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ADAMTS'ler ekstraseliller matrikse salgilanarak matriksin yapisal proteinlerini
parcalamaktadir ve 6zel trombospondin 1 motiflerini icermektedir. Metaloproteinaz olarak,
ADAMTS-8, timor biliylimesi, biliylime faktorlerinin diizenlenmesi gibi invazyon ve
metastaz siireglerinde dnemli rol oynamaktadir. Kolorektal kanser hiicrelerinde ADAMTS-
8 diisiik ekspresyonunun, hiicre proliferasyonunu engelledigi, apoptozu tetikledigi ve
HCT116, HT-29 modellerinde invazyon ve migrasyonu baskiladigi gozlemlenmistir.

SP1, memeli ve viral genleri diizenleyen, DNA baglama bolgesini taniyan proteindir. Aktif
bolgesinde transkripsiyonu artirmaktan sorumlu {i¢ ¢inko parmagi iceren SP1, GC-zengin
DNA dizilerine baglanmaktadir. SP1, KRK gelisimi ve ilerlemesinde ©6nemli rol
oynamaktadir.

Calismada, kolorektal kanserde supresér gen olan ADAMTS-8'in, kolorektal kanserde
diizenleyici SP1 ile regiilasyonu incelenmistir. Bu amacla ADAMTS-8 geninin promotor
bolgesinin transkripsiyonel aktivitesini belirlemek i¢in bes farkli uzunluktaki promotor
parcalart lusiferaz vektoriine klonlandi. SW480 hiicrelerinde gecici transfeksiyon
caligmalariyla bazal aktiviteler kiyaslandiginda en yiiksek aktiviteyi TS-8[-854/+323]
promotor parcasi gosterdi. Yapilan biyoinformatik analizlerle ADAMTS-8 geninin oldukga fazla
SP1 baglanma bolgesi icerdigi belirlendi. Ko-transfeksiyon ¢aligmalariyla SP1’in ADAMTS-8
promotor aktivitesini 6zellikle TS-8[-854/4-323] promotor parcasinda azalttigi belirlendi. SP1’in
promotora fonksiyonel olarak baglanip baglanmadigini belirlemek amaciyla ChIP analizi
gerceklestirildi. ADAMTS-8(-353/-234), ADAMTS-8(-87/+38) ve ADAMTS-8(+188/+312)
bolgelerine baglanmanin gerceklestigi dogrulandi. Sonrasinda SW480 modelinde CEBP,
USF ve SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 protein seviyesine etkisi western blot ile
belirlendi. SP1’in ADAMTS-8 protein ifadesini neredeyse yartya diislirdiigii tespit edildi.
SW480 ve yan model olarak segilen SAOS-2 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun
ADAMTS-8 mRNA seviyesine etkisi qRT-PCR ile belirlendi. Hem SW480 hem SAOS-2
modelinde SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA seviyesini azalttig1 belirlendi.

ANAHTAR KELIMELER: Transkripsiyonel regiilasyon, ADAMTS-8, SP1, kolorektal
kanser

Bilim Kodlari: 20316, 20326, 20610 Sayfa Sayisi: 119



ABSTRACT

SP1 MEDIATED TRANSCRIPTIONAL REGULATION OF THE ADAMTS-8
GENE
MSC THESIS
YASEMIN KELES
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

DEPARTMENT OF MOLECULAR BIOLOGY AND GENETICS
(SUPERVISOR: SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
(CO-SUPERVISOR: CO-SUPERVISOR: ASST. PROF. DR. MELTEM ALPER )
BALIKESIiR, DECEMBER - 2023

ADAMTS:s are secreted into the extracellular matrix and degrade structural proteins of the
matrix and contain special thrombospondin 1 motifs. As a metalloproteinase, ADAMTS-8
plays an important role in invasion and metastasis processes such as tumour growth and
regulation of growth factors. It has been observed that ADAMTS-8 low expression in
colorectal cancer cells inhibits cell proliferation, induces apoptosis and suppresses invasion
and migration in HCT116, HT-29 models.

SP1 is a DNA binding site- recognising protein that regulates mammalian and viral genes.
Containing three zinc fingers responsible for increasing transcription in its active site, SP1
binds to GC-rich DNA sequences. SP1 plays an important role in CRC development and
progression.

In this study, the regulation of ADAMTS-8, which is a suppressor gene in colorectal cancer,
by the colorectal cancer regulator SP1 was investigated. For this purpose, promoter
fragments of five different lengths were cloned into luciferase vector to determine the
transcriptional activity of the promoter region of ADAMTS-8 gene. TS-8[-854/+323]
promoter fragment showed the highest activity when basal activities were compared with
transient transfection studies in SW480 cells. Bioinformatic analyses revealed that
ADAMTS-8 gene contains many SP1 binding sites. Co-transfection studies revealed that
SP1 decreased ADAMTS-8 promoter activity especially in TS-8[-854/+323] promoter
fragment. ChIP analysis was performed to determine whether SP1 binds functionally to the
promoter. Binding to ADAMTS-8(-353/-234), ADAMTS-8(-87/+38) and ADAMTS-
8(+188/+312) regions was confirmed. Subsequently, the effect of CEBP, USF and SP1
overexpression on ADAMTS-8 protein level in SW480 model was determined by western
blot. SP1 was found to reduce ADAMTS-8 protein expression by almost half. The effect of
SP1 overexpression on ADAMTS-8 mRNA level in SW480 and SAOS-2 cell line selected
as a side model was determined by qRT-PCR. It was determined that SP1 ovarian expression
decreased ADAMTS-8 mRNA level in both SW480 and SAOS-2 model.

KEYWORDS: Transcriptional regulation, ADAMTS-8, SP1, colorectal cancer.

Science Codes: 20316, 20326, 20610 Page Number: 119

il



ICINDEKILER

Sayfa
L0 /.21 Dl R i
ABSTRACT .ucouiiiriininisnissicsississsssessssssssssssississssssssssssssssssssssssssssssssstsssessssssssssssssssssssssssons ii
ICINDEKILER ..o cuiiancincinncinsissssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss iii
SEKIL LISTESI ..coutuniininininiasciscincississsissssssssssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssss vi
TABLO LISTESccucuuinininncincinininsissssnssssssssssssssssssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssess viii
ONSOZ c.eveerrerrersresresssessssssssssssssssssssssssessesssssssssssssssssssssssssssessssssessssssassssessssssssssssssesases xi
Lo GIRISouiiincancincininsssssascsssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 1
1.1 Gen ReGULASYONU ........ooiiiiiiiiiieiiece et ettt ettt et e e e st e eseesnae e 1
1.1.1 Okaryotlarda Transkripsiyonel Regilasyon.............ccccoveuiueverreeeeeeeeeeseeseseseeenennns 2
1.1.2 Cinko Parmak Protein AQlCSI......c..cccvuiieiiieeiiiieeiiieeiee ettt e e e 4
1.2 SP1 Transkripsiyon FaKtorill Ve ATlESI.....cc.eevuieeiieriieiiieiieeie et 5
1.2.1 Hiicre Biiylimesi ve Timor Olusumunda SP1 .........ccooooiiiiiiiiiiiiieeeeeee 6
1.3 ADAMTS Ailesi: Yapisi, Islevi ve Regillasyonu.............cccoovevevreeveveeeeeeeeeeeseeeneenenns 9
1.3.1 ADAMTS Ailesinin Domain YapiSl......cceccveeeuierieniieniienieeiienieesieesteeseesreenseeseneenne 9
1.3.2 ADAMTS IETIN ISIEVI ..o 11
1.3.2.1 ADAMTS’ler Hyalektanlar1 Pargalar.............ccoccoviriiiniininiiniiieieeeceeeee 11
1.3.2.2 ADAMTS-2,-3,-14 Prokolejenleri ISIer. ..........cccovvviuiveeereeeeeeeeeeeeeeee s 15
1.3.2.3 ADAMTS-7 ve ADAMTS-12 COMP’u Pargalar. .........c..ccccvveverireeciieecieeeiee, 16
1.3.2.4 ADAMTS-13 Von Willebrand faktoriinii Pargalar. .............cccoeeeveeeeiiiiiciiieeieee, 17
1.3.2.5 ADAMTS-1 ve ADAMTS-8 Anti-anjiyojenik Aktivite GOsterir. ........................ 17
1.3.3 ADAMTS lerin RegUIASYONU .....cc.eieiiiiriiiiiieiieeiiesiie ettt 17
1.3.3.1 ADAMTS’lerin Transkripsiyonel Reglilasyonu ...........ccccceeveeviienieniiieniienieenens 17
1.3.3.2 ADAMTS Proteazlarin Alternatif Splays ve Posttranslasyonel Modifikasyonlar119
1.4 ADAMTS Ailesi ve Kolorektal Kanser...........ccccoeeieriieiiienieiiiieieeiceieeie e 19
1.5 ADAMTS=8 ettt sttt ettt ettt et h et eaeeneenean 20
1.5.1 ADAMTS-8’in Cesitli Hastaliklarla TISKiSi ..........cccoovveveveveveceeeieeeeeceeeeeeeeeeeenans 21
1.5.2 ADAMTS-8 V& KANSET .....eoiiiiiiiiiiiiiieiieeie ettt st 22
2. TEZ HEDEFI VE CALISMA KAPSAMI ..cu.ouueeeeenereenseesesssssnsssssssssssssssssssssssasses 26
3. MATERYAL- METOT.....uciviirinrnrinsensnnssnssissessessessssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssanes 29
301 MAteIYALIOT ..ottt ettt sttt eabe e b e enneeraens 29
3.1.1 Calisma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar ..............cccoooiiiiiiiiiniiniieieieceeeee 29
3.1.2 Tez Calismasinda Kullanilan Kimyasal ve Malzemeler .............ccccceevveriieniienneennnens 30
3.1.3 Tez ¢alismasinda Kullanilan VeKtOrler............coueeviviiiiiiiiiiiieiieeeeeeeeee e 32
3.1.4 Transformasyon Deneylerinde Kullanilan Bakteri Soylari..........cccceeveneininiinennen. 33
3.1.5 Tez Calismasinda Kullanilan Hiicre Soylart..........ccccooevieiiiiiiiniiniiieieiccceieee 33
3.2 IMIBEOT ...ttt ettt et ettt e e enee 34
3.2.1 Deney Malzemeleri ve Laboratuvar TemizIigi .......ccccevveveeniiriininiienieneenenieneeens 34
3.2.2 Bakteri Calismalart ile T1gili MEtotlar..............cccooiuevevevveeeeeeeeeeceeeeeeeee e, 34
3.2.2.1 Swvi ve Kat1 Besiyerinin Olusturulmast..........c.oeeeeeiieriieiiienieiieeiieeieeeeee e 34
3.2.2.2 E. coli, IM109 Hiicrelerinin Kompeten (Alic1) Hale Getirilmesi ........................ 35
3.2.2.3  TranStOrMaSYOMN ......c.cccvieiuieriieiieeieetee et eieeeteeteeseteebeesabeenbeessaeeseesnseenseessneesaens 35
3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanmast ..........c.cccueeeiiiiiieniieiieeie ettt 36

il



3.2.2.5 Kompetent Hiicrenin Etkinliginin Belirlenmesi.........c..coccovoveniiiiniininncnicneenen. 36

3.2.2.6 Kiigiik Olgekli Plazmit 1Z0lasyonu.............occviveueveeeeeceeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 36
3.2.2.7 Biiyiik Olgekli Plazmit 1Z0lasyonu.............cocccviuiuevoieeieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e, 37
3.2.3 DNA Calismalart ile T1gili MEtOtlar ............ocooveveeiveueeeeeeceeeeeeeceeeeeeeeeeee e, 38
3.2.3.1 DNA MiIKEar TAYINI ..ccuvieruieeiieiiieeiieriieeteesieeeieeieesreesteeseteeseessaeeseesnseenseesssesnsaens 38
3.2.3.2  Primer TaSAITIML..cc..evuiiriiiiiiiiiieieeiestt ettt sttt st ettt et s e b enne e 38
3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)........cccovviiiiiiiiiiiiiiiiciee e 38
3.2.3.4 DNA Agaroz Jel EleKtroforezi........cccevvuiiiiieiiieiiiiii ettt 39
3.2.3.5 Agaroz Jelden DNA’nin Geri Kazanimi ...........cccceevvieiiiiniiiiniienieeieeieeieeeeeeens 40
3.2.3.6 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesim Reaksiyonu...........c.cccccceienenen. 40
3.2.3.7  LIZASYOM ittt ettt ettt et ettt e st e et e sebeebeeeabeenbeeenbeebeeenbeenseeenneetaens 41
3.2.4 Hiicre Kiiltiirii ile T1gili TeKNIKIET .........cooevevivceeceeeeeeeeeceeeeeceeeee e, 41
3.2.4.1 Besiyeri Serumunun Hazirlanmasi...........cccoeeciieriiiiiiiiniieniieiieeie e 41
3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi ...........ccccovceeverniinieninnicnienienenieneees 41
3.2.4.3 Hiicre Kiiltliriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi............cccoevciieiienieennnn. 42
3.2.4.4 Hiicre Soyunun Baglatilmasi ...........cccooouiriiiiiiiiiiiiiieece e 42
3.2.4.5 Hiicrelerin Pasajlanmast ...........c.cccuieiuiiiiiiiiieiiieieeie ettt 42
3.2.4.6 Hiicrelerin Dondurulmast ..........cccooueriiiiiiiniiniiiieneeeie e 43
3.2.4.7 Hiicre Canliliginin ve Sayisinin Belirlenmesi........c.ccoceevievieniiiinieniencnicneee. 43
3.2.5 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Ilgili Metotlar ...............ccccocvrvennr.e. 44
3.2.5.1 Salman Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢HIMESi.........ccceveveveveeeeeeeeeeeeeennene. 45
3.2.5.2 SEAP (Sekrete Edilen Alkalin Fosfataz) Etkinliginin Belirlenmesi..................... 45
3.2.6 RNA ile T1gili MEtOtIAr..........c.cvveeeieeeeeeeeeceeeeecceeeee e 46
3.2.6.1 RNA IZOIASYONU .......ouieivivieiceceeeeeeeeeeeee et 46
3.2.6.2 RNA MIKEar TaAYIND ..ocuvieriiiiiieiieeiieieeeie ettt ettt sae et e st eaeessneesaeas 46
3.2.6.3 Formaldehit Jel EleKtroforezi.........ccooveviiriiniinieiinieeciecteceieceeee e 47
3.2.6.4 RT-PCR REAKSIYOMNU ....cccuiiiiiiiiieeiiieiieeiteeiie st eiee st esteeseteeteesaeeseesateenseeseneensaens 47
3.2.6.5 RT Reaksiyonu ile CDNA SeNteZi.......cccuerrieriieriiiiiieiieeiieiie et et see e eve e 48
3.2.6.6 QRT-PCR ..ottt bbbt 48
3.2.7 Protein ile T1gili TEKNIKIET ............ocoiveieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 50
3.2.7.1 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi .........cccoecveeviieniiieniieniieieeiecceeieeee 50
3.2.7.2 Hiicresel Proteinlerin EKStrakSiyOnU........cccoevcuieriiiniiiniieniieiieeieeiee e 52
3.2.7.3 Proteinlerin Kantitatif Belirlenmesi .............ccceeeiiriiiiieniieiecieeeeee e 52
3.2.7.4 SDS-PAGE ..ottt ettt 53
3.2.7.5 SDS Jeldeki Proteinlerin Membrana Blotlanmasti..............ccceeeeveenieniieicenieeinens 55
3.2.7.6 Proteinlere Antikor Uygulanmasi (Immiinoblotlama) ................ccccoevrrereierrennnnns 55
3.2.7.7 GOrintileme ve ANALIZI ....ccc.eveeiiiiiiiniiiiiiecieeeet ettt 55
3.2.7.8 IStatiStIKSEl ANANZ ........cv.veevveieeeieieeeeeeteeeceeie e 56
3.2.8 Kromatin iImmuno Presipitasyonu (ChIP) .............ccccooveviereveeeeeeeeeeeeeeeeeeeenenenn, 56
3.2.8.1 Kromatin Immunopresipitasyonunda Fiksasyon A$amas .............c...cccceeveruerennns. 57
3.2.8.2 Kromatin  Immunopresipitasyonunda ~ Capraz  Bagli  Protein/DNA’nin

IMMUNOPIESIPItASYONU ........ovvvveececeeeeee e sen e 58

3.2.8.3 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Eliisyonu.. 59
3.2.8.4 Kromatin Immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Serbest

DINA'YA COVITIMEST .ttt st s 60
3.2.8.5 Kromatin Immunopresipitasyonunda DNA Saflastirmast .............c..ccceveveevnnnns. 60
3.2.9 Immiinofloresan Deneyi (IFC).........ocoovoviiueriveceieeeeeeeeeeeeeee e 61
4. BULGULAR ...cucuioirireitisninsisrisissessssssssssssississsssssssssssssssssssssssssssssosssssssssssssssssssssanes 64
4.1 ADAMTS-8 Promotorunun Karakterizasyonu ............cceeeveerieeriienieenieenieeiiesieeieeeees 64



4.2 ADAMTS-8 Geninin Promotor Pargalarinin Klonlanmasi..........c.ccccceveeeeviieecieecennennee, 67
4.2.1 ADAMTS-8 Geninin TS-8[-226/+323] Promotor Par¢asinin PCR Amplifikasyonu. 67
4.2.1.1 TS-8[-226/+323] Promotor Parcasinin, pPGEM-T Easy Vektor Sistemine Ligasyonu

ve Rekombinant Kolonilerin TeSPiti......ccccciercuierieriieniienieeiieeie e 68

4.2.2 TS-8[-226/+323] Promotor Pargasinin pMetLuc Haberci Gen Vektoriine Alt
Klonlanma CalISMAaST .......c..eecviiiiiieiciieeciee ettt e e e evee e eveeeeveeeeaneeens 69
42.2.1 pMetLuc Haberci Gen Vektoriiniin ve TS-8[-226/+323] Promotor Par¢asinin Hazir
Hale GELITTIMEST ...ttt 69
4.2.2.2 TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 Promotor Par¢asinin pMetLuc Vektoriine Ligasyonu
ve Rekombinant Kolonilerin TeSPiti......cccceerciierieriieniienieeiieeie et 70

4.2.3 ADAMTS-8 Geninin TS-8[-223/+9] Promotor Parcasinin Promotor Par¢asinin PCR
AMPITIKASYONU.....oiiiiiiiiiieiie ettt e st e e e saees 71
4.2.3.1 TS-8[-223/49] promotor parcasinin, pGEM-T Easy Vektor Sistemine Ligasyonu ve
Rekombinant Kolonilerin TeSPiti.......c.cccierieriieriieniieiieeieeieeeie et 72

4.2.4 TS-8[-223/+9] Promotor Parcasinin pMetLuc Haberci Gen Vektoriine Alt Klonlanma
CalISIMAST ...ttt et e et e et e et e e e eate e e ta e e e tt e e eaeeeeraeenaraeennreeennns 73
4.2.4.1 TS-8[-223/+9] ADAMTS-8 Promotor Konstraktinin pMetLuc Vektdriine Ligasyonu
ve Rekombinant Kolonilerin TeSPiti......ccccveecuierieriieniienieeiieeieeice e 73

4.2.5 TS-8[-226/+323] ve TS-8[-223/+9] ADAMTS-8 promotor konstraktlarinin dizi analizi
SOMUGIATT ...ttt ettt ettt e et e e e e etbe e e e ateeeeaseeetaeeessaeeeaseeesaseeenssesennseas 75

4.3 ADAMTS-8 Promotorunun Fonksiyonel Analizi..........cccccoeeveeviieniienieniieienieeeeee, 77
4.3.1 SW480 Hiicre Hattinda Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Metodu ile Gegici
Transfeksiyonun Salinan Lusiferaz Sisteminde Optimize Edilmesi..........ccccevueenee. 77

4.3.2 ADAMTS-8 Promotor Parcalarinin Bazal Aktivitesinin Belirlenmesi...................... 78
4.3.3 ADAMTS-8 Promotoru /n Siliko Analizi ve Kotransfeksiyon Caligmalart............... 79
4.3.4 ADAMTS-8 Promotoruna Baglanan SP1 Transkripsiyon Faktoriintin ChiP Analizi ile
BElITIENIMEST ...ttt sttt 80

4.4 C/EBP, USF ve SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-8 Geninin Regiilasyonuna
EKIST 1ttt ettt sbe et 81
4.4.1 SP1, USF, C/EBP Transkripsiyon Faktdrlerinin ADAMTS-8 Protein Ifadesine
Etkisinin Western Blot ile Belirlenmesi............ccccoevieniiiiniinienenicniceicceceee 81

442 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-8 Protein ifadesine  Etkisinin
Immiinofloresan Yontemi ile GOStEIIMI ..............oeveverueveereerceeiesreeseeeseseneese e, 83

4.4.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-8 mRNA ifadesine Etkisinin qRT-PCR
Yontemi ile BelIrlenmesi .....cc.eovuieiiiiiniiiiiiiicieceeeee e 85

5. SONUCLAR VE CIKARIMLAR .......cotiiirnrensriisensecsaecsessancssessssssesssssssssssssssssases 88
6. KAYNAKLAR...iitiiinstinnintisecssisstsssisssissssssnssstssssssssssssssssssssssssssssasssssssssssssssssssss 93
EKLER ..ccuuiiiiiitiiinntinnicinssecssissnsssisssisssssssesssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasssssssssss 110
EK A: Tez Calismasinda Kullanilan Biiytikliik Belirtegleri............ccoooievciienieniieeniiennene. 110
EK B: "ADAMTS-8 Promotdr Bolgesine Potansiyel Baglanan Transkripsiyon Faktorleri ve
LOKaSYONIATT" ..ottt ettt st e et e s e e s e enaeeennas 111
OZGECMIS .ottt ssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssss 119



SEKIL LiSTESI

Sayfa

Sekil 1.1: Okaryotik gen ifadesinin kontrol edilebildigi alti adim. ............c...ccocevevurverernnnnene. 2
Sekil 1.2: Okaryotik bir gen igin gen Kontrol bOIesi [7]........cvovevevevevevieeeeeeeeeeeeeeeeeenennenn. 3
Sekil 1.3: Cys2His2 tipi ¢inko parmak yapist [15]. ..cccveeriiriiiiiiiiiieieeieeee e 5
Sekil 1.4: SP benzeri transkripsiyon faktorlerinin birincil yapist [25]......ccccevevieiienciienneenen. 6
Sekil 1.5: ADAMTS aile iiyelerinin temel alan organizasyonu ve ana islevsel gruplar1 [67].
.......................................................................................................................... 11

Sekil 1.6: Bir artritli dizin ve agrekanin semali temsili [72]. ...c.ccooveviiiniiniiiinieiiieiee 12
Sekil 1.7: Versican'in farkli izoformlarini temsil eden sematik gosterimi [72]. ................. 14
Sekil 1.8: Brevican yapilarinin temsili [72]. ...ooooveeoiiiiiiiiiiiieeiieeee e 15
Sekil 1.9: Prokollejenin ADAMTS ler tarafindan iglenmesi [91].......cccceeviieniiniieniiennnnne. 16
Sekil 1.10: ADAMT-8’in krozomal 1okasyonu...............ccoeeuieiiieniiiiienieeiieieeeeeee e 21
Sekil 2.1: Tez calismas1 kapsaminda gergeklestirilecek is planlart............ccoccveeviennennnnne. 28
Sekil 3.1: pGEM-T Easy ve pMetLuc-Reporter vektor haritalart.........c.ccoeceeveeiinienennene. 32
Sekil 3.2: pMETLuc-kontrol ve pSEAP2-kontrol vektor haritalar. .........c.ccceeeeenienennnene. 33
Sekil 3.3: SAOS-2 ve SW480 hiicre gOrintileri.........ceccueerieeciienieeiieieeieeie e 34
Sekil 3.4: Kompeten hiicre etkinlik formiilil. .........ccooovieiiiiiiiiiiieicece e 36
Sekil 3.5: DNA miktar ve saflik hesabi..............oooiviiiiiiiiiiiiiiiec e 38
Sekil 3.6: Thoma lam1 yardimiyla gergeklestirilen hiicre sayis1 formiilleri. ....................... 44
Sekil 3.7: RNA miktar ve saflik hesabi.............ooooiviiiiiiiiii e 46
Sekil 3.8: Bradford egrisi ve formiilii............ccooviiiiiiiiiiiiiiiiciee e 53
Sekil 4.1: ADAMTS-8 Promotoruna ait biyoinformatik analiz. .............cccccoevvieiieniennnnnne. 64
Sekil 4.2: ADAMTS-8 promotoru CpG adasi ve % GC analizi. .........coceveeveeienieniennene. 65
Sekil 4.3: ADAMTS-8 promotorundaki maksimum ve minimum AG degerli sekonder
VAPILAT ¢ttt ettt e ae ettt 66

Sekil 4.4: ADAMTS-8 TS-8[-226/+323] promotor pargasinin PCR amplifikasyonu agaroz
jel elektroforezi GOTUNTISTL. ...ccveervreeiieiieeii ettt 67

Sekil 4.5: ADAMTS-8 TS-8[-226/+323] promotor pargasini iceren pGEM-T Easy
vektoriinlin Xhol ve HindIII enzimleriyle kesilerek rekombinant koloni tespiti.68
Sekil 4.6: pMetLuc haberci gen vektoriiniin Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz

enzimleri ile kesiminin agaroz jel gorlintiisii. .........cccceevevierierieenieniieiiecieeiee 69

Sekil 4.7: Rekombinant pGEM-T Easy vektoriinin Xhol ve HindIIl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile KESIMI.........coceeieieiiiniinininiiiiceccceeeee, 70

Sekil 4.8: Rekombinant olmast muhtemel plazmidlerin Xhol ve HindIIl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile KESIMI.........coceevieieiiiiinininiiiccecccceeee e, 71

Sekil 4.9: TS-8[-223/49] promotor parcasinin PCR amplifikasyonunun jel elektroforezi ile
17] 01 13 TR URRRRSR 72

Sekil 4.10: TS-8[-223/+9] promotor parcasinin agaroz jelden geri kazanim kontrolii. ...... 72
Sekil 4.11: TS-8[-223/+9] promotor parcasini iceren pGEM-T Easy vektoriiniin Xhol ve
HindIII enzimleriyle kesimi sonucu rekombinant kolonilerin tespiti............... 73

Sekil 4.12: Rekombinant olmasi muhtemel plazmidlerin Xhol ve HindIIl restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile KESIMI. ........ccccuevieniinininiiniiiciccicceccee 74

Sekil 4.13: ADAMTS-8 promotor konstraktlarinin Xhol/HindIII restriksiyon enzimleri ile
KESIIML vttt 74

Sekil 4.14:Klonlanan TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 promotor bolgesine ait dizileme
sonuclarinin gen bankasindaki dizi ile karsilastirilmast. .........cocceeevveeirenenen. 75

Vi



Sekil 4.15: Klonlanan TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 promotor bolgesine ait dizileme

sonuclarinin gen bankasindaki dizi ile karsilastirilmast. .........cocceeevveeiienennen. 76
Sekil 4.16: Kalsiyum-fosfat presipitasyon metodu ile gegici transfeksiyonun 48 ve 72.
saatlerindeki etkinliZi.........cocouiiiiiiiiiiiecii e 78

Sekil 4.17: ADAMTS-8 promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin karsilastirilmasi. ...... 78
Sekil 4.18: SP1 transfeksiyon faktoriiniin ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel baglanma
DOIGRLETL. ..ttt ettt ettt et ena s 79
Sekil 4.19: ADAMTS-8 promotor pargalarinin SP1 ile kotransfeksiyonu sonucu
kargilastirmali lusiferaz aktiviteleri. ......ocoeevueeriieiiieiieeiieie e 80
Sekil 4.20: ADAMTS-8 promotoruna baglanan SP1 transkripsiyon faktdriiniin ChiP analizi.
.......................................................................................................................... 81
Sekil 4.21: SW480 hiicre hattinda SP1 transfeksiyon faktoriiniin over ekspresyonunun
protein diizeyinde ifadesi. ........ceevieriiiiieiiiieiee e 82
Sekil 4.22: SW480 hiicrelerinde C/EBP-[1, USF ve SP1 transkripsiyon faktorlerinin gegici
transfeksiyonunun ADAMTS-8 protein ifadesine etkisi. ........ccecveeeverienennene 82
Sekil 4.23: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun immiinofloresan yontemi ile
OSTETIIMIL L.evvieiiieeiiieiie ettt ettt e et eette e bt e st e s beesaaeesbeeeseeeseeeaseenseessseenseensseenne 83
Sekil 4.24: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonu ile ADAMTS-8 ifadesindeki
degisikligin immiinofloresan ile gOSterimi. ......ceevvieiierieeniienieeiieeie e, 84
Sekil 4.25: SW480 hiicrelerinden elde edilen kontrol ve SP1 over ekspresyon grubuna ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel gorintiisii. ........c.ceevevevienieeciienieeieeiieee, 85
Sekil 4.26: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyon seviyesinin saate bagli degisimi. 86
Sekil 4.27: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA ifadesine
etkisinin saate baglt deZISIMI. ........ccueeviieiiieriieiiierieeieeee e 86
Sekil 4.28: Saos-2 hiicre hattinda SP1 over ekspresyon seviyesinin saate bagli degisimi.. 87
Sekil 4.29: Saos-2 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA ifadesine
etkisinin saate baglt deZISIMI. ........cc.eerieeiiierieeiieiieeieeee e 87

vii



TABLO LiSTESI

Savfa

Tablo 3.1: Tez calisinda kullanilan cihazlar. .............cccoooiiiiiiiiinii e 29
Tablo 3.2: Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal ve malzemeler. ..............ccoecuveriiennrennne 30
Tablo 3.3: Transformasyon isleminde kullanilan bakteri soylart. ..........cccccceeviieniieniiennnns 33
Tablo 3.4: ADAMTS-8 promotor amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve
OZCIIIKICTI. ..ttt st 39

Tablo 3.5: PCR reaksiyonu ¢aligsma KoSullari...........ccceeviiiiiiiiiniiiiienieeieeeeeeee e 39
Tablo 3.6: DNA agaroz jel elektroforezi igin gerekli gozeltiler. ........c..oovrieniincniinennen. 40
Tablo 3.7: Ligasyon bileSEnleri. .......cccccuiiiieiiiiiiiiiecie et 41
Tablo 3.8: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlama prosediirleri. ................... 42
Tablo 3.9: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler. ............cocceoerienennen. 44
Tablo 3.10: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢dzelti bilesenleri................... 45
Tablo 3.11: Formaldehit jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler. ..........c.cccoceeverienennen. 47
Tablo 3.12: RT reaksiyon bilesenleri ve kosullart.............coocooiieniiiiniiniiiieiicceieeee 48
Tablo 3.13: QRT-PCR DileSEnleri. ........cceecuieriiiiiiiiieciieiieeie ettt 49
Tablo 3.14: qRT-PCR reaksiyon KOSullart. ...........cccoeviieiiiniiiiiiniicieceeeee e 49
Tablo 3.15: Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan primerler. .............ccccoeviiiiiininnnninn. 50
Tablo 3.16: Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlama prosediirii. .......... 51
Tablo 3.17: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve hazirlanma oranlart...........c.ccoceveeneenen. 54
Tablo 3.18: ChIP’te amacina uygun kullanilan antikorlar ve miktarlart. .........c...ccceeennee. 59
Tablo 3.19: ChIP’te kullanilan yikama tamponlar1 ve ka¢ kez kullanildiklart.................... 59
Tablo 3.20: ChIP Real Time PCR’1nda kullanilan primerler ve dizleri. ............cccceeennee. 61
Tablo 3.21: Floresan ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler. ............ccoovieriiienieniiiinienieeens 62

viii



KISALTMA VE SEMBOL LISTESI

A : Adenin

A : Absorbans

a : Alfa

Ab : Antikor

Ag : Antijen

APS : Amonyum persiilfat

ATP : Adenozin trifosfat

ATPaz : Adenozin trifosfataz

b¢ : Baz ¢ifti

B : Beta

bk. : Bakiniz

BSA : Bovine Serum Albumin

C : Sitozin

°C : Santigrat derece

cDNA : Komplemanter DNA (Complementary DNA)
cfu : Colony forming unit

Ct : Cycle threshold

CTCF : Diizeltilmis Toplam Hiicre Floresans: (Corrected Total Cell Fluorescence)
DAPI : 4',6-diamidino-2-fenilindol

DEPC : Dietil pirokarbonat

dH:0 : Distile su

dk. : Dakika

DMEM : Dulbecco’s Modified Eagles Medium

DMSO : Dimetil siilfoksit

DNA : Deoksiriboniikleik asit

dNTP : Deoksiriboniikleosit trifosfat

E. coli : Escherichia coli

ECL : Enhanced chemiluminescence

EDTA : Etilendiaminetetraasetik asit

EGTA : Etilenglikoltetraasetik asit

EMT : Epitelyal-Mezenkimal Doniisiim (Epithelial-Mesenchymal Transition)
€ : Epsilon

Et-Br : Etidyum bromiir

EU (U) : Enzim iinitesi

FA : Formaldehit

FCS : Fetal Calf Serum

G : Guanin

g : Gram

GFP : Yesil Floresan Protein (Green Fluorescent Protein)
HeBS : HEPES’li tuz ¢ozeltisi (HEPES-Buffered Saline)
HEPES : N-2-Hidroksietilpiperazin-N-2-etansiilfonik asit
HUVEC : Human Umbilical Vein Endothelial Cell
Hp-2-M : Insan beta-2-mikroglobulin

IFC : Immiinofloresan

kb : Kilobaz

kDa : Kilodalton

L : Litre

X



MTT

NaAc

ng
nm

OD
PAGE
PANC-1
PBS
PCR
PFA
pH
pmol
PSMD4
PVDF
RNA
RNaz
rpm
RT

S

sa.

SDS
SEAP
shRNA
sn.

T

TE
TEMED
Tm

U

Ub
UPS
uv

A\
VEGF
% (v/v)
% (W/v)

: Luria Broth

: Molar

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikromolar

: Miligram

: Mililitre

: Milimolar

: Mesajc1 RNA (messenger RNA)

: 3-(4,5-Dimetiltiyazol-2-il)-2,5-difeniltetrazolyum bromid
: Molekiiler agirlik

: Sodyum Asetat

: Nanogram

: Nanometre

: Nanomolar

: Niikleotit

: Optik Densite

: Poliakrilamid jel elektroforezi

: Human Pancreatic Carcinoma (Pancreatic ductal epithelioid carcinoma)
: Fosfatlanmis tuz ¢6zeltisi (Phosphate Buffered Salin)

: Polimeraz zincir reaksiyonu (Polymerase chain reaction)
: Paraformaldehit

: log (1/[H'])

: Pikomol

: Proteasome 26S subunit ubiquitin receptor, non-ATPase 4
: Polivinilidin diflorid

: Riboniikleik asit

: Riboniikleaz

: Dakikadaki doniis sayis1 (Rounds per minute)

: Reverse transkriptaz (transkripsiyon)

: Svedberg birimi

: Saat

: Sodyum Dodesil Siilfat

: Salinan alkalin fosfataz (Secreted alkaline phosphatase)
: Small hairpin RNA

: Saniye

: Timin

: Tripsin-EDTA

: Tetrametiletilendiamin

: Erime sicaklig1 (Melting temperature)

: Urasil

: Ubikitin

: Ubikitin proteazom sistemi

: Ultraviyole

: Volt

: Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii

: Hacimce yiizde

: Hacimde kiitlece yiizde



ONSOZ

Hayran oldugum bilimsel vizyonu ve derin bilgi birikimiyle beni etkileyen, her zaman
vicdanimin sesiyle dogru yolu bulmam i¢in beni tesvik eden hem akademik hem de 6zel
hayatimda destegini higbir zaman esirgemeyen, ne zaman olumsuz bir hisse kapilsam anne
sefkatiyle her seyin bir sekilde yoluna girecegini hissettiren canim hocam Prof. Dr. Feray
KOCKAR’a, hayatin karmasikliginda beni sabirla yonlendirerek olgunlasmama katkida
bulundugu i¢in tiim i¢tenligimle tesekkiir ederim.

Bilgiyi paylagsmaya mesafenin engel olmadigini en iyi sekilde dgreten, bilgi birikimi ve
bilimsel bakis a¢isinin yani sira ¢aligkanligl ve pes etmeyisi ile kendine hayran biraktiran,
ne zaman yardima ihtiyacim olsa ¢oktan bir ¢6ziim bulmus olan degerli es danismanim Dr.
Ogr. Uyesi Meltem ALPER e akademik desteginin 6tesinde her zaman bir abla gibi ilgilenip
hi¢bir zaman yalniz hissettirmedigi i¢in tesekkiirii borg¢ bilirim.

Hem lisans hem de yiiksek lisans egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerini esirgemeyen
hocalarim Dog. Dr. Hatice YILDIRIM’a ve Dog. Dr. Siimeyye AYDOGAN
TURKOGLU'na tesekkiirlerimi sunarim. Akademik kariyerim boyunca beni hem egitip hem
eglendiren, hayata kars1 durusuyla bana gelecekten bir yansimaymis gibi kendimi gosteren
biricik hocam Dog. Dr. Esra TOKAY’a ve ne zaman bir molaya ihtiyacim olsa yanina kosup
desarj oldugum, higbir seyimi paylagsmaktan ¢ekinmedigim, abla kardes paylasimlarinin
hepsini hissettigim canim hocam Dr. Ogr. Uyesi Nelin HACIOGLU na her zaman ailemin
yanindaymisim gibi hissettirdikleri icin tesekkiir ederim. Ayrica BIDEB 2210/A Yurt Ici
Genel Yiiksek Lisans Burs Programi tarafindan maddi destekleri ile beni destekleyen
TUBITAK ’a tesekkiir ederim.

Hizli ve pratik ¢ozlimleriyle destegini esirgemeyen sevgili hocam Serhad ONAT’a,
laboratuvar ahlaki ve ¢aligma disiplinini 6greten, en tecriibesiz hallerimi sabirla gelistirirken
eglendiren sevgili hocalarim Kamil TOK, Candan ALTUNTAS, Dr. Kiibra PASPAL
EROGLU, Saliha Derya KESKIN’e, ne kadar uzak olurlarsa olsunlar bana her zaman miisait
olduklarini bildigim hem bilimsel hem hayata dair bir¢ok seyi paylagsmaktan zevk aldigim
sevgili hocalarim Dr. Mesut ACAR ve Ehed Muhammed AYMAZ’a, arkadagliklart ve
caligma destekleri ile her zaman yanimda olan ekip arkadaslarim Hasan CAPRAZ, Ufuk
MULHIM, Sevin AVSAR, Aylin TURKOGLU, Ghufran Haqi Ismael ALBAZI ve diger
tim FK lab ailesine tesekkiir ederim. Hem bilim yapip hem birlikte biiyiidiigiim, durup
arkama bakmama gerek kalmadan zaten orda oldugunu bildigim canim arkadasim, sirdagim,
dostum Feyza Nur SAV’a ¢ok tesekkiir ederim. Tiim akademik kaygilarim1 ve 6nceliklerimi
anlayisla karsilayan, beni oldugum gibi kabul edip gelismem icin destegini hi¢cbir zaman
esirgemeyen, her zaman beni motive edip cesaretlendiren Emre KALFA’ya tiim kalbimle
tesekkiir ederim.

Genetigimde azmini ve dirlstliglini tasidifim canim annem Hatice KELES’e,
caligkanligini ve ahlakini aldigim canim babam Feraset KELES’e, sevgisini her zaman
hissettigim canim kardesim Zeynep KELES e bu yolda emeklerini bir an olsun esirgemeyip
her kosulda yanimda olduklarini hissettirdikleri i¢in sonsuz sevgi ve tesekkiirlerimi sunarim.

Bu tezi her telefonda beni soran, sinavimla, ¢ikmayan deney sonucumla, hayatimla dertlenen
duasin {istiimden eksik etmeyen sevgili anneannem Asya CABIR e ithaf ediyorum...

Balikesir, 2023 Yasemin KELES

X1



1. GIRIS

1.1 Gen Regiilasyonu

Gen regiilasyonu canli organizmalarin temel biyolojik siireglerini koordine etmek ve
stirdiirmek i¢in kritik bir rol oynamaktadir. Gen ifadesinin siki bir sekilde kontrol edilmesi,
organizmalarin ¢evresel degisikliklere uyum saglamasini, hiicrelerin 6zellesmesini ve

farklilagmasini, ayrica gelisim siire¢lerini diizenlemeyi amaglamaktadir [1].

Prokaryotlarda gen regiilasyonu, operon adi verilen yapilar araciligiyla ger¢eklesmektedir.
Operonlar, birbiriyle iliskili genlerin bir araya geldigi yapilar1 temsil etmektedir. Ozellikle,
lac operonu gibi operonlar, transkripsiyon faktorleri ve repressor proteinleri tarafindan
diizenlenmektedir. Repressor proteinleri, spesifik DNA dizilerine baglanarak
transkripsiyonu engellerken, transkripsiyon faktorleri RNA polimerazin promotor bolgesine
baglanmasin tesvik etmektedir. Boylece, prokaryotlar ¢evresel kosullara yanit olarak gen

ifadesini diizenlemektedir [1].

Okaryot gen regiilasyonu ise daha karmasiktir ve birgok farkli mekanizma igermektedir.
Okaryotlarda gen regiilasyonu, transkripsiyon faktdrleri, epigenetik modifikasyonlar ve
DNA sarmalinin yapisi gibi faktorler araciligiyla gerceklesmektedir. Okaryotlarda her genin
kendine ait bir promotor bdlgesi vardir ve gen ifadesinin diizenlenmesi i¢in bu bdlgelere
transkripsiyon faktorleri baglanmaktadir. Ek olarak, DNA metilasyonu ve histon
modifikasyonlar1 gibi epigenetik degisiklikler gen ifadesini etkileyebilmektedir [2].
DNA'dan protein sentezi siireci oldukca karmasik bir siirectir ve bir¢cok ayrintili diizenleme

basamaklarina ihtiya¢ duymaktadir. Bu basamaklar su sekilde 6zetlenebilir (b.k. Sekil 1.1).

1. Transkripsiyonel Kontrol: Belirli bir genden ne zaman ve ne siklikla transkript
alindigimi kontrol eder.

2. RNA Isleme Kontrolii: RNA transkriptlerinin splays ve islenmesini kontrol eder.

3. RNA Tasima ve Konumlandirma Kontrolii: Nikleustan sitoplazmaya hangi
tamamlanmis mRNA'larin ¢ikarilacagini secer ve bu mRNA'larin sitoplazmada
nerede bulunacaklarini belirler.

4. Translasyonel Kontrol: Sitoplazmadaki ribozomlar tarafindan hangi mRNA'larin
cevrilecegini seger.

5. mRNA Bozunumu Kontrolii: Sitoplazmadaki belirli mRNA molekiillerini segerek

Ozellestirilmis bir sekilde istikrarsizlastir.



6. Protein Aktivite Kontrolii: Belirli protein molekiiliinii {iretildikten sonra secici

olarak etkinlestirebilir, bozabilir veya yeniden konumlandirabilir.
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Sekil 1.1: Okaryotik gen ifadesinin kontrol edilebildigi alt1 adim.

1.1.1 Okaryotlarda Transkripsiyonel Regiilasyon

Okaryot organizmalarda gen ekspresyonunu diizenleyen mekanizmalar gende belirli bir
bolgeye odaklanmaktadir. Diizenleyici bolgeler, transkripsiyonun baslamasini ve genin
dogru bir sekilde ifade edilmesini saglamak amaciyla genin yakininda, iizerinde, altinda veya
uzaginda bulunabilmektedir. Bu bolgeler, promotor adi verilen belirli DNA dizilerini
icermektedir. Okaryotik genlerin diizenleyici bdlgeleri arasinda; genin baslangic bolgesinin
yakiinda bulunan ve transkriptin baslamasini yonlendiren TATA kutusu, genis bir
promotor bdlgesini kapsayarak gen ifadesini diizenleyen CAAT kutusu ve genin baslangi¢
bolgesine yakin bir bolgede yer alan GC kutusu gibi belirli bolgeler bulunmaktadir. Ayrica
okaryot genler bazen "enhancer" ve "silencer" dizilerini i¢germektedir. Enhancer dizileri
promotor aktivitesini artiran bdlgelerdir ve genin daha etkili bir sekilde ifade edilmesini

saglamaktadir. Silencer dizileri ise transkripsiyonu baskilayan bolgelerdir [3]



Okaryotik genomlar, binlerce protein kodlayan gene sahiptir ve her gen, kendi 6zgiil
transkripsiyon kontrol mekanizmasina sahiptir. Bu karmagsik siirecin diizenlenmesi,
genellikle DNA'ya 06zgii bir dizi baglayict faktdr tarafindan yiritilmektedir [4].
Transkripsiyon faktorleri gen transkripsiyon oranini arttirmak ve bazen de baskilamak i¢in
DNA {izerindeki belirli dizilere baglanan proteinlerdir. Gen diizenlemesinde kontrol noktasi
olarak gorev alan ¢ekirdek promotor, transkripsiyon On-baslatma kompleksinin
olusturulmasi i¢in bir platform saglamaktadir. Kompleks, TFIIA, TFIIB, TFIID, TFIIE,
TFIF, TFIIH ve RNA polimeraz II'yi icermektedir. Transkripsiyon faktorleri kolektif olarak
transkript baglangic noktasini belirlemek i¢in ¢aligmaktadir [5]. Kompleks RNA polimeraz
II'nin dogru sekilde baslangic noktasina yerlestirilmesini saglamaktadir [6]. Ancak bu
transkripsiyon 0n-baslatma kompleksi, sadece temel transkripsiyonu destekleyebilmektedir.
Gen ifadesini arttiran aktivatorler gibi diizenleyici proteinler enhansirlara baglandiktan sonra
promotor ile etkilesmek i¢in yaklagik 20 farkli proteinden olusan "mediator” adi verilen, ¢ok

proteinli bir komplekse ihtiya¢ duymaktadir (b.k. Sekil 1.2) [7].
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Sekil 1.2: Okaryotik bir gen i¢cin gen kontrol bdlgesi [7].



Transkripsiyon faktorleri DNA baglayict domaini (DBD), transkripsiyonel aktivasyon
domaini (TAD) [8] ve yanit elemanlar1 [9] olmak tizere farkli domainlerden olusurlar. DNA
baglayict domainler, DNA tizerindeki spesifik diziler i¢in daha yiiksek bir afiniteye sahip
olan domainlerdir. Bu diziler tiirler arasinda yiiksek oranda korunur ve bilinen transkripsiyon

faktorlerini SOX proteinleri ve POU faktorleri gibi ailelere ayirmak i¢in kullanilmistir [10].

(Cogu zaman transkripsiyon faktorleri birbirleriyle ya da farkli aile tiyeleriyle etkilesime girer
ya da gruplar halinde birlikte hareket eder [10]. Gen aktivitesinin spesifik genlere gore
diizenlenmesi sonucunda hiicre boliinmesi, farklilagmasi, embriyonik geligim, hiicre gogii ve
apoptoz gibi siiregler kontrol edilmektedir. Transkripsiyon faktorleri ayn1 zamanda DNA
baglayict domainlerindeki 3 boyutlu protein yapilarina gore sarmal-doniis-sarmal, sarmal-
dongii-sarmal, bazik 16sin fermuar, homeodomain proteinleri ve ¢inko parmak proteinleri
seklinde de gruplandirilmaktadir. Bu yapisal motifler, Transkripsiyon faktorlerinin

baglanma dizileri i¢in 6zgiilliige sahip olmalarina neden olmaktadir [11, 12].

1.1.2 Cinko Parmak Protein Ailesi

Cinko parmaklar, 1985 yilinda Xenopus proteini transkripsiyon faktorii IITA'nin (TFIIIA) 5S
RNA ile etkilesimi {izerine yapilan bir biyokimyasal ¢aligma sonucunda kesfedilmistir [13].
Cinko parmaklar, bircok transkripsiyon faktoriinde bulunan DNA baglama
motifleridir. insan ve fare genomlarinin analizi, ¢inko parmaklarin protein kodlayan genlerin
%3-10'unda mevcut oldugunu ortaya ¢ikarmistir. insan proteomunda bol miktarda bulunan
cinko parmaklarin tiimorlerin gelisimi, farklilasmasi ve baskilanmasi gibi ¢esitli biyolojik

siirece dahil oldugu bilinmektedir [14].

Cinko parmak domainleri genellikle 20-30 amino asit rezidiisiinden olusur ve amino asitlerin
sayisina ve tiirline gore siniflandiriimaktadir [15]. CyszHis: tipi, ¢inko parmaklarin yapisi ve
islevi bakimindan en yogun sekilde incelenen 6rnegidir. Cys;His tipi detayli incelendiginde
iki sistein (Cys) rezidiisii ve iki histidin rezidiisli (His), ¢inko (Zn(Il)) ile tetrahedral bir
koordinasyon bag1 olusturmaktadir. Bu bag amino grubunun ucunda ters yonde paralel bir
B-yapisinin olugmasina neden olurken, karboksil grubunun ucunda bir a-sarmal yapisini
olusturmaktadir. Bu a-sarmal daha sonra sikisik kiiresel bir yapi olusturmak igin
katlanmaktadir (b.k. Sekil 1A). Ayrica, bir¢ok ¢inko parmak proteininde, ¢esitli domainler

ardisik yapilar olusturmak tizere birlestirilmistir. DNA tanima agisindan (1) birinci domain:



ti¢ ila dort bazi1 tanimaktadir, (2) ikinci domain: ardisik DNA dizilerine secici baglanmay1
saglayan tandem yap1 olusturmaktadir ve (3) iiglincii domain ise DNA'ya monomerik

iiniteler halinde baglanabilmekte ve asimetrik dizileri tantyabilmektedir (b.£. Sekil 1B) [16].
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Sekil 1.3: Cys2His2 tipi ¢inko parmak yapisi [15].

1.2 SP1 Transkripsiyon Faktorii ve Ailesi

SP1, 1980'lerin basinda HeLa hiicrelerinde ifade edilen ve SV40 promotorundan in vitro
transkripsiyonu secici olarak aktive eden bir faktér olarak tanimlanmistir [17]. Adi,
Sephacryl ve fosfokseliiloz saflagtirma siitunlarina atifla SP1 olarak belirlenmistir [18]. GC
(GGGGCGGGQG) kutulan, bircok temel, doku o6zgii, viriis ve indiiklenebilir genin
transkripsiyonel diizenlemesi i¢in gereken cis-etkili DNA diizenleme elementlerindendir
[19]. DNA baglanma domaini, GC agisindan zengin motifleri (GC/GT kutular1) taniyan ii¢
cinko parmaktan olusan SPI1, transkripsiyonun baslamasini yonlendiren TATA kutusu
bulunmayan promotorlarda GC kutularina baglanarak RNA polimeraz II'nin dogru konumda
yerlesmesine ve transkripsiyonun baslatilmasina yardimeci olmaktadir. Insan genomunda

yaklagik 12.000 SP1 baglanma bolgesi oldugu bilinmektedir [20].



SP1, SP1 baglanma bolgelerine baglanan tek protein degildir, ayn1 zamanda ailenin diger
tiyeleri olan SP2, SP3 ve SP4 de ayni baglanma alanlarini kullanmaktadir. Ailenin 9 iiyesi
bulunmaktadir fakat dort SP aile {iyesi (SP1-4) benzer domain yapisina sahiptir (b.k. Sekil
1.4) [21]. Ancak, farkli bir konsensiis baglanma bolgesine sahip olan SP2, niikleer matris ile
iligkili alt ¢ekirdek alanlarina lokalize olur ve promotor ifadesini aktive edebilir ya da
baskilayabilir [22]. Hem SP1 hem de SP3, yaygin olarak bulunan proteinlerdir [23], SP4 ise
daha ¢ok dokuya 0zgii ifade olmaktadir [21] ve néronal hiicrelerde olduk¢a bol miktarda
bulunmaktadir [24].

A B c D
spt N{ O B [ THEN  }c 75
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Sp3 CH IR [ T [ o KK Fc 769
se¢ n{__ [ I T [ THEN  tc 7e

I SP kutusu I SIT zengin domain I] Glutaminoe'zengin |] Buttonhgad I Cinko Parmak
domain domain

Sekil 1.4: SP benzeri transkripsiyon faktorlerinin birincil yapisi [25].

SP1'nin hedef gen iirlinleri arasinda: hiicre dongiisiiniin ilerlemesi ve durdurulmasi gibi
siireglerde rol oynayan faktorler [25], metastaz gibi siire¢lerde etkili olan hem pro- hem de
anti-anjiyojenik faktorler [26] genomik stabilite ile iligkili olan pro- ve anti-apoptotik
faktorler [27] ve proto-onkogenler ve tiimor baskilayicilar gibi faktorler yer almaktadir [28].
Bu faktorler, SP1'in gen diizenlemesindeki roliinii ve kanser gelisimi gibi 6nemli biyolojik

stirecleri etkileyebilme yetenegini vurgulamaktadir.

1.2.1 Hiicre Biiyiimesi ve Tiimor Olusumunda SP1

SP1, ozellikle D-tipi siklinler, siklin E ve Cdk2 gibi siklin kinazlar1 kodlayan genlerin
transkriptini aktive etmektedir. Bu genler, hiicre dongiisiiniin G1 fazindan S fazina gegisinde

etkin bir rol oynamaktadir. SP1 ayni1 zamanda E2F-1 ve c-Myc gibi genleri kodlayan



genlerin de transkriptini de diizenlemektedir. Bu iki faktor, boliinmeyen hiicreleri S fazina
girmeye tesvik etmede kritik bir rol oynamaktadir [29, 30]. Sonug olarak, SP1 asir1 ifade
edildiginde, hiicrelerin S faza giris yiizdesi artmaktadir [31]. SP1 6zellikle G1 fazinin orta
ve ge¢ donemlerinde fosforile olmaktadir [32]. Bir peptidil-prolin izomeraz olan Pinl, bir¢ok
kanser tiiriinde yiliksek diizeyde ifade edilen bir protein olup, CDKI1 araciligiyla SP1'in
fosforilasyonunu diizenlemektedir. Bu durum, SP1'in kararliligin1 artirirken mitoz sirasinda

DNA'’ya baglanma yetenegini azaltmaktadir [33].

SP1, sadece bir¢ok genin ifadesini diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda SP1 geninin
kendisini de diizenlemektedir [34]. Anormal SP1 protein seviyeleri bircok kanserde
gbzlemlenmistir [35]. SP1, insan kanserlerinin birgogunda asir1 miktarda bulunur ve bu
durum genellikle SP1 seviyelerini tiimdr evresi ve kotii prognoz ile iligkilendirmektedir [36].
Ayrica, SP1'in normal hiicresel seviyesindeki inhibisyonu genellikle tiimdr olusumunu,
bliylimesini ve metastazin1 azaltmaktadir [37, 38]. SP1, cesitli timorlerde vaskiiler
endotelyal biiyltime faktorii (VEGF) ifadesinin diizenlenmesinde rol oynamaktadir [39, 40].
Genom genisliginde yapilan caligmalar, tiimdr hiicre apoptozunun tetiklenmesi sirasinda p53
tarafindan yonetilen gen ifadesine 6zglinliik kazandiran faktorlerden birinin SP1 oldugunu
ortaya koymustur [41].SP1 transkripsiyon faktoriiniin ¢esitli kanser tiirlerinde 6nemli roller

oynadig1 gosterilmistir. Bunlardan birkagini su sekilde 6zetleyebiliriz:

Mide kanseri ile SP1 transkripsiyon faktorii arasindaki iliski olduk¢a dnemlidir. SP1'nin
yiiksek ifadesi, mide kanserinde hayatta kalim siiresini diigiirmektedir. Mide tiimorlerindeki
neoplastik hiicrelerde gii¢lii bir SP1 ifadesi bulunurken, ¢evresindeki normal dokularda ve

stromal hiicrelerde bu ifade oldukca diisiiktiir [35].

Pankreas kanseri, kotii bir prognoza sahip agresif bir malignite tiridir [42, 43].
Arastirmalar, SP1 seviyelerinin pankreas kanseri hiicre hatlarinda ve cerrahi olarak ¢ikarilan

insan pankreatik adenokarsinomunda yiikseldigini gostermektedir [44, 45].

Kolorektal kanser, Bat1 Avrupa ve Amerika Birlesik Devletleri gibi bolgelerde kansere bagl
oliimlerin ikinci en yaygin nedenidir [42, 43]. Kanser tedavisinde kullanilan arsenik trioksit,
kolon kanseri hiicre hatlarinda SP1, SP3 ve SP4 proteinlerin ifadesini azaltarak,
mitokondriyal membran potansiyelini diisiirerek ve reaktif oksijen tiirlerini artirarak kanser

hiicrelerinin biiylimesini ve ¢ogalmasini engellemeye c¢aligsmaktadir [46].



Mesane kanseri, her y1l diinya genelinde yiiz binlerce 6liime neden olan yaygin bir malignite
tiiriidiir [43, 47]. SP1 ile mesane kanseri hiicrelerinin biiylimesi arasindaki iligki incelenmis

ve SP1 ifadesinin azalmasinin kanser hiicrelerinin biiylimesini 6nledigi gosterilmistir [46].

Akciger kanseri, diinya genelinde en yaygin kanserlerden biridir [43]. SP1 transkriptinin
artirilmasi, biiyiik hiicreli olmayan akciger kanserinde VEGF ifadesini arttirmaktadir [48,
49], ayn1 zamanda KRAS tarafindan indiiklenen akciger tlimorlerini tasiyan transgenik
farelerin akcigerlerinde oldukga yiliksek SP1 seviyeleri gozlemlenmistir [50]. Ayrica SP1,
insan akciger kanserinin invazyonu ve metastazinda dnemli bir rol oynayan negatif bir

prognostik faktdr olan CD147'nin ifadesini de yiikseltmektedir [50].

SP ailesi transkripsiyon faktorleri, meme kanserinde bir prognostik ara¢ olarak kabul edilir
[51]. Bununla birlikte, SP1'in meme kanserindeki rolii hala tartigmali bir konudur ¢iinkii
SP1, baz1 hastalarda negatif bir prognostik faktor olarak asir1 ifade edilirken, SP1

baskilanmasi ileri derecede meme kanserinde gézlemlenmektedir [52].

Ileri evre yumurtalik kanseri, cogu hastada geg teshis edilir ve kétii prognozla iliskilidir [53].
Yumurtalik kanseri hiicrelerinde asir1 ifade edilen bir gen olan CLDN4’i{in (claudin-4) SP1
iceren kritik promotor bdlgesinin epigenetik modifikasyonlarla kontrol edildigi

gozlemlenmistir [54].

Insan hepatoma hiicrelerinde (HEP3B) normoksik ve hipoksik kosullar altinda ADAMTS1
geninin diizenlenmesi i¢in 6nemli olan diizenleyici bolgeleri tanimlamayir amaclayan
caligmada sonucunda, SP1 tarafindan baskilandig1r bulunmustur. Bu baskilanma hipoksik

durumda korunamadigi belirlenmistir [55].

SP1 transkripsiyon faktoriiniin, MG63 ve Saos-2 hiicre hatlarindaki promotor aktivitesini
diizenleme yetenegi lizerine yapilmis bir calismada, SP1'in Saos-2 ve MG63 hiicrelerindeki

ADAMTS3 transkripsiyonel aktivitesini azalttig1 bulunmustur [56].

Ozetle, SP1 ve SP ailesi transkripsiyon faktdrleri gesitli kanser tiirlerinde rol oynamakta ve

kanser biyolojisi ve ilerlemesi i¢in temel roller tistlenmektedir.



1.3 ADAMTS Ailesi: Yapisi, Islevi ve Regiilasyonu

ADAM ailesinden yapilarindaki trombospondin 1 motifi ile ayrilan 6zel bir protein olan

ADAMTS-1 Kuno ve ekibi tarafindan 1997 yilinda kesfedilmistir. ADAMTS-1'in kesfi, 19

iyeden olusan ADAMTS (A Disintegrin-benzeri ve Metalloproteaz Thrombospondin

motifleri) ailesinin temelini atmistir. Bu aile, biyolojik siireclerde 6nemli iglevlere sahip olan

cesitli enzimleri igermektedir ve ekstraseliiler matriksin diizenlenmesinden hiicresel sinyal

iletimine kadar pek cok biyolojik siiregte kritik rol oynamaktadir [57].

1.3.1 ADAMTS Ailesinin Domain Yapisi

ADAMTS iiyeleri ¢esitli domain bolgeleri igermektedir (b.k. Sekil 1.5):

Sinyal peptid dizisi; yaklasik 220-300 aminoasit arasinda degisen uzunluklarda

olabilir.

Prodomain yapisi, substratin katalitik bolgeye erisimini engelleyerek inaktif formda
kalmasini saglamaktadir [58]. Prodomain uzunlugu genellikle 41 ile 295 amino asit
arasinda degismektedir. Katalitik aktivite ig¢in prodomainin uzaklastirilmasi
gerekmektedir. Ancak aile iiyelerinden ADAMTS-13 prodomaini ile birlikte von
Willebrand faktoriine (vVWF) karst aktiftir [59]. Bu durumun prodomain yapisinin

kisa olmasindan kaynaklandig: diisiiniilmektedir.

Metaloproteinaz katalitik domain, hidrolizi ger¢eklestiren enzimin aktif bolgesini
iceren bolgedir. Tiim metalloproteazlar gibi, ADAMTS iiyeleri de hidroliz islemi igin
suya bagli cinkoyu niikleofil olarak kullanmaktadir. Su ile bagh ¢inko atomu,
proteinle siki bir sekilde iligkilidir ve korunmus bir motif olan HEXXHXXGXXH
ile baglanmaktadir [60].

Disintegrin-benzeri bir domain, 57 ila 96 amino asitten olusur ve sistein
icermemektedir. Bu motifin ADAMTS i¢indeki rolii su anda bilinmemektedir, ancak

muhtemelen matriks veya hiicre baglanmasinda rol oynamaktadir [61].

Trombospondin tip I domain, glikozaminoglikanlar (GAG) ve CD36 reseptoriine
baglanmada rol oynamaktadir ayn1 zamanda heparin baglama bolgesi icermektedir

[62].



Sistein bakimindan zengin ve ara bosluk (spacer) domain, substrat tanima ve
matriks yerellesmesinde rol oynar. Muhtemelen bu yardimci motifler, bir¢ok
ADAMTS iiyesinin hareketliligini, yerellesmesini ve substrat O6zgilinligiini

belirlemektedir [63].

PLAC (Hiicre-Hiicre Temaslarina Yerlesen Protein) domain, ADAMTS
iiyelerinin yarisinda bulunur ve bu alan her zaman C-terminusta bulunmaktadir. Bu
alan ilk olarak giivelerde lacunin ad1 verilen bir proteinde tanimlanmis ve 6 sistin
iceren kisa bir amino asit dizisinden olusmaktadir. Ayrica bu alan, ADAMTS

aktivasyonundan sorumlu bir grup serin proteaz olan proprotein konvertazlarda da

bulunmaktadir [64].

GON-1 domain, C. elegans adi verilen bir tiiriin ADAMTS proteini olan bir genin
adidir. GON-1 proteini, bu organizmada embriyonik gelisimde 6nemli bir rol
oynamaktadir. GON-1'in temel islevi, organizma gelisimi sirasinda doku yapilari

olusturmaktir [65].

CUB domain, (Complement component Clr/Cls, uEGF ve bone morphogenic
protein 1) diger iiyelerden farkli olarak ADAMTS-13’te bulunur ve iki C-terminal
icermektedir. Bu alanlar, ADAMTS-13"in biiyiik molekiiler agirlikli vWF ad1 verilen

substratina baglanmasina izin veren baglama alan1 olarak gérev yapmaktadir [66].
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Sekil 1.5: ADAMTS aile iiyelerinin temel alan organizasyonu ve ana islevsel gruplari [67].
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1.3.2 ADAMTS’lerin Islevi

1.3.2.1 ADAMTS’ler Hyalektanlar1 Parcalar.

Versikan, agrekan, ndrokan ve brevikan, hyalektanlar veya lektikanlar olarak da bilinen bir
grup proteoglikandir
Hyalektanlarin ¢gekirdek proteinleri yaklasik olarak 145 kDa ile 300 kDa arasindadir [68].
Bununla birlikte, hyalektanlar sik sik farkli proteolitik enzimler tarafindan par¢alanmaktadir
[69]. Matris metalloproteinazlar (MMP'ler) ve proteoglikanazlar olarak kabul edilebilecek

ADAMTS'ler, bu parcalanmalardan sorumludur, ancak 6nemli farkliliklar gostermektedirler

[69].

ve farkh

dokularin ECM organizasyonuna katilmaktadir.




Agrecan'n ADAMTS'ler Tarafindan Parcalanmasi

Agrekan, eklem kikirdagiin 6nemli bir bilesenidir ve kontrolsiiz yikim1 dejeneratif eklem
hastaliklarina neden olabilmektedir. ADAMTS'ler G1 ve G2 alanlar1 arasindaki
interglobular bolge (IGD) i¢indeki E373-A374 baginin keserek agrekani pargalarlar (b..
Sekil 1.6). Bu pozisyon, viicudun bazi bdlgelerinde, diz gibi, juvenil eklem hastaliklarinin
gelisimi ile iliskilidir ve burada iltihaba neden olmaktadir. 1992 yilinda diz sakatliina sahip
hastalardan alinan 6rneklerde agrekan fragmanlarinin tanimlandigini raporlanmistir [70].
Ozellikle ADAMTS-5'"in spacer bélgesi icinde sadece agrekani degil ayn1 zamanda versican't
kesmekte temel olan iki bolge tanimlanmistir. Bu sebeple ADAMTS ailesinin iki tyesi,
ADAMTS-4 ve ADAMTS-5, osteoartrit hastaliklarla savasmak icin terapilere uygun
hedefler olarak kabul edilmistir.

ADAMTS'ler ve agrekan'in iliskisinin, sadece dejeneratif eklem hastaliklar1 gibi
patolojilerde degil, ayni zamanda vaskiiler bozukluklar da dahil olmak {izere
kardiyovaskiiler sistemin gelisiminde 6nemli roller oynadig1 ve ateroskleroz, vaskiiler

restenoz veya aort anevrizmalari gibi bozukluklarla iliskilendirildigi tespit edilmistir [71].
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Sekil 1.6: Bir artritli dizin ve agrekanin semali temsili [72].
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Versikan'in ADAMTS'ler Tarafindan Parcalanmasi

Versikan, ekstraselliiler matriksin (ECM) 6nemli bir bileseni olan bir proteoglikandir ve
doku morfogenezinin diizenlenmesinde kritik rol oynamaktadir. ECM'nin homeostazini
saglamak icin versikan, ADAMTS proteazlar tarafindan ¢esitli noktalarda parcalanabilir.
Bu proteolitik olaylar, versikan'in biyolojik islevlerini diizenlemede 6nemli bir mekanizma
olarak one ¢ikmaktadir [73]. Versikanin ana izoformalar1 VO, V1, V2, V3 ve V4, farkli
splays mekanizmasi yardimiyla olusur ve bu izoformlar farkli dokularda ve gelisim
evrelerinde degisiklik gostermektedir. Bu cesitlilik, versikanin genis bir biyolojik etki

alanina sahip olmasini saglamaktadir [74].

ADAMTS-1, -4, -5, -9, -15 ve -20, versican't ¢ozebilen enzimlerdir ve bu ozelligi
tanmimlamak igin "versikanaz" terimi kullanilmistir [75]. Ornegin, ADAMTS-1'in versican’1
par¢alamasi, embriyonik miyokard olusumunda temel bir rol oynamaktadir ve ayni zamanda
aterojenezis ve vaskiiler diiz kas hiicre goclinde artis gibi patolojik siireclerle de
iliskilendirilmektedir. Benzer sekilde, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5, aterosklerotik plaklarin
stabilitesi ve aort anomalileri gibi kardiyovaskiiler islevlerde 6nemli roller oynamaktadir.
Bu baglamda, versican ve ADAMTS enzimleri, kardiyovaskiiler sistemin sagliginda ve
hastaliklarinda onemli bir etkiye sahiptir [76, 77].
Versikanin parcalanmasiyla ortaya ¢ikan fragmanlar, karaciger fibrozisi gibi hastaliklarda
da bulunmustur. Ornegin, farelere karbon tetrakloriir tedavisi uygulanarak yapilan bir
caligmada, versikan ve versikanaz seviyelerinde artis gozlemlenmistir. Bu durum, versikanin
karaciger fibrogenesis'ini etkileyebilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica, versikanin
ADAMTS-5 tarafindan parcalanmasinin serebral kaverndz malformasyonlar (CCM)
patogenezinde rol oynadig1 gosterilmistir. Versikan fragmanlarinin eksojen ifadesi, CCM

lezyon biiylimesini artirirken, versikanin azalmasi CCM olusumlarini azaltmistir [78].
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Sekil 1.7: Versican'in farkli izoformlarini temsil eden sematik gosterimi [72].

Brevikan'in ADAMTS'ler Tarafindan Parcalanmasi

Brevican, merkezi sinir sisteminde bulunan ve glial hiicreler ile noronlar tarafindan {iretilen
bir hyalectandir [ 79, 80]. Hyalectan ailesinin en kisa {iyesi olan brevican, beyin plastisitesini
etkileyen fizyolojik siireglere katki saglar ve perindronal aglar ile aksonun baslangi¢
segmentinde yer alir [81]. Brevican, farkli metalloproteazlar tarafindan proteolitik olarak
parcalanmistir [82-84]. Nakamura ve digerleri (2000) yaptiklar1 ¢alismada, MMP'lerin ve
ADAMTS'lerin farkli iiyelerinin, brevican'1 farkli boélgelerinden parcalayabildigini
gostermistir [85].

ADAMTS enzimleri, glioma ilerlemesi ile iliskilendirilen brevican'i pargalayarak, 6zellikle
glioblastoma gibi agresif glioma tiirlerinde ADAMTS-4 ve ADAMTS-5'in artmis ifadesine
neden olmaktadir [86, 87]. Bu parcalanmanin bir sonucu olarak ortaya ¢ikan brevican
fragmentleri, dis molekiiler katmanin yeniden sekillenmesi gibi diger fonksiyonlarda da rol
oynamaktadir [88]. Bulgular, brevican'in NH2-terminal ve COOH-terminal kisimlarinin,
ADAMTS'ler tarafindan aracilik edilen aktivitelerin bir sonucu olarak farkli sekilde
diizenlendigini 6ne siirmektedir. Bu sebeple, travmatik beyin yaralanmasi sonrasinda

potansiyel belirtecler olarak kullanilabilir. Alzheimer hastaligi ve diger demanslarla ilgili
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olarak, brevican'n farkli diizeyleri ve ADAMTS-4 proteolizi sonrasinda olusan
fragmentlerin, farkli demans tiirleri arasinda ayrim yapmak i¢in potansiyel belirtecler
olabilecegi oOne siiriilmiistiir [89]. Ayrica, ADAMTS-4'iin omurilik yaralanmasinin

fonksiyonel iyilesmesinde brevican'i pargalayarak rol oynadigi gosterilmistir [90].

Son arastirmalar, dopamin reseptoriiniin néromodiilasyonunun ADAMTS-4 ve ADAMTS-
5 tarafindan brevican'in proteolizini tetikledigini gostermistir. [91]. Yalnizca ADAMTS-4
ve ADAMTS-5, brevican'1t pargalayabilir. Agrekanaz-1 veya agrekanaz-2 eksik farelerin,
"brevicanaz" aktivitesine sahip oldugu gdsterilmistir. Ek olarak, ADAMTS-4 eksik farelerde
omurilik yaralanmasi sirasinda ADAMTS-1, ADAMTS-9 ve ADAMTS-15'in varlig tespit
edilmistir. Bu nedenle, bu ADAMTS alt kiimesinin ayn1 zamanda brevican'in
parcalanmasina katkida bulunabilecegi belirtilmistir. Bu sekilde, en kisa hyalectan
hakkindaki c¢aligmalar, ADAMTS'ler tarafindan gergeklestirilen proteolizin beyin

fonksiyonlar1 tizerindeki etkisini vurgulamaktadir [92].
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Sekil 1.8: Brevican yapilarinin temsili [72].

1.3.2.2 ADAMTS-2,-3,-14 Prokolejenleri Isler.

ADAMTS-2, -3 ve -14, prokolajenleri kollajene doniistiirmede rol alan prokolajen N-
proteinazlaridir; bunlar, N-terminus propeptitlerin ¢ikarilmasiyla prokolajenlerin
islenmesinde yer almaktadir [93-96]. ADAMTS-2, prokolajen I, II ve III iizerinde etki
gosterirken, ADAMTS-3 ve ADAMTS-14 sirasiyla yalnizca prokolajen II ve prokolajen I
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islemeyle iliskilendirilmigtir. ADAMTS2 genindeki mutasyonlar, koyun ve sigirlarda
dermatosparaxis, insanlarda ise EDS (Ehlers—Danlos sendromu) tip VlIIc'ye neden
olmaktadir [97]. Bu, ciddi cilt kirillganligi, eklem gevsekligi (hiperelastikiyet) ve
karakteristik yiiz hatlar1 (kisa boylu, mikrognati, epikantik kivrimlar ve ¢okiik burun

kopriisii) ile karakterize otozomal resesif bir bozukluktur [98].

¢ S
& N . . N Procollagen
C N
Procollagen C-proteinase ADAMTS
\\\.
. s
CC . . /VN
C e A\
cleavage " c N
Y C N

Sekil 1.9: Prokollejenin ADAMTS ler tarafindan islenmesi [91].

1.3.2.3 ADAMTS-7 ve ADAMTS-12 COMP’u Parcalar.

ADAMTS-7 ve ADAMTS-12, dogrudan kikirdak oligomerik matris protein (COMP) ile
baglanir ve onu parcalar [99, 100]. COMP, kikirdakta bulunan, 524 kDa'lik, pentamerik,
disiilfit bagli, ¢ok alanli bir glikoproteindir ve eklem dokusunun islak agirliginin yaklagik
%1'ini olusturmaktadir. COMP'un, proteoglikanlar ve kollajen gibi diger matris
molekiillerine baglanarak eklemlerin yapisal biitlinliigiinii ve diizenini korumada 6nemli bir
rol oynadig diistiniilmektedir. COMP'un kayb, artritik hastaliklarda gézlemlenen kikirdak
matrisinin parcalanmasin1 kolaylastirabilmektedir. Son zamanlarda, ADAMTS-7 veya
ADAMTS-12 tarafindan iiretilen COMP fragmentlerinin molekiiler kiitlesinin, osteoartrit
(OA) hastalarinda gozlemlenenlere benzer oldugu gosterilmistir. ADAMTS-7 ve
ADAMTS-12'ye karst 6zel notralize edici antikorlar, kiiltiire edilmis kikirdakta sitokin

uyarimina baglt COMP par¢alanmasini engellemektedir [101].
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1.3.2.4 ADAMTS-13 Von Willebrand faktoriinii Parcalar.

Von Willebrand faktori, degisen boyutlardaki multimerler halinde kan dolagiminda bulunan
biiylik bir glikoproteindir ve baslica hemostazda rol oynamaktadir. Vaskiiler yaralanma ve
yiiksek akma stresi bolgelerinde trombosit tikaclarinin olusumunu indiikleyerek birincil
hemostazda 6nemli bir rol oynamaktadir [102]. Bu proteaz, vWF alt birimini proteolitik
olarak pargalayarak kan akisi altinda vWF-trombosit dizelerini hizla pargalar, bdylece
trombosit pithtisinin boyutunu diizenlemektedir. Trombotik trombositopenik purpura (TTP),
vWEF-CP eksikligi nedeniyle yliksek reaktif yiiksek molekiiler agirliklt vWF multimerlerinin
kaliciligindan kaynaklanan yasami tehdit eden sistemik bir hastaliktir [103]. 2001 yilinda,
birka¢ grup vWF-CP'yi ADAMTS-13 olarak tanimlamistir [104, 105], ve TTP'nin kalitsal
otozomal resesif bir formu, kromozom 9q34'teki ADAMTS-13 genindeki mutasyonlarla
iligkilendirilmistir [106].

1.3.2.5 ADAMTS-1 ve ADAMTS-8 Anti-anjiyojenik Aktivite Gosterir.

ADAMTS-1 ve ADAMTS-8 anti-anjiyojenik olarak kanitlanmis iki ADAMTS proteinidir
[107]. Her ikisi de VEGF tarafindan indiiklenen anjiyojenezisi inhibe edebilir ve fibroblast
biiylime faktorii-2 tarafindan indiiklenen vaskiiralizasyonu baskilayabilir. ADAMTS-1 ve
ADAMTS-8'in anti-anjiyojenik aktivitesinin, TS motifleri aracilifiyla gerceklestigi
diistiniilmektedir. Bu tekrarlar, TSP1 ve TSP2'nin bir 6zelligidir ve bes TSP aile liyesi i¢inde
bunlar anti-anjiyojenik aktiviteye sahip olan tek ikisidir [108]. ADAMTS-1'in anti-
anjiyojenik etkileri ile ilgili olarak, TSPl'in CD36 ile etkilesime girebilecegi
diistintilmektedir [109, 110]. Bununla birlikte, ADAMTS-1'in anti-anjiyojenik etkisinin
sorumlusu olan iki C-terminal TS tekrarini iceren bolgeye sahiptir, bu sayede protein VEGF-
165'e baglanabilmektedir [111]. Hem ADAMTS-1'in hem de ADAMTS-8'in ilk C-terminal
TS tekrarinda bulunan ancak diger ADAMTS'lerde bulunmayan GWQRRL/TVECRD

motifi dnemli bir rol oynamaktadir.

1.3.3 ADAMTS’lerin Regiilasyonu

1.3.3.1 ADAMTS’lerin Transkripsiyonel Regiilasyonu
ADAMTS proteazlarin gelisimsel ve homeostatik siireglerdeki Onemine ragmen,

transkripsiyonel aktivasyon veya baskilanmalariyla ilgili detayl bilgi eksiktir.
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Romatoid artritte dnemli bir rol oynamalar1 nedeniyle, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 gen
ekspresyonunun  sitokinler tarafindan diizenlenmesi incelenmistir [112-115]. Insan
kondrositleri onkostatin veya interlokin (IL)-1p ile muamele edildiginde, ADAMTS-4 ve
matrix metalloproteinaz (MMP) 13’{in gen ekspresyonu ve proteaz aktivitesi artmistir [116].
IL-1p sinyali, JAK3-STAT1/3, ERK1/2, PI3 kinaz ve Akt sinyallemesinin bir kombinasyonu
araciliiyla iletilmis, bu da ADAMTS-4"in indiiksiyonuna yol acan bir sinyal iletim ag1
olusturmustur. TNF-a ve IL-6'nin, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 mRNA ekspresyonunun
arttigr tespit edilmistir [117, 118]. IL-6 sinyali, MAPK, ERK1/2 ve MEK araciligiyla
iletilmistir. Pro-inflamatuar sitokinlerin ADAMTS-4 ve ADAMTS-5 gen ekspresyonunu
diizenlemesi, yalnizca artrit ile sinirl degildir ve ayn1 zamanda kalp ve intervertebral diskte
de tanimlanmistir. TNF-a ve IL-1B ile uyarildiginda neonatal kardiyomiyositlerde ve
kardiyak fibroblastlarda artmis ADAMTS-4 ve ADAMTS-8 mRNA ekspresyonu

gozlemlenmistir [119].

ADAMTS-1'in oviilasyon sirasinda progesteron ve luteinizing hormon tarafindan
diizenlendigine dair kanitlar bulunmaktadir; bu durum, ADAMTS1'in kiimiiliis-oosit
kompleksi ¢evresindeki ekstraselliiler matriks i¢inde versicanin yeniden modelleme
siirecinde rol oynayabilecegini gostermektedir [120]. Bu bulguyla uyumlu olarak,
ADAMTS-1 geni eksik farelerde anormal yumurtaliklar ve azalmig fertilite [121]

gbzlemlenmistir.

Bobreklerde, ADAMTS-16'nin dogrudan ¢inko parmakli transkripsiyon faktorii WT1
tarafindan dilizenlendigi gosterilmistir [122]. ADAMTS-16, bobreklerin  dallanma
morfogenezisinde, muhtemelen fibronektin'in proteolizi araciligiyla rol almaktadir [123].
Ayrica, ADAMTS-16, kondrosit hiicre hatlarinda transkripsiyon faktorleri EGR1 ve SP1 ile
TGF-p tarafindan pozitif bir sekilde diizenlenmektedir [124].

MG63 veya Saos-2 gibi osteoblastik hiicre hatlarinda IL-6 tedavi sonrast ADAMTS-2’nin
yukar1 regiile oldugu gozlemlenmistir. IL-6 ile indilklenen ADAMTS-2 mRNA
ekspresyonu, JNK spesifik bir inhibitér ile tedavi sonucunda Saos-2 hiicre hattinda
baskilanmistir [125]. ADAMTS-7, giiclii bir kondrosit diferansiyasyon inhibitdrii olarak
bilinmektedir ve bu proteazin kondrosit hipertrofisinin engellenmesi, PTHrP (parathormon

ilgili protein) tarafindan dogrudan diizenlenmektedir [126].
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Birc¢ok kanser hiicre hattinda, ADAMTS proteazlarinin aktivitesi epigenetik mekanizmalarla
diizenlenmektedir. Ornegin, ADAMTS-1, -5 ve 8 gibi proteazlar genellikle promotor
bolgelerindeki artan metilasyon yoluyla susturulmaktadir. Ancak, ADAMTS-12, kolon
kanseri hiicrelerinde promotor hipermetilasyonu ile sessizlesirken, ¢evresindeki stromal
hiicrelerde transkripsiyonel olarak aktiflesmektedir. Sonug olarak ADAMTS gen ifadesinin
transkripsiyonel ve epigenetik mekanizmalar araciligiyla diizenlenmesi karmasiktir ve
muhtemelen doku ve hiicre tipine O6zgiidiir. Bu karmasikliga ragmen, bazi ADAMTS
proteazlarinin pro-inflamatuar sitokinlere yanit verdigi, diger ADAMTS proteazlarinin ise

oviilasyon sirasinda cinsiyet hormonlar tarafindan diizenlendigi gézlemlenmektedir.

1.3.3.2 ADAMTS Proteazlarin Alternatif Splays ve Posttranslasyonel Modifikasyonlari
Alternatif splays ve bireysel ADAMTS izoformlarinin varligi, ADAMTS-2, -4, -6, -7, -9, -
13 ve -17 i¢in bildirilmistir, ancak bireysel ADAMTS izoformlar1 arasindaki islevsel farklar
sadece birka¢ raporda tanimlanmistir [127, 128]. Romatizmal hastalikta bir ADAMTS-4
dolleme varyantinin spacer alanmin g¢ikarilmasi ve bir C-terminusun dahil edilmesi
sonucunu olusturulan yeni formu, artrit hastalarinin sinovyumunda tespit edilmistir [129].
Bu nedenle, ADAMTS-4'lin agrekanaz aktivitesi artmistir ve ADAMTS-4"lin alternatif
olarak kesilmis izoformunun, romatizmal eklemde kikirdak erozyonuna katkida
bulunabilecegi 6ne siiriilmiistiir [130, 131]. Ancak, ADAMTS-4 ve ADAMTS-5'teki spacer
alaniin hedefli silinmesi, in vitro'da agrekanaz ve versikanaz aktivitesini azaltmis veya
ortadan kaldirmistir, bu da spacer alaninin agrekan ve versikanin parcalanmasi igin
gerekliligini gostermektedir [132, 133]. ADAMTS-17 i¢in bildirilen alternatif splays
olaylari, spacer alaninda gerceklesmis ve tam alanin ¢ikarilmasi yerine, alanin yapisini
degistiren daha kisa peptitlerin silinmesi ve eklenmesine neden olmustur [134]. Fonksiyonel
olarak, ADAMTS-17'nin alternatif splays: daha kisa izoformun salinimini etkilemis ve
ADAMTS-17'nin otokatalitik 6zelliklerini ve potansiyel olarak ADAMTS-17 substratlarinin

taninmasini degistirmistir.

1.4 ADAMTS Ailesi ve Kolorektal Kanser

Diinya genelinde her yil yaklasik bir milyon yeni kolorektal kanser vakasi goriilmektedir.
Kiiresel olarak kolorektal kanser erkeklerde dordiincii, kadinlarda ise ti¢iincii siklikta goriilen
bir kanserdir. En fazla kolorektal kanser vakasi, Kuzey Amerika, Avustralya ve Bat1 Avrupa
gibi bolgelerde kaydedilmektedir [135]. Istatistiksel analizler, kolorektal kanser vakalarinin

stirekli arttigin1 gostermektedir [136].
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KRK ve adenomlu hastalarin materyallerinden elde edilen veriler, ADAMTS-1 gen
promotorunun, ayni hastanin normal dokusuna kiyasla her iki kanser tiiriinde de hipermetile
oldugunu gostermistir [137, 138]. Son yapilan ¢alismalarda ADAMTS-5 gen promotorunda
artmis metilasyonu dogrulayan metilat boncuk-chip dizisi tabanli teknoloji kullanilmigtir.
Ayrica, ifade mikrogip yontemi [139], genin mRNA miktarinin tiimér dokusunda azaldigin
ortaya koymustur. Yeni HRM (yiiksek ¢Oziiniirliiklii erime) yontemi kullanilarak yapilan
daha biiyiik bir KRK grubundaki arastirmalar hem ADAMTS-9 gen promotor
metilasyonunun arttigini ortaya koymus [140] hem de ADAMTS-12 gen promotorunun,
normal dokuya kiyasla onemli Olglide hipermetile oldugunu gdostermistir [141]. Bu
calismalar ADAMTS-12'nin cerrahi sinir1 belirlemek i¢in intraoperatif bir muayene igin
yeterli bir belirte¢ olabilecegini ve ayni zamanda bir prognostik belirtec olarak
degerlendirilebilecegini diislindiirtmiistiir. Hastalardan alinan dokular iizerinde yapilan in
vitro ve in vivo ¢aligmalar, ADAMTS-15 geninin promotor bolgesindeki hipermetilasyonun,
ADAMTS-15 protein ifadesindeki azalmayla iliskilendigini belirlemistir. Histopatolojik ve
immiinhistokimyasal c¢aligmalar, ADAMTS-15 protein ifadesinin diizeyinin timor
diferansiasyon histolojik derecesi ile ters orantili oldugunu gostermistir [142]. Dahast,
ADAMTS-18 geninin KRK i¢inde epigenetik olarak susturuldugu gdzlemlenmistir ve bu
durum HRM yontemiyle vurgulanmistir [143]. Ayrica, hem ADAMTS-15 hem de
ADAMTS-18'in KRK hiicrelerinde sikca mutasyona ugradigi goézlemlenmistir [144].
Adamalizinler KRK etiyopatogenezinde ve metastazinda Onemli rol oynamaktadir.
Alintilanan sonuglar, ADAMTS'nin potansiyel timdr belirtegleri ve Ongoriiciileri

olabilecegini diisiindiirmektedir.

1.5 ADAMTS-8

METH-2 olarak da bilinen ADAMTS-8, Vazquez ve ekibinin 1999'da yapilan bir
caligmasinda, benzer bir protein olan METH-1 (ADAMTSI1) ile tanimlanmigtir. Yiiksek
homolojiye sahip bu iki gen anti-anjiyogenik faktdrler olarak tanimlanmistir [107]. Soy
agacinda iki iyenin ayn1 daldan geldigi gosterilmistir ve aralarindaki fark, ADAMTS-8'in C
terminalinde anti-anjiyogenik rol kazandirdig1 diisiiniilen, yalnizca bir TSR alanina sahip

olmasidir [145].

Insan ADAMTS-8 geni, 11. kromozomun 25. lokusunda (11g25) bulunur ve 890 amino
asitlik reziidiiden olusmaktadir (bk. Sekil 1.10) [146].
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Chromosome 11 - NC_000011.10

[130226677 p [130533952 p
ZETE44 LOC127823078 LOC127823082  LOC1273230584
LOC130007090 - LOC127323079 ADANT S1 5 s
LOC130007091 LOC127823080 LOC126861390
LOC130007092 LOC127523081 LOC1273230383
LOC130007093 ADANT S5 A LOC126861391
LOC130007094 LOC127823035
RN7SL778P LOC105369574
ZETE44-0DT LOC1273230386

Sekil 1.10: ADAMT-8’in krozomal lokasyonu.

1.5.1 ADAMTS-8’in Cesitli Hastahklarla iliskisi

ADAMTS-8 fertilite, kardiyovaskiiler hastaliklar ve genetik hastaliklar gibi ¢esitli

hastaliklarda rol oynamaktadir.

Nadir bir otozomal dominant genetik bir hastalik olan Wiedemann-Steiner sendromu
(WDSTS); biiylime ve gelisimde belirgin anormallikler ve yiiz dismorfizmleri ile karakterize
edilmigtir. ADAMTS-8 genindeki de novo mutasyon sonucunda ise erken dis ¢ikarma, hizli
dis degisimi, displastik mine gibi WDSTS'ye 6zgii olmayan farkli fenotiplere sebeb oldugu
gbzlemlenmistir [147].

ADAMTS-8'in kardiyovaskiiler hastalikta kilit rol oynadig1 belirlenmistir. ADAMTS-8’in,
pulmoner arteriyel hipertansiyon (PH) ve sag ventrikiil yetmezligi gelisimine, pulmoner
arteriyel diiz kas hiicrelerinin ¢ogalmasina, ECM’nin yeniden sekillenmesine ve endotel
disfonksiyonunu otokrin/parakrin bir sekilde tesvik ettigi belirlenmistir [148]. Ayrica,
ADAMTS-8'in lineer morfede upregiile oldugunu ve ADAMTS-8 asir1 ekspresyon plazmidi
ile transfekte edilen normal fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilagtigi kesfedilmistir.

Yani, ADAMTS-8 hiicre davranigin1 degistirme potansiyeline sahiptir [149].

Siddetli pelvik organ prolapsusu (POP-HVC'ler) olan kadinlarda, ADAMTS-8 ifadesinin

kontrol gruplarina gore daha fazla oldugu bulunmustur [150].
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ADAMTS-8 proteazinin, PNN (Perinéron Ag1) ilizerinde ve ndronal plastisite (sinir
hiicrelerinin baglantilar1 ve fonksiyonlar1 iizerindeki esneklik) siireglerinde 6nemli bir rol

oynadigi diistiniilmektedir [151].

1.5.2 ADAMTS-8 ve Kanser

ADAMTS-8, cesitli kanser tiirlerindeki diizenleyici rolleri nedeniyle énemli bir biyolojik
bilesen olarak tanimlanmistir. Bu gen, akciger kanseri, meme kanseri, mide kanseri,
hepatoseliiler karsinom, kolorektal kanser, endometrium kanseri ve diger malignitelerdeki
ifade ve regulasyon degisiklikleri iizerine bir dizi arastirmada incelenmistir. Yapilan
caligmalardan elde edilen verilere gore, ADAMTS-8'in diisiik diizeyde ifade edildigi veya
epigenetik olarak susturuldugu durumlar, ¢cogu zaman kanserlerin agresif 6zelliklerini ve
kotii prognozlarmi yansitmaktadir [152]. Ayrica, ADAMTS-8'in hiicre proliferasyonunu
baskiladig1, invazyonu ve metastazi engelledigi, apoptozu artirdigi ve tiimor bilylimesini
kontrol ettigi gosterilmistir. Bu baglamda, ADAMTS-8'in kanserlerde potansiyel bir timdr
baskilayic1 gen olarak islev gorebilecegi ve terapotik hedef olabilecegi diislinlilmektedir

[153-155].

ADAMTS-8’in kiiciik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde daha az ifade oldugu
bulunmustur. Aynmi calismada ADAMTS-8’in  proksimal promotor bdlgesinde
hipermetilasyon yolu ile adenokarsinomlarda ve skuamoz hiicreli karsinomlarda epigenetik

olarak susturuldu belirlenmistir [153].

ADAMTS-8'in normal beyin dokusuna kiyasla beyin tiimorlerinde diisiik diizeyde ifade
edildigi belirlenmistir [156].

ADAMTS-8'in meme kanseri dokularinda yiiksek diizeyde ifade edildigini ve bu ifadenin
kotii klinik sonuglarla iligkilendirildigini géstermektedir [157].

ADAMTS-8'in, yaygin karsinomlarda (nazofaringeal, 6zofagus skuamoz hiicreli, gastrik ve
kolorektal, hepatoseliiler, akciger, meme, renal ve servikal karsinom) promotor CpG
metilasyonu tarafindan siklikla susturulan EGFR-MEK-ERK sinyalini baskilayarak

proapoptotik bir tiimdr baskilayici gen olarak islev gordiigiinii gosterilmistir [152].
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Mide kanseriyle ilgili yapilan ¢alismada, ADAMTS-8’in, mRNA ekspresyonunun belirgin
sekilde azaldig1 ve bu diisiisiin lenf nodu metastaziyla iligkili oldugu belirlenmistir. Mide
kanseri hiicre dizileri ve 6rneklerinde ADAMTS-8 geninin CpG metilasyonu gézlemlenmis,
bu metilasyonun metillenmis primer mide tlimorlerinde diisiik ADAMTS-8 ekspresyonuyla
baglantili oldugu saptanmistir. Ayrica, ADAMTS-8 ekspresyonunun 5-aza-2'-deoksisitidin
tedavisi ile diizenlendigi ve hipermetilasyonunun mide kanserinde ekspresyon azalmasiyla

iligkilendirildigi ortaya konmustur [158].

Diisik ADAMTS-8 ekspresyonunun hepatoseliiler karsinomlu hastalarda kotii prognozun
bir gostergesi oldugunu ve ADAMTS-8'in, ERK sinyal yolunu modiile ederek hepatoseliiler
karsinomun biiylimesini, invazyonunu ve apoptozunu diizenlemede Onemli bir rol

oynadiginmi gostermektedir [159].

Meme invaziv duktal karsinomu (IDC) hastalarinda yiiksek ADAMTS-8 diizeyi, IDC
hastalarinin daha koétii prognoz ile iligkilendirilmistir [160].

Ozofagus skuamdz hiicreli karsinomunda (ESCC) ADAMTS-8 ifadesinin diisiik oldugunu
ve diislik ifadenin klinik asama ve lenf diigiimii metastaziyla iliskili oldugunu belirlenmistir.
ADAMTS-8 agir1 ifadesinin ESCC hiicrelerinde proliferasyonu azalttigi, migrasyonu ve
invazyonu engelledigi, apoptozu tesvik ettigi ve tlimor biiylimesini azalttig1 gosterilmistir.
Bu nedenle, ADAMTS-8'in ESCC’de potansiyel bir terapdtik hedef oldugu diigiiniilmektedir
[154].

ADAMTS-8 ifadesinin meme kanseri dokularinda belirgin sekilde diisiik oldugunu tespit
edilmigtir. MDA-MB-453 hiicrelerinde ADAMTS-8 asir1 ifadesinin hiicre proliferasyonunu,
migrasyonunu ve invazyonunu engelledigi, apoptozu tesvik ettigi bulunmustur. ADAMTS-
8'in MDA-MB-231 hiicrelerinde baskilanmasi ise ters etki gdstermistir. /n vivo veriler,
ADAMTS-8 asir1 ifadesinin tlimor biiytimesini azalttigini dogrulamistir. Ayrica, ADAMTS-
8 asir1 ifadesi gosteren MDA-MB-453 hiicrelerinde yapilan kemoterapi duyarlilik testleri,
cisplatinin hiicre biiylimesini énemli 6l¢iide engelledigini gdstermistir ADAMTS-8 asiri
ifadesi sonrasinda B-katenin, MMP-7 ve c-Myc seviyelerinde azalma belirlenmistir. Bu
sonuclar, ADAMTS-8'in meme kanseri hiicrelerinde biiylimeyi durdurma ve invazyonu

azaltma potansiyeline igaret etmektedir [161].
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ADAMTS-8, kolorektal kanserli (KRK) hiicre hatlarinda ve tiimdr dokularinda diisiik ifade
gostermis, ancak DNA metilasyon inhibitorleri ile tedavi edilen hiicrelerde ifadesi geri
kazanilmistir. ADAMTS-8 asir1 ifadesinin, hiicre proliferasyonunu azalttigi, apoptozu
artirdig1 ve hiicre invazyonunu engelledigi goriilmiistiir. Ayrica, ADAMTS-8'in hiicre
dongiistinii G2/M fazinda durdurdugu belirlenmistir. Molekiiler diizeyde, ADAMTS-8'in
BCL-XL, fosfo-GSK3p, B-katenin ve c-myc diizenledigi ve tiimor biiylimesini kontrol ettigi
gozlemlenmistir. Bulgular, ADAMTS-8'in KRK'da potansiyel bir tiimdr baskilayict gen ve

degerli bir biyobelirte¢ aday1 olabilecegi one siiriilmiistiir [155].

Endometrium kanseri tanis1 almis 41 hasta serumu ve kontrol grubu olarak kullanilan, benign
endometriyal patoloji tanis1 almis 41 hastadan olusan ¢aligmada; ADAMTS 8 diizeyleri ise

anlamli derecede diisiik bulunmustur [162].

Akciger kanseri hastalarinda ADAMTS-8 ifade seviyeleri ile genel sagkalim oranlari
arasinda pozitif bir korelasyon tespit etmistir. Non-Small Cell Lung Cancer (NSCLC)
hiicrelerinde ADAMTS-8'in az ifade oldugu ve ADAMTS-8'in upregiilasyonunun hiicre
proliferasyonunu baskilayarak apoptozu artirdigi belirlenmistir. Ayn1 ¢aligmada, akciger
kanseri dokularinda VEGFA ile ADAMTS-8 arasinda negatif bir iligki saptanmis ve
ADAMTS-8'in artan ifadesinin VEGFA'y1 inhibe ettigi gosterilmistir. Ayrica, ADAMTS-
8'in HUVEC'lerdeki damar olusumunu ve migrasyonu baskilayarak angiogenezi olumsuz
etkiledigi ortaya konmustur. Fare modellerinde yapilan deneylerde, ADAMTS-8'in asir1
ifadesinin timor biiylimesini inhibe ettigi ve tiimdrlerdeki VEGFA ve CD31 seviyelerini

azalttig1 gézlemlenmistir [163].

Enflamasyonla iliskilendirilmis genlerin ve enhancerlar tarafindan diizenlenen genlerin
taranmasi sonucunda, enhancerlar tarafindan diizenlenen 146 enflamasyonla ilgili gen
belirlenmistir. Bu genlerin ileri prognostik analizi, GDF10, HPGDS, ABCAS, SLIT3 ve
ADAMTS-8 gibi enhancerlar tarafindan diizenlenen 5 inflamatuar belirteg tespit etmistir.
Son olarak, GDF10, HPGDS, ABCAS8, SLIT3 ve ADAMTS-8 genlerinin ekspresyonunun
TNFa ve enahancerlar tarafindan diizenlendigi, bu genlerin ekspresyonunun akciger
adenokarsinomunda (LUAD) hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir

[164].
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OIP5-AS1'in papiller tiroid kanseri (PTC) hiicrelerindeki ilerlemeyi etkileyen bir faktor
oldugu belirlenmistir. OIP5-AS1'in agir1 ifadesi, PTC hiicrelerinde proliferasyonu, gog¢ ve
invazyonu artirmistir. OIP5-AS1, miR-98'un hedefi olarak islev géormekte ve bu etkilesim
sonucunda ADAMTS-8 aktivasyonu ger¢eklesmektedir. Bu durum, OIP5-AS1'in PTC
hiicrelerinde miR-98/ADAMTS-8 ve EGFR, MEK/ERK yollarini aktive ederek ilerlemeyi
tesvik ettigini gostermektedir. Ayrica, METTL14'in OIP5-AS1'in diizenlendigi bir hedef
oldugu tespit edilmis ve METTL14 asin1 ifadesi, PTC hiicrelerindeki proliferasyonu ve
gb¢/invasiyonu inhibe etmistir. Bu bulgular, ADAMTS-8'in OIP5-AS1 ve METTLI14

aracilifiyla PTC hiicrelerindeki ilerlemeye katkida bulundugunu 6ne siirtilmistiir [165].

ADAMTS-8 agir1 ifadesi, meme kanseri hiicrelerinde proliferasyonu, migrasyonu ve
invazyonu inhibe etmistir. Ayn1 zamanda G2/M hiicre dongiisii arrestosu olusturmustur.
ADAMTS-8, EGFR/Akt sinyal yolunun diizenlenmesi ve hiicre dongiisii kontroliinde rol
oynamistir. Bu sonuglar, ADAMTS-8'in meme kanserinde tiimor baskilayici bir gen olarak

islev gordiigiinii ve potansiyel bir prognostik belirte¢ oldugunu 6ne siirmektedir [166].

RNA-seq ve biyoinformatik analizler kullanilarak yapilan ¢aligmalar sonucunda, ADAMTS-
8'in diisiik seviyede ifade edildiginde invazyon ve metastazi artirarak genel sagkalimi
olumsuz etkiledigini ortaya koymustur. GATA Binding Protein 1 (GATAI) tarafindan
diizenlenen ADAMTS-8, Thrombospondin Type 1 Domain Containing 1 (THSDI1) ve
ADAMTS Like 2 (ADAMTSL2) araciligtyla patolojik roliinii gerceklestirmekte oldugu
bulunmustur. Akciger kanseri hastalarinda yapilan analizler, ADAMTS-8 seviyelerinin,
yabanil tip EGFR veya diisiik PD-L1 gruplarinda yiiksek olmasinin, daha uzun sagkalim ile
iligskili oldugunu gostermistir. Bu bulgular, ADAMTS-8'in akciger adenokarsinomlu

hastalarda potansiyel bir tedavi secenegi olarak diisiiniilebilecegini onermektedir [167].
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2. TEZ HEDEFi VE CALISMA KAPSAMI

ADAMTS-8, ADAMTS ailesinin proteoglikanaz aktivitesine sahip ve anti-anjiyojenik
ozellikteki bir liyesidir. Bu bakimdan normal ve patofizyolojik siire¢lerde hiicreler arasi
matriksin yeniden sekillenmesinde goérev alir. Yaygmn kanser tiirlerinde epigenetik
mekanizmalarla ifadesi baskilanan ADAMTS-8 kolorektal kanser i¢in potansiyel bir timor

baskilayici olarak onerilmektedir.

DNA baglanma alani, GC agisindan zengin motifleri (GC/GT kutular) tantyan {i¢ ¢inko
parmaktan olusan SP1, transkripsiyonun baslamasimni yonlendiren TATA kutusu
bulunmayan promotorlarda GC kutularina baglanarak RNA polimeraz II'nin dogru konumda
yerlesmesine ve transkripsiyonun baglatilmasina yardimei olmaktadir. SP1 ayn1 zamanda
metastaz siireclerinde etkili olan faktdrlerin ifadesini diizenleyerek kanserin yayilmasina

katkida bulunmaktadir.

ADAMTS-8 geninin transkripsiyonel regiilasyonu hakkinda mevcut literatiirde siirl bilgi
bulunmaktadir ve bu c¢alisma ADAMTS-8 promotor bdlgesinin detaylt bir sekilde
incelenmedigi bir alandaki boslugu doldurmayi amaglamaktadir. Ozellikle, Kolorektal
kanser progresyonu ve metastazinda kritik bir rol oynayan SP1 transkripsiyon faktoriiniin,
ADAMTS-8 promotor bolgesinde yogun bir baglanma bolgesine sahip oldugu bu tez
caligmast kapsaminda kesfedilmistir. Bu baglamda, SP1'in ADAMTS-8'in transkripsiyonel
diizeyde nasil regiile edildigine dair mekanizmalarin aydinlatilmasi hedeflenmistir. Bu
calisma, ADAMTS-8 geninin SP1 aracili regiilasyonunu ilk defa ortaya koyarak, bu 6nemli

molekiiler etkilesimin anlasilmasina katki saglamay1 amaglamaktadir.

Bu amagla ilk olarak tez plani sekil 2.1°de verilmistir. Tez ¢aligmasi kapsaminda asagidaki

basamaklar tamamlanmistir;

i.  ADAMTS-8 Promotorunun Karakterizasyonu incelendi. Bu sayede transkripsiyonun
baslangi¢ bolgesi, UTR bolgesi, TATA kutusu, ATG bolgesi tespit edildi. EMBOSS
CpG Plot analizi yardimiyla CpG adast olusumu, %GC igerigi, sa¢ tokast yapisi
olusturma durumu tespit edildi. mFold programi yardimi ile ise ADAMTS-8

promotorunun sekonder yapilar1 incelendi.
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ii.

iii.

1v.

Vi.

Vil.

Vii.

iX.

ADAMTS-8 promotorunun daha detayli incelenebilmesi i¢in 5’ ugtan kisaltilarak
olusturulan promotor pargalart pGem-T easy vektoriine klonlandi. Dizi analizi
yardimi ile klonlama islemi dogrulandi.

pGem-T easy vektoriine klonlanan ADAMTS-8 promotor parcalar: transkripsiyonel
aktivite calismalarinda kullanilmak iizere lusiferaz haberci vektorii pMetluc’a
klonlandi. Dizi analizi yardimi ile klonlama islemi dogrulanda.

ADAMTS-8 promotor par¢alarinin bazal aktiviteleri gegici transfeksiyon yontemi ile
SW480 hiicre modelinde belirlendi.

SP1 transkripsiyon faktoriinin ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel baglanma
bolgeleri PROMO programi yardimiyla tespit edilip sematize edildi.

SP1 iceren ekspresyon vektorii promotor pargalariyla birlikte ayri ayr1 SW480
hiicrelerine transfekte edildi ve SP1 aracili promotor aktivitesi belirlendi.
ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel baglanma bdlgelerini belirledigimiz SP1
transkripsiyon faktoriiniin promotora fonksiyonel olarak baglanip baglanmadigini
belirlemek amaciyla Chip analizi gerceklestirildi ve SP1’in ADAMTS-8
promotorundaki baglanma yeri dogrulanda.

Cesitli  transkripsiyon faktorlerinin  ADAMTS-8 protein ifadesini etkileyip
etkilemedigini aragtirmak icin C/EBP, USF ve SP1 SW480 hiicrelerinde over ekspre
edildi ve hiicrelerden elde edilen proteinler ile western blot analizi yapildi.
ADAMTS-8 mRNA ifadesine etkisini belirlenmek amaciyla SP1 transkripsiyon
faktorii SW480 hiicrelerinde gegici olarak over ekspre edildi. 24, 48 ve 72. saat
dilimlerinde elde edilen RNA’lardan cDNA sentezlendi ve qRT-PCR yardimiyla
saate bagli over ekspresyon seviyesi ve ADAMTS-8 mRNA seviyesi belirlendi.

SP1 over ekspresyonunun farkli hiicre hatlarinda ADAMTS-8 gen ifadesine etkisini
incelemek i¢in Saos-2 hiicre hatt1 yan model se¢ildi. SP1 Saos-2 hiicrelerinde gegici
olarak over ekspre edildi ve hiicrelerden 24, 48 ve 72. saat dilimlerinde RNA
izolasyonu yapildi. RNA’lardan cDNA sentezlendi ve qRT-PCR yardimiyla saate
bagli over ekspresyon seviyesi ve ADAMTS-8 mRNA seviyesi belirlendi.

27



1

Promotor Galigmalari

1

baglangic bolgesi, UTR bolgesi, TATA kutusu tespiti ile
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]
)
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2 hiicre hattinda SP1’in saate bagh
over ekspresyon seviyesinin ve
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etkisinin belirlenmesi (QRT-PCR)

1

SP1’in SW480 hiicrelerinde
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J

e 2

(&

Sekil 2.1: Tez caligmasi1 kapsaminda gerceklestirilecek is planlari.
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3. MATERYAL- METOT

3.1 Materyaller
3.1.1 Cahsma Kapsaminda Kullanilan Cihazlar

Tez c¢alismast kapsaminda cesitli cihazlar kullanilmistir cihaz bilgileri Tablo 3.1°de
belirtilmistir.

Tablo 3.1: Tez ¢alisinda kullanilan cihazlar.

Cihaz Adx Markasi

Laminar Air Flow Telstar Bio II / Ispanya
CO2’li Inkiibator Nuaire / ABD
Inverted Mikroskop, Floresan Mikroskobu Nikon / Japonya

-80 °C Derin Dondurcu Thermo /ABD
Buzdolabi (+4 °C / -20°C), Mikrodalga Firin Argelik / Tiirkiye
Buz Makinesi Hoshizaki / Japonya
pH Metre Hanna / ABD

Su Banyosu Elektromag / Tiirkiye
Ultrasonik Su Banyosu PlusLab

Isitic1 Blok FALC/ Italya

Vorteks, Isitmali Manyetik Karigtirici
Hassas Terazi

Otoklav

Etiiv

Calkalamali Inkiibator (Is1 Ayarl)
Sogutmal1 Santrifiyj

Mikro Santrifiij

Sogutmal1 Mikro Santrifiij

Doner Hareketli Calkalayici
Horizontal Calkalayici

Saf Su Cihazi

UV Goriintiileme Sistemi
Goriintiileme Sistemi

Otomatik Pipetler

Elektrikli Pipet Pompasi

DNA Elektroforez Sistemi

RNA Elektroforez Sistemi

SDS PAGE Aparatlari

PCR Cihaz

Real Time PCR Cihaz1 (Light-Cycler 480)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Luminometre (Luminoskan™ Microplate)
Spektrofotometre, pDrop ™ Plate
Flow Sitometri

Velp Scientifica
Sartorius / Almanya
Hirayama / Japonya
WTB / Almanya
GFL / Almanya
Sigma / Almanya
Thermo / ABD
Hanil Science
Thermo / ABD
GFL / Almanya
Human Corporation
Vilber Lourmat
UVP BioSpectrum
Thermo, Eppendorf
IsoLab

Minicell Primo
Apelex / Ingiltere
BioRad

Techne Progene / Ingiltere

Roche Life Science
Thermo Scientific
Thermo / ABD
Multiskango, Thermo
Guava
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3.1.2 Tez Cahismasinda Kullanilan Kimyasal ve Malzemeler

Tez ¢alismasinda kullanilan kimyasal malzemeler ¢alismalar i¢in uygun saflikta olup uygun
ortam kosullarinda saklanmistir. Tez calismast kapsaminda kullanilan kimyasal ve

malzemelere ait bilgiler Tablo 3.2°de belirtilmistir.

Tablo 3.2: Tez ¢aligmasinda kullanilan kimyasal ve malzemeler.

Kimyasal / Malzeme Ad1 Markasi

V Bakteri Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

LB Agar Besiyeri Pronadisa

LB Broth Besiyeri Pronadisa
Ampisilin ve Kanamisin Antibiyotikleri Sigma

Gliserol ve CaCl, Sigma

Petri Kutular: (Steril) IsoLab

50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril) IsoLab

GenelET Plasmid Miniprep™ Kit Thermo Scientific
Midi-NucleoBond® Xtra™ Kit Macherey-Nagel

V¥ DNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

Taq DNA Polimeraz Enzimi (5 U/uL)

Thermo Scientific

10X Taq Tamponu (+KCI) Thermo Scientific
dNTP Karigim (10 mM) Thermo Scientific
MgCl; (25 mM) Thermo Scientific
Agaroz, Etidyum Bromiir (Et-Br) Sigma
1 kb DNA Ladder, 6X Yiikleme Boyasi Thermo Scientific
Tris Base, Borik Asit Sigma

GenelET Gel Extraction™ Kit
Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri
T4 DNA Ligaz Enzimleri ve Tamponlari

Thermo Scientific
Thermo Scientific, NEB
Thermo Scientific, NEB

V¥V Hiicre Kiiltiirii Caliyjmalarinda Kullamilan Malzemeler
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) Gibco, EuroClone

FCS (Fetal Calf Serum) Gibco
EDTA (Etilendiaminetetraasetik Asit) Sigma
L-Glutamin, Tripsin Sigma
PBS (Phosphate Buffered Salin) VWR Life Science
Pastor Pipeti (3 mL, Steril) IsoLab
Serolojik Pipetler (10 mL ve 25 mL, Steril) Sarstedt
Flasklar (25 cm? ve 75 cm?, Steril) Sarstedt
Steril Filtreler (0,22 pm ve 0,45 pm) Sartorius
DMSO (Dimetil siilfoksit) Sigma
Tripan Mavisi Sigma
Ependorflar (1,5 mL’lik ve 2 mL’lik, Steril) IsoLab

50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril) EuroClone




Tablo 3.2 (devam)

Kimyasal / Malzeme Ad1 Markasi
Penisilin-Streptomisin Soliisyon (100X) Gibco
Antibiyotik-Antimikotik Soliisyon (100X) Gibco

Hiicre Kiiltiirii Plaka (96, 24, 12, 6 Kuyucuklu)  Sarstedt

HCI, izopropanol Sigma
Paraformaldehit Sigma

DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol) Sigma

Antifade Reagent Prolong Invitrogen
Metanol Sigma

V Transfeksiyon Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

HEPES
NaCl, Na,HPO4, CaCl,

Sigma
Sigma

V Transkripsiyonel Aktivite Calismalarinda Kullanilan Malzemeler

Ready-To-Glow™ Dual Sec. Reporter Ass.
Lusiferaz ve SEAP Substratlar:
384 Kuyucuklu Plaka

Takara Clontech
Takara Clontech

Corning

V¥ RNA Cahsmalarinda Kullanilan Malzemeler

DEPC (Dietil Pirokarbonat)

GeneJET RNA Purification ™ Kit

MOPS (3-(N-morpholino) propansiilfonik asit)
B-merkaptoetanol, Formaldehit

Insiilin Enjektorii (Steril)

Etanol

NaAc (Sodyum Asetat), EDTA

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

Agaroz, Etidyum Bromiir (Et-Br)

Oligo(dT)

dNTP Karigim

RiboLock RNaz Inhibitorii

RevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi
Reverse Transkriptaz Tamponu (5X)

RealQ Plus 2X Master Mix Green

96 Kuyucuklu Plaka (Beyaz) Light-Cycler 480
96 Kuyucuklu Plaka Jelatini

Sigma

Thermo Scientific
Merck

Merck

Bd Micro-Fine
Merck

Sigma

Sigma

Sigma

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Thermo Scientific
Ampligon

Roche Life Science
Thermo Scientific
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Tablo 3.2 (devam)

Kimyasal / Malzeme Adi Markasi

V Protein Caliymalarinda Kullanilan Malzemeler
Coomassie Brillant Blue G-250 Sigma
Coomassie Brillant Blue R-250 Sigma
Proteaz Inhibitdr Tabletleri Roche
Fosforik asit, Etanol, Metanol Merck
Akrilamid/Bisakrilamid (37.5/1) Sigma

APS (Amonyum Persiilfat) Merck
TEMED (Tetrametiletilendiamin) Sigma

4X Laemli Ornek Tamponu BioRad
B-merkaptoetanol Merck

Tris, EDTA, EGTA, SDS, Glisin, NaCl Sigma
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder Thermo
PVDF Membrani Millipore
Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz
Tween®-20 Sigma
ADAMTS-8 Mouse Monoklonal Antikor Santa Cruz
B-aktin Mouse mAb Cell Signaling
m-IgGk BP-HRP (Sekonder Antikor) Santa Cruz
Pierce™ ECL Thermo Scientific

3.1.3 Tez ¢cahismasinda Kullanilan Vektorler

ADAMTS-8 promotor konstraktlari 6ncelikle T.A klonlama ile pPGEM-T® Easy (Promega)
vektorline daha sonra promotor aktivitesinin belirlenebilmesi i¢in ise pMETLuc-Reporter

(Clontech) vektoriine klonland1 (b.k. Sekil 3.1).

MCS | Bglll EcoRI Apal
Xhol Pstl BamHI
Sacl Sall Agel

Xrnnl 2009 T?l Hindlll Sacll
Scal 1830 Nael 2707 [ Fgoa 145"
\ Aatll | 20
f1 ori Sphl 26
BstZl | 31
Ncol 37
Bstzl | 43 Secreted Not |
Ampr Notl 43 M;-mdaa (759)
pGE\I‘;‘I”-T Easy lacZ { Sacll | 49 luciferase
ector EcoRl | 52
(3.015bp) pMetl.uc-
Spel 64
EcoRl 70 Reponer
Mot 77 4090
BstZI 77 bp
) Esll 88
ori all 90
Ndel | 97 Kan'/
Sacl | 109 Neo
Bstxl |118
Nsil 127
141
T sps

Sekil 3.1: pGEM-T Easy ve pMetLuc-Reporter vektor haritalari.
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Transfeksiyonun etkinligini tespit edebilmek i¢in pozitif kontrol olarak pMETLuc-kontrol

(Clontech) vektorii ve arka plan aktivitesini belirlemek i¢in negatif kontrol olarak (bos)

pMETLuc-reporter vektorii kullanilmigtir. Ayrica salinim sisteminin normalizasyonu amaci

ile pSEAP2-kontrol (Clontech) vektorii kullanilmistir (b.£. Sekil 3.2).

S d
pMetLuc- Jicvds
Control
4624 bp Not |

Kan/ (1293)

Neo

MCS
Notl (1-41) MCS
(4949) (245-264)

BamHI
(481)

T8 gvag ori
Pswoe

SEAP

pSEAP2-Control
r 5.1 kb

Amp

Svap X

Iy A/
svap P Xbal
pUC enhancer (1794)

ori

Asel
(3623)

BamH|
(2302)

TB = Transcription blocker

Sall
(2308)

Sekil 3.2: pMETLuc-kontrol ve pSEAP2-kontrol vektor haritalar.

3.1.4 Transformasyon Deneylerinde Kullanilan Bakteri Soylari

Klonlama c¢aligsmalarindaki transformasyon islemi ve sonrasinda stoklarin olusturulmasi

amaciyla ¢esitli £. coli soylar1 kullanildi, soylara ait bilgiler Tablo 3.3’te gosterildi.

Tablo 3.3: Transformasyon isleminde kullanilan bakteri soylari.

E. coli Soyu  Genotip

DH5a

SupE44 A(lacZY A-argF)U196 (®80AlacZM15) hsdR17 recAl
endA1 gyrA96 thi-1 relAl

JM109

EndA1l,recAl, gyrA96, thi, hsdR17 (rk-, mk*), relA 1, supE44, A(lac-

proAB), [F’ traD36, proAB, laqlqZAM15].

3.1.5 Tez Cahismasinda Kullanilan Hiicre Soylari

Bu tez calismasi kapsaminda SW480 ve SAOS-2 hiicre hatti kullanilmisgtir. Hiicrelerin

mikroskop altindaki goriintiileri Sekil 3.3’te belirtilmistir.
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Sekil 3.3: SAOS-2 ve SW480 hiicre goriintiileri.

3.2 Metot

3.2.1 Deney Malzemeleri ve Laboratuvar Temizligi

Deneyde kullanilan malzemeler, uygun sterilizasyon kosullar1 saglanarak hazir hale getirildi.
Istya dayanikli pipet uclari, ependorf tiipler ve diger laboratuvar malzemeleri, otoklav
cihazinda 121 °C sicaklikta 20 dk. boyunca otoklavlanarak steril hale getirildi.

Otoklavlanmas1 miimkiin olmayan ¢ozeltiler ise 0,22 pm'lik filtre yardimiyla steril edildi.

Hiicre kiiltiirii laboratuvari, %70'lik etil alkol, ¢amasir suyu ve virkon i¢eren dezenfektanlar
kullanilarak temizlendi. Calismaya baslamadan Once, laboratuvarin ve laminar akis
kabininin UV lambas1 yaklasik 30 dk. agilarak sterilize edildi. Laminar kabinin igerisine
aliman malzemeler, %70'lik etil alkol ile silinerek iceri alindi. Ayrica, RNA calismalarinda
ortam ve malzemelerdeki RNaz'larin etkisini ortadan kaldirmak amaciyla %0,1 DEPC'li su

kullanilarak 6nlemler alindi.

3.2.2 Bakteri Cahsmalari ile Tlgili Metotlar

3.2.2.1 Smv1 ve Kat1 Besiyerinin Olusturulmasi

S1v1 besiyeri olarak kullanilan LB (Luria Broth), {ireticinin 1 litre i¢in 6nerdigi miktardaki
LB, deiyonize su igerisinde ¢oziilerek hazirlandi. Sterilizasyon islemi, 121°C'de 20 dk.
otoklavlanarak gergeklestirildi ve ardindan +4 °C'de muhafaza edildi. Deney planina gore
LB s1v1 besiyerine, son konsantrasyonu 30 pg/mL olan kanamisin veya 100 pg/mL olan

ampisilin ilave edildi.
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Kati besiyeri icin LB agar tercih edildi. Ureticinin 6nerdigi miktardaki LB agar deiyonize su
icerisinde ¢oziildi ve 121 °C'de 20 dk. siireyle otoklavlanarak steril hale getirildi ve 50-55
°C'ye kadar sogumasi1 bekledikten sonra, besiyeri i¢ine son konsantrasyonu 100 pg/mL olan
ampisilin veya 30 pg/mL olan kanamisin eklenerek homojen hale getirildi. LB agar petri
kaplarma dokiildii ve polimerlesip katilasmasi i¢in belirli bir siire oda sicakliginda bekletildi.
+4 °C’ye kaldirilmadan 6nce parafilm ile sarilarak ters ¢evrildi 151k almayacak bir sekilde

muhafaza edildi.

3.2.2.2 E. coli, JM109 Hiicrelerinin Kompeten (Alic1) Hale Getirilmesi

Kompeten hiicre hazirligi i¢in, -80 °C'deki gliserol stoktan E. coli IM109 soyu hiicreleri kati
besiyerine ekimi yapilarak gece boyu yaklasik 16 saatboyunca 37 °C'de inkiibe edildi.
Ardindan, tek koloniden ekim yapilarak 10 mL LB siv1 besiyerinde gece boyunca 37 °C'de
calkalamal1 etiivde inkiibasyona tabi tutuldu. Elde edilen 6n kiiltiir, hacminin en az ii¢ kati
olan 100 mL LB besiyerine transfer edilerek 37 °C'de ¢alkalamali inkiibatore yerlestirildi.
Belirli periyotlarda absorbans 6l¢iimleri alinarak, OD600 degerinin 0,6-0,8 arasina ulasana

kadar inkiibasyona devam edildi.

Bakteri stispansiyonu, bek alevi yaninda 50 mL'lik falkon tiiplerine paylastirildi. Falkon
tiipleri +4 °C'de 3.000 rpm'de 5 dk. boyunca santrifiijlendi ve silipernatant uzaklagtirildi.
Kalan pellete 0,1 M CaCl2 c¢ozeltisi (baslangictaki bakteri siispansiyonun yeris1 kadar)
eklenerek ¢oziildii. Hiicre slispansiyonu, 30 dk. buz iistiinde bekletildi sonra +4 °C'de 3.000
rpm'de 5 dk. boyunca santrifiijlendi ve siipernatant uzaklastirildi. Kalan pellete 0,1 M CaCl2
(baslangic hacminin 1/10'u kadar) ¢ozeltisi eklenerek tekrar ¢oziildii. Siispansiyon, 4 saat
stiresince buz tizerinde bekletildi. Daha sonra esit hacimde %40'lik soguk gliserol eklenerek
karistirildi. Bu karisim, 1,5 mL'lik ependorf tiiplerine 200 pL olacak sekilde paylastirildi ve
-80 °C'de muhafaza edildi.

3.2.2.3 Transformasyon

Transformasyon islemi i¢in -80 °C'den c¢ikarilan kompetent hiicre gliserol stoklar1 buza
konularak 15 dk bekletildi. 1,5 mL'lik ependorf tiip i¢erisinde 200 pL'lik kompetent hiicre
iizerine 10 puL plazmid eklenerek karisim olusturuldu. Karisim 40 dk. boyunca buz lizerinde
bekletildi. Inkiibasyon sonrasinda ependorf tiipii, 42 °C'deki su banyosunda 2 dk.

bekletilerek hiicrelere 1s1 soku uygulandi. Hemen ardindan tiip 2 dk. boyunca buz lizerinde
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bekletildi. Daha sonra tiipe, hiicrelerin 2- 2,5 saat 37 °C'deki ¢alkalamali etiivde inkiibe
edilmesi i¢in LB besiyerinden 800 pL eklendi. Bu siirenin sonunda karigim 5000 rpm’de 5
dk santrifiijlendi pellet siipernatant kisminin 50 pL'si ile yeniden ¢oziilerek plazmidin
direngli oldugu antibiyotigi igeren petrilere ekildi. Petriler, 37 °C'deki inkiibatére 15 dk.
boyunca besiyerinin yayilan kiiltiiri emmesi i¢in diiz olarak konuldu. Daha sonra petriler
ters cevrilerek 16 saat 37°C’de inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda olusan
kolonilerden gliserol stok hazirlandi ve plazmid izolasyonu yapildi. Plazmitlerin restriksiyon

enzimleri ile kesilerek kolonilerin rekombinant olup olmadig: tespit edildi.

3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanmasi

Ilgili antibiyotige direngli olan kolonilerden secilen bakteriler, yine ayn1 antibiyotigi igeren
10 mL LB besiyerine ekildi. Bu ekim, 37 °C’deki calkalamali etiivde bir gece boyunca
inkiibe edildi. Hazirlanan 6n kiiltiir, belirtilen sartlarda ¢ogaltildiktan sonra bek alevi yaninda
etiketlenmis ependorf tiiplere esit hacimlerde paylastirildi. Tiiplere %30'Iuk steril gliserol

eklenerek olusturulan bakteri siispansiyonlarti, -80 °C'de uzun vadeli muhafaza i¢in saklandi.

3.2.2.5 Kompetent Hiicrenin Etkinliginin Belirlenmesi

Klonlama ve alt klonlama ¢alismalarinda kullanilmak iizere hazirlanan kompetent hiicrelere,
halkasal plazmitler 100 ng, 10 ng ve 0,1 ng diliisyon oranlarinda transforme edildi.
Transformasyon sonucunda olusan kolonilerin sayis1 belirlendi. Transformasyon etkinligi,
1076 ila 10”8 cfu/pg araliginda olan kompetent hiicreler, ¢aligmalar i¢in kullanilabilir olarak

ifade edildi. Etkinlik degeri asagidaki formiil yardimiyla hesaplandi.

Petrideki koloni sayisi (cfu) y 1x10°
Petriye ekilen plazmit DNA konsantrasyonu ug

Sekil 3.4: Kompeten hiicre etkinlik formiilii.

3.2.2.6 Kiiciik Olgekli Plazmit izolasyonu

Tek koloni veya gliserol stoklardan, secilen antibiyotigi igeren 10 mL LB besiyerine ekim
yapildi. Ardindan gece boyunca 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde inkiibe edilerek 6n kiiltiir
hazirlandi. Hazirlanan 6n kiiltiir, plazmit izolasyonu islemi GeneJET Plasmid Miniprep™

kitinin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi. On kiiltiir, 13.500 rpm’de 10 dk. santrifiij
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edilerek siipernatant dokiildii. Kalan pellet 250 pL resiispansiyon soliisyonunda ¢oziildii.
Ornekler, 1,5 mL'lik ependorf tiiplerine alind1 ve {izerlerine 250 uL lizis soliisyonu ilave
edildi. Tipler, ornek seffaf ve stimiiksii bir kivama gelene kadar nazikce 6-8 kez alt tist
edildi. Bu agamadan sonra 350 pL noétralizasyon soliisyonu eklendi ve tiipler, 6rnegin
bulutumsu bir hale gelmesi i¢in 6-8 kez alt iist edildi. Tiipler, 13.500 rpm'de 5 dk santrifiij
edildi. Stipernatant, GeneJET™ kolona transfer edildi 13.500 rpm'de 1 dk. santrifiij edildi.
Kolondan siiziilen alt kisim atildi ve kolona 500 pL yikama soliisyonu eklenerek 13.500
rpm'de 5 dk. santrifiij edildi. Yikama islemi bir kez daha tekrarland1 ve kolondaki etanol
kalintilarinin uzaklagsmasi i¢in kolon bos olarak tekrar santrifiij edildi. Son olarak, kolon yeni
ependorfa alindi ve lizerine 50 pL. dH2O eklenerek 5 dk. oda sicakliginda bekletildi. Kolon,
13.500 rpm'de 2 dk. Santrifiijlenerk eliisyon alindi. Izole edilen plazmit DNA miktar:

belirlendikten sonra 6rnekler -20 °C'de saklandi.

3.2.2.7 Biiyiik Olcekli Plazmit izolasyonu

Plazmit izolasyonu i¢in -80 °C’deki gliserol stogundan ilgili antibiyotigi iceren LB agara tek
koloni ekimi yapild1 ve bir gece (16 sa.) boyunca 37 °C’de inkiibasyona birakildi. Ardindan,
LB besiyerine (20 mL) tek koloniden ekim yapilarak gece boyu 37 °C’deki ¢alkalamali
etlivde inkiibe edilerek on kiiltlir hazirlandi. 5 mL 6n kiiltiir segici antibiyotigi iceren 100
mL LB besiyerine ekildi ve bir gece (16 sa.) 37 °C’deki ¢alkalamali etiivde inkiibasyona tabi
tutuldu. Hazirlanan son kiiltiirden plazmit izolasyonu, Midi-NucleoBond Xtra™ Kkitinin
onerdigi protokole uygun olarak yapildi. Ik olarak 100 mL’lik son kiiltiir +4 °C’de 5.000
g’de 10 dk. santrifiij edilerek siipernatant dokiildii. Kalan pellet, 8 mL RNaz A igeren RES
tamponunda c¢oziilerek yeniden silispanse hale getirildi. Liziz asamast ig¢in hiicre
siispansiyonunun iizerine 8 mL LYS tamponu eklendi ve tiipler 6-8 kez ters diiz edilerek 5
dk. oda sicakliginda bekletildi ve lizat karisimina 8 mL NEU nétralizasyon tamponu eklenip
tiipler tekrar ters diiz edilerek 6rnegin renksiz hale gelmesi saglandi. Daha sonra 6rnek, 5.000
g’de 10 dk. santrifiij edildi. Bu sirada kitin kolonu 50 mL’lik falkona yerlestirilip kolona 12
mL EQU tamponu eklenerek yer¢cekimine karst akis ile dengeleme islemi gerceklestirildi.
Santriflij edilmis Ornegin siipernatanti, bu kolona eklenerek yergekimine karsi akmasi
saglandi. Ornegin akis1 tamamlandiktan sonra kolona 5 mL EQU tamponu eklenerek birinci
yikama islemi gerceklestirildi. Kolonun akist bittiginde kolon filtresi ¢ikarildi ve 8§ mL
WASH tamponu kolona eklenerek yercekimine karsi akmasi beklenildi. Kolon, 50 mL’lik
steril falkona alindi ve 5 mL ELU tamponu eklenerek yercekimine karsi akis ile eliisyon

yapildi. Elde edilen eliiata oda sicakligindaki 3,5 mL %99,99°luk izopropanol eklenerek
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vorteks yapildi. Eliiat, 4500 g’de 15 dk. siireyle santrifiij edilerek siipernatant uzaklagtirildu.
Ardindan kalan pellet, oda sicakligindaki 2 mL %70’lik etanol eklenerek yikandi. Yikama
islemi sonrasinda 10.000 g’de 5 dk. santrifiij edilerek etanol dikkatle uzaklastirildi. Son
olarak, pellet oda sicakliginda etanoliin buharlagmasi i¢in kurumaya birakildi ve ardindan
400 pL dH20 eklenerek dikkatle ¢oziildii. izole edilen plazmit DNA miktar1 belirlendikten

sonra Ornekler -20 °C’de saklandu.

3.2.3 DNA Cahsmalari ile Tlgili Metotlar

3.2.3.1 DNA Miktar Tayini

Izole edilen DNA'nin miktarin1 ve safligini belirlemek amaciyla, DNA 6rneklerinden 2
uL'lik ornekler alindi. Ayrica, kor 6lgiim igin 2 uL dH20 da uDrop™ plakaya eklendi.
Spektrofotometrik dl¢timler, 260-280 nm dalga boylarindaki absorbans degerleri lizerinden
gerceklestirildi. Elde edilen absorbans degerleri kullanilarak DNA miktar1 ve safligi
asagidaki formiil yardimryla hesaplandi.

DNA miktar1 (ng/pL) = 4260 x 50 ng/pl, x (10 mm/0,49 mm)
Saflik = A260 / A280

Sekil 3.5: DNA miktar ve saflik hesabi.

3.2.3.2 Primer Tasarim

Tez calismasinda kullanilan primerlerin tasarimi asamasinda, www.ncbi.nlm.nih.gov,
www.idtdna.com ve www.restrictionmapper.org adreslerinden faydalanildi. Primerlerin
tasarim siirecinde sag¢ tokasi yapisinin olusmamasia, Tm degerlerinin birbirine yakin
olmasina dikkat edildi. Tasarlanan primerlerin uygunlugunu degerlendirmek icin NCBI
Blast, Tm, sa¢ tokast ve %GC analizleri yapildi. Bu analizler, tasarlanan primerlerin
hedeflenen genom bdlgesiyle uyumlulugunu ve istenilen 6zelliklere sahip olup olmadigini

kontrol etmek amaciyla gerceklestirildi.

3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)
ADAMTS-8 geninin klonlama ¢aligmalarinda hedef dizilerin amplifikasyonu i¢in Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (PCR) olusturuldu ve bu reaksiyon 50 pL son hacmine sahipti.

Cogaltilacak bolgeye 6zel olarak tasarlanmis ileri (forward) ve geri (reverse) primerler (b.k.

38



Tablo 3.4), 100 pmol/uL’ye sulandirilarak 1 pL kullanildi. Kalip olarak TS-8[-413/4323]
promotor pargast 1 pL kullanildi. Ayrica, 10 mM dNTP karigimindan 1 pL. ve 25 mM
MgCl2’den 2 pL, Taq polimeraz tamponundan (10X) 5 puL ve 5 U/uL Taq polimeraz
enziminden 0,5 pL eklenerek PCR reaksiyonu olusturuldu. PCR dongii kosullar1 Tablo
3.5’te belirtildigi sekilde uygulandi. Elde edilen PCR f{iriinleri agaroz jele yiiklendi

goriintlilendi.

Tablo 3.4: ADAMTS-8 promotor amplifikasyonunda kullanilan primer dizileri ve

ozellikleri.
Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°—3°) Uriin Bityiikliigii
ADAMTS-8 Geri AAGCTTCATGGGGGCTGCGGCGGTG
ADAMTS-8 UTR Ileri AAG CTT GGA AGC ACCGAGTGG GCT G 232 bg
ADAMTS-8 Ileri CTCGAGAAGTTGTAGTTGACACTTCA 549 bg

Tablo 3.5: PCR reaksiyonu ¢aligsma kosullari.

Segment Dongii Sayisi Sicakhk Siire
1 1 94 °C 4 dk.

94 °C 45sn.

2 35 58 °C 45sn.

72 °C 45sn.

3 1 72 °C 10 dk.

3.2.3.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA'y1 jelde gorsellestirmek amaciyla %1'lik bir agaroz jel hazirlandi. %2’lik jel
hazirlamak i¢in 100 mL 0,5X TBE tamponu i¢in 2 g agaroz tartildi tamponda ¢oziilerek
kaynatildi. Agaroz jel, yaklasik 45-50 °C olana kadar sogutuldu sonrasinda son
konsantrasyonu 0,5 pg/mL olacak sekilde etidyum bromiir (Et-Br) ilave edilerek homojen
bir karisim elde edildi. Taraklar1 6nceden yerlestirilmis olan elektroforez kasetine jel
dokiildii. Jel polimerlestikten sonra taraklar ¢ikarildi ve kaset, 0,5X TBE tamponuyla dolu
olan elektroforez tankina yerlestirildi. ilk kuyucuga 1 kb DNA biiyiikliik belirteci (marker)
sonraki kuyulara ise 6X yiikleme boyas: ile karistirilan 6rnekler yiiklendi. Elektroforez 90
volt akiminda 45 dk. boyunca yiiriitiildi. Jel, UV goriintiileme sisteminde gorsellestirilerek
fotograflandi. DNA agaroz jel elektroforezi ¢alismasinda kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.6'te

belirtilmistir.
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Tablo 3.6: DNA agaroz jel elektroforezi i¢in gerekli ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamsi

5X TBE Tamponu 445 mM Tris Base-Borik asit ve 10 mM EDTA igeren (pH 8,3)
cozelti hazirlandi. 54 g Tris Baz, 27,5 g Borik asit ~900 mL
dH20’da ¢oziildii ve 20 mL 0,5 M EDTA (pH 8,0) eklendi. pH
8,3’e ayarlanip hacim 1 L’ye tamamlandi. Otoklavlanip kullanildi.

Et-Br Stok Cozelti  Son derigsimi 10 mg/mL olarak hazirlandi ve 151k almayan bir
sisede +4 °C’de saklandi.

1 kb DNA Marker 1 pL (DNA ladder) : 1 pL (Yiikleme boyasi) : 4 pL (dH20)
oraninda kangtirllarak hazirlandi.

3.2.3.5 Agaroz Jelden DNA’nin Geri Kazanim

Agaroz jel lizerindeki DNA bantlari, UV 1s181na maruz birakilmadan ve jel hacmi minimize
edilerek kesildi. Daha sonra, kesilen agaroz jel parcalar1 belirlenerek ependorf tiiplere
konuldu ve her 100 mg agaroz jel i¢in 100 uL baglama tamponu eklenerek 1:1 oraninda
baglama tamponu ile isleme tabi tutuldu. Jel-tampon karisimi, 60 °C'deki 1sitici blokta
yaklagik 10 dk. boyunca inkiibe edilerek jelin tamamen erimesi saglandi. Bu erimis jel
soliisyonunun 800 pL'si, GeneJET™ saflastirma kolonuna transfer edilerek kolon 1 dk.
boyunca 13.500 rpm'de santrifiij edildi. Transferden sonra kolona 700 pL yikama tamponu
eklendi ve 1 dk. boyunca 13.500 rpm'de santrifiij edildi. Kolonun alt kismi dokiildii ve
yikama kalintilarin1 uzaklastirmak icin kolon bos olarak 2 dk. santrifiij edildi. Son olarak,
kolon yeni ependorfa alinarak iizerine 55 °C'de 1sitilmis 50 pL dH2O eklendi ve 13.500
rpm'de 2 dk. boyunca santrifiij yapilarak eliisyon gerceklestirildi. Elde edilen 6rnek -20 °C'de

saklandi.

3.2.3.6 Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesim Reaksiyonu

Primer veya plazmitlerin restriksiyon endoniikleaz enzimleri tarafindan hedeflenen kesim
bolgelerine yonelik kesim iglemleri gerceklestirildi. Bu baglamda, kullanilacak restriksiyon
endoniikleaz enzimleri i¢in Onerilen enzim miktarlari, tampon, DNA ve son hacim goz 6niine
alimarak kesim reaksiyonlar1 olusturuldu. Kesim reaksiyonlarinda kullanilan enzim
miktarinin reaksiyonun toplam hacminin %10'unu asmamasia 6zen gosterildi. Kesim
reaksiyonlari, lireticinin 6nerdigi optimum sicaklik ve inkiibasyon siirelerine uygun olarak
gerceklestirildi. Kesim firiinleri agaroz jel elektroforezi kullanilarak ayristirildi ve UV 151k

altinda goriintiilendi.
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3.2.3.7 Ligasyon

Arastirmalarda, klonlanacak DNA (insert) ile lineer vektoriin birbirine baglanmasi amaciyla
ligasyon reaksiyonu gerceklestirildi. Farkli son hacimlere gore hazirlanan ligasyon
ortamlari, Tablo 3.7'da belirtilen bilesenlerle olusturulup +16 °C'de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Ligasyon {iriinleri daha sonra kompetent hiicrelere transforme edildi

ve rekombinant koloniler tespit edildi.

Tablo 3.7: Ligasyon bilesenleri.

Bilesenler . Miktar .
» Son hacim 20 uLL  » Son hacim 30 pL
Insert DNA 12 pL 19 uL
Lineer vektor SuL 7 uL
T4 DNA ligaz tampon (10X) 2 uL 3uL
T4 DNA ligaz (5 U/ul) 1 pL 1 pL

3.2.4 Hiicre Kiiltiirii ile Tlgili Teknikler

3.2.4.1 Besiyeri Serumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde hiicre biiyiimesini desteklemek amaciyla Fetal Calf Serum (FCS)
kullanildi. FCS, ticari olarak temin edilip soguk zincirle tasinarak -20°C'de muhafaza edildi.
Stok FCS, ilk kullanimdan 6nce +4°C'de bir gece boyunca ¢oziilerek hazirlandi ve 56°C'de
1 saat boyunca 1sitarak inaktive edildi. Inaktive edilen FCS, steril 50 mL'lik falkonlara

paylastirilarak -20°C'de saklandi ve kullanima hazir hale getirildi.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii deneylerinde besiyeri olarak Dulbecco's Modified Eagle's Medium (DMEM)
kullanildi. DMEM, ticari olarak temin edilip +4°C'de saklandi. DMEM'in igeriginde L-
Glutamin bulunmuyorsa, kullanimdan 6nce %1'liik L-Glutamin (200 mM steril stoktan)
ilave edildi, boylece son konsantrasyonu yaklagik 2 mM oldu. SW480 ve Saos-2 hiicre
hatlar1 i¢in kullanilan tam besiyerinde DMEM, hacimce %10 fetal calf serum (FCS) icerecek
sekilde hazirlandi. Eger besiyerine antibiyotik eklenecekse, 100X'lik penisilin-streptomisin

sollisyonundan son konsantrasyonu 1X olacak sekilde eklenerek kullanildi.
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3.2.4.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii calismalari sirasinda kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlanma prosediirleri Tablo
3.8’de belirtilmistir.

Tablo 3.8: Hiicre kiiltiiriinde kullanilan ¢o6zeltiler ve hazirlama prosediirleri.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamsi

PBS (1X) PBS ticari olarak tablet formunda temin edildi ve Onerildigi
(Phosphate Buffered sekilde (bir tablet 100 mL dH>O’da ¢oziilerek) hazirlandi. Bu
Salin) ¢ozelti otoklavlanarak steril edildi ve +4°C’de saklandi.
Tripsin-EDTA (TE) 1X PBS i¢inde %0,25 (w/v) tripsin ve 0,53 mM EDTA igeren
Cozeltisi ¢ozelti hazirlandi. Bu ¢ozelti 0,22 pm’lik filtreden gecirilerek

steril edildi ve falkonlara paylastirilarak -20 °C’de saklandi.

Tripan Mavisi 1X PBS icinde %0,4 (w/v) tripan mavisi ¢ozeltisi hazirlandi.

0,4 g tripan mavisi 80 mL PBS’de ¢oziilerek yavas yavas
kaynatildi. Daha sonra oda sicakligina sogutulup PBS ile son
hacmi 100 mL’ye tamamlandi.

3.2.4.4 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda aseptik tekniklere énem verildi. ilk adim olarak, ¢alismaya
baslamadan 6nce gerekli malzemeler, %70'lik alkol ile silinerek laminar flow kabini igine
alindi. Besiyeri bilesenleri ve diger ¢ozeltiler, kullanima uygun hale getirilmek iizere 37
°C'deki su banyosunda 1sitildi. Daha sonra, -80 °C'de cryovial tiiplerde dondurulmus halde
muhafaza edilen hiicre soylarindan biri segilip, 37 °C'deki su banyosunda hizlica eritildi.
Eriyen hiicreler, i¢inde %10'luk FCS'li DMEM bulunan bir 15 mL'lik falkona transfer edildi.
Hiicre slispansiyonu, oda sicakliginda 1000 rpm'de 5 dk. boyunca santrifiij edildi.Santrifiij
islemi sonrasinda siipernatant uzaklastirildi ve geriye kalan hiicre pelleti, 1-2 mL tam
besiyerinde siispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, belirli boyutlardaki flasklara (25 cm2 ya
da 75 cm?2) transfer edildi. Flasklara tam besiyeri eklenerek, flasklarin son hacmi (25 cm?2
icin 5 mL, 75 cm2 igin 15 mL) tamamlandi. Son olarak, etiketlenen flasklar, hiicrelerin
saglikli bir sekilde biiyiiyiip ¢cogalmasi i¢in 37 °C'deki %5 CO.'li inkiibatore yerlestirildi. Bu

adimlari tamami, aseptik kosullara uygun bir sekilde gergeklestirildi.
3.2.4.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi
Hiicre kiiltiirii calismalarinda titiz aseptik teknikler uyguland:. Incelenmeden 6nce, gerekli

malzemeler laminar flow kabine alkol ile silindi. Besiyeri bilesenleri ve ¢ozeltiler, kullanima
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uygun hale gelmeleri i¢in 37 °C’deki su banyosunda 1litild1. -80 °C’de dondurulmus hiicre
soylarindan biri segilip, 37 °C’deki su banyosunda eritildi. Eriyen hiicreler, tam besiyeri
iceren bir falkona aktarildi ve santrifiijlenerek siipernatant uzaklastirildi. Geriye kalan hiicre
pelleti, tam besiyeri ile slispanse edildi. Hiicre siispansiyonu, farkli flasklara esit sekilde
dagitilarak tam besiyeri eklenip inkiibasyon i¢in hazirlandi. Hiicrelerin biiyiiyiip ¢ogalmasi
icin flasklar, %5 CO; iceren 37 °C’deki inkiibatdre yerlestirildi. Ayrica, incelenme
asamasinda flask yiizeyinin %80-90 oraninda kapladigi belirlendiginde pasajlama islemi
uygulandi. Flask i¢indeki besiyeri uzaklagtirma, hiicrelerin 2 kez 1X PBS ile yikanmasi,
Tripsin-EDTA eklenmesi, tripsin inaktivasyonu, santrifiij islemi ve tekrar flasklara transfer

islemleri adim adim gerceklestirilerek basariyla tamamlandi.

3.2.4.6 Hiicrelerin Dondurulmasi

[leriki asamalarda kullanilmak iizere hiicre soylar1 dondurularak muhafaza edildi. Bu siireg,
saglikli bir sekilde biiyliyen ve flask yiizeyini %80-90 oraninda kaplayan hiicrelerin
besiyerinden ayrilmasiyla basladi. Hiicreler, 6nce 2 kez 1X PBS ile yikanarak temizlendi,
ardindan Tripsin-EDTA (TE) eklenerek ylizeyden ayristirildi. Tripsin inaktivasyonu i¢in tam
besiyeri eklenerek hiicre siispansiyonu 1.000 rpm’de 5 dk. siireyle santrifiij edildi. Elde
edilen siipernatant atildiktan sonra kalan hiicre pelleti, 1 mL %10 (v/v) DMSO iceren FCS
ile stispanse edildi. Son olarak, hiicre siispansiyonu cryovial tiipe konularak -80 °C’de

dondurularak uzun vadeli muhafaza sagland.

3.2.4.7 Hiicre Canhihiginin ve Sayisinin Belirlenmesi

Hiicre kiiltiirii ¢alismalarinda tutarli ve tekrarlanabilir sonuglar elde etmek amaciyla
hiicrelerin canlilig1 ve sayisi1 belirlendi. Bu amagla, saglikli bir sekilde biiyiitiilen hiicrelerin
olusturdugu pellet, belirlenmis bir hacimde tam besiyeri ile homojen bir sekilde siispanse
edildi. Daha sonra, bu hiicre slispansiyonundan alinan bir drnek, tripan mavisi ile boyanmis
ve nazikge karigtirilarak homojen bir karigim elde edildi Tripan mavisi ile boyanan hiicreler,
belirli bir siire oda sicakliginda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, hiicre 6rnegi Thoma
lamina aktarildi ve mikroskop altinda incelendi. Bu inceleme sirasinda, Thoma lamindaki
canli ve Oli hiicreler sayildi. Canli hiicreler, tripan mavisi i¢ine almazken, 6lii hiicreler
boyay1 i¢ine aldi. Mikroskop goriintiisiinden elde edilen hiicre sayilar1 kullanilarak mL

basina diisen toplam hiicre ve canli hiicre sayilart hesaplandi.
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Total hiicre sayis1 (mL’deki) = Alandaki toplam hiicre sayis1x 2 x 10*
Canli hiicre sayis1 (mL’deki) = Alandaki canli hiicre say1s1x 2 x 10*

Canlilik viizdesi = Alandaki canl hiicre sayis1 100
A YUZEES ™ A landaki total hiicre say1s1x

Sekil 3.6: Thoma lam1 yardimiyla gerceklestirilen hiicre sayis1 formiilleri.

3.2.5 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Tlgili Metotlar

Bu calismada kullanilanSW480 ve Saos-2 hiicre hatti, bir dizi pasaj isleminden gegirilerek
biiylitiildii ve canli hiicre sayist mL basina belirlendi. Hiicreler, 100 mm'lik kiiltiirii kabina,
7x10° hiicre/kiiltiir kabi olacak sekilde dagitildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakild.
Transfeksiyon 6ncesinde kullanilacak ¢ozeltiler oda sicakligina getirildi ve ¢okelme kontrol
edildi. Cozelti A (~10 pg DNA ve 2,5 M CaCl?) ve Cozelti B (2X HeBS) hazirland1 (b.k.
Tablo 3.9). Cozelti A, Cozelti B'ye damla damla eklenerek DNA: Kalsiyum fosfat
presipitasyon kompleksi olusturuldu ve inkiibasyon sonrasinda hiicrelere eklenerek 37
°C’deki %5 CO> igeren inkiibatorde 8-16 saat inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan
transfeksiyon ortami uzaklagtirildi, hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikanarak flasklara tam
besiyeri eklenip, 37 °C’deki %5 COx igeren inkiibatorde transfeksiyonun 72. saatinde kadar
inkiibasyona devam edildi. Gegici transfeksiyonun inkiibasyon siiresince hiicrelere, devam
edecek ¢alismanin amacina bagli olarak tripsinizasyon ile RNA pelletleri elde edildi ya da

protein oziitlerinin elde edilmesi i¢in RIPA soliisyonu ile kazima iglemi yapildi.

Tablo 3.9: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlamis1

2,5 M CaClz 36,75 g CaCl. (MW: 147,01) 100 mL dH>0’da ¢oziildii. Cozelti
0,22 um’lik filtreden gegirilerek steril edildi ve ependorf tiiplere
paylastirilarak -20 °C’de saklandi.

2X HEPES-Buffered 1,19 g HEPES (MW:238,3), 1,63 g NaCl (MW:58,44) ve 0,02

Saline (2X HeBS) g Na,HPO4 (MW:141,96) ~90 mL dH>O’da ¢oziildii. pH 7,05’

- 50 mM HEPES ayarlanip hacim 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢6zelti 0,22 pm’lik

- 280 mM NaCl filtreden gegirilerek steril edildi ve ependorf tiiplere
- 1,5 mM NaoHPO4  paylastirilarak -20 °C’de saklandi.
(pH 7,05-7,12)
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Tablo 3.10: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozelti bilesenleri.

Flask / Cozelti A Cozelti B | Kiiltiir
Plate DNA 25MCaCl, dHOile | 2X HeBS | Hacmi
96-well ~0,1 pg 0,45 pL 4,5 uL 4,5 nL 200 pL
24-well | ~0,5 pg (0,3-0,7 pg) 2,25 uL 22,5 uL 22,5 uL | 500 pL
12-well ~1 pg(0,5-1,2 pg) 4,5 uL 45 pL 45 pL 1 mL
6-well ~2 pg(1-3 pg) 9uL 90 pL 90 pL 2mL
35 mm ~2pg(1-3 png) 9uL 90 pL 90 pL 2 mL
60 mm ~7,5 ng (2-10 pg) 27 uL 270 uL 270 uL SmL
100 mm | ~ 15 pg (6-20 pg) 63 uL 630 uL 630 uL 10 mL
T25 flask | ~ 10 pg (4-20 pg) 31,5uL 315 uL 315 uL SmL
T75 flask | ~ 20 pg (10-30 pg) 94,5 uL 945 uL 945 nL 15 mL

3.2.5.1 Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iimii i¢in “Ready-To-Glow Dual Secreted
Luciferase Assay” (Clontech) kiti kullanildi. 100 mm’lik hiicre kiiltiirii petrisine yapilan
transfeksiyon sonrasinda SW480 hiicreleri 96 kuyucuklu plakaya boliinerek transfeksiyonun
24, 48 ve 72. saatlerinde hiicre kiiltiirii medyumununun 100 pL’si ependorflara aktarildi. Her
bir ependorftan 10’ar pL alinarak 384 kuyucuktan olusan plakaya konuldu. Kit igerisinde
bulunan 10X Lusiferaz Substrati, Reaksiyon Tamponu ile 1X'e seyreltildi. Meydana gelen
1X'lik Lusiferaz Substrat1 ve Reaksiyon Tamponu karigtmindan 1 pL alinarak dnceden i¢ine
10 pL transfeksiyon medyasi eklenmis kuyucuklara eklenerek, luminometre kullanilarak

hizl1 bir sekilde sonug elde edildi.

3.2.5.2 SEAP (Sekrete Edilen Alkalin Fosfataz) Etkinliginin Belirlenmesi

Alkalin Fosfataz Aktivitesi 6l¢iimlerinde "Ready-To-Glow Dual Secreted Luciferase Assay"
(Clontech) kiti kullanildi. Transfeksiyonun 48 ve 72 saati sonunda, medyumdan 5 pL
alinarak 384 kuyucuklu plakaya yerlestirildi. Kit icerisindeki 5X dillisyon tamponu 1X'e

sulandirilarak her kuyucuga 15 pL eklenerek islem tamamlandi.

Plakadaki 6rneklerin reaksiyonu i¢in aliiminyum folyo ile kaplanmis plaka, 65°C'deki su
banyosunda 30 dk. boyunca 1sitildi. Daha sonra, islem gormiis plaka buz iizerinde bir siire
bekletildi ve oda sicakligina getirildi. Plakaya, SEAP substratindan 20'ser puL eklenerek, 30

dk. boyunca bu 6zel ¢ozelti ile inkiibasyona birakildi. Bu siire zarfinda, 6rnekte belirli bir
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enzimatik reaksiyon meydana geldi. inkiibasyonun tamamlanmasinin ardindan, elde edilen

sonuclar luminometre kullanilarak dl¢iildii.

3.2.6 RNA ile Ilgili Metotlar

RNA caligsmalarinda, ortam ve malzemelerdeki RNaz'larin inaktivasyonu i¢in %0,1 DEPC'li
su kullanildi. Ayrica ¢alismada kullanilan tamponlar, %0,1 DEPC'li su ile hazirlandi. %0, 1
DEPC'li su hazirlamak i¢in 1 mL dietil pirokarbonat, son hacmi 1 L olacak sekilde dH20
icine eklenerek iyice karistirildi. Bu karisim, 37 °C'de 12 saat inkiibe edildikten sonra 121
°C'de 20 dk. otoklavlanarak kullanima hazir hale getirildi.

3.2.6.1 RNA izolasyonu

-80°C'de muhafaza edilen hiicre pelletleri, buz igerisine alinarak ¢oziindii. Deney
baslamadan once bencler, pipet kutular1 ve otomatik pipetler dnce %70'liik alkol ile
temizlendi, ardindan %0,1'lik DEPC'li su ile silinerek steril hale getirildi. Sterilizasyon
islemi tamamlandiktan sonra, total RNA'nin izolasyonu Innuprep RNA 2.0 kiti kullanilarak
gerceklestirildi. Bu prosediir, genetik materyalin etkili bir sekilde elde edilmesini ve
gelecekteki kullanimlar i¢in korunmasini saglamak iizere kitin Onerileri dogrultusunda

uygulandi. Elde edilen RNA 6rnekleri, -80°C'de saklanmak iizere kaldirildi.

3.2.6.2 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA'nin miktarini ve safligin1 belirlemek amaciyla spektrofotometrik 6lgiimler
gerceklestirildi. Bu siirecte, RNA 6rneklerinden 2'ser uL alindi ve kor olarak 2 plL. dH20,
uDropTM plakaya konuldu ve 260 nm ve 280 nm dalga boylarinda 6l¢iim alindi. Olgiim
sonuglarina gore elde edilen absorbans degerleri kullanilarak RNA miktar1 ve safligi

belirlendi. Belirtilen veriler, asagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

RNA miktar1 (ng/puL) = 4260 x 40 ng/pL x (10 mm/0,49 mm)
Saflik = A260 / A280

Sekil 3.7: RNA miktar ve saflik hesabi.
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3.2.6.3 Formaldehit Jel Elektroforezi

RNA'larin kalitesini degerlendirmek i¢in FA agaroz jel elektroforezi yapildi. Ancak, RNA
ornekleri RNaz'larin potansiyel degradasyonuna karsi hassas oldugundan, malzeme ve
ortamin RNaz igermemesi i¢in 6zel onlemler alindi. Cam malzemeler, hacimce %0,1
DEPC'li suda gece boyu bekletildikten sonra otoklavlandi. Tank ve aparatlar, %0,5 (w/v)
SDS soliisyonunda yikanip %0,1 DEPC'li suyla durulandiktan sonra saf etanolden gegirilip,
etlivde kurumaya birakildi. Calismada kullanilan ¢ozeltiler Tablo 3.11°de belirtilmistir.

Tablo 3.11: Formaldehit jel elektroforezinde kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanisi

10X FA Tamponu 41,9 g MOPS (MW:209,26), 6,8 g NaAc (MW: 136,08) ve 20 mL
-0,2 M MOPS 0,5 M’lik EDTA (pH 8,0) ¢ozeltisi ~900 mL %0,1’lik DEPC’1i
- 0,05 NaAc suda ¢oziildii. pH’1 7,0’ye ayarlanip son hacim DEPC’li suyla 1
-0,01 M EDTA L’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 151k almayacak sekilde oda

(pH 7,0) sicakliginda saklandi.

IX FA Tamponu 100 mL 10X FA tamponu ve 20 mL %37’lik (12,3 M) FA
(0,25 M FA igeren)  karnstirildi ve son hacim DEPC’li suyla 1 L’ye tamamlandi.

%1'lik formaldehit igeren agaroz jel hazirlamak i¢in 50 mL son hacim i¢in 0,5 g agaroz, 5
mL 10X FA tamponunda ¢oziilerek %0,1'lik DEPC'li suyla tamamlandi. Elde edilen karigim
mikrodalgada kaynatildi, ardindan 50 °C'ye sogutuldu. %37'lik (12,3 M) formaldehit, 900
pL eklenerek karigim homojen bir sekilde karistirildi. Jele son konsantrasyonu 0,5 pg/mL
olacak sekilde etidyum bromiir (Et-Br) eklendi. Polimerlesme tamamlandiktan sonra,
taraklar1 onceden yerlestirilmis olan elektroforez kasetine jel dokiildii. Polimerlesme
tamamlandiktan sonra taraklar ¢ikarildi ve 0,25 M formaldehit iceren 1X FA tamponu igeren
tanka kaset yerlestirildi. Ornekler, 2X yiikleme boyasiyla karistirildi ve 70 °C'de 10 dk.
bekletilerek 1s1 ile denatiire edildi. Denatiire edilmis 6rnekler, buz iizerinde sogutulduktan
sonra jelle yiiklendi ve 80 voltta 45 dk. yiiritildi. Jel, UV goriintileme sisteminde

goriintlilendi.

3.2.6.4 RT-PCR Reaksiyonu
RT-PCR teknigi kullanilarak, izole edilen RNA orneklerine iki agsamali bir islem uygulandi.
Ik asamada, RNA'dan cDNA sentezi Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile

gerceklestirildi. Ikinci asamada ise, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) yontemi
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kullanilarak ilk asamada sentezlenen cDNA ve gen 6zgii primerler ile ilgili gen bdlgesinin

amplifikasyonu gergeklestirildi.

3.2.6.5 RT Reaksiyonu ile cDNA Sentezi

RNA orneklerinin miktar1 belirlendikten ve kalite kontrolii yapildiktan sonra, her bir
ornekten 1 pg kalip RNA kullanilarak ¢cDNA sentezi i¢in Reverse Transkripsiyon (RT)
reaksiyonu gergeklestirildi. RT reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve yapilan islemler

Tablo 3.12'te detayli olarak gosterilmistir. Hazirlanan cDNA'lar -20 °C'de muhafaza edildi.

Tablo 3.12: RT reaksiyon bilesenleri ve kosullari.

Bilesenler Miktar
Kalip-RNA - (1 pg)
Oligo-dT-primer (0,5 pg/pL) 1 uL

dH20 Son hacim 12,5 pL

» Bes dakika 65 °C’de inkiibasyon yapildi.

» Inkiibasyon sonunda sirasiyla asagidaki bilesenler eklendi.

Reaksiyon tampon (5X) 4 uL
RiboLock RNaz inhibitor (20 U/uL) 0,5 uL
dNTP karisim (10 mM) 2 uL
Reverse transkriptaz (200 U/uL) 1 uL
Toplam hacim =20 puL

* Bilesenler nazikge karigtirildi ve tiiplere kisa stireli santrifiij yapildh.
» 42 °C’de 60 dk. ve 72 °C’de 10 dk. inkiibasyon yapildi.

3.2.6.6 qRT-PCR

Calisma kapsaminda genlerin mRNA diizeyindeki ifadelerini kantitatif olarak belirlemek
amaciyla real-time PCR analizi yapildi. Sentezlenen cDNA'larin her birine, en az 3 tekrar
iceren bir sekilde ADAMTS-8, SP1 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri kullanilarak real-
time PCR gergeklestirildi. Bu amagla, uygun bilesenlerle hazirlanan 6rnekler, 96 kuyucuklu
plakaya yerlestirildi. Daha sonra plakanin iistii, saydam jelatin ile sikica kapatildi. Real-time
PCR analizi, belirtilen dongli kosullar1 altinda Light Cycler® 480 (Roche) cihazi
kullanilarak gerceklestirildi.
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Tablo 3.13: qRT-PCR bilesenleri.

Bilesenler Miktar (uL)
cDNA 1
RealQ Plus 2X Master Mix Green 6,25
Ileri primer (10 pmol/uL) 0,5
Geri primer (10 pmol/pL) 0,5
dH>0 4,25
Toplam =12,5uL

Tablo 3.14: qRT-PCR reaksiyon kosullari.

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire

On inkiibasyon 1 95 °C 10 dk.
95 °C 30 sn.

Amplifikasyon 40 55°C 30 sn.
72 °C 30 sn.

. . 95 °C 5 sn.
Erime Egrisi 1 65 °C 1 dk.
Sogutma 1 40°C 30 sn.

Elde edilen veriler, Livak yontemine gore detayli bir analize tabi tutuldu. ADAMTS-8 geni
ve normalizasyon i¢in HB-2-M geni lizerinde en az ii¢ tekrarl ¢calisma gergeklestirildi ve bu
caligmalarin Cycle threshold (Ct) degerlerinin ortalamalar1 hesaplandi. HB-2-M geninin Ct
ortalamasi, ADAMTS-8 geninin Ct ortalamasindan ¢ikarildi ve elde edilen sonug, 2'nin {issii
alindi. Kontrol gruplari, ¢aligma boyunca kullanilan gruplar arasinda kendine boliinerek "1"
birimi olarak kabul edildi. Deney gruplari ise kontrol grubu sonuglarina boliinerek, 1'in
katlar1 seklinde degerlendirildi. Bu elde edilen sonuglar, GraphPad programinda
grafiklestirilip detayli bir sekilde analiz edildi. Ayrica, SP1 ekspresyon primerleri

kullanilarak gergeklestirilen overekspresyon c¢aligmalari, real-time PCR analizi ile

dogrulandi.
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Tablo 3.15: Ekspresyon caligsmalarinda kullanilan primerler.

Primer Ad1 Niikleotit Dizisi (5°—3°)
HB-2-M ileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC
HB-2-M geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT
ADAMTS-8 ileri GATGCGTCCATGGCTGCCTTCTA
ADAMTS-8 geri TGCCAGTTGCAGAAGTTACGCAG
SP1 ileri AAACATATCAAAGACCCACCAGAAT
SP1 geri ATATTGGTGGTAATAAGGGCTGAA

3.2.7 Protein ile Tlgili Teknikler

3.2.7.1 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

ADAMTS-8 ve SP1 protein ifadesini degerlendirmek i¢cin Western blot yontemi kullanildi.
(Calismada protein analizi i¢in kullanilan ¢6zeltilerin ve bilesenlerin spesifik ayrintilar: Tablo

3.16.'de sunulmaktadir.
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Tablo 3.16: Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler ve hazirlama prosediirii.

Cozelti

Bilesimi - Hazirlams1

RIPA Tamponu

Son konsantrasyonunda; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 140 mM NaCl, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, %0,1 (w/v) sodyum deoksikolat, %0,1
(w/v) SDS ve %1 (v/v) Triton X-100 bulunan ¢ozelti hazirlanir. Son
hacmine gore proteaz inhibitorii eklendi ve 15 mL’lik falkonlara
paylastirilarak -20 °C’de sakland.

Bradford Reaktifi

0,1 g Coomassie brillant blue (G-250), 50 mL %95’lik etil alkol iginde
¢oziildi ve 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklenerek karigtirildi. Son
hacim dHO ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti iki kez filtre kagidindan
gegirilip 151k almayan bir sisede +4°C’de saklandi.

Ayirma (Alt) Jel
Tamponu

% 0,4 (w/v) SDS igeren 1,5 M Tris-base (pH 8,8): 18,17 g Tris-base
(MW:121,14) ve 0,4 g SDS ~80 mL dH»O’da ¢oziildii. pH 8,8%¢
ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Yigma (Ust) Jel
Tamponu

% 0,4 (w/v) SDS igeren 0,5 M Tris-base (pH 6,8): 6 g Tris-base
(MW:121,14) ve 0,4 g SDS ~80 mL dH,O’da ¢oziildi. pH 6,8’e
ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

0,25 M Tris-base ve 1,92 M glisin igeren ¢ozelti (pH 8,3): 30,3 g Tris-
base (MW:121,14) ve 144,4 g glisin (MW:75,07) ~700 mL dH,O’da
¢oziildi. pH 8,3’e ayarlanip son hacmi 1 L’ye tamamlandi.

%10 (w/v) SDS
Cozeltisi

10 g SDS (Sodyum dodesil siilfat) dH,O’da ¢oziilerek son hacmi 100
mL’ye tamamlandi. Oda sicakliginda saklandi.

Yiiriitme Tamponu

(1X)

100 mL 10X yiiriitme stok tamponu ve 10 mL %10 (w/v) SDS ¢ozeltisi
kanigtirilip hacim 1 L’ye tamamlandi. Son konsantrasyon: 25 mM Tris-
base, 92 mM glisin ve %0,1 SDS (w/v) (pH 8,3).

Transfer Tamponu

100 mL 10X yiiriitme stok tamponu, 200 mL metanol ile kangtirilip
son hacim dH,O ile 1 L’ye tamamlandi. Cozeltiye 500 pL %10 (w/v)
SDS eklendi ve -20 °C’de sogutularak kullanildi.

10X Stok TBS
(Tris-Buffered
Saline)

0,2 M Tris-base ve 1,5 M NaCl igeren ¢ozelti (pH 7,5): 24,22 g Tris-
base (MW:121,14) ve 87,66 g NaCl (MW:58,44) ~ 700 mL dH»O’da
¢oziildi. pH 7,5’e ayarlanip son hacim 1 L’ye tamamlandi. +4°C’de
saklandi.

I1X TBST
Cozeltisi

1X TBS’de %0,1 (v/v) Tween-20 igeren ¢ozelti: 100 mL 10X stok
TBS ile 1 mL Tween-20 karigtirdi ve son hacim dH>O ile 1 L’ye
tamamlandi.

Bloklama
Tamponu

%S5 (w/v) yagsiz siit tozu igeren 1X TBST: 50 mL 1X TBST c¢ozeltisi
iginde 2,5 g yagsiz siit tozu ¢oziinerek hazirlandi ve +4°C’de saklandi.

Jel Boyama
Cozeltisi

0,1 g Coomassie brillant blue R-250, 50 mL metanolde ¢6ziildii ve 10
mL asetik asit eklenerek kargtirildi. Son hacmi dH,O ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Jelden Boya
Giderici Cozelti

Hacimce; %5 metanol, %7,5 asetik asit ve %87,5 dH,O ile hazirlandi.

Ponceau Boyasi

0,1 g ponceau-S, 100 mL % 5 (v/v) asetik asit ¢ozeltisinde ¢oziildii.
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3.2.7.2 Hiicresel Proteinlerin Ekstraksiyonu

Protein degradasyonunu dnlemek amaciyla tiim adimlar ya buz iizerinde ya da +4 °C'de
gerceklestirilmistir. Bu siirecte, -20 °C'de saklanan RIPA tamponu +4 °C'de ¢dziilerek
kullanilmistir. 100 mm’lik hiicre petri kaplarinda bulunan over ekspre edilmis hiicreler
medyumdan uzaklastirildi. Ardindan soguk PBS ile 2 defa yikandi. RIPA tamponu,
kullanilacak hiicre sayisina gore optimize edilmis ve hiicre kaziyicisi yardimiyla petri
yiizeyinden kazinarak soguk ependorf tlipline alinmistir. Hiicreler pipetajla siispansiyon

haline getirilmistir.

Daha sonra, tiipler ultrasonik su banyosunda {i¢ defa 2 dk. boyunca sonike edilerip 2 dk.
buza alinarak lizise devam edilmistir. Hiicre lizati, horizontal ¢alkalayicida buz lizerinde 15
dk. boyunca inkiibe edildikten sonra 13.500 rpm'de (+4 ©°C'de) 15 dk. siireyle
santrifiijlenmistir. Santrifiij sonunda, silipernatanttan uzaklastirilmis ve Ornekteki protein
miktar1 bradford yontemi kullanarak belirlenmistir. Elde edilen 6rnekler -80 °C'de

saklanmistir.

3.2.7.3 Proteinlerin Kantitatif Belirlenmesi

Orneklerdeki protein miktar1, Bradford yontemiyle nicel olarak belirlendi. Bradford reaktifi
ve Sekil 3.8 de belirtilen farkli konsantrasyonlarda hazirlanmig BSA ¢ozeltileri kullanilarak
bir standart egri hazirlandi. Bu kapsamda, her biri en az 3 tekrarli olacak sekilde 100-1000
pug/mL araliginda olan BSA standart ¢ozeltileri, 96 kuyucuklu bir plakaya 5 pL olarak
eklenerek standart egri olusturuldu. Aymi plakaya kor olarak 5 pL. dH>O da eklendi
Ardindan, her bir kuyucuga 250 pL Bradford reaktifi eklenip, 10 dk. boyunca karanlik bir
ortamda inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda, spektrofotometrede 595 nm dalga boyunda
absorbans 6l¢iildii. Standart BSA ¢ozeltilerindeki protein miktarina karsilik gelen absorbans
degerlerinden yola ¢ikarak bir standart egri olusturuldu (Sekil 3.8). Standart egri {izerinden
orneklerin absorbansina karsilik gelen protein miktar1 belirlendi. Bu yontem, 6rneklerdeki

protein konsantrasyonlarint dogru bir sekilde hesaplamak i¢in kullanildu.
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Sekil 3.8: Bradford egrisi ve formiilii.

3.2.7.4 SDS-PAGE

Hiicre ekstraktlarindan elde edilen proteinleri molekiiler biiytikliiklerine gore siniflandirmak
amaciyla Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid Jel Elektroforezi (SDS-PAGE) kullanildi.
SDS-PAGE yontemi, negatif yiiklii proteinlerin poliakrilamid jel matrisinde elektrik alani
etkisiyle hareket etmelerine dayanmaktadir. Bu ¢ercevede, daha 6nce Tablo 3.16'da
detaylandirilan ¢ozeltiler 6nceden hazirlandi. Bunun yani sira, ¢alisma i¢in gereken araglar
ve cam malzemeler titizlikle dH2O ile temizlenip %70'lik etanol ile dezenfekte edildi.
Cam levhalar kurulandiktan sonra, jel dokiim standina yerlestirildi ve jel dokme islemine
gecis yapmak iizere hazir hale getirildi. Bu noktada, deneyin giivenilirligini saglamak i¢in
Ozenle detayli bir hazirhk yapildi ve SDS-PAGE uygulamasi eksiksiz bir sekilde
gerceklestirildi.

SDS-PAGE deneyi icin degisen oranlara sahip jeller olusturuldu; bu jeller, %10'luk ayirma
jelini ve %4'lik yigma jeli igeriyordu ve kesintili bir sekilde dokiildii. Baslangigta, Tablo
3.16'da tanimlanan %10'luk ayirma jeli (alt jel) malzemeleri kullanilarak, cam levhalar
arasina hava kabarcig1 olusturmadan {ist boliime 2-3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii.
Ardindan, jel ylizeyinin diizenli olusumu i¢in %90'lik izopropanol (ya da dH20) eklenerek
stire¢ tamamlandi. Jel, 30 dk. boyunca polimerizasyona birakildiktan sonra, yiizeyindeki
izopropanol 6zenle dokiildii ve ardindan kurutma kagidi kullanilarak alkol kalintisindan

kurtarildi.
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Sonrasinda, Tablo 3.17'da tanimlanan %4'liik yigma jeli (iist jel) malzemeleri kullanilarak,
yigma jeli alttaki jelin Ustiine dokiildii. Ardindan, cam levhalarin {ist bolgesine kuyu
olusturacak tarak 6zenle yerlestirildi. Yigma jeli, polimerizasyon i¢in 30 dk. bekletildikten
sonra tarak dikkatlice ¢ikarildi ve kuyular 1X yiiriitme tamponu ile temizlendi. Cam levhalar
daha sonra jel kasetine yerlestirildi, elektroforez tankina konuldu ve levhalar arasi bosluk

1X yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

Tablo 3.17: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve hazirlanma oranlari.

%10 Ayirma Jeli %4 Yigma Jeli
Bilesenler (2 jel igin miktarlar) (2 jel i¢in miktarlar)
Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2,5 mL -
Yigma (Ust) Jel Tamponu - 2,5mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40 37.5/1) 2,5 mL 625 uL
dH>O 5mL 3,05 mL
% 10 (w/v) APS 100 puL 50 L
TEMED 10 uL 5uL

Protein miktar1 belirlenmis olan Ornekler, jel iizerine yliklemek iizere hazirlandi. Bu
baglamda, en az miktari iceren 6rnegin (20 pL'deki miktar referans alinarak) diger 6rnekler
de ayn1 miktarlarda olacak sekilde ependorf tiiplere yerlestirildi. Her bir 6rnegin {izerine, 5
pL yiikleme boyasi eklendi. Bu yiikleme boyasi, ticari 4X Laemmli 6rnek tamponundan 90
pL ve B-merkaptoetanol'den 10 pL karigtirilarak hazirlandi.
Orneklerin son hacmi 25 pL olacak sekilde yigma jel tamponu eklendi. Orneklerdeki
proteinler, denatiirasyonu saglamak amaciyla 95 °C'de bes dk. boyunca bekletildi. Jeldeki
ilk kuyuya, 5 pL biiytikligiindeki belirteg (PageRuler™ Prestained Protein Ladder) eklendi.
Diger kuyulara, onceden boyanmis ve denatiire edilmis protein Ornekleri yiiklendi.
Elektroforez tankinin alt boliimiine, kullanilan jel sayisina gore uygun miktarda 1X yiirlitme
tamponu eklendi. Jeldeki o6rnekler 80 Voltta 1.5-2 saat siiresince yiiriitiildii (mavi 6rnek

cizgisi ayirma jeli tabanina 1 cm kadar yaklagana kadar).
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3.2.7.5 SDS Jeldeki Proteinlerin Membrana Blotlanmasi

Proteinlerin SDS jelinden transferi igin Bio-Rad Trans Blot sistemi ve PVDF (Millipore™)
membrant tercih edildi. SDS-PAGE islemi tamamlandiktan sonra, cam levhalar arasindaki
ayirma jeli ¢ikartildi ve yigma jeli kesilerek uzaklastirildi. Geriye kalan ayirma jeli, stabilize
etmek i¢in 5 dk. boyunca oda sicakliginda bekletildigi soguk transfer tamponu igine
aktarildi. Ayrica, transfer esnasinda kullanilan aletler, kagit (Whatman 3 MM) ve siingerler
de transfer sivisinda bekletildi. Ayirma jeliyle ayn1 boyutta (8,5 x 5,2 cm) kesilmis PVDF
membran, 1 dk. siireyle metanolde bekletilip aktive edildi ve daha sonra soguk transfer
stvisina alindi. Sonrasinda, sandwich hazirlama siirecine gegildi. Bu baglamda, transfer
kaseti arasina (-) kutuptan baslayarak (siyah tabanin {istiine) sirasiyla siinger-kagit-jel-
membran-kagit-siinger seklinde yerlestirildi. Siiregte hava kabarcigi olusmamasina 6zen
gosterilerek, silindirik aparatla katmanlarin iizerinden gegildi. Olusturulan sandwich transfer
kasetine dikkatlice sikistirildiktan sonra, soguk transfer tamponu ile doldurulmus tanka

yerlestirildi ve +4 °C’de 1 gece (16 saat) boyunca 90 mA’de elektroforetik transfer yapildi.

3.2.7.6 Proteinlere Antikor Uygulanmas: (Immiinoblotlama)

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membran iizerindeki non-spesific baglanmalari
engellemek amaciyla bloklama yapildi. Bu kapsamda, membran, oda sicakliginda 1 saat
boyunca 20 mL bloklama tamponu i¢inde horizontal ¢alkalayicida inkiibe edildi (Tablo
3.15). Daha sonra bloklama tamponu uzaklastirildi ve membran, ii¢ kez 5 dk’lik araliklarla
1X TBST ile yikand1 (Tablo 3.15’ye bakiniz). Membranin ADAMTS-8 ve [-aktin
proteinlerini iceren bdlgeleri ayr1 ayr1 primer antikorlarla (bloklama tamponunda seyreltilen
1/250 ADAMTS-8 antikoru ve 1/5000 B-aktin antikoru) +4 °C’de bir gece boyunca doner
hareketli calkalayicida inkiibe edildi. Inkiibasyon sonrasinda membran, ii¢ kez 5 dk’lik
araliklarla 1X TBST ile yikandi ve sekonder antikorla (1/10000 mouse -aktin antikoru) oda
sicakliginda 1 saat boyunca doner hareketli ¢alkalayicida inkiibe edildi. Membran en son

olarak {i¢ kez 5 dk’lik araliklarla 1X TBST ile yikand1 ve goriintiileme islemine gegildi.

3.2.7.7 Goriintiilleme ve Analizi

Spesifik antikorlarla isaretlenmis olan proteini gorsellestirmek i¢in (Pierce™) ECL Western
blot substrat: kullanild1. Ureticinin dnerdigi sekilde hazirlanan ECL substrat ile membran
islem gordii ve 1 dk. boyunca karanlik bir ortamda inkiibe edildi. Daha sonra, membran,
UVP BioSpectrum™ gériintiileme sistemi iizerinde goriintiilendi ve fotograflandi. Membran

fotograflarindaki protein bantlari, Image] programinda densitometrik olarak analiz edildi.
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Deney ve kontrol gruplarinda normalizasyon amactyla B-aktin proteini de degerlendirildi.

ADAMTS-8 ve B-aktin analiz sonuglar1 oranlanarak GraphPad programinda grafiklestirildi.

3.2.7.8 Iistatistiksel Analiz

Tekrarlanan deney verileri, GraphPad (v9.4.1.681) yaziliminda gerceklestirilen one-way

ANOVA testi ile analiz edildi ve p degeri 0,05'in altinda olan sonuglar istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi. Karsilagtirilan gruplar, grafik lizerinde asteriks (*) ile isaretlendi. Eger

p <0,05 ise (*) ile, p < 0,01 ise (**) ve p < 0,001 ise (***) ile gosterildi.

3.2.8 Kromatin Immuno Presipitasyonu (ChIP)

ChIP, temel olarak bir proteinin genomdaki baglama boélgelerini belirlemek icin yaygin

olarak kullanilan bir molekiiler biyoloji teknigidir. Bu siire¢ asagidaki adimlar1 icermektedir:

1.

SW480 hiicrelerinin ¢apraz baglanma icin formaldehit ile tespiti: Hiicreler,
formaldehit gibi bir ¢capraz baglayici kullanilarak sabitlenir. Bu adim, protein-DNA
etkilesimlerini stabilize ederek hiicrelerin orijinal durumunu koruma amacini tasir.
Kromatinin hazirlanmasi: Sabitlenmis hiicreler, uygun tamponlar kullanilarak hiicre
zarlarinin parcalanmasi ve ¢ekirdeklerin agilmasi islemine tabi tutulur. Bu agsamada,
kromatin kompleksi ag¢iga cikarilir ve protein-DNA etkilesimleri serbest hale
getirilir.

Kromatinin parcalanmasi: Genellikle ultrasonikasyon teknigi kullanilarak, kromatin
uygun boyutlara boliiniir. Bu islem, istenen DNA pargalarinin belirlenen boyut
araliginda olmasini saglamak i¢in gergeklestirilir.

Antikor immunopresipitasyonu adiminda, SP1 proteininin belirli bir baglanma
bolgesini ¢ekmek iizere 2 pg miktarinda SP1 antikoru kullanildi. Bu antikorlar,
kromatinle etkilesime girerek hedef protein-DNA komplekslerine spesifik olarak
baglanir. Bu baglanma sayesinde, SP1 proteinlerinin bulundugu protein-DNA
kompleksleri izole edilir, bdylece bu komplekslerin molekiiler diizeyde incelenmesi
ve anlagilmasi miimkiin olur.

Protein-DNA komplekslerinin tersine c¢evrilmesi ve proteinlerin ¢dziinmesi:
Immunopresipite edilen kompleksler icerisindeki protein-DNA baglari, sicaklik
artist ve enzimatik sindirim kullanilarak ¢oziilmekte. Bu adim, proteinlerin
¢cOziinmesini saglayarak, DNA'nin serbestlesmesine olanak tanir.
Immunopresipitasyon esnasinda olusan baglar, bu asamada ¢éziiliip, protein ve

DNA'nin ayrilmasini miimkiin kilar.
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6. 1zole edilen DNA'nin saflastirilmasi ve karakterizasyonu: Proteinlerin ¢dziinmesinin
ardindan, DNA izole edilir ve saflagtirilir. Sonrasinda, izole edilen DNA'nin analizi
icin qPCR yontemi kullanilarak veriler elde edilir ve GraphPad programu ile grafikler

olusturulur.

ChIP protokoliiniin basamaklart EZChIP™ Milipore kiti kullanilarak gergeklestirildi.

3.2.8.1 Kromatin Immunopresipitasyonunda Fiksasyon Asamasi

SW480 hiicreleri, yapisik durumda bulunan 100 mm'lik kiiltiir kabinda 10 mL biiyiime
ortami igerisinde %80-90 yogunlukta oldugunda deney baslatildi. SP1 ko-transfeksiyonu
yapilarak ChIP prosediirne baglandi. ChIP deneylerine baglamak i¢in, medyuma 366,6 pL
%37 formaldehit eklendi. Oda sicakliginda, horizontal ¢alkalayicida nazikce calkalayarak
10 dk. boyunca reaksiyonu baslatild. inkiibasyon siiresinin sonunda, reaksiyona girmemis
olan formaldehit kalintilarin1 temizlemek i¢in her hiicre kabinin tizerine 1,3 mL 10X Glisin
eklendi. Bu karisim, horizontal calkalayicida nazikce calkalanarak 5 dk. siireyle oda
sicakliginda inkiibe edildi. Sonrasinda yikama asamasina gegildi. ilk olarak, biiyiime kab1
buz lizerine yerlestirildi. Medyum, bir pipetle uzaklastirildi. Ardindan, her petri kabi i¢in 10
mL soguk 1X PBS eklenerek hiicreler yikandi. Bu asama, 3 kez tekrarlandi. Bu adimdan
sonra hiicreleri kazimak igin 1 mL 1X PBS'e 3.25 uL Proteaz inhibitér Kokteyl II ekledik
(Kullanilacak petri hacmine gore kat alinarak hesaplanir) ve tiipleri buz {izerinde soguttuk.
1X Proteaz Inhibitér Kokteyl II igeren 2 mL soguk PBS, 100 mm’lik hiicre kabina eklendi.
Hiicre kabi, 5 dk. boyunca buz tizerinde inkiibe edildi.
Sonrasinda, hiicreler hiicre kaziyici kullanilarak yiizeyden ayristirildi ve 2 mL'lik ependorf
tiiplerine transfer edildi. Daha sonra, 700 x g'de 4°C'de 8 dk. siireyle santrifiij edildi.
Santrifiijleme sirasinda, bir sonraki adim i¢in gerekli liziz tamponu hazirlandi. Bu tampon,
her bir petri kabr i¢in gereken 666 pL SDS Lizis Tampon'a 3.3 pL Proteaz Inhibitér Kokteyl
IT ekleyerek kullanima hazir hale getirildi. Santriflij sonrasinda slipernatant uzaklastirildi.
Her hiicre pelleti, 666 uL SDS Lizis Tamponu igeren 1X Proteaz Inhibitor Kokteyli II ile
¢oziildi. Coziilen hiicreler, her bir santrifiij tiiptinde 300-400 pL arasinda paylastirildi. Her
bir tiipte 300-400 pL olacak sekilde paylasilan hiicre lizati, buz ile dolu ultrasonik
sonikasyon cihazi kullanilarak ¢apraz bagli DNA'lar1 200-1000 bp araliginda parcaladi. Bu
islem icin 5 defa, 10 saniyelik sonikasyon ve ardindan 10 saniyelik buzda bekleme
gerceklestirildi. Sonikasyonun sonrasinda, 13,500 x g'de 4°C'de 10 dk. siireyle santrifii
yapildi ve silipernatant 100 pL'lik boliimlere ayrildi. Her bir 100 pL'lik siipernatant, bir
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immiinopresipitasyon yapmak igin yeterli olan 1 x 1076 hiicre lizatin1 igermektedir. Istenirse,
5 pL'ik hiicre lizat1 alinabilir ve DNA'nin pargalanip pargalanmadigi, Bolim 3.2.3.6'da
anlatildig1 gibi agaroz jel analiziyle kontrol edilebilir. Bu asamada hiicre lizatlar1, -80°C'de

2 aya kadar saklanabilir.

3.2.8.2 Kromatin Immunopresipitasyonunda Capraz Bagh Protein/DNA’nin
Immiinopresipitasyonu
Her immiinopresipitasyon igin, 600 pL Cdzelti Tamponu ve 3 pL Proteaz inhibitér Kokteyli
IT eklenmeli. Cozelti tamponu buzda muhafaza edilir. Hiicre lizatina 100 pL ekleyerek
toplam hacmi 700 pL yapilir. Pozitif kontrol (Anti-RNA Polimeraz II), negatif kontrol (IgG),
ve ilgilenilen antikor (SP1) icermelidir. 700 pL hiicre lizatinin antikor islemine tabi
tutulmadan once, her immiinopresipitasyona 42 pL Protein G Agarozu eklenir. Bu agamada
Protein G Agarozu, non-spesifik baglanabilen protein pargaciklarini temizlemek igin
kullanilir. Protein G Agarozu ekledikten sonra, 4°C'de 1 saat boyunca 360° rotasyonlu bir
dondiiriictide inkiibe edilir. Daha sonra 5000 g'de 1 dk. siiresince santrifiijlenir.
Bu adimdan sonra, Protein G Agarozu pellet haline geldi. Protein G Agarozu, gelecekteki
asamalarda kullanilmak tizere +4°C'de saklanmak {izere alindi. Elde edilen siipernatant,
hicbir antikor ile islem gérmemis kontrol i¢in ileriye doniik basamaklarda kullanilmak {izere
bir tiipe 7 uL (%10 girig) olarak ayrildi. Daha sonra kalan ~700 pL siipernatant drnekleri,
uygun antikorlarla isleme tabi tutuldu (b.k. Tablo 3.18).
Antikor ilavesinden sonra, bir gece boyunca 4°C'de dondiiriilerek inkiibe edildi. Ertesi giin,
her bir immunopresipitasyon (IP) 6rnegine Protein G Agaroz'un antikor/antijen/DNA
kompleksine baglanmasini saglamak i¢in 42 pL Protein G Agaroz eklendi ve 1 saat boyunca
4°C'de doner bir inkiibatorde inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, 5000 g'de 1 dk.
stiresince santrifiij yapilarak Protein G Agaroz pellet haline getirildi. Sonrasinda siipernatant
kism1 ayr1 bir tiipe transfer edildi. Protein G Agaroz/Antikor/Kromatin kompleksinin
bulundugu pellet yikanarak temizlendi. Her bir IP 6rnegi, soguk bir tampon iginde 700 pL
olarak suspende edilip yikandi. Yikama islemi i¢in 3-5 dk. boyunca inkiibe edildi ve
ardindan 5000 g'de 1 dk. stiresince santrifiijlenerek Protein G Agaroz-Antikor/Kromatin

kompleksi temizlendi. Yikama adimlar1 Tablo 3.18’de belirtilen sekilde uygulandi.
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Tablo 3.18: ChIP’te amacina uygun kullanilan antikorlar ve miktarlari.

Kullanim Amaci Antikor

Pozitif Kontrol Anti-RNA Polimeraz II (1 pg)
Negatif Kontrol Normal Rabbit IgG (1 pg)
Ilgilenilen Antikor SP1 (rabbit) (2 pg)

! Tgilenilen ankitor igin 1-10 ug olacak sekilde uygulanmalidir.

! flgilenilen antikor Mouse ise negatif kontrol olarak Normal Mouse

IgG tercih edilmelidir.

Tablo 3.19: ChIP’te kullanilan yikama tamponlar1 ve kag kez kullanildiklari.

Tampon isimleri Uygulama Sayis1

Diigiik Tuzlu immun Kompleks

1 kez
Yikama Tamponu
Yiiksek Tuzlu immun

1 kez
Kompleks Yikama Tamponu
LiCl Immune kompleks

1 kez
Yikama Tamponu
TE Tamponu 2 kez

3.2.8.3 Kromatin Immunopresipitasyonunda  Protein/DNA  Komplekslerinin
Eliisyonu

Tiim IP tiipleri i¢in eliisyon karigimi hazirlandi. Her tiip icin olusturulan karisim, 7 pL %20

SDS, 14 uL 1 M NaHCO3 ve 119 pL steril distile su igermekteydi. Input tiipleri, bu

karigimdan 140 pL  eklenerek oda sicakliginda bekletildi. Diger yandan, her bir

antikor/agaroz kompleksi iceren tiipe 70 pL eliisyon karigimi eklenerek islem tamamlandi.

Tiipler nazikce ¢alkalanarak homojenlestirildi. Bu islemden sonra, oda sicakliginda 15 dk.

boyunca inkiibe edildi. Inkiibasyon siiresinin sonunda, 5000 g'de 1 dk. siiresince
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santrifiijlendi. Santrifiijjleme islemi sonrasinda elde edilen siipernatant, yeni bir tiipe
aktarildi. Eliisyon tamponu eklenip oda sicakliginda bekletildikten sonra, tekrar 5000 g'de 1
dk. siiresince santrifiijleme adimi gergeklestirildi. Elde edilen pellet halindeki agarozlar

tekrar kullanim i¢in +4°C'ye kaldirildu.

3.2.8.4 Kromatin immunopresipitasyonunda Protein/DNA Komplekslerinin Serbest
DNA'ya Cevrilmesi

Boliim 3.2.6.3'te eklenen eliisyon tamponu sonrasinda %10 input drnekleri ve IP tiiplerine

5.6 uL 5 M NaCl ilavesiyle DNA, 65°C'de bir gece boyunca inkiibe edildi. Tiim tiiplere 0.7

pL RNase eklenerek, 37°C'de 30 dk. siireyle inkiibe edildi. Sonrasinda RNaz A'nin etkisini

durdurmak i¢in her bir tiipe 2.8 uL 0.5 M EDTA, 5.6 uL. 1 M Tris-HCI ve 0.7 puL Proteinaz

K eklenerek, 45°C'de 1-2 saat boyunca inkiibe edildi.

3.2.8.5 Kromatin Immunopresipitasyonunda DNA Saflastirmasi

Her bir 6rnek i¢in, kit igerisinde yer alan Spin filtresi ve toplama tiipii ¢ikarilir. DNA numune
tiiplerine (IP'ler ve Input) 140 pL olacak sekilde 700 pL Bind Reagent “A” eklenir ve
tamamen karigtirilir. Her bir numune i¢in 1 hacimde DNA 6rnegine karsilik gelen 5 hacim
Bind Reagent “A” kullanilir. Bu agamada ¢6ziinme siireci gézlenir. Toplama tiiptindeki spin
filtresine, 600 uL numune/Baglama Reaktifi “A” karisimi aktarilir. En az 13,500 g hizinda
30 saniye siireyle santrifiijleme yapildiktan sonra spin filtresi, toplama tiipiinden ¢ikarildi ve
tiip i¢indeki s1v1 drenaji1 gergeklestirildi. Spin filtresi tekrar ayni toplama tiipiine yerlestirildi.
Kalan 600 pL numune/Baglama Reaktifi “A” karisimi, spin filtresine transfer edildi ve bu
adimlar tekrarlandi. Toplama tiiptindeki spin filtresine 350 pL Yikama Reaktifi “B” eklenip,
13,500 g hizinda 30 saniye siireyle santrifiijleme yapildi. Daha sonra spin filtresi toplama
tiiplinden ¢ikarildi ve toplama tlipli muhafaza edildi. Toplama tiipiindeki siv1 bosaltildi.
Ardindan, ayn1 toplama tiipline bos spin filtresi geri konuldu ve 13,500 g hizinda 30 saniye
stireyle santrifiijleme yapildi. Toplama tiipii ve s1v1 kismu atildi, spin filtresi temiz bir yeni
toplama tiipiine yerlestirildi. Eliisyon Tamponu “C”den 35 pL, dogrudan beyaz spin filtre
membraninin merkezine eklenerek 5 dk. oda sicakliginda bekletildi.

Sonrasinda, 13,500 g hizinda 30 saniye boyunca santrifiijleme gerc¢eklestirildi. Spin filtresi
cikarilarak atildi. Toplama tiiplindeki eluat artik saflastirilmis DNA'y1 icermektedir.
Saflastirilan DNA, Real Time PCR i¢in hazirlik agsamasini olusturan, Tablo 3.20'de belirtilen
sartlara ve Tablo 3.19 'daki primerlerle birlikte kuruldu.
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Tablo 3.20: ChIP Real Time PCR’inda kullanilan primerler ve dizleri.

Primer Ad1 } Baolge Uriin
Niikleotit Dizisi (5°—3°)
Biiyiikligii
TS8 ChIPILERI1  GCAACTAGCAGTATCCAGAAGAGA
-687/-792 105 bg
TS8 ChIP GERI1  AGTGGTAAGTTACCAGCACTGAG
TS8 ChIPILERI2  CTTAGGGTTAACCAGGTGGGTTGT -637/-503 350
5 bg
TS8 ChIP GERI2  GAGAGGAGGAAAAGGTCATGCTAA 63750
-637/-503
TS8 ChIP ILERI3  CTTCGGAAGATGCATCCTGGAC
-353/-234 119 bg
TS8 ChIP GERI3  CTCTACGCGTGGACCCACGTTA .
-353/-234
TS8 ChIP ILERI4 GGAAACGGGAATAGTGAGAGATCA
-87/+38 126 be
Primer Ad1 a Baélge Uriin
Niikleotit Dizisi (5°—3’)
Biiyiikligii
TS8 ChIP GERI4  CAGCCGCCTCCTGCCTCCTC o7eae
TS8 ChIP ILERI5  AGCTGCTCGCGCTCGGCTCG
+91/+232 141 bg
TS8 ChIP GERI5  TCTCCAGGAAAAGCGGAATCAATC
+91/+232
TS8 ChIP ILERI 6  GGGCCGAGTCGGCCTTGCAC
+188/+312 124 b
TS8 ChIP GERI6  CGGTGGCTGCGCGCAGGAGA +188/4312

3.2.9 immiinofloresan Deneyi (IFC)

Immiinofloresan deneyinde belirli bir protein hiicre iginde fluoresan (1s1mal1) bir sinyal
olusturacak sekilde etiketlenir. Bu etiketlenen hiicreler, floresan mikroskop kullanilarak

goriintiilenir, bdylece belirli bir proteinin lokalizasyonu veya varligi gorsel olarak

belirlenebilir.

Bu amagcla boliim 3.2.5°te belirtilen sekilde SP1 transfeksiyon faktorii SW480 hiicre hattinda
over ekspresyona ugratildi. SP1 over ekspresyon ¢aligmasinin dogrulanmasi amaciyla Anti-
rabbit IgG (H+L), F(ab'), Fragment (Alexa Fluor® 488 Conjugate) sekonder antikor
kullanilirken, ADAMTS-8 ifadesinin tespiti i¢in sekonder antikor olarak Anti-mouse IgG
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(H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor® 594 Conjugate) sekonder antikor kullanildi. Deneye

basmadan 6nce agagidaki tabloda belirtilen malzemeler hazirlandi.

Tablo 3.21: Floresan calismalarinda kullanilan ¢ozeltiler.

Cozelti Bilesimi ve Hazirlanigi

% 4 (w/v) PFA ~ 80 mL 1X PBS 1sitmali manyetik karistiricida 55 °C’ye getirildi
(Paraformaldehit) ve lizerine 4 g paraformaldehit eklenip karigtirildi. 10 N NaOH

Cozeltisi ¢oOzeltisinden (~ 200 pL) berrak ¢ozelti olusana kadar damla ilave
edildi. Cozelti oda sicakligina getirildi ve pH'1 7,2’ye ayarlanip
son hacmi 1X PBS ile 100 mL’ye tamamlandi. Bu ¢ozelti 0,45 pm
filtreden gegirilip ependorf tiiplere paylastirildi. Tipler 1s1k
almayacak sekilde -20 °C’de sakland:.

DAPI Boyasi 14,3 mM (5mg/mL) DAPI stok ¢ozeltisinden 2,1 pL alinip 97,9

(300 nM) puL 1X PBS ile kanigtirildi. Bu 300 pM’lik ara diliisyon, 1:1.000
oraninda 1X PBS’de seyreltilerek 300 nM DAPI boyas: hazirlandi.

Transfeksiyondan sonra hiicreler (kontrol ve SP1 over ekspresyon grubu), kuyucularina

steril yuvarlak lameller yerlestirilmis olan 24 kuyucuklu plakaya 125x1 03 hiicre/kuyu olacak
sekilde boliindii. Plaka, hiicrelerin tutunmasi i¢in 1 gece (16 sa.) 37 °C’deki %5 CO2 iceren
inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin Fiksasyon i¢in hiicrelere 250 pL %4 (w/v) paraformaldehit
cozeltisi eklendi ve oda sicakliginda 15 dk. inkiibe edildi. Fiksatif ortamdan uzaklastirilip
hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile yikandi. Hiicrelere, zarlarini zayiflatmak i¢in 250 pL %0,1 (v/v)
Triton X-100 igeren PBS eklendi ve on dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Hiicreler iki
kez 1X PBS ile yikandi. Hiicrelere 250 uL %1 (w/v) BSA igeren PBS eklenip 1 sa. oda
sicakliginda inkiibe edilerek bloklama yapildi. Hiicreler iki kez 1X PBS ile 5 dk. boyunca
yikandi. Hiicrelere 100 pL primer antikor (1/100 oraninda %1 BSA igeren PBS ile
seyreltilmis ADAMTS-8 antikoru ve 1/200 oraninda %1 BSA iceren PBS ile seyreltilmis
SP1 antikoru) eklenerek nemlendirilmis kutuda 1 gece +4°C’de inkiibe edildi. Ertesi giin
primer antikor uzaklastirilip hiicreler iki kez 1X PBS ile 5 dk. boyunca yikandi. Bundan
sonraki islemlere oda sicaklinda ve karanlik ortamda devam edildi. Hiicrelere 100 pL
sekonder antikor 1/400 oraninda eklenerek nemlendirilmis kutuda 1 sa. oda sicakliginda
inkiibasyon yapildi. Sekonder antikor uzaklastirilip hiicreler ii¢ kez 1X PBS ile 5 dk.
boyunca yikandi. Niikleus boyamast i¢in 1 pg/mL DAPI (47,6 diamino-2-phenylindole
2HCI) boyasi eklendi ve 5 dk inkiibasyona birakildi. Daha sonra PBS ile yikama yapildi.
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Preperatlarin mikroskopiye hazirlanmasi amaciyla lamlarin iizerine floresans sinyalin
zamanla solmasini engellemek icin Mounting medyum (%90 gliserol + %10 PBS) damlatild
ve hiicreler arada kalacak sekilde dikkatlice kapatildi. 1 gece kurumasi i¢in oda sicakliginda
beklendi. Hazirlanan preparatlar floresan mikroskobu kullanilarak goriintiilendi ve
fotograflar1 cekildi. Floresan goriintiiler Image] programinda analiz edilerek GraphPad

programinda grafiklendirildi.
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4. BULGULAR

4.1 ADAMTS-8 Promotorunun Karakterizasyonu

ADAMTS-8 cDNA dizisi ile ADAMTS-8 promotor dizisi karsilagtirilarak transkripsiyonun
baslangi¢ bolgesi (+1) mor renk ile, ADAMTS-8 promotorunun 323 bg’lik UTR bolgesi
mavi renk ile, ADAMTS-8 promotorunun TATA kutusu turuncu renk ile, ATG bolgesi ise
kirmizi renk ile isaretlenmistir (b.k. Sekil 4.13).

-854 TTGTTCCTGGGGCTGTGGCAACGCAGTGAAAGGGCCTGCCACCTTACTTGAAGTC -797
-796 CCGGGCAACTAGCAGTATCCAGAAGAGAAGACCTTTTTCAGGGACTGGAGGTCTG -742
-741 TTTCCCTCTTGGGGAAATGCTAACTTCCAACCTCAGTGCTGGTAACTTACCACTG -687
-686 TGCTGGCCTCTGCCCCACCTGCCCTCTAACAGGACAGTGAGAGTCCCTCTTAGGG -632
-631 TTAACCAGGTGGGTTGTTTTTGGTTTTGGTTTTGTTTTCCCCATCTTCAGTTTGG -577
-576 AGTGAAAGTTAGGAAGGCTGTGCAGTAGTGATGAGAGGAGGGCATGATTTTAGCA -522
-521 TGACCTTTTCCTCCTCTCCCTTTATGCTTTACAATGAAAAGCTCAGGAACCTTCT -467
-466 CCCCACACAGTCGGATCTCCGGAGGCATCTGCAGGGATCCCAACAGTGTCGGGCT -412
-411 CTGCAGTCGGACTCTGCAGGGATCCGAACAGGGTCGCTGAGACCAGTGCACGAGC -357
-356 CTCTTCGGAAGATGCATCCTGGACTCTTGGCCGCAGAGGAGAAAGCGGTTGGGGT -302
-301 CTCCCAGGGACTCTTTCTAAAGGGTCAGTCCAGCATGGTAGGGGTTAACGTGGGT -247
-246 CCACGCGTAGAGGGAAAGGAAAGAAGTTGTAGTTGACACTTCAGGGGGGCGGGTG -192
-191 GCGGACGGGTCTCGCTGCCTGATTGGTTTTGCATTTCATCCCAATTTTTTTTTCT -137
-136 CCACTCTCTCTCCCTCTTTTCAGTTTCTCTCTCTGATCCCAGGGGAGGGGAAACG -82

-81 GGAATAGTGAGAGATCAAAAATAAACCTCTTATGTCAAGCCGGGAAGGAAG =27

-26 AGAAGGGCTCGGCAGCCCACTé;é?GCTTCCCGGGGTGGGGAGGAGGCAGG +29

+30 AGGCGGCTGCGCGGGGCTGGCGCGGGCAGAGGCGGAGGACGGGCGCACGCGGGLCLC +84

+85 GGGGCCAGCTGCTCGCGCTCGGCTCGGGGGCGGCGGCGCGGGAGGAGCGGGCTGC +139
+140 GCCAGCCAGAGGGGCCGCCGGGGGAGCGCTCCCGCCACCGGGCCCCGCGGGCCGA +194
+195 GTCGGCCTTGCACCCGATTGATTCCGCTTTTCCTGGAGAGAGCGGCCGGGCCGCG +249
+250 CTCGGGCCGCCAGCACCTGCCCGCGCCTGGCGGGCTTTCCTTCTCTCCTGCGCGC +304

+305 AGCCACCGCCGCAGCCCCCATG +323

Sekil 4.1: ADAMTS-8 Promotoruna ait biyoinformatik analiz.
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Yapilan EMBOSS CpG Plot analizine gore (+277/-57) bazlar arasinda CpG adas1 olugsmast
muhtemel oldugu gozlemlendi. 1177 bg¢’lik muhtemel promotor bdlgesinin %GC igerigi
%359,9 olarak hesaplandi. (-199/+98) bazlar1 arasinda GC igerigi %87’ye ulastig1 goriildii.
(+273/+56) baz lokasyonlarinda °GGCGCGGGCAGG’’ dizisinin olusturdugu sag¢ tokasi
yapilari tespit edildi (b.k. Sekil 4.14).
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Sekil 4.2: ADAMTS-8 promotoru CpG adasi1 ve % GC analizi.
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ADAMTS-8 promotor bdlgesinin sekonder yapilart mFold programi kullanilarak belirlendi.
Analiz sonucunda 12 tane sekonder yapi tespit edildi. Sekonder yapilara ait maksimum AG

degerleri -217.72 kcal/mol ve minimum AG degerleri -208.28 kcal/mol olacak sekilde
gosterildi (b.k. Sekil 4.3).

L —

uputcta Costos a1 Sep 1610:1424 223
a7

dG = -217.72 23Sep16-19-14-24 dG = -208.28 235ep16-19-14-24

Sekil 4.3: ADAMTS-8 promotorundaki maksimum ve minimum AG degerli sekonder
yapilar.
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4.2 ADAMTS-8 Geninin Promotor Parcalarinin Klonlanmasi
4.2.1 ADAMTS-8 Geninin TS-8[-226/+323] Promotor Parcasinin PCR Amplifikasyonu

ADAMTS-8 promotor parcalarindan TS-8[-854/+323], TS-8[-665/+323] ve TS-8 [-413/+323]
1192101 Numarali proje kapsaminda klonlanmistir. Bu tez ¢alismast kapsaminda ise TS-§[-
226/+323] ve TS-8[-223/+9] ADAMTS-8 promotor konstraktlari klonlanmstir. Caligmalara beg

promotor pargast kullanilarak devam edilmistir.

TS-8[-413/+323] promotor pargasi, TS-8[-226/+323] konstraktinin klonlanmasi amaciyla
bdliim 3.2.3.3’de anlatildig1 gibi PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanildi. Amplifikasyon i¢in
spesifik ADAMTS-8 primerleri kullanilarak gerekli bilesenler reaksiyona dahil edildi.
Reaksiyon, baslangi¢ denatiirasyonu; 94°C’de 3dk, (Denatiirasyon; 94°C’de 45sn, Baglanma;
58°C’de 45sn, Uzama; 72°C’de 45sn) x 35 dongii ve son basamak olarak uzama; 72°C’de 45sn
kosullarina uygun olacak seklide calistirildi. Amplifikasyonun sonucunda Spesifik TS-8[-
226/+323] bantlar1 boliim 3.2.3.4’de bahsedilen sekilde agaroz jel elektroforezinde gozlemlendi
(b.k. Sekil 4.4). Elde edilen bantlar boliim 3.2.3.5°de anlatilan sekilde jelden geri kazanildi ve
ligasyon islemi i¢in hazir hale getirildi. Pozitif kontrol olarak bilinen cDNA kalip olarak

kullanilaeak, insan beta mikroglobulin geni ¢ogaltilmstir.

M 1 2 3 4 5 6 PK NK

Sekil 4.4: ADAMTS-8 TS-8[-226/+323] promotor parcasinin PCR amplifikasyonu agaroz
jel elektroforezi goriintiisii.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci., SM0311), 1-6: TS-8[-226/+323] PCR
sonucu, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)
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4.2.1.1 TS-8[-226/+323] Promotor Parcasinin, pGEM-T Easy Vektor Sistemine
Ligasyonu ve Rekombinant Kolonilerin Tespiti
Agaroz jel elektroforezinden geri kazanilan TS-8[-226/+323] promotor par¢asinin, pGEM-T
Easy vektoriine ligasyonu boliim 3.2.3.7°de bahsedilen reaksiyon bilesenleri yardimiyla
16 C’de gece boyu inkiibe edilerek gergeklestirildi. Sonraki giin ligasyon triinleri Bolim
3.2.2.3°de belirtilen sekilde E. coli IM109 kompeten hiicrelerine transforme edildi.
Rekombinant kolonilerin tespiti i¢in elde edilen beyaz kolonilerden tek koloni se¢imi yapildi
ve On kiiltir hazirlandi. Bolim 3.2.2.6’daki protokol basamaklar1 takip edilerek 6n
kiiltiirlerden plazmit izolasyonu yapildi. Plazmitler Xhol/HindIIl enzimleri ile kesilerek

agaroz jel elektroforezinde yliriitiildii ve rekombinant koloni tespit edildi (b.k. Sekil 4.5).

Sekil 4.5: ADAMTS-8 TS-8[-226/+323] promotor par¢asini igeren pGEM-T Easy
vektoriiniin Xhol ve HindIII enzimleriyle kesilerek rekombinant koloni tespiti.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1: Plazmit kesim sonucu)
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4.2.2 TS-8]-226/+323] Promotor Parcasimin pMetLuc Haberci Gen Vektoriine Alt

Klonlanma Cahismasi

4.2.2.1 pMetLuc Haberci Gen Vektoriiniin ve TS-8[-226/+323] Promotor Parc¢asinin
Hazir Hale Getirilmesi

TS-8[-226/+323] promotor pargasinin pMetLuc haberci vektoriine alt kolonlanmasi i¢in

oncelikle haberci vektor boliim 3.2.3.6°da bahsedilen sekilde Xhol ve HindllI restriksiyon

endoniikleaz enzimleri yardimiyla 37 C’de gece boyu inkiibasyona birakildi. Kesim sonucu

agaroz jel elektroforezi yardimiyla goriintilendi (b.k. Sekil 4.6) ve vektor ligasyon

basamaginda kullanilmak tizere boliim 3.2.3.5’de anlatilan sekilde jelden geri kazanildi.

Sekil 4.6: pMetLuc haberci gen vektoriiniin Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz
enzimleri ile kesiminin agaroz jel goriintiisii.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1-2: pMetLuc haberci gen
vektorii kesim sonucu)

TS-8[-226/+323] promotor parcasini iceren pGEM-T Easy vektorii ise pMetLuc haberci
vektor ile ayni uglara sahip olmasi i¢in Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz enzimleri
ile kesildi. Agaroz jelde yiiriitiilen kesim ornekleri (b.k. Sekil 4.7) jelden geri kazanilarak

ligasyon i¢in hazir hale getirildi.
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Sekil 4.7: Rekombinant pGEM-T Easy vektoriiniin Xhol ve HindlIII restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesimi.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1-10: TS-8[-226/+323] promotor
parcasini igceren pGEM-T Easy vektorii)

4.2.2.2 TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 Promotor Parcasinin pMetLuc Vektoriine
Ligasyonu ve Rekombinant Kolonilerin Tespiti
Uygun uglart olusturulmus pMetLuc haberci gen vektorii ve TS-8[-226/+323] promotor
parcast 20 uL son hacimde gece boyu 16 C’de inkiibe edildi. Ligasyon {iriinii boliim 3.2.2.5te
belirtilen protokole uygun olarak hazirlanmis olan E. coli IM109 kompetent hiicrelerine
boliim 3.2.2.3’deki basamaklar1 takip ederek transforme edildi. Sonraki giin elde edilen
koloniler 6n kiiltlirlendi ve gece boyu inkiibasyona tabi tutuldu. Santrifiijlerenek elde edilen
kiiltiir pelletlerinden boliim 3.2.2.6°da tarif edildigi gibi plazmit DNA izolasyonu yapildi.
Elde edilen plazmitlerin rekombinant olup olmadigin1 belirlemek amaciyla, DNA miktarlari
spektrofotometrik olarak belirlendi ve Img DNA, Xhol ve HindIII restriksiyon endoniikleaz
enzimleri kullanilarak kontrol kesimi gerceklestirildi. Kesim igleminin sonucunda elde

edilen dort kolonin de rekombinant oldugu agaroz jelde gézlemlendi (b.k. Sekil 4.8).
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Sekil 4.8: Rekombinant olmas1 muhtemel plazmidlerin Xhol ve HindlIII restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesimi.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1-3-5-7: Kesim islemine tabi
tutulmus rekombinant plazmidler, 2-4-6-8: Kesim reaksiyonundan dnce izole edilen
plazmitler)

4.2.3 ADAMTS-8 Geninin TS-8]-223/+9] Promotor Parcasimin Promotor Parc¢asinin
PCR Amplifikasyonu

TS-8[-223/49] promotor konstraktinin amplifikasyonu i¢in TS-8[-223/+9] parcanin
amplifikasyonunda oldugu gibi bdliim 3.2.3.3’de anlatilan sekilde TS-8[-413/+323] promotor
parcast PCR reaksiyonunda kalip olarak kullanildi. Ortama spesifik primerler eklenerek
reaksiyon, baslangi¢c denatiirasyonu; 94°C’de 3dk, (Denatiirasyon; 94°C’de 45sn, Baglanma;
58°C’de 45sn, Uzama; 72°C’de 45sn) x 35 dongii ve son basamak olarak uzama; 72°C’de 45sn
olacak sekilde gerceklestirildi. Amplifikasyon sonunda agaroz jel elektroforezi yardimiyla
spesifik bantlar gozlemlendi (b.k. Sekil 4.9). Bolim 3.2.3.5’deki basamaklar takip edilerek
jelden kazanilan bantlar ligasyon islemi i¢in hazir hale getirildi. Pozitif kontrol olarak bilinen

cDNA kalip olarak kullanilaeak, insan beta mikroglobulin geni cogaltilmustir.
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Sekil 4.9: TS-8[-223/+9] promotor parcasinin PCR amplifikasyonunun jel
elektroforezi ile tespiti.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1-7: TS-8[-223/+9] par¢anin PCR
sonucu, PK: Pozitif Kontrol, NK: Negatif Kontrol)

4.2.3.1 TS-8[-223/+9] promotor parcasinin, pGEM-T Easy Vektor Sistemine
Ligasyonu ve Rekombinant Kolonilerin Tespiti
Agaroz jel elektroforezinden boliim 3.2.3.5°te anlatilan sekilde geri kazanilan TS-8[-223/49]
promotor pargasinin geri kazanimi 5 pl agaroz jele ytiklenerek geri kazanim kalitesi kontrol
edildi (b.k. Sekil 4.10). TS-8[-223/49] promotor pargasinin pGEM-T Easy vektoriine
ligasyonu, bolim 3.2.3.7°de belirtildigi sekilde 16C’de gece boyu inkiibe edilerek
gergeklestirildi. Sonraki giin ligasyon {iriinleri Boliim 3.2.2.3°de belirtilen protokole uygun
olarak E. coli JIM109 kompeten hiicrelerine transforme edildi. Rekombinant kolonilerin
tespiti i¢in edilen beyaz kolonilerden tek koloni se¢imi yapilarak on kiiltlir hazirlandi. Bolim
3.2.2.6’daki protokol takip edilerek on kiiltiirlerden plazmit izolasyonu yapildi. Plazmitler
Xhol/HindIII enzimleri ile kesilerek agaroz jel elektroforezinde yiiriitiildii ve rekombinant

koloniler tespit edildi (b.k. Sekil 4.11).

Sekil 4.10: TS-8[-223/+9] promotor par¢asinin agaroz jelden geri kazanim kontrolii.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1-7: Geri kazanilan TS-§[-
223/+9] pargast)
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Sekil 4.11: TS-8[-223/+9] promotor parcasini iceren pGEM-T Easy vektoriiniin Xhol ve
HindIII enzimleriyle kesimi sonucu rekombinant kolonilerin tespiti.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (Thermo Sci. SM0311), 1: Plazmit kesim sonucu)

4.2.4 TS-8]-223/+9] Promotor Parcasinin pMetLuc Haberci Gen Vektoriine Alt

Klonlanma Cahismasi

4.2.4.1 TS-8[-223/+9] ADAMTS-8 Promotor Konstraktinin pMetLuc Vektoriine
Ligasyonu ve Rekombinant Kolonilerin Tespiti
Boliim 4.2.2.1°de hazir hale getirilen pMetLuc haberci gen vektor ve geri kazanilan TS-§[-
223/4+9] promotor pargast boliim.3.2.3.7°de belirtilen birlesenler yardimi ile 20 pL son hacimde
gece boyu 16 C’de inkiibe edildi. Ligasyon iirlinii boliim 3.2.2.3’deki protokol takib edilerek
hazirlanan E. coli IM109 kompetent hiicrelerine transforme edildi. Sonraki giin elde edilen
koloniler 6n kiiltlirlendi ve gece boyu inkiibasyona tabi tutuldu. Santrifiijlerenek elde edilen
kiiltiir pelletlerinden boliim 3.2.2.6’da belirtilen sekilde plazmit DNA izolasyonu yapildu.
Elde edilen plazmitlerin rekombinant olup olmadigin1 belirlemek amaciyla DNA miktarlari
Spektrofotometrik olarak belirlendi. Ardindan kontrol kesimi gerceklestirilmek {izere 1mg
DNA, Xhol ve HindIIl restriksiyon endoniikleaz enzimleri yardimiyla kesildi. Kesim
isleminin sonucunda elde edilen sekiz koloninin rekombinant oldugu agaroz jelde

gozlemlendi (b.k. Sekil 4.12).
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Sekil 4.12: Rekombinant olmas1 muhtemel plazmidlerin Xhol ve HindIII restriksiyon
endoniikleaz enzimleri ile kesimi.

Hazir hale getirilen bes promotor pargasi hiicre kiiltiirli ¢alismalarinda kullanilmak {izere
boliim.3.2.2.7°de belirtilen protokol takip edilerek yiiksek miktarda ve yeterli saflikta
plazmit DNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen plazmitler Xhol/HindIII restriksiyon
enzimleri yardimiyla boliim 3.2.3.6’da belirtilen kosullarda kesildi ve bolim 3.2.3.4’te
belirtilen sekillerde agaroz jel elektroforezinde goriintiilendi (b.k. Sekil 4.13).
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Sekil 4.13: ADAMTS-8 promotor konstraktlarinin Xhol/HindIII restriksiyon enzimleri ile
kesimi.

(M: 1kb DNA biiyiikliik belirteci (NEB,N3200S), 1: TS-8[-854/+323] promotor pargasinin
Xhol/HindIII kesimi; 2: TS-8[-665/+323] promotor parcasinin Xhol/HindIII kesimi ; 3: TS-
8 [-413/+323] promotor parcasinin Xhol/HindIII kesimi ; 4: TS-8[-226/+323] promotor
parcasinin Xhol/HindIII kesimi ; 5: TS-8[-223/49] promotor parcasinin Xhol/HindIII
kesimi.)
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4.2.5 TS-8]-226/+323] ve TS-8[-223/+9] ADAMTS-8 promotor konstraktlarimin dizi

analizi sonuclari

Calismada kullanilan PCR’a dayali klonlama stratejisinin dogru bir sekilde gerceklestigini
kanitlamak amaciyla rekombinant plazmitler BMLabosis sirketine (ANKARA) dizilemeye
gonderildi. Dizileme sonuglari, Bio-edit programi kullanilarak gen bankasinda bulunan

muhtemel ADAMTS-8 promotor bolgesi ile karsilastirildi (b.k. Sekil 14-15).

10 20 30 40 50 60 70
ieeeleeealecaalecealeaealeaealonaalonaalocaalocaaloaealonaaloaaalonnn
ADAMTS-8 (549BC) CATGGGGGCTGCGGCGGTGGCTGCGCGCAGGAAAGGGAAGAAGCCCGCCAGGCGCGGGCAGGTGCTGGC
ADAMTS-8 NCBI CATGGGGGCTGCGGCGGTGGCTGCGCGCAGGAGAGGGAAGAAGCCCGCCAGGCGCGGGCAGGTGCTGGCG

80 90 100 110 120 130 140
ieeelecealeeealeaealenealecaaloaealonealocaaloaaalocealoaaaloaaalonan
ADAMTS-8 (549BC) GCCCGAGCGCGGCCCGGCCGCTCTCTCCAGGAAAAGCGGAATCAATCGGGTGCAAGGCCGACTCGGCCC
ADAMTS-8 NCBI GCCCGAGCGCGGCCCGGCCGCTCTCTCCAGGAAAAGCGGAATCAATCGGGTGCAAGGCCGACTCGGCCCG

150 160 170 80 190 200 210
. ceelecealecaalonealocaaloaaalonealocaaloaaalocnealocaaloaaalonnn

ADAMTS-8 (549BC) CGGGGCCCGGCGGCGGGAGCGCTCCCCCGGCGGCCCCTCTGGCTGGCGCAGCCCGCTCCTCCCGCGCC
ADAMTS-8 NCBI CGGGGCCCGGCGGCGGGAGCGCTCCCCCGGCGGCCCCTCTGGCTGGCGCAGCCCGCTCCTCCCGCGCCGL

el

220 230 240 250 260 270 80

R N [P I ieeeleeealecealecealeaealeaealonaalonaalonnn
ADAMTS-8 (549BC) CGCCCCCGAGCCGAGCGCGA! GCTGGCCCCGGCCCGCGTGCGCCCGTCCTCCGCCCCTGCCCGCGCCA
ADAMTS-8 NCBI CGCCCCCGAGCCGAGCGCGAGCAGCTGGCCCCGGCCCGCGTGCGCCCGTCCTCCGCCCCTGCCCGCGCCA

290 300 310 320 330 340 350
ieeelecealeeealeaealonealocaaloaaalonealocaaloaealonealoaaaloaaalonan
ADAMTS-8 (549BC) GCCCCGCGCAGCCGCCTCCTGCCTCCTCCCCACCCCGGGAAGCACCGAGTGGGCTGCCGAGCCCTTCTT,
ADAMTS-8 NCBI GCCCCGCGCAGCCGCCTCCTGCCTCCTCCCCACCCCGGGAAGCACCGAGTGGGCTGCCGAGCCCTTCTTA

360 370 380 390 400 410 420
ceeeleceeleeealeaaalenealecaalocaalonealocaaloaaalonealoaaaloaaalonan
ADAMTS-8 (549BC) TTTATACTTCCTTCCCGGCTTGACATAAGAGGTTTATTTTTGATCTCTCACTATTCCCGTTTCCCCTCC
ADAMTS-8 NCBI TTTATACTTCCTTCCCGGCTTGACATAAGAGGTTTATTTTTGATCTCTCACTATTCCCGTTTCCCCTCCC

430 440 450 460 470 80 490

.. .. S I e
ADAMTS-8 (549BC) CTGGGATCGGAGAGA CTGAAAAGAGGGAGAGAGAGTGGAGAAAAAAAAATTGGGAT TGCAAA
ADAMTS-8 NCBI CTGGGATCAGAGAGAGAAACTGAAAAGAGGGAGAGAGAGTGGAGAAAAAAAAATTGGGATGAAATGCAAA

S R [P [ I IR (PSP I [ I leeealonnn

500 510 520 530 540
J N [P [ [P, ceelecealecaaleanaloaaa]lonn
ADAMTS-8 (549BC) ACCAATCAGGCAGCGAGACCCGTCCGCCACCCGCCCCCCTGAAGTGTCAACTACAACTT
ADAMTS-8 NCBI ACCAATCAGGCAGCGAGACCCGTCCGCCACCCGCCCCCCTGAAGTGTCAACTACAACTT

Sekil 4.14: Klonlanan TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 promotor bdlgesine ait dizileme
sonuclarinin gen bankasindaki dizi ile karsilastirilmasi.
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GGAAGCACCGAGTGGGCTGCCGAGCCCTTCTTATTTATACTTCCTTCCCGGC!
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80
B A [ R [ [P [ [ [P [ [
TTTTGATCTCTCACTATTCCCGTTTCCCCTCCCCTGGGATCAGAGAGAGAAACT!
TTTTGATCTCTCACTATTCCCGTTTCCCCTCCCCTGGGATCAGAGAGAGAAACTGA
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S [ [ [P I [P I [P I [ P

AGTGGAGAAAAAAAAATTGGGATGAAATGCAAAACCAATCAGGCAGCGAGACCCGT
AGTGGAGAAAAAAAAATTGGGATGAAATGCAAAACCAATCAGGCAGCGAGACCCGT

220 230

CCTGAAGTGTCAACTACAACTTCT
CCTGAAGTGTCAACTACAACTTCTT

Sekil 4.15: Klonlanan TS-8[-226/+323] ADAMTS-8 promotor bdlgesine ait dizileme

sonuclarinin gen bankasindaki dizi ile karsilastirilmasi.
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4.3 ADAMTS-8 Promotorunun Fonksiyonel Analizi
4.3.1 SW480 Hiicre Hattinda Kalsiyum-Fosfat Presipitasyon Metodu ile Gegici

Transfeksiyonun Salinan Lusiferaz Sisteminde Optimize Edilmesi

SW480 hiicrelerinde gerceklestirilen kalsiyum-fosfat presipitasyonunun optimizasyonu

amaciyla pMetLuc Kontrol, pMetLuc Reporter ve pSeap2 Kontrol vektorleri kullanildi.

Calismada kullanilan pMetLuc Reporter vektorii, ADAMTS-8 geninin promotor pargalarini
klonladigimiz ayn1 zamanda herhangi bir promotor pargasi igermedigi i¢in transfeksiyon

deneylerinde negatif kontrol olarak tercih ettigimiz vektordiir.

Kullanilan pMetLuc Kontrol vektorii, viral bir promotor pargasi icerdiginden yliksek
lusiferaz aktivitesine sahiptir bu sebeple transfeksiyon deneylerinde pozitif kontrol olarak

tercih ettigimiz vektordiir.

Son olarak pSeap2 Kontrol vektdrii ise viral promotora sahiptir ve transfeksiyon sonucunda
yiikksek alkalen fosfataz aktivitesi gosteren bir vektordiir. Bu sayede transfeksiyon
deneylerinde salinim mekanizmasinin isleyisini kontrol etmektedir. Deneylerde Luciferaz

aktivitesi seap aktivitesine oranlanarak normalize edildi.

Kalsiyum-fosfat presipitasyonu ile gegici transfeksiyon deneylerinde pMetLuc Kontrol ve
pMetLuc Reporter transfeksiyonu boliim 3.2.5’te anlatildig:r gibi kuyucuk bast 500.000
hiicre igeren 12 kuyucuklu plakalara alt1 tekrarli olacak sekilde tasarlandi. Gegici
transfeksiyon uygulamasinin 48 ve 72. saatlerinde ortamdan 50 pL medyum cekildi ve
boliim 3.2.5.1°de anlatilan sekilde lusiferaz ve seap aktiviteleri luminometre yardimiyla
olgiildii. Elde edilen Lusiferaz/Seap degerleri GraphPad programi kullanilarak
grafiklendirildi. Degerlendirilmeler sonucunda transfeksiyon etkinliginin 48. saatte on kata
kadar ulagtig1 ve bu etkinligin 72. saatte yedi kata kadar devam ettigi gozlemlendi (b.k. Sekil
4.16).
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Sekil 4.16: Kalsiyum-fosfat presipitasyon metodu ile gecici transfeksiyonun 48 ve 72.
saatlerindeki etkinligi.

4.3.2 ADAMTS-8 Promotor Parcalarinin Bazal Aktivitesinin Belirlenmesi

pMetLuc haberci gen vektoriine (pMetLuc Reporter) klonladigimiz ADAMTS-8 promotor
parcalar1 boliim 3.2.5°te anlatilan sekilde 100mm’lik petri kaplarindaki SW480 hiicrelerine
10png olacak sekilde kalsiyum-fosfat medotu ile transfekte edildi. Olgiimlerde
kullanacagimiz tekrar sayisini arttirmak i¢in her promotor pargasini igeren SW480 hiicreleri
96 kuyucuklu plakalara kuyucuk basina 3x10* hiicre olacak sekilde paylastirildi. Elde edilen
lusiferaz aktivitesi, Seap aktivitesine boliinerek normalize edildi. Tiim bazal aktiviteler
kiyaslandiginda TS-8[-854/+323] promotor parcasinin en yiiksek bazal aktiviteyi gosterdigi
tespit edildi (b.k. Sekil 4.17).

854 - + !" i +323 pMet_TS8[-854/ +323]
665 —- =+ +323 pMet_TS8[-665/ +323]
-413 = +323 pMet_TS8[-413/ +323]

226 +323 pMet_TS8[-226/ +323]

223 +9 pMet_TS8[-223/ +9]

f T T T 1
0.0 0.1 0.2 0.3 0.4

Lusiferaz Aktivitesi (Luc/ Seap)

Sekil 4.17: ADAMTS-8 promotor pargalarinin bazal aktivitelerinin karsilastirilmasi.
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4.3.3 ADAMTS-8 Promotoru In Siliko Analizi ve Kotransfeksiyon Calismalari

ADAMTS-8 geninin promotoruna baglanmasi muhtemel transkripsiyon faktorleri
incelendiginde 6zellikle SP1 transkripsiyon faktoriiniin baglanma bdlgelerinin promotorda
olduk¢a yogun oldugu PROMO programi yardimiyla tespit edildi. Tespit edilen baglanma
bolgeleri ADAMTS-8 promotor parcalarinda SP1 baglanma alanlarini isaretleyecek sekilde
diyagramda gosterildi (b.k. Sekil 4.18).
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Sekil 4.18: SP1 transfeksiyon faktoriiniin ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel
baglanma bolgeleri.

Kotransfeksiyon caligmalarinda boliim.3.2.5’te bahsedilen sekilde SP1 iceren ekspresyon
vektorii ve ADAMTS-8 promotor pargalarini igeren plazmitler 100mm’lik petri i¢in 10pg
olacak sekilde Seap kontrol plazmiti ile birlikte SW480 hiicrelerine kalsiyum fosfat
presipitasyon metodu kullanilarak gecici olarak kotransfekte edildi. ADAMTS-8
promotorunun bazal aktiviteleri ile SP1 igeren ekspresyon vektorii transfekte edilen
hiicrelerin lusiferaz aktivitesi luminometre yardimiyla 6l¢iildii ve GraphPad programi
yardimiyla karsilagtirmali olarak grafiklendirildi (b.k. Sekil 4.19). Elde edilen grafikte TS-
8[-854/+323] promotor pargasinin SP1 ile regiile edilebilecegi anlamli bir sekilde tespit edildi.
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Sekil 4.19: ADAMTS-8 promotor parcalariin SP1 ile kotransfeksiyonu sonucu
karsilastirmali lusiferaz aktiviteleri.

4.3.4 ADAMTS-8 Promotoruna Baglanan SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ChiP

Analizi ile Belirlenmesi

ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel baglanma bdlgelerini belirledigimiz SP1
transkripsiyon faktoriiniin promotora fonksiyonel olarak baglanip baglanmadiginm
belirlemek amaciyla spesifik ChIP primerleri tasarlandi. Oncelikli olarak SW480
hiicrelerinde SP1 over ekspresyonu gerceklestirildi ve bu hiicrelerden bolim 3.2.8’deki
prosediir kapsaminda hiicre lizatlar1 elde edildi. Immiinopresipitasyon islemi icin spesifik
SP1 antikoru kullanildi. Olusan DNA/Protein kompleksi ayristirilarak eliisyon alindi ve
kolon sistemi yardimiyla DNA saf hale getirildi. DNA 6rnekleri boliim 3.2.6.6’da belirtilen
sekilde qRT-PCR reaksiyonunda kullanildi. Elde edilen veriler IgG antikoru uyguladigimiz
negatif kontrol grubuna gore kat alinarak degerlendirildi ve GraphPad programi yardimryla
grafiklendirildi (b.k. Sekil 4.20). Bu sonuglar dogrultusunda SW480 hiicre hattinda SP1
transkripsiyon faktoriiniin ADAMTS-8 promotorunda belirlenen ChIP 3, ChIP 4 ve ChIP 6
bolgelerine istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde fonksiyonel olarak baglandig: tespit

edildi.
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Sekil 4.20: ADAMTS-8 promotoruna baglanan SP1 transkripsiyon faktdriiniin ChiP
analizi.

4.4 C/EBP, USF ve SP1 Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-8 Geninin
Regiilasyonuna Etkisi
4.4.1 SP1, USF, C/EBP Transkripsiyon Faktorlerinin ADAMTS-8 Protein ifadesine

Etkisinin Western Blot ile Belirlenmesi

SW480 hiicrelerinde SP1 transfeksiyon faktoriiniin over ekspresyonunu kanitlamak ve
ADAMTS-8 geninin C/EBP, USF ve SP1 aracili regiilasyonunu protein diizeyinde
incelemek amaciyla oncelikle boliim 3.2.5°te belirtilen sekilde transkripsiyon faktorleri
kalsiyum fosfat metodu ile gecici olarak hiicrelere transfekte edildi. Transfeksiyonun 48.
saatinde boliim 3.2.7.2°de belirtilen ripa ile kazima yontemi kullanilarak protein ekstraktlar
elde edildi bu islemde transfeksiyon islemi gerceklestirilmemis olan grup kontrol grubu
olacak sekilde adlandirildi. Elde edilen proteinler 30 pg olacak sekilde bolim 3.2.7.4°te
belitildigi gibi SDS page jeline yiiklendi ve 80 V’da serbest mA’da yiiriitiildii. Daha sonra
PVDF membrana aktarim i¢in 1slak transferde 1 gece +4 derecede inkiibe edildi. Ertesi giin
non-spesifik baglanmalar1 engellemek i¢in boliim 3.2.7.4°de tarif edilen sekilde membranlar
siit tozu ile bloklandi. Yikama basamaklar1 gerceklestirildikten sonra membranlardan biri
SP1 over ekspresyonu kanitlamak amaciyla SP1 antikoru (1:400) ile gece boyu +4 derecede
inkiibe edildi ve ertesi giin anti-rabbit ikincil antikoru (1:5000) ile 1 saat oda sicakliginda
boliim 3.2.7.6’da anlatilan sekilde muamele edildi. Digeri ise ADAMTS-8 antikoru (1:500,

mouse) ile gece boyu +4 derecede muamele edildi. Membranlar daha sonra normalizator
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olarak kullanacagimiz B-aktin (1:5000, mouse) antikoru ile 1,5 saat oda sicakliginda
muamele edildi ve anti-mouse ikincil antikor (1:10000) ile 1 saat muameleye birakildu.
Yikama basamaklarinin ardindan ECL ¢o6zeltisi kullanilarak bolim 3.2.7.7°de belirtilen
sekilde bantlar goriiniir hale getirildi. Elde edilen bantlarin densitometrik analizleri Image J
programi yardimiyla hesaplandi. Cift terkar olacak sekilde jele yiiklenen protein 6rnekleri
GraphPad programi yardimuiyla istatistiksel olarak analiz edildi. Analiz sonucunda SW480
hiicrelerinde SP1 transkripsiyon faktoriiniin protein diizeyinde 3 kata kadar over ekspre
oldugu (b.k. Sekil 4.21) ve ADAMTS-8 protein seviyesini azalttig1 gozlemlendi (b.k. Sekil
4.22).
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Sekil 4.21: SW480 hiicre hattinda SP1 transfeksiyon faktoriiniin over ekspresyonunun
protein diizeyinde ifadesi.
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Sekil 4.22: SW480 hiicrelerinde C/EBP-[], USF ve SP1 transkripsiyon faktdrlerinin gegici
transfeksiyonunun ADAMTS-8 protein ifadesine etkisi.
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4.4.2 SP1 Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-8 Protein ifadesine Etkisinin

immiinofloresan Yontemi ile Gosterimi

ADAMTS-8 ve SP1 proteinin lokalizasyonunu goriintiillemek ve SP1 over eskpresyonunun
ADAMTS-8 ifadesine etkisini incelemek amaciyla immiinofloresan deneyini
gerceklestirdik. Bunun i¢in 6ncelikle SW480 hiicre hattinda SP1 transfeksiyon faktorii over
ekspre edildi. Daha sonra hem kontrol grubu hem de over ekspresyona ugramis olan
hiicreler, bolim 3.2.7.3’te anlatilan sekilde hazzirlanmis olan 24 kuyucuklu plakaya
kuyucuk basina 125x10"3 hiicre olacak sekilde paylastirildi. Hiicreler yiizeye fikse
edildikten sonra sirasiyla primer ve sekonder antikorlarla muamele edildi. Cekirdek
boyamast i¢in DAPI ile muamelenin ardindan hazir hale getirilen preperatlar floresan

mikroskobu yardimiyla fotograflandi ve Image J programi ile analiz edildi.

Elde edilen sonuclara gore Anti-rabbit I[gG (H+L), F(ab')2 Fragment (Alexa Fluor® 488
Conjugate) sekonder antikor ile isaretlenen SP1 proteininin 6zellikle niikleusta lokalize
oldugunu ve kontrol grubuna ile kiyaslandiginda over ekspresyonun neredeyse 5 kat

gerceklestigi kanitlanmistir.
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Sekil 4.23: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun immiinofloresan yontemi ile
gdsterimi.
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SP1 over ekspresyonuna ugrayan SW480 hiicrelerinde ADAMTS-8 ifadesindeki degisikligi
belirlemek i¢in boliim 3.2.7.3te belirtilen sekilde ADAMTS-8 primer antikorundan (1/100)
sonra Anti-mouse IgG (H+L), F(ab")2 Fragment (Alexa Fluor® 594 Conjugate) sekonder
antikor kullanildi. Floresan goriintiileme sonucunda ADAMTS-8 proteinin sitoplazmada
lokalize oldugunu ve western blot analiziyle uyumlu olacak sekilde SP1 over ekspresyonu

sonrasinda SW480 hiicrelerindeki ifadesinin neredeyse yartya diistiigii tespit edildi.
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Sekil 4.24: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonu ile ADAMTS-8 ifadesindeki
degisikligin immiinofloresan ile gosterimi.
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4.4.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-8 mRNA ifadesine Etkisinin qRT-

PCR Yontemi ile Belirlenmesi

ADAMTS-8 genini protein diizeyinde regiile ettigini belirledigimiz SP1 transfeksiyon
faktoriinlin mRNA diizeyinde ADAMTS-8 ifadesine etkisini belirlemek amaciyla SW480
hiicrelerinde SP1 over ekspresyonu gergeklestirildi. Transfeksiyonun 24, 48 ve 72.
saatlerinde boliim 3.2.4.5’te belirtilen sekilde hiicreler tripsinizasyon islemi yardimiyla
pellet haline getirildi. Elde edilen pelletlerden bolim 3.2.6.1°de anlatilan prosediir takip
edilerek RNA izolasyonu gergeklestirildi. Izole edilen RNA’lar béliim 3.2.6.3’te belirtilen
sekilde hazirlanmis formaldehit jel elektroforezi yardimiyla goriintiilendi (b.k. Sekil 4.23).
Boliim 3.2.6.2°de belirtilen hesaplamalar kullanilarak RNA miktar tayini yapildi ve cDNA
sentezi gerceklestirildi. SW480 hiicre hattinda SP1 transkripsiyon faktoriiniin over
ekspresyonunun mRNA diizeyinin belirlenmesi i¢in spesifik SP1ekspresyon primerleri, SP1
over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA diizeyine etkisinin belirlenmesi amaciyla Spesifik
ADAMTS-8 ekspresyon primerleri ve HB-2-M ekspresyon primerleri kullanilarak bolim
3.2.6.6’da belirtilen sekilde gercek zamanli PCR (qRT-PCR) reaksiyonu kuruldu. SP1
transfekte edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi ve her 6rnek 3 tekrarli olacak
sekilde calisildi. Elde edilen degerler Livak metoduna gore analiz edildi ve GraphPad
programi yardimiyla grafiklendirildi. Analizler sonucunda SW480 hiicre hattinda SP1 over
ekspresyonunun 300 kata kadar arttig1 ve saate bagli olarak ge¢ici transfeksiyon etkinliginin
azaldig1 gozlemlendi (b.k. Sekil 4.24). Ote yandan SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8
mRNA seviyesini kontrol grubuna gore ii¢ saat diliminde de istatistiksel olarak anlamli

olacak sekilde azalttig1 tespit edildi (b.k. Sekil 4.25).

Sekil 4.25: SW480 hiicrelerinden elde edilen kontrol ve SP1 over ekspresyon grubuna ait
RNA’larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.
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Sekil 4.26: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyon seviyesinin saate bagl degisimi.
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Sekil 4.27: SW480 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA ifadesine
etkisinin saate bagli degisimi.

SP1 over ekpresyonunun ADAMTS-8 gen ifadesini hem protein hem de mRNA diizeyinde
SW480 hiicre hattinda azalttig1 gézlemlendi. Bu kapsamda SP1 over ekspresyonunun farkl
hiicre hatlarinda ADAMTS-8 gen ifadesine etkisini incelemek i¢in Saos-2 hiicre hatt1 yan
model olarak ¢alisildi. Calismada Bolim 3.2.5°te belirtilen sekilde Saos-2 hiicreleri
biylitiildi ve kalsiyum fosfat metodu kullanilarak gecici transfeksiyon islemi
gergeklestirildi. SP1 over ekspre edilmemis hiicreler kontrol grubu olarak kullanildi. Bélim
3.2.6.1’de anlatilan protokol takip edilerek transfeksiyonun 48 ve 72. saatlerinde Saos-2
hiicrelerinden RNA izolasyonu gergeklestirildi. RNA miktar1 bolim 3.2.6.2°de verilen
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formiil kullanilarak belirlendi ve cDNA sentezi ger¢eklestirildi. SP1 over ekspresyonunun
Saos-2 hiicre hattindaki mRNA diizeyinin belirlenmesi igin spesifik SP1 ekspresyon
primerleri kullanilirken, over ekspresyonun ADAMTS-8 gen ifadesine etkisinin
belirlenmesi i¢in spesifik ADAMTS-8 ekspresyon primerleri kullanildi. Her cDNA 6rnegi 3
tekrarli olacak sekilde QRT-PCR reaksiyonunda boliim 3.2.6.6°da belirtilen sekilde ¢alisildi.
Elde edilen degerler Livak metoduna goére insan (-2-M geninin degerlerine boliinerek
normalize edildi. Kat degerleri GraphPad programi yardimiyla grafiklendirildi. Analizler
sonucunda Saos-2 hiicre hattinda istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde SP1’in 800 kata
kadar over ekspre oldugu ve ADAMTS-8 gen ifadesini mRNA diizeyinde azalttig1 tespit
edildi (b.k. Sekil 4.26-27).

1500 — sekskk

1000 —|

Kat SP1 mRNA
)

Kontrol 48h 72h

Sekil 4.28: Saos-2 hiicre hattinda SP1 over ekspresyon seviyesinin saate bagli degisimi.

1.5

1.0

0.5

Kat ADAMTS-8 mRNA

0.0-

Kontrol 48h 72h

Sekil 4.29: Saos-2 hiicre hattinda SP1 over ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA ifadesine
etkisinin saate bagli degisimi.
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S. SONUCLAR VE CIKARIMLAR

Gen regiilasyonu, canli organizmalarin temel biyolojik siire¢lerini diizenlemek ve koordine
etmek amactyla kritik bir role sahiptir. Gen ifadesinin siki bir kontrol altinda tutulmasi
araciligtyla, organizmalarin ¢evresel degisikliklere uyum saglamasini, hiicrelerin
ozellesmesini, farklilasmasini ve gelisim siireclerini diizenlemeyi hedefler. Prokaryotlarda,
gen regiilasyonu operonlar iizerinden gergeklesir. Operonlar, bir araya gelmis genlerin ortak
diizenlemeye tabi tutuldugu yapilari ifade eder [168]. Okaryotlarda ise gen regiilasyonu daha
komplekstir ve ¢esitli mekanizmalar igerir [169]. Transkripsiyon faktorleri, epigenetik
modifikasyonlar ve DNA sarmalinin yapis1 gibi faktorler bu siireci yonlendirir. Her genin
kendine 6zgii bir promotor bdlgesi vardir ve bu bolgelere transkripsiyon faktorleri
baglanarak hiicre boliinmesi, farklilagma, embriyonik gelisim gibi siirecleri kontrol eder. Bu
faktorler, DNA {izerinde belirli dizilere baglanarak gen ifadesini 6zellestirir. Ayrica, bu

faktorlerin 3 boyutlu yapilari, DNA baglama 6zgiilligtinii belirler [170].

Giris kisminda belirtildigi gibi, ¢inko parmaklar, gen ifadesinin diizenlenmesinde kilit bir
mekanizma olan transkripsiyon faktérlerinin yapisini olusturmaktadir. Ozellikle SP1'in gen
diizenleme yetenegi, bir¢ok Onemli biyolojik siirecte kritik rol oynayan faktorlerin
transkripsiyonunu etkileyebilme kapasitesiyle iligkilidir. SP1, transkripsiyonun baglamasini
yonlendiren TATA kutusu bulunmayan promotorlarda yer alan GC agisindan zengin
motifleri (GC/GT kutulan) tantyan {i¢ ¢inko parmak i¢cermektedir. Bu motiflere baglanarak,
SP1, RNA polimeraz II'nin dogru konumda yerlesmesine ve transkripsiyonun baslatiimasina
etkili bir sekilde yardimci olur. SP1 ayni1 zamanda metastaz siire¢lerinde etkili olan

faktorlerin ifadesini diizenleyerek kanserin yayilmasina katkida bulunmaktadir [171].

ADAMTS’ler memeli ve omurgasizlarda bulunan, hiicreler arasi matriksin yapisal
proteinleri isleyen matriks metalloproteinazlardir [145]. ADAMTS ailesi {iyelerinin;
morfogenez, anjiyogenez, hiicre adezyonu, prokollejen ve von Willebrant faktdriiniin
matiirasyonu, proliferasyon, migrasyon, kanser, ovulasyon ve artrit ile ilgili hiicre dis1
matriksin iglenmesinde gorev aldigi belirlenmistir [172]. ADAMTS ailesi liyeleri gesitli
biyolojik siire¢lerde yer aldig1 gibi osteoartirit ve ateroskleroz gibi patolojik siireglerle ve
Ehler-Danlos Sendromu, Weill-Marchesani Sendromu, Trombositopenik Purpura gibi bazi
genetik defekt ve bozukluklarla da iliskilendirilmislerdir [173]. Ozellikle kalp ve
akcigerlerde yliksek diizeyde ifade oldugu belirlenen ailenin METH-2 olarak da bilinen
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iyesi ADAMTS-§, ADAMTS-1 ile ailenin antianjiyogenik olarak tanimlanan
iiyelerindendir [107]. Ailenin diger iiyelerinden ADAMTSI, 4, 5 ve 15 ile yiiksek dizi
homolojisi gosterir ve hiicre disi matriks proteoglikanlarim1  pargalayabilmektedir.
ADAMTS-8’in, baz1 kanser tiplerinde promotor metilasyonu ile ifadesinin baskilandig1 ve
azalan ADAMTS-8 ifadesinin ¢ogunlukla kanser hiicrelerinin invazyon ve metastazi ile
iligkili oldugu belirlenmistir [174]. Li ve arkadaslari, ADAMTS-8'in Kolorektal kanser
(CRC) hiicre hatlarinda ve primer timoér dokularinda Onemli o6lgiide azaldigini
gozlemlemigtir. ADAMTS-8'in HCT116 ve HT-29 kolorektal kanserli hiicre hatlarindaki
ektopik ekspresyonunun hiicre proliferasyonunu, invazyon ve migrasyonunu baskiladig ve

apoptozu indiikledigini gostermislerdir [155].

ADAMTS-8 geninin  kendi diizenleyici mekanizmalart heniiz tam  olarak
aydinlatilamamistir. Transkripsiyonel diizenlemenin, ADAMTS-8 promotorunun nasil
diizenlendigi konusunda, bu genin temel transkripsiyonel aktivatorleri veya baskilayicilart
hakkinda literatiirde herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. Fakat literatiire bakildiginda
GC bazlar agisindan zengin promotor sekansina sahip olan bazt ADAMTS ailesi {iyelerinin
SP1 aracili regiilasyonlar1 konusunda yapilan calismalar bulunmaktadir. Ornegin;
ADAMTS-1 geninin progesteron aracili regiilasyonu, C/EBP, NF 1-benzeri faktor ve SP1/3
faktorleri araciligiyla dolayli olarak saglandigi belirtilmektedir [175]. Yine SP1’in
ADAMTS-16 promotor aktivitesini indiiklendigi gosterilmistir [176]. SP1’in, MMP3 ve
ADAMTS-4 genlerinin TNF-a aracili upregiilasyonunda gorev yaptigi belirlenmistir.
Ekibimiz tarafindan ailenin bir diger iiyesi prokollajen N proteinaz alt grubuna dahil
ADAMTS-3’{in osteosarkomada SP1 ile regiile oldugu ¢alisilmistir. 2016 yilinda ise HEP3B
hiicrelerinde normoksik kosulda SP1 tarafindan baskilandigi bulunmustur. Bu baskilanma
hipoksik durumda korunamadigi belirlenmistir. Ayrica 2018 yilinda SP1 transkripsiyon
faktorlinlin, Saos-2 ve MG63 hiicrelerindeki ADAMTS3 transkripsiyonel aktivitesini

azaltt1ig1 da bulunmustur.

Yapilan biyoinformatik analizlerle ADAMTS-8 promotorunun GC bazlar1 agisindan zengin
bir icerige sahip oldugu hatta ¢alisilan bélgede CpG adalarinin olugsma potansiyelinin yiiksek
oldugu belirlendi. Hem ailenin diger iiyelerinin regiilasyonunda gorev almasi hem de
ADAMTS-8 promotorunda olduk¢a fazla baglanma alan1 bulunmasit SP1 Transkripsiyon
faktoriinii calismamiz i¢in dikkat ¢ekici hale getirmistir. Bu sebeple ADAMTS-8 geninin
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SP1 aracili regiilasyonunu incelememiz ADAMTS-8'in transkripsiyonel diizenlemesi

izerine yapilmis ilk arastirma niteligindedir.

Yapilan analizler sonucunda ilk olarak ADAMTS-8 geninin transkripsiyon baglangic
noktasini, UTR boélgesini, TATA kutusunu ve ATG bdlgesini promotor bolgesindeki
strastyla mor, mavi, turuncu ve kirmizi renklerle isaretlenerek belirtildi. EMBOSS CpG Plot
analizi, (+277/-57) bazlar arasinda potansiyel bir CpG adas1 olusumunu isaret etti bu durum
genin epigenetik diizenleme agisindan 6nemlidir. Promotor bolgesinin %GC igerigi 6zellikle
(-199/498) baz ciftleri arasindaki yiliksek GC igerigi, genin transkripsiyonel diizenlemede
etkili olabilecek Onemli bir o6zellik olarak 6ne c¢ikmaktadir. Ayrica, (+273/+56) baz
lokasyonlarinda bulunan 'GGCGCGGGCAGG' dizisi, sag¢ tokasi yapilariyla belirginlesmis,
bu da promotorun karmasikligini1 artirmaktadir. Sekonder yap: analizi ile ADAMTS-8
promotor bolgesinde 12 farkli yapi tespit edildi. Bu yapilarin enerji seviyeleri, genin

transkripsiyonel aktivitesi lizerinde olasi bir etkiye isaret edebilir.

1192101 numarali proje kapsaminda Insan ADAMTS-8 genine ait promotor bdlgesinin
klonlanama ¢aligmalar i¢in ilk olarak gen bankasinda bulunan ADAMTS-8 (GenBank
erisim no: NM_007037.6) geninden yararlanilarak translasyon baslangic noktasindan
yaklasik 1177 bg iist bolgede bulunan muhtemel promotor bdlgesini genomik DNA’y1 kalip
olarak kullanild1 ve spesifik primerlerle ¢ogaltilarak pGEM-T easy vektoriine klonlandi.
Daha sonra transkripsiyonel aktivite ¢alismalarinda kullanilmak {izere 5° ucu sabit tutularak
bes farkli boyutta TS-8[-854/4323], TS-8[-665/+323], TS-8 [-413/+323], TS-8[-226/+323] ve
TS-8[-223/49] ADAMTS-8 promotor pargast pMet Luc vektdriine klonlandi. Dizi analizi ie
dogrulandiktan sonra her bir promotor parcast SW480 hiirelerine gecici olarak transfekte
edildi. Transfeksiyonun 48. Saatinde Olgiilen lusiferaz aktiviteleri karsilastirmali olarak
grafiklendirildi. ADAMTS-8 geninin en yiiksek promotor aktivitesinin TS-8[-854/+323]

promotor pargasina ait oldugu gozlemlendi.

ADAMTS-8 promotoru PROMO program yardimiyla in siliko olarak analiz edildi. ADAMTS-
8 promotorunda baglanma bolgesi oldukea ¢ok olan SP1 transkripsiyon faktoriiniin, ADAMTS-
8 promotor parcalarinin aktivitesine etkisi ko-transfeksiyon ¢aligmalar ile aragtirilmigtir. SP1
ekspresyon vektorleri her bir promotor pargasi ile birlikte gegcici transfeksiyon metodu ile
SW480 hiicrelerine transfekte edildi. Sonucunda SP1’in transkripsiyonel aktiviteyi azaltici
yonde etki ettigi ve promotor pargalarindan TS-8[-854/4+-323]ii anlamli bir sekilde regiile ettigi
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tespit edildi. Bu durum SP1’in diger ADAMTS aile {iiyerinin regiilasyonuna etkisinden
farkliligiyla dikkat ¢ekicidir.

ADAMTS-8 promotorundaki muhtemel baglanma bdlgelerini belirledigimiz SP1
transkripsiyon faktoriiniin promotora fonksiyonel olarak baglanip baglanmadiginm
belirlemek amaciyla spesifik ChIP analizi gerceklestirildi. ADAMTS-8(-353/-234),
ADAMTS-8(-87/+38) ve ADAMTS-8(+188/+312) bolgelerine baglanmanin gerceklestigi
dogrulandi. Sonuglar, SP1'in ADAMTS-8 promotor bolgesine spesifik olarak baglandigini
ve bu bolgelerde transkripsiyonel aktivitesini diizenledigini gdstermektedir. Ozellikle,
ADAMTS-8 geninin diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynayan SP1'in, belirlenen bu
baglanma bolgelerindeki aktivitesi, genin ekspresyon diizeyi iizerinde etkili olabilir. Bu
baglamda, SP1'in ADAMTS-8 geninin regiilasyonunda spesifik bir rol oynadig
goriilmektedir. Bunun yani sira, elde edilen bu sonuglar, ADAMTS-8'in regiilasyonunda

bagka faktorlerin de potansiyel olarak etkili olabilecegini diisiindiirmektedir.

C/EBP, USF ve SPI’in ADAMTS-8 geninin regiilasyonuna etkisini belirlemek i¢in {i¢
transfeksiyonun faktoriinii iceren ekspresyon vektorii gecici transfeksiyon yontemi ile ayri
ayr1t SW480 hiicre hattinda over ekspre edildi. Deney gruplarindan elde edilen proteinler
western blot analizine gotiiriildii. Spesifik ADAMTS-8 antikoru ile muamelenin ardindan
C/EBP ve USF’nin ADAMTS-8 protein seviyesinde herhangi bir degisiklige sebep
olmadigint gozlemlerken, SP1 transkripsiyon faktdriiniin ADAMTS-8 protein seviyelerini
neredeyse iki kat azalttigi dikkat c¢ekici bir sekilde gozlemlendi. Benzer sekilde
gerceklestirdigimiz immiinofloresan deneyinde SP1 over ekspresyonunun sitoplazmada
konumlanmis olan ADAMTS-8 protein seviyesini neredeyse yariladigini bir kez daha
gozlemledik. Bu bulgu, daha 6nce yiiriitiilen ¢aligmamizda elde ettigimiz SP1'in ADAMTS-
8 promotor aktivitesini diizenleme yetenegi ile uyumlu bir sonug olarak ortaya ¢ikmustir.
SP1'in ADAMTS-8 ekspresyonunu negatif yonde etkilemesi, genin promotor bdlgesiyle
etkileserek transkripsiyonel diizenlemeye katki sagladigini 6ne siirdiigiimiiz bulgularimizla

tutarlilik gostermektedir.

ADAMTS-8 genini protein diizeyinde regiile ettigini belirledigimiz SP1 transfeksiyon
faktoriinlin mRNA diizeyinde ADAMTS-8 ifadesine etkisini belirlemek amaciyla SW480
hiicrelerinde gegici transfeksiyon metodu ile SP1 over ekspresyonu gerceklestirildi. Farkl

zaman araliklarinda toplanan RNA’lardan cDNA sentezlendi. qRT-PCR metodu yardimiyla

91



hem saate bagli over ekspresyon seviyesi tespit edildi hem de SP1 transkripsiyon faktoriiniin
ADAMTS-8 mRNA seviyesine etkisi belirlendi. Analiz sonuglarina gore, SW480 hiicre
hattinda gerceklestirilen SP1 over ekspresyonunun, 300 kata kadar bir artisa ulastigi ve
zaman iginde gegici transfeksiyon etkinliginin azaldig1 gézlemlendi. Ote yandan SP1 over
ekspresyonunun ADAMTS-8 mRNA seviyesini kontrol grubuna goére 24, 48 ve 72
saatlerinin tlimiinde istatistiksel olarak anlamli olacak sekilde 5 kata kadar azalttig1 tespit

edildi.

SP1 over ekpresyonunun ADAMTS-8 gen ifadesini hem protein hem de mRNA diizeyinde
SW480 hiicre hattinda azalttig1 gézlemlendi. Bu kapsamda SP1 over ekspresyonunun farkl
hiicre hatlarinda ADAMTS-8 gen ifadesine etkisini incelemek i¢in Saos-2 hiicre hatt1 yan
model olarak calisildi. Gegici transfeksiyon metodu ile SP1 ekspresyon vektorii SAOS-2
hiicrelerine transfekte edildi. Transfeksiyondan 48 saat sonra hiicrelerden RNA izole edildi
ve cDNA sentezlendi. QRT-PCR metodu kullanilarak hem SP1 over ekspresyonu hem de
ADAMTS-8 mRNA seviyesi saate bagli olarak belirlendi. Analizler sonucunda SP1 over
ekspresyonu, ADAMTS-8 mRNA seviyesini SW480 hiicre hattinda oldugu gibi SAOS-2
hiicrelerinde de anlamli bir sekilde azaltmigtir. Bu bulgular, SP1'in ADAMTS-8 gen
ifadesini diizenleyen etkisinin, farkli hiicre hatlarinda benzer sekilde gergeklestigini

gostermektedir.

Sonug olarak bu ¢alismada ADAMTS-8 promotoru fonksiyonel olarak ilk kez analiz edildi.
Ve ¢inko parmak ailesinin iiyesi olan SP1 transkripsiyon faktoriiniin ADAMTS-8 genini
transkripsiyonel regiilasyonundaki rolii ilk kez arastirildi. Yapilan SP1 over ekspresyon
deneyleri hem protein hem de mRNA diizeyinde ADAMTS-8 ekspresyonunun azaldigini
dogrulamistir. Bu durum, SP1'in ADAMTS-8 geninin promotor bolgesine spesifik olarak

baglandigini ve bu baglanmanin transkripsiyonel aktiviteyi inhibe ettigini gostermektedir.
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EK B: "ADAMTS-8 Promotor Bolgesine Potansiyel Baglanan

Faktorleri ve Lokasyonlar1"

- Factors predicted by PROMO in this sequence ----------------------
NAME; MATRIX WIDTH;
STAT4 [T01577]; 6
USF-1 [T00875]; 7
C/EBPbeta [T00017]; 8
C/EBPgamma [T00216]; 8
C/EBPalpha [T00107]; 3
C/EBP [T01386]; 6
FOX03a [T02938]; 8
HIf[T01071]; 9
Elk-1 [T00250]; 5
Sp3 [T02419]; 11
E2F [T01547]; 8
STATlbeta [T01573]; 10
E2F2 [T05976]; 13
STATS5A [T04683]; 4
C/EBPdelta [T00109]; 3
NF-kappaB1 [T00593]; 12
AP-3 (2) [T00039]; 7
p53 [T006717; 7
Sp3 [T02338]; 9
AP-2alpha [T00033]; 9
AP-2 [T00034]; 10
AP-2alphaA [T00035]; 6
Elk-1 [T05013]; 9
USF2b [T02377]; 8
c-Jun [T00131];
JunB [T00436];
c-Fos [T00124];
c-Jun [T00132]
c-Jun [T00133];
JunD [T00437];
c-Fos [T00122];
ATF3 [T01095]; 8
C/EBPbeta(p20) [T01420]; 8
E2F-1[T01542]; 7
USF2 [T02115]; 6
c-Fos [T00123]; 8
USF2 [T00878]; 9
Sp1 [T00759]; 9
Sp1 [T007557; 9
C/EBPalpha [T00104]; 6
C/EBPalpha [T00105]; 6
]

s

6
6
7
7
7
7
8

s

C/EBPalpha [T00108]; 6
C/EBPbeta [T00459]; 6
C/EBPbeta [T00581]; 7

NF-kappaB [T00588]; 10

STAT6 [T01581]; 9
E2F-1:DP-1 [T05204]; 9
Spl [T01228]; 11
E2F-1 [T01543]; 9
Egr-1[T01200]; 13
E2 [T00205]; 6
Sp1 [T00753]; 6
Spl [T00752]; 10
Spl [T00754]; 10
Sp3 [T02453]; 13
AP-4 [T00036]; 11
USF1 [T00874]; 9
c-Ets-1 54 [T00114]; 6
AP-3[T01150]; 9
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PROMO predictions

detail

Sequence name; Factor name; Start position; End position; Dissimilarity; String; RE equally; RE query

EMBOSS 001;  STAT4  [T01577]; I; 6; 2941176; TGTTCC; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 109; 114; 1.470588; GTTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 122; 127; 0.000000;, GGAAAT; 0.28735;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 132; 137; 2.941176; ACTTCC; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 254; 259; 1.470588; TTTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 286; 291; 5.882353; GGAAGG; 0.28735;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 335; 340; 1.470588; TTTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 375; 380; 2.941176; GGAACC; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 501; 506; 4.411765; GGAAGA; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 617; 622; 2941176; GGAAAG; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 622; 627; 2.941176; GGAAAG; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 763; 768; 1.470588; GGAAAC;, 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 770; 775; 2.941176; GGAATA; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 812; 817; 5.882353; GGAAGG; 0.28735;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 8l6; 821; 2.941176; GGAAGT; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 854; 859; 4.411765; GCTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 1064; 1069; 2.941176; GATTCC; 1.72412;
EMBOSS 001; STAT4 [TO01577]; 1072; 1077; 1.470588; TTTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001; STAT4 [T01577]; 1136; 1141; 4.411765; TCTTCC; 1.14941;
EMBOSS 001;  USF-1 [T00875]; 11; 17; 9.731297; GCTGTGG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1  [T00875]; 38; 44; 6.006507; CCACCTT; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 159; 165; 10.616595; CCACTGT; 0.862006;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 179; 185; 0.031764; CCACCTG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 225, 231; 0.031764; CAGGTGG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 387, 393; 10.653315; CCACACA; 0.86206;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 596; 602; 5.974743; AACGTGG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 605; 611; 5.532106; CCACGCG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 654, 660, 5.563870; CGGGTGG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 715; 721; 11.538613; CCACTCT; 0.86206;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 845; 851; 5.563870; CCACTCG; 0.28735;
EMBOSS 001; USF-1 [T00875]; 861; 867, 10.685079; GGGGTGG; 0.86206;
EMBOSS_001; USF-1 [T00875]; 1157; 1163; 9.763061; CCACCGC; 0.28735; 0.49433;

EMBOSS _001; C/EBPbeta [T00017]; 13; 20; 7.429460; TGTGGCAA; 0.10776;
EMBOSS _001; C/EBPbeta [T00017]; 55; 62; 14.517899; CCGGGCAA; 0.17960;
EMBOSS _001; C/EBPbeta [T00017]; 688; 695; 8.968054; TTGCATTT; 0.28735;
EMBOSS _001; C/EBPbeta [T00017]; 1052; 1059; 10.378629; TTGCACCC; 0.14368;
EMBOSS 001; C/EBPgamma [T00216]; 13; 20; 3.747937; TGTGGCAA; 0.14368;
EMBOSS 001;  C/EBPalpha  [T00107]; 0; 2; 0.000000; TTG;  18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha  [T00107]; 18; 20; 0.000000; CAA; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 47; 49; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha  [T00107]; 60; 62; 0.000000; CAA; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 118; 120; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS _001; C/EBPalpha [T00107]; 137; 139; 0.000000; CAA; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 233; 235; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 240; 242; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 245; 247, 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 251; 253; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 271; 273; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS _001; C/EBPalpha [T00107]; 361; 363; 0.000000; CAA; 18.39062;
EMBOSS _001; C/EBPalpha [T00107]; 425; 427; 0.000000; CAA; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 521; 523; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 543; 545; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 631; 633; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 637; 639; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 682; 684; 0.000000; TTG; 18.39062;
EMBOSS 001; C/EBPalpha [T00107]; 688; 690, 0.000000; TTG; 18.39062;
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1.54950;
0.84246;
0.16641;
1.54950;
0.84246;
0.37525;
0.84246;
1.54950;
1.24529;
1.54950;
1.54950;
0.84246;
1.54950;
0.37525;
1.54950;
1.24529;
1.54950;
0.84246;
1.24529;
0.49125;
0.25143;
1.42923;
0.37706;
0.37706;
1.42923;
0.25143;
0.58937;
0.58937;
1.10089;
0.58937;
1.42923;

0.08690;

0.25642;

0.23429;

0.13910;

0.12423;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;



EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;

C/EBPalpha  [T00107]; 701; 703; 0.000000; CAA;
C/EBPalpha  [T00107]; 785; 787; 0.000000; CAA;
C/EBPalpha  [T00107]; 805; 807; 0.000000; CAA;
C/EBPalpha [T00107]; 1052; 1054; 0.000000; TTG;
C/EBPalpha [T00107]; 1062; 1064; 0.000000; TTG;
C/EBP  [T01386]; 14; 19; 9.789909; GTGGCA;
C/EBP  [T01386]; 19; 24; 12.067266; AACGCA;
C/EBP  [T01386]; 36; 41; 9.789909; TGCCAC;
C/EBP  [TO01386]; 63; 68, 11.373637; CTAGCA;
C/EBP  [T01386]; 127; 132; 11.373637; TGCTAA,;
C/EBP  [T01386]; 293; 298; 8.756040; TGTGCA,;
C/EBP [T01386]; 295, 300, 7.172312; TGCAGT;
C/EBP  [T01386]; 324; 329; 11.373637; TTAGCA,;
C/EBP  [T01386]; 412; 417; 8.756040; TCTGCA;
C/EBP [T01386]; 414; 419; 8.756040; TGCAGG;
C/EBP  [T01386]; 439; 444; 8.756040; TCTGCA;
C/EBP [T01386]; 441, 446, 7.172312; TGCAGT;
C/EBP  [T01386]; 452; 457, 8.756040; TCTGCA;
C/EBP [T01386]; 454; 459; 8.756040; TGCAGG;
C/EBP [T01386]; 484; 489; 7.172312; AGTGCA;
C/EBP [T01386]; 486; 491; 8.756040; TGCACG;
C/EBP [T01386]; 505; 510; 7.172312; GATGCA;
C/EBP [T01386]; 507, 512; 7.172312; TGCATC;
C/EBP [T01386]; 524; 529; 12.067266; GCCGCA;
C/EBP  [T01386]; 687; 692; 1.583727, TTTGCA;
C/EBP  [T01386]; 689; 694; 7.172312; TGCATT;
C/EBP [T01386]; 887; 892; 13.650994; TGCGCG;
C/EBP [T01386]; 921; 926; 12.067266; GGCGCA;
C/EBP  [T01386]; 987; 992; 12.067266; TGCGCC;
C/EBP [TO01386]; 1051; 1056; 1.583727; CTTGCA;
C/EBP [TO01386]; 1053; 1058; 7.172312; TGCACC;
C/EBP [T01386]; 1148; 1153; 13.650994; TGCGCG;
C/EBP [T01386]; 1150; 1155; 13.650994; CGCGCA;
C/EBP [T01386]; 1162; 1167, 12.067266; GCCGCA;
Elk-1 [T00250]; 2; 6; 2.314032; GTTCC;
Elk-1 [T00250];  51;  55;  6.853012;  AGTCC;
Elk-1 [T00250];,  70; 74;  6.081668;  TATCC;
Elk-1  [T00250];  96; 100;  6.853012; GGACT;
Elk-1 ~ [T00250];  101;  105; 5.092035; GGAGG;
Elk-1  [T00250];  110; 114; 2.121196; TTTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  122; 126; 2.121196; GGAAA;
Elk-1  [T00250];  133; 137;  0.000000;  CTTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  196; 200; 6.081668; GGACA,;
Elk-1  [T00250];  206; 210, 6.853012; AGTCC;
Elk-1  [T00250];  255;  259; 2.121196; TTTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  273; 277; 7.984576; GGAGT;
Elk-1 ~ [T00250];  286;  290;  0.000000; GGAAG;
Elk-1 ~ [T00250];  311;  315; 5.092035; GGAGG;
Elk-1  [T00250];  336; 340, 2.121196; TTTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  339; 343; 5.092035; CCTCC;
Elk-1  [T00250];  344; 348; 7.213232; TCTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  375; 379; 2.314032; GGAAC;
Elk-1  [T00250];  382; 386; 7.213232; TCTCC;
Elk-1  [T00250]; 397; 401; 6.274504; GGATC;
Elk-1  [T00250];  400;  404; 7.213232; TCTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  405; 409; 5.092035; GGAGG;
Elk-1  [T00250];  419; 423; 6.274504; GGATC;
Elk-1  [T00250];  420; 424; 6.274504; GATCC;
Elk-1 ~ [T00250];  448; 452; 6.853012; GGACT;
Elk-1 ~ [T00250];  459; 463; 6.274504; GGATC;
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18.39062;
18.39062;
18.39062;
18.39062;
18.39062;
1.14941;
1.72412;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.72412;
1.72412;
1.14941;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
0.57471;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
0.57471;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.72412;
1.14941;
3.44824;
2.29883;
3.44824;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
2.29883;
3.44824;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
3.44824;
1.14941;
3.44824;
2.29883;
3.44824;
1.14941;
2.29883;
2.29883;
3.44824;
2.29883;

14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
14.52991;
1.04423;
2.54368;
1.04423;
1.04405;
1.04405;
1.66995;
1.66918;
1.04405;
1.66995;
1.66995;
1.66995;
1.66918;
1.66995;
1.66995;
1.66918;
1.66995;
1.66918;
1.66918;
2.54368;
0.41834;
1.66918;
2.55323;
2.54368;
2.54368;
0.41834;
1.66918;
2.55323;
2.55323;
2.54368;
1.25493;
3.36075;
2.09011;
3.36075;
1.91296;
0.84065;
0.84065;
1.24816;
2.09011;
3.36075;
0.84065;
1.28376;
1.24816;
1.91296;
0.84065;
1.91296;
3.36075;
1.25493;
3.36075;
3.12474;
3.36075;
1.91296;
3.12474;
3.12474;
3.36075;
3.12474;



EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;

2.29883;
1.14941;
2.29883;
3.44824;
3.44824;
3.44824;
3.44824;
3.44824;
2.29883;
1.14941;
1.14941;
2.29883;
2.29883;
3.44824;
3.44824;
2.29883;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
2.29883;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
3.44824;
1.14941;
3.44824;
0.02357;
0.02638;
0.00673;
0.01010;
1.13145;
1.13145;
1.13145;
1.13145;
0.12123;
0.09092;
0.12123;
0.18184;

Elk-1  [T00250];  460; 464; 6.274504; GATCC;
Elk-1 ~ [T00250];  501;  505;  0.000000; GGAAG;
Elk-1  [T00250];  509; 513; 3.960472; CATCC;
Elk-1  [T00250]; 515; 519; 6.853012; GGACT;
Elk-1 ~ [T00250];  532; 536; 7.213232; GGAGA;
Elk-1 [T00250];  549;  553;  7.213232;  TCTCC;
Elk-1 ~ [T00250]; 557; 561; 6.853012; GGACT;
Elk-1  [T00250];  576; 580, 6.853012; AGTCC;
Elk-1  [T00250]; 602; 606, 6.274504; GGTCC;
Elk-1 ~ [T00250]; 617, 621; 2.121196; GGAAA;
Elk-1 ~ [T00250];  622; 626; 2.121196; GGAAA;
Elk-1 ~ [T00250];  662; 666; 3.960472; GGACG;
Elk-1  [T00250];  696;  700; 3.960472; CATCC,;
Elk-1 [T00250];  712;  716;  7.213232;  TCTCC;
Elk-1 [T00250];  723;  727;  7.213232;  TCTCC;
Elk-1  [T00250];  749;  753; 6.274504; GATCC;
Elk-1 ~ [T00250];  758;  762;  5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  763; 767, 2.121196; GGAAA;
Elk-1 ~ [T00250];  770;  774;  2.892540; GGAAT;
Elk-1 ~ [T00250];  812;  816;  0.000000; GGAAG;
Elk-1 ~ [T00250];  816;  820;  0.000000; GGAAG;
Elk-1 [T00250];  855;  859;  0.000000; CTTCC;
Elk-1 ~ [T00250];  868;  872;  5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  871;  875; 5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  878;  882;  5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  913; 917, 5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  916;  920; 3.960472; GGACG;
Elk-1 ~ [T00250];  975; 979;  5.092035; GGAGG;
Elk-1 ~ [T00250];  978; 982; 7.406067; GGAGC;
Elk-1  [T00250]; 1012; 1016;  7.406067; GGAGC;
Elk-1  [T00250]; 1017, 1021;  7.406067; GCTCC;
Elk-1  [T00250]; 1065; 1069;  2.892540; ATTCC;
Elk-1  [T00250]; 1073; 1077, 2.121196; TTTCC;
Elk-1  [T00250]; 1079; 1083; 7.213232; GGAGA;
Elk-1  [T00250]; 1137; 1141; 0.000000; CTTCC;
Elk-1  [T00250]; 1143; 1147, 7.213232; TCTCC;
Sp3  [T02419]; 93; 103; 6.239006; CAGGGACTGGA;
Sp3  [T02419]; 456; 466; 9.740823; CAGGGATCCGA;
Sp3  [T02419]; 646; 656; 8.563386; CAGGGGGGCGG;
Sp3  [T02419]; 754; 764; 7.592353; CAGGGGAGGGG;
E2F [T01547]; 110; 117; 14.145926; TTTCCCTC;
E2F [T01547]; 614; 621; 14.145926; GAGGGAAA;
E2F [T01547]; 767, 774; 14.145926; ACGGGAAT;
E2F [T01547]; 1017; 1024; 14.145926; GCTCCCGC,;
STATl1beta [T01573]; 109; 118; 12.705831; GTTTCCCTCT;
STATl1beta [T01573]; 118; 127; 5.796867; TTGGGGAAAT,;
STATl1beta [T01573]; 254; 263; 14.492168;, TTTTCCCCAT;
STAT1beta [T01573]; 335; 344; 11.593735; TTTTCCTCCT;
STATl1beta [TO01573]; 613; 622; 9.807397; AGAGGGAAAG; 0.08755;

STATlbeta [T01573]; 1072;

E2F2 [T05976]; 107;
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];
STATSA  [T04683];

119;

3;
111;
122;
134,
256;
286;
337,
375;
501;

1081; 5.796867;, TTTTCCTGGA; 0.09092;
14.779356; CTGTTTCCCTCTT; 0.02115;

6;
114;
125;
137;
259;
289;
340;
378;
504;
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0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;
0.000000;

TTCC;
TTCC;
GGAA;
TTCC;
TTCC;
GGAA;
TTCC;
GGAA;
GGAA;

4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;
4.59766;

3.12474;
1.24816;
3.15260;
3.36075;
3.36075;
3.36075;
3.36075;
3.36075;
3.12474;
0.84065;
0.84065;
3.15260;
3.15260;
3.36075;
3.36075;
3.12474;
1.91296;
0.84065;
0.83518;
1.24816;
1.24816;
1.24816;
1.91296;
1.91296;
1.91296;
1.91296;
3.15260;
1.91296;
1.86883;
1.86883;
1.86883;
0.83518;
0.84065;
3.36075;
1.24816;
3.36075;
0.04553;
0.04625;
0.01929;
0.02848;
1.54612;
1.54612;
1.54612;
1.54612;
0.09215;
0.06055;
0.09431;
0.13396;
0.06644;
0.06055;
0.01874;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;



EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
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STATSA  [T04683]; 617, 620; 0.000000; GGAA; 4.59766;
STATSA  [T04683]; 622; 625; 0.000000;, GGAA; 4.59766;
STATSA  [T04683]; 763; 766; 0.000000; GGAA; 4.59766;
STATSA  [T04683]; 770; 773; 0.000000; GGAA; 4.59766;
STATSA  [T04683]; 812; 815; 0.000000; GGAA; 4.59766;
STATSA  [T04683]; 816; 819; 0.000000; GGAA; 4.59766;
STAT5A  [T04683]; 856; 859; 0.000000; TTCC; 4.59766;
STAT5A  [T04683]; 1066; 1069; 0.000000;, TTCC; 4.59766;
STAT5A  [T04683]; 1074; 1077; 0.000000; TTCC; 4.59766;
STAT5A  [T04683]; 1138; 1141; 0.000000, TTCC; 4.59766;
C/EBPdelta  [T00109];  125; 127; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 321; 323; 0.000000; ATT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109];  362; 364; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 681; 683; 0.000000; ATT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 692; 694; 0.000000; ATT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109];  702;  704; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 703; 705, 0.000000; ATT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109];  772;  774; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109];  789; 791; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109];  825; 827; 0.000000; AAT; 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 1061; 1063; 0.000000; ATT;, 18.39062;
C/EBPdelta  [T00109]; 1065, 1067; 0.000000; ATT; 18.39062;
NF-kappaB1 [T00593]; 120; 131; 14.113256; GGGGAAATGCTA; 0.02876;
AP-3  (2) [T00039]; 129; 135; 7.527031; CTAACTT; 1.07758;
AP-3  (2) [T00039]; 190; 196; 11.290546; CTAACAG; 0.86206;
AP-3  (2) [T00039]; 211; 217; 12.734565; CTCTTAG; 0.28735;
AP-3  (2) [T00039]; 280; 286; 7.527031; AAGTTAG; 1.07758;
AP-3  (2) [T00039]; 566; 572; 11.290546; CTAAAGG; 0.86206;
Sp3  [T02338]; 8, 16; 5.221563; GGGGCTGTG; 0.05388;
Sp3  [T02338]; 172; 180; 6.173662; CTCTGCCCC; 0.10776;
Sp3  [T02338]; 650; 658; 1.010444; GGGGCGGGT; 0.03143;
Sp3  [T02338]; 892; 900, 1.234677;, GGGGCTGGC; 0.03143;
Sp3  [T02338]; 908; 916; 4.946079; GGGGCGGAG; 0.05388;
Sp3  [T02338]; 935; 943; 6.887339; GGGGCCAGC; 0.08980;
Sp3  [T02338]; 961; 969; 5.652662; GGGGCGGCG; 0.04490;
Sp3  [T02338]; 1000; 1008; 6.887339; GGGGCCGCC; 0.08980;
Sp3 [T02338]; 1027; 1035, 5.221563; CCGGGCCCC; 0.05388;
Sp3 [T02338]; 1164; 1172; 6.634728;, CGCAGCCCC; 0.06286;
AP-2alpha [T00033]; 7; 15; 5.364288; TGGGGCTGT; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 119; 127; 3.161178; TGGGGAAAT; 0.03592;
AP-2alpha [T00033]; 173; 181; 5.364288; TCTGCCCCA; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 254; 262; 2.107452; TTTTCCCCA; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 381; 389; 2.107452; TTCTCCCCA; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 544; 552; 6.513673; TGGGGTCTC; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 865; 873; 2.107452; TGGGGAGGA; 0.10776;
AP-2alpha [T00033]; 1166; 1174; 7.567399; CAGCCCCCA; 0.21552;
AP-2 [T00034]; 115; 124; 10.676661; CTCTTGGGGA; 0.04939;
AP-2  [T00034]; 257, 266; 13.225137, TCCCCATCTT; 0.06286;
AP-2 [T00034]; 384; 393; 14.248084; TCCCCACACA; 0.05725;
AP-2  [T00034]; 751; 760; 8.023205; TCCCAGGGGA; 0.05276;
AP-2  [T00034]; 756; 765; 10.770370; GGGGAGGGGA; 0.04041;
AP-2 [T00034]; 861; 870, 7.726527; GGGGTGGGGA; 0.01010;
AP-2 [T00034]; 1005; 1014; 5.231211; CGCCGGGGGA; 0.02245;
AP-2alphaA  [T00035]; 33; 38 0.000000;, GCCTGC; 0.57471;
AP-2alphaA  [T00035]; 170; 175; 3.440418; GCCTICT; 0.86206;
AP-2alphaA  [T00035]; 287; 292; 3.004803; GAAGGC; 0.86206;
AP-2alphaA  [T00035]; 405; 410; 2.003202; GGAGGC; 0.57471;
AP-2alphaA  [T00035]; 493; 498; 3.440418; GCCTICT; 0.86206;
AP-2alphaA  [T00035]; 676; 681; 0.798453; GCCTGA; 0.28735;
AP-2alphaA  [T00035]; 871; 876; 2.003202; GGAGGC; 0.57471;

4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
4.17891;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
9.39807;
0.05159;
0.63930;
0.53815;
0.22577;
0.63930;
0.53815;
0.18532;
0.29456;
0.12964;
0.12964;
0.18532;
0.21034;
0.15459;
0.21034;
0.18532;
0.17126;
0.22345;
0.05070;
0.22345;
0.14850;
0.14850;
0.20155;
0.14850;
0.38778;
0.09381;
0.09987;
0.07676;
0.10314;
0.07069;
0.01677,
0.05175;
1.12243;
1.12161;
1.12874;
1.11939;
1.12161;
0.37217;
1.11939;



EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;

AP-2alphaA  [T00035]; 878; 883; 2.003202; GGAGGC;
AP-2alphaA  [T00035]; 1049; 1054; 3.164494; GCCTTG;
AP-2alphaA [T00035]; 1124; 1129; 0.159691; GCCTGG;
Elk-1 [T05013]; 285; 293; 2.458781; AGGAAGGCT;
Elk-1 [T05013]; 815; 823; 1.510524; AGGAAGTAT;
USF2b  [T02377]; 326; 333; 12.629773; AGCATGAC;
USF2b  [T02377]; 573; 580; 12.629773; GTCAGTCC;
USF2b  [T02377]; 634; 641; 6.942764; TAGTTGAGC;
USF2b  [T02377]; 803; 810; 12.629773; GTCAAGCC;
c-Jun  [TO0131]; 330; 335; 3.054077; TGACCT;
c-Jun  [TO0131]; 571; 576; 2.545064; GGGTCA;
c-Jun  [TO0131]; 638; 643; 2.545064; TGACAG;
c-Jun  [TO0131]; 801; 806; 3.054077; ATGTCA;
JunB  [T00436]; 330; 335, 2.941176; TGACCT;
JunB  [T00436]; 571; 576; 4.411765; GGGTCA;
JunB  [T00436]; 638; 643; 2.941176; TGACAC;
JunB  [T00436]; 801; 806; 1.470583; ATGTCA;
c-Fos [T00124]; 330; 336; 8.219878; TGACCTT;
c-Fos [T00124]; 570; 576; 6.733315; AGGGTCA;
c-Fos [T00124]; 638; 644; 6.733315; TGACACT;
c-Fos [T00124]; 800; 806; 3.671664; TATGTCA;
c-Jun  [T00132]; 330; 336; 5.994283; TGACCTT;
c-Jun  [TO0132]; 570; 576; 3.963688; AGGGTCA;
cJun  [T00132]; 638; 644; 4.166787; TGACACT;
c-Jun  [T00132]; 800; 806; 2.842993; TATGTCA;
c-Jun  [T00133]; 330; 336; 8319990; TGACCTT;
c-Jun  [TO0133]; 570; 576; 6.491349; AGGGTCA;
c-Jun  [TO0133]; 638; 644; 5.956821; TGACACT;
c-Jun  [T00133]; 800; 806; 3.966753; TATGTCA;
JunD  [T00437]; 330; 336; 7.034347; TGACCTT;
JunD  [T00437]; 570; 576; 7.034347; AGGGTCA;
JunD  [TO0437]; 638; 644; 7.034347; TGACACT;
JunD  [T00437]; 800; 806; 0.506964; TATGTCA;
c-Fos [T00122]; 330; 337, 13.129597; TGACCTTT;
c-Fos [T00122]; 569; 576; 8.871459; AAGGGTCA;
c-Fos [T00122]; 638; 645; 8.871459; TGACACTT;
c-Fos [T00122]; 799; 806; 12.203871; TTATGTCA;
ATF3  [T01095]; 330; 337; 8.658854; TGACCTTT;
ATF3 [T01095]; 569; 576; 12.385428; AAGGGTCA;
ATF3 [T01095]; 638; 645; 12.385428; TGACACTT;
ATF3  [T01095]; 799; 806; 7.453148; TTATGTCA;
C/EBPbeta(p20) [T01420]; 356; 363; 7.000129; CTTTACAA; 0.48491;

C/EBPbeta(p20) [T01420]; 688; 695;
C/EBPbeta(p20) [T01420]; 1052; 1059; 14.000258; TTGCACCC; 0.96982;

E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1
E2F-1

[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];
[T01542]

[TO1542];
[T01542]

[TO1542];
[TO1542];
[TO1542];

>

>

523;
538;

652;
659;
881;
889;
900;
910;

927,
963;
966;
971;
980;
1002;
1019;
1022;

529;
544;
658;
665;
887;
895;
906;
916;
933;
969;
972;
977;
986;
1008;
1025;
1028;

9.608274;
10.575502;
5.944817,
7.879274;
7.879274;
3.397038;
5.944817,
5.331496;
5.944817,
5.331496;
5.331496;
0.000000;
7.673817;
7.879274;
0.000000;
5.331496;
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GGCCGCA;
AGCGGTT;
GGCGGAT;
GGCGGAC,;
GGCGGCT;
CGCGGGG;
CGCGGGC;
GGCGGAG;
CGCGGGC;
GGCGGCG;
GGCGGCG;
CGCGGGA;
AGCGGGC;
GGCCGCC;

TCCCGCC;

CGCCGCC;

0.57471;
0.86206;
0.57471;
0.05388;
0.10776;
1.29309;
1.29309;
0.86206;
1.29309;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.14941;
1.72412;
1.14941;
1.72412;
1.14941;
0.35919;
0.43103;
0.43103;
0.35919;
0.28735;
0.35919;
0.35919;
0.21552;
0.43103;
0.43103;
0.43103;
0.28735;
0.86206;
0.86206;
0.86206;
0.43103;
0.28735;
0.07184;
0.07184;
0.28735;
0.71838;
0.57471;
0.57471;
0.35919;

10.500194; TTGCATTT; 0.70042;

0.57471;
0.28735;
0.28735;
0.71838;
0.71838;
0.43103;
0.28735;
0.28735;
0.28735;
0.28735;
0.28735;
0.14368;
0.28735;
0.71838;
0.14368;
0.28735;

1.11939;
1.12874;
1.12243;
0.04395;
0.08747;
1.12466;
1.12466;
0.76035;
1.12466;
0.83744;
1.13146;
1.13146;
0.83744;
1.54490;
1.25574;
1.54490;
0.83425;
0.26148;
0.41148;
0.41148;
0.29441;
0.21167;
0.34366;
0.34366;
0.22453;
0.44161;
0.46131;
0.35020;
0.18295;
0.83250;
0.83250;
0.83250;
0.33594;
0.20935;
0.06216;
0.06216;
0.25906;
0.64438;
0.52500;
0.52500;
0.25750;
0.24261;
0.37415;
0.56555;
0.93528;
0.38572;
0.85840;
1.63333;
1.63333;
0.89786;
0.85840;
0.84237;
0.85840;
0.84237;
0.84237;
0.33699;
0.57470;
1.63333;
0.33699;
0.84237;



EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;
EMBOSS_001;

E2F-1 [TO1542]; 1032; 1038; 3.397038; CCCCGCG;
E2F-1 [TO1542]; 1035; 1041; 5.944817; CGCGGGC;
E2F-1 [T01542]; 1066; 1072; 3.663457; TTCCGCT;
E2F-1 [TO1542]; 1085; 1091; 9.608274; AGCGGCC;
E2F-1 [TO1542]; 1093; 1099; 7.879274; GGCCGCG;
E2F-1 [TO1542]; 1104; 1110; 7.879274; GGCCGCC;
E2F-1 [T01542]; 1118; 1124; 5.944817; GCCCGCG;
E2F-1 [T01542]; 1128; 1134; 5.944817; GGCGGGC;
E2F-1 [T01542]; 1158; 1164; 6.298724; CACCGCC;
E2F-1 [TO01542]; 1161; 1167; 7.060495; CGCCGCA;
USF2  [T02115]; 330; 335; 1.796148; TGACCT;
USF2  [T02115]; 571; 576; 0.000000; GGGTCA;
USF2  [T02115]; 638; 643; 0.537759; TGACAG;
USF2  [T02115]; 801; 806; 2.333908; ATGTCA;
c-Fos [T00123]; 329; 336; 12.992464; ATGACCTT;
c-Fos [T00123]; 570; 577; 9.277619; AGGGTCAG;
c-Fos [T00123]; 637, 644; 9.905753; TTGACACT;
c-Fos [T00123]; 800; 807; 9.815513; TATGTCAA;
USF2 [T00878]; 634; 642; 13.273289; TAGTTGACA;
Spl  [T00759]; 649; 657; 0.000000; GGGGGCGGG;
Spl  [T00759]; 656; 664; 10.523575; GGTGGCGGA;
Spl  [T00759]; 878; 886; 9.713277; GGAGGCGGC;
Spl  [T00759]; 907; 915; 2.416885; AGGGGCGGA;
Spl  [T00759]; 960; 968; 2.426534; GGGGGCGGC;
Spl  [T00759]; 963; 971; 10.820862; GGCGGCGGC;
Spl  [T00759]; 1003; 1011; 12.008710; GCCGCCGGG;
Spl  [T00759]; 1020; 1028; 8.394328; CCCGCCGCC;
Spl  [T00759]; 1023; 1031; 12.008710; GCCGCCGGG;
Spl  [T00759]; 1105; 1113; 11.716571; GCCGCCAGC;
Spl  [T00759]; 1125; 1133; 9.465589; CCTGGCGGG;
Spl  [T00759]; 1159; 1167; 11.116482; ACCGCCGCA;
Spl  [T00755]; 650; 658; 0.839384; GGGGCGGGT;
Spl  [T00755]; 908; 916; 0.355580; GGGGCGGAG;
Spl  [T00755]; 919; 927; 9.474771; CGGGCGCAC;
Spl  [T00755]; 961; 969; 1.066740; GGGGCGGCG;
C/EBPalpha [T00104]; 17; 22; 0.359839; GCAACG;
C/EBPalpha  [T00104]; 59; 64; 0.359839; GCAACT;
C/EBPalpha [T00104]; 686; 691; 2.166790; TTTTGC;
C/EBPalpha [T00104]; 1050; 1055; 3.610025; CCTTGC;
C/EBPalpha  [T00105]; 15; 20; 1.717627; TGGCAA;
C/EBPalpha [T00105]; 57; 62; 0.858813; GGGCAA;
C/EBPalpha [T00105]; 688; 693; 1.288220; TTGCAT;
C/EBPalpha [T00105]; 1052; 1057; 0.644110; TTGCAC;
C/EBPalpha  [T00108]; 15; 20; 3.200469; TGGCAA;
C/EBPalpha [T00108]; 57, 62; 2.794677; GGGCAA;
C/EBPalpha [T00108]; 688; 693; 0.162317; TTGCAT;
C/EBPalpha [T00108]; 1052; 1057; 0.000000; TTGCAC;
C/EBPbeta  [T00459]; 15; 20; 2.241783; TGGCAA;
C/EBPbeta [T00459]; 57, 62; 0.837896; GGGCAA;
C/EBPbeta [T00459]; 688; 693; 0.755939; TTGCAT;
C/EBPbeta [T00459]; 1052; 1057; 0.000000; TTGCAC;
C/EBPbeta [T00581]; 14; 20; 4.807336; GTGGCAA;
C/EBPbeta [T00581]; 56; 62; 3.924278; CGGGCAA;
C/EBPbeta [T00581]; 688; 694; 3.546773; TTGCATT;
C/EBPbeta [T00581]; 1052; 1058; 0.805985; TTGCACC;
PBF  [T02693]; 379; 386; 6.570033; CCTTCTCC;
PBF [T02693]; 827; 834; 7.632876; TAAGAAGG;
PEND [T05977]; 792; 802; 13.253194; AAACCTCTTAT;
PEND [T05977]; 826; 836; 4.603069; ATAAGAAGGGC;
NF-kappaB [T00588]; 121; 130; 9.122788; GGGAAATGCT; 0.03816;
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0.43103;
0.28735;
0.43103;
0.57471;
0.71838;
0.71838;
0.28735;
0.28735;
0.14368;
0.28735;

0.28735;

0.28735;
1.14941;

0.86206;
0.35919;
0.19756;
0.34123;
0.34123;
0.13470;
0.01796;
0.09429;
0.12123;
0.04939;
0.04939;
0.17511;
0.22449;
0.08082;
0.22449;
0.09878;
0.12123;
0.17511;
0.03592;
0.00898;
0.13470;
0.03592;
0.86206;
0.86206;
0.28735;

1.14941;
1.72412;

1.14941;

1.72412;
0.57471;
1.72412;

1.72412;

0.57471;
0.57471;
1.14941;
0.86206;

0.86206;
0.28735;
0.57471;

0.35919;
0.43103;
0.21552;

0.21552;
0.21552;

0.01768;
0.00561;

0.89786;
0.85840;
0.89786;
0.93528;
1.63333;
1.63333;
0.85840;
0.85840;
0.35302;
0.56397;
0.24883;
0.37706;
1.24594;
0.58861;
0.33726;
0.22205;
0.30095;
0.30095;
0.11966;
0.08315;
0.17898;
0.32918;
0.17018;
0.17018;
0.39768;
0.50402;
0.23180;
0.50402;
0.18890;
0.32918;
0.39768;
0.12671;
0.03993;
0.29209;
0.12671;
1.02830;
1.02830;
0.17920;
1.25493;
1.35830;
1.18762;
1.35830;
0.42803;
1.79106;
1.79106;
0.41834;
0.41834;
0.93755;
0.72109;
0.72109;
0.24883;
0.48488;
0.37663;
0.25364;
0.17437;
0.20163;
0.20222;
0.00491;
0.00219;
0.04248;



EMBOSS 001; NF-kappaB [T00588]; 851; 860; 4.125075; GGTGCTTCCC; 0.00898;
EMBOSS 001; NF-kappaB [T00588]; 1133; 1142; 13.179658; GCTTCTTCCC; 0.02245;
EMBOSS 001; STAT6 [T01581]; 117; 125; 11.888081; CTTGGGGAA;
EMBOSS 001; STAT6 [TO01581]; 612; 620; 8.819774; TAGAGGGAA;
EMBOSS 001; STAT6 [TO1581]; 765; 773; 14.835612; AAACGGGAA;
EMBOSS 001; STAT6 [TO01581]; 807; 815; 12.945688; AGCCGGGAA;
EMBOSS 001; STAT6 [T01581]; 856; 864; 13.630951; TTCCCGGGG;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 651; 659; 11.967645; GGGCGGGTG;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 658; 666; 14.802692; TGGCGGACG;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 897; 905; 10.127795; TGGCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 968; 976; 14.647653; CGGCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 1018; 1026; 7.233658; CTCCCGCCG;
EMBOSS_001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 1103; 1111; 14.226209; GGGCCGCCA;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 1119; 1127; 12.011069; CCCGCGCCT;
EMBOSS 001; E2F-1:DP-1 [T05204]; 1127; 1135; 6.106834; TGGCGGGCT;
EMBOSS 001; Spl [T01228]; 649; 659; 8.660229; GGGGGCGGGTG;
EMBOSS 001; Spl [T01228]; 966; 976; 11.373466; GGCGGCGCGGG;
EMBOSS 001; Spl [T01228]; 1018; 1028; 11.373466; CTCCCGCCGCC;
EMBOSS 001; Spl [T01228]; 1119; 1129; 13.898109; CCCGCGCCTGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 649; 657; 6.363515; GGGGGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 886; 894; 4.354054; CTGCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 897; 905; 7.017115; TGGCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 924; 932; 7.224594; GCACGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 968; 976; 7.432073; CGGCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 977; 985; 7.862612; AGGAGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 1020; 1028; 6.363515; CCCGCCGCC;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 1032; 1040; 7.432073; CCCCGCGGG;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 1033; 1041; 7.224594; CCCGCGGGC;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 1119; 1127; 7.432073; CCCGCGCCT;
EMBOSS 001; E2F-1 [T01543]; 1125; 1133; 3.492976; CCTGGCGGG;
EMBOSS 001; Spl [T00753]; 651; 656; 0.000000; GGGCGG;
EMBOSS 001; Spl  [T00753]; 909; 914; 0.000000; GGGCGG;
EMBOSS 001; Spl [T00753]; 962; 967; 0.000000; GGGCGG;
EMBOSS 001; Spl [T00752]; 650; 659; 2.866783; GGGGCGGGTG;
EMBOSS 001; Spl [T00752]; 908; 917; 0.380930; GGGGCGGAGG;
EMBOSS 001; Spl [T00752]; 961; 970; 1.029779; GGGGCGGCGG;
EMBOSS 001; Spl [T00754]; 650; 659; 1.600535; GGGGCGGGTG;
EMBOSS 001; Spl [T00754]; 908; 917; 1.448144; GGGGCGGAGG;
EMBOSS 001; Spl [T00754]; 961; 970; 2.055715; GGGGCGGCGG;
EMBOSS 001; Sp3 [T02453]; 905; 917; 9.952027; GCAGGGGCGGAGG;
EMBOSS 001; Sp3 [T02453]; 958; 970; 12.222268; TCGGGGGCGGCGG;
EMBOSS 001; AP-4 [T00036]; 939; 949; 14.778930; CCAGCTGCTCG;
EMBOSS 001; USF1 [T00874]; 487; 495; 9.123035; GCACGAGCC;
EMBOSS 001; USFI [T00874]; 605; 613; 8.880673; CCACGCGTA;
EMBOSS 001; USF1 [T00874]; 924; 932; 9.000791; GCACGCGGG;
B ) ) U

118

0.02694;
0.05837;
0.09429;
0.01347;
0.02694;

0.12123;
0.07184;
0.10327;
0.10776;
0.04490;
0.16613;
0.12123;
0.01796;

0.01852;
0.01515;

0.01515;
0.07829;

0.12123;
0.16164;
0.08082;
0.08082;
0.24245;
0.16164;
0.12123;
0.24245;
0.08082;
0.24245;
0.08082;
0.28735;
0.28735;
0.28735;
0.03143;
0.00449;
0.00898;
0.01796;
0.01796;
0.02133;

0.01105;
0.01694;

0.08839;
0.17062;
0.17062;
0.17062;

0.01480;
0.02586;
0.02036;
0.04828;
0.13186;
0.02655;
0.04537;
0.27364;
0.16484;
0.23651;
0.29311;
0.09327;
0.33122;
0.27364;
0.03737;
0.06031;
0.05198;
0.05198;
0.18694;
0.43862;
0.32622;
0.27033;
0.27033;
0.63526;
0.35798;
0.43862;
0.63526;
0.27033;
0.63526;
0.22726;
0.87690;
0.87690;
0.87690;
0.09412;
0.01594;
0.04140;
0.07126;
0.07126;
0.07547,
0.03707;
0.05214;
0.14770;
0.29414;
0.29414;
0.29414;



OZGECMIS

Kisisel Bilgiler
Ad1 Soyadi : Yasemin KELES
Dogum tarihi ve yeri :
e-posta
Ogrenim Bilgileri
Derece Okul/Program Yil
Y Lisans Bahkgsu Universitesi/Molekiiler Biyoloji ve 2023
Genetik
Lisans Bahkqsu Universitesi/ Molekiiler Biyoloji ve 2020
Genetik
Lise Tlfe Ogret.mer} Melehat Aksoy Anadolu 2016
Ogretmen Lisesi

119




