neoplazmasinda rol oynar [65].

ADAMTS-4, 1. Kromozomda yer almaktadir (1g23.3) ve 837 aminoasitten
olusmus olup, 9 ekzona sahiptir. Bunun yani sira 90 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. Osteoartritte, merkezi sinir sistemi hastaliklarinda ve gliomanin

progresyonunda énemli rol oynar [66].

ADAMTS-5, 21. Kromozomda yer almaktadir (21q21.3) ve 830 aminoasitten
olusmus olup, 8 ekzona sahiptir. Bunun yani sira 100 kDa molekiiler agirhiginda bir
protein teskil eder. Proteoglikan degredasyonunda ve insan osteoartiritinin

patogenezinde dnemli rollere sahiptir [67].

ADAMTS-6, 5. Kromozomda yer almaktadir (5q12.3) ve 1115 aminoasitten
olusmus olup, 25 ekzona sahiptir. Bunun yani sira 125 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. ADAMTS-6"nin Hipofiz malignitesinin prognozunda rol oynadigi
belirtilmistir [68]. ADAMTS-7, 5. Kromozomda yer almaktadir (15g25.1) ve 1686
aminoasitten olusmus olup, 24 ekzona sahiptir. Bunun yan1 sira 181 kDa molekiiler

agirhiginda bir protein teskil eder [69, 70].

ADAMTS-12, 15. Kromozomda yer almaktadir (5p13.3-13.2) ve 1594
aminoasitten olugmus olup, 24 ekzona sahiptir. Bunun yan sira 178 kDa molekiiler
agirhiginda bir protein teskil eder. ADAMTS-7 ile beraber OA ve RA gibi
hastaliklarda rol oynadigi belirtilmistir. Bunun yani sira ADAMTS-7 ve ADAMTS-12
kikirdak oligomerik matriks proteinini (COMP) degrede ederler. Bu yiizden COMP-
ADAMTS ismini almiglardir [71].

ADAMTS-9, 3. Kromozomda yer almaktadir (3p14.1) ve 1935 aminoasitten
olusmus olup, 39 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 216 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. ADAMTS-9 normal kikirdakta ifade edilir ve pro-enflamatuar
sitokinlere cevap olarak yiliksek oranda indiiklenir. OA’nin gec¢ sathalarinda

ADAMTS-9 ekspresyonunun azaldigi belirtilmistir [72].
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ADAMTS-10, 19. Kromozomda yer almaktadir (19p13.2) ve 1103
aminoasitten olugmus olup, 24 ekzona sahiptir. Bunun yan sira 120 kDa molekiiler
agirhiginda bir protein teskil eder. ADAMTS-10’un Weil Marchesani Sendromuyla
iliskili oldugu belirtilmistir [73].

ADAMTS-13, 9. Kromozomda yer almaktadir (9934.2) ve 1450 aminoasitten
olusmus olup, 29 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 150 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. Substrati von Wildebrand faktor (VWF) olan ADAMTS-13’{in
trombotik trombositopenik purpura (TTP) hastaliginda rol oynadigi bilinmektedir
[74].

ADAMTS-15, 11. Kromozomda yer almaktadir (11g25) ve 950 aminoasitten
olusmus olup, 8 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 103 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. ADAMTS-15'in gelisimsel versikan kesimine katildigi bununla
birlikte kikirdakta ifade edildigi ve agrekani pargalayabildigi bilinmektedir. Ug
mikroarray ¢alismasi, OA kikirdaginda ADAMTS-15'in ekspresyonunun arttigini, iki

tanesi ise ekspresyonun azaldigini gostermistir [75, 76].

ADAMTS-16, 11. Kromozomda yer almaktadir (11q25) ve 1224 aminoasitten
olusmus olup, 23 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 136 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. ADAMTS-16 ekspresyonunun OA kikirdakta arttigi ve enzimin

kesilmis bir formunun agrekanaz aktivitesi gosterdigi belirtilmistir [77, 78].

ADAMTS-17, 15. Kromozomda yer almaktadir (15026.3) ve 1095
aminoasitten olugmus olup, 22 ekzona sahiptir. Bunun yan sira 121 kDa molekiiler
agirliginda bir protein teskil eder. ADAMTS-10 gibi Weil Marchesani Sendromunda
rol oynadig1 belirtilmistir [79].

ADAMTS-18, 16. Kromozomda yer almaktadir (16g23.1) ve 1221
aminoasitten olusmus olup, 23 ekzona sahiptir. Bunun yan1 sira 135 kDa molekiiler

agirliginda bir protein teskil eder. Agir retinal distrofi hastalig ile iligkilendirilmistir.

ADAMTS-19, 5. Kromozomda yer almaktadir (5923.3) ve 1207 aminoasitten
olusmus olup, 23 ekzona sahiptir. Bunun yan1 sira 134 kDa molekiiler agirli§inda bir

protein teskil eder. Akcigerde ekprese edilmektedir [73].
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ADAMTS-20, 12. Kromozomda yer almaktadir (12912) ve 1910 aminoasitten
olusmus olup, 39 ekzona sahiptir. Bunun yani sira 214 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder. ADAMTS-20, kikirdakta ifade edilir ve OA'da ekspresyonu artar,
ancak enzimin, gelisim sirasinda versikan kleavji i¢in Onemli oldugu
diistinilmektedir. ADAMTS-9 ve ADAMTS-20 Sahip olduklar1 GON-1 domaini
dolayisiyla GON-ADAMTS ismini almiglardir [43, 80].

1.2.1.2.1 Prokollajen N-propeptidazlar (pNP)

ADAMTS-2, -3 ve -14 fibriler prokollajenlerin  aminopeptidini
parcalayabilme &zelliklerinden dolay1 prokollajen N- proteinazlar (pNPs) olarak
adlandirilirlar [35]. Kollajenlerin C-terminal uglarinin olgunlasmasinda ise BMP-1
(Bone Morphogenetic Protein 1; kemik morfogenik protein-1) enzimi gorev
almaktadir [81]. ADAMTS-2, -3, -14 ile BMP-1 enzimleri prokollajenlerin N ve C
terminallerini igsleyerek onlar1 olgun kollajenler haline getirirler [35]. Hem ADAMTS-
2 hem de ADAMTS-3, prokollajenaz aktivitesine sahiptir. ADAMTS-2 tip I, Il, 11l ve
V kollajen prekiirsorlerini islerken ADAMTS-3 agirlikli olarak kollajen tip II’yi isler
[82].

ADAMTS-2, 3 ve 14, tam olarak ayn1 domain organizasyonuna sahiptir. Diger
ADAMTS’ler gibi, bir sinyal peptidi, bir prodomain, bir katalitik domain, bir
disintegrin benzeri domain, tekrarlanan bir trombospondin tip | motif, bir sistein
bakimindan zengin domain ve bir ara domainden olusurlar. Ayrica spesifik olarak ti¢

ek TSR motifi ve bir PLAC motifi igeren bir C terminaline sahiptirler.

Prokollajen N-proteinaz aktivitesi baslangigta sigir dermatosparaksisinde
genetik bir hastalik yardimi ile tanmimlandi. Dermatosparaktik sigirlarin doku
ektraktlarinda pN-kollajen kesilmezken, normal sigirlarin doku ekstraktlarinda
kesildigi gozlendi. Bu durum, dermatosparaktik sigirlarin prokollajen N-proteinaz
aktivitesi eksikligini ortaya ¢ikardi. Daha sonra enzim aktivitesi, sigir dokularindan,
civciv embriyolarindan, sigir derisi ve tendonlarindan saflastirildi. Enzim ayrica
prokollajen peptidaz, prokollajen N-proteaz, prokollajen N-proteinaz ve prokollajen |
N-proteinaz olarak da bilinmektedir.
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ADAMTS-14, 10. Kromozomda yer almaktadir (10 22.1) ve 1226
aminoasitten olugmus olup, 22 ekzona sahiptir. Bunun yan sira 134 kDa molekiiler
agirh@inda bir protein teskil eder. ADAMTS-14’lin dalak, karaciger ve beyin
dokularda yiiksek oranda ifade edildigi tespit edilmistir [83]. ADAMTS-14, insan OA
kikirdaginda onemli Olgiide up-regiile edilir [84]. ADAMTS-14"in tek niikleotid
polimorfizmleri (SNP'ler) iki kadin kohortunda diz OA riskinin artmasi ile
iligkilendirilmistir [85].

ADAMTS-2, 5. Kromozomda yer almaktadir (5935.3) ve 1211 aminoasitten
olusmus olup, 22 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 134 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder [73]. ADAMTS-2, ¢esitli prokollajen proteinlerinin islenmesinden
sorumludur. Prokollajenler, birgok viicut dokusuna kuvvet ve destek saglayan
proteinler olan kollajenlerin dnciilleridir. Spesifik olarak, ADAMTS-2 prokollajenin
N-terminal ucunu keser. Bu kesme siireci, kollajen molekiillerinin matiirasyonu ve

normal sekilde ¢alismasi i¢in gereklidir [48].

ADAMTS-2 geninde ger¢eklesen mutasyonlar, koyunlarda ve biiyiikbas hayvanlarda
dermatosparaksiye ve insanlarda Ehlers-Danlos Sendromu (EDS tip VIIC) gibi ciddi
cilt kirilganligi, eklem gevsekligi ve karakteristik yiiz ile karakterize edilen otozomal
resesif bir bozukluga neden olur [86]. Farelerde ADAMTS-2 yoklugu olusturularak
yapilan bir caligmada, ADAMTS-2’ce yoksun farelerin, dogumda genel olarak normal
olmasina ragmen, 1-2 ay sonra ciddi cilt kirilganlig1 gelistirdigi gézlendi. Bunun yam
sira ADAMTS-2’ce yoksun disi fareler normal bir sekilde dogurganliga sahip
olmasma ragmen erkeklerin kisir olduklari belirlenmistir [83]. Bunun yani sira
ADAMTS-2’nin anti anjiyogenik aktivite ve apoptoz ile iligki in-vitro ve in-vivo
caligmalarla ortaya konmustur. ADAMTS-2’nin anti anjiyojenik aktivitesi VEGF ve
FGF-2 ile endotel hiicrelerde stimiile edilerek gozlemlenmistir. Ancak ayni kosullar

altinda fibroblast karakterli hiicrelerde benzer etki gézlenememistir [87].

Michael ve arkadaslar tarafindan Ug Insan Kostal Kondrosit Hiicre Hattinda
inflamasyonla alakali sitokinlerin ADAMTS-2 geninin mRNA diizeyindeki
ekspresyonuna etkisi arastirtlmistir. Bu arastirma sonucunda ADAMTS-2 geni
C20/A4 ve C-28/12 hiicrelerinde IL1-B, TNF-a ve IFN-y tarafindan downregiile
edilirken, T/C-28 a2 hiicrelerinde IL1-B ve TNF-a tarafindan upregiile edildigi
belirlenmistir [88].
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2014 yilinda Alper ve arkadaslari tarafindan osteosarkoma hiicre hattinda
yapilan bir g¢alismada IL-6’min ADAMTS-2’nin ekpresyonunu transkripsiyonel
seviyede indiikledigi ve bunu JNK (c-Jun N-Terminal Kinase) yolagini kullanarak
gerceklestirdigi belirlenmistir [89]. 2015 yilinda osteosarkoma hiicrelerinde yapilan
bir diger ¢alismada ise ADAMTS-2’nin ekspresyonunun IL-lo sitokini ile
indiiklendigi ve bu etkiyi MEK/INK ve PI3K yollar iizerinden gergeklestirdigi
belirlenmistir [82].

ADAMTS-3 4. Kromozomda yer almaktadir (4913.3) ve 1205 aminoasitten
olusmus olup, 23 ekzona sahiptir. Bunun yani1 sira 135 kDa molekiiler agirliginda bir
protein teskil eder [73]. ADAMTS-3 esas olarak kikirdakta eksprese edilir ve cilt,
akciger ve aort patolojilerinde rol oynar. ADAMTS-3 insan derisi ve cilt
fibroblastlarinda ADAMTS-2'den daha az eksprese olur ancak kikirdakta daha fazla
bulunur. Artmis ADAMTS-3 gen ekspresyonu, osteoartrit, miyokard enfarktiisii ve

meme kanseri gibi baz1 patolojik durumlarda da gézlenmistir [90].

Yamakage ve arkadaglar1 2019 yilinda yapmis olduklar1 ¢alismada ADAMTS-
3'iin postnatal inhibisyonunun, App"-" farelerinde amiloid p peptid (AB) birikmesini
inhibe ettigini, bunun yani sira ADAMTS-3 inhibisiyonunun App"~®" farelerde
amiloid B peptid (AP) birikmesi lizerinde ¢ok az oranda etkili oldugunu bulmuslardir

[91].

Jannsen ve arkadaslarinin ADAMTS-3 geninden yoksun fareler iizerine yapmis
olduklari ¢alismada, farelerin gebeligin ilk 15 giinii iginde embriyonik liime gittigini
bu yiizden ADAMTS-3 geninin farelerde embriyonik gelisim igin kritik bir rol
oynadigini ortaya koymuslardir [92].

Jeltsch ve arkadagslari, ADAMTS-3 araciliginda kollajen ve kalsiyum baglayict
EGF domain 1 (CCBE1) proteininin VEGF-C aktivasyonuyla lenfanjiyojenezi
arttirdigini belirtmislerdir [93].

Brouillard ve arkadaslar1 2017 yilinda yapmis olduklari ¢alismada ADAMTS-3
aktivitesinin yoklugunun Hennekam sendromuna yol a¢tigini tespit etmislerdir
[94].2014 yilinda Alper ve arkadaslari tarafindan osteosarkoma hiicre hattinda
yapilan bir c¢alismada IL-6’nin ADAMTS-3’nin ekpresyonunu transkripsiyonel
seviyede indiikledigi belirlenmistir [89].
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Ayrica 2015 yilinda osteosarkoma hiicrelerinde yapilan bir diger ¢aligmada ise
ADAMTS-3’nin ekspresyonunun IL-1a sitokini ile indiikklendigi osteosarkoma hiicre

modellerinde belirlenmistir [82].

Tablo 1.2: ADAMTS Gen Ailesi iiyeleri hakkinda bilgiler [73, 95].

PROTEIN

KROMOZOM | SUBSTRAT EKSPRESYON AGIRLIGI

(kDa)

Agrekan, Kalp, Bobrek,
ADAMTS-1 21921 Versikan, Ovaryum, 110
Brevikan Plasenta
Fibriller
o Kalp, Akciger,
ADAMTS-2 5035.3 Prokollajen tip 134
Tendon, Uterus
I-111 ve V
Fibriller
o Kikirdak,
ADAMTS-3 4913.3 Prokollajen tip _ 135
o Tendon, Beyin
I, Biglikan
Agrekan, Omurilik,
Versikan, Adrenal
ADAMTS-4 1q 23.3 _ _ 90
Brevikan, Korteks, Beyin,
Matrillin-3 Retina, Kikirdak
Agrekan,
214013 Versikan, Adiposit, 100
ADAMTS-5 ast Brevikan, Uterus, Kikirdak
Matrillin-4
5q12.3 Apandis 125
ADAMTS-6 e Plasenta, Kalp
ADAMTS-7 15925.1 COMP Karaciger, Kalp, 181
ADAMTS-8 11924.3 Agrekan Kalp, Karaciger, 96
Dorsal Kok
Agrekan, )
ADAMTS-9 3pld.l ] Ganglionu, 216
Versikan
Kikirdak
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Tablo 1.2: (devam).

CD8+T
ADAMTS-10 19p13.2 Fibrillin-1 Hiicreleri, 120
Beyin, Uterus
Karaciger,
ADAMTS-12 | 9p13.3-13.2 COMP L 178
Kemik Iligi
Akciger,
ADAMTS-13 9q34.2 VWE , . 150
Karaciger Tiroid
Fibriller Deri, Talamus,
ADAMTS-14 10g22.1 Prokollajen tip Kemik iligi, 134
I Adiposit, Kemik
Aggrecan, Kolon, Beyin,
ADAMTS-15 11925 _ 103
versican Kalp, Uterus
ADAMTS-16 5p15.32 Agrekan Prostat, Beyin 136
Karaciger,
ADAMTS-17 15026.3 - 121
Prostat
ADAMTS-18 16¢23.1 Agrekan Kalp, Deri 135
ADAMTS-19 5023.3 - Akciger 134
ADAMTS-20 12912 Versikan Beyin, Kalp 214

1.2.1.3 ADAMTS ve Kanser Iliskisi

Kanser, viicudun diger bdlgelerine invazyon veya metastaz potansiyeli ile
anormal hiicre biiylimesini i¢eren bir hastalik grubudur. Olas1 belirti ve semptomlar
arasinda sebebi bilinmeyen kilo kaybi, nod olusumu, anormal kanama, uzun siireli
Oksiirme durumu ve barsak hareketlerinde diizensizlik sayilabilir. Bu semptomlar
kanser belirteci olarak islev gorse de, bunlarin disinda baska nedenleri de olabilir.

Insanlar1 100'den fazla kanser tiiriiniin etkiledigi diisiiniilmektedir [96, 97].

Kanser kaynakli 6liim sebeplerinin %22’sini tiitiin kullanilmas1 olusturur. %

10'u da obezite, kotii besin alimi, egzersiz eksikligi veya yiiksek oranda alkol

tiiketimi nedeniyledir.
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Diger faktorler arasinda belirli enfekte edici ajanlar, radyasyon ve cevresel
pollutantlar yer alir. Meydana gelen kanser olusumlarinin % 15'i, insan papilloma

viriisti, Helicobacter pylori, hepatit C, hepatit B, EBV ve HIV kaynaklidir.

Bu ajanlar bir hiicreye ait genleri modifikasyona ugratarak etki gosterirler.
Tipik olarak, kanser olusumu oOncesinde birden fazla genetik degisime ihtiyag

duyulur ve bu degisiklikler neticesinde kanser olusumu gozlenmektedir [98].

Insanda kansere sebep olma potansiyeli bulunan ¢ok sayidaki gen ailelerinden
birisi olan ADAMTS gen ailesi iiyeleri arasinda da bazilarinin kansere neden oldugu
bulunmustur. ilk olarak kanser kaseksisinde kesfedilen ADAMTS-1'in (METH-1)
hem pro- hem de anti-metastatik 6zelliklere sahip oldugu gosterilmistir. ADAMTS-
l'in ifadesi akciger, meme, pankreas, prostat ve hepatoseliiler kanserlerde
gosterilmistir [99, 100]. Ozofagus kanserlerinde, TGF-B sinyallerinin kaybi, EGF
aracili metastatik yolaklari indiikkleyen ADAMTS-1 ekspresyonunun artmasina neden
oldugu tespit edilmistir [101]. ADAMTS-1'in ayrica TGF-p varliginda akciger kanseri
gelisimini arttirdigi gosterilmistir [102]. ADAMTS-1'in kanser progresyonunda N-
veya C- terminal uglarinin kesilmis formlariyla, tam uzunluktaki formlarmin farkl
aktivite gosterdigi bulunmustur. Bu baglamda, tam uzunluktaki ADAMTS-1'in murin
meme karsinomasi ve Lewis akciger karsinomunun progresyonunu arttirdigi
gozlemlenirken, kesilmig formlarin bu kanserlerin progresyonunu inhibe ettigi tespit
edilmistir [103].

ADAMTS-2 ve -3 de kanser progresyonunda c¢ift rol oynar. Ornegin,
osteosarkomda TGF- ile indiiklenmis ADAMTS-2 ekspresyonunun, prokollajen | ve
II'nin kesme oOzelligini arttirdigi ve metastaza sebep oldugu gosterilmistir [104].
Buna karsilik, eksojen ADAMTS-2’nin, insan endotel hiicre hatlarinin
proliferasyonunu, baglanmasini ve hayatta kalmasmi azalttigi tespit edilmistir.
Ayirca ADAMTS-2 ekspresyonunun metalloproteinaz aktivitesinden bagimsiz olarak
anti-anjiyojenik ve anti-tiimorijenik etkilere aracilik ettigi gosterilmistir [87]. Insan
Meme Adenokarsinoma Hiicre hattt olan MCF-7 hiicrelerinde 5 pg/mL hiperisin

kullanimiyla ADAMTS-3 ekspresyonunun 3,9 kat arttigi gosterilmistir [105].

ADAMTS-4'iin de kanserde ikili fonksiyonlara sahip oldugu gosterilmistir.
ADAMTS-4 ekspresyonunun, benign prostat kanserinde, ortama TGF-B uygulanmasi
ile stromal hiicrelerdeki ADAMTS-4 ekspresyonunu arttirdigi gosterilmistir [99].
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B16 melanom hiicrelerinde ADAMTS-4'iin tam uzunluktaki formu ile C-
terminal ucunun kesilmis haldeki formunun, farelerde biiylimeyi ve anjiyojenezi
arttirdig1 goriiliirken, sadece C-terminal yardimc1 domainini igeren ve Katalitik olarak
aktif olmayan E362A mutant1 veya kesilmis fragmanlarinin asir1 ekspresyonunun,
benzer kosullar altinda melanom biiyiimesini ve anjiyogenezi baskiladigi

goriilmistiir [106].

Proteoglikan, Agrekan, Versikan ve Brevikan'lar1 kesme kabiliyetiyle iyi
bilinen ADAMTS-5'in, anti-anjiyojenik etkiler yoluyla bir tiimor baskilayict protein
olarak etki ettigi gosterilmistir [107]. ADAMTS-5 ekspresyonunun, promotoriiniin
hipermetilasyonunun aracilik ettigi prostat ve hepatoseliiler karsinoma hiicre
hatlarinin  yan1 sira meme ve kolorektal kanserde de downregiile edildigi
gosterilmistir [108]. Ayrica, ADAMTS-5’in asir1 ekspresyonu, otokatalitik fragmanlar
olan p45 ve p60 ile farelerde melanom tiimorlerinin biiylimesini azalttigi ve
anjiyojenezi inhibe ettigini gosterdi. Bu da, ADAMTS-5'in, proteoglikanaz
aktivitesinden bagimsiz olarak tiimor supresor fonksiyonuna sahip oldugunu in vitro
olarak ortaya koydu [109]. Buna karsilik, larengeal kanserde ADAMTS-5'in (ve -
4’lin) ekspresyonu artmis ve muhtemelen bu aile {iyelerinin agrekanaz islevi ile ilgili
potansiyel bir pro-timoér rolii oldugunu disiindiirmiistiir [110].ADAMTS-8 ¢esitli
kanser tilirlerinde tiimor baskilayici  olarak  tanimlanmistir. ADAMTS-8
ekspresyonunun, biiyiik 6lgiide promotor metilasyonu nedeniyle eslestirilmis normal
dokularla karsilastirildiginda beyin, meme, gastrik, bas ve boyun skuamoz ve
pankreas karsinom hiicrelerinde downregiile edildigi gosterilmistir [111, 112].
Nazofarengeal karsinoma hiicrelerinde ve 6zofagus skuamdz hiicrelerinde ADAMTS-
8'in restorasyonu, hiicre klonojenikligini ve gociinii azalttigi, ancak EGFR-ERK
sinyallerinin antagonizmasina bagli olarak apoptozu arttirdig: tespit edlmigtir [111].
Ayrica ADAMTS-8'in beyin tiimorlerinde ekspresyonunun azalmasi apoptotik
yollarin inhibe edilmesine ve bdylece kanserin progresyonuna neden oldugu tespit

edilmistir [112].

Benzer sekilde, ADAMTS-9'un, neoplastik olmayan hiicre hatlarina kiyasla
malign ve invaziv meme karsinomlarinda azaldigi gosterilmistir [113]. Ayrica,
ADAMTS-9 ekspresyonunun, proanjiyojenik faktorler olan VEGF-A ve MMP-9'daki
rediiksiyonun aracilik ettigi anjiyogenezin baskilanmasi yoluyla 6zofagus skuamoz

hiicrelerinin ve nazofarengeal kanserlerin biiyiimesini inhibe ettigi belirlendi [114].
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Azalan ADAMTS-9 ekspresyonu, bu kanserin ilerlemesinde yararli bir
biyobelirte¢ olarak iglev gorebilecek nazofarenks karsinomlarmin lenf nodu
metastazinda da gozlenmistir [115]. ADAMTS-9 ekspresyonu ayrica, bobrek ve
yumurtalik kanserlerinde de gosterilmistir, ancak bu kanserler tizerine etkileri daha

fazla aragtirllmamistir [116].

ADAMTS-12'in, katalitik aktivitesinden bagimsiz olarak cesitli kanserlerde
bir tiimor baskilayici olarak da hareket ettigi diistiniilmektedir. Kopek bobrek, sigir
aortik endotelyal ve insan akciger karsinomu hiicrelerinde ADAMTS-12
ekspresyonunun, RAS-MAPK yolunun inhibisyonu yoluyla tiimér olusumunu, tiibiil
olusturma kabiliyetini ve deri alt1 timdr biiyiikliigiini azalttig: tespit edilmistir [117,
118]. ADAMTS-12'nin ekspresyonu, MCF-7 gbgiis kanseri hiicre hattinin in vitro ve
in vivo bitylimesini 6nemli 6l¢iide inhibe ettigi belirlenmistir [119]. ADAMTS-12'nin
asir1 ekspresyonu, SCID farelerinde A549 akciger kanseri hiicrelerinin bilylimesinde
azalmaya yol ag¢tigi goriilmiistiir [118]. ADAMTS-12'nin ekspresyonu kolon kanseri
hiicrelerinde epigenetik olarak susturulmus, ancak bitisik stromal hiicrelerde normal
ciftlenmis normal dokulara kiyasla artig gosterdigi gozlemlenmistir. Bu baglamda,
stromal ADAMTS-12 birikiminin, kanser gelisimini 6nledigi ve pozitif bir prognostik
faktor olarak gorev yaptigi gosterilmistir [120]. Bunun yani sira, ADAMTS-12
geninin nakavt edildigi farelerde tiimér anjiyogenezinin inhibe oldugu tespit
edilmistir [117].

ADAMTS-15'in meme ve kolorektal kanserlerde tiimdr baskilayict olarak
gorev yapmaktadir [121, 122]. ADAMTS-15 ekspresyonunun, meme kanseri
hastalarinda prognozun artmasiyla iligkili oldugu ve meme kanseri hiicre hatlarinda
hareketliligin ve endotel hiicre hatlarinda tiibiil olusumunun azalmasina yol agtigi
tespit edilmistir [121]. ADAMTS-15 ekspresyonu ayrica meme kanseri hiicrelerinin
karacigere metastazini azaltirken, akcigere metastazini arttirdign goriilmistiir [76].
ADAMTS-15"teki inaktive edici mutasyonlar ayrica bir kolorektal ve pankreas kanseri
hastalar1 alt grubunda tanmimlanmistir. Kolorektal hiicre hatlarinda ADAMTS-15’in
susturulmasinin, hem in vitro hem de in vivo olarak tiimér biiyiimesine yol agtig1 ve
bu etkinin, ADAMTS-15'in yeniden ekspresyonu ile tersine cevrilebildigi tespit
edilmistir [122]. ADAMTS-15'in kolon kanseri hiicrelerinde asir1 ekspresyonunun
ERK yolunu inhibe ettigi, yolun aktivasyonunun ise ADAMTS-15'in susturulmasinin

ardindan goriildiigi belirlenmistir [122].
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Prostat kanserinde, ADAMTS-15'in, erken evre ve iyi huylu prostat kanseri
hiicre hatlariyla karsilastirildiginda ge¢ evre kanser hatlarinda up-regiile oldugu

gosterilmistir [123].

1.3 Sitokinler

Sitokinler dokular ve bagisiklik sistemi arasindaki habercilerdir. Kanser
baslangici, progresyonu, metastaz ve immiinoterapide dnemli rol oynarlar. Sitokinler

ve reseptorlerinin kullanmis oldugu yolaklar malign doniistimde 6nemlidir [124].

Sitokinler dokuz kategoriye ayrilir. Bunlar; kemokinler, interferonlar
(IFN'ler), tiimor nekroz faktorleri (TNF'ler), transforme edici biiyiime faktorii-p aile
tiyeleri, interlokin-1 (IL-1) aile iiyeleri, hematopoietik biiyiime faktorleri (IL-1, G-
CSF, GM-CSF gibi) ve trombosit kaynakli biiyime faktorleri (PDGF'ler) [125].

Sitokin reseptorleri yedi alt sinifa ayrilir: Tip-I sitokin reseptorleri, Tip-II
sitokin reseptorleri, TGF-f reseptorleri, TNF reseptorleri, immiinoglobulin siiper

ailesi reseptorleri, G-Protein bagl reseptorler ve IL-17 reseptorleri [126].

Sitokinler, immiin sistem hiicrelerini aktive ederler ve gelisimlerini,
farklilasmasini ve goclerini diizenlerler. Ayrica strese karsi ana immiin cevabi
uyarip, hiicresel zarari en aza indirirek; homeostazi restore ederler [127, 128]. Bu
mesajc1 proteinler ya sekrete edilirler ya da membran-bagimli olarak bulunurlar ve
bagisiklik hiicrelerinin birbirleriyle parakrin, otokrin ya da endokrin tarzda
iletisimine izin verirler [125, 126]. Membrana bagli sitokin formlari, dogrudan hiicre-
hiicre temas1 yoluyla iletisimi saglar, ancak salgilanan sitokinler, sinyalin diger

dokulara hizli yayilmasina izin verir [126].

Sitokinler ya pro ya da anti-inflamatuardir. IL-1p ve TNF-a gibi pro-
inflamatuar sitokinler, enfeksiyon veya yaralanma sonucu enflamasyonu indiikler.
IL-10 ve TGF- B gibi anti-inflamatuar sitokinler, enflamasyon ve konak hasari ile
sinirl olmak tizere pro-inflamatuar sinyallerin aktivitesini ve liretimini inhibe ederler
[129]. Sitokinler, yalnizca patojenlere kars1 degil, ayn1 zamanda tiimérlere kargi da

konakg¢1 immiin yanitlarini uyarir [126].
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Konak kaynakli sitokinler, proliferasyonu arttirdigi, apoptozu azalttigi,
invazyon ve metastazi tesvik ettigi gibi, timor progresyonunu inhibe edebilir [128].
Sitokinler, otoimmiin ve oto-inflamatuar hastaliklarin ve kanserin patogenezinde
kritik rol oynar. Bununla birlikte, bu tiir hastaliklarda terapotik maddeler olarak da
kullanilirlar [126].

1.3.1 inflamatuar Sitokinler

Inflamatuar veya proinflamatuar sitokinler; yardime1 T hiicreleri, makrofajlar
ve inflamasyonu tesvik eden diger bazi immiin sistem hiicrelerinden salgilanan bir
tiir sinyal molekiilleridir. Bunlar arasinda IL-1, IL-6, IL-12 ve IL-18, tiimdr nekroz
faktori alfa (TNF-a), interferon gama (IFN-y) ve graniilosit-makrofaj koloni uyarici
faktor (GM-CSF) bulunur ve dogal immiin tepkimeye aracilik etmede 6nemli bir rol
oynarlar [130]. inflamatuar sitokinler, inflamatuar yanit1 baslatmada ve dogal immiin
yanit1 yonlendiren patojenlere kars1 konaker savunmayi diizenlemede rol oynar. Bazi
inflamatuar sitokinlerin biiylime faktorii olarak hareket etme gibi ek rolleri vardir.
TNF-a, IL-6 ve IL-1 gibi pro-inflamatuar sitokinler ayrica patolojik agriy1 tetikler
[131]. Asir1 kronik inflamatuar sitokin tretimi, ateroskleroz ve kanser gibi farkli

hastaliklarla baglantili inflamatuar hastaliklara katkida bulunur.

Proinflamatuar sitokinlerin diizensizligi depresyon ve diger norolojik
hastaliklarla iliskilendirilmistir.  Sagligt  korumak i¢in proinflamatuar ve

antiinflamatuar sitokinlerin bir denge igerisinde tutulmasi gereklidir [132].

1.3.1.1 Tiimér Nekroz Faktorii-Alfa (TNF-a)

Tiimor nekroz faktorii (TNF, timor nekroz faktorii alfa, TNFa, kaseksin veya
kasektin), sistemik inflamasyona katilan ve akut faz reaksiyonunu olusturan bir hiicre
sinyal proteindir. Notrofiller, NK hiicreleri, CD4+ lenfositler, néronlar, eozinofiller
ve mast hiicreleri gibi diger hiicrelerce iiretilebilseler de, esas olarak aktive edilmis
makrofajlar tarafindan iiretilir [133]. Insan TNF geni (TNFA) 1985'te klonlanmistir.
6. Kromozomda (6p21.3) lokalize olan gen, yaklasik 3 kilobazdan olusur ve 4
ekzona sahiptir [134].
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TNF'nin birincil gorevi, immiin Sistem hiicrelerinin regiilasyonudur. TNF,
apoptoz, yangi ve kaseksiyi indiikleyebilirken timor olusumunu ve virlis kaynakli
replikasyonlar1 baskilayabilir. TNF iiretiminin disregiilasyonu, inflamatuar barsak
rahatsizligi, sedef hastaligi, kanser ve Alzheimer da dahil bir¢ok hastaliga neden
olabilir [135-137]. Bir inflamatuar sitokin olan TNF-a, inflamasyon ve konak
savunmasinda temel bir rol oynar [138]. Asir1 ekspresyonu Crohn hastaligi ve

iilseratif kolit gibi baz1 kronik inflamatuar hastaliklarda ve ayrica kanserde goriiliir

[139, 140].

Bu nedenle, anti-TNF antikorlari, ¢6ziiniir TNF reseptorleri (TNFR'ler) ve
kiiciik molekiillii inhibitorler de dahil olmak iizere anti-TNF terapileri ile bu tiir

hastaliklarin tedavisi konusunda bir¢ok ¢alisma bulunmaktadir [141].

TNF-a hem ¢6ziiniir hem de membrana bagli formlarda bulunur. TNF temel
olarak kararli homotrimerler halinde diizenlenmis 233 amino asit uzunlugunda ve 26
kDa agirliginda bir tip II transmembran proteini olarak tretilir [142, 143]. Bu
membrana bagli formdan, metalloproteaz TNF-a doniistiirici enzim tarafindan
(TACE ya da ADAML17) proteolitik kleavaj yoluyla ¢oziinebilir homotrimerik sitokin
salmir [144]. Coziinebilir 51 kDa trimerik sTNF, nanomolar araligin altindaki
konsantrasyonlarda ayrismaya meyleder, bu nedenle biyolojik etkinligini kaybeder.
Insan TNF-a'nin salgilanan sekli iiggen bir piramit sekline biiriiniir ve 17 kDa
civarindadir. Hem salgilanan hem de membrana bagli formlar biyolojik olarak

aktiftirler [145].

TNF-a sinyalleri iki reseptor tizerinden hiicre i¢i yolu uyarir. Bunlar: TNFR1
(p55 veya TNFRSF1A olarak da bilinir) ve TNFR2 (p75 veya TNFRSF1B olarak da
bilinir). TNFR1, hemen hemen tiim hiicrelerde ifade edilir, ancak TNFR2 ifadesi, T-
lenfositler, endotelyal hiicreler, oligodendrositler ve bazi néron alt tipleri gibi belirli
hiicre tipleri ile sinirlidir [124, 139].

1.3.2 ADAMTS ve Sitokinler

Sitokinler hiicre i¢i bir¢ok fizyolojik ve patolojik durumlarda gorev alan
molekiillerdir. Sitokinlerin, hiicreleraras1 matriksi sekillendiren ADAMTS ailesi

tiyelerini regiile ettigi literatlirde yapilan ¢caligmalarda mevcuttur.
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ADAMTS’lerin sitokinlerce regiile edilmesi bir¢ok patofizyolojik siirecle

baglantili oldugundan oldukg¢a 6nemlidir.

Bu baglamda literatiire bakildiginda; Vazquez ve arkadaslarinin yapmig
oldugu ¢alisma, ADAMTS-1 ve -8’in, endotel hiicreleri lizerindeki hem Fibroblast
Biiylime Faktorii-2 (FGF-2) hem de Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)
kaynakli anjiyojenik etkileri baskiladigini ortaya koyarken, ayn1 zamanda ADAMTS-
1 ve -8’in fibroblastlar veya diiz kas hiicreleri {lizerinde ayni anjiyo inhibitor

aktiviteye sahip olmadigini da gostermistir [64].

Bir diger calismada ise ADAMTS-1'in VEGF¢s5 ile etkilesime girdigi ancak
bliylime faktoriinii kleavaj etmedigi gosterilmistir, bu da inhibitorsel etkinin,

VEGF'yi hiicre reseptoriinden ayirmak suretiyle gerceklestirildigi belirlenmistir

[146].

ADAMTS ailesi iiyeleriyle ilgili yapilan bir diger ¢aligmada ise Bevitt ve
arkadaglar1 ADAMTS-3 geninin okiiler hiicre tiplerindeki (ARPE-19) ekspresyonunu
belirlemek iizerine calismislardir. Bu calismada TNF-a sitokini uygulanmis ve
uygulanmamis ARPE-19 hiicrelerinden RT-PCR ile elde edilen sonuglar, ADAMTS-3
geninin ARPE-19 hiicrelerinde eksprese oldugunu ortaya koymustur [147].

Insan kikirdak eksplantlarinda ve kondrositlerinde, hem ADAMTS-4’{in hem
de ADAMTS-5’in susturulmasi, agrekan pargalanmasinin zayiflamasina neden olur
bu da her iki enzimin de insan dokularinda rol oynayabilecegini gostermektedir. Bu
iki enzimin ekspresyonunun, dokularda agrekan parcalanmasina neden olan
Interlokin-1 (IL-1) ve Oncostatin-M (OSM) gibi sitokinlerle arttirilabilecegi one
stiriilmiisttir [148].

Beristain ve arkadaslar1t ADAMTS-12’nin, hem avp3 integrin heterodimer
fonksiyonunu ve ifadesini diizenleyerek hiicre invazyonunu diizenledigini ve hem de
ADAMTS-12’nin Transforme Edici Biiyiime Faktorii-18 (TGF-1B) ve Interldkin-
1Bmin (IL-1) in vitro seviyesini etkileyerek trofoblast invazyonunu kontrol ettigini

ortaya koymuslardir [149].

2006 yilinda yapilan bir ¢aligmada, insan pre-adiposit hiicrelerine TNF-a
uygulamasi yapilmistir. Bu uygulama sonucunda TNF-o’nin ADAMTS-1 geninin

protein seviyesindeki ekspresyonunu azaltict yonde etki ettigi gosterilmistir [150].
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Demircan ve arkadaslari OUMS-27 hiicrelerine ve insan kondrosit
hiicrelerine IL-1p ve/veya TNF-a uygulayarak ADAMTS-1, -4, -5, -8 ve -9 genlerinin
mRNA seviyesindeki degisimlerini gézlemlemislerdir. Bu baglamda ADAMTS-4, -5
ve -9 genlerinin mRNA diizeyindeki ekspresyonunun IL-1B sitokini varliginda
arttigin1 ortaya koyarken, ADAMTS-1 ve -8 genlerinin ekpresyon diizeylerini
etkilemedigini gézlemlemislerdir. Bunun yani sira iki pro-inflamatuvar sitokinin (IL-
1B ve TNF-a) birlikte kullanilmasi durumunda ise ADAMTS-9 geninin mRNA
diizeyindeki ekspresyonunun sinerjistik bir sekilde artis gosterdigini belirlemislerdir

[151].

Cross ve arkadaglar1 ise Transforme Edici Biiylime Faktori B1’in (TGFB1)
stromal hiicrelerde ADAMTS-1, -5, -9 ve -15’in transkripsiyonunu azaltirken

ADAMTS-4’1in transkripsiyonunu arttirdigini bulmuslardir [99].

Song ve arkadaslari, agrekanaz-1 (ADAMTS-4), agrekanaz-2'nin (ADAMTS-5)
veya her ikisinin de susturulmasi durumunda, TNF-a ve Oncostatin M ile uyarilan

insan kikirdagindaki agrekan degredasyonunun azaldigini géstermislerdir [152].

Naito ve arkadaglar1 2007 yilinda yapmis olduklar1 ¢calismada ADAMTS-4'{in
ifadesinin, kiiltiire edilmis insan kondrositlerinde IL-1 ve TNF-o gibi pro-
inflamatuvar sitokinlerle indiiklendigini ya da stimiile edildigini gostermislerdir

[153].

Hunt ve arkadaslari, bir pro-inflamatuvar sitokin olan IL-1B ve bir anti-
inflamatuvar sitokin olan TGF-p’nin inflamasyonla iligkili bir gen olan ADAMTS-
1’in DSC hiicrelerindeki gen ifadesini incelemislerdir. Bu inceleme neticesinde IL-
1f’nin ADAMTS-1 geninin protein ve  mRNA seviyelerindeki ekspresyonlarini
indiikledigini, TGF-B1 sitokininin ise bu ifadeyi baskiladigini ortaya koymuslardir
[154].

Wachsmuth ve arkadaslar1 ise, normal ve OA kondrositlerinde ADAMTS-1
gen ifadesi seviyesine IL-1B’nin ve IGF-1’in etkisini in vivo ve in vitro olarak
incelemiglerdir. Bu inceleme sonucunda IL-1B uygulanmig 6rneklerde ADAMTS-1
geninin mRNA diizeyindeki ekspresyonunun azaldigi, IGF-1 uygulamasi yapilmis
hiicrelerde ise ADAMTS-1 gen ifadesi seviyesinde anlamli degisikliklerin meydana

gelmedigini belirlemislerdir [155].
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Xue ve ekibi 2013 yilinda yapmis olduklari g¢alismada TNF-a’nin OA
kondrositlerinde ADAMTS-4"iin ekpresyonunu ve promotor aktivitesini indiikledigini
ve bu indiiklemenin zamana ve doza bagli olarak gergeklestigini bulmuslardir. Bunun
yani sira TNF-a indiiklemesinin hangi yolak iizerinden gercgeklestigini tespit etmek
icin de TNF reseptor 1 (TNFR1) inhibitorii SPD304 ve farkli kinaz inhibitorleri
uygulamislar ve bu uygulama sonucunda TNFR1 ve MAPK yolagimin baskilandigini
ve buna bagli olarak da TNF-a aracili ADAMTS-4’iin ekpresyon ve aktivitesinin
azaldigini tespit etmislerdir [156].

Wang ve arkadaslar1 Vaskiiler Diiz Kas Hiicrelerine belirli doz ve zaman
araliklarinda pro-inflamatuvar ve anti-inflamatuvar sitokinler uygulayarak ADAMTS-
7 geninin mRNA ve protein diizeyindeki ekpresyonunu arastirmisladir. Bu arastirma
sonucunda ADAMTS-7 geninin ekspresyonunun pro-inflamatuvar sitokinler olan
TNF-a, IL-1p ve PDGF-BB ile indiiklendigi bulunurken, bir anti-inflamatuvar
sitokin olan TGF-f uygulandiginda ise azaldigi ve bu degisimin zamana ve doza

bagimli olarak gergeklestigi bulunmustur [157].

Wei ve arkadaglar1 2018 yilinda fareler tizerinde yapmis olduklari ¢alismada
ADAMTS-12 genini delesyona ugratarak Kollajen ile indiiklenen Artrit (CIA) modeli
olusturup pro ve anti inflamatuvar sitokinlerle olan iliskisini incelemislerdir. Bu
inceleme sonucunda ADAMTS-12’nin, pro-inflamatuvar Bag Dokusu Bilyiime
Faktorii (CTGF) ile etkilesime girerek inaktive ettigini ve bdylelikle inflamatuvar
artrite kars1 koruma sagladigimi ortaya koymuslardir. Ayrica ADAMTS-12 geninin
delesyona ugratilmasi durumunda, pro-inflamatuvar sitokinlerin up-regiile, anti-
inflamatuvar sitokinlerin ise azaldigi ve MAPK ve NF-«B sinyalizasyon yolaklarinin

da daha etkin hale geldigini tespit etmislerdir [158].

1.4  Transkripsiyonel Regiilasyon

Molekiiler biyoloji ve genetikte transkripsiyonel regiilasyon; bir hiicrenin,
DNA'nin RNA'ya doniisiimiinii kontrol ederek genin aktivitesini diizenledigi yoldur.
Bir gen, transkribe edilen RNA kopyalarinin sayisinin degistirilmesinden, genin ne

zaman transkribe edildiginin zamansal kontroliine kadar ¢esitli sekillerde diizenlenir.
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Bu kontrol, hiicre veya organizmanin, ¢esitli hiicre i¢i ve hiicre dis1 sinyallere
cevap vererek bir tepki olusturmasini saglar. Buna ornekler arasinda, bir gida
kaynagindaki degisime adapte olmak icin enzimleri kodlayan mRNA'nin {iretilmesi,
hiicre dongiisiiniin spesifik aktivitelerinde yer alan gen iriinlerinin iiretilmesi ve
evrimsel gelisim biyolojisinde incelenen ¢ok hiicreli Okaryotlarda hiicresel

farklilasmadan sorumlu gen iiriinlerinin iiretilmesi bulunmaktadir [159].

Transkripsiyonun diizenlenmesi tiim canli organizmalarda hayati bir siirectir.
Transkripsiyonel regiilasyon, transkripsiyon faktorleri ve g¢esitli mekanizmalarla
iiretilen RNA miktarin1 hassas bir sekilde ayarlamak icin calisan diger proteinler
tarafindan yonetilir. Prokaryotik ve dkaryotik organizmalar, transkripsiyon tizerinde
kontrolii saglamada ¢ok farkli stratejilere sahiptirler ancak bazi 6nemli Gzellikler
bakiminda benzerlik gosterirler. Bu benzerliklerden en 6nemlisi, herhangi bir genin
muhtemelen transkripsiyonu kontrol etmek icin belirli bir faktér kombinasyonu ile
kontrol edildigi “birlesimsel kontrol” fikridir. Hipotetik bir o6rnekte, A ve B
faktorleri, A ve C faktorlerinin kombinasyonundan farkli bir gen setini

diizenleyebilir.

Bu birlestirici yapi, ikiden fazla proteinin komplekslerine kadar uzanir ve tiim
hiicrenin transkripsiyonel programini kontrol etmek i¢in genomun cok kiiciik bir alt

kiimesine izin verir [159].

1.4.1 Okaryortik Transkripsiyonel Regiilasyon

Okaryotik transkripsiyonel regiilasyon olduk¢a karmasik bir siirectir.
Okaryotlarin Pol I, Pol II ve Pol III olarak bilinen ii¢ RNA polimeraz1 vardir.
Bunlarin yani sira mitokondri ve kloroplastlarin da kendi polimerazlart mevcuttur.
Polimeraz I, ribozomal RNA'nin transkripsiyonundan sorumludur; polimeraz II,
mRNA'nin transkripsiyonundan sorumludur ve polimeraz III, tRNA, 5 S rRNA ve
baz1 kiigiik 6zel RNA’larin transkripsiyonundan sorumludur. Buradan da anlasilacagi
tizere her polimerazin belirli hedefleri ve aktiviteleri vardir ve bagimsiz
mekanizmalar tarafindan diizenlenir [160]. Polimeraz aktivitesinin kontrol
edilebildigi ¢ok sayida ek mekanizma vardir. Bu mekanizmalar genellikle ii¢ ana

alanda gruplandirilabilir:
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Polimerazin gene erigimi iizerindeki kontrol. Bu kontrol belki de {i¢ kontrol
mekanizmasinin en biiyliglidiir ve histon remodeling enzimlerinin fonksiyonlarini,

transkripsiyon faktorlerini, enhansir ve represorleri ve diger bir¢ok kompleksi igerir.

RNA transkriptinin prodiiktif uzamasi. Bir RNA polimeraz promotore
yerlestirildiginde, bir sonraki transkripsiyon asamasi olan ve yeni niikleotitlerin

eklenmesiyle RNA iplik¢iklerinin uzadigi “uzama” asamasinin kontrolii saglanir

[161].

Polimerazin sonlandirilmasi. RNA transkriptinin  kaderini belirleyecek
sonlandirmanin nasil ve ne zaman gergeklesecegi kontrol edilir. Bu sistemlerin tigii
de hiicreden gelen sinyalleri entegre etmek ve buna gore transkripsiyonel programi

degistirmek i¢in uyum icinde calisir.

Prokaryotik sistemlerde bazal transkripsiyon durumunun kisitlayict olmadigi
diistintilebilirken, okaryotlar RNA transkriptlerini tiretmek i¢in diger faktorlerin bir
araya getirilmesini gerektiren kisitlayici bir bazal duruma sahiptir. Bu fark, biiyiik
Olciide daha yiiksek dereceli yapilar olusturmak icin DNA'y1 histonlarin etrafina

saran Okaryotik genomun kompaksiyonundan kaynaklanmaktadir.

Bu mekanizma, gen promotoriinii ¢ekirdekteki diger faktorlerin yardimi
olmadan erisilemez hale getirir. Prokaryotlardaki sigma faktorlerine benzer sekilde,
genel transkripsiyon faktorleri (GTF'ler) 0karyotlarda, biitliin transkripsiyon olaylar
icin gerekli olan bir dizi faktordir. Bu faktorler, baglanma etkilesimlerinin
stabilizayonundan ve RNA polimerazin kalip dizisine erismesine izin vermek i¢in
DNA sarmalinin agilmasindan sorumludur. Gen diizenlemesinin biiyiik bir kismu,
polimerazin baglanmasini ya indiikleyen ya da inhibe eden transkripsiyon faktorleri

vasitasiyla meydana gelir [162].

1.4.1.1 Transkripsiyon Faktorleri

Molekiiler biyolojide bir transkripsiyon faktorii (TF) (veya sekansa 06zgii
DNA baglama faktorii), spesifik bir DNA sekansina baglanarak genetik bilginin
DNA'dan mesajci RNA'ya transkripsiyon oranini kontrol eden bir proteindir [163,
164].
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TF'lerin islevi, hiicre ve organizmanin yasami boyunca dogru hiicrede dogru
zamanda ve dogru miktarda ifade edilmelerini saglamak i¢in genleri diizenlemektir.
TF gruplari, hiicre boliinmesini, hiicre biiyiimesini, hiicre 6limiinii ve embriyonik
gelisim sirasinda hiicre gb¢ii ve organizasyonunu yoénlendirmek ve zaman zaman
hormon gibi hiicre disindan gelen sinyallere yanit vermek i¢in koordineli bir sekilde
caligir. Insan genomunda 2600'e kadar TF vardir. TF'ler, RNA polimerazinin spesifik
genlere baglanmasim tesvik (aktivator) veya bloke (represor) ederek, tek baslarina

veya baska proteinlerle birlikte ¢alisirlar [165, 166].

TF'lerin tanimlayict bir 6zelligi, diizenledikleri genlere bitisik spesifik bir
DNA dizisine baglanan en az bir tane DNA-baglanma domaini (DBD) i¢ermeleridir
[167, 168]. TF'ler, DBD'lerine gore siniflara ayrilir [169].

Koaktivatorler, kromatin yeniden diizenleyiciler, histon asetil transferazlar,
histon deasetilazlar, kinazlar ve metilazlar gibi diger proteinler de gen regiilasyonu
icin esastirlar fakat DNA-baglayici domainleri (DBD) yoktur ve bu nedenle TF
degillerdir [170]. Transkripsiyon faktorleri, regiile ettikleri genlere bitisik olan
DNA'nin enhansir veya promotor bolgelerine baglanir. Transkripsiyon faktoriiniin

aktivitesine bagli olarak, bitisik genin transkripsiyonu artar ya da azalir. [171].

1.4.1.1.1 NF-kB Transkripsiyon Faktorii

NF-kB -nuclear factor kappa-light-chain-enhancer of activated B cells-,
DNA'nin transkripsiyonunun, sitokin tiretimininin ve hiicre yasaminin kontroliinii
saglayan Dbir protein kompleksidir. NF-xB bir¢cok hiicrede tipinde bulunur ve
sitokinler, serbest radikaller, agir metaller, ultraviyole 1sinlar, okside LDL ve bakteri
veya viral antijenler gibi uyaranlara hiicresel tepkilerde bulunur [172-174]. NF-«B,
enfeksiyona karst immiin yanitin diizenlenmesinde anahtar rol oynar. NF-xB'nin
yanlis regiilasyonunun; kanser, inflamatuar ve otoimmiin hastaliklar, septik sok, viral
enfeksiyon ve uygunsuz bagisiklik gelisimi ile iliskili oldugu bulunmustur. NF-
kB’nin, ayn1 zamanda sinaptik plastisite ve hafiza siireglerinde de rol oynadigi

belirtilmistir [175-179].
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Geleneksel Yolak. NF-«B, inaktif durumda iken inhibitdr protein olan IkBa
ile kompleks olusturarak sitozolde yer alir. NF-kB’nin bu kompleksten kurtulup
serbest hale gecerek aktiflesmesi i¢in IkB kinaz (IKK) adi verilen bir kinazin
aktivasyonu gerekir. Bu aktivasyon i¢in integral membran reseptorleri araciliiyla,
cesitli hiicre dis1 sinyaller IkB kinaz (IKK) enzimini aktive eder. IKK, katalitik IKKa.
ve IKKp alt birimlerinin bir heterodimerinden ve NEMO (NF-kB temel modiilator)

veya IKKy olarak adlandirilan bir "ana" diizenleyici proteinden olusur [180].

IKK, IxkBa'yt NF-kB'den ayrilmasi i¢in IxBa’nin regiilatér domaininde
bulunun 2 Serin aminoasidi rezidiisiinii fosforilize eder. Fosforillenen 1kBa, hemen
ardindan ubikitinasyona tabi tutularak proteazom aktivitesiyle parcalanir. Boylelikle
aktif hale gelmis olan NF-kB (p50/RelA) daha sonra g¢ekirdege aktarilarak cevap
elemanlart (RE) adi verilen spesifik DNA dizilerine baglanir. DNA/NF-xB
kompleksi daha sonra, downstream DNA'y1 mRNA'ya transkribe eden koaktivatorler
ve RNA polimeraz gibi diger proteinleri rekruit eder. Daha sonra mRNA, bir takim

reaksiyonlar ile degisime ugratilarak protein formuna ¢evrilir [181-183]

Alternatif Yolak. Lenfotoksin beta reseptorii, CD40, BAFF veya RANKL
gibi bir hiicre farklilagtirict veya gelisimsel uyarict kiimesi, c¢ekirdekte NF-xB
(p52/RelB) dimerini uyarmak igin alternatif NF-kB yolunu aktive eder. Bunun yani
sira yapilan bazi arastirmalar bahsi gegen uyarici faktorlerin geleneksel yol tizerinde

de aktive ettirici bir etkiye sahip oldugunu ortaya koymuslardir [184-186].

Geleneksel yola kiyasla alternatif yol kinetik acidan daha yavastir.
Sinyalizasyon i¢in Oncelikli olarak p52°nin prekiirsorii olan pl100’in, NF-xB
indiikleyici kinaz araciligiyla aktiflesen IKK homodimeri tarafindan fosforilasyona
tabi tutularak olgun p52 formuna doniistiiriilmesi gereklidir. Bu doniisim sonucu
transkripsiyonel baglamda aktiflesen NF-kB (p52/RelB) ¢ekirdege aktarilarak

transkripsiyon siirecine katilmasi saglanir [184-186].
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1.4.1.1.2 STAT-3 Transkripsiyon Faktorii

STAT-3 (Signal transducer and activator of transcription 3) insanlarda STAT-
3 geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon faktoriidiir. STAT protein ailesinin bir

tiyesidir [187].

STAT ailesi proteinlerinin  6zellikle de STAT-3’in, hem malign
transformasyonun  baslangicinda hem de kanser progresyonu sirasinda,
prokarsinojenik bir inflamatuar mikro-gevrenin secici olarak indiiklenmesi ve
korunmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir [188-190]. STAT-3’iin ayrica, malign
hiicrelerde genetik degisiklikler, kimyasal kanserojenler, giines 15181, enfeksiyon,
sigara i¢ilmesi ve stres dahil olmak iizere birgcok ¢evresel faktor tarafindan baglatilan

inflamasyonla iligkili timdrijenezle baglantili oldugu tespit edilmistir [191-194].

STAT-3 aktivasyonu, Kkarsilikli fosfotirozin-SH2 domaini etkilesimleri
sayesinde STAT-3 dimerizasyonunu tetikleyen tirozin (Tyr 705) fosforilasyonu ile
indiiklenir [195, 196]. Multipl tirozin kinazlar, STAT-3 aktivitesinin hiicre ici
aktivatorleri olarak tamimlanmis olsalar bile, STAT-3"'lin tirozin 705 f{zerindeki
fosforilasyonu esas olarak anahtar modiilator olan JAK1 tarafindan diizenlenir [197].
Tirozin 705 fosforilasyonuna ek olarak, STAT-3 serin (Ser 727) fosforilasyonu
yoluyla da aktive edilir. Bu fosforilasyon genel olarak protein kinaz C, mitojenle
aktiflestirilen protein kinazlar (MAPK) ve siklin bagimli kinazlar (CDKS5) ile
diizenlenir [195]. Son olarak, lisin rezidiisiinde (Lys 685) histon asetiltransferaz ile
STAT-3"in tersinir asetilasyonu, STAT-3 aktivasyonunun ii¢iincii bir mekanizmasini
temsil eder [190]. Bu aktivasyonlar neticesinde STAT-3’tin homo veya
heterodimerleri olusur ve boylelikle transkripsiyon aktivatorleri olarak etki

edecekleri hiicre ¢ekirdegine transloke olarak faaliyet gosterirler [198].
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2. TEZIN AMACI

Bu tez caligmasinda temel olarak osteosarkoma hiicre modelinde (Saos-2)
TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerine mRNA, protein, transkripsiyonel
aktivite ve transkripsiyonel regiilasyon diizeyindeki etkisinin belirlenmesi, ikinci
olarak da spesifik yolak inhibitorlerinin kullanilmasiyla TNF-o’nin ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlarinin yani sira
transkripsiyonel aktivitesine olan etkisini hiicre i¢inde hangi yol ya da yollar

kullanarak gosterdiginin aydinlatilmasi amac¢lanmistir.
Bu kapsamda gergeklestirilen tez ¢alismasinin basamaklari su sekildedir;

1) insan kemik Kanseri hiicre modeli olan Saos-2 hiicrelerine belirlenen doz ve
zamanlara bagli olarak uygulanan TNF-o’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin

MRNA seviyesine olan etkisi gRT-PCR ile belirlenmesi

2) Osteosarkoma (Saos-2) hiicrelerine belirlenen doz ve zamanlara bagli olarak
uygulanan TNF-o’'nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin protein seviyesine

etkisinin western blotting ile belirlenmesi

3) TNF-a aracili ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin regiilasyonunun hiicre igi
sinyal iletim yollarindan hangi basamaklar1 kullanarak yiriitildiigiiniin yolak

inhibitorleri uygulanmasiyla mRNA diizeyinde qRT-PCR ile belirlenmesi

4) TNF-o aracili ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin regiilasyonunun hiicre igi
sinyal iletim yollarindan hangi basamaklar1 kullanarak yiiriitiildiigiiniin yolak

inhibitorleri uygulanmasiyla protein diizeyinde western blotting ile belirlenmesi

5) insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarinin gegici transfeskiyon metoduyla

transkripsiyonel aktivitesinin TNF-a varliginda belirlenmesi

6) Hiicre ici sinyal iletim yolak inhibitdrlerinin Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3

promotorlarinin transkripsiyonel aktivitesine olan etkisinin belirlenmesi

7) Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarmin EMSA deneyleriyle

transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin TNF-a varliginda belirlenmesi
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TNF-a aracih ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
genlerinin regiillasyonu

4 |\

Promotor mRNA Protein
Calismalari Calismalan Calhismalan
[ Transfeksiyon ] [ Real Time PCR [ Western Blot ]

g 4 4

TNF-o’nin ADAMTS-2

TNF-o’nin ADAMTS-2 TNF-a’nin ADAMTS-2
ve ADAMTS-3
promotorlarinmn ve AD A.‘MTS'3 ve AI.){XMTS—S.
transkripsivonel genlerinin mRNA genlerinin protein
ol seviyesine etkisi seviyesine etkisi

aktivitesine etkisi

4 4 4

TNF-« inhibitorlerinin

ADAMTS-2 ve TNF-« inhibitorlerinin TNF-« inhibitirlerinin
ADAMTS-3 ADAMTS-2 ve ADAMTS-2 ve

promotorlarimin ADAMTS-3 genlerinin ADAMTS-3 genlerinin

transkripsiyonel mRNA seviyesine etkisi protein seviyesine etkisi

aktivitesine etkisi

ADAMTS-2 ve ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 ADAMTS-3
promotorlarinda bulupan promotorlarinda bulunan
STATS3 bilgesinin TNF-a NFkB bilgesinin TNF-a
variginda varhginda
degerlendirilmesi degerlendirilmesi

Sekil 2.1: Tez basamaklarini gosteren sema.
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3. MATERYAL VE YONTEM

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmalarda Kullanilmis

Tim tez c¢alismasi boyunca

transkripsiyonel aktivite, DNA ve

Olan Kimyasal Maddeler
gerceklestirilen DNA, protein, RNA,
protein etkilesimi, yolak inhibisiyon

caligsmalarinda kullanilmis olan maddeler Tablo 3.1°de listelenmistir.

Tablo 3.1: Calismalarda kullanilmis olan kKimyasal maddeler.

Madde ismi Firmasi
DNA Esash Calismalarda Kullamilan Maddeler

Taqg Polimeraz Thermo
Taq tampon Thermo
MqgCl, Thermo
dATP, dGTP, dTTP, dCTP Thermo
Agaroz Sigma

6X Yiikleme Boyasi Thermo
1 kb DNA Marker Thermo
Et-Br Sigma

RNA Esash Cahismalarda Kullanilan Maddeler

Dietil pirokarbonat (DEPC)

Sigma

GeneJET™ RNA saflastirma kiti

Thermo Scientific

Formaldehid

Sigma Aldrich
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Tablo 3.1: (devam).

B-Merkaptoetanol Sigma
Reverse Transkriptaz Thermo
3-(N-morfolino)  propansulfonik asid | Merck
(MOPS)

5X Reaksiyon Tamponu Thermo

Hiicre Kiiltiirii Esash Calismalarda Kullanilan Maddeler

Fetal Calf Serum (Si1gir Serumu)

Gibco

DMEM Gibco, EuroClone, BI
Fosfat Tampon Tuzu (PBS) Sigma
S1g1ir Serum Albumini (BSA) Sigma
Tripan Mavisi Cozeltisi Sigma
CaCl, Sigma
Oligo DT, Ribolock Inhibitsr Thermo
DMSO Sigma
0,22 um, 0,45 um Filtre Sartorius
Tripsin-EDTA Sigma
Santrifiij Tipt (50 mL) IsoLab
Santrifiij Tipt (15 mL) IsoLab
Serolojik Tek Kullanimlik Pipet (10 mL) | Sarstedt
Serolojik Tek Kullanimlik Pipet (25 mL) | Sarstedt
25 cm” Flask Sarstedt
75 cm® Flask Sarstedt
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Tablo 3.1: (devam).

Transkripsiyonel Aktivite Esash Calismalarda Kullamilan Maddeler

Lusiferaz ve SEAP Substratlari Clontech
Lusiferaz Kiti Clontech
HEPES Sigma

Yolak Inhibisyonu Esash Calismalarda Kullamlan Maddeler

MEK Inhibitérii Sigma
Wortmannin (PI3K Inhibitorii) Cell Signaling
SP600125 (JNK inhibitorii) Sigma

Bay 11-7082 (NF«B Inhibitorii) Santa Cruz

Protein Esash Calismalarda Kullamilan Maddeler

Tetrametiletilendiamin (TEMED) Sigma
Amonyum Persiilfat Merck

Tris, Borik Asid, EDTA Sigma
B-Aktin Antikoru Sigma, Abcam
Sekonder Antikor (goat, anti-rabbit) Abcam
Sekonder Antikor (goat, anti-mouse) Sigma
ADAMTS-3 Antikoru Abcam
ADAMTS-2 Antikoru Abcam

Page Ruler Plus Prestained Protein | Thermo
Ladder

ECL (Electrochemiluminescence) Kit

Thermo, Pierce
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Tablo 3.1: (devam).

DNA-Protein Etkilesimi Esash Calismalarda Kullanilan Maddeler

Biotin 3” Ucu DNA Etiketleme Kiti Thermo
LightShift® Kemiluminesant EMSA Kiti | Thermo
Naylon Membran Thermo
PVDF Membran Milipore
Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz Thermo

3.1.2 Cahsmalarda Kullanilmus Olan Arac-Gerecler

Calismada kullanilmis olan arag-gerecler Tablo 3.2°de verilmistir.

Tablo 3.2: Calismada kullanilmis olan arag ve gereglerin listesi.

Arac-Gerec Ismi Firmasi
Laminar Air Flow Telstar BIOII
Inverted Mikroskop Nikon

-80 °C Derin Dondurucu Thermo

Buz Makinesi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici

Vorteks

Elektromag

DNA Elektroforez Sistemi

Minicell Primo

Otomatik Pipetler

Thermo, Axygen

Otoklav Hirayama

Gergek Zamanli PZR Makinesi Roche

pH Metre WTW

PZR Cihaz1 Bio-rad, Techne Progene

38




Tablo 3.2: (devam).

Saf Su Cihazi Thermo, Comecta Sa
Elektroforez i¢in gii¢ kaynagi Elektromag
Luminometre Thermo

Yatay Calkalayici GFL

Dikey Calkalayic1 Thermo

SDS Page Aparatlari Bio-rad

Is1 Kontrollii Calkalamali Inkiibator GFL

Termal blok FALC
Spektrofotometre Thermo

Sogutmal1 Santrifiij Sigma

Santrifiij

Hettich Zentrifugen

Inkiibator

WTB, German, Niive

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientifica

RNA Elektroforez Sistemi

Apelex

Jel Goruntuleme Sistemi

Bioimagining Systems

3.2 Yontem

3.2.1 Deney yapilan ortamin ve deneylerde kullanilmis olan maddelerin

steril hale getirilmesi

Calismada kullanilan ve yiiksek sicakliga dayamikli olan tiim cam

malzemeler, santrifiij tiipleri, ependorflar ve pipet uclar1 121 °C’ de 20 dakika

boyunca otoklav cihazinda steril hale getirildi. Otoklavi gerceklestirilmis olan

malzemeler 80 °C sicakliktaki etiivde kurutuldu.

39




Hiicre kiiltiirii ¢aligmalarinda laminar flow ve inkiibatér, Sodyum Hipoklorit
(Camasir Suyu), % 70’lik Etil alkol ve % 1’lik Biocon-A ile temizlendi. Calismanin
yapilmadig1 zamanlarda kiiltiir odas1 ve laminar flow UV 1s18ina maruz birakilarak
ortamin sterilize halde kalmas1 saglandi. Ayrica RNA esasl ¢alismalarda yukarida
belirtilen temizleme soliisyonlarina ek olarak ortam ve mikropipetler DEPC’li su ile

temizlendi.

3.2.2 Hiicre Kiiltiirii Esash Calismalarda Kullanilan Metotlar

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullamilmis Olan Malzemeler

3.2.2.1.1 Kiiltiir Medyumunun Hazirlanmasi

Calismalarda kullanilan hiicreler c¢esitli ticari firmalardan temin edilen ve
yiiksek glikoz ve 0.2 mM oraninda L-Glutamin igceren DMEM (Dulbecco’s Modified
Eagles Medium) kullanilarak biiyiitiildi. DMEM’in igerisine steril halde temin edilen
FCS (Fetal Calf Serum) %10 oraninda eklendi. Bahsi gecen malzemelere ek olarak
% 1’lik son konsantrasyonda olacak sekilde antibiyotik eklenerek ¢alismalar

gerceklestirildi.

3.2.2.1.2 FCS’nin Hazirlanmasi

Ticari olarak Gibco firmasindan steril olarak temin edilen FCS: -20 °C’de
muhafaza edilip, soguk zincirle tagmarak +4 °C’de eritildi. Eritme isleminin ardindan
56 °C’ye 1sitilmis su banyosunda 1 saat bekletilerek inaktive olmasi saglandi ve

ardindan kiiclik hacimlere paylastirilarak sonraki deneylerde kullanilmak tizere -20

°C’de saklandi.
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3.2.2.1.3 PBS’nin Hazirlanmasi

Ticari olarak Sigma’dan temin edilen PBS tabletleri, 100 mL icin 1 tablet
olacak sekilde saf su igerisinde ¢oziilerek 121 °C’de 20 dakika otoklav yapilip

sterilize edildikten sonra +4 °C’de saklandi.

3.2.2.1.4 Tripsin-EDTA’min (TE) Hazirlanmasi

TE soliisyonu, 1 X PBS igerisinde 0.5 mM EDTA ve % 0.05 Tripsin’in
¢oziilmesiyle hazirlandi. Coziilme isleminin ardindan 121 °C’de 20 dakika otoklav

yapilip sterilize edilerek +4 °C’de sakland1

3.2.2.1.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalarinda Kullanilan Hiicre Hatti

Tez kapsaminda kullanilan Saos-2 (Insan Kemik Kanseri) hiicre modelinin
temini Dr. Deborah Mason ve Dr. Kenneth Wann’dan (Cardiff Universitesi-

Ingiltere) gerceklestirildi.

3.2.2.2 Hiicre Hattinin Baslatilmasi

Hiicre hattin1 baslatma islemi yapilmadan 6nce Boliim 3.2.1°de agiklandigi
bigimde ortam ve kullanilacak malzemelerin temizligi yapildi. -80 °C derin
dondurucuda daha 6ncesinde muhafaza edilmis olan hiicreler almarak, 37°C’ye
sitilmig su banyosunda eritilip Boliim 3.2.2.1.1°de agiklandigi bigimde hazirlanan
FCS+DMEM karisiminin igerisine alindi. DMSO ve o6lii hiicreleri ortamdan
uzaklagtirmak i¢in 5 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasi
olusan {iist kisim ortamdan uzaklastirildi. Pellet 2 mL FCS+DMEM karisiminda
coziilerek, daha oncesinde igerisine 13 mL FCS+DMEM eklenmis 75 cm?lik flaska
alinip, etiketlemesi yapildi. Bilyiimeye birakilmak iizere 37 °C’deki %5’lik CO,

inkiibatoriine kaldirildi.
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3.2.2.3 Hiicre Hattimin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklari flaskin yiizeyini biiyiik oranda (%80-90) doldurduktan
sonra hiicrelerin i¢inde bulunduklar1 FCS+DMEM karisimi uzaklastirildi. Daha
sonra PBS ile yikama islemi yapilip PBS uzaklastirildi. Hiicreleri bulunduklar
yiizeyden koparmak amaciyla 25 cm? flasklar i¢in 1 mL, 75 cm? flasklar icinse 2.5
mL Tripsin-EDTA (TE) kullanilarak hiicrelerin yilizeyden ayrilmasi saglandi.
Tripsin-EDTA’nin aktivitesini inaktive etmek i¢in, kullanilan TE miktarinin iki kati
kat1 kadar FCS+DMEM karisimindan eklenerek TE’nin inaktivasyonu saglandi.
Hiicreler santrifiij tliplerine alinarak 5 dakika siireyle 1000 rpm’de santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrasi olusan iist kisim ortamdan uzaklastirildi. Pellet boliinecek her flask
icin 2’ser mL FCS+DMEM karisiminda ¢oziilerek, daha dncesinde igerisine 13 mL
FCS+DMEM eklenmis 75 cm?lik flaska alimip, etiketlemesi yapildi. Biiylimeye
birakilmak iizere 37 °C’deki %5’lik CO» inkiibatériine kaldirildi.

3.2.2.4 Canh Hiicrelerin Tespit Edilmesi

Canli hiicrelerin tespiti ve sayilarinin belirlenmesi i¢in Thoma Lamu
(Hemositometre) (Sekil 3.1) ad1 verilen, tizerinde 25 kiigiik karenin bulundugu ve 1
mm? alan ile 0.1 mm derinlige sahip 6zel bir lam kullanildi. Canli hiicrelerin tespiti
i¢in hiicreler Boliim 3.2.2.3’de ac¢iklandig1 bigimde flasklara bolme asamasina kadar
getirildi. Daha sonra tiim hiicreler toplamda 10 mL FCS+DMEM karisiminda
¢oziinmils olacak sekilde siispanse hale getirildi. lIyice pipetaj yapilarak
homojenizasyon saglandi. Pipetaj sonrasi hiicre siispansiyonun 1 mL’si temiz bir
ependorfa alindi. Daha sonra yine temiz bir ependorfa, icerisine 10 mL’lik hiicre
stispansiyonundan 1 mL ayrilmis olan ependorftaki hiicre karisimindan 10 plL ve
Tripan Mavisi Boyasindan 10 pL (1:1 oraminda) alinarak boyandi. Olii hiicreler
Tripan Mavisi Boyasii absorbe edecegi i¢in mavi boyanirken, canli hiicreler
boyanmadi. Daha sonra alanda bulunan hiicreler sayilarak asagidaki formiile gore

hesaplamasi yapildi.
Bir mililitredeki hiicre sayisi:

Total canli olan hiicre adedi/mL=Thoma Lamindaki hiicre adedi x2x10* (3.1)
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Sekil 3.1: Hemositometre

3.2.2.5 Hicrelerin Dondurulmasi

Hiicreler Boliim 3.2.2.3’de aciklandig1 bi¢cimde flasklara bdlme asamasina
kadar getirildi. Ust kisim uzaklastirildi. Hiicre pelletine FCS ve % 10 DMSO
eklenerek siispanse hale getirildi. Cryovial tiiplerine konulup etiketlemesi yapilarak -

80 °C’de muhafaza edildi.

3.2.3 RNA Esash Cahismalarda Kullanilan Metotlar

3.2.3.1 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 amaciyla kiiltiire edildi. Hiicrelerin saglik
durumlart kontrol edildikten sonra Bolim 3.2.2.4°de agiklandigi bi¢imde hiicre
sayim yapild. Hiicreler, 25 cm?’lik flasklara 5 mL FCS+DMEM ve 2 000 000 hiicre
olacak big¢imde paylastirilip biiyiitiilmek tizere inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin
hiicrelerin yiizeye tutunup, tutunmadiklari kontrol edildikten sonra FCS+DMEM
karigimi uzaklastirilarak, flasklara % 0.1 oraninda BSA ihtiva eden DMEM eklendi.
1 saat BSA’li DMEM’de bekletilen hiicrelere 10 ng/mL olacak bi¢cimde TNF-a
sitokini uygulandu. 1, 3, 6, 24 ve 48. saatlerde hiicre pelletleri alind1.
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3.2.3.2 Yolak inhibisyon Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler, hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 amaciyla kiiltiire edildi. Hiicrelerin saglik
durumlart kontrol edildikten sonra Bolim 3.2.2.4°de agiklandigi bi¢imde hiicre
sayimi yapildi. Hiicreler, 25 cm®lik flasklara 5 mL FCS+DMEM ve 2 000 000 hiicre
olacak bigcimde paylastirilip biiyiitiilmek tiizere inkiibatdre kaldirildi. Ertesi giin
hiicrelerin yiizeye tutunup, tutunmadiklart kontrol edildikten sonra FCS+DMEM
karisimi uzaklastirilarak, flasklara % 0.1 oraninda BSA ihtiva eden DMEM eklendi.
1 saat BSA’li DMEM’de bekletilen hiicrelere Tablo 3.3’de belirtilen son
konsantrasyonlarda yolak inhibitérleri uygulandi. inhibitér uygulamasinin ardindan
10 ng/mL olacak bicimde TNF-a sitokini uygulandi ve 6 saat sonunda 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilarak pellet alindi.

Tablo 3.3: Yolak inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan inhibitorler ve

konsantrasyonlari.
inhibitor Son Konsantrasyon
MEK Inhibitérii 10 uM
PI3K Inhibitorii (Wortmannin) 1uM
JNK Inhibitérii (SP600125) 20 uM
NF«B Inhibitorii (BAY 11-7082) SuM

3.2.3.3 RNA lizolasyonunun gerceklestirilmesi

Izolasyonun gergeklestirilecegi alan ve izolasyon esnasinda kullanilacak
malzemeler bir RNAz inhibitdrii olan DEPC’li su ile temizlendi. B6lim 3.2.3.1 ve
Boliim 3.2.3.2°de aciklandign bicimde pellet haline getirilip -80 °C’deki derin
dondurucuya kaldirilan ornekler dolaptan cikarilip buz iizerinde eritildikten sonra
PBS ile yikandi. Yikama isleminin ardindan RNA izolasyonu Thermo firmasinin bir
iriinii olan GeneJET RNA Purification Kit ile kit protokoliine uygun bir sekilde
gerceklestirildi. izole edilen RNA miktar1 belirlendikten sonra 6rnekler daha sonraki

calismalarda kullanilmak {izere -80 °C dolaba kaldirild.
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3.2.3.4 RNA Miktarmin belirlenmesi

RNA izolasyonu gergeklestirilen 6rneklerin RNA miktarlar1 ve safliklarinin
belirlenmesi  amaciyla  Spektrofotometre  ve uDrOpT'\/I Plate  kullanildi.
Spektrofotometrede yapilan dlgiimlerde kor olarak 200 uLL dH,O kullanilirken, RNA
Ol¢timii yapilacak orneklerde bu miktar 195 pl. dH,O ve 5 uL izole RNA olacak
sekilde kullanildi. Safliklarinin belirlenmesi amaciyla da 260 ve 280 nm’lerde
absorbans 6l¢iimii alindi. Miktar tayini ve saflik analizi asagida belirtilen formiillere

gore yapildi.
RNA miktar: = Ay X sulandirma katsayisi X 40 ng/ul (3.2
Saflik = A250 / Azgo (33)

Isik yolunun Spektrofotometreye (10 mm) kiyasla daha kisa olmasi sebebiyle
6l¢iim i¢in daha az RNA’min kullanildigi pDrop™ Plate (0.49 mm) daha avantajlidur.
Ayrica pDrop™ Plate kullanilirken érnek sulandirma islemine gerek duyulmadan

kullanilabilir. pDrop™ Plate’de miktar ve saflig1 formiil asagidadir.

RNA miktar1 (ng/pL) : Az X 50 ng/pL X (10 mm/ 0,49 mm) (3.4)

3.2.3.5 RNA Jel Elektroforezi

Izole edilen RNA &rneklerinin jelde goriintiilenmesi amaciyla Formaldehit jel
elektroforezi gercgeklestirildi. Oncelikli olarak jelin yiiriitiilecegi tank ve yiiriitmede
kullanilacak aparatlar DEPC’li su, %0.5’lik SDS ve %100’lik saf etanol ile
temizlenerek yiliksek sicakliktaki etiivde kurumaya birakildi. Jel olusturmak igin 50
mL DEPC’li su ve 5 mL 10X FA (Tablo 3.4) igerisine 0.5 g agaroz eklenerek tartilip,
jel tamponundan eklenerek mikrodalga firinda kaynatildi ve buhar kayboluncaya dek
sogumaya birakildi. Ilik hale geldikten sonra igerisine 1 pL Etidyum Bromiir ve 900
pL Formaldehit eklenerek kasete dokiildii ve jel donmaya birakildi. Donma islemi
gerceklestikten sonra yiirlitme tankina 1X FA (Tablo 3.5) tamponu eklenerek kaset
yerlestirme islemi gergeklestirildi. RNA o6rnekleri 3 p RNA + 3 puL 2X yiikleme
boyasi olacak bicimde hazirlandi ve 70 °C’de 10 dakika boyunca 1s1 ile denatiirasyon

yapildi.
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Denatiire edilen ornekler daha sonra 10 dakika buz tizerinde bekletildi. Daha

sonra jele yiiklenen ornekler 90 Voltta yiiriitiilerek ve UV 15181 ile goriintiilendi.

Tablo 3.4: 10X FA jel tamponu bilesenleri.

10 X FA Tamponu Stok Sol. Son Konsantrasyon
(10 X)
MOPS (pH:7) 1M 0.2M
EDTA (pH:8) 0.5M 0.05M
NaAc 1M 0.01 M
Tampon DEPC’li su kullanilarak ve pH: 7.0’ye ayarlanarak hazirlandi. Hazirlanan
sollisyon otoklavlanip steril edilerek kullanildi.

Tablo 3.5: 1X FA jel tamponu bilesenleri.

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

% 37°lik (12.3 M) Formaldehit 0.25 M

DEPC’li dH20 1 L’ye tamamlandi.

3.2.3.6 cDNA Sentezi ve RT-PCR

Izole edilen RNA’lardan konsantrasyonu 1 pg’a karsilik gelecek hacimlerde
alinip Reverse Transkriptaz enzimi yardimiyla cDNA eldesi gergeklestirildi.
Reaksiyon Tablo 3.6’da belirtilen kosullarda gerceklestirildi. Daha sonra elde edilen
cDNA’nin 1pL’si Insan B 2 primerleriyle gergeklestirilen kontrol PCR’inda
kullanilarak cDNA kalitesi tespit edildi.
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Tablo 3.6: RT-PCR kosullart.

Reaksiyon Bilesenleri Son konsantrasyon
RNA Kalip 1pg
dH,0 X uL
Oligo dT 200 pmol
Son hacim 12.5 uL
65 °C’de 5 dakika
5X Reaksiyon Tamponu 1X
dNTP Miks 1 mM
Ribolock RNAz inhibitor 20 U/uL
Reverse Transkriptaz 10 U/uL
Son hacim 20 uL
42 °C’de 60 dakika
70 °C’de 10 dakika

3.2.3.7 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction)

Reverse Transcriptase enzimiyle elde edilen cDNA’larin kalitesini agaroz
jelde yiiriitiip goriintiilemek amaciyla Insan B-2 mikroglobulin geni primerleri
kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonu (PZR-PCR) gergeklestirildi. Bu reaksiyona

ait kosullar Tablo 3.7°de gdsterilmistir.
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Tablo 3.7: Polimeraz Zincir Reaksiyonu Kosullari.

Bilesenler Deney Grubu Pozitif Kontrol Negatif Kontrol
Kalip cDNA luL luL -

MgCl, 4 uL 4 uL 4 ulL

dNTP Miks 1uL 1uL 1uL

Taq Tamponu 5uL 5uL 5uL

Tleri Primer 1uL 1uL 1uL

Geri Primer 1uL 1uL luL

Taq Polimeraz 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL

dH,0 36.5 uL 36.5 uL 37.5ulL

Son Hacim 50 uL 50 uL 50 puL

3.2.3.8 Agaroz Jel Elektroforezi

PCR fiirtinlerinin akim yardimiyla yiiriitiiliip, goriintiilenmesinin saglandigi bir
yontemdir. Bu baglamda %1 Agaroz igerigine sahip jel hazirlandi. Jel hazirlamak
icin 0.75 g Agaroz tartilip 75 mL 0.5 X TBE tamponunda mikrodalga firin
kullanilarak ¢6ziindiiriilip homojen hale getirildi. Kaynatilan jelin 1sis1 oda
sicakligina gelince igerisine son konsantrasyon 0.5 ug/mL olacak bigimde Etidyum
Bromiir eklendi. Iyice karistirildiktan sonra daha oncesinde taraklari takilarak
hazirlanmis olan jel kasetine dokiilerek polimerlesmeye birakildi. Jel kaseti
elektroforezin yapilacagi tanka yerlestirilerek elektroforez tanki 0.5 X TBE tamponu
ile dolduruldu. Polimerlesen jelde kuyucuk olusumuna sebep olan taraklar jelden
cikartildi. Ornekler 6 X yiikleme boyasi ile karistirilarak jele yiiklendi. Daha sonra
90 Voltta 40 dakika yiiriitiilerek jel goriintileme cihazinda goriintilenip

fotograflanmasi yapildi.
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3.2.3.9 Ger¢ek zamanh PZR

Gergek zamanli PZR teknigi Roche Diagnostic’in Light Cycler 485 isimli
cihazi kullanilarak gergeklestirildi. Reaksiyon bilesenleri Tablo 3.8’de verilmistir.
Gergek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu teknigi kontrol, sitokin ve yolak
inhibisyon c¢aligmalarindan elde edilen her bir cDNA igin ii¢ tekrara sahip olacak
sekilde tasarimlandi. Calismada ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin yan1 sira insan
Beta 2 Mikroglobulin geni de normalizator olarak kullanildi. Calismada kullanilan
primerler ve ¢alismanin yiirtitiildiigii dongii kosullar sirasiyla Tablo 3.9°da ve Tablo

3.10°da verilmistir.

Tablo 3.8: Gergek Zamanli PZR Bilesenleri.

Bilesenler Hacim
SYBR" Green PCR Master Mix 5L
cDNA 1ulL
Ileri Primer (100 ng/uL) 0.5uL
Geri Primer (100 ng/ulL) 0.5puL
dH,0 3uL
Toplam Hacim 10 uL

Tablo 3.9: Calismada Kullanilan Ekspresyon Primerleri

Hp-2 Forward 5" TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 3’
HB-2 Reverse 5> CATGTCTCGATCCCACTTAACT 3’
ADAMTS-2 Forward 5’ CTGTGGCGACGAGGTGCG 3°
ADAMTS-2 Reverse 5 GGTGCACACATAGTCCCGTCC 3°
ADAMTS-3 Forward 5" GGAACACTGCACCAACCT 3
ADAMTS-3 Reverse 5> TGTCTCCCAAACATGGTTCA 3°
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Tablo 3.10: Gergek Zamanli PZR Dongii Sartlart.

Basamak Dongii Sicakhik Zaman
1 1 95°C 10 dk
95 °C 10 sn
2 X35 55°C 15 sn
72°C 10 sn
3 1 72°C 1dk

3.2.3.10 Gercek zamanh PZR Sonuc¢larinin Degerlendirilmesi

Ger¢ek  Zamanli PZR  sonuglar1  Livak  yontemi  kullanilarak
degerlendirilmistir [199]. ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin elde edilmis olan
Cycle threshold degerleri ile normalizatér olarak kullanilan Insan Beta 2
mikroglobulin geninin Cycle threshold degerlerinin ortalamasinin farki alindi.
Cikarma islemi sonucunda ulasilan degerin, iki tabanindaki kuvvet degeri hesaplandi.
Herhangi bir sitokin ya da inhibitér uygulanmamis olan kontrol gruplarmin degeri
‘bir’ birim olarak alindi. Deney gruplarimin degeri kontrol grubunun degerine
boliinerek ‘bir’in kati olacak sekilde sonuclar alindi. Elde edilen sonuglarin
istatistiksel analizleri MiniTab (One Way ANOVA) programiyla yapildi. p < 0.05

oldugu durumlarin istatistiksel bakimdan anlamli deger tagidig1 belirlendi.

3.24 Transkripsiyonel Aktivite Belirleme Esash Calismalarda
Kullanilan Metotlar

3.2.4.1 Transient Transfeksiyon

Hiicre soyu baslatilarak 4-5. pasaja getirildi. Tripan Mavisi Boyasi kullanilip
hiicreler hemositometrik olarak sayild1 ve 12 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina

250.000 hiicre olacak bigimde paylastirildi ve bir gece inkiibasyona birakildi.
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Ertesi giin plaka yiizeyine tutunan hiicrelere en az 3 tekrarli olacak bi¢cimde
promotor pargalar transfekte edildi. Bu transfeksiyon iglemi i¢in son hacim 45 pL
olacak bi¢gimde 2 mM CaCl, ve transfeksiyonu yapilacak olan DNA pargalar
karistirtldi. Olusan bu karistma 45 pL hacmindeki 2 X Hepes baloncuk yapma
kosuluyla damla damla eklendi. Karisim presipitasyonun gerceklesmesi i¢in bir saat
oda sicakliginda bekletildi. Presipite olan karistmdan 90 pL alinarak yavas yavas
kuyucuklara eklendi. Plaka c¢ok sert olmamak sartiyla sallanarak karisimin
homojenize olmasi saglandi. Ertesi sabah plakalardaki FCS+DMEM karigimi
uzaklastirilarak kuyucuklar PBS ile ikiser kez yikandi. Yikanan kuyucuklara BSA’l1
DMEM eklendi ve bir saat inkiibasyona birakildi. BSA eklenmesiyle serum aglig
olusturulan hiicrelere yolak inhibitorleri Tablo 3.3°de belirtilen konsantrasyonlarda

uygulandi.

Inhibitér uygulamasindan 45 dakika sonra TNF-a 10 ng/mL olacak sekilde
uygulandi. 48 ve 72 saat inkiibasyonun ardindan SEAP ve lusiferaz etkinliginin

luminometre kullanilarak 6lgtimii yapildi.

Tablo 3.11: Transient transfeksiyon deneylerinde kullanilmis olan ¢ozeltiler.

29.4 g CaCl,, 100 mL’ye dH0 ile
tamamlandi.  Otoklav  yapildiktan

2 mM CaCl, sonra filtrelenerek +4 °C’ de
muhafaza edildi.
0.04 g Na;HPO,4, 1,6 g NaCl, 1.3 g
HEPES dH,O ile 100 mL’ye
9% HEPES tamamlandi. pH degeri 7.05-7.12

araligina ayarlandu. Otoklav
yapildiktan sonra filtrelenerek -20 °C’
de muhafaza edildi.

3.2.4.2 Sekrete Edilen Lusiferaz Etkinliginin Belirlenmesi

Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin 6lglilmesinde “Ready-To-Glow Dual
Secreted Luciferase Assay” (Clontech) kiti kullanildi. Belirtilen 48 ve 72 saatlik
inkiibasyon siirelerinin ardindan kuyucuklardaki transfeksiyon medyumundan 100’er
uL alinarak ependorflara konuldu. Her bir ependorftan 10’ar pL alinarak 384
kuyucuktan olusan plakaya konuldu.
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Kit igerisindeki 10 X Lusiferaz Substrati, Reaksiyon Tamponu ile 1 X’e diliie
edildi. Olusan 1 X’lik Lusiferaz Substrati+Reaksiyon Tamponu karigimindan 1’er pL
alinarak daha Oncesinde igerisine 10’ar plL transfeksiyon medyumu konulmus

kuyucuklara eklenip luminometre ile hizlica sonug alindi.

3.24.3 SEAP (Sekrete Edilen Alkalin Fosfataz) Etkinliginin

Belirlenmesi

Salinan Sistem Alkalin Fosfataz Aktivitesinin 6lgiilmesinde “Ready-To-Glow
Dual Secreted Luciferase Assay” (Clontech) kiti kullanildi. Belirtilen 48 ve 72
saatlik inkiibasyon siirelerinin ardindan kuyucuklardaki transfeksiyon medyumundan
5’er pL alinarak 384 kuyucuktan olusan plakaya konuldu. Kit igerisindeki 5 X
diliisyon tamponu 1 X’e sulandirilarak her kuyucuga 15’er uL eklendi.

Plaka aliiminyum folyo ile kaplanarak 30 dakika boyunca 65 °C’deki su
banyosunda bekletildi. Bu islemin ardindan plaka buz iizerinde 2-3 dakika bekletilip oda
sicakligina alindi. Oda sicakligina gelen plakaya SEAP substratindan 20’ser plL
eklenerek 30 dakika inkiibasyona birakildi. Beklemenin ardindan sonuglar

luminometre ile alinda.

Tablo 3.12: SEAP ve Lusiferaz etkinliginin belirlenmesinde kullanilmis olan
¢ozeltiler.

Liyofilize durumdaki substrat, substrat
tamponu ile ¢oziildi

10 X substrat soliisyonu, reaksiyon
1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu tamponu ile 1 X’e diliie edilip kuyu
basina 1 pL olarak kullanildi.

5 X diliisyon tamponu dH0 ile 1 X’e
diltie edilerek 15 pL uygulandi.

10 X Substrat Soliisyonu

1 X Diliisyon Tamponu
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3.2.5 Protein Esash Calismalarda Kullanilan Metotlar

3.25.1 Western Blot Teknigi

3.2.5.1.1 Protein Cahsmalari i¢in Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Hiicreler, hiicre kiiltiirii calismalar1 amaciyla kiiltiire edildi. Hiicrelerin saglik
durumlar1 kontrol edildikten sonra Boliim 3.2.2.4’de aciklandigir bigimde hiicre
sayimi1 yapildi. Hiicreler, 25 cm?’lik flasklara 5 mL FCS+DMEM ve 2.000.000 hiicre
olacak bicimde paylastirilip biliyiitiilmek {iizere inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin
hiicrelerin yiizeye tutunup, tutunmadiklari kontrol edildikten sonra FCS+DMEM
karigimi uzaklastirilarak, flasklara % 0.1 oraninda BSA ihtiva eden DMEM eklendi.
1 saat BSA’li DMEM’de bekletilen hiicrelere 10 ng/mL olacak bigimde TNF-a
sitokini uygulandu. 1, 3, 6, 24 ve 48. saatlerde hiicre pelletleri alindu.

3.25.1.2 Protein Cahsmalar1 Icin Yolak Inhibisyon Deneylerinin

Kurulmasi

Hiicreler, hiicre kiiltiirii ¢alismalar1 amaciyla kiiltiire edildi. Hiicrelerin saglik
durumlart kontrol edildikten sonra Bolim 3.2.2.4’de agiklandigi bi¢imde hiicre
sayimi1 yapildi. Hiicreler, 25 cm?lik flasklara 5 mL FCS+DMEM ve 2.000.000 hiicre
olacak bicimde paylastirilip biiyiitiilmek iizere inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin
hiicrelerin yiizeye tutunup, tutunmadiklar1 kontrol edildikten sonra FCS+DMEM
karisimi1 uzaklastirilarak, flasklara % 0.1 oraninda BSA ihtiva eden DMEM eklendi.
1 saat BSA’li DMEM’de bekletilen hiicrelere Tablo 3.3’de belirtilen son
konsantrasyonlarda yolak inhibitorleri uygulandi. Inhibitér uygulamasimin ardindan
10 ng/mL olacak bigimde TNF-a sitokini uygulandi ve 6 saat sonunda 1000 rpm’de 5
dakika santrifiij yapilarak pellet alindi.
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3.2.5.1.3 Western Blot Tekniginde Kullamlmis Olan Soliisyonlar

Western Blot Teknigi ile protein esashi c¢aligmalarda kullanilmig olan

¢ozeltilerin; isim, konsantrasyon ve hazirlanis bigimleri Tablo 3.13’de belirtilmistir.

Tablo 3.13: Western Blot Tekniginde Kullanilmis Olan Soliisyonlar.

RIPA Tamponu % 1(v/v) Triton X100, 10 mM Tris-HCI
(pH:8), %0.1 (VIV) sodyum
deoxycholate, 1mM EDTA, 1mM
EGTA, %0.1 (v/v) SDS, 140 mM NacCl,

proteaz inhibitorii.

4 X Laemli Tamponu 0.125 M Tris-HCI (pH:6.8), %4 (w/v)
SDS, %10 (v/v) Gliserol, %10 (v/v) B-
Merkaptoetanol

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

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

SDS PAGE Yiiriitme Tamponu 25 mM Tris, 250 mM Gilisin, %0.1 (w/v)
SDS

Western Blot Transfer Tamponu 25 mM Tris, 192 mM Gilisin, %20 (v/v)
Metanol

10X Tris Tampon Tuzu (10X TBS) 10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH: 7.4

Stripping Tamponu 1 M Glycine, %1 SDS, pH: 2.5

Ponceau Boyasi 10 ml saf su igerisine 300 uL glasiyel
asetik asit, 0.033 g Ponceau boyasi
koyuldu. Saf su ile 30 mL’ye

tamamlandi.

3.2.5.1.4 Protein Orneklerinin Hazirlanmas1 (RIPA Tamponu ile)

Bolim 3.2.5.1.1 ve Bolim 3.2.5.1.2°de agiklandig1 bicimde hiicre pelletleri
hazirlandi. Hiicre pelletleri iki kez PBS ile yikanarak Tablo 3.13’de igerigi verilen

RIPA Tamponu ile ¢oziilerek siispanse hale getirildi.
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Stispanse haldeki ornekler buz iizerinde 45 dakika boyunca birka¢ defa
pipetaj yapmak suretiyle bekletildi. Siire sonunda érnekler +4 °C’de 13.500 rpm’de
10 dakika santrifiij edildi. Siipernatant kismi daha Oncesinde buzda bekletilerek
sogutulmus olan ependorflara alindi ve konsantrasyon belirlemesi yapildi.
Konsantrasyona bagli olarak gerekli hesaplamalar yapildiktan sonra Ornekler

boyanip, denatiire edilerek jele yiiklendi.

3.25.1.5 SDS-PAGE (Sodium Dodecyl Sulfate Polyacrylamide Gel

Electrophoresis)

Protein Orneklerinin  akim yardimiyla yiritilecegi SDS-PAGE jelini
hazirlamak amaciyla kullanilacak olan camlar ve elektroforez aparatlari dH,0 ve
%70’lik Etil Alkol ile temizlendi. Stok soliisyonlar o6nceden hazirlanip,
otoklavlanarak kullanima hazir hale getirildi. Yigma ve ayirma jelleri Tablo 3.14’de
gosterildigi sekilde hazirlandi. Protein drnekleri 30-50 pg olacak bigimde 4 X Laemli
ornek tamponu ile karistirildi ve drnekler 5 dakika boyunca 95 °C 1s1ya tabi tutularak
orneklerin denatiirasyonu saglandi. Denatiirasyona bagli buharlasma gz Oniinde
tutulup ornekler spin yapilarak jele yiiklendi. Thermo iriinii olan Protein marker 5
uL olacak sekilde jelin bir kuyusuna marker olarak yiiklendi. Elektroforez tanki
igerisinde % 0.1 SDS bulunduran 1X Yiiriitme Tamponu ile dolduruldu ve 6rnekler

90 volt akimda 2-2.5 saat yiiriitiildii.

Tablo 3.14: SDS-PAGE yigma ve ayirma jeli bilesenleri.

Jel Icerigi %10 %05
gerig Ayirma Jeli Yigma Jeli
Yigma Jeli Tamponu | - 2.5ml

Ayirma Jeli Tamponu | 2.5 mL -

Akrilamid:

Bisakrilamid (37.5:1) | > M- 125 mL
ddH,0 SmL 6.25 mL
%10 (w/v)Amonyum

Per Siilfat 100 L 100 L
TEMED 10 uL 10 uL
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3.2.5.1.6 Protein Orneklerinin Membrana Transfer Edilmesi

Jelde yiiriitiilmiis protein Orneklerini membrana aktarmak amaciyla PVDF
(0.45 um Milipore) membran kullanildi. Transfer islemi Bio-Rad Trans Blot (Bio-
Rad Laboratories) sistemi kullanilarak yapildi. Oncelikle yiiriitme islemi tamamlanan
jeller ilk olarak ytiiriitme tankindan, daha sonra yigma jelini uzaklastirmak suretiyle
de camlardan cikartilip dengelenmesi i¢in soguk transfer tamponunda 10 dakika
boyunca bekletildi. Kurutma kagitlar1 ve Metanol’de 1 dakika bekletilerek aktive
edilmis olan PVDF membranlarin biiytlikliigii jel ile orantili olacak sekilde ayarlandi.
Kurutma kagitlar, transfer aparatlar1 ve siingerler de soguk transfer tamponunda
bekletilerek 1slanmalar1 saglandi. Daha sonra transfer kasetinin negatif kismindan
baslayip siinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi ve siinger sirasi
gozetilerek sandvi¢ hazirlandi. Hazirlanan sandvi¢ iginde hava kabarciklarinin
birakilmamasina 6zen gosterildi. Daha sonra transfer kaseti, soguk transfer tamponu
ile doldurulmus olan Bio-Rad Trans Blot sistemine yerlestirildi ve 15 voltluk akim

ile +4 °C’de bir gece boyunca proteinlerin membrana transferi yapildi.

3.2.5.1.7 Protein Orneklerinin Tespit Edilmesi

Transfer sisteminden ¢ikarilan membranlar oncelikle 20 mL hacimdeki
bloklama soliisyonunda (% 0.1 Tween20 ve % 5 yagsiz siit tozu igeren 1X TBS) bir
saat boyunca oda sicakliginda vertical bigimde ¢alkalanarak bloklama islemine tabi
tutuldu. 1 saatin sonunda bloklama soliisyonu uzaklastirilarak membran 5’er dakika
% 0.1 Tween20 iceren 1 X TBS ile 3 kez yikandi. Primer (birincil) antikor ile bir
gece boyunca +4 °C’de muamele edilen PVDF membran, Sekonder (ikincil) antikor
ile de oda sicakliginda bir saat siireyle muamele edildi. Siire sonunda Sekonder
antikordan alinan membran 5’er dakika iginde % 0.1 Tween20 bulunduran 1X TBS
ile ii¢c kez yikandi. Protein bantlar1 ECL Substrat’t (Thermo, Pierce) kullanilarak

UVP goriintiileme cihazinda goriintiilendi.
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3.2.5.1.8 Sonuglarm Analiz Edilmesi

B-Aktin proteininin normalizator olarak kullanildigi deneylerde elde edilen

goriintiilerin Image J programiyla densitometrik analizleri yapildi.

3.2.6 DNA-Protein Etkilesimi Esash Deneylerde Kullanilan Metotlar

3.2.6.1 EMSA (Electrophoretic Mobility Shift Assay) Yontemi

EMSA, protein-niikleik asit interaksiyonlarini tespit etmek i¢in hizli ve hassas
bir yontemdir. Protein-niikleik asit kompleksinin elektroforetik hareketliliginin tipik
olarak serbest niikleik asidinkinden daha yavas oldugu gozlemine dayanmaktadir
[200]. DNA’nin hareketinde meydana gelen bu degisimler degerlendirmeye alinarak

diistiniilen protein ile etkilesim igerisinde olup olmadig: tespit edilebilmektedir.

3.2.6.1.1 insan Kemik Kanseri Hiicre Modeli’nden (Saos-2) Niiklear

Ekstraktlarin Hazirlanmasi

Kontrol grubu ve 24 saat siireyle 10 ng/mL TNF-a uygulanmis hiicrelerden
niiklear ekstraksiyon yapildi. Bu baglamda 75 cm? alana sahip flask 10 mL soguk
haldeki PBS ile yikandi. PBS uzaklastirildiktan sonra flask yiizeyi 3 mL TEN
tamponu ile kaplanarak buzda 5 dakika boyunca bekletildi. Bekleme sonrasinda
hiicreler kaziyict ile kazinarak 2 mL hacme sahip ependorflara aktarildi. 20 saniye
boyunca +4 °C’de 14.000 rpm’de santrifiij yapildi. Siipernatant uzaklastirildi ve
pellet soguk haldeki PBS’den 1.5 mL eklenip 5 dakika boyunca +4 °C’de 14.000
rpm’de santriflij edilerek yikandi. Stipernatant uzaklastirilarak 50 pL Tampon A ile
siispanse edildi ve ardindan buzda 15 dakika beklemeye birakildi. Beklemenin
ardindan Tampon A ile siispanse edilmis pellet instilin ignesi ile 5 kez lizize edildi.
Ardindan 20 saniye 14.000 rpm’de +4 °C’de santrifiij yapildi. Santrifiij sonrasinda
meydana gelen pellet Tampon C’den 60 pL alinarak tekrar siispanse hale getirildi ve
ardindan otuz dakika buzda beklemeye birakildi. Bekleme sonras1 5 dakika siiresince

14.000 rpm’de santrifiij yapildi.
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Stipernatant alinarak igerisindeki protein miktarinin konsantrasyonu tayin

edildi ve kiiciik hacimlere paylastirilarak -80 °C derin dondurucuya kaldirilds.

3.2.6.1.2 Oligoniikleotitlerin isaretlenmesi

Oligoniikleotitlerin  ucuna Biyotin takilmasi reaksiyonu Terminal
Deoksiniikleotidil Transferaz (Thermo #EP0161) enzimi yardimiyla gergeklestirildi.
Biyotinleme reaksiyonu bilesenleri Tablo 3.15°de verilmistir. Bu baglamda
bilesenlerin birlestirilmesiyle reaksiyon 15 dakika 37 °C’de 1s1ya tabi tutuldu. Hemen
ardindan 70 °C’de 10 dakika tutulup TdT enzminin inaktive olmasi saglanarak

reaksiyon sonlandirildu.

Tablo 3.15: Isaretleme reaksiyonu icerigi.

Bilesen Hacim (pL) Son konsantrasyon
5 X TdT reaksiyon 10 puL 1X

tamponu

Kontrol oligo (1 uM) 5uL 100 nM
Biotin-11-UTP (10 uM) | 2.5 uL 0.5 uM

TdT(20 U/uL) 2 uL 0.8 U/uL

Saf su 30.5 uL -

Son hacim 50 uL -

3.2.6.1.3 Oligoniikleotidlerin Cift zincirli hale gelmesi

Biyotinli ve Biyotinsiz oligoniikleotidler 95 °C’de 5 dakika boyunca 1siya tabi
tutularak cift zincirli hale gelmeleri saglandi. Siire sonunda cihazdan ¢ikarilan tiipler

oda sicakliginda sogumaya birakildi. Sogutulduktan sonra -20 °C’de saklandu.

58



3.2.6.1.4 Baglanma Reaksiyonunun Kurulmasi ve Jelde Yiiriitiilmesi

%6’lik konsantrasyona sahip EMSA jeli baglanma reaksiyonu kurulacagi
giinlin oncesinde Tablo 3.16’da gosterildigi gibi hazirlanarak yiirlitme tamponu
olarak kullanilan 0.5 X TBE’de bir gece polimerlesmeye birakildi. Ertesi giin Tablo
3.17°de gosterildigi sekilde baglanma reaksiyonu kurularak oda sicakliginda 2 saat
inkiibe edildi. Yiriitme oncesinde jel 30-60 dakika arasinda Amonyum Persiilfati
uzaklastirmak, jel 1sisin1 sabitlemek, sabitleyici faktér ve iyonlart dengelemek
amaciyla on ylriitmeye birakildi. Siire sonunda ornekler 6 X yiikleme boyasi ile

karistirilarak kuyucuklara 20 pL olarak yiiklenip 100 V’da 1 saat yiiriitiildii.

Tablo 3.16: %6’ik Jel icerigi.

Bilesenler Son Konsantrasyon
% 50’lik Gliserol % 4

% 40 Poli-Akrilamid % 6

sollisyonu

TEMED 0.001

5 X TBE tamponu 05X

% 10 Amonyum persiilfat | % 0.1

dH,0 4404 pL

Jel hacmi 6000 pL
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Tablo 3.17: Baglanma Reaksiyonu Icerigi.

. Reaksiyonlar Son
Bilesenler Konsantrasyon
Serbest R. Yarisma R. y
Ultra saf dH20 X uL X uL -
KCI (1M) - - 50 mM
10 X Baglanma
Tamponu 2uL 2 pL 1X
EDTA (200 mM) - - 10 mM
Poly (dI-dC)
1 uL 1 uL 50 ng/uLL
(Ipg/uL) " " =F
. 100.000
Biotinsiz DNA - 2 finol/uL.
Niiklear Ekstrakt X uL X uL Derisime baglh
Biotinli DNA 1 1 20 fmol/uL
TOPLAM 20 uL 20 uL -

3.2.6.1.5 Protein Orneklerinin Naylon Membrana Transfer Edilmesi

Jeldeki Orneklerin membrana transfer edilmesi amaciyla nylon membran
kullanildi. Transfer islemi Bio-Rad Trans Blot (Bio-Rad Laboratories) sistemi
kullanilarak yapildi. Oncelikle yiiriitme islemi tamamlanan jeller ilk olarak yiiriitme
tankindan, daha sonra da camlardan cikartildi. Biiytikliigii jel ile orantili olacak
sekilde ayarlanan membran soguk haldeki 0.5 X TBE tamponunda bekletildi.
Kurutma kagitlari, transfer aparatlari ve siingerler de soguk haldeki 0.5 X TBE
tamponunda bekletilerek 1slanmalart saglandi. Daha sonra transfer kasetinin negatif
kismindan baslayip siinger, kurutma kagidi, jel, membran, kurutma kagidi ve siinger
siras1 gozetilerek sandvi¢ hazirlandi. Hazirlanan sandvig i¢cinde hava kabarciklarinin
birakilmamasina 6zen gosterildi. Daha sonra transfer kaseti, soguk haldeki 0.5 X TBE
tamponu ile doldurulmus olan Bio-Rad Trans Blot sistemine yerlestirildi ve 100
voltluk akim ile +4 °C’de bir saat boyunca orneklerin transferi yapildi. Transfer islemi

sonrasinda membran kross-link reaksiyonuna tabi tutuldu.

60



Bu baglamda stre¢ film ile kaplanan membran UV i1s18inda 15 dakika
bekletilerek DNA’nin membrana baglanmasi saglandi. Daha sonrasinda membran
bloklama tamponu igerisinde oda sicakliginda 15 dakika boyunca calkalandi. Bu
siirenin sonunda LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo) protokoliine
gore bloklama, antikorlama, yikama ve dengeleme asamalar gergeklestirildi.
Biyotinle isaretlenmis DNA-protein kompleksi, ECL Substrat’1 (Thermo, Pierce)

kullanilarak UVP goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

61



4. BULGULAR

41  TNF-a’mmm Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin mRNA
Seviyesindeki Ekspresyonlarim Belirleme Calismalari

Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin Saos-2 hiicre hattinda TNF-a
uygulandiginda olusacak mRNA seviyesindeki ekspresyonunu belirlemek ig¢in
Bolim 3.2.2.2°de agiklandigi gibi Saos-2 hiicreleri biiyiitiiliip, Bolim 3.2.3.1°de
belirtilen konsantrasyonda TNF-a uygulandiktan sonra Bolim 3.2.3.3’de agiklanan
tiretici firmaya ait Kit protokolii uygulanmak suretiyle de hiicrelerden RNA
izolasyonu gerceklestirildi. Boliim 3.2.3.4°de agiklandigi gibi RNA miktarlari
belirlendikten sonra Bolim 3.2.3.5’de agiklanan bigimde de RNA Kalitesini
belirlemek amaciyla RNA jel elektroforezi (Sekil 4.1) yapildi. RNA’larda
degredasyon varligimmin goriilmemesinin ardindan konsantrasyonu 1000 ng RNA
kullanilacak  bicimde c¢DNA eldesi Bolim 3.2.3.6’da agiklandig1 {izere
gerceklestirildi. Daha sonra Béliim 3.2.3.7°de aciklandig1 bigimde Insan B-2 geni
primerleri kullanilip Klasik PZR islemi gerceklestirildi ve PCR {irlinleri Boliim
3.2.3.8’de belirtilen bi¢imde agaroz jelde yiiriitme islemine tabi tutularak (Sekil 4.2)
cDNA kalitesi belirleme analizleri yapildi. Sentezlenmis olan cDNA’larin
kullanilmasiyla Boliim 3.2.3.9°de aciklandigr gibi Gergek zamanli PZR uygulamalari
yapildi. Gergek zamanli PZR’da kullanilmis olan Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
genlerinin ekspresyon primerleri ve Insan B-2 mikroglobulin geninin ekspresyon

primerleri Tablo 4.1’ de verilmistir.

Tablo 4.1: Gen ifadesi belirleme deneylerinde kullanilmis olan primerler.

Primer Primer Dizisi

ADAMTS-2 Ileri 5’-CTGTGGCGACGAGGTGCG- 3’
ADAMTS-2 Geri 5’-GGTGCACACATAGTCCCGTCC- 3’
ADAMTS-3 leri 5’-GGAACACTGCACCAAAACCT- 3’
ADAMTS-3 Geri 5’-TGTCTCCCAAACATGGTTCA- 3’
HP-2 ileri 5-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3
HB-2 Geri 5-CATGTCTCCATCCCACTTAACT-3’
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Sekil 4.1: Saos-2 hiicre hattinda kontrol ve TNF-a uygulanmis drneklerin RNA jel
elektroforezi goriintiisii.

1: Saos-2 RNA’s1, 2: 1 saat TNF-a uygulanmis RNA, 3: 3 saat TNF-a
uygulanmis RNA, 4: 6 saat TNF-o uygulanmig RNA, 5: 24 saat TNF-o uygulanmis
RNA, 6: 48 saat TNF-a uygulanmis RNA.

N.K.

Sekil 4.2: cDNA Kontrolii I¢in Agaroz Jel Elektroforezi Goriintiisii.

P.K.: Pozitif Kontrol cDNA’s1, 1: Saos-2 cDNA’s1, 2: 1 saat TNF-a uygulanmis
cDNA, 3: 3 saat TNF-a uygulanmis cDNA, 4: 6 saat TNF-a uygulanmis cDNA, 5:
24 saat TNF-a uygulanmig cDNA, 6: 48 saat TNF-a uygulanmis cDNA, N.K.:
Negatif Kontrol cDNA’s1.
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Izole edilen RNA’larin degrede olmadif1 ve sentezlenen cDNA’larin calisir
durumda olduklarinin tespitinin ardindan Gergek zamanli PCR c¢alismalar
yapilmistir. Bu c¢alismalar sonucunda yapilan degerlendirmeler neticesinde TNF-
o 'nin Saos-2 hiicrelerindeki ADAMTS-2 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyonunu
indiikledigi belirlenmistir. Bu indiiklenmenin c¢alisilan tiim saat dilimlerinde
meydana geldigi ancak en belirgin indiiklenmenin 17 kat ile 3. saat diliminde

gergeklestigi ve istatistiksel olarak da anlamli deger tasidig tespit edilmistir.

TNF-a aracili ADAMTS-3 geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonunu tespit
etmek amaciyla Insan Osteosarkoma hiicre modeli olan Saos-2 hiicrelerine TNF-a
uygulanmis ve sonrasinda Gergek zamanli PCR c¢alismalari yapilmigtir. Bu
caligmalar neticesinde eclde edilen sonuglar; TNF-o'nin Saos-2 hiicrelerindeki
ADAMTS-3 geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonunu belirli zaman dilimlerinde
indiikledigini gdstermistir. En belirgin indiiklenmenin 23 kat ile 3. saat diliminde
gergeklestigi ve 1. Saat dilimindeki indiiklenmenin de istatistiksel olarak anlamli

deger tasidig tespit edilmistir.

ADAMTS-2
20- -

at
-
o
’l

o
N

Sekil 4.3: TNF-a’nin ADAMTS-2 genine mRNA diizeyindeki etkisi.
(*p=<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kiigiik deger)
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Sekil 4.4: TNF-o’nin ADAMTS-3 genine mRNA diizeyindeki etkisi.
g y
(*p<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kiigiik deger)

30 -
25 -
20 -
<
=
e 15 -
= m ADAMTS-2
* 10 - m ADAMTS-3
5 .
0 4
Saos-2 +TNF-a +TNF-a +TNF-a + TNF-a + TNF-a
1 Saat 3 Saat 6 Saat 24 Saat 48 Saat
Zaman

Sekil 4.5: TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerine mRNA diizeyindeki
etkisinin karsilastirmali gosterimi.

(*p<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kiiciik deger)
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42 TNF-’mm ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin  mRNA
Diizeyine Olan Etkisinin Yolak Inhibitorleri Varhiginda Belirlenmesi

Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 geninin Saos-2 hiicre hattinda TNF-a
uygulandiginda olusacak mRNA seviyesindeki ekspresyonunu belirlemek igin
Boliim 3.2.2.2°de acgiklandig1 gibi Saos-2 hiicreleri biiyiitiiliip, Bolim 3.2.3.1°de
belirtilen konsantrasyonda TNF-a ve Boliim 3.2.3.2°de belirtilen konsantrasyonlarda
yolak inhibitorleri uygulandiktan sonra Boliim 3.2.3.3’de acgiklanan iiretici firmaya
ait kit protokolii wuygulanmak suretiyle de hiicrelerden RNA izolasyonu
gerceklestirildi. Bolim 3.2.3.4’de acgiklandigr gibi RNA miktarlar1 belirlendikten
sonra Boliim 3.2.3.5’de agiklanan bicimde de RNA kalitesini belirlemek amaciyla
formaldehit agaroz jel elektroforezi (Sekil 4.6) yapildi. RNA’larda degredasyon
varliginin goriilmemesinin ardindan konsantrasyonu 1000 ng RNA kullanilacak
bicimde cDNA eldesi Bolim 3.2.3.6’da agiklandig1 tlizere gergeklestirildi. Daha
sonra Boliim 3.2.3.7°de aciklandig1 bicimde Insan B-2 mikroglobulin geni primerleri
kullanilip Klasik PZR islemi ger¢eklestirildi ve PZR iirlinleri Bolim 3.2.3.8’de
belirtilen bigimde agaroz jelde yiiriitme islemine tabi tutularak (Sekil 4.7) cDNA
kalitesi belirleme analizleri yapildi. Sentezlenmis olan cDNA’larin kullanilmasiyla
Boliim 3.2.3.9°de agiklandig1 gibi Ger¢ek zamanli PZR uygulamalart yapildi. Gergek
zamanli PCR’da kullanilmis olan Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin
ekspresyon primerleri ve Insan B-2 mikroglobulin geninin ekspresyon primerleri

Tablo 4.1° de verilmistir.
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Marker

Sekil 4.6: Saos-2 hiicre hattinda TNF-a ve yolak inhibitdrleri uygulanmis
orneklerin RNA jel elektroforezi goriintiisii.

1: TNF-a uygulanmis RNA, 2: TNF-a ve MEK Inhibitérii uygulanmis RNA, 3:
TNF-o ve PI3K Inhibitérii uygulanmis RNA, 4: TNF-a ve JNK Inhibitorii
uygulanmis RNA, 5: TNF-a ve NF«kB Inhibitérii uygulanmis RNA.

L LI

Sekil 4.7: cDNA Kontrolii igin Agaroz Jel Elektroforezi Géoriintiisii.

P.K.: Pozitif Kontrol ¢cDNA’s1 1: Kontrol Grubu (Saos-2) ¢cDNA’s1, 2: TNF-a
uygulanmis cDNA 3: TNF-a ve MEK Inhibitorii uygulanmis cDNA, 4: TNF-a ve
PI3K Inhibitérii uygulanmis cDNA, 5: TNF-a ve JNK Inhibitorii uygulanmis cDNA,
6: TNF-a ve NFxB Inhibitorii uygulanmis cDNA, 7: Negatif Kontrol

Sitokinler hiicresel islevlerini hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarini1 kullanarak
yerine getirirler. Inflamatuvar bir sitokin olan TNF-a’nin Saos-2 hiicrelerindeki
ADAMTS-2 geninin mRNA diizeyindeki ekspresyonunda hangi yol ya da yollar
kullandiginin tespiti igin hiicrelere TNF-a’nin yani sira hiicre i¢i sinyal iletim yolak

inhibitorleri de uygulanmstir.
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Bu uygulama sonrasinda gergeklestirilen Ger¢ek zamanli PZR sonuglari
neticesinde TNF-a’nin  Saos-2 hiicrelerindeki ADAMTS-2 geninin - mRNA
diizeyindeki ekspresyonunu 20 kat arttirdig1; yolak inhibitorleri uygulandiginda ise
bu ekspresyon indiiklenmesinin MEK, PI3K ve JNK vyolaklarinda neredeyse
tamamiyla baskilandigi, NF-kB yolaginda ise 2.2 kata kadar olacak sekilde azaldigi
tespit edilmistir. Bunun yami sira MEK ve JNK yolaklarindaki baskilanmanin

istatistiksel olarak da anlamli deger tasidig1 p degeri hesaplanarak ortaya konmustur

(Sekil 4.8).

TNF-a aracili ADAMTS-3 geninin mRNA seviyesindeki ekspresyonunda
kullandig1 yol ya da yolaklari belirlemek igin Saos-2 hiicrelerine TNF-a ve yolak
inhibitorleri uygulanmig ve sonrasinda Gergek zamanlt PZR caligsmalar1 yapilmistir.
Bu ¢alismalar neticesinde; TNF-a’nmin Saos-2 hiicrelerindeki ADAMTS-3 geninin
MRNA seviyesindeki ekspresyonunu yaklasik 6 kat arttirdigi; hiicre i¢i sinyal iletim
yolak inhibitorleri uygulanan hiicrelerde ADAMTS-3 gen ekspresyonunun en
belirgini MEK yolaginda olmak iizere ¢alisilan tiim yolaklarda baskilandigi ve bu
sonucun istatistiksel olarak da anlamli deger tasidigi tespit edilmistir (Sekil 4.9).

36 ADAMTS-2 *

32 T " \
28 o

24 4
20 +
16 1

Kat mRNA

12 -

Saos-2 +TNF-a  +TNF-a  +TNF-a  +TNF-a  +TNF-a
+MEK  +PI3K +INK +NFkB

Sekil 4.8: TNF-a’nin yolak inhibitdrlerinin ADAMTS-2 genine mRNA diizeyindeki
etkisinin gdsterimi.

(*p<0.05-0.01 araligindaki deger, **p<0.01’den kiiciik deger)
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Sekil 4.9: TNF-o’nin yolak inhibitdrlerinin ADAMTS-3 genine mRNA
diizeyindeki etkisinin gosterimi.

(*p<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kiigiik deger)

4.3  Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Promotorlarmin Islevsel Analizi

4.3.1 1Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Promotorlarimin Restriksiyon

Endoniikleaz Kontrol Kesimi

Laboratuvarimizda gergeklestirilen daha onceki ¢alismalarda Dr. Ogr. Uy.
Meltem ALPER ve Dr. A. Tugsen AYDEMIR sirastyla ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
promotorlarint klonlamiglardir. Bu klonlama dogrultusunda her bir gen i¢in 4 adet
konstrakt olusturulmus ve olusturulan ADAMTS-2 konstraktlar1 Sekil 4.11°de,
ADAMTS-3 konstraktlar1 ise Sekil 4.12°de verilmistir. Transfeksiyon deneylerine
gecmeden Once olusturulan bu promotor konstraktlarmin maxi-prep plazmit
izolasyonu yapilarak Tablo 4.2°de verilen Restriksiyon Endoniikleaz enzimleriyle

kontrol kesimi yapilip, goriintiilenmis ve bu goriintii Sekil 4.13’de verilmistir.
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Tablo 4.2: ADAMTS-3 ve ADAMTS-2 Promotor Konstraktlarin kontrol
kesiminde kullanilan enzim listesi.

Konstrakt Enzim
ADAMTS-3 [-131/+40] Xhol ve Sacll
ADAMTS-3 [-576/+40] Sacll
ADAMTS-3 [-899/+40] Xhol ve HindllII
ADAMTS-3 [-1340/+40] Xhol ve Hindlll
ADAMTS-2 [-656/+110] Xhol ve Sacll

=70
Lusiferaz

-214 I
Lusiferaz

-420
Lusiferaz

-656

Lusiferaz

Sekil 4.10: ADAMTS-2 promotor konstraktlari.
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Sekil 4.11: ADAMTS-3 promotor konstraktlari.
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Sekil 4.12: ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarinin restriksiyon
endoniikleaz kontrol kesimi goriintiisii

M: Marker 1: ADAMTS-3 [-131/+40], 2: ADAMTS-3 [-576/+40], 3: ADAMTS-3 [-
899/+40], 4: ADAMTS-3 [-1340/+40], 5: ADAMTS-2 [-656/+110].

4.3.2 Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Metoduyla Gegici
Transfeksiyonun Sekrete Edilen Lusiferaz Sisteminde Optimizasyonu

Kalsiyum-Fosfat presipitasyon metoduyla transient transfeksiyon ¢alismalar1
Béliim 3.2.4.1°de agiklandig1 bicimde insan kemik kanseri hiicre modeli olan Saos-2

hiicrelerinde gerceklestirildi.
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Gergeklestirilen transfeksiyonun optimize edilmesi amaciyla viral promotora
sahip pMET-Luc Kontrol vektorii ve herhangi bir promotor icermeyen pMET-Luc
Reporter vektorii Saos-2 hiicrelerine transfekte edildi. Bu iki vektor sisteminin tercih
edilmesinin sebebi; yiiksek aktivite gostermesi beklenen ve viral promotora sahip
pMET Luc Kontrol vektoriiniin transfeksiyon aktivitesinin degerlendirilmesi igin
pozitif kontrol niteliginde olmas1 bunun yani sira herhangi bir promotor igermeyen
pMET Luc Reporter vektoriiniinse negatif kontrol niteliginde olmasidir. Bu bilgiler
dogrultusunda gergeklestirilen transfeksiyon calismalarinda viral promotora sahip
pMET Luc Kontrol vektoriiniin yiiksek aktivite gosterdigi ve bununla birlikte
herhangi bir promotor icermeyen pMET Luc Reporter vektdriiniinse beklendigi gibi
arka plan etkinligi gostermedigi ve transfeksiyon sisteminin calistiginin tespiti

gerceklestirilmistir. Bu baglamdaki optimizasyon sonuglar1 Sekil 4.14°de verilmistir.

0,6

0,5

0,4

0,3

0,2

0,1

pMet Luc Kontrol pMet Luc Reporter

Sekil 4.13: Transfeksiyon etkinligi.
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433 insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Bazal Promotor
Aktivitesinin Tespit Edilmesi

Bazal aktivitenin belirlenmesi amaciyla yapilan ¢aligmalarda daha 6ncesinde
Dr. Ogr. Uy. Meltem Alper tarafindan pMet Luc Reporter vektdriine klonlanmasi
gerceklestirilen ADAMTS-2 promotoru ve Dr. A. Tugsen Aydemir tarafindan yine
pMet Luc Reporter vektoriine klonlanmasi gerceklestirilen ADAMTS-3 promotoru
Bo6lim 3.2.4.1°de anlatilan deney kapsaminda 1 pg konsantrasyona sahip olacak
sekilde, transfeksiyon basarisinin normalizasyonu ig¢in kullanilan pSeap2-Kontrol
vektorii de 0.5 pg konsantrasyona sahip olacak sekilde Insan Kemik Kanseri hiicre
modeli olan ve 12 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 250.000 hiicre olacak
bi¢imde paylastirilan Saos-2 hiicrelerine transfekte edildi. 48 ve 72 saat olarak
belirlenen inkiibasyon zamanlarinin sonunda transfeksiyon medyumundan 100 pL
alinarak Bolim 3.2.4.2°de belirtildigi gibi lusiferaz aktivitesi ve Boliim 3.2.4.3’de
belirtigi gibi de SEAP aktivitesi ol¢iildii. Daha sonra 6l¢iim sonucunda elde edilen
Lusiferaz degerleri SEAP degerlerine boliinerek aktivasyon tayini gergeklestirilip,
sonuclar Sekil 4.15 ve Sekil 4.16’da verilmistir.

r’ +110

Lusiferaz

-70

-214

Lusiferaz

-420
Lusiferaz

Lusiferaz | [-656/+110] _

0 001 002 003 004 005 006 007
LUC/SEAP

-656

Sekil 4.14: Insan ADAMTS-2 Promotorunun Bazal Aktivitesi.

Tasarlanan deney planit kapsaminda ADAMTS-2 geninin yalnizca en uzun
konstraktinin [-656/+110] bazal aktivitesine bakilmis ve aktif oldugu sonucuna

varilmistir.
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Sekil 4.15: Insan ADAMTS-3 promotorunun bazal aktivitesi.

Insan ADAMTS-3 promotorunun bazal aktivitesinin belirlenmesi amaciyla
gerceklestirilmis olan transient transfeksiyon deneylerinde en diisiik transkripsiyonel
aktivitenin 1380 bg¢’lik [-1340/+40] promotor konstraktinda goriildiigii, bunun yani
sira en yiiksek transkripsiyonel aktiviteninse 171 bg¢’lik [-131/+40] promotor

konstraktinda oldugu belirlenmistir.

4.3.4 TNF-a sitokininin Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotoruna

etkisinin belirlenmesi

Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin bazal promotor aktivitesi Boliim
3.2.4.1°de agiklandig1 gibi gergeklestirilen transient transfeksiyon calismalariyla
belirlenmis, elde edilen sonuclar ADAMTS-2 promotoru i¢in Sekil 4.15°de,
ADAMTS-3 promotoru icinse Sekil 4.16°da verilmistir. TNF-a sitokininin Insan
ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotoruna etkisinin tespiti i¢in Bolim 3.2.4.1°de
aciklandigi gibi Saos-2 hiicrelerine ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotor pargalari
transfekte edilmis, bunun yan1 sira 10 ng/mL olacak sekilde de TNF-a sitokini
uygulanmistir. 48 ve 72 saat olarak belirlenen inkiibasyon zamanlarimin sonunda
transfeksiyon medyumundan 100 pL alinarak Bolim 3.2.4.2°de belirtildigi gibi
lusiferaz aktivitesi ve Boliim 3.2.4.3’de belirtigi gibi de SEAP aktivitesi ol¢tilmiistiir.
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Daha sonra ol¢iim sonucunda elde edilen Lusiferaz degerleri SEAP
degerlerine boliinerek aktivasyon tayini gergeklestirilip, sonuglar bazal promotor

aktiviteleriyle kiyaslanarak Sekil 4.17 ve Sekil 4.18’de verilmistir.
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Sekil 4.16: TNF-a sitokininin ADAMTS-2 promotor aktivitesine etkisi.
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Sekil 4.17: TNF-q sitokininin ADAMTS-3 promotor aktivitesine etkisi.

(*p<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kiiciik deger) yildizlar yanlis
konulmus
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Gergeklestirilen analizler neticesinde TNF-a sitokininin ADAMTS-2’nin 766
b¢’lik [-656/+110] promotor aktivitesini bazal aktivite ile kiyaslandiginda yaklasik 6

kat oraninda indiikledigi belirlenmistir.

ADAMTS-3 promotoru igin gergeklestirilen analizler neticesinde bazal
promotor aktivitesine kiyasla 171 bg’lik, 616 bg’lik ve 939 b¢’lik konstraktalarda
TNF-a sitokininin indiikleyici bir etki gostermedigi ancak 1380 bg’lik konstraktta
yaklasik 7 kata varan bir indiiklenmeye sebep oldugu ve bunun istatistiksel olarak da

anlamli deger tasidig1 belirlenmistir.

435 TNF-a yolak inhibitérlerinin Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3

promotorlarina etkisinin belirlenmesi

TNF-a sitokininin insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin en uzun
promotor konstraktlarin1 upregiile ettigi Boliim 4.3.4’de anlatilan ¢aligmalarla
belirlendi. Bu regiilasyonun hangi hiicre ici sinyal iletim yolaklarimi1 kullanarak
gerceklestirildiginin - belirlenmesi  amaciyla  Saos-2  hiicrelerine  promotor
konstraktlarinin Boliim 3.2.4.1°de anlatildig1 bicimde transfeksiyonu yapildi. Bunun
yant sira 10 ng/mL olacak sekilde TNF-a ve Tablo 3.3’de belirtilen
konsantrasyonlarda hiicre i¢i sinyal iletim yolak inhibitorleri uygulandi. 48 ve 72 saat
olarak belirlenen inkiibasyon zamanlarinin ardindan transfeksiyon medyumundan
100 pL alinarak Bolim 3.2.4.2°de belirtildigi gibi lusiferaz aktivitesi ve Boliim
3.2.4.3’de belirtigi gibi de SEAP aktivitesi 0Ol¢iildii. Daha sonra 6l¢iim sonucunda
elde edilen Lusiferaz degerleri SEAP degerlerine boliinerek aktivasyon tayini
gerceklestirilip, TNF-o uygulanmis hiicrelerden elde edilen degerler bazal promotor
aktivitesiyle, yolak inhibitorii uygulanmis hiicrelerden elde edilen degerler de TNF-a
uygulanmig promotor aktiviteleriyle kiyaslanarak sonuglar Sekil 4.19 ve Sekil

4.20°de verildi.
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Sekil 4.18: TNF-a yolak inhibitérlerinin ADAMTS-2 promotor aktivitesine
etkisi.
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Sekil 4.19: TNF-a yolak inhibitérlerinin ADAMTS-2 promotor aktivitesine
etkisi.

(*p<0.05-0.01 Araligindaki deger, **p<0.01’den kii¢lik deger)
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Gergeklestirilen analizler neticesinde TNF-a sitokininin ADAMTS-2 geninin
766 bg’lik [-656/+110] promotor aktivitesini arttirici etkisinin PI3K ve NF-«kB yolak
inhibitorleri uygulandiginda yaklasik olarak sirasiyla 3.2 ve 2.5 kata kadar
baskilandigi belirlendi.

ADAMTS-3 promotoru i¢in gergeklestirilen analizler neticesinde TNF-a
sitokininin ADAMTS-3 geninin 1380 bg¢’lik [-1340/+40] promotor aktivitesini
upregiile edici etkisinin MEK ve JNK yolak inhibitorleri uygulandiginda yaklasik
olarak sirasiyla 2.3 ve 2.1 kata kadar baskilandigi, MEK yolundaki baskilanmaninsa

istatistiksel olarak da anlamli deger tasidigi belirlenmistir.

44  TNF-¢’mmn Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Protein
Seviyesindeki Ekspresyonlarim Belirleme Calismalari

441 TNF-a’mmn insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Protein

Seviyesindeki Ekspresyonlarimin Western Blot ile Tespit Edilmesi

Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin Saos-2 hiicre hattinda TNF-a
uygulandiginda olusacak protein seviyesindeki ekspresyonunu belirlemek i¢in Bolim
3.2.2.2°de agiklandig1 gibi Saos-2 hiicreleri biiyiitiiliip, Bolim 3.2.5.1.1°de belirtilen
sekil ve konsantrasyonda TNF-a uygulandiktan sonra Bolim 3.2.5.1.4’de agiklanan
RIPA tamponuyla izolasyon protokolii uygulanmak suretiyle de hiicrelerden protein
izolasyonu gergeklestirildi. Deney ve kontrol gruplari i¢in protein miktar1 30-50 pg
olacak sekilde esit olarak ayarlanmigs olan ekstraktlar SDS-Poliakrilamid jel
elektroforezinde yiiriitiildii.

Bunu takiben jeldeki proteinler membrana aktarilarak, 1 pg/mL
konsantrasyonda primer ADAMTS-2 antikoru (ab125226-Abcam), 1:500 oraninda
primer ADAMTS-3 antikoru (y058016-Abm) ve 1:5000 oraninda ise sekonder
antikorla (goat, anti-rabbit) (Ab97069-Abcam) muamele edilerek isaretlendi. ECL
sistem kullanilarak 1s1ma otoradyografik olarak belirlendi. Normalizasyon amaciyla
ayn1 membran beta aktin antikoru (Ab8227-Abcam) ile de isaretlenerek Image J

programi ile yogunluk analizi yapildi.
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Sekil 4.20: TNF-o’nin ADAMTS-2 genine protein diizeyindeki etkisi.

Yapilan densitometrik analizler sonucunda 10 ng/mL konsantrasyonda
uygulanmis olan TNF-o’nin Insan ADAMTS-2 geninin protein seviyesindeki
ekspresyonunu 3. ve 6. saat dilimlerinde sirasiyla 2,1 ve 2,2 kat indiikledigi

belirlenmistir (Sekil 4.20).
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Sekil 4.21: TNF-o’nin ADAMTS-3 genine protein diizeyindeki etkisi.

Yapilan densitometrik analizler sonucunda 10 ng/mL konsantrasyonda
uygulanmis olan TNF-o’nin Insan ADAMTS-3 geninin protein seviyesindeki
ekspresyonunu en yiiksegi 48. saat diliminde olmak iizere tiim saat dilimlerinde
arttirdigt ve 3. saattaki artisin da istatistiksel olarak anlamli deger tasidigi

belirlenmistir (Sekil 4.21).

442 TNF-’mm ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 Genlerinin Protein
Diizeyine Olan Etkisinin Yolak Inhibitorleri Varhginda Western Blot

Belirlenmesi

TNF-a sitokininin Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin protein
seviyelerine etki ederken hangi hiicre igi sinyal iletim yol ya da yolaklarini
kullandiginin belirlenmesi amaciyla insan kemik kanseri hiicre modeli olan Saos-2
hiicreleriyle Boliim 3.2.5.1.2°de anlatildig1 gibi yolak inhibisyon ¢alismalar1 kuruldu.
Bu baglamda Saos-2 hiicrelerine 10 ng/mL olacak sekilde TNF-a ve Tablo 3.3’de
belirtilen konsantrasyonlarda hiicre i¢i sinyal iletim yolak inhibitdrleri uygulandi.
Bolim 3.2.5.1.4°de aciklanan RIPA tamponuyla izolasyon protokolii uygulanarak

hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirildi.
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Protein izolasyonu sonucunda izole edilen protein miktarinin tayini yapildi.
Deney ve kontrol gruplar igin protein miktart 30-50 pg olacak sekilde esit olarak
ayarlanip, protein drnekleri SDS-Poliakrilamid jel elektroforezinde yiiriitiildii.

Bunu takiben jeldeki proteinler membrana aktarilarak, 1 pg/mL
konsantrasyonda primer ADAMTS-2 antikoru (ab125226-Abcam), 1:500 oraninda
primer ADAMTS-3 antikoru (y058016-Abm) ve 1:5000 oraninda ise sekonder
antikorla (goat, anti-rabbit) (Ab97069-Abcam) muamele edilerek isaretlendi. ECL
sistem kullanilarak 1s1ma otoradyografik olarak belirlendi. Normalizasyon amaciyla
aynt membran beta aktin antikoru (Ab8227-Abcam) ile de isaretlenerek Image J

programt ile yogunluk analizi yapildi.
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+MEK +PI3K +JNK +NFxB
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Sekil 4.22: TNF-o’nin yolak inhibit6rlerinin ADAMTS-2 genine protein
diizeyindeki etkisinin gosterimi.

Yapilan densitometrik analizler sonucunda 10 ng/mL konsantrasyonda
uygulanmis olan TNF-o’nin insan ADAMTS-2 geninin protein seviyesindeki
ekspresyonunu indiikleyici etkisinin yolak inhibitorleri uygulanan tiim yolaklarda
baskilandigi ve bu baskilanmanin yaklasik olarak 2.4 kat ile en fazla NF«kB yolaginda
gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.23: TNF-a’nin yolak inhibit6rlerinin ADAMTS-3 genine protein
diizeyindeki etkisinin gdsterimi.

Yapilan densitometrik analizler sonucunda 10 ng/mL konsantrasyonda
uygulanmis olan TNF-o’nmin Insan ADAMTS-3 geninin protein seviyesindeki
ekspresyonunu indiikleyici etkisinin yolak inhibitdrleri uygulanan tiim yolaklarda
baskilandigi ve bu baskilanmanin yaklasik olarak 2.5 kat ile en fazla NF«B yolaginda
gerceklestigi belirlenmistir (Sekil 4.23).

45 1Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarinin EMSA
deneyleri kullanilarak STAT-3 ve NFkB transkripsiyon faktorlerinin

islevsel baglanma analizlerinin tespit edilmesi

Promotor, bir genin transkripsiyonunun baslatildig:r kisimdir. Transkripsiyon
faktorleri de genin promotor kismina baglanarak gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde rol oynarlar. Bu baglamda genin promotor kismina hangi
transkripsiyon faktorlerinin baglanacaginin bilinmesi, ilgili genin transkripsiyonel

anlamda nasil regiile edildiginin anlasilmasini saglayacaktir.
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Buradan hareketle Insan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarmdaki
muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerine STAT-3 ve NFkB’nin
baglanirhiginin tespiti amaciyla Bolim 3.2.6.1°de agiklandigi bigimde gibi EMSA
deneyleri gergeklestirildi. Insan kemik kanseri hiicre modeli olan 10 ng/mL TNF-a
uygulanmis ve uygulama yapilmamis Saos-2 hiicrelerinden Bolim 3.2.6.1.1°de
anlatildigit gibi niiklear ekstraksiyon gerceklestirildi. EMSA deneylerinde
kullanilmak iizere tasarlanmis olan problar (Tablo 4.3) Terminal Deoksiniikleotidil
Transferaz enzimi yardimiyla Boliim 3.2.6.1.2°de aciklandig1 bigimde biyotinlendi.
Biyotinli problar, biyotinsiz problar ve kullanilacak olan transkripsiyon faktorleri
Bolim 3.2.6.1.3’de aciklandigi bicimde anneal edilerek ¢ift zincirli hale getirildi.
DNA-protein etkilesimi temeline dayanan EMSA deneyi i¢in DNA ve protein
ornekleri yukarida bahsedildigi gibi hazirlandiktan sonra Bolim 3.2.6.1.4°de
aciklandigi gibi baglanma reaksiyonu kuruldu. Baglanma reaksiyonunda biyotinsiz
problar ve transkripsiyon faktorleri, biyotinli problara gére ADAMTS-2 i¢in 4000 kat
ADAMTS-3 iginse 3000 Kkat fazla olacak bigimde kullanildi. Baglanma
reaksiyonunun ardindan 6rnekler Tablo 3.16°da belirtilen icerige sahip jelde Boliim
3.2.6.1.4’de aciklandigr gibi yiriitildi. Yiriitme islemi sonrasinda Bolim
3.2.6.1.5°de agiklandig1 bigimde Orneklerin naylon membrana transferi
gerceklestirildi. Transfer islemi sonrasinda membran kross-link reaksiyonuna tabi
tutuldu. Bu baglamda stre¢ film ile kaplanan membran UV i1s18inda 15 dakika
bekletilerek DNA’nin membrana baglanmasi saglandi. Daha sonrasinda membran

bloklama tamponu icerisinde oda sicakliginda 15 dakika boyunca ¢alkalandi.

Bu siirenin sonunda LightShift® Chemiluminescent EMSA Kit (Thermo)
protokoliine gore bloklama, antikorlama, yikama ve dengeleme asamalari
gerceklestirildi. Biyotinle isaretlenmis DNA-protein kompleksi, ECL Substrat’t

(Thermo, Pierce) kullanilarak UVP goriintiileme cihazinda goriintiilendi.

83



Tablo 4.3: EMSA galismalarinda kullanilmis olan ADAMTS-2 promotor pargalari ve

konsensus problar ve sahip olduklar1 baglanma motifleri

Icerdigi
Prob Adi Dizisi Baglanma
Motifi
5' GCCTCCTCCGCCCCGCGCCCTGCGGTGCTGCA 3'
[-143/-111] E2F
3' CGGAGGAGGCGGGGCGCGGGACGCCACGACGT &'
5' TCCGCGCTCCCCCGCCCGCCCCTCCGCGCCTC 3
[-175/-143] GC, SP1
3' AGGCGCGAGGGGGCGGGCGGGGAGGCGCGGAG 5'
5' CCGCGCCceaeaeeeeaeacec 3
[-190/-184] TF2B
3' GGCGCGGGGCGCGGGGCGCGG &'
[.436/-400] 5' CAGGGGGATGCACCCCTTGAATTCCAGGGCTGATGGG 3 STAT,
3' GTCCCCCTACGTGGGGAACTTAAGGTCCCGACTACCC 5 NF«B
NEB 5" AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3° Konsensus
K
5’ GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT 3’ Dizi
STAT3 5’ GATCCTTCTGGGAATTCCTAGA 3’ Konsensus
5 GATCTAGGAATTCCCAGAAGGATC 3’ Dizi

Tablo 4.4: EMSA caligmalarinda kullanilmig olan ADAMTS-3 promotor pargalari ve

konsensus problar ve sahip olduklari baglanma motifleri

Icerdigi
irgb Dizisi Baglanma
! Motifi
-131/- 5S’GCTCAAATTTCATTTTCATTGAAGCAAAG3’ STAT
103 5S’CTTTGCTTCAATGAAAATGAAATTTGAGC3’
-324/- 5’ATGGTGCTCGAAAAGCCTCGAAAAAGCTGC3’ E2F
295 5’GCAGCTTTTTCGAGGCTTTTCGAGCACCAT3’ CCAAT
-838/- 5’TCGGACCCTCCCCCTTCCTATAATTAA3’ GC-KL-
812 S’TTAATTATAGGAAGGGGGAGGGTCCGA3’ AP-STAT
-973/- 5’GACTGGTGCCTGGAAGGGAGATCACCGCGTGGTTAAG3’ STAT
937 5’CTTAACCACGCGGTGATCTCCCTTCCAGGCACCAGTC3
-1084/- | S’ TTAGTTTTAAAAGATACCACGTCCTTTCCTTGACTCCACCCGGAT3’ Ebox-AP1
1040 5 ATCCGGGTGAGTCAAGGAAAGGACGTGGTATCTTTTAAAACTAAS
-1225/- 5'CTAGGATTCCAGCAAACTCTC3 STAT
1205 5'GAGAGTTTGCTGGAATCCTAG3
-1278/- 5TCTGCTTTCTGGAAAGCACCS' STAT
1259 5'GGTGCTTTCCAGAAAGCAGA3'
NF«B 5’AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC3’ Konsensus
5’GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT3’ dizi
STAT 5S’GATCCTTCTGGGAATTCCTAGA3’ Konsensus
5’GATCTAGGAATTCCCAGAAGGATC3’ dizi
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Sekil 4.24: ADAMTS-2 promotoruna ait problarin lokalizasyonu
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Sekil 4.25: ADAMTS-3 promotoruna ait problarin lokalizasyonu

Yapilan EMSA deneyleri sonucunda elde edilen goriintiiler analiz
edildiginde; TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2 hiicrelerinden
ekstrakte edilmis niiklear ekstraktlarin kullanildigt ADAMTS-2 [-143/-111] probuyla
gerceklestirilen c¢alismada yalnizca biyotinli problarin yer aldigt ve yarisma
yapilmayan kuyularda baglanma gerceklemesine bagli olarak kompleks olusumunun
goriildiigii belirlendi. Her iki grupta da biyotinlenmis ADAMTS-2 [-143/-111]
probuyla yarismaya giren ve 4000 kat oraninda kullanilan biyotinsiz probun oldugu
kuyularda bant olusumu gozlenmemis ve gerceklesen baglanmanin spesifik oldugu
sonucuna varimistir. Bu sonucun yam sira transkripsiyon faktorleri baglanma
bolgelerinin tespiti i¢in ayni membran iizerinde biyotinlenmis ADAMTS-2 [-143/-
111] probuyla, biyotinsiz ve 4000 kat oraninda kullanilan STAT-3 ve NFkB
transkripsiyon faktorleri yarismaya tabi tutularak bant olusmadigr gozlenmis ve her
iki transkripsiyon faktoriiniin de bolgeye spesifik baglanma gosterdigi sonucuna
ulasilmistir (Sekil 4.26).
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Sekil 4.26: ADAMTS-2 [-143/-111] probunun EMSA gbriintiisil.

Saos-2 niiklear ekstraklartyla yapilan bir diger ¢alisma GC/SP1 motifi igeren
ADAMTS-2 [-175/-143] probu kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen goriintii
analiz edildiginde TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2 hiicrelerinden
ekstrakte edilmis niiklear ekstraktlarin kullanildigr kuyucuklarda kompleks olustugu
belirlenmistir. Elde edilen kompleks goriintiileri, biyotinli ve 4000 kat olarak
kullanilan biyotinsiz ADAMTS-2 [-175/-143] probunun yaristirildigi her iki
kuyucukda da azaldigi goriilmiistiir. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in
ayni membranda biyotinli ADAMTS-2 [-175/-143] probu ve 4000 kat kullanilan
STAT-3 ve NF«B transkripsiyon faktorleri yarismaya tabi tutulmus ve yarigma
sonucunda hem STAT-3 hem de NF«B kuyularindaki kompleksin tam olarak
kaybolmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.27).
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Sekil 4.27: ADAMTS-2 [-175/-143] probunun EMSA gériintiisii.

TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2 hiicrelerinden ekstrakte
edilmis niiklear ekstraktlar1 ADAMTS-2 [-190/-184] probu ile yapilan EMSA
deneyleri neticesinde iki adet kompleks olusumu gozlenmistir. Yalnizca biyotinli
problarin kullanildig1 niiklear ekstrakt i¢eren kuyularda kompleks olustugu ve bu
kompleksin 4000 kat oraninda kullanilan biyotinsiz prob ile biyotinli problarin
yaristigr kuyularda kayboldugu belirlenmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma
analizi i¢in ayn1 membranda biyotinli ADAMTS-2 [-190/-184] probu ve 4000 kat
kullanilan STAT-3 ve NFkB transkripsiyon faktorleri yarigmaya tabi tutulmus ve
yarisma sonucunda hem STAT-3 hem de NF«xB kuyularindaki kompleksin
kayboldugu ve baglanmanin spesifik oldugu belirlenmistir (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: ADAMTS-2 [-190/-184] probunun EMSA gériintiisii.

STAT ve NFkB baglanma motifi igeren ADAMTS-2 [-436/-400] probu
kullanilarak TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan niiklear ekstraktlarla EMSA
deneyi yapilmistir. Deney neticesinde TNF-o ve kontrol grubunda kompleks
goriilmiis ve TNF-o’nin kontrol grubuna kiyasla baglanma afinitesini upregiile ettigi
belirlenmistir. Bu kompleks 4000 kat oraninda biyotinsiz prob kullanilip
yaristirildiginda kaybolmustur. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in ayn
membranda biyotinli ADAMTS-2 [-436/-400] probu ve 4000 kat kullanilan STAT-3
ve NF«kB transkripsiyon faktorleri yarigmaya tabi tutulmus ve kompleksin kontrol
grubunda yer alan NFkB kuyusundaki varligin1 zayiflayarak da olsa devam ettirdigi

gozlenirken, diger tiim kuyularda kayboldugu belirlenmistir (Sekil 4.29).
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Sekil 4.29: ADAMTS-2 [-436/-400] probunun EMSA goriintiisii.

ADAMTS-3 promotoru i¢in yapilan EMSA deneyleri sonucunda elde edilen
goriintiiler analiz edildiginde; TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2
hiicrelerinden ekstrakte edilmis niiklear ekstraktlarin kullanildigt ADAMTS-3 [-131/-
103] probuyla gergeklestirilen calismada TNF-a uygulanmis kuyucukta olusan
bantin, uygulanmamis olan kuyucuktakine kiyasla daha kalin oldugu ve TNF-o’nin
baglanma afinitesini upregiile ettigi belirlenmistir. Her iki grupta da biyotinlenmis
ADAMTS-3 [-131/-103] probuyla yarigmaya giren ve 3000 kat oraninda kullanilan
biyotinsiz probun oldugu kuyularda bant olusumu gozlenmemis ve gergeklesen
baglanmanin spesifik oldugu sonucuna varilmistir. Bu sonucun yani sira
transkripsiyon faktorleri baglanma boélgelerinin tespiti i¢in aynt membran iizerinde
biyotinlenmis ADAMTS-3 [-131/-103] probuyla, biyotinsiz ve 3000 kat oraninda
kullanilan STAT-3 ve NFkB transkripsiyon faktorleri yarismaya tabi tutularak bant
olugsmadigr gozlenmis ve her iki transkripsiyon faktoriiniin de bolgeye spesifik

baglanma gosterdigi sonucuna ulasilmistir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: ADAMTS-3 [-131/-103] probunun EMSA goriintiisii.

Saos-2 niiklear ekstraklariyla yapilan bir diger ¢alisma E2F CCAAT motifi
iceren ADAMTS-3 [-324/-295] probu kullanilarak gergeklestirildi. Elde edilen
goriintii analiz edildiginde TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2
hiicrelerinden ekstrakte edilmis niiklear ekstraktlarin kullanildigi kuyucuklarda
kompleks olustugu ve olusan bu kompleks sonucu ortaya ¢ikan bantin TNF-a
uygulanmig olan kuyucukta daha kalin olarak goriildiigii ve TNF-a’nin baglanma
afinitesini upregiile ettigi belirlenmistir. Elde edilen kompleks goriintiileri, biyotinli
ve 3000 kat olarak kullanilan biyotinsiz ADAMTS-3 [-324/-295] probunun
yarigtirtldigr her iki kuyucukda da kaybolmus ve gergeklesen baglanmanin spesifik
oldugu sonucuna varilmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in ayni
membranda biyotinli ADAMTS-3 [-324/-295] probu ve 3000 kat kullanilan STAT-3
ve NFkB transkripsiyon faktorleri yarigmaya tabi tutulmus ve yarigsma sonucunda
hem STAT-3 hem de NFxB kuyularindaki kompleksin tam olarak kaybolmadig:
belirlenmistir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31: ADAMTS-3 [-324/-295] probunun EMSA gériintiisii.

TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2 hiicrelerinden ekstrakte
edilmis niiklear ekstraktlart ADAMTS-3 [-838/-812] probu ile yapilan EMSA
deneyleri neticesinde iki adet kompleks olusumu gozlenmistir. Yalnizca biyotinli
problarin kullanildig1 niiklear ekstrakt iceren kuyularda kompleks olustugu ve bu
kompleksin 3000 kat oraninda kullanilan biyotinsiz prob ile biyotinli problarin
yaristigr kuyularda kayboldugu belirlenmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma
analizi i¢in ayn1 membranda biyotinli ADAMTS-3 [-838/-812] probu ve 3000 kat
kullanilan STAT-3 ve NFkB transkripsiyon faktorleri yarismaya tabi tutulmus ve
yarisma sonucunda hem STAT-3 hem de NFxB kuyularindaki kompleksin tam
olarak kaybolmadig1 belirlenmistir (Sekil 4.32).
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Sekil 4.32: ADAMTS-3 [-838/-812] probunun EMSA goriintiisii.

STAT motifi igeren ADAMTS-3 [-973/-937] probu kullanilarak TNF-a
uygulanmis ve uygulanmamis olan niiklear ekstraktlarla EMSA deneyi yapilmustir.
Deney neticesinde TNF-a ve kontrol grubunda kompleks goriilmiis ve TNF-o’nin
kontrol grubuna kiyasla baglanma afinitesini upregiile ettigi belirlenmistir. Bu
kompleks 3000 kat oraninda biyotinsiz prob kullanilip yaristirnnldiginda
kaybolmustur. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in aynt membranda
biyotinli ADAMTS-3 [-973/-937] probu ve 3000 kat kullanilan STAT-3 ve NF«xB
transkripsiyon faktorleri yarigmaya tabi tutulmus ve kompleksin kontrol grubu
kuyularinda kaybolurken TNF-a uygulanmis kuyularda kaybolmadig: belirlenmistir
(Sekil 4.33).
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Sekil 4.33: ADAMTS-3 [-973/-937] probunun EMSA goriintiisii.

Ebox-AP1 motifi iceren ADAMTS-3 [-1084/-1040] probu kullanilarak TNF-a
uygulanmig ve uygulanmamis olan niiklear ekstraktlarla yapilan EMSA deneyinde
iki adet kompleks olusumu goézlenmistir. TNF-a ve kontrol grubunda kompleks
goriilmiis ve TNF-o’nin kontrol grubuna kiyasla baglanma afinitesini upregiile ettigi
belirlenmistir. Bu kompleks 3000 kat oraninda biyotinsiz prob kullanilip
yarigtirildiginda bant kalinliginin azalig gosterdigi tespit edilmistir. Transkripsiyon
faktorii baglanma analizi i¢in aynt membranda biyotinli ADAMTS-3 [-1084/-1040]
probu ve 3000 kat kullanilan STAT-3 ve NF«kB transkripsiyon faktorleri yarismaya
tabi tutulmus ve kompleksin tam olarak kaybolmadigi belirlenmistir (Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: ADAMTS-3 [-1084/-1040] probunun EMSA goriintiisii.

STAT motifi igeren ADAMTS-3 [-1225/-1205] probu kullanilarak TNF-«
uygulanmis ve uygulanmamis olan niiklear ekstraktlarla EMSA deneyi yapilmistir.
TNF-a ve kontrol grubunda kompleks goriilmiis ve TNF-o’nin kontrol grubuna
kiyasla baglanma afinitesini upregiile ettigi belirlenmistir. Bu kompleks 3000 kat
oraninda biyotinsiz prob kullanilip yaristirildiginda olusan kompleksin kayboldugu
tespit edilmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in ayni membranda
biyotinli ADAMTS-3 [-1225/-1205] probu ve 3000 kat kullanilan STAT-3 ve NFkB
transkripsiyon faktorleri yarigmaya tabi tutularak bant olusmadigi gozlenmis ve her
iki transkripsiyon faktoriiniin de bolgeye spesifik baglanma gdsterdigi sonucuna

ulasiimistir (Sekil 4.35).

94



#0

— 8

1 2 3 4 S 6 7 8 2
Prob [-1225/-1205] + + + + + + + + +
NE - -+ + + B - - -
NE + TNF-a = - - - - + + + +
Etiketsiz Prob - - [-1225/-1205] STAT-3 NFKkB -  [-1225/-1205] STAT-3 NFxB
(3000 Kat)

-
$
Serbest 2 \y;.; ®%

Prob

Sekil 4.35: ADAMTS-3 [-1225/-1205] probunun EMSA goriintiisii.

STAT motifi igeren ADAMTS-3 [-1278/-1259] probu kullanilarak TNF-o
uygulanmis ve uygulanmamis olan niiklear ekstraktlarla EMSA deneyi yapilmstir.
TNF-a ve kontrol grubunda kompleks goriilmiis ve TNF-a’nin kontrol grubuna
kiyasla baglanma afinitesini upregiile ettigi belirlenmistir. Bu kompleks 3000 kat
oraninda biyotinsiz prob kullanilip yaristirildiginda olusan kompleksin kayboldugu
tespit edilmistir. Transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in ayni membranda
biyotinli ADAMTS-3 [-1278/-1259] probu ve 3000 kat kullanilan STAT-3 ve NF«xB
transkripsiyon faktorleri yarismaya tabi tutularak bant olusmadigr gozlenmis ve her

iki transkripsiyon faktoriiniin de bolgeye spesifik baglanma gosterdigi sonucuna

ulasilmistir (Sekil 4.36).
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Sekil 4.36: ADAMTS-3 [-1278/-1259] probunun EMSA goriintiisii.
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5. SONUC VE ONERILER

Kollajenler, ECM’de %30’luk bulunma oraniyla en bol bulunan lifli
proteinler olup agirlikli olarak fibroblastlar tarafindan sekrete edilirler [18].
Kollajenler; gerilme kuvveti saglar, hiicre yapismasini diizenler, kemotaksiyi ve gogii
desteklemekle birlikte dogrudan doku gelisimini de saglar [20]. Kollajenler, g
sarmal olusumundan Once hidroksilasyon, glikosilasyon ve disiilfid kopriilerin
olusumunun gergeklestigi endoplazmik retikulumda translasyon sonrasi diizeyde
yaygin olarak modifiye edilirler. Fibriller Kollajenler, {i¢lii sarmal domainin her bir
ucunda N ve C propeptidleri iceren prokollajenler olarak sentezlenir. Fibrilogenez
icin C propeptidlerin uzaklastirilmas: gerekir. C-propeptidler, BMP-1 / tolloid
proteinazlarina 6zdes olan prokollajen C-proteinazlar ve Furin proteinleri tarafindan
kesilerek uzaklastirilir [33]. N-propeptidler ise, dokunun yeniden yapilandirilmasi,
pihtilagsma, anjiyogenez, ECM'nin degredasyonu, metastaz ve invazyon gibi
olaylarda etkinlik gosteren ADAMTS gen ailesi iiyeleri olan ADAMTS-2, ADAMTS-3
ve ADAMTS-14 proteinazlarina 6zdes olan prokollajen N-proteinazlar ile kesilirler
[47].

Viicutta bu denli onemli gérevlere sahip olan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 ile
ilgili transkripsiyonel regiilasyon anlaminda bazi g¢alismalar mevcut olsa da bu
regiilasyonun TNF-a araciliginda nasil gercgeklestigi bildiren bir calisma mecvut
degildir. Literatiirdeki mevcut olan eksikligi giderebilmek adina planlanan bu tez
caligmasinda temel olarak osteosarkoma hiicre modelinde (Saos-2) TNF-a’nin
ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerine mRNA, protein, transkripsiyonel aktivite ve
transkripsiyonel regiilasyon diizeyindeki etkisinin belirlenmesi, ikinci olarak da
spesifik yolak inhibitorlerinin kullanilmasiyla TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
mRNA ve protein diizeyindeki ekspresyonlarmin yani sira transkripsiyonel
aktivitesine olan etkisini hiicre i¢inde hangi yol ya da yollar1 kullanarak gosterdiginin

aydinlatilmas1 amaclanmastir.
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Bu amag¢ dogrultusunda ilk olarak Saos-2 hiicreleri biiylitiiliip, pasajlanarak
deney kurulmasi i¢in hazir hale getirilmistir. Daha sonra hiicrelere 10 ng/mL TNF-a
uygulanmis ve belirli inkiibasyon zamanlarinin neticesinde hiicreler bulunduklari
yiizeyden kaldirilarak RNA ve protein izolasyonu i¢in hazir hale getirilmislerdir.
Izole edilen 6rnekler; RNA igin Ger¢ek zamanli PCR, protein igin ise western blot
calismalarinda  kullanilmiglardir.  Deneylerden elde edilmis olan veriler
dogrultusunda TNF-o’'nin  ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA ve protein

seviyesindeki ifadesini indiikledigi belirlenmistir.

Sitokinler hiicre igerisinde etki gosterirken hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarini
kullanirlar. TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA ve protein ekspresyonu
seviyesinde olusturdugu indiiklenmeyi hangi hiicre i¢i sinyal iletim yol ya da
yolaklariyla gerceklestirdiginin belirlenmesi amaciyla biiyiitiiliip, pasajlanarak
deneye hazir hale getirilen Saos-2 hiicrelerine Tablo 3.3’de belirtilen
konsantrasyonlarda MEK, PI3K, JNK ve NF«kB yolaklarinin inhibitérleri TNF-a ile
birlikte uygulanmis ve hiicrelerden RNA ve protein izolasyonu yapilmistir. Gergek
zamanlt PZR ve western blot c¢alismalari neticesinde TNF-o ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 genlerinin mRNA ve protein seviyesindeki ekspresyonlarini regiile
ederken MEK, PI3K, JNK ve NF«kB yolaklarini kullandig: tespit edilmistir.

Transkripsiyonel etkinlik belirleme ¢alismalar1 kapsaminda da klonlamasi Dr.
Ogr. Uy. Meltem ALPER tarafindan gerceklestirilen ADAMTS-2 promotor
konstraktlar1 ve klonlamasi Dr. Ayse Tugsen AYDEMIR tarafinda gergeklestirilen
ADAMTS-3 promotor konstraktlart kullanildi. Oncelikli olarak pMET Luc Reporter
vektoriine klonlanan bu parcalarin maxi prepleri gerceklestirildi. Daha sonra 12
kuyucuklu plakalara boliinmiis hiicrelere transient transfeskiyon metoduyla aktarildi.
Belirlenen inkiibayson siirecinin sonunda Lusiferaz ve SEAP etkinligi 6l¢iildii. Bu
6l¢iim neticesinde tiim konstraktlarin bazal bakimdan aktivite gosterdigi belirlendi.
TNF-0’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarinin transkripsiyonel aktivitesine
olan etkisinin belirlenmesi amaciyla gerceklestirilen transient transfeksiyon
calismalar1 neticesinde ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorunu en uzun

konstraktlarinda bazal aktiviteye gore bir indiiklenmeye sebep oldugu belirlendi.
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TNF-a’nin ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorlarini trankripsiyonel aktivite
anlaminda indiiklerken hangi hiicre i¢i sinyal iletimi yol veya yolaklarini kullandigin
tespit edilmesi amaciyla ADAMTS-2 promotorunun en uzun konstraktina PI3K ve
NF«B inhibitorleri, ADAMTS-3 promotorunun en uzun konstraktina ise MEK, PI3K,
JNK ve NFkB yolaklarunimn inhibitorleri TNF-a ile birlikte uygulandi. Belirlenen
inkiibayson siirecinin sonunda Lusiferaz ve SEAP etkinligi 6l¢iildii. Bu 6l¢iim
sonucunda TNF-o aracili ADAMTS-2 promotor aktivitesi uygulanan her iki yolak
inhibitoriinden etkilenip baskilanirken, TNF-a araciti ADAMTS-3 promotor
aktivitesi uygulanan yolak inhibitorlerinden yalnizca MEK ve JNK tarafindan

baskilandig1 ve bu yolaklar iizerinde regiile oldugu belirlenmistir.

Molekiiler biyoloji ve genetikte transkripsiyonel regiilasyon; bir hiicrenin,
DNA'nin RNA'ya doniisiimiinii kontrol ederek genin aktivitesini diizenledigi yoldur.
Bir gen, transkribe edilen RNA kopyalarinin sayisinin degistirilmesinden, genin ne
zaman transkribe edildiginin zamansal kontroliine kadar ¢esitli sekillerde diizenlenir.
Transkripsiyonun diizenlenmesi tiim canli organizmalarda hayati bir siirectir.
Transkripsiyonel regiilasyon, transkripsiyon faktorleri ve c¢esitli mekanizmalarla
tiretilen RNA miktarin1 hassas bir sekilde ayarlamak i¢in calisan diger proteinler

tarafindan yonetilir [159].

Gen diizenlemesinin biiylik bir kismi, polimerazin baglanmasini ya
indiikleyen ya da inhibe eden transkripsiyon faktorleri vasitasiyla meydana gelir
[162]. Molekiiler biyolojide bir transkripsiyon faktorii (TF) (veya sekansa 6zgii DNA
baglama faktorii), spesifik bir DNA sekansina baglanarak genetik bilginin DNA'dan
mesajct RNA'ya transkripsiyon oranini kontrol eden bir proteindir. TF'lerin islevi,
hiicre ve organizmanin yasami boyunca dogru hiicrede dogru zamanda ve dogru

miktarda ifade edilmelerini saglamak i¢in genleri diizenlemektir [163, 164].

Biz de bu tez calismasi kapsaminda TNF-o varligi ya da yoklugunda
ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promotorundaki STAT-3 ve NFxB transkripsiyon

faktorlerinin iglevsel baglanma analizini ger¢eklestirdik.
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STAT-3 insanlarda STAT-3 geni tarafindan kodlanan bir transkripsiyon
faktoriidiir. STAT protein ailesinin bir iiyesidir [187]. STAT ailesi proteinlerinin
ozellikle de STAT-3lin, hem malign transformasyonun baslangicinda hem de kanser
progresyonu sirasinda, prokarsinojenik bir inflamatuar mikro-¢evrenin segici olarak

indiiklenmesi ve korunmasinda rol oynadigi diisiiniilmektedir [188-190].

NF-kxB, DNA'nin transkripsiyonunun, sitokin iiretimininin ve hiicre
yasaminin Kkontroliinii saglayan bir protein kompleksidir. NF-xB bir¢ok hiicrede
tipinde bulunur ve sitokinler, serbest radikaller, agir metaller, ultraviyole 1sinlar,
okside LDL ve bakteri veya viral antijenler gibi uyaranlara hiicresel tepkilerde
bulunur NF-kB, enfeksiyona karsi immiin yanitin diizenlenmesinde anahtar rol oynar

[172-174].

DNA-protein etkilesimi temeline dayanan islevsel baglanma analizi
caligmalar1 i¢in ilk Once biyoinformatik olarak ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
promotorlarindaki muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bdolgelerinin tespiti
yapildi ve bu bolgelere uygun olacak bigimde problar tasarlandi. Tasarlanan problara
Terminal Deoksiniikleotidil Transferaz enzimi kullanilarak Biyotin takildi.
Biyotinlenen ve biyotinsiz olarak kullanilacak olan problar anneal edilerek cift
zincirli hale getirildi. TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis olan Saos-2
hiicrelerinden protein kaynag: olarak kullanilmak {izere niiklear ekstrakt elde edildi.
Baglanma reaksiyonu, membrana transfer, kross-link, bloklama, yikama ve

dengeleme basamaklarinin ardindan goriintiileme islemi yapildi.

Gergeklestirilen analizler neticesinde ADAMTS-2 [-143/-111] ve [-190/-184]
problarinda hem STAT-3 hem de NF«B transkripsiyon faktorii baglanma bélgesinin
bulundugu tespit edilmistir. ADAMTS-2 [-400/-436] probunda ise ADAMTS-2 [-
436/-400] probu ve 4000 kat kullanilan STAT-3 ve NF«kB transkripsiyon faktorleri
yarismaya tabi tutulmus ve kompleksin kontrol grubunda yer alan NF«xB
kuyusundaki varligin1 zayiflayarak da olsa devam ettirdigi gozlenirken, diger tim
kuyularda kayboldugu belirlenmistir. ADAMTS-2 [-175/-143] probu ele alindiginda
da transkripsiyon faktorii baglanma analizi i¢in ayn1 membranda biyotinli ADAMTS-
2 [-175/-143] probu ve 4000 kat kullanilan STAT-3 ve NFxB transkripsiyon
faktorleri yarigmaya tabi tutulmus ve yarisma sonucunda hem STAT-3 hem de NF«xB

kuyularindaki kompleksin tam olarak kaybolmadig1 sonucuna varilmstir.
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ADAMTS-3 [-131/-103], [-1225/-1205] ve [-1278/-1259] problarinda hem
STAT-3 hem de NF«kB transkripsiyon faktorii baglanma bolgesinin bulundugu ve
sadece biyotinli prob ve niiklear ekstraktin kullandig1r 6rneklerde TNF-o aracili bir
indiiklemenin s6z konusu oldugu belirlendi. ADAMTS-3 [-973/-937] probunda ise
TNF-a uygulanmamis hiicrelerde her iki TF ig¢in de kompleks olusumu

gozlenmezken, TNF-a uygulanmis hiicrelerde gézlemlendi.

E2F baglanma motifine sahip ADAMTS-3 [-973/-937] probunda TNF-a
kaynakli yiiksek bir baglanma afinitesi gézlendi. Transkripsiyon faktorleri agisindan

degerlendirildiginde ise mevcut olan kompleksin tam olarak kaybolmadigi belirlendi.

ADAMTS-3 [-838/-812] ve ADAMTS-3 [-1084/-1040] problarinda ise iki
kompleks olusumu gozlemlendi. Ayrica ADAMTS-3 [-1084/-1040] probunda TNF-«

aracili baglanmanin yiiksek bir afinite olusturdugu sonucuna varildi.

Sonug¢ olarak; transkripsiyonel regiilasyon odakli bazi calismalarla bazi
yonleri aydinlatilan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 genlerinin  TNF-o araciliginda
gerceklesen regiilasyonunun nasil oldugu ilk kez bu calismayla aydinlatilmistir.
TNF-o varliginda ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 mRNA ve protein seviyelerindeki
ekspresyonun indiiklendigi ve bu indiiklenmenin hangi yolaklar iizerinden
gerceklestirildigi  ilk kez yine bu c¢alismayla ortaya konmustur. Ayrica
transkripsiyonel aktivite acisindan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3 promtorlart TNF-a
varliginda incelenerek, TNF-a’nin promotor aktivitesini upreiile ettigi ve bu
regiilasyonun hangi hiicre i¢i sinyal iletim yolaklarini kullanarak gerceklestirdigi de
ilk defa bu tez ¢alismasiyla aydinlatilmigtir. Bir diger sonug olarak da ADAMTS-2 ve
ADAMTS-3 promotorlarina STAT3 ve NF«kB transkripsiyon faktorlerinin islevsel

olarak baglanma analizi ilk kez bu ¢aligmayla gergeklestirilerek ortaya konmustur.

Bu calisma gelecekte yapilmast muhtemel olan ADAMTS-2 ve ADAMTS-3
genlerinin transkripsiyonel regiilasyonun basgka sitokin, inhibitdr ve transkripsiyon

faktorlerince de arastirilarak etraflica aydinlatilmasina basamak olusturmustur.
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