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OZET

IL-6°NIN ADAMTS-8 GEN iFADESiI UZERINE ETKIiSINiN BELIRLENMESI
YUKSEK LISANS TEZI
NURIYE KOTUZ
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU
MOLEKULER BiYOLOJi VE GENETIK ANABILIiM DALI
(TEZ DANISMANI: PROF.DR.FERAY KOCKAR)
(ES DANISMAN: DR.OGR.UYESI MELTEM ALPER)
BALIKESIR, OCAK - 2022

Kolorektal kanser diinya ¢apinda en sik goriilen kanserlerden biridir. ADAMTS-8 6nemli
bir anjiyoinhibitoér gendir. IL-6 sitokinin kolorektal kanser ile iliskili oldugunu gdsteren
calismalar mevcuttur. Bu tezin amaci, IL-6 sitokinin ADAMTS-8 gen ekspresyonu
tizerindeki etkisini belirlemektir. MTT deneyi, 10 ng/mL, 20 ng/mL ve 40 ng/mL'lik farkli
konsantrasyonlarda IL-6nin HCT-116 proliferasyonu iizerindeki etkisini incelemek igin
kurulmustur. 1L-6 sitokininin HCT-116 hiicre proliferasyonu iizerinde istatistiki olarak
onemli bir fark olusturmadigi belirlenmistir. IL-6'nin 20 ng/mL konsantrasyonunda
ADAMTS-8 gen ekspresyonu iizerindeki etkisi, western blot ve gercek zamanli PCR
teknikleri kullanilarak protein ve mRNA diizeyinde belirlenmistir. IL-6 ADAMTS-8
MRNA seviyesinde 1, 3 ve 24. saatlerde istatistiksel olarak anlamli olarak artis gosterdigi
belirlenmistir. IL-6 sitokini ADAMTS-8 protein seviyesinde artan bir etki olusturmaktadir.
IL-6’nin ADAMTS-8 gen ifadesi lizerinde gosterdigi bu etkinin hangi yolaktan gosterdigi
ile ilgili yolak inhibisyon ¢aligmalar1 gergeklestirilmistir. IL-6 farkli yolak inhibitorler ile
uygulandiginda MEK inhibitoriit ADAMTS-8 mMRNA seviyesinin 0.5 kat azaldig1 sonucuna
varilmigtir. PI3K inhibitorii olarak Worthmannin inhibitorii uygulandiginda 2-7 kat, p38
MAP kinaz inhibitorii olarak PD169 inhibitorii uygulandiginda, 2-10 kat, JNK inhibitorii
olarak SP600125 inhibitdrii uygulandiginda 2-7 kat artis, NFKB inhibitorii uygulandiginda
20-30 kat artist ADAMTS-8 geninin mMRNA diizeyinde belirlenmistir.

ANAHTAR KELIMELER: Adamts-8, kolorektal kanser, IL-6, HCT-116

Bilim Kod / Kodlar : 20610 Sayfa Sayis1 : 53



ABSTRACT

DETERMINATION OF THE EFFECT OF IL-6 ON ADAMTS-8 GENE
EXPRESSION
MSC THESIS
NURIYE KOTUZ
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY EDUCATION
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
(CO-SUPERVISOR: ASSIST. PROF. DR. MELTEM ALPER)
BALIKESIR, JANUARY - 2022

Colorectal cancer is one of the most common cancers worldwide. ADAMTS-8 is an
important angioinhibitory gene. There are studies showing that IL-6 cytokine is associated
with colorectal cancer. The aim of this thesis is to determine the effect of IL-6 cytokine on
ADAMTS-8 gene expression. The MTT assay was set up to examine the effect of IL-6 at
different concentrations of 10ng/mL, 20 ng/mL and 40 ng/mL on the proliferation of HCT-
116. It was determined that IL-6 cytokine did not make a statistically significant difference
on HCT-116 cell proliferation. The effect of IL-6 on ADAMTS-8 gene expression at 20
ng/mL concentration was determined at the protein and mRNA level using western blot
and real-time PCR techniques. It was determined that IL-6 ADAMTS-8 mRNA level
increased statistically at 1, 3 and 24 hours. The IL-6 cytokine has an increased effect on
the ADAMTS-8 protein level. Pathway inhibition studies have been carried out to
determine from which pathway IL-6 exerts this effect on ADAMTS-8 gene expression. It
was concluded that MEK inhibitor ADAMTS-8 mRNA level decreased 0.5-fold when IL-6
was applied with different pathway inhibitors. 2-7 fold when Worthmannin inhibitor is
applied as PI3K inhibitor, when PD169 inhibitor was applied as a p38 MAP kinase
inhibitor, 2-10 fold increase was determined when SP600125 inhibitor was applied as JINK
inhibitor, 2-7 fold increase when NFKB inhibitor was applied, 20-30 fold increase was
determined in the mRNA level of ADAMTS-8 gene.

KEYWORDS: Adamts-8, Colorectal Cancer, IL-6, HCT-116
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1. GIRIS

Kolorektal kanser (KRK), en yaygin tigiincii kanser ve kansere bagli 6liimlerin dordiincii
en yaygin nedenidir. Bat1 lilkelerinde, ¢cogu KRK vakasi insidansi yildan yila arttig1 tespit
edilmektedir. KRK gelistirme riski yas, kronik hastalik Oykiisii, yasam tarzi gibi kisisel
Ozellikler veya aliskanliklarla iligkilidir. Bu baglamda, bagirsak mikrobiyotasinin ilgili bir
rolii vardir ve disbiyoz durumlari, kronik bir iltihaplanma mekanizmasi yoluyla kolorektal
karsinogenezi indiikleyebilir. KRK'ya onkogenleri, timor baskilayici genleri ve DNA
onarim mekanizmalariyla ilgili genleri hedef alan mutasyonlar neden olur. Mutasyonun
kaynagina bagl olarak kolorektal karsinomlar sporadik (%70); kalitsal (%5) ve ailesel
(%25)’dir. Bu duruma yol agan patojenik mekanizmalar, kromozomal kararsizlik (CIN),
mikro uydu kararsizligt (MSI) ve CpG adas1 metilatér fenotipi (CIMP) olmak {izere ii¢
tipte toplanabilir. Bu KRK tipleri iginde, yaygin mutasyonlarin, kromozomal
degisikliklerin ve translokasyonlarin énemli hiicre i¢i yolaklart etkiledigi bildirilmistir.
Gen mutasyonlarina ek olarak, uzun kodlanmayan RNA’lar (IncRNA) veya mikroRNA
(miRNA) gibi kodlanmayan RNA (ncRNA)'lardaki degisiklikler de karsinojenez siirecinin
farkl1 adimlarina katkida bulunabilir ve biyobelirte¢ olarak kullanildiginda 6ngoriicii bir
degere sahip olabilir. Prognozu ve tedavi se¢imini iyilestirmek icin farkli gen panelleri
gelistirilmektedir. Genellikle cerrahi rezeksiyon ardindan vaskiiler endotelyal biiylime
faktoriine (VEGF) ve epidermal biiyiime reseptoriine (EGFR) karst monoklonal antikorlar
ile kombine kemoterapi uygulanmaktadir. Geleneksel kemoterapinin yani sira, tedavi
etkinligini artirmak ve yan etkileri azaltmak icin alternatif tedaviler (agaroz timor
makroboncuklari, anti-inflamatuar ilaglar, probiyotikler ve altin bazli ilaglar gibi) halen

arastirilmaktadir [1].

Insan kanserlerinde en yaygin epigenetik olay olan DNA metilasyonu, tersine
cevrilebilirligi nedeniyle potansiyel tedaviler olarak epigenetik tedavilerin gelistirilmesine
olan ilgiyi artirmistir (Sekil 1.1-1.2). Tedavi stratejilerinde biiyiik ilerlemeler
kaydedilmesine ragmen KRK, yiiksek morbidite ve mortalite 6zelligi ile hayati tehdit eden
baskin malignite olmaya devam etmektedir. Anormal sekilde eksprese edilen sitokinler de
dahil olmak {izere bagisiklik sisteminin iglev bozuklugunun, KRK patogenezi ve ilerlemesi

ile giiclii bir sekilde iliskili oldugu yaygin olarak kabul edilmistir [2].



19 {iye iceren insan ADAMTS (A Disintegrin ve Metalloproteinase with Trombospondin
motifs) ailesi, doku morfogenezinde ve patofizyolojik yeniden sekillenmede,
inflamasyonda ve vaskiiler biyolojide 6nemli roller oynar [3]. Son yillarda artan kanitlar,
ADAMTS genlerinin kanser gelisimi ve ilerlemesinde rol oynadigini ve hem destekleyici
hem de antagonistik etkilerin belirgin oldugunu gostermektedir [4-8]. Ayrica, timor
baskilayic1 olarak islev goren ADAMTS iiyelerinin, 6rnegin KRK’da ADAMTS-5,
ADAMTS-9 ve ADAMTS-18 mide, kolorektal ve pankreas kanserlerinde, ADAMTS-12
kolon kanserinde farkli kokenlerden gelen tiimorlerde epigenetik susturuldugu tespit
edilmistir [9-13].

ADAMTS-8, kromozom 11q24'te yer alir ve yakin zamanda aday bir tiimdr baskilayici gen
olarak tanimlanmistir. ADAMTSS'in beyin tiimdrleri, meme tiimorleri, kiigiik hiicreli disi
akciger karsinomu, bas boyun kanseri, mide kanseri, hepatoseliiler karsinom ve
nazofaringeal azalmis ekspresyonu oldugu ve timor baskilanmasi ile iligkili oldugu rapor
edilmistir [14-20]. ADAMTS-8'in KRK’daki ifadesi ve islevi hakkinda detayli ¢alisma

bulunmamaktadir.

Colon Cancer Stages

c\\

Descending
Colon

Stage1

Stage2

Stage3
- Stage 4
Ascending n
Colon Cancer
Spread to
Lymph Nodes

Appendix (Stage 3)

Sigmoid Colon

Cancer Spread

to Other Organs
(Stage 4)

Sekil 1.1:Kolorektal kanserin asamalar1 [21].

Kolorektal kanser yayilma seviyelerine gore 4 evrededir. 1.evrede kanser bagirsak
duvarina gelmis ama kolon disina yayilamamistir. 2.evrede kanser tiim bagirsak katlarina

ulasmis ama lenf nodlarina yayilim gergeklesmemistir. 3.evrede sadece yakin lenf

2



nodlarina yayilip diger organ ya da lenf nodlarina metastaz yapmamustir. 4.evre daha ileri

evre olup artik uzak organlara metastaz yapmustir (Sekil 1.1).

WNT, MAPK, SMAD, DNA onarimi yolaklarindaki mutasyonlar timdr asir1 biiylimesini

indiikleyebilir, karsinojenezi baslatabilir.
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Sekil 1.2: DNA metilasyonu, iltihabin kolorektal kansere doniistimiinii diizenler [22].

A: DNA hipermetilasyon seviyeleri, antionkogenlerin ekspresyonunu inhibe ederek
kolorektal kanser (CRC) olusumuna neden olur; B: Inflamatuar sitokinler, DNA
metilasyonu ile CRC olusumunu tesvik etmek i¢in STAT3/NF-kB sinyalini diizenler.
CRC: Kolorektal kanser; IL-6: Interlokin-6; DNMT1: DNA metiltransferaz 1; SOCS3:

Sitokin sinyallemesinin baskilayicis1 3.



1.1 Kanserde ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS gen ailesi, ¢esitli gelisimsel ve homeostatik siireglerde yer alan 19 salgilanmis
metaloproteinaz ailesidir (Sekil 1.3). ADAMTS enzimleri, doku morfogenezinde ve
patofizyolojik yeniden modellemede, enflamasyonda ve vaskiiler biyolojide ¢esitli rollere
sahiplerdir. ADAMTS’ler substratlarina gore agrekanazlar veya proteoglikanazlar,
prokollajen N-propeptidazlar, kikirdak oligomerik matris protein pargalayan enzimler, von-
Willebrand Faktor proteinaz ve bir grup substrati bilinmeyen enzimler olarak 5 sinifa
ayrilir. ADAMTS-8, ADAMTS-1, ADAMTS-5, ADAMTS-4, ADAMTS-15, ADAMTS-9
ve ADAMTS-20 -agrekanaz sinifina-, ADAMTS-2, ADAMTS-3, ADAMTS-14-
prokollajen N-propeptidazlar sinifina-, ADAMTS-7 ve ADAMTS-12 -kikirdak oligomerik
matris protein parcalayan enzimler sinifina-, ADAMTS-13 -von-Willebrand Faktor
proteinaz sinifina- ve ADAMTS-6, ADAMTS-10, ADAMTS-16, ADAMTS-17,
ADAMTS-18 ve ADAMTS-19 - substrati bilinmeyen enzimler-sinifina iiyedir. Bazi aile
tiyelerindeki kusurlar, kalitsal genetik bozukluklara yol agarken, bazilarinin anormal

ifadesi veya islevi artrit, kanser ve kardiyovaskiiler hastalik ile iliskilidir [23].

N-Terminal Protease domain C-Terminal Ancillary domain
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Sekil 1.3: ADAMTS ailesi semasi [24].

4



1.1.1 Kanserde ADAMTS Gen Organizasyonuna Bakis

1.1.1.1 Kanserde ADAMTS Geninin Rolii

ADAMTS gen yapis1 genel olarak proteaz bolge ve yardimci bolgeden olusur. Tiim
ADAMTS'ler, amino terminalinden asagidakileri i¢eren bir bilesik alan organizasyonuna
sahiptir (Sekil 1.3): bir sinyal peptidi ve ardindan degisken uzunlukta bir pro-domain; bir
metaloproteinaz alani; pargalayici benzeri bir alan; bir merkezi trombospondin tip 1 dizi
tekrar1 (TSR) motifi sistein agisindan zengin bir alan ve ardindan bir spacer bolgeden
olusur. N-terminal ug, endoplazmik retikulumdan salgilanmasini saglayan sinyal peptidi ve
proteaz domainini icerirken bu bolge substrat spesifitesini belirlemektedir; C-terminal ucta
ise,“ancillary domain”, disintegrin domain, trombospandin tekrar bolgesi (TSR), sistein
domain gibi yardimci boliimler yer alarak bu ug¢ enzim lokalizasyonunu belirlemektedir

[24, 25].

ADAMTS’ler, hem onkojenik hem de tiimor koruyucu islevlerle iliskili olan karmasik
hiicre dis1 proteazlardir. Bu enzimler kanser ve stromal hiicreler tarafindan salgilanabilir
ayrica ¢oklu mekanizmalarla tiimor mikrogevresini degistirmeye katkida bulunabilir. Bu
nedenle, ADAMTS’ler ¢ok c¢esitli hiicre disi matris bilesenlerini veya diizenleyici
faktorleri parcalayabilir ve bunlarla etkilesime girebilir. Bu sayede hiicre yapigsmasini,
gociinii, cogalmasimni ve anjiyogenezi etkiler. ADAMTS'lerin antitiimor etkilerine karsi
protiimér etkileri, hiicreden salgilanan substratlarinin veya etkilesen ortaklarmin dogasina
bagli olabilir. Bununla birlikte, son yillarda ADAMTS'lerin tiimér biyolojisindeki 6nemli
ilerlemelere ragmen, bu proteazlarin kanser biiylimesini giliclendirmek veya tiimoriin
gerilemesini indiiklemek ve tiimor mikro-ortamini nasil etkileyebilecegini tam olarak

anlamak i¢in daha mekanik ve fonksiyonel ¢alismalar gereklidir [26].



. Pro-domain Thrombospondin

Type | domain
“Camyuc domain Cysteine-rich
domain
Disintegrin domain
Il Spacer

Sekil 1.4: ADAMTS genlerinin kanser onleyici etkilerinin sematik gosterimi[26]
Bu etkiler esas olarak ADAMTS-1 i¢in tanimlanmistir. Anjiyojenik siiregleri inhibe eden
veya tiimor tesvik edici sinyal yollarimi bloke eden antitiimor 6zellikler sergileyebilir. Bu
etkiler, katalitik aktiviteye bagli (trombospondin-1 ve trombospondin-2 ve nidogen-1 ve
nidogen-2) gibi hiicre dis1 bilesenlerin bozulmasi veya bagimsiz (VEGF inhibiyonu)
olabilir (Sekil 1.4). Birkagc ADAMTS geni, farkli kokenlerden gelen tiimorlerde epigenetik
modifikasyon yoluyla susturulur. ADAMTS'lerin yapisal alanlar1 belirtilmistir [26].

ADAMTS'lerin antitiimor etkileri, farkli kokenlerden gelen tiimdrlerde epigenetik olarak
susturulmus birkag ADAMTS geninin bulunmasi gercegiyle de anlasilabilir (Sekil 1.4).
ADAMTS-1 pankreas, kolorektal ve akciger kanserinde; ADAMTS-5 kolorektal kanserde;
ADAMTS-8 beyinde; tiroid, akciger, nazofaringeal, yemek borusu, mide ve kolorektal
kanserlerde; ADAMTS-9 o6zofagus, nazofaringeal, mide, kolorektal ve pankreas
kanserlerinde ve ayrica multipl miyelomda; ADAMTS-12 kolon kanserinde ve ADAMTS-



18 mide, kolorektal, pankreas, 6zofagus ve nazofaringeal karsinomlarda yiliksek oranda

promotor metilasyonu gosterir [27-41].

Bununla birlikte, ADAMTS genlerinin tiimorlerde siklikla mutasyona ugrayip
ugramadigimi belirlemek ve ayrica bu mutasyonlarin kanser gelisimindeki fonksiyonel

etkilerini degerlendirmek i¢in ek ¢alismalar gerekli olacaktir.

ADAMTS'ler tarafindan diizenlenen molekiiler mekanizmalar hakkinda daha derin bir
bilgi, bu metaloproteazlarin tiimoérijenezdeki gercek etkisinin daha iyi anlagilmasina
katkida bulunacaktir. Bu siire¢lerin acikliga kavusturulmasi, daha spesifik ve az toksik

kisisellestirilmis antitiimor tedavilerinin tanitilmasina yardimer olacaktir.

1.1.1.2 Kanserde ADAMTS-8 Geninin Yapis1 ve Onemi

ADAMTS-8 (METH2), ADAMTS-1 ile benzerlik yapisini paylasir ve ADAMTS ailesinin
onemli anjiyoinhibitor iiyelerinden biri oldugu bulunmustur. ADAMTS-8'iIn ADAMTS-
1’den farki C-terminalinde yalnizca bir TSR alanina sahip olmasidir. ADAMTS-8, insan
kromozomunda 11q24.3 yer alir [42]. Genel olarak, bu proteinazlarin anti-anjiyojenik
roline TSR'lerin katildigi diistinilmistiir[43]. ADAMTS-8 meme karsinomu, kii¢iik
hiicreli olmayan akciger kanseri (KHDAK) ve beyin kanserleri dahil olmak tizere farkli
kanser tiriinde azalmis ifade gostermektedir [44]. Meme karsinomunda, neoplastik
olmayan doku ile karsilastirildiginda ADAMTS-8 ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir;
ayrica, daha yiiksek ADAMTS-8 seviyeleri, daha kotii bir prognozla baglantili
goriinmektedir [45]. ADAMTSS ile iligkili hastaliklar arasinda Keshan Hastaligi yer alir
[46].

1.2 1L-6

IL-6 ailesi, IL-6, IL-11, IL-27, IL-31, 16semi inhibitor faktor (LIF), onkostatin M (OSM),
siliyer norotrofik faktér (CNTF), kardiyotrofin benzeri sitokin faktér 1 (CLCF) ve
kardiyotrofin 1 (CT-1) igerir ve bu ailenin iiyeleri yapisal olarak benzerdir [47-48]. IL-6
ailesi, enfeksiyon, kronik enflamasyon, otoimmiinite ve kanser gibi ¢esitli hastaliklarda

ortaya ¢ikan rolii nedeniyle son zamanlarda genis ilgi gormiistiir. Baslangigta B-hiicre



uyarici faktor 2 (BSF-2) olarak adlandirilan IL-6, 1988'de New York Bilimler Akademisi
tarafindan resmi olarak IL-6 adini almistir [49].

IL-6, esas olarak makrofajlarin yani1 sira kemik iliginden tiiretilen miyofibroblastlar
(BMF'ler), dendritik hiicreler, intestinal epitel hiicreler ve miyeloid hiicreler tarafindan
tiretilir [50-51].

1.2.1 IL-6/STAT3 Yolu

IL-6 immiin regiilasyon, hematopoez, inflamasyon ve timor olusumunda rol oynayan bir
pleiotropik sitokindir [51]. IL-6, iki alt birimden olusan reseptorii ile kompleksler
olusturarak asagidaki sinyal yollarini aktive eder. Bu reseptorler molekiiler agirligi 80 kDa
olan bir ligand baglayici protein IL-6R (IL-6Ra veya CD126 olarak da adlandirilir); ve
molekiiler agirligi 130 kDa olan bir sinyal iletici glikoprotein-130 (gp130, IL-6Rb, CD130)
icerir [52]. Klasik IL-6 sinyal yolunda, hiicre dis1 IL-6 ve zara bagli IL-6R (mIL-6R),
gp130'un baglandigi bir kompleks olusturmak tizere birleserek iki IL-6, iki IL-6R ve iKi
gp130 molekiilinden olusan bir izo-heksamerik kompleks yapini olusturur. Bu kompleks
Janus kinazin1 (JAK) aktive eder, bu da STAT3'in dimerize olmasina ve hedef genlerin
ekspresyonunu degistirmek i¢in ¢ekirdege yer degistirmesine neden olur [50]. Klasik yolun
ana islevi, akut faz yanit1 sirasinda anti-inflamatuar etkileri indiikklemektir [51]. Alternatif
olarak, IL-6'nin mIL-6R yerine ¢6ziiniir IL-6R'ye (SIL-6R) baglanmasi diginda klasik yolla
ayni olan trans IL-6 sinyali olusabilir [52]. Coziiniir reseptor sIL-6R, mIL-6R'min sinirl
proteolizi veya IL-6R mRNA'nin alternatif eklenmesiyle tiretilir [53]. Trans sinyallemenin
ana iglevi, bir inflamatuar yanit1 desteklemektir, dolayisiyla bu yolun KRK gibi kanserlere
katkida bulundugu goriilmektedir (Sekil 1.5) [54-56].
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Sekil 1.5: IL-6/JAK/STAT3 sinyal yolu [58].
IL-6 aktivasyonunun iki modu vardir: (A) klasik sinyal yolu: IL-6, hedef hiicrelerde IL-
6R'ye baglanir. Daha sonra IL-6 ve IL-6R kompleksi gp130 ile temas eder; (B) sinyal
iletim yolu: IL-6 reseptoriiniin (SIL-6R) ¢o6ziiniir bir tiirii IL-6'ya baglanir ve gp130 ile

etkilesime girer.

Boylece her ikisi de dimerizasyonu indiikler ve sinyallesmeyi baglatir. IL-6'nin sinyal
transdiiksiyonu, JAK aktivasyonunu igerir, ardindan sinyal transdiiserlerinin ve STAT3
aktivatorlerinin transkripsiyon faktorlerinin aktivasyonuna yol acar. Normalde STAT3
sitoplazmada bulunur. STAT3 fosforile edilir ve daha sonra JAK, EGFR, IL-6 reseptor
aktivasyonu gibi yukari sinyal yollariyla aktive edildiginde STAT ailesinin diger {iyeleri ile
dimerler olusturur. Aktive edilmis STAT3 kompleksi daha sonra konsensiis DNA
elemanlart ile birleserek STAT3 hedef genlerinin (siklin D1, Becl-xL, c-myc, Mcll,
survivin ve VEGF dahil) transkripsiyonunu baglatarak sitoplazmadan ¢ekirdege yer
degistirir. STAT3, kanser hiicresi proliferasyonu, farklilagsmasi, istilasi, iltihaplanmasi ve
bagisiklik fonksiyonunda yer alan onkojenik bir transkripsiyonel faktor olarak kabul edilir.

STAT aktivasyonunun araligini ve siiresini birgcok faktor etkileyebilir.



1.2.1.2 IL-6’min Kolorektal Kanserde Tiimor Uyarici1 Etkisi

Aragtirmalar, IL-6'"nin gp130 ile birlestirildiginde KRK’nin ilerlemesini baglica ii¢ sinyal
yolunda, Shp2-Ras-ERK, JAK1/2-STAT3 ve PI3K-Akt-mTOR'da diizenledigini
gostermektedir. Bu yollarin ¢ogunda ortak olan faktér, STAT3'tiir [57]. Yakin tarihli bir
calisma, IL-6 tarafindan aktive edilen STAT3'lin fibroblast aktivasyonunda kritik bir rol
oynadigin1 da kanitlamistir [58]. Treatise on Febril Disease'de yayinlanan geleneksel bir
Cin tibb1 olan Wu Mei Wan (WMW) iizerine yapilan son bir ¢alismada, NF-kB/IL6-
STAT3 sinyal yolu Onemli bir rol oynamaktadir. AOM/DSS (Azoksimetan
(AOM)/Dekstran sodyum siilfat (DSS)) ile indiiklenen CAC (Kolit ile Iliskili Kolorektal
Kanser) fare modelinde, 10 Cin bitkisinden olan bir karisim olan WMW(Wu Mei Wan),
biiyiikk bir 1yilestirici etki gosterdigi bulunmustur. Bu c¢alismada, WMW'nin tiimdr
baskilama mekanizmasi arastirilirken NF-kB/IL-6/STAT3 yoluna biiyiik olciide
odaklanilmistir [59].

KRK’nin ilerlemesinde, tiimoriin her asamasinin diizenlenmesi bu molekiiler yolaklar
araciligiyla gerceklestirilebilir. Ornegin, bir ¢calisma NF-xB-IL6-STAT3 yolunun KRK’y1
destekledigini kanitlamistir [60]. IL-6/STAT3/ERK sinyal yolunun aktivasyonu, KRK’nin
anjiyogenezini, gog¢iinii ve ¢ogalmasimi kolaylastirir. 1L-6, JAK2/STAT3 yolunu aktive
ederek, B-katenin/Wnt sinyal yolu yoluyla KRK hiicrelerinde EMT'yi indiikler [61]. IL-
6R/STAT3/MIR34A geri besleme dongiisii, KRK hiicrelerinin EMT ve metastazi i¢in de
gereklidir [62]. STAT3 yolu araciligiyla, eksojen 1L-6, KRK hiicrelerinin metastazi igin
uygun bir mikrogevre olusturmak ic¢in timor kaynakli IL-6'nin salgilanmasini indiikler
[63]. Baska bir ¢alisma, IL-6'nin miisin salgilanmasini kontrol ederek yukarida agiklanan
ortama katkida bulundugunu bulmustur [64]. Giincel bir c¢aligmada, IL-6nin hipoksi
altinda KRK’nin ilag direncine dahil oldugu gosterilmistir [65]. IL-6 ve diger sitokinler
arasindaki iliski kapsamli bir sekilde incelenmistir. Ornegin, IL-6, VEGF ekspresyonu
yoluyla KRK’da tiimor anjiyogenezini arttirir [66].

1.2.1.3 Kolorektal hiicre hattt HCT-116

HCT-116 kolon kanser hiicre hatlarindan biri olup morfolojik olarak epitel 6zellikte
adherent hiicre tipine sahiptir [67]. Bu hiicre hatti daha ¢ok terapotik arastirma ve ilag
taramalarinda kullanilmaktadir [68]. HCT116 hiicreleri, KRAS proto-onkojeninin 13.

kodonunda mutasyon vardir ve gen tedavisi arastirmalari igin uygundur [69].
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2.TEZ AMACI

Tezin amaci IL-6’'nin ADAMTS-8 gen ifadesi iizerine etkisinin belirlenmesidir. IL-6
sitokini ti¢ farkli konsantrasyonda (10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) uygulanarak HCT-116
hiicre hattinda proliferasyon tizerine etkisine bakilmistir. IL-6 (20 ng/mL) ADAMTS-8
mRNA diizeyinde etkisine bakmak i¢in ve inhibisyon yolak analizi i¢in 5 farkli inhibit6r
(MEK, Wortmannin, PD163, SP600125, NFKB) kullanilarak real-time PCR
kurulmustur. IL-6 (20 ng/ mL) ADAMTS-8 gen ifadesi iizerine etkisine protein diizeyinde

analiz i¢in western blot teknigi kullanilmistir.

IL-6 Aracili ADAMTS-8 Geninin Transkripsiyonu

IL-6'nin ADAMTS-8
genine etkisinin IL-6 iliskili Yolak
belirlenmesi Analizi

Proliferasyon

seviyesi ..
Y Analizi

gReal-
CR

IL-6°'min HCT-116 IL-6 inhibitSrlerinin
hiicre hattina ADAMTS-8 mENA
seviyesindeki etkisi

IL-6'nin ADAMTS-8 | IL-6'nin ADAMTS-8
I genine protein
seviyesindeki etkisi diizeyinde etkisi

tizerine etkisi

Sekil 1.6: Tez ¢aligma diyagrami
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3. Yontemler
3.1 Deney Malzemeleri
3.1.1 Deney Calismalarinda Kullanilan Soliisyonlar

Tablo 3.1: Hiicre Kiiltiriinde Kullanilan Malzemeler

Tripan mavisi soliisyonu, Sigma

FBS-FCS, Gibco

Dimetil siilfoksit (DMSO), Merck (Sigma-Aldrich)

Antibiyotik-Antimiyotik Soliisyon, Gibco

DMEM, Gibco

25-75 cm® flaski, Almanya

Filtre (Filtropur) 0.20 uM, Almanya

Si1gir Serum Albiimini (BSA), Sigma

Steril 15-50 mL Falkon, IsoLab

Tris Base, Sigma

EDTA, Sigma-Aldrich

25 mL Cam Pipet,Almanya

6 kuyulu plaka SPL, Life Sciences

Pastor Pipeti, IsoLab

Ependorf, Isolab

PBS Tableti, VWR Amresco

Human IL-6 Recombinant Protein, Gibco

Sigma Monoclonal Anti b aktin antibody

Santa Cruze m IGK BP HRP
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Tablo 3.2: RNA Deneylerinde Kullanilan Malzemeler

DEPC, Sigma

Agaroz Sigma, Prona

2-B Merkaptoetanol, Merck

2 X RNA yiikleme boyasi, Thermo scientific

Insiilin Enjektorii Bd Micro-Fine

MOPS (3-(N-morpholino)propanesulfonic acid), Sigma

%99 Formaldehit, Sigma

EDTA, Sigma

%37°1ik (12.3M) Formaldehit, Fluka

NaAc (Sodium Acetate), Sigma

Sodyum Dodesil Siilfat (SDS), Sigma Aldrich

Etidyum bromiir (Et-Br), Fisher BioReagent

Etanol, Merck

GeneJET RNA Piirifikasyon Kit, Thermo scientific

Tablo 3.3:cDNA Sentezi Malzemeleri

Oligo dT, Thermo scientific

Tagq DNA Polimeraz (rekombinant), Thermo scientific

dNTPmix soliisyon, NEB

5X Reaksiyon Tamponu, Thermo scientific

MgCl,, Thermo scientific

10X Taq Tamponu K+MgCl,- Thermo scientific

Agaroz Sigma, Prona

RealQ Plus 2X Master karisim, Ampligon

RiboLock RNaz Inhibitor, Thermo scientific

GeneRuler 1 kb DNA marker, Fermantas

96 kuyulu plaka jelatini, Thermo scientific

6X DNA Yiikleme Boyasi, Thermo scientific

RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi, Thermo scientific

Beyaz, 96 kuyulu plaka, LightCycler480
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Tablo 3.4:Western Blot Teknigi i¢cin Soliisyonlar

4x Laemmli Ornek Tamponu (4XLSB), Bio-Rad

Akrilamid Bis-Akrilamid (37.5:1), Sigma

Protein Marker (Rainbow Marker), Thermo scientific

Amonyum Persiilfat (APS), Fisher Scientific

PVDF Membran 0.45 um, Millipore

%90’ 11k Izopropanol, Merck

2-Beta Merkaptoetanol, Merck

TEMED (1,2-bis- (dimetilamino) etan), Bio-Rad

TWEEN® 20, Sigma

SDS (Sodyum dodesil siilfat), Sigma

Pierce ™ ECL, Thermo Scientific

2-Beta Merkaptoetanol, Sigma

ADAMTS-8 Monoklonal Antikor, Thermo scientific

Yagsiz Siit Tozu (non-fat dry Milk), Santa Cruz
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3.1.1.1 Deney Cahismalarinda Kullamilan Laboratuvar Cihazlar

Tablo 3.5: Laboratuvar cihazlari

+4 ° C ve -20° C Buzdolab1 Argelik, Tiirkiye

-80 ° C dolabi, Wise Cryo

Hiicre Kiiltiirii Kabini (Hava filtreli) TelStar BIOII, ispanya

Ultrasonik su banyosu, PlusLab

Mikroskop Nikon, Japonya

Santriflyj Niive

CO; Inkiibator Nuaire, ABD

Vorteks Velp, Scientfica

Isitict Blok Major Science

Isiticili Manyetik Karistiric1, Heidolph

Sogutmali Mikro Santrifiij, Hanil Science

pH metre, Hanna

Inkiibatér, Memmert

Elektroforez Kaynaklari ,Thermo Scientific

Otoklav HMC, HIRAMAYA

PZR Thermocycler, Thermo

uDrop™ Plate, Thermo Fisher Scientific, Multiskango

Light- Cycler 480 Real-Time PCR, Roche Life Science

UVP Goriintiileme Sistemi, BioSpectrum

Spektrofotometre, Thermo Fisher Scientific, Multiskango

UV Gorintuleme sistemi, Vilber Lourmat

SDS-PAGE Araglari, Bio-Rad

Otomatik Pipet Thermo, Eppendorf, Finnpipette

Hassas terazi, Sartorius

Calkalayici, Thermo Scientific

Buz Makinas1 Hoshizaki, Japonya

Mikrodalga firin ,Argelik
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3.2 Yontem

3.2.1 Deney Araclarimin Sterile Edilmesi

Deneyde kullanilan soliisyonlar, pipet ucglari, ependorflar, hiicre Kkiiltiiri kavanozu
otoklavda 121°C 1 sa otoklavlanip 80 °C etiivde kurutulmustur. Pipet uglar dizilmeden
once kutu i¢i %70 alkollenerek iyice silinip kurulanmistir. Gerektiginde pipet u¢ kutulari
ve ependorf kavanozlar i¢i kirli ise deterjanla yikanip iyice temizlenmistir ve pegeteyle
kurulanmigtir. Laboratuvar bengler calisma Oncesi %70 alkollenerek iyice pegeteyle
silinmistir. Her calisma Oncesi temiz Onliik giyilip ve steril eldivenle ise girisilmistir.
Etiketleme olayma dikkat edilmistir. Deney oncesi pipetler iyice %70 lik alkolle silinip

peceteyle kurulanmistir.

3.2.2 Deneyde yapilan Hiicre Diizeyindeki Calismalar

Laminar flow’da ¢alismadan 6nce 30 dk. UV acilarak ortamin sterilizasyonu saglanmuistir.
Daha sonra laminar flow igi alt ve iist tablalalar %70 lik alkolle iyice silinerek pegeteyle
kurulanmigtir. Ayn1 zamanda hiicre kiiltiiriindeki CO2 inkiibatorii ve laminar flow i¢i 6nce
seyreltilmis ¢amasir suyu ile silinip tiim aparatlariyla birlikte iyice kurulayip en son %70
lik alkolle silinip pegeteyle kurulanmigtir. Ayn1 zamanda deney oncesi hiicre kiiltiiriinde
calisma yapilirken laminar flowa alian biitiin malzemeler u¢ kutulari, atik kavanozu,
pipetler, ependorf kavanozlari, hiicre kiiltiiriinde kullanilan soliisyonlar ve besiyer siseleri
%70 alkollenip iyice silinerek pegeteyle laminar flowa alinmistir. Fetal bovine serum
laminar flowa alinmadan 6nce su banyosunda termometre 37°C’ye ayarlanmistir ve iyice
¢oziindiikten sonra laminar flowa %70 lik alkolle temizlenip kurulanarak alinmistir. TE -20
°C’den bir giin dnce ¢ikarilip +4 °C dolaba koyup ¢oziindiikten sonra ayni sekilde %70 etil
alkollenip kurulanarak iceri alinmigtir. Ayrica hiicre kiiltiirii soliisyonlart 0.20 pum filtreden
gecirilerek deneye baslanmistir. Besiyeri hazirliginda penisilin streptomisin antibiyotigi
kullanilmistir. Antibiyotikler -20°C’de olup oda sicakliginda i1yice ¢6ziindiikten sonra %70
alkolle silinip 1yice kurulanip flowa alinmstir.

Hiicre kiiltiiriinde protokole gore islem gerceklestirilmistir

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriit Malzeme Sterilizasyonu

Hiicre diizeyinde ¢aligmalar icin gerekli prosediir uygulanmistir.
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3.2.2.2 Fosfat Tamponlu Salin (PBS) Hazirlama

PBS tablet, kutusundaki bilgiye gore hazirlanmistir. 500 mL siseye PBS tablet kutusundaki
talimata uygun distile suya konulup iyice calkalanip ¢6ziinmesi saglanmistir. Hiicre
kiltiriinde kullanirken 50 mL ependorfa kullanilacagi kadariyla alikotlama yapilarak

kullantlmistir.

3.2.2.3 Fetal Sigir Serumu(FBS) Hazirlanmasi
FBS 1s1 ile inaktive olmayan ana stok termometre 56 °C’ye ayarlanip 1 sa su banyosunda
inaktive edilmistir. 50 mL steril falkona laminar flowda alikot edilmistir. Agzi

parafilmlenerek ve etiketlenerek -20 °C’de muhafaza edilmistir.

3.2.2.4 Hiicre Kaldirma Soliisyonunun Hazirlanmasi
500 mL siseye PBS soliisyonu distile su ile hazirlanmistir. Otoklavlandiktan sonra 1.25 g
tripsin, 1 g EDTA eklenmistir. Steril filtrelerden gegirilerek 50 mL’lik falkonlara alikot

edilip parafilmle sarild1 ve etiketlenmistir. -20 °C buzdolabinda saklanmuistir.

3.2.2.5 Hiicre Biiyiitme Sahasinin Hazirlanmasi
HCT116 kolon kanseri hiicre hatti, Gibco DMEM (Dulbecco's Modified Eagle Medium)
icinde biyiitilmistiir. Kullanilacagi zaman steril filtreden gecirilmistir. +4°C’de

parafilmlenerek saklanmistir.

3.2.2.6 Hiicre Kiiltiirii Cahsmalarinda Kullanilan Hiicre Hatti
HCT116 insan kolon kanseri hiicre hatt1 kullanilmistir (Sekil 1.7).

Sekil 1.7: HCT116 hiicre hatt1 (20x)

17



3.2.2.7 Hiicre Soyunu A¢ma Islemi

-80°C dolaptan c¢ikarilan hiicreler, 37 °C su banyosunda ¢ézdiiriilmiistiir. Cozdiiriilen hiicre
croviyal tiipten alimip 15 mL falkondaki besiyeri ile yavasca pipetajlanip 1000 rpm’de 5
dk. hiicreler santrifiijlenmistir ve slipernatan dikkatlice dokiilmiistiir. Pellette medyum
kalmamasina dikkat edilmigtir. 25 mL flaska son hacim 5 mL olacak sekilde DMEMIe
tamamlanmistir. Flaska hiicre soyu adi, acan kisi ad1 ve pasaj no 0 olarak yazilmistir ve
hiicre acilma tarihi etiketlenmistir. Hiicre flaski dikkatli sekilde sarsmadan inkiibatore

kaldirtlmistir.

3.2.2.8 Hiicrenin Biiyiitiilmesi

-80 derin dondurucudan alinan hiicrenin 37 °C su banyosunda ¢ozdiiriildiikten sonra 15 mL
falkon icindeki DMEMlIe hizlica bulusturulmasi ve 1000 rpmde 5 dk. santrifiij edip
siipernatant bosaltip pelleti 3 mL hacimde ¢6ziip, 75 cm? ’lik flasklarda son hacmi 15 mL
DMEM olacak sekilde ya da 25 cm?’lik flasklara son hacmi 5 mL DMEM olacak sekilde
inkiibatorde biiyiitiilmiistiir. Morfolojik 6zellikleri, doluluk durumlarina bakilmistir ve

besiyerlerinin berrakligi, bulanikliliklart incelenmistir.

3.2.2.9 Hiicrelerin Soyunu Devam Ettirme islemi

Hiicrelerin flaskta doluluklarina mikroskopta bakilarak kontrol edildikten sonra islme
baglanmistir. Flasklardaki medyum atik kavanoza degmeden flaskin agz1 dikkatlice
dokiilmiustiir, hangi flaskla ¢alisiliyorsa o miktarda PBS ile flask iyice yayma hareketi ile
yikanmistir. Sonra PBS kalintis1 kalmayacak sekilde iyice flasktan atilmistir iyice ve yine
flask hacmine gore TE eklenmistir ve 4-5 dk. ya da hiicrenin tamamen kalktigina emin
oluncaya kadar ara ara mikroskopta incelenmistir ve inkiibatére kaldirilmistir. Sonra
eklenen TE’nin 2 kati kadar DMEM eklenmistir ve iyice al ver yapilmistir. Hepsi alinarak
15 mL steril falkona konulmustur. 1000 rpmde 5 dk. santrifiijlenmistir. Siipernatan
dokiilmiistiir atik kavanoza degmeden iyice iistten atilmistir. Pellet 3 mL iyice ¢ozlilmiistiir

ve geri kalan hacim DMEM ile tamamlanmuistir.

3.2.2.10 Tripan Mavisi Boyama Canh Hiicrelerin Belirlenmesi
Canl1 hiicrelerin sayimi i¢in thoma lami1 kullanilmistir. Pellet alindiktan sonra 10 mL temiz
medyumla iyice pipetajlanarak 1 mL steril 1.5 mL ependorfa alinmistir. Oradan 50 puL

lyice pipetajlanarak alinmistir ve tizerine 50 pL tripan mavisi boyasi konulmustur ve iyice

18



karigmast i¢in pipetajlanmistir. Buradan 10 pL c¢ekilip thoma lamina konulmustur

mikroskopta seffaf hiicreler sayilmistir ve hesaplama ona gore yapilmaistir.

nm

= E
g

a5 i E mim

T 1

Sekil 1.8: Thoma Lami
1 mL’de sayilan toplamdaki hiicre sayist asagidaki yontem ile bulunmustur:

Formiil= Sayilan canli hiicre sayis1 x 2 x 10”

3.2.2.11 Hiicrelerin Stoklanma Islemi

Hiicreler %80-90 civart oldugunda medyum atik kavanozuna degmeden {istten
bosaltilmustir. Tlgili flask hacmine gére PBS ile iyice yikama yapilmistir ve bosaltilmistir.
Sonra ilgili flask hacmine gore TE eklenmistir. 3-4 dk. inkiibatore kaldirilmistir. Ara ara
mikroskopta kontrol edilmistir. Hiicre tamaminin kalkmasina gére laminar flowda eklenen
TE’nin 2 katt DMEM eklenmistir ve al ver yapilip tiim yilizeyde TE’nin etkisi yok
edilmeye calisilmigtir. Hepsi alindiktan sonra steril 15 mL falkona konulmustur. 1000
rpm’de 5 dk. santrifiij edilmistir. Pellet 6nce 900 puL. FBS ile ¢ozdiiriiliip sonra 100 uL
DMSO (Dimetil siilfoksit) ile iyice pipetajlanip pellet iyice ¢oziilmiistiir ve croviyal tiipe
konulmustur. Croviyal tiip kaginct pasajda donduruldugu, dondurulan tarih, donduran kisi
adir etiketlenmistir. Agz1 parafilmlenmistir ve hizlica -80 °C dolabindaki stok kutusuna

konulmustur.

3.2.2.12 Hiicresel Diizeyde Caliysmada Deneylerin Plam
%80-90 doluluk orani gozlemlendikten sonra ve hiicrelerin saglikli olduguna emin
olduktan sonra thoma laminda hiicre sayimi islemi gerceklestirilmistir. RNA izolasyonu

igin 25 cm*lik ve protein izolasyon deneyi i¢in 6 kuyucuklu plaka kullanilmigtir.

19



RNA izolasyonu i¢in 6 tane 25cm? lik flask kontrol, 1.sa, 3.sa, 6.5a, 24.sa, ve 48.sa, 20
ng/mL IL-6 uygulamasi i¢in 2.000.000 olacak sekilde HCT-116 kolon kanseri hiicreleri
sayim yapilarak paylastirilmistir ve inkiibatére kaldirilmistir. Ertesi sabah hiicrelerin
tutunmasina ve kontamine olmama durumlaria gore biitiin flasklar %0.1 BSA’lt DMEM’e
alimmistir. Kontrol hari¢ hepsine ayni anda IL-6 20 ng/mL uygulanmistir. Belirtilen zaman

dilimlerinde pelletler alinmistir ve -80°C’ e etiketlenerek kaldirilmstir.

Protein izolasyonu igin HCT-116 hiicreleri 6 kuyulu plakaya her bir kuyu 500.000 hiicre
olacak sekilde kontrol, 1.sa, 3.sa, 6.sa, 24.sa ve 48.sa IL-6 20 ng/mL olacak sekilde
paylastirilmistir. Inkiibatére kaldirilip ertesi giin hiicrelerin tutunup tutunmamasina ve
olmadigi mikroskopta kontrol edilmistir. Kontrol hari¢ diger saatlere IL-6 20 ng/mL
sitokin uygulanmistir ve inkiibatore kaldirilmistir. Her saat diliminde hiicreler kontrol
edildikten sonra 150 puL RIPA ile kazima yapilip etiketlenip -80°C e kaldirildi. Ayn1 giin
icinde Bradford ile protein konsantrasyonu o6l¢iildii ve alikotlama yapilip -80 °C dolaba
etiketleyip kaldirild.

MTT deneyi i¢in 96 kuyulu plakaya her bir kuyucuk 10.000 hiicre olacak sekilde 3 ayr1
plakaya 24 sa, 48 sa ve 72 sa olacak sekilde plate out yapilmistir. Ertesi giin hiicrelerin
kontamine olup olmadig1 kontrol edilip mikroskopta %0.01 BSA’l1 DMEM’e alinip 1 sa

inkiibatorde beklenmistir. 1 saat sonra tiim plakalara kontroller 12 tekrarli, 1L-6 sitokini 10
ng/mL, 20 ng/mL ve 40 ng/mL 6 sar kuyu olacak sekilde 3 farkli son konsantrasyon
kontroller hari¢ tutularak uygulanmistir. Belli saatte hiicreler kontrol edilip 24.saat i¢in
herbir kuyudan 100 mikrolitre ¢ekilip 10 mikrolitre MTT uygulanmustir. 4 saat inkiibatorde
birakilmistir. 4 saat sonra biitlin medyum atilmistir ve izopropanol igeren ¢oziicii ile iyice
formazan kristalleri ¢6ziinmesi igin shaker cihazina konulup 30 dk. beklenmistir ve iyice

pipetaj yapilarak kristallerin ¢6ziinmesi saglanmistir. 550 nm de absorbans alinmistir.

RNA izolasyonu i¢in 7 tane 25 cm? lik flask kontrol, IL-6 20 ng/mL, tiim inhibitérlerle
(MEK inhibit6rii, Worthmanin, SP600, PD169 ve NFKB inhibitorii) olacak sekilde her bir
flask 2.000.000 olacak sekilde HCT-116 kolon kanseri hiicreleri sayim yapilarak
paylastirildi ve inkiibatore kaldirilmistir. Ertesi sabah hiicrelerin tutunmasina ve kontamine
olmama durumlarina gore biitiin flasklar %0.1 BSA’li DMEM’e alinmistir. Kontrol harig

hepsine ayni anda IL-6 20 ng/mL uygulanmistir. 45 dk. sonra inhibitorler hesaplanip
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flasklara uygulanmistir ve 2 saat sonra pellet alma islemi uygulandi biitiin flasklara

protokole gore -80 °C de etiketlenerek kaldirilmistir.

3.2.2.13 Deneyde Kullamlacak RNA icin izole Asamasindaki islemler

Dietil pirokarbonat (DEPC)‘l1 su 1000 mL saf su igeren siseye 1000 puL. konulup 1 gece
37°C etiivde birakilip ertesi giin otoklav yapilmistir. RNA izolasyonu i¢in bu soliisyon
ortamdaki Rnazlar1 inhibe etmeleri yoniinden 6nemlidir ve RNA izolasyonundan once
calisilan beng, deney malzemeleri ve eldivenler bu soliisyonla muamele edilip iyice

kurulanmalidir.

3.2.2.14 Deneyde Kullanilacak RNA’y1 Elde Etme Islemi

Izolasyon 6ncesi RNA’lar -80°C’den almip buza almmustir. Ortam ve deney malzemeleri
%70 lik alkolle alkollenmistir. DEPC ile ortam ve deney malzemeleri muamele edilip iyice
kurulanmigtir. RNA pelletleri Thermo Scientific GeneJET RNA Purification Kit protokolii
uygulanarak son eliisyon 40 pL ile alinmistir. Eliisyon asamasi 2 kez al ver yapilarak

uygulanmustir. Elde edilen RNA 6rnekleri, -80°C’ye kaldirilmustir.

3.2.2.15 Deneyde kullanilacak RNA Miktar1 ve Konsantrasyon Olciimii

RNA konsantrasyon 6lgmede pDrop™ plaka kullanilmistir. Spektroda 260 nm ve 280 nm
de RNA eliisyon konsantrasyonlar1 asagidaki formiile gore 6l¢iilmiistiir.

RNA konsantrasyon 6l¢iim formiilii = A260 x sulandirma katsayis1 x 40 ng/mL, Saflik =
A260 / A280

3.2.2.16 RNA Jel Elektroforezi

Elde edilen RNA lar1 kontrol etmek i¢in formaldehit RNA jel elektroforezi yapilmistir.
Deney oncesi malzemeler, jel tanki 6nce DEPC li su ile sonra % 0.5 SDS ile muamele ve
yine DEPC ile iyice durulama yapilmistir. %70 lik alkolle en son giizelce yikanmistir ve
lyice pegeteyle tiim aparatlar kurulanmigtir. Labta kullanilan RNA jel i¢in gerekli protokol
uygulanarak jel hazirlanmistir. Ornekler jele yiiklendikten sonra 80 V 45 dakika

yiiriitilmiistiir ve UV jel goriintiileme sistemi ile goriintiilenmistir.

21



Tablo 3.6: RNA jel igin ana stok 10X FA tampon ¢ozelti hazirlama

10x FA Tampon Cozelti Malzemesi Stok Son konsantrasyon
soliisyon

EDTA (pH:8) 05M 0.05 M

Sodyum asetat (NaAc)

MOPS (pH:7) 1M 0.01M

Soliisyon % 0.1 DEPC igeren saf su ile | 1M 0.2M

hazirlanmistir  ve en son  pH:7.0’ye

ayarlanmistir.  Otoklav  yapildiktan  sonra

kullanilmistir.

Tablo 3.7: RNA jel i¢in 1 X FA tank tampon ¢ozelti hazirlama

10 X FA Jel Tamponu Son konsantrasyon:1 X

%37 ’lik (12.3 M) Formaldehit
1000 mL’ye % 0.1 DEPC igeren su ile

tamamlanmistir. Otoklav yapildiktan sonra

kullanilmistir.

Son konsantrasyon: 0.25 M
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3.2.2.17 RNA’dan cDNA Sentezleme Islemi
Elde edilen RNA’lardan cDNA 2 asamada gerceklestirilmistir. Ornekler -20 °C’ye

kaldirilmastir.

Tablo 3.8: cDNA sentezlenmesi ve sentezleme basamaklari

Kullanilan Reaksiyon Icerigi ve Miktar

Son Konsantrasyon

Kalip RNA

Olgiilen konsantrasyon 1000 ng RNA

olacak sekilde hesaplanmistir.

dH20 (Enjeksiyonluk dH20) X

Oligo (dT) 1 uL
Son hacim 12.5 uL
1.Basamak: Ilk reaksiyon icin PZR

cihazinda 65 °C’de 5 dk. inkiibe edilmistir.

5 X Reaksiyon Tamponu (1 mL) 1X
dNTP karigim (2,5 mM) 1 mM
RiboLock RNaz inhibitér (40 U/ uL) 20 U/ uL
RevertAid Reverse Transkriptaz (200 U/ | 10 U/ uL
uL)

Toplam hacim 20 uL

2.Basamak: 42°C’de 1 saat ve 70°C’de 10
dk. isleme tutuldu.

3.2.2.18 RNA’dan ¢cDNA Kontrolii icin PZR
cDNA’larin ¢alistign HB-2 PZR ile kontrol edildikten sonra ADAMTS-8 ekspresyon

primerleri ile real-time PZR kurulmustur.
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Tablo 3.9: cDNAlarm Kontrol Islemi i¢cin PZR kurulmasi

PZR Soliisyon Numune PK NK

10 X Tampon(+KCI- | 5 uL 5ulL 5ul

MgCly)

dNT karisim (2.5 mM | 1 uL 1 pL 1 uL

each)

HB-2 Reverse Primeri | 1 uL 1uL 1 uL

(50 pmol/ pL)

Hp-2 Forward | 1 uL 1 uL 1 uL

Primeri(50 pmol/ pL)

MgCl; (25 mM) 4 uL 4 uL 4 ulL

cDNA kalib1 1 uL 1 uL -

dH20 36.5 uL 36.5 uL 37.5uL

Tag DNA Polimeraz | 0.5 uL 0.5 uL 0.5 uL

(rekombinant) (5U/uL)

Son Hacim 50 uL 50 uL 50 uL
Tablo 4.1: ¢cDNA i¢in HB-2 PZR program sartlari

PZR sartlar1 Sicaklik Stire Dongu

Baslangi¢ 94 °C 2 dk. 1

Denatiirasyonu

Denatiirasyon 94 °C 30s

Baglanma 58 °C 30s 30 dongii

Uzama 72 °C 30s

Final Uzama 72 °C 10 dk.

Son Bekletme +4 °C

3.2.2.19 Real-Time PZR (qRT-PZR)

LightCycler® 480 Sistemi (Roche Life Science) cihazi kullanilarak gerekli veriler

saglanmistir. mRNA ekspresyonunun analizi i¢in kullanilmigtir. ADAMTS-8 ve Hf-2

komplementer DNA ile iiglii tekrar calisilmistir. Real time plakasinda herbir kuyucuga

yiiklenen son hacim 12.5 pL’dir (Tablo 3.8, 3.9 ve 3.10).

24




Tablo 4.2: Real-Time PZR malzemeleri

RT-PZR Malzemeleri Son Hacim
konsantrasyon
Kalip 20 ng 1 uL
RealQ Plus 2X Master Mix 1X 6,25 uL
fleri Primer(ADAMTS-8) (Hp-2) 10 pmol 0,5 uL
Steril dH20 (Enjeksiyonluk su) - 4,25 uL
Reverse Primer(ADAMTS-8) (HB-2) 10 pmol 0,5 uL
12,5 uL
Tablo 4.3: RT-PZR doéngii degerleri
Sicakhik Siire Dongii
Baslangi¢ Inkiibasyonu 95 °C 15.01 sn 1
Amplifikasyon 95-55-72 °C 30-30-30 sn 40
Erime egrisi 95-65-97 °C 1dk Siirekli 1
Sogutma 40 °C 30sn 1

Tablo 4.4: Tez kapsaminda kullanilan ekspresyon primerleri

HB2 Forward primer 5’-TTTCTGGCCTGGAGGCTATC-3’

HB2 Reverse primer 5’-CATGTCTCGATCCCACTTAACT-3
ADAMTS-8 Exp3F 5’-GATGCGTCCATGGCTGCCTCCTA
ADAMTS-8 Exp3R 5’-TGCCAGTTGCAGAAGTTACGCAG-3’

Tablo 4.5: Inhibisyon Deneyi Son Konsantrasyon

@®@ MEK inhibitorii: 10 pM

@ Wortmannin (PI3K inhibitér): 1uM
@® PD163 (p38 MAP kinase inhibitérii): 20 uM
@® SP600125 (JNK inhibitor): 20 Mm

@®@ NFKB inhibitorii:5 mM




3.2.2.20 RT-PZR’mm Analizi

Microsoft Excel elektronik tablo programima RT- PZR cihazlarindan saglanan CT (esik
dongiisii) degerleri aktarilmistir. IL-6 (20 ng/mL) ve inhibit6rlerinin ADAMTS-8 gen
ekspresyonuna mRNA seviyesinde etkisine bakmak ii¢ tekrarli calisilmistir. Gerekli
hesaplamalar yapilarak en son deney grubu degerleri kontrol gruplarina oranlanarak IL-

6’nin ADAMTS-8 genine kag kat etki ettigi hesaplanmistir.

3.3 DNA analizi yontemleri

3.3.1 Deneyde DNA Jel Elektroforezi

5X TBE ana stoktan hesaplamayla 0.5X TBE olacak sekilde seyreltilerek DNA jel
elektroforezi igin kullanilir (Tablo 3.11). 1 g agaroz, 100 mL 0.5X TBE iginde
mikrodalgada 1-2 dk. kaynatilarak tamamen seffaf olana dek kaynatilir. Jel iliman olunca
icine 3 pL etidyum bromiir eklenir. lyice ¢alkalanarak jel tankin igine dokiiliir. Jel iyice
donduktan sonra &rnek yiiklemesi yapilir ve 90 V 30 dk. yiiriitiiliir. Ornekler yiiklenmeden
once 6x DNA boyasi ile boyanir ve marker (Thermo SM0311) en basa yiiklenir. UV jel

goriintiileme cihazinda goriintiileme alinir.
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Tablo 4.6: DNA jel analizi deney malzemeleri

Soliisyonlar

Yapihsi

SX TBE

1000 ml behere

27.5 g Borik asit (Sigma),

54 g Tris Base (Sigma),

20 mL 0.5M’lik EDTA (pH:8) eklenmistir.

800 mL distile dH,O ile manyetik karistiricida
¢ozilmiistiir. pH’1 8.0°¢ ayarlanmistir. Balon jojede 1000

mL distile su ile kalan tamamlanmustir. Otoklav yapilmistir.

1 kb(Thermo SM0311)

DNA ladder 1 uL*10
6X TriTrack DNA Loading Dye 1 uL*10 Deionized water
4 uL*10
60 uL olacak sekilde ependorfa hazirlanarak
kullanilmistir.-20 °C de saklanmustir.

0.5X TBE

Ana stoktan gerekli hesaplamalar yapilarak soliisyon

hazirlanmistir. Otoklava atildiktan sonra kullanilmistir.

3.3.2 Protein Analizi

Bu teknik, spesifik proteini ayirmak ve tanimlamak i¢in kullanilir. Temeli (1) biiyiikliigiine

gbre ayirma, (2) proteini membrana transferi ve (3) hedef proteini belirlemek i¢in ilgili

antikorlar kullanarak isaretlemektir.

3.3.2.1 Protein Ekstrakti Hazirlama Islemi

Hicre kiiltiiriinde protein ekstrakt calismalarinda 6 kuyulu plakada kazima yontemi

kullanilmistir. Once medyum iyice gekildi sonra soguk PBS ile 2 sefer yikama yapilmistir

ve RIPA tampon 150 pL eklenmistir. Hiicre kazima aparatiyla iyice kazinarak protein

ekstrakti elde edilmistir. Hiicreler sogutulmus ependorflara alinmistir. Buz tizerinde 45-60

dk beklenirken ara ara iyice pipetajlama yapilmistir. +4 °C 13.500 rpmde 10 dk. santrifiij

yapilip siipernatan sogutulmus ependorflara alinmistir. Konsantrasyon 6l¢iimii Bradford

yontemi ile belirlenip 595 nm de absorbans alinmistir.
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Tablo 4.7: RIPA soliisyonlar1 ve malzemeleri

Son Konsantrasyon

140 mM NaCl (7 mL)

1 mM EGTA (Etilen glikol tetraasetik asit) (500 pL)

10 mM Tris Cl pH:8 (Trizma® base) (500 uL)

%1 Triton x100 (500 pL)

1 mM EDTA (100 pL) + Proteaz inhibitdrii (2 tablet)

% 0.1 Sodyum deoksikolat (0.05 g)

% 0.1 SDS (Sodyum dodesil siilfat) (10 mL)

10 mM Tris CI pH:8 (Trizma® base) (500 nL)

-20°C de muhafaza edilmistir.

3.3.2.2 Bradford Yontemi ile Protein Konsantrasyon Olciimii

96 kuyulu plaka kullanilarak 250 pL Bradford boyasi 5 pL -80°C derin dondurucudan
alinip iyice ¢0zlinmiis protein ornegi yiiklenerek 10 dk. karanlik ortamda bekletilip renk
tamamen maviye doniince 595 nm de absorbans alindi (Tablo 3.14). Ilgili hesaplama
yapilarak yiikleme i¢in her biri 20 pg olacak sekilde alikotlama yapildi.

Bradford hesap

Y=0.0005x+0.0559

Y=06rnek-kor yazilir.x yalniz birakilir.

Tablo 4.8: Protein konsantrasyon soliisyonu hazirlama(devam)

Soliisyonlar

0.1 g Coomassie Brilliant Blue

50 mL % 95’lik Etanol

100 mL % 95°lik Fosforik asit

Kimyasal malzemeler steril dH2O ile 1L’ye tamamlanir. Isiksiz ortamda saklanir.
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Tablo 4.9: Bradford standart egrisi

3.3.2.3 Western Blot icin Jel Hazirlama
Alt tampon, ist tampon, 10x yiiritme tamponu, %10 SDS, 10X TBS stok soliisyonlar
onceden hazirlanip otoklavlanmigtir. Transfer buffer ve amonyum persiilfat gibi

soliisyonlar o giin taze hazirlanmistir.

Western icin kullanilacak malzemelerin temizligine dikkat edilmistir. Aparatta diizenekler
kurulmustur. Alt jeli belli bir kisma kadar koyup donmasi i¢in yaklasik 45 dk.-1 saat
bekledikten sonra list jeli dokiip tarak dikkatlice yerlestirilmistir. Tarak jel donduktan sonra
dikkatlice ¢ikarilmistir ve son ylikleme miktar1 25 pL olacak sekilde protein miktar1 20 pg
olacak sekilde hesaplanmistir. Protein ornekleri boya ile karistirip 95 °C 5 dk. denatiire
edilip agizlar1 parafilmlenerek hemen jele yiiklenmistir. 120 V ‘da yiiriitiilmustiir.
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Tablo 5.1: SDS jel malzemeleri

(2 jel icin) %10’luk Ayirma Jeli Ust Jeli
ddH,0 3.07mL 5mL
Akrilamid-Bisakrilamid 0.625 mL 2.5mL
(37.5:1)/ (19:1)

%10 APS 50 uL 100 mL
Tampon 1.25mL 2.5mL
TEMED SuL 10 mL

Tablo 5.2: Protein analizi i¢in kullanilan kimyasallar

Kullanilan Soliisyon

Alt Tampon

0.4 g SDS, 19.8 g Tris hassas terazide tartilmis olup pH:8.8’¢ ayarlanmigtir. +4°C’te

saklanir.

Ornek Yiikleme boyasi

100 uL 2-Beta Merkaptoetanol, 900 uL 4XLSB i¢in kullanilmustir.

Ust Tampon

0.4 g SDS ,6.6 g Tris hassas terazide tartilmistir. pH:6.8’e ayarlanmigtir. +4°C’te saklanir.
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Tablo 5.3: Protein analizi i¢in kullanilan kimyasallar

Kullanilan Soliisyon

Icerigin Hazirlanmasi

10X running tamponu

Soliisyon i¢in

1444 g glisin,30.3 g Tris,
pH:8.3’¢
dH20 ile 1 L’ye tamamlanmistir. +4°C

terazide

tartilmistir. ayarlanarak steril

buzdolabinda saklanmuistir.

Coomassie Brillant Mavi R250 Boya

0.1L %095’lik Etanol, 0.25 g Coomassie
Brillant Blue 250, % 10 Asetik Asit karigimi1
Oda

hazirlanmastir. sicakliginda

saklanmuistir.

%10 SDS cozeltisi

50 g SDS hassas terazide tartilmistir.
Uzerine 500 mL steril dH20 eklenmistir.

Oda sicakliginda saklanmaistir.

1X Yiiriitme tamponu

10X running tamponunda  seyreltme

yapilarak sollisyon hazirlanmigtir. Oda

sicakliginda saklanmustir.

Transfer tamponu

200 mL metanol;100 mL 10X yiiriitme
tampon; steril dH20 ile 1L’ye tamamlanmig
olup igerisine en son 500 pL %10 SDS
soliisyonu eklenmistir. Taze hazirlanmis

olarak -20°C’de saklanmustir.

1X TBS-(% 0.1) Tween20 tampon

soliisyonu

100 mL 10X TBS tamponu, 900 mL saf
dH20 ile 1
igerisine 1000 pL Tween20

L’ye tamamlanmig olup
sollisyonu

eklenmistir. +4°C ‘de saklanmustir.

10X TBS tampon soliisyonu

87.6 g NaCl , 24.22 g Tris terazide
tartilmistir. En son pH:7.5’e ayarlanarak saf
suyla 1000 mL’ye tamamlanmistir. +4°C’de

saklanmustir.

Bloklama tampon soliisyonu

Tampon hazirlanirken 20 mL 1XTBS-
tween20 soliisyonuna 1 g yagsiz siit tozu

eklenmistir. +4°C’de saklanmistir.
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3.3.2.4 Proteinlerin Transfer Islemi

Kurutma kagidindan jel biiyiikliigiinde 6 parca kesilmistir. Kesilen kurutma kagitlar1 ve
aparatlari, siingerleri transfer bufferda iyice 1slatilmistir ve bir siire bekletilmistir. Transfer
buffer kullanilmadan 6nce -20°C sogutulmustur. PVDF (0.45 uM milipore) membrandan
8.5*5.2 ebatlarinda parga kesilmistir ve methanol i¢inde 1 dk. aktive edilmistir. Daha sonra
soguk transfer buffera alinmistir, orada en az 5 dk. bekletilmistir. Membranin piiriizlii
yiizeyi aktif ylizeyini ve transfer sirasinda jele bakmalidir. Jel i¢in kap hazirlanmistir, igine
soguk transfer buffer koyulmustur. En az 5 dk. bekletilmistir. Sandvi¢ hazirlamaya
baslanmigtir. Aparatin siyah kismi, transfer tankinin siyah kismina gelecek sekilde
oturtulmustur. Siyah aparat iistline siinger, 3 tane kagit, jel, membran (piiriizli ylizey jele
bakmal1), iistiine 3 tane kagit ve listline siinger koyup aparat kapatilmistir. Aparat tanka
yerlestirilmistir. Koydugumuz transfer sistemi siviya gdmiilmiistiir. Siyah taraf siyah tarafa
gelecek sekilde dikkatli olunmustur. Tankin i¢ini transfer buffer ile doldurulmustur ve buz
kalib1 koyarak ortamin soguk kalmasi saglanmistir. +4 °C’de 15 V akimda bir gece transfer

yapilmistir.

3.3.2.5 Proteinlerin Membrana Sabitleme ve Isaretlenmesi islemi

Transferden sonra 1X TBS-tween-20 ile 5 dk. yitkanmistir. Poncaue igerisinde 1 saat kadar
bekletilmistir. Bu asamada hizli bir sekilde bantlar belirmistir. Membran1 bloklama
tamponu i¢ine koyulmustur. Bloklama tamponu i¢inde 90 dk. ¢alkalanmistir. Ardindan 3
kez 1X TBS-Tween-20 ile 5’er dk. araliklarla yikanmistir. Primer antibody ile overnight
soguk odada galkalamaya birakilmigtir. Beta aktin primer antikor ile 90 dk. muamele
edilmistir ve 3 kez 5 er dk. 1X TBS-Tween20 ile yikama yapilmistir. Beta aktin sekonder
antikor ile 90 dk. muamele edilmistir ve 3 kez 5’er dk. yikama yapilmistir ve goriintiileme
alinmigtir. ADAMTS-8 primer antikor ile 1 gece +4°C cihazda birakilmistir. Ertesi sabah
gelip 1X TBS-Tween20 ile 3 kez 5’er dk. araliklarla yikanmistir. Sekonder antikora
ADAMTS-8 konulup 90 dk. sonra 1X TBS-Tween20 ile 3 kez 5’er dk. araliklarla

yikanmistir ve goriintiileme alinmstir.

3.3.2.6 Western Blot Goriintiileme Sistemi
PVDF membranlara transfer edilen proteinler, ECL soliisyonu ile membran iyice 1slatilip 1
dk. 1s1ks1z ortamda bekletilmistir. Proteinleri goriintiilemede UVP goriintiileme sistemi

kullanilmistir.
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3.3.2.7 Western Blot Analizi
Dansitometrik olarak protein bantlar1 ImageJ programi ile goreceli degerlendirilmistir.

Sayisal analiz deney verilerinin beta aktine orani hesaplanmustir.

3.3.2.8 Proliferasyon analizi i¢in ((3-(4,5-dimethylthiozolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) testi

Bu metoda gore istenilen inkiibasyon periyodundan sonra (24, 48 ve 72 sa) hiicrelerin
bulundugu ortama, optimizasyon sonucu belirlenen son konsantrasyon 0.5 mg/mL olacak
sekilde stok MTT soliisyonu eklenmistir ve 4 saat inkiibatorde inkiibe edilmistir.
Inkiibasyon sonunda medyum uzaklastirilmistir. 0.004 M HCI igeren izopropanol ile
kristaller ¢oziilmiistir ve UV spektro okuyucu ile 550 nm dalga boyunda absorbans

alinmistir.

3.3.2.9 Proliferasyon analizi i¢in ((3-(4,5-dimethylthiozolyl-2)-2,5-diphenyltetrazolium
bromide) kimyasalinin stoktan hazirlanmasi
Steril PBS i¢inde protokole gore hesaplanip bir gece boyunca magnetik karistiricida

hazirlanmistir. 0.22 pm steril filtreden gegirilerek kullanilmistir. +4 °C’de saklanmistir.
3.3.2.10 izopropanol ¢oziicii soliisyonunun hazirlanmasi

Izopropanol son konsantrasyon 0.004 M HCI igerecek sekilde hazirlanmis olup formazan

kristalleri ¢ozdiirtilmiistiir.
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4 BULGULAR
41. 1L-6 farkh Kkonsantrasyonlarda HCT-116 kolon kanseri hiicrelerinde

proliferasyonu iizerine etkisinin belirlenmesi

MTT deneyi i¢in 96 kuyulu plakada her bir kuyucuk 10.000 hiicre olacak sekilde 3 ayri
plakaya 24 sa, 48 sa ve 72 sa olacak sekilde boliistiiriilmiistiir. Ertesi gilin hiicrelerin
kontamine olup olmadigi kontrol edilmistir. Hiicreler % 0.01 BSA’l1 DMEM’e alinmistir
ve 1 saat inkiibatorde beklenmistir. 1 saat sonra tiim plakalara kontroller 12 tekrarli, IL-6
sitokini 10 ng/mL, 20 ng/mL ve 40 ng/mL, 6 sar kuyu olacak sekilde kontroller harig
tutularak uygulanmistir ve inkiibatore kaldirilmistir. Ertesi giin belli saatte hiicreler kontrol
edilmistir 24 sa icin herbir kuyudan 100 pL c¢ekilip 10 pL MTT uygulanmistir. 4 saat
inkiibatorde birakilmistir. 4 saat sonra biitlin medyum atilmistir ve izopropanol igeren
¢oziicli ile iyice formazan kristalleri ¢oziinmesi i¢in shaker cihazina konulup 30 dk.
beklenmistir ve iyice pipetaj yapilarak kristallerin ¢oziinmesi saglanmistir. 550 nm de
absorbans almmustir. Sonuglar grafige dokiildiigiinde Sekil 1.9°de 1L-6 10 ng/mL, 20
ng/mL ve 40 ng/mL ii¢ farkli konsantrasyonlarda 24 sa, 48 sa ve 72 sa kontroller kendi

iclerinde kiyaslandiginda GraphPad programinda anlamli istatistiksel fark saptanmamustir.

IL-6'NIN HCT-116 HOCRE HATTINA PROLIFERASYON ANALIZi
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Sekil 1.9: Farkli IL-6 konsantrasyonlarin (10 ng/mL, 20 ng/mL ve 40ng/mL) HCT-116

hiicre hatt1 proliferasyonu iizerine etkisi
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4.2. IL-6 Sitokininin ADAMTS-8 Geni Uzerindeki Etkisi

4.2.1. IL-6 sitokininin ADAMTS-8 gen ekspresyonuna etkisinin mRNA diizeyinde
belirlenmesi

Bu basamakta once Bolim 3.2.2.8°de HCT-116 insan kolon kanseri hiicre hatti
biiyiitiilmiistiir. Bolim 3.2.2.12 belirtildigi sekilde pellet alma islemi yapilmistir. Bolim
3.2.2.14 belirtildigi sekilde RNA izolasyonu yapilmistir ve RNA’larin kalitesinin kontrolii
Boliim 3.2.2.16 anlatildigr gibi yapilmistir (Sekil 2.1). Buna gore elde edilen RNA’daki
ribozomal 28S ve 18S RNA biiyiikliiklerinin goriilebilmistir. RNA kalitesinin de daha
sonraki caligmalar i¢in kullanilabilir oldugu dogrulanmigtir. Boliim 3.2.2.15 anlatildigt
sekilde miktar tayini yapilmigtir. Bolim 3.2.2.17  belirtildigi sekilde cDNA sentezi
gerceklestirilmistir. Boliim 3.2.2.18 belirtildigi sekilde kontrol PZR’1 kurulmustur ve
ornekler DNA jel elektroforezinde yiiriitilmiistiir. UV jel goriintiileme sisteminde
goriintiilenmistir (Sekil 2.2). Genel olarak kontrolle kiyaslandiginda IL-6 (20 ng/mL)
ADAMTS-8 genine MRNA seviyesinde arttirici bir etkisi oldugunu sdyleyebiliriz.

M(SM1831) kontrol 1.saat 3.saat 6.saat 24.saat 48.saat

Sekil 2.1: RNA jel elektroforez sonucu
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Sekil 2.2: HB-2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu.
M: 1 kb marker. 1: Kontrol 2: 1.saat 3: 3. saat 4: 6. saat 5: 24. saat 6: 48. saat 7: Negatif
8:Pozitif

IL-6(20 ng) HCT-116 hiicre hattinda ADAMTS-8 geni uizerine etkisinin mRNA
dizeyinde ifadesi

Kat Artisi
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Sekil 2.3: 1L-6(20 ng) HCT-116 hiicre hattinda ADAMTS-8 geni {izerine etkisinin MRNA
diizeyinde kat artis ifadesi. Istatistiki olarak anlaml1 bulunan p<=0.05 olanlar * isareti

ile belirtilmistir.
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4.2.1.1 IL-6 sitokininin ADAMTS-8 gen ekspresyonuna etkisinin protein diizeyinde
belirlenmesi

Bolim 3.2.2.8 ‘de anlatildig: sekilde HCT-116 hiicre hatt1 biyiitiilmiistiir. Boliim 3.2.2.12
anlatildig1 sekilde hiicre pelletleri alinmistir. Boliim 3.3.2.3°de anlatildigi sekilde Western
Blot yapilmistir. Boliim 3.3.2.6 anlatildig1 sekilde proteinler goriintiillenmistir (Sekil 2.4(a)
Sekil 2.4(b)). Daha sonra Boliim 3.3.2.7 belirtildigi haliyle ImageJ programi ile Western
Blot analizi yapilmistir. Dansitometrik analiz sonucu HCT-116 hiicre hattinda ADAMTS-8
genine IL-6 (20 ng) etkisi protein diizeyinde kontrole gore belirgin ifade artig1 6.sa ve 48.sa

saptanmistir.

Kontrol 1 Kontrol2 1.saat 3.saat 6.saat 24.saat  48.saat
(a)Beta Aktin bandi

Kontroll Kontrol2 1.saat 3.saat 6.saat 24.saat 48.saat

(b)) ADAMTS-8 band1
Sekil 2.4: (a)Beta aktin western sonucu. (b)) ADAMTS-8 bandi

IL-6(20 ng/mL)’'nin ADAMTS-8 genine protein seviyesinde etkisi
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Sekil 2.5: 1L-6(20ng) HCT-116 hiicre hattinda ADAMTS-8 genine protein seviyesinde kat
artis ifadesi
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4.2.1.2 IL-6 Sitokininin Inhibitdrlerinin ADAMTS-8 Geni Uzerindeki Etkisinin
MRNA Seviyesinde Belirlenmesi

Boliim 3.2.2.8 ‘de HCT-116 kolon kanseri hiicre hatt1 biiylitiilmiistiir. Tez kapsamindaki
gibi deney kurulmustur. Boliim 3.2.2.12°de belirtildigi sekilde pellet alma islemi
yapilmistir. Boliim 3.2.2.14 belirtildigi gibi RNA eldesi saglanmistir ve elde edilen
RNA’larin kalitesinin kontrolii Bolim 3.2.2.16°de belirtildigi gibi RNA jel elektroforezi
yapilmistir (Sekil 2.6). Bolim 3.2.2.15 ‘de belirtildigi sekilde RNA miktar tayini
yapilmisgtir. Daha sonra Bolim 3.2.2.17°de belirtildigi sekilde c¢DNA sentezi
gerceklestirilmistir. Boliim 3.2.2.18 ‘de belirtildigi sekilde kontrol PZR’1 kurulmustur ve
DNA jel elektroforezi yapilmistir. UV jel goriintiileme sisteminde goriintiilenmistir (Sekil
2.7).

IL-6 inhibitorlerinden en fazla MEK inhibitorii etkili olmus olup ADAMTS-8 mRNA
ifadesini istatistiksel olarak GraphPad programinda analiz edilip oldukca azalttig
sonucuna vartlmigtir. Bu sonu¢ dogrultusunda IL-6(20 ng) ADAMTS-8 mRNA
seviyesinde etkisini MEK yolag iizerinden gostermektedir (Sekil 2.8). Inhibisyon
grafigine gore kontrol ile IL-6 (20 ng/mL) kiyaslandiginda 1.5 katin istiinde istatistiksel
olarak anlamli ADAMTS-8 geninde mRNA artisi gozlenmistir. IL-6 (20 ng/mL) ile
inhibitorler kiyaslandiginda MEK inhibitérii uygulandiginda ADAMTS-8 mMRNA
seviyesinde 0.5 kat oraninda istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmustir.
Worthmannin(PI3K inhibitor) inhibitdrii uygulandiginda 2-7 kat arasinda artis, PD169(p38
MAP kinase inhibitorii) inhibitorii uygulandiginda 10 Katin iistiinde artig, SP600125(JNK
inhibitdr) inhibitorii uygulandiginda 2-10 kat artis, NFKB inhibitorii uygulandiginda 20
katin istinde ADAMTS-8 geninin mRNA diizeyindeki artig istatistiki olarak saptanmistir
(Sekil 2.8).
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M(SM1831) K IL-6 MEK WORTHMANNIN SP600125 PD169 NFKB

Sekil 2.6: IL-6 inhibitér RNA jel elektroforezi

M (1 kb) Kontrol IL-6 MEK WORTHMANNIN SP600125 PD169 NFKB NK PK

Sekil 2.7: IL-6 inhibitorlerinin HB-2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) sonucu
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Sekil 2.8: IL-6 inhibitorlerinin ADAMTS-8 genine mRNA diizeyinde etkisi Istatistiki

olarak anlamli bulunan p<=0.05 olanlar * isareti ile belirtilmistir.
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5. SONUC VE ONERILER

ADAMTS-8 geni 6nemli bir anjiyoinhibitdr geni olmakla beraber literatiirde bu genle
alakali az calisma bulunmaktadir ve bu genin transkripsiyonel ve translasyonel olarak
reglilasyonu hakkinda yeterince veri yoktur. ADAMTS-8 geninin kolorektal kanserdeki
islevi ve ifadesi az c¢aligildig1 i¢cin daha ¢ok molekiiler bazda calisma yapilmasina ihtiyag
vardir. Bu tez ¢alismasi literatiire kolorektal kanserde tedavi agisindan molekiiler tedavide
yol gosterici olmaktadir.

Tezde yapilan ¢alismada IL-6 (20 ng/mL) sitokininin ADAMTS-8 genine etkisi HCT-116
kolon kanseri hiicre hattinda mMRNA ve protein diizeyinde bakilmistir. IL-6 ailesi,
enfeksiyon, kronik enflamasyon, otoimmiinite ve kanser gibi cesitli hastaliklarda 6nemli
rolii bulunmaktadir ve giiniimiizde kolorektal kanserle alakali tedavide IL-6 sitokininin
aktiflestirdigi yolaklar odak noktas1 olmaktadir. Kanserlesmede anjiyogenez, metastaz, ilag
direncliligi gibi sorunlar ciddi sikintilara yol agmakla beraber bu yolda kritik iki faktoriin
kolorektal kanserle iligkili baglantisin1 aydinlatmaktadir.

Yapilan tez ¢alismasinda IL-6 (20 ng/mL) ADAMTS-8 genine mRNA diizeyinde etkisi
genel olarak artis yoniinde olup kontrole kiyasla 1.saat, 3.saat ve 24.saatte istatistiksel
olarak anlamli ADAMTS-8 gen mRNA diizeyinde artisa yol agmustir. IL-6 (20 ng/mL)
ADAMTS-8 genine protein diizeyindeki etkisi artis yoniinde gostermistir (Sekil 2.5).

IL-6 inhibitorleriyle kurulan real time deneyinde MEK inhibitori ADAMTS-8 mRNA
diizeyinde istatistiki olarak anlamli azalisa yol agtig1 sonucuna varilmigtir. IL-6 (20 ng/mL)
ile inhibitorler kiyaslandiginda MEK inhibitérii uygulandiginda ADAMTS-8 mRNA
seviyesinde 0.5 kat istatistiksel olarak anlamli azalma saptanmistir. Worthmannin (PI13K
inhibitdr) inhibitoéri uygulandiginda 2-7 kat arasinda artis, PD169 (p38 MAP kinase
inhibitorii) inhibitorii uygulandiginda 10 Katin istiinde artig, SP600125 (JNK inhibitor)
inhibitérii uygulandiginda 2-10 kat artis, NFKB inhibitorii uygulandiginda 20 katin
istinde ADAMTS-8 geninin mRNA diizeyinde anlamli artig istatistiki olarak saptanmistir
(Sekil 2.8).

MTT analizinde IL-6 sitokini ii¢ farkli konsantrasyon (10 ng/mL, 20 ng/mL, 40 ng/mL) 24
sa, 48 sa ve 72 sa kendi iclerindeki kontrolle Graphpad programinda kiyaslandiginda
istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (Sekil 1.9).

Kolorektal kanserde ADAMTS-8 geni ve IL-6 inflamasyon sitokini kritik rol oynayan iki
onemli faktor olmaktadir. Kolorektal kanser tedavisinde molekiiler bazli ¢alismalarda IL-
6’nin etki ettigi yolaklarin 6nemli tedavisel siiregte etkili olduguna dair calismalar

mevcuttur. Ozellikle STAT3 6nemli kritik bir faktdr olup bu transkripsiyon faktoriine
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yonelik molekiiler bazli ¢alismalar hedeflenmelidir. Ayn1 zamanda IL-6’nin kolorektal
kanserin ilerlemesinde aktiflestirdigi yollardaki molekiilleri ve IL-6 reseptorlerini
hedefleyen tedavisel stratejiler gelistirilebilir.

Bu tez ¢alismasinda IL-6’nin kolorektal kanserde onemli bir biyobelirte¢ aday1 olabilecek
ADAMTS-8 genine etkisine molekiiler diizeyde mRNA ve protein olarak HCT-116 kolon
kanseri hiicre hattinda bakilmigtir ve bu ¢aligma literatiirde mevcut olmayip énemli genel
bir bakis acis1 saglamakla beraber kolorektal kansere yonelik tedavisel siirecte molekiiler
bazda 6nemli bir basamak olusturmak yoniinden ileriki ¢alismalar i¢in 6ncii olacaktir. Ve
ayrica IL-6’nin 3 farkli konsantrasyonu (10 ng/mL, 20 ng/mL ve 40 ng/mL) HCT-116
hiicre hattinda proliferasyonu iizerine istatistiksel olarak anlaml fark gozlenmedigi bu
tezde ilk kez saptanmustir. IL-6" nin ADAMTS-8 genine etkisi kolon kanseri hiicre hatt1
olan HCT-116da pozitif yonde MEK yolagi tizerinden transkripsiyonel regiile ettigine dair

sonuca ilk kez bu tez calismasinda varilmistir.
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EK A: DNA marker
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