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OZET

INSAN ADAMTS-1 GENININ
TRANSKRIiPSiYONEL REGULASYONU
DOKTORA TEZi
SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIiYOLOJI ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, SUBAT - 2012

ADAMTS’ler (A  Disintegrin and  Metalloproteinase ~ with
Thrombospondin Motifs) hem memelilerde hem de omurgasizlarda bulunan bir
ekstrasellular, proteaz ailesidir. ADAMTS ler ilk olarak, ADAMTS-1 ile Kuno
ve arkadaglar tarafindan 1997 yilinda tanimlanmistir, daha sonra ise ailenin
diger 18 iiyesi tanimlanmustir. Hem anti-anjiyogenetik etkisi hem de agrekanaz
aktivitesi bulunan ADAMTS-1 geninin ekspresyonu birgok patofizyolojik
durumda degismektedir. Ancak, literatiir incelendiginde ADAMTS-1 geninin
transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili bilginin sinirli oldugu goriilmektedir.

Calismamizda ADAMTS-1'in Hep3B hiicre hattinda transkripsiyonel
regiilasyonu aydinlatilmaya calisiimstir. Ilk olarak Hep3B hiicrelerinde, CoCl,
ile indiiklenen hipoksik modeli olusturulmus ve hipoksik durumun ADAMTS-
1 mRNA’simin seviyesini arttirdigt belirlenmistir. Yedi farkli promotor parcast
transfekte edilerek ADAMTS-1 transkripsiyonel aktivitesi belirlenmistir.
Ektopik olarak SP1, C/EBPo ve USF transkrispiyon faktorleri hiicrelere
verilerek (i) Transkripsiyonel aktiviteye etkileri (i) ADAMTS-1 mRNA
seviyesi (i) ADAMTS-1 protein seviyesine etkileri incelenmistir. Bu etki hem
normal oksijen kosullarinda hemde hipoksik kosullarda, 24, 48 ve 72 saatlerde
arastirilmistir. Normal oksijen kosullarinda, SP1 ve USF genel anlamda
promotor pargalarinda transkripsiyonel aktiviteyi azaltirken, bu etki mRNA ve
protein diizeyinde de siirmiistiir. C/EBPa da ise transkripsiyonel, mRNA ve
protein diizeyinde istatistiki olarak anlamli olacak bir etki goriilmemistir.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS, ADAMTS-1, anjiyogenez, kanser,
transkripsiyonel regiilasyon



ABSTRACT

THE FUNCTIONAL ANALYSIS OF HUMAN ADAMTS-1 GENE
PH.D THESIS
SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY
(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )
BALIKESIR, FEBRUARY 2012

ADAMTS (A Disintegrin and Metalloprotease with Thrombospondin
Motifs) is a novel family of extracellular proteases found in both mammals and
invertebrates. ADAMTS-1, identified by Kuno at all in 1997, is the first
member of ADAMTS family. Subsequently, the other 18 members of the
family have been isolated. It has been shown that the expression of ADAMTS-
1 that has both anti-angiogenetic and aggrecanese activity was disregulated in
many pathophysiologic circumstances. However, there is limited information
available on transcriptional regulation of ADAMTS-1 gene in the literature.

In this study, the transcriptional regulation of ADAMTS-1 is elucidated
in HEP3B cells. Firstly, CoCl,-induced hypoxic model was performed in
Hep3B cells and the hypoxic condition led to the induced ADAMTS-1 mRNA
expression. Transcriptional activity was determined by transfecting seven
different ADAMTS-1 promotor constructs into the Hep3B cells. The effect of
ectopic expression of SP1, C/EBPa and USF on ADAMTS-1 gene expression
was analysed in (i) transcription activity of promotor constructs (ii) ADAMTS-
1 mRNA level (iii) ADAMTS-1 protein level. The study was performed in
both hypoxic and normoxic conditions with different time points namely, 24h,
48h and 72h. In normoxic conditions, SP1 and USF transcription factors
resulted in the decrease in ADAMTS-1 transcriptional activity consistent with
mRNA and protein level. On the other hand, C/EBPa transcription factor didn’t
show any statistically significant effect on ADAMTS-1 gene expression.

KEYWORDS: ADAMTS, ADAMTS-1, angiogenesis, cancer, transcriptional
regulation.
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1. GIRIS

Hiicrelerin hiicre dis1 ortamla olan etkilesimlerini saglayan hiicre dis1 matriks
hiicrelere mekanik destek saglamanin yaninda embriyogenez, hiicre gogii, yara tamiri
ve programlanmis hiicre 6limii gibi pek cok fizyolojik olayda da onemlidir. Bu
fizyolojik olaylarin disinda, tiimor metastazindan AIDS’e kadar pek ¢ok patolojik
durumda da aym etkilesimler son derece 6nemlidir. Hiicre yiizeyi ve ekstraseliiler
matriksdeki proteazlar bu fizyolojik ve patalojik olaylarda olduk¢a 6nemli rollere
sahiptirler [1-12].

Ekstraseliiler matriksin proteolitik yikiminda proteaz aktivitesine sahip ¢ok
sayida molekiil gorev alir. Bu molekiiller domain yapilarina gore ¢ok sayida protein
ailesi olarak gruplandirilir. Tk grup trombin, doku plazminojen aktivatérii, urokinaz
ve plazmini iceren serin proteazlardir. ikinci grup olan matriks metalloproteinazlar
(MMP) 23 iiyeden olusan yiiksek oranda korunmus Zn-bagimli endopeptidazlardir.
Bu ilk iki grup ECM yikiminda ve kanser metaztasinda gorev alan genis spekturumlu
proteazlardir. Uciincii  grup kemik farklilasma protein  1/tolloid  ailesi
metalloproteinazlaridir. Son grup ise hiicre-hiicre adezyonu ve proteolizde gorev alan
ADAM (bir disintegrin ve metalloproteaz) veya MDC
(metalloproteaz/disintegrin/sistein) olarak adlandirilan transmembran
glikoproteinlerdir [1-12]. ADAM ailesinde yer alan proteinler, hiicre membraninda
bulunan ve c¢ok sayida domeyne sahip olan ¢inko bagimli metalloproteinazlardir.
"ADAM" terimi "bir disintegrin ve metalloproteinaz" anlamimna gelmektedir.
Disintegrin ve metalloproteinaz domeynleri sayesinde ADAM’lar, hem adezyon
proteinlerinin hem de proteinazlarin 0Ozelliklerine sahiptirler. Bu o6zellikleri
ADAM’lan diger hiicre ylizey proteinlerinden ayirir ve hiicre-hiicre etkilesimleri ile
hiicre-matriks etkilesimlerinde 6nemli rollere sahiptirler [9-12]. Bugiine kadar
ADAM ailesine ait 30’a yakin protein tanimlanmigtir ve bazilarinin fonksiyonlari

tanimlanmastir.



ADAM ailesi proteinlerinin genis 6l¢lide tanimlanmasinin ardindan ADAM-
iligkili yeni bir grup proteinin varligr Kuno ve arkadaslar1 [3] tarafindan 1997 yilinda
gosterilmistir. Kuno ve arkadaslar1 farelere, enjekte ettikleri bir hiicre hattiyla
kaseksik kolon kanseri modeli olusturmuslar ve bu kanser tiiriinde ifade olan genleri
belirlemislerdir. Bu ¢alismada, ADAM protein ailesinin iiyelerine ¢ok benzeyen,
trombospondin tip 1 (TSP1) motifleri tasiyan ve inflamasyonla iligkili olan bir
protein klonlanmistir. Arastiricilar, bu yeni iiyeyi tanmimlamak i¢cin ADAMTS (a
disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) adin1 kullanmislardir.
ADAM ailesi iiyelerinin aksine, hiicre membraninda yer almayip, ekstraselliiler
matrikse salgilanan ADAMTS’ler; ADAM ailesi iiyelerinin sahip olduklar1 tim
domainleri igermelerine ragmen, kendilerine 6zgii TSP1 motifleri de bulundurduklar:

icin ADAM f{iyeleri olarak kabul edilmemistir ve yeni bir aileyi olusturmuslardir [3].

1.1 ADAMTS Protein Ailesi

1997 de bulunan ilk iiyeyi takiben, ADAMTS ailesine iiye yeni proteinler
tanimlanmistir. Bugiin, ADAMTS’ler ile benzer domainlere sahip yeni tanimlanmis
ADAMTSL (ADAMTS-like) olarak isimlendirilen 3 gen ile birlikte insanda 19
ADAMTS geni tanimlanmistir. Daha sonra, hiicre disi matriksin sekillenmesi,
organogenez ve hemostaz gibi pek cok onemli olayda rol oynayan ADAMTS ler,
domainlerin organizasyonu, protein dizisi, gen dizisi korunmusluguna ve substrat

tercihine gore gruplandirilmistir [9-14].

Buna gore bu alt gruplardan bahsetmek gerekirse: (Sekil 1) (i) Kollejen N-
proteinazlar, ADAMTS-2, 3 ve 14. Prokollajenin N-ucundaki propeptitleri
uzaklastirarak kollajene dontismesinde rol oynarlar. (ii) Agrekanazlar; ADAMTS-1,
4,5, 8, 9, ve 15. Matriks proteoglikani olan agrekanin parcalanmasinda agrekanaz
aktivitesine sahiptirler. Daha sonra bu grubun, merkezi sinir sisteminde yogun
sekilde ifade olan brevikan ile kan damarlarinda bulunan versikani1 da parcaladig:
bulunmustur. (iii) Anjiogenezin inhibisyonunda gorev alanlar; ADAMTI ve 8. (iv)
Kan pihtilagsmasi homoeostasta von Willebrand Faktoriinii Pargalayan Proteaz olarak
bilinen ; ADAMTS-13 (VWFCP) dir. Bu gorevlerinin diginda ayrica ADAMTS’ler

organogenez, inflamasyon ve fertilite da gorev almaktadirlar. Ayrica son ¢aligmalar



gostermektedir ki artritde ve pekcok kanserde bazi ADAMTS genlerinin
ekspresyonlar1 degismektedir [13,14].

ADAMTS-2, 3 ve 14

Kollejen N-
proteinaz

Von

VWFCP; e Aarek ADAMTS-1, 4,
ADAMTS-13 parcalayan grekanaz 5,8,9, ve 15

proteaz

Angiogenesin
inhibisyonu

ADAMT-1ve 8

Sekil 1.1: ADAMTS ailesi ve siniflandirilmasi

1.2  ADAMTS Proteinlerinin Bilinen Fonksiyonlar:

1.2.1 Anti-anjiyogenetik olanlar; ADAMTS 1 ve 8

Vazquez ve arkadaglari tarafindan 1999 yilinda anti-anjiyogenetik etkiye
sahip olan ADAMTS proteinleri tanimlanmistir [15]. 1999 yilinda yapilan bu
calismada ADAMTS-1 ve ADAMTSS’in; Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktoriiniin
(VEGF) uyardig1 anjiyogenezi inhibe ettikleri ve Fibroblast Biiyiime Faktorii 2°nin

uyardig1 vaskiilarizasyonu baskiladiklarini bulmuslardir.



1.2.2 Agrekanazlar; ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9 ve -15

Agrekan kikirdak dokusunda bulunan ve kikirdak dokusunu basing ve
sikigtirmalara karsi koruyan en onemli molekiildiir [16]. Ayrica agrekanin bir diger
gorevi kikirdak dokusunda bulunan kolajeni degrede olmaktan korumasidir [17].
Agrekanaz fonksiyonuna sahip olan ADAMTS iiyelerinden, enzimatik etkinligi en
giiclii olanlar ADAMTS-4 ve ADAMTS-5’dir. Bu iki enzimin, giiglii etkileri
nedeniyle, osteoartritte kikirdak yikiminda, son derece 6nemli bir role sahip olduklar
diisiiniilmektedir. Ailenin bu iki iiyesinin, agrekanin yani sira, merkezi sinir
sisteminde yogun sekilde eksprese olan brevikan ile kan damarlarinda bulunan

versikani da pargaladigi bulunmustur [18, 19].

Agrekanaz aktivitesine sahip olan bir diger proteaz ADAMTS-1 dir.
ADAMTS-1’in de agrekanin yani sira versikani parcalayabildigini bilinmektedir.
Yapilan bazi calismalar ADAMTS-1’in ekstraselliiler matriks tizerindeki etkisinin
follikiil tretilmesi i¢in, versikani degrede edici etkisinin ise ovulasyonun

gerceklesebilmesi igin zorunlu oldugunu diisiindiirmektedir [20-22].

Son yillarda ADAMTS-9’un da agrekanaz ve versikanaz aktivitelerine sahip
oldugu bulunmustur [23]. Yine, c¢ok zayif da olsa ADAMTS-8’in agrekanaz

aktivitesine sahip oldugu gosterilmistir [24].

Kikirdak metabolizmasindaki olas1 rollerinin disinda, agrekanazlarin
fizyolojik ve patolojik olaylarda bagka fonksiyonlara da sahip olabilecekleri
diistinilmektedir. ADAMTS-1 inaktive farelerle yapilan caligmalarda; biiyiime
geriligi, yag dokusu malformasyonu, uterus ve over histolojisinde degisikliklerle
beraber seyreden azalmig fertilite ve insanda, konjenital bir hastalik olan
tireteropelvik birlesme obstriiksiyonunda izlenen renal fenotipe benzer bobrek
degisiklikleri bulunmustur [25]. Ayrica ADAMTS-1, oviilasyon sirasinda
progesteron reseptoriiniin transkripsiyonel bir hedefidir [26] ve kemik ve
osteoblastlardaki ekspresyonu paratiroid hormon ve benzeri ajanlarla artar [27].

Baz1 kaynaklar, ADAMTS-1, -4, -5, -8, -9, -15 ve -20’yi hiyalektanlari
(hiyaluronana baglanan agrekan, brevikan, versikan vb. proteoglikanlar1) yiktiklar:

icin hiyalektanazlar olarak siniflandirmaktadir [14]. Yakin zamanda ADAMTS-



4’lin, hiyalektanlarin yani1 sira, COMP (Cartilage Oligomeric Matriks Proteini),
fibromodulin ve dekorin gibi proteinleri de yiktig1 gosterilmistir [28]. ADAMTS-
20’nin hiyalektanaz aktivitesini bildiren yaym bulunmamakla beraber bu proteinazin

katalitik domeyninin proteolitik aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [29].

1.2.3 Prokollajen N-proteinazlar; ADAMTS-2, -3 ve -14

Bu grup ADAMTS yeleri prokollajenin N-ucundaki propeptitleri
uzaklagtirarak kollajene doniismesinde rol oynarlar [11, 13, 14, 30]. ADAMTS2
geninde meydana gelen mutasyonlar otozomal resesif bir hastalik olan Ehler-Danlos
Sendromu (EDS) tip VIIc’ye neden olur [3, 11]. Adamts2-inaktive farelerde ise,
dogumda normal olmalarina ragmen, 1-2 ay sonra ciddi deri kirilganlhig1 gelisir.
Yine, disi fareler normal fertiliteye sahipken, erkek farelerin steril oldugu
belirlenmistir. Deride meydana gelen anormalliklerin tip I kollajen liflerinin anormal
morfolojisiyle birlikte kollajen liflerinin gaplarini arttiramamalarina da bagli oldugu
diistiniilmektedir. Sonug olarak deride kolajen liflerinin olgunlagmasi icin ADAMTS-
2’nin fonksiyon gdstermesi zorunludur. Kollejen olgunlasmasinda gorev alan diger
ADAMTS iyeleri olan ADAMTS-3 ve ADAMTS-14’lin normal fonksiyon
gostermesi; ADAMTS-2 yetersizliginden kaynaklanan anormallikleri

engelleyememektedir [31].

1.2.4 von Willebrand Faktoriinii Parcalayan Proteaz (von Willebrand factor-

Cleaving Protease, VWFCP); ADAMTS-13

vonWillebran Faktorii (vWF) plazmada, trombositlerde ve vaskiiler
endotelyal hiicrelerde bulunan biiyiik, multimerik bir glikoproteindir. Pihtilasma
faktorlerinden birisi olan faktdor VIII'in tasiyict proteinidir ve trombosit
agregasyonuna destek olur. Ayrica, damar hasari olustugunda, hem trombositlerin
yiizeyinde bulunan glikoproteinlere hem de ortaya c¢ikan ekstraseliiler matriks

bilesenlerine baglanarak trombosit adezyonunu saglar [11].

vWEF’ii multimerik bir protein olarak sentezlenir ve ADAMTS-13 tarafindan

parcalanarak daha kiiciik bir molekiile doniigiir. ADAMTS-13’{in bu islevini yerine
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getirememesi durumunda vWEF’ii plazmada birikir ve mikrodolasim boyunca
trombosit agregasyonuna neden olur. Bu durum da vWF’den ve trombositten zengin
mikrovaskiiler trombiislerin olusumu ile karakterize olan anemi, bobrek yetmezligi
ve norolojik fonksiyon bozukluklarinin eslik ettigi Trombotik Trombositopenik

Purpura (TTP)’nin olusumuna neden olur [11].

Tablo 1.1 ADAMTS iiyelerinin alternatif isimleri, kromozom lokalizasyonlari ve
bilinen substratlar1 [12]

Gen Ismi Protein ismi | Alternatif ismi Kromozom Bilinen Substratlar:
Lokalizasyonu
ADAMTS1 ADAMTS1 METH-1; 21921 Agrekan; versikan V1
agrekanaz-3
ADAMTS2 ADAMTS2 PCINP 5035 Prokollojen |, 11 and 111 N-propeptitler
ADAMTS3 ADAMTS3 KIAA0366 4021 Prokollojen Il N-propeptit
ADAMTS4 ADAMTS4 agrekanaz-1; 1923 Agrekan; brevikan; versikan V1;
KIAA0688 fibromodulin; a decorin;
karboksimetillenmis transferin
ADAMTSS5 ADAMTS5 agrekanaz-2; 21921 Agrekan
ADAMTS11

ADAMTS6 ADAMTS6 - 5g12 -

ADAMTS7 ADAMTS7 - 15024 -

ADAMTS8 ADAMTSS METH-2 11925 -

ADAMTS9 ADAMTS9 KIAA1312 3pl4 Agrekan; versikan
ADAMTS10 ADAMTS10 - 19p13 -
ADAMTS12 ADAMTS12 - 5035 -
ADAMTS13 ADAMTS13 VWFCP 9934 von Willebrand faktor
ADAMTS14 ADAMTS14 - 10921 Prokollajen | N-propeptit
ADAMTS15 ADAMTS15 - 11925 Agrekan
ADAMTS16 ADAMTS16 - 5p15 -
ADAMTS17 ADAMTS17 - 15q24 -
ADAMTS18 ADAMTS18 - 16023 -
ADAMTS19 ADAMTS19 - 5031 -
ADAMTS20 ADAMTS20 - 12q12 -

1.3 ADAMTS Proteinlerinin Yapisi

ADAMTS proteinlerinin molekiiler yapisi incelendiginde domeynler,
modiiller ve motifler alt kategorilerinden bahsedilebilir. ADAMTS’larin ¢ok sayida
izoformunun, alternatif splicing ile olusuyor olmasi ihtimali son derece yiiksektir.
ADAMTS iiyeleri incelendiginde N-uclarmin hemen hemen ayni oldugu ve C-
uclarindaki degiskenligin daha belirgin oldugu dikkat ¢eker [11].

ADAMTS proteinlerinin tiimii baglangigta inaktif formda, pre-proenzim

formunda sentezlenirler ve N-terminalinden C-terminaline dogru; bir sinyal peptide,
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bir pro-domain, bir metalloproteinaz katalitik domain, bir disintegrin benzeri domain,
merkezi, bir TS (trombospondin tip 1) motifi, sisteinden zengin bir domain, bir
spacer bolgesi ve degisen sayilarda TS motifi tekrarlar1 igerir. ADAMTS ailesi
tiyelerinin tiimiinde bulunan sekiz domeynden bagka, ailenin bazi iiyelerinin farkli
farkli domeynlerden birine veya birkacina sahip olduklari ve bu ek domeynlerin

daima molekiiliin karboksi uglarinda yerlesmis oldugu goriiliir [10, 12-14].

N- Protease domain ] Ancillary domain -C
ADAMTS1, ADAMTSIS

METH-1
(ADAMTS1)

ADAMTSS
aggrecanase-1

W1 procollagen amino-propeptidases (PNFP)

agorecanase-2 (ADAMTSS)
METH-2 (ADAMTSS)

& vWF protease

. SIGNAL PEPTIDE EEEEH]EQHPDNDIN TYPE 1 * PLAC DOMAIN
[] prO-DOMAIN [] CYSTEINE-RICH DOMAIN CUB DOMAIN
B METALLOPROTEASE ] SPACER DOMAIN ff SPACER DOMAIN
- : &2 UNIQUE ADAMTS920/GON-1
[T DISINTEGRIN-LIKE [7] UNIQUE PNP DOMAIN B DOMAIN
DOMAIN

Sekil 1.2: ADAMTS ailesi liyelerinin domain organizasyon fakliliklar: [13]

1.4 ADAMTS Proteinlerinin Ekspresyonu

ADAMTS proteinlerinin mRNA ekspresyonu Kkalp, plasenta, karaciger,
iskelet kasi, bobrek, tiroid bezi, adrenal medulla, adrenal korteks, mide, uterus,
mesane, serviks, aorta, kolon, 6zefagus, overler, prostat, medulla spinalis, kikirdak
gibi ¢ok genis normal eriskin dokusu dagilimi gostermektedir. Farkli ADAMTS

tiyelerine farkli eriskin ve fotal dokularda rastlanabilmektedir. Fotal dokulardaki



ekspresyonu

ise erigkin dokuya

kiyasla daha smurhdir.

ekspresyonlarinin 6zeti tablo 1.2°de goriilmektedir.

Genin ismi

Tablo 1.2: ADAMTS iiyelerinin doku dagilimlar1 [11]

Fotal dokular

Normal eriskin dokusu

ADAMTS’lerin

Malignant eriskin dokusu

ADAMTS1 Bobrekler, Akcigerler Kalp, plasenta, karaciger, iskelet kas1, bobrek, tiroid Sadece hiicre hatlar1
bezi, adrenal medulla, adrenal korteks, mide, uterus,
mesane, serviks, aorta, kolon, 6zefagus, overler,
prostat, medulla spinalis, kikirdak
ADAMTS2 Calisilmamig Aort, kemik, deri, tendon, mesane, retina, bobrekler, Test edilmemis
akcigerler, bagirsaklar, karaciger, iskelet kas1
ADAMTS3 Calisilmamis Plasenta, akcigerler, beyin, kalp, deri Test edilmemis
ADAMTS4 Calisilmamis Mesane, beyin, over, kalp, iskelet kasi, uterus, mide, Test edilmemis
medulla spinalis, kikirdak
ADAMTS5 Calisilmamis Mesane, serviks, 6zefagus, plasenta, uterus, kikirdak Test edilmemis
ADAMTS6 Calisilmamis Plasenta Test edilmemis
ADAMTS7 Calisilmamis Kalp, iskelet kasi, bobrek, pankreas, beyin, karaciger | Test edilmemis
ADAMTSS8 Beyin, akciger, bobrek Akciger, kalp, plasenta, beyin Sadece hiicre hatlart
ADAMTS9 Beyin, kalp, bobrek, Kalp, plasenta, akciger, iskelet kas1, bobrek, Test edilmemis
karaciger, akciger, pankreas, over, kolon, kikirdak
iskelet kasi, dalak,
timus
ADAMTS10 Calisilmamis Pankreas, kalp, beyin, akciger, plasenta, karaciger, Sadece hiicre hatlari
bobrek
ADAMTS12 Akcigerler Belirlenememis Mide kanseri
ADAMTS13 Karaciger Prostat, beyin, karaciger, plasenta, kalp, iskelet kasi Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS14 Akciger Prostat, beyin, karaciger, retina, akciger, plasenta, Bobrek ve gogiis kanseri
uterus
ADAMTS15 Karaciger, bobrek Belirlenememis Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS16 Akciger, bobrek Beyin, over, prostat, uterus Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS17 Akciger Over, prostat, beyin, karaciger Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS18 | Akciger, bobrek Prostat, beyin, endotel, submaksiller bez Incelenmis dokularda
tespit edilememis
ADAMTS19 | Akciger Belirlenememis Osteosarkom
ADAMTS20 Caligilmamig Testis, prostat, over, kalp, plasenta, akciger, pankreas, | Beyin, kolon ve gogiis

beyin

kanseri




1.5  ADAMTS Proteinlerinin Inhibisyonu

ADAMTS’lerin gen ifadelerinin seviyeleri farkli basamaklarda kontrol
edilmektedir. TIMP (Tissue inhibitor of metalloproteinases)’ler diger matriks
proteazlarda oldugu gibi ADAMTS lerin aktivitesinin kontroliinde de anahtar rol
oynarlar. TIMP’ler hem ADAM proteinlerine hem de ADAMTS proteinlerine karsi
cok daha fazla segici davranirlar [32-34]. Ornegin, agrekanazlardan ADAMTS-4 ve
ADAMTS-5 TIMP-3 tarafindan giiclii bir sekilde inhibe edilirken, TIMP-1, -2 ve -
4’e karst duyarsizdirlar [35-37]. Yine, TIMP-2 ve TIMP-3’iin ADAMTS-1’i 500
nM’lik  konsantrasyonlarda kismi olarak inhibe ettigi gdzlenirken ayni
konsantrasyonlardaki TIMP-1 ve TIPM-4’in ADAMTS-1 f{izerinde inhibit6r
etkisinin bulunmadig1 goriilmektedir [38]. Ozellikle artritlerde aktivitelerinin arttig
bilinen ADAMTS-1, -4 ve -5’in agrekanolitik aktivitesi yesil ¢ayda bulunan katekin
galat esterleri tarafindan da etkin bir bi¢imde inhibe edilmektedir [39].

ADAMTS’lerin sentetik inhibitorlerinin etkileri ile ilgili az sayida calisma
mevcuttur.  ADAMTS-1, EDTA, 1,10-phenanthroline [40], BB-94 [21] ve MMP
inhibitor 2 tarafindan [41], ADAMTS-12 ise BB-94 [42] tarafindan inhibe
edilmektedir.

1.6 ADAMTS Proteinleri ve Hastahklarla liskisi

1.6.1 ADAMTS-2 ve Ehler-Danlos Sendromu tip Vlic

Ehler Danlos Sendromlar1 (EDS), kollajen sentezi veya yapisindaki
bozukluklarla karakterize genetik gecisli hastaliklardir. Kollajen biyosentezi
karmagik bir olaydir. Kollajenin sentezinde rol oynayan birgok yapisal kollajen
geninin herhangi birini veya kollajen lifleri arasindaki capraz baglanma gibi,
transkripsiyon sonrast olaylar i¢in gereken enzimleri kodlayan genleri etkileyen
genetik hatalar EDS’ye neden olabilir. Tim EDS’ler tek gen hastaliklar1 olmakla
beraber, farkli sendrom tiplerinin kalittim sekilleri farkli Mendeliyen Kalitim tipi

gostermektedir [43].



EDS’nin en az 10 klinik ve genetik ¢esidi bilinmektedir. Bunlarin hepsinde
de defektif kollajen mevcut oldugundan bazi klinik bulgular tiim tiplerde
gorilmektedir. EDS’nin en belirgin belirti ve bulgulari; ciltte hiperekstansibilite,
elastikiyet, frajilite, eklemlerde hipermobilitedir. Bunun yani sira bazi tiplerinde,
kolon ve biiyiik arterlerde riiptiir, gozde frajilite, kornea riiptiirii ve retina dekolmani,

diyafram hernisi gibi patolojilerin gelisimine de sik olarak rastlanmaktadir [43].

Prokolajen tip I, II ve III’tin N-terminalindeki propeptitleri uzaklastirarak
kolajene doniismelerini saglayan bir proteaz olan ADAMTS-2, klinik bir hastalik ile
iligkisi belirlenmis olan ADAMTS proteinlerinden birisidir. Colige ve arkadaslari
1999 yilinda yaymladiklart calismalarinda [30], insanda goriilen Ehlers-Danlos
sendromu tip Vllc ile siirda goriilen dermatosparaksisin ADAMTS2 geninde olusan
mutasyonlara bagli olarak gelistigini bildirmislerdir. Adamts2 inaktive farelerle

yapilan c¢alismalardan da destekleyici sonuglar elde edilmistir [44].

1.6.2 ADAMT-4 ve ADAMTS-5 ve Osteoartrit

Osteoartrit (OA) ozellikle yasli populasyonda gozlenen; ana karakteri
kikirdak hasari, kikirdak altinda yeniden kemiklesme, baglanti alanlarinda
sinirlanma, sinoviyal sivida inflamasyon ve osteofit olusumu ile ortaya ¢ikan bir

hastaliktir [45].

Normalde kemiklerin ucuna yerlesmis olan eklem kikirdagi son derece
onemli iki isleve sahiptir; 1) eklem sivisi ile yikanarak eklem igerisinde tam
anlamiyla siirtinmesiz hareketi saglamak, ii) agirlik tasiyan eklemlerde agirligin
eklem yiizeyinden kemige gegisinde ylikii yayarak kemigin zedelenmeksizin agirlhigi
ve soku absorbe etmesine imkan saglamak. Bu islevler kikirdagin elastik olmasini ve
gerilime olagan listii direng gostermesini gerektirir. Elastikiyet ve direng¢ de kikirdak
dokusunun kondrositler tarafindan salgilanan iki ana bileseni tarafindan; tip II

kollajen ve proteoglikanlar tarafindan saglanir [46].

Eklem kikirdagi dinamik bir yapidir ve matriks bilesenleri siirekli yapilip
yikilarak yenilenir. Bu olaylarda, matriks proteinlerinin yani sira yikici proteinleri de

salgilayan kondrositlerin ¢aligma dengesi son derece Onemlidir. Bu nedenle de

10



kondrositlerin saghigt ve kikirdak matriksinin temel Ozelliklerini devam
ettirebilmeleri  eklem bitinligiinii saglar. Hastaligin nedeni tam olarak
bilinmemekteyse de mevcut bilgiler, yaslanma ve mekanik etkilerin, hormonlarin ve

genetik etkenlerin osteoartrit olusumunda rol oynadigini akla getirmektedir [30].

Son yillarda yapilan ¢aligmalarda belirgin agrekanaz aktivitesine sahip olan
ADAMTS-4 ve ozellikle de ADAMTS-5’in osteoartritte kikirdak dokusunda fazla
miktarlarda bulundugu ve doku agrekanin1 son derece etkin bir bi¢imde yiktig
goriilmiis, bu nedenle de hastaligin olusumunda bu artmis agrekanaz aktivitesinin rol

oynayabilecegi diisliniilmiistiir [47-50].

1.6.3 ADAMTS-10 ve Weill-Marchesani Sendromu

Marchesani Sendromu, Spherophakia-brachymorphia Sendromu, mesodermal
dysmorphodystrophy adlariyla da bilinen ve son derece nadir goriilen genetik bir
sistemik bag dokusu hastaligidir. Kiigclik ve dar gbéz c¢ukurlari, hafif maksiler
hipoplazi, dar damak, kiigiik, sferik ve kristalize lensler, glukomla beraber veya tek
basina bulunan miyopi, sik goriilen lens ektopisi, nadiren korliik, deforme ve yanlis
yerlesimli digler ve kalp defektleri ile karakterizedir. Epifiz plaklarinin geg
kemiklesmesi daima rastlanan bir bulgudur [51].

RT-PZR, Northern blot ve dot-blot analizi gibi teknikler kullanilarak
ADAMTS-10’un normal ekspresyonunu inceleyen calismalar, bu proteinin deride,
fotal kondrositlerde ve fotal ve erigskin kalbinde eksprese oldugunu gostermistir. Bu
da ADAMTS-10’un biiyiimede, deri, lens ve kalp gelisiminde major role sahip
oldugunu diistindtirmiistiir [52, 53].

1.6.4 ADAMTS-13 ve Trombotik Trombositopenik Purpura

Trombotik trombositopenik purpura (TTP), siklikla yetiskin kadinlarda
goriilen, yliksek ates, trombositopeni, mikroanjiyopatik hemolitik anemi, gegici
norolojik problemler ve bobrek yetmezligi beslisi ile karakterize Kklinik bir

sendromdur. Son yillarda vakalarin biiyiik bir kisminda vWF’linlin ¢ok biiyiik
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molekiiler agirliga sahip multimerlerini parcalayan bir enzim olan ADAMTS-13{in
eksik oldugu saptanmistir. ADAMTS-13 eksikligi durumunda vWF’ii plazmada
birikir ve baz1 durumlarda mikrodolasim boyunca trombosit agregasyonunu
saglayarak hastaligin semptomlarinin ortaya ¢ikmasimma yol agar. vWF faktoriinii
parcalayan ADAMTS-13"iin eksikligi, proteinin sentezlenmesine engel olan genetik
bir bozukluga bagli olabilecegi gibi proteine karsi olusan otoantikorlara baglh da

olabilir [54].

1.7  ADAMTS Proteinlerinin Kanser ve Anjiyogenezle iliskisi

1.7.1 Kanser ve anjiogenez

Kanser; normal hiicrelerin  ¢ogalmasi, olgunlasmast ve  diger
fonksiyonlarindaki biitiinliigiin kaybolmasi ile karakterize olan bir hastaliktir.
Kanserde temel sorun hiicre ¢ogalmasindaki kontroliin kaybolmasidir. Saglikli viicut
hiicreleri béliinebilme yetenegine sahiptirler. Olen hiicrelerin yenilenmesi ve
yaralanan dokularin onarilmasi amaciyla bu yeteneklerini kullanirlar. Fakat bu
yetenekleri de simirhidir. Sonsuz bdliinemezler. Hiicre siklusu, c¢ogalmak {izere
uyarilmig bir hiicrede gergeklesen ve bir dizi gecici biyokimyasal aktivitelerin ve
morfolojik degisikliklerin goriildiigii bir siirectir. Genel olarak, hiicreler bir boliinme
sinyali almadiklart siirece hiicre siklusunun aktif (Gl, G2, S ve M) fazlarina

girmezler ve istirahat faz1 denilen GO fazinda beklerler. [55, 56].

Buna karsin kanser hiicreleri bu 6zelliklerini kaybeder, kontrolsiiz boliinmeye
baslar ve ¢ogalirlar. Cogalma ya da biiylime genlerin kontrolii altinda olduguna gore
genetik faktorler tiim kanser tiirlerinde etkilidir. Genlerdeki bozukluklar dogustan
olabilecegi gibi, sonradan meydana gelen mutasyon adi verilen degisikliklerle de
olusabilir. Genlerde mutasyonlarla meydana gelen yapisal degisiklikler sonucu
hiicre normal kontrol mekanizmalarini kaybederek, kontrolsiiz ¢ogalma yetenegi

kazanir [55].

Kanser gelisiminden sorumlu pekc¢ok gen bulunmaktadir. Bu genleri kisaca

gruplarsak; (1) onkogenler, (i1) tumor supresor ve apoptosiz iliskili genler, (ii1) hiicre
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dongiisii kontrol genleri, (iv) hiicre adezyonu ve hareketinde gorev alan genler, (v)

ekstraseliiler matriksi bozan enzimler ve (vi) anjiogenik faktoler [55].

Onkogenler Tiimér Baskilayici Genler

- S
C Dengenin Bozulmasi

Biiyiime Faktérleri

HiicreProliferasyonunda Artis

|

Apoptozis Azalisi
ileri Genetik Hasarlar

DNA Tamir Mekanizmalarimda
Bagarisizhik

Kanser

Sekil 1.3: Genetik dengesizlik ve kanserin olusum mekanizmasi

Kanser hiicreleri toplanarak tiimdrleri olustururlar, tiimorler normal
dokular1 sikistirabilirler, icine sizabilirler yada tahrip edebilirler. Eger kanser
hiicreleri olustuklar tiimérden ayrilirsa, kan yada lenf dolasimi aracilig ile viicudun
diger bolgelerine gidebilirler. Gittikleri yerlerde tiimor kolonileri olusturur ve
biliylimeye devam ederler. Kanserin bu sekilde viicudun diger bdlgelerine yayilmasi
olayma metastaz adi verilir. Metastaz olayr anjiyogeneze bagimli olarak
gerceklesmektedir. Bir tiimor hiicresinin metastaz yapabilmesi i¢in damar igerisine
girebilmesi, dolasimda yasamini siirdiirebilmesi, hedef organda damar disina
cikabilmesi, organ stromasina yerlesebilmesi ve burada anjiyogenezi uyarabilmesi
gereklidir. Yani, metastazin baslangici ve sonu i¢in de anjiyogenezin gerceklesmesi

sarttir [55-57].

Anjiyogenez, fizyolojik bir siire¢ olup, yeni damarlarin olugmasi, gelismesi
anlamma gelir. Onceden mevcut olan kapillerlerden, endotel hiicrelerinin ilerleyici
invazyonu ve filizlenmesi sonucunda, yeni kan damarlarinin olusmasi olayma
anjiyogenez adi verilir. Anjiyogenez, bliylime ve gelisme ile yara iyilesmesi gibi

stireglerde olmasi beklenen bir olaydir. Bununla beraber baz1 durumlarda patolojik de
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olabilmektedir. Kanserlerde; artrit, inflamatuvar bagirsak hastaliklar1 gibi inflamatuar
hastaliklarda; ve ¢esitli géz hastaliklarinda (makiiler dejenerasyon gibi) anjiyogenez
patolojik olarak meydana gelmektedir. Periferik arter hastaliklari, gecikmis yara

tyilesmesi gibi durumlarda ise anjiyogenezin patolojik yetersizligi vardir.

Ozellikle kanserli hiicrelerin biiyiimesi igin gerekli olan besinleri alabilmek
icin tiimor hiicreleri tarafindan salgilanan maddelerle anjiogenez uyarilmaktadir.
Nitekim giinlimiizde pek c¢ok antianjiyogenik ajan, insan tlimdrleri iizerindeki
antitiimor aktivitelerinin belirlenmesi amaciyla klinik deneylerde kullanilmaktadir

[55].

Damar biiyiimesinin uyarilmasi son derece kompleks bir islemdir. ilk olarak
damar bazal membrani yikilir. Ardindan endotel hiicreleri ¢evre stromaya gog
ederler ve olusturduklar1 gb¢ kolonlarmin u¢ kisimlarinda béliniip ¢ogalmaya
baglarlar [28, 55]. Bazi integrinler anjiyogenezin bu baslangi¢ asamasinda son
derece dnemli roller iistlenirler. Ciinkii migrasyon esnasinda ekstraselliiler matrikse
baglanma, hem matrikse sikica tutunmayr hem de invaziv endotel hiicrelerinin
yasamint slirdiirmesine destek olmayr saglar. Liimen olusumu tamamlandiktan
sonra, endotel hiicreleri tarafindan gegici bir bazal membran salgilanir ve bdylece
primitif ve fonksiyonel kan damari olusumunu tamamlamis olur. Bazal membranin
yapisini olusturan tip IV kolajen, tenascin, laminin ve trombospondin-1 gibi pek ¢ok
proteinin, endotel hiicrelerinin baglanmasinda, ¢ogalmasinda ve hayatim

stirdiirmesinde etkisi oldugu bulunmugtur [28].

Anjiyogenezin timor biliylimesi ve metastazi lizerindeki onemi anlagildiktan
sonra, tiimdr damarlanmasimin yogunlugunun hastaliin prognozunu etkileyip
etkilemedigi merak edilmistir. Weidner ve arkadaslart [59] yayinladiklar
calismalarinda insan meme kanserinde primer tiimdriin mikrovaskiiler yogunlugunun
son derece Onemli bir prognostik belirte¢ oldugunu ortaya koymuslardir. Bunu,
prostat kanseri, NSCLC, kolorektal kanserler ve malign melanomlar gibi ¢ok sayida
farkli tlimor tiplerinde gercgeklestirilen ve ayni sonuca ulasan diger caligmalar takip

etmistir [57-59].

Anjiyogenik denge; endotel hiicre biiylimesi iizerinde etkisi olan bir¢cok

endojen stimiilatdr ve inhibitdr tarafindan siirdiiriilmektedir. Tiim6r dokularinda ise
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anjiyogenik dengenin vaskiiler biliylimenin uyarilmasi1 yoniinde bozuldugu
goriilmektedir. Yani, tiimor anjiyogenezi veya patolojik anjiyogenezler, endotel
hiicre biliyiimesi iizerindeki normal kontrollerin bozulmasi olarak anlasilabilir. Son
yillarda, anjigenezi etkileyen ¢esitli endojen stimiilatérler veya inhibitorler

tanimlanmastir.

1.7.1.1 Vaskiiler Endotelyal Biiyiime Faktorii (VEGF)

VEGF tiimér anjiyogenezinin en spesifik mediatorlerinden birisidir. VEGF
geni alternatif kesim ile kapiller morfogenez ve timdr anjiyogenezi i¢in kritik 6neme
sahip birka¢ farkli iirin olusturmaktadir [60, 61]. VEGF’lin izoformlar1 diiz kas
hiicreleri, fibroblastlar ve epitel hiicrelerini de igeren degisik hiicreler tarafindan
salgilanmaktadir. Bu proteinlerin tiimii iki tirozin kinaz reseptoriiniin, VEGFR1 ve
VEGFR2’nin aktivasyonu ile fonksiyon gosterir. Bunun yani sira, endotel
hiicrelerinde bulunan norofilin 1 ve 2 gibi reseptdr olmayan tirozin kinaz ko-

reseptorlerine baglanarak da calisirlar [62, 63].

VEGF165 tiimor anjiyogenezinin en spesifik mediatorlerinden birisidir.
VEGF165’in olusturdugu sinyalin baskilanmasi angiyogenezi inhibe eder ve ayni
zamanda tiimor siddetini azaltir. Daha da onemlisi, insan kanserlerinde VEGF ve
VEGFR2’nin artmis ekspresyonu invazyon ve metastaz ile iligkilidir. Bu da

VEGF iin tiimor biyolojisindeki 6nemini ortaya koymaktadir [64].

VEGF’in olusturdugu sinyalde, hiz siirlayict olaylardan birisi de hedef
hiicreye ulasma yetenegidir. VEGF’lin difiizyon hizi1 karboksi ucunda bulunan ve
heparine baglanan domeynden ciddi bi¢imde etkilenmektedir. Nitekim molekiiliin bu
domeyne sahip olmayan izoformlarinin (VEGF121 gibi) diflizyonunun daha hizh
gerceklestigi gosterilmistir [64].

1.7.1.2 Trombospondin-1

Trombospondinler embriyonik gelisim sirasinda ¢ok sayida farkli dokuda ve

oldukca fazla miktarlarda salgilanan bir glikoprotein ailesini olusturur. Eriskin
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hayatta da anjiyogenez, yara iyilesmesi ve kolajen fibril olusumu gibi ¢ok sayida

olayin diizenlenmesinde rol oynarlar [15, 65, 66].

Trombospondin ailesi, son derece spesifik modiiler bir organizasyona sahip
bes iiyeden olusur. Bu bes iiyeden Trombospondin-1 (TSP1) ve Trombospondin-2,
(TSP2) yap1 benzerligi ve amino asit aynilig1 agisindan birbirilerine en fazla
benzeyenlerdir. Her ne kadar primer dizilimleri birbirine benzemekteyse de, TSP1 ve
TSP2’nin ekspresyon paterni hem gelisim sirasinda hem de erigkinlik doneminde
Oonemli derecede farklilik gosterir. TSP1, daha ¢ok mezenkimal yerlesimli olan
TSP2’ye oranla daha epitelyal/endotelyal yerlesim gosterir. Yine, TSP1 doku hasari
ve inflamasyon mediyatorlerin tarafindan hizla uyarilirken TSP2’nin ekspresyonunda
ayni inflamatuar sitokinlerin etkili olmadig1 goriilmektedir. Ailenin bes iiyesinden
sadece TSP1 ve TSP2’nin endotel hiicre davranisi ve anjiyogenez iizerinde etkisi

oldugu gosterilmistir [66].

TSP1’in olusturdugu etkiler pek c¢ok in vivo ve in vitro modelde
gosterilmistir. In vivo olarak, TSP1, FGF-2’nin olusturdugu anjiyogenezi baskilar ve
kan damarlarinin biiylimesini inhibe eder [67, 68]. Pek ¢ok laboratuar tarafindan
gerceklestirilen in vitro c¢alismalarda; adezyonu ayarladigi, migrasyonu baskiladigi,
proliferasyonu inhibe ettigi ve CD36 aktivasyonu yoluyla endotel hiicrelerinde
apoptozisi baslattigi gosterilmistir [67]. Tim bu g¢alismalardan ve transgenik
hayvanlarda gergeklestirilen ¢alismalardan [69, 70] elde edilen sonug, TSP1’in
damarlarin ve epitel hiicrelerinin morfogenezi ile homeostazini etkileyen pleiotropik

bir biiyiime diizenleyicisi gibi ¢alistigidir.

Sonu¢ olarak, TSP1 ve TSP2 endotele ¢esitli sinyaller saglar.
Olgun/dinlenme halindeki vaskiiler yataklarda, bazal membranda bulunan TSPI,
muhtemelen yapiya siireklilik sinyalleri saglamaktadir. Anjiyogenez sirasinda ise
ortamda bazal membrana bagli olmayan fazla miktarlarda TSP1’in bulunmasi
migrasyonu durdurur, CD36 aktivasyonu ile apoptozisi uyarir, TGFp aktivasyonunu
diizenler ve plazmin ve MMP’lerin aktivitesini ayarlar ve bu etkilerin sonucunda

kapiller filizlenme baskilanir ve anjiyogenez inhibe edilir [66].
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1.7.2 ADAMTS lerin ilk iiyesi: Anti- Anjiogenetik ADAMTS-1

Ilk olarak Kuno ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda tanimlanmis olan
ADAMTS-1 ilk {iyesi olmasi nedeniyle diger iiyelere gore nispeten daha fazla
caligmalar yapilmistir. 1999 yilinda ADAMTS-1 vaskiiler endotelyal biiyiime
faktoriintin (VEGF) uyardig1 anjiyogenezi inhibe ettigi ve fibroblast biiylime faktori
2’nin uyardigi vaskiilarizasyonu baskiladigi bulunmustur. Bu 6zelligi nedeniyle
antianjiogenetik {iyesi olrak tanimlanmistir. Daha sonra ADAMTSS’inde bu
aktiviteye sahip oldugu gostrerilmistir. Ozellikle 2007 yilinda aydinlatilan ii¢ boyutlu
yapist ADAM’lardan farklar1 6nemli fonksiyonel domainleri ortaya konmustur.
Katalitik bolgenin tiim katlanmasi, matriks metalloproteinazlart ve ADAM’lar ile
benzerlik gostermektedir. Yapida beklenmeyen bir sekilde ¢ifte kalsiyum baglanma
bolgesi aciga cikartilmistir. Bu calismada sasirtic1 olarak daha onceleri disintegrin
benzeri domain olarak isimlendirilen domainin, ADAM10 gibi diger ADAM’larin
disintegrin domainleri ile yapisal bir benzerlik gostermedigi, aksine diger
metalloproteinazlarin sisteince zengin domainleri ile benzerlik gdsterdigi tespit
edilmistir. Aktif bolgeye karst duran ADAMTS-1’in sisteince zengin domaininin
olas1 bir regulator bolge oldugu diistiniilmektedir [71].

Sekil 1.4: ADAMTS-1 proteininin {i¢ boyutlu yapist [71] (ADAMTS-1 proteininin
marimastat ile interaksiyonu. Kirmizi ve sari renkler katalitik metaloproteinaz
domaini, yesil renk ise sisteince zengin domini gostermektedir. Katalitik ¢inko iyonu
mor ve kalsiyum baglanma béolgesine baglandigr diisiiniilen 2 kadmiyum iyonu
turuncu renkte gosterilmistir. Marimastat ligandi yapisan yuvarlaklar olarak
gosterilmigstir. Distilfit baglar: gosterilmistir.)
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ADAMTS-1’in yapisal domainlerinin aydinlatilmasi tim ADAMTS’ler i¢in
model olmustur. ADAMTS-1 proteini 8 domain igermektedir; 1) pre-domain, 2) pro-
domain, 3) metalloproteinaz domain, 4) disintegrin benzeri domain, 5) TSP-1 motifi
igeren trombospondin homolog domain, 6) Sisteince zengin domain, 7) Spacer bolge
ve 8) Karboksi terminal TSP motifleridir (Sekil 1.5). ADAM’lar transmembran
protein degil salgilanan proteinlerdir [3, 39].

Metaloproteaz . Ara bélc e. O

Sekil 1.5: ADAMTSI proteinin domain yapist (Pre: sinyal peptit, Pro; prodomain;
metalloproteinaz domain; katalitik domain, Dis; disintegrin benzeri domain, Sis;
sisteince zengin domain, TS; trombospondin tip I tekrari, ara domain

Ayrica ADAMTS-1 in yapisi ve gorevleri arasindaki iliski bazi ¢alismalarla
ortaya konmustur. ADAMTS-1 proteinin Anti-anjiyogenetik etki ve Agrekanaz

aktivitesine sahip oldugu cesitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir.

Bunlar arasinda 6ne ¢ikan, Vazquez ve arkadaslar tarafindan 1999 yilinda
ADAMTS-1 vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin (VEGF) uyardig1 anjiyogenezi
inhibe ettigi ve fibroblast biiylime faktorii 2’nin uyardigi vaskiilarizasyonu
baskilamasi ile antianjiogenetik etkidir. Ayni ¢alisma, ADAMTS-1 ve ADAMTS-
8’in  olusturduklar1  anti-anjiyogenetik cevabin TSP-1 veya endostatinin
olusturdugundan daha giiclii oldugunu ve ADAMTS-1’in inhibitor kapasitesinin de
ADAMTS-8’den daha fazla oldugu ortaya konulmustur. ADAMTS-1 ve -8’in anti-
anjiyogenetik aktivitelerine TS motiflerinin aracilik ettigi diisiiniillmektedir. Bu tekrar
motifleri, trombospondin ailesinin bes liyesinden sadece TSP1 ve TSP2’de mevcut
olan 6zel motiflerdir ve trombospondin ailesinin TS motifleri igermeyen diger li¢
iyesi anti-anjiyogenetik etkiye sahip degildir. ADAMTS-1’in C-terminalindeki iki
TS motifi tekrar1 sayesinde VEGF165’e baglandigin1 gostermistir [15, 66]. Yine,
ADAMTS-1 ve -8’in birinci C-terminal TS tekrarinda bulunan ve ADAMTS-1 ile -8
disindaki ADAMTS’larin  higbirinde mevcut olmayan GWQRRL/TVECRD

motifinin 6nemli bir role sahip olmasi olasiligi son derece yliksektir [12].
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ADAMTS-I’in de agrekanin yami sira versikani parcalayabildigini
bilinmektedir [19]. Yapilan baz1 ¢alismalar ADAMTS-1’in ekstraselliiler matriks
tizerindeki etkisinin follikiil iiretilmesi i¢in, versikani degrede edici etkisinin ise
oviilasyonun gerceklesebilmesi i¢in zorunlu oldugunu diisiindiirmektedir [20, 21,
22]. Nitekim ADAMTS-1 devre disi birakilmig farelerle yapilan galigmalarda;
bliylime geriligi, yag dokusu malformasyonu, uterus ve yumurtalik histolojisinde
degisikliklerle beraber seyreden azalmis fertilite bulunmustur [25]. Yayinlanan diger
caligmalar ise nidogenin-1’in substratlar1 oldugunu ortaya koymustur [72, 73].
Ayrica, Oviilasyon sirasinda progesteron reseptoriiniin ADAMTS-1 mRNA’sin1
arttirdigi tespit edilmistir [26].

ADAMTS-1’in kemik ve osteoblastlardaki ekspresyonu paratiroid hormon ve
benzeri ajanlarla artmaktadir. Baz1 kaynaklar, ADAMTS-1’1, -4, -5, -8, -9, -15 ve -
20’ile birlikte hiyalektanlar1 (hiyaluronana baglanan agrekan, brevikan, versikan vb.

proteoglikanlari) yiktiklari igin hiyalektanazlar olarak siniflandirmaktadir [27].

1.7.3 ADAMTS-1’in Kanserle iliskisi

Antianjiogenetik aktivitesi olan bu iiyenin Kanser tiplerindeki roliiniin
arastirtlmasi gerekliligini ortaya ¢ikmistir. Malign tiimorlerin en 6nemli 6zellikleri,
cevre dokulara invaze olabilmeleri, vaskiiler ve lenfatik sisteme girebilmeleri ve
metastatik yayilimla uzaklardaki organlara dagilabilmeleridir. Bu patolojik olaylarin
tiimiiniin gerceklesmesinde, kuskusuz doku matriksinin yikiminin énemi vardir. Bu
nedenle de kanser gelisimi ve yayiliminda, hem domeynlerinin yapist hem de
islevleri disiiniildiiglinde, MMP’ler, ADAM’lar ve. ADAMTS’lar gibi matriks

metaloproteazlar onemli rollere sahiptirler. [1].

ADAMTS-1’in kanserdeki rolleri ile yapilan ¢alismalarin ¢ogu bu iiyenin
farkl1 hiicrelerde mRNA ya da protein diizeyinde ifadesinin belirlenmesine
odaklanmistir. Yapilan bu ¢alismalarla, ADAMTS-1’in antioanjiogenetik etkisi ve
rolii de gosterilmistir. 2006 yilinda yayinladiklar1 ¢aligmalarinda, Rocks ve
arkadaslari, insan kii¢iik hiicreli olmayan akciger kanserlerinde (non-small-cell lung
carcinomas, NSCLC) ADAMTS-1 ekspresyonunu, saglikli dokulara oranla, anlaml
olarak daha az bulduklarini bildirmislerdir [74].
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Prostat stroma hiicreleri ile LNCaP, PC3, DU145 gibi prostat kanseri hiicre
hatlarinda ADAMTS-1, -4, -5, -9, -15 ve TIMP-3 ekspresyonlarinin incelendigi bir
calismada stroma hiicrelerinin bu proteinleri stirekli olarak eksprese ettikleri ancak
hiicre hatlarindaki ekspresyonunun degistini gostermislerdir [75]. Gustavsson ve
arkadaslarinin deneysel androjen-bagimsiz ve bagimli prostat kanserlerinde
angiyogenezi regiile eden genlerin ekspresyonunu arastirdiklar1 ve 2008’de
yayinladiklar1 ¢alisma ise ADAMTS-1 ekspresyonunun azaldigi bulunmustur [76].
Ayrica bizim yaptigimiz bir ¢alisma ile androjen bagimsiz prostat kanser modelleri
olan PC3 ve DU145°de ADAMTS-1 ve substrati olan VEGF’in mRNA diizeyinde
ifadeleri arastirllmis ve her iki hiicre hattinda VEGF ekspresyonu goriiliirken
ADAMTS-1 ekspresyonu sadece PC3 hiicre hattinda tespit edilmistir [77]. Porter ve
arkadaslar1 insan meme kanserinde, neoplastik olmayan meme dokusunda ve meme
kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirdikleri ve ADAMTS-1-20’nin ekspresyon
profilini inceledikleri ¢aligmada; meme karsinomu vakalarinda, tiimoriin
heterojenitesinden, tipinden ve derecesinden bagimsiz olarak, ADAMTS genlerinden
yedi tanesinin (ADAMTS-1, 3, 5, 8, 9, 10 ve 18) siirekli olarak ekspresyonun
azaldigini buldular [78].

Literatiirde karaciger kanserlerinde ADAMTS proteinlerinin ekspresyonunun
incelendigi tek calisma Masui ve arkadaslarinin hepatoseliiler karsinomalarda (HCC)
ADAMTS-1’in mRNA ekspresyonunu arastirdiklart c¢alismadir. Aragtirmacilar
inceledikleri 16 HCC vakasinda kanser dokusunda ADAMTS-1 ekspresyonu
diizeylerini belirlemigler ve bunu siroz hastalarindan elde edilen karaciger
dokusundaki ADAMTS-1 ekspresyonu ile kargilastirdiklarinda, HCC’da ADAMTS-
1 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini tespit etmislerdir [7]. Ayrica yine
grubumuz tarafinda ADAMTS-1 mRNA smin ifade oldugu Kkaraciger hiicre hatti

olan Hep3B hiicrelerinde gosterilmistir [79].

ADAMTS proteinlerinin mide ve bagirsak kanserlerinde ekspresyonu ile ilgili
cok fazla bilgi mevcut degildir. Yapilan bir ¢alismada kolorektal tiimoérlerde
ADAMTS-1’in promotor hipermetilasyonu yoluyla inaktive edildigi ortaya

konulmustur [2].

Masui ve arkadaslar1 pankreas kanserlerinde ADAMTS-1 ve ADAMTS-8’in

MRNA ekspresyonunu arastirdiklar1 ¢aligmalarinda; pankreas tiimorlerinde, saglikli
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dokuya oranla ADAMTS-1 ekspresyonunun azaldigin1 ve daha yiiksek seviyelerde
ADAMTS-1 ekspresyonuna sahip olan hastalarda, hayatta kalma siiresinin kisa
olmasi ile iligkili olan retroperitoneal invazyona ve lenf nodu metastazina daha sik

rastlandigini gostermislerdir [7].

1.8 ADAMTS-1 ve Transkrispiyonel Regiilasyonu

1.8.1 Transkripsiyonel Regiilasyon

Okaryotik organizmalarda gen ekpresyonunun farkli sekillerde diizenlenmesi,
hiicresel farklilasmanin ve her tiirlii hiicresel islevin odak noktasini olusturmaktadir.
Hiicreler ayni genetik bilgiye sahip olmalarna ragmen, bu bilgi her hiicre tipi i¢in
farkli sekillerde islenmektedir. Organizma gen regiilasyonu sayesinde, belirli bir
hiicre tipinde belirli bir gen takimini, farkli hiicre tiplerinde ise diger farkli gen
takimini ¢alistirabilme yetenegine sahip olmaktadir. Gen ekspresyonu siirecinin siki
bir sekilde kontrol edilmesi, hiicrelerin ¢evresel uyaricilara ve metabolik
ihtiyaclarma cevap verilmesi yani gelisiminin ve farklilasmasinin da kontrolii

anlamina gelmektedir [56].

DNA’da sifrelenmis olarak bulunan genetik bilginin protein sekline
dontigmesi siireci, DNA’nin RNA’ya transkripte olmasi, RNA’nin iglenmesi, protein
sentezi (translasyon) ve post-translasyonel degisikliklerin yapildigi basamaklardan
olusmaktadir. Bu basamaklarin her birinde gen ekspresyonunun kontrolii miimkiin
olsa da, hiicrelerde mutlak gerekli olan ve maksimum enerji tasarrufu agisindan da
onem teskil eden transkripsiyon basamagindaki kontrol en yaygmn olanidir ve
genlerin ¢ogunlugunda bu basamakta regiilasyon yapilmaktadir. Transkripsiyon
basamagindaki kontrol genin ifade olup olmayacagina dair karar verilen kontrol

asamasi olarak aciklanabilir.
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Genom

TRANSKRIPSIYON Trahskripsiyan

Faktorleri
Oncii-mRNA
' RNA ‘ya Baglanan
RNA Islenmesi Proteinler
mRNA
Tasima -
Stabilizasyon

Lokalizasyon

TRANSLASYON __

protein

Translasyon Sonrasi
Modifikasyon

proteom

Sekil 1.6: Gen Ifadesi ve Kontrol Basamaklari

Okaryotlarda gen ifadesinin baslangic asamasi, genin diizenleyici dizisi olan
promotor bolgesine spesifik proteinlerin ve ardindan RNA polimeraz Il enziminin
baglanmasi ve transkripsiyonun baslamasi seklinde gerceklesmektedir. RNA
polimeraz II okaryotlarda bulunan iic RNA polimerazdan bir tanesidir ve hiicrede
mRNA ve diger bir¢ok kiigiik RNA’larin transkripsiyonundan sorumlu olan
enzimdir. RNA polimerazI’'nin aktivitesi genellikle transkripsiyon baslangi¢
bolgesinin yukart kisminda bulunan diizenleyici DNA dizileri (cis etkili elements) ile
bag yapabilen birtakim spesifik proteinler (trans-etkili) arasindaki etkilesime
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baglidir. Bu diziler genellikle transkripsiyonun baslangi¢c noktasinin iist kisminda 5’
bolgede bulunurlar. Transkripsiyonun diizenlenmesinden sorumlu olan diizenleyici
DNA dizileri; (i).Bazal promotor elementleri; baslangi¢c noktasinin tanimlanmasinda
ve transkripsiyonun bazal seviyede minumum oranda devam etmesinde kritik rol
oynarlar18. (ii).Yukar1 bolge diizenleyici elementler. (iii). Enhansirlar; promotor
aktivitesini arttirict dizilerdir. (iv). Silensirlar; enhansirlara benzer tarzda islev
gorurler fakat transkripsiyonu baskilayict dizilerdir. (v). Lokus kontrol bdlgeleri,

birgok geni igeren lokusun ekspresyonunu diizenleyici dizilerdir [56].

Trans-etkili faktorler ya da transkripsiyon faktorleri spesifik DNA dizilerine
baglanarak, direkt ya da dolayli olarak RNA polimeraz II ile etkileserek
transkripsiyonu etkilemektedirler. Genel transkripsiyon faktorleri II. siif genlerin
¢ekirdek promotor dizilerine baglanarak transkripsiyonun baslangic asamasinda
RNA polimeraz II ile etkilesirler. Diizenleyici transkripsiyon faktorleri ise
fonksiyonlarmi ¢ekirdek promotorun alt ya da iist kisminda bulunan dizilere
baglanarak ve genel transkripsiyon faktorleri ile etkileserek gerceklestirirler.
Cekirdek promotor elementleri, RNA polimeraz Il tarafindan transkripsiyonun
baslatilmasi i¢in minimum diizeyde gerekli olan DNA elementlerini icermektedir.
Cekirdek promotorlar transkripsiyonun baslangi¢ bolgesi olan +1 noktasini ve
yaklasik 35 niikleotitlik asagi ve yukart promotor bdlgesini icermektedir. Genler
arasinda c¢ekirdek promotor elementleri acisindan varyasyonlar goriinse de, genellikle
TATA kutusu, TFIIB tanima dizisi, baslatic1 ve asagi ¢ekirdek promotor elementi
dizileri bulunmaktadir [56].

1.8.2 ADAMTS-1 ve Transkripsiyonel Regiilasyonu

[lk iiyesinin 1997 de izole edildigi ADAMTS-1 proteinlerinin
transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili sinirli sayida ¢alisma bulunmaktadir. ilk
bilinen {iyesi olmasina ragmen ADAMTS-1’in transkripsiyonel regiilasyonu
konusunda bilgi ¢ok sinirhidir. Fare ADAMTS-1 geninin promotoru 1997 yilinda
klonlanarak karekterize edilmistir [3]. 2006 yilinda Lind ve arkadaslar1 tarafindan
yapilan calismada DNA metilasyonunun fare ADAMTS-1 aktivitesini azalttig

belirtilmistir. Bu da farede aktivitesinin transkripsiyonel olarak promotor seviyesinde
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kontrol edildigini gostermektedir. Kanser spesifik hipermetilasyona ugradigi
disiiniilmektedir [2]. Fare ADAMTS-1 promotoruna HDAC inhibitorii olan TSA
uygulamasindan sonra SP1 ve HDAC6 baglanmasinin azaldigini bulmuslardir.
Proksimal bolgedeki GC kutularinin inaktivasyon i¢in gerekli oldugu tespit

edilmistir. SP1 in ADAMTS-1 ekspresyonunu azalttig1 agiklanmistir [4, 5].

2009 yilinda Hatipoglu ve arkadaslar1 tarafindan hipoksiyanin insan
ADAMTS-1’1 indiikleyip indiiklemedigi ve regiilasyon mekanizmasi arastirilmistir.
Endotelyal hiicrelerde, hipoksiya durumunda, ADAMTS-1 mRNA ve protein
ekspresyon seviyesi hizli bir sekilde arttigi fakat diger hiicre tiplerinde bdyle bir
durum tespit edilmemistir. Ilging bir sekildle ADAMTS-1’in hipoksiya ile
indiiklenmesi gecici bir durum olmasina ragmen HUVEC hiicrelerinde, VEGF’iin
hipoksiya ile indiiklenmesi zamana bagl olarak artmaktadir. Endotelyal hiicrelerde
ADAMTS-1 hipoksiya durumunda gegici olarak indiiklendigi ve HIF-1’in
baglanmas1 araciligiyla transkripsiyonu yapildigi tespit edilmistir. Sonug¢ olarak
ADAMTS-1 in yeni bir erken hipoksik donemde regiile edilen bir gen oldugu
gosterilmistir [6].

1.9 Cahsmanin Amaci

Calismamiza basladigimiz ilk zamanlarda literatiir taramasi yaptigimizda,
insan ADAMTS-1 geninin transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili herhangi bir bilgi
bulunmazken, 2009 yilinda Hatipoglu ve arkadaslar1 tarafindan genin regiilasyonu ile
ilgili ilk c¢alismalar yaymlamistir. Ancak bu c¢alismada yalnizca hipoksi
kosullarindaki regiilasyon ile ilgili bulgular mevcuttur. Buna gére ADAMTS-1
geninin HIF1a proteini tarafindan erken hipoksik gen olarak regiile edildigi tespit
edilmistir [6]. Genin normoksi kosullarindaki regiilasyonu yani bazal
transkripsiyonel regiilasyonu aydinlatilmamistir. Bu amacgla ¢aligmamizin konusu,
detayli olarak ADAMTS-1 geninin transkripsiyonel regiilasyonunu karaciger kanser
modeli Hep3B hiicrelerinde aydinlatmaktir. Boylece, ADAMTS-1’in normal oksijen
kosullarinda, bazal transkripsiyonel aktivitesi ve karaciger dokuya o6zel aktivitesi
konusunda bilgi sahibi olunacaktir. Ayrica genin promotorunda muhtemel olarak

baglanma boélgeleri bulunan transkripsiyon faktorlerinin etkileri belirlenerek, hem
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mRNA hem de protein seviyesinde analizleri yapilacaktir. Hatipoglu ve arkadaslar

tarafindan ADAMTS-1’in hipoksik kosullar altinda regiile edildigi bilgisine

dayanilarak, secilen transkripsiyon faktorlerinin etkileri hem normal oksijen

durumunda hemde CoCl; indiiklenmis hipoksik kosullar altinda analiz edilecektir.

Transkripsiyonel aktivitede goriilen degisiklikler mRNA diizeyinde ve protein

diizeyinde de korunup korunmadigini belirlemek icin ger¢ek zamanli PZR ve

western blot caligmalar1 gergeklestirilmistir. Bu kapsamda planlanan calismanin

basamaklar1 Sekil 7°den takip edilecegi gibi, asagida da her basamak detaylanmistir.

(i)

(i)

(i)

(iii)

Farkh kanser tiplerinde ekspresyonunun degistigi bilinen
ADAMTS-1"in farkh dokulara ait kanser hiicre hatlarindaki ve

normal dokulardaki ekspresyon durumunun incelenmesi.

ADAMTS-1 mRNA ifadesinin semi-quantitatif RT- PZR ¢alismalari

ile gosterilmesi.

Hipoksik kosullarda Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-1 ifadesinin

belirlenmesi

ADAMTS-1’in ifade edildigi hiicre hatti olan Hep3B’lerde CoCl;
uygulamasi ile kimyasal indiiklenen hipoksik kosul olusturulmasi ve
HIF1a. mRNA seviyesinin belirlenerek hipoksik kosul olusmasinin
dogrulanmasi.

Hep3B hiicre hattinda CoCl,; ile olusturulmus hipoksik kosullarda ve
normal oksijen kosullarinda, farkli internal kontrol genleri olarak
kullanilan GAPDH, B-Aktin ve B-2-Mikroglobulinin PZR ile
seviyelerinin kontrol edilmesi ve uygun pozitif kontrol geninin segimi.
Bulunan sonuglarin hiicre tipine spesifik olup olmadigini analiz etmek
icin farkli bir hiicre hattinda prostat kanser modeli (PC3) ayni
deneylerin yapilmasi.

Hep3B hiicrelerinde normal oksijen kosullar1 ve hipoksik kosullarda
ADAMTS-1 mRNA durumunun belirlenmesi.
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I11. ADAMTS-21’in transkripisyonel regiilasyonu

(i)

(i)

(iii)

(iv)

(v)

(vi)

Insan ADAMTS-1 promotor bdlgesinin genomik DNA dan PZR’a
dayali strateji ile klonlanmasi.

DNA dizileme ile klonlanan dizinin dogrulanmasi ve biyoinformatik
araclarla muhtemel transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgelerinin
tespit edilmesi.

Farkli promotor parcalarinin, model olarak segilen insan hepatoma
hiicrelerine (Hep3B) aktarilmasi ve gegici ifadesinin saglanmasi. Bu
sekilde bazal transkripsiyonel aktitelerin belirlenerek, promotor
iizerindeki, transkripsiyonel aktivite acisindan en onemli bolgelerin
belirlenmesi.

Ekzojen olarak ekspre olmus transkripsiyon faktorlerinin (SP1, USF
ve C/EBPa) direkt olarak ADAMTS-1’in transkripsiyonel aktivitesini
etkileyip etkilemediklerinin belirlenmesi amaglanmistir. Bu amagla
farkl1 promotor parcalari transfekte edilmis olan Hep3B hiicrelerinde
farkli inkiibasyon araliklarinda transkripsiyon faktorii uygulanarak
transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi.

Segilen transkripsiyon faktorlerinin  (SP1, USF ve C/EBPa)
ADAMTS-1 geninin mRNA seviyesindeki etkilerinin belirlenmesi
icin Gergek Zamanli PZR analizlerinin yapilmasi.

Ayni transkripsiyon faktorlerinin protein seviyesindeki etkilerinin

belirlenmesi i¢in Western Blot analizlerinin yapilmasi.
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INSAN ADAMTS-1 GENININ TRANSKRIPSiYONEL

REGULASYONU

74

Farkli hiicre hatlarinda ADAMTS1
ekspresyonunun Belirlenmesi

!

HEP3B, MCF7. PC3, DU145, HT-29.
MG63. SAOS-2, Ishikawa ve HUVEC
hiicrelerinin biviitilmesi, RNA
izolasyonlart ve PZR analizleri

] \V

Hipoksik Kogullarda ADAMTS] ADAMTS-1'in Transkripsiyonel

ekspresvon sevivesinin Karaciger Rf‘:’“l‘_‘*.“‘“”

4

CoCl, ile
hipoksi

|

hep3b ve pe3 hiicrelerinin
biiviitiilmesi ve hipoksik
kosul olusturulmast

|

Hipoksik kosullarm HIF1
sevivesi ile RT-PZR’la
kontrol edilmesi

modelinde (Hep3B)
Belirlenmesi
% ADAMTSI promotorunun klonlanmast
ve dizi analizi

Hipoksik kowllarda Hipoksik kosullarda
kullanilacak internal ADAMTSI

oS Ekspresyonunun —
Kontroltn segilmesi P Biyoinformatik araglarla muhtemel
gosterilmesi :

transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgelerinin tespit edilmesi

gapdh, b-aktin ve h-b-2- ﬂ
mikroglobulin igin PZR
calismalart Farkli uzunluklardaki promotor

pargalarinmn transfeksivonlar igin
hazirlanmast

|

Bazal promotor aktivitesinin belirlenmesi
(kalsivum fosfat presipitasyonu)

|

Ekzojen olarak ekspre olmug transkripsiyon
faktorlerinin (spl, ust. c/ebp) adamts1 promotor
aktivitelerine olan etkilerinin arastirilmast

|

Kotransfeksiyon analizleri
ekspresvon vektorleri ile promotor pargalrinin
birlikte transfeksiyonu, farkli zaman araliklarinda
etkilerinin belirlenmesi

|

[ lusiferaz ve seap aktivitelerinin belirlenmesi

!

I normoksiya hipoksiya |

74 Y

m-RNA sevivelerinin gercek zamanh Protein seviyelerinin western blot ile
PZR ile belirlenmesi belirlenmesi

Sekil 1.7: Calismanin planlanan basamaklari
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2. MATERYAL VE METOT

2.1 MATERYAL

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Calismada kullanilan kimyasallarin tamami molekiiler biyoloji i¢in uygun
safliktadir. Molekiiler biyoloji materyalleri ve lusiferaz sisteminde kullanilan
kimyasal ve enzimler Biochrom, Sigma, Merck, Fermentas, Qiagene, Roche ve

Clontech firmalarindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar ve {ireticileri

Kimyasallar Uretici
DMEM Biochrom
FCS Biochrom
Tripsin Sigma
EDTA Sigma
L-Glutamine Sigma
PBS Sigma
DMSO Merck
Hepes Sigma
CaCl, Sigma
NaCl, Sigma
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Tablo 2.1 (Devami)

NaHPO, Sigma
Beta-mercaptoetanol Sigma
DEPC Sigma
MOPS Sigma
Na Asetat Sigma
Formaldehit Sigma
Ethanol Sigma
Lusiferaz Substrat Clontech
SEAP substrat Clontech
Tris Base Sigma
Borik Asit Sigma
Etidyum Bromiir Sigma
Agaroz Sigma
LB Sigma
LB agar Sigma
Ampicillin Sigma
Gliserol Merck

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Tablo 2.2: Calismada kullanilan laboratuvar geregleri

Kullanilan Gerecg Modeli
odeli

CO, 'li inkiibator Nuair
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Tablo 2.2 (Devami)

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Inverted Mikroskop

Nikon

-80 °C ultralow freezer

Sanyo, Japonya

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Buzdolab1

Arcelik, Tiirkiye

Calkalamali Inkiibator

Shel-Lab, USA

Etiv

WTB, Germany, Niive, Tiirkiye

Isitmali Manyetik Karistiric

Velp Scientifica, Ispanya

Otoklav

Hirayama, Japonya

PH Metre

WTW, Almanya

Saf su cihazi

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa,)

Santrifiij

Sigma laborzentrifugen, Germany

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibator

GFL, Almanya

UV visible spektrofotometre

Heios a (Unicam), Metro Lab,
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Tablo 2.2 (Devami)

Elektromag, Tiirkiye

Vorteks
) Sartorius
Hassas Terazi
96 kuyulu plaka okuyucu | Bio-Tek
spektrofotometre
o Finnpipette
Otomatik pipetler
Luminometre
Thermo
DNA elektroforezi o ]
Minicell Primo
UVP Gel Goriintiileme
UVP
PZR
Thermo
Mikro santrifiij
Thermo

2.1.3 Stok Solusyonlar

2.1.3.1 Kandan DNA izolasyonu Cozeltileri

Tablo 2.3: Kandan DNA Izolasyon Cozeltileri

Soliisyon

Icerigi

Proteinaz K

Proteinaz-K son

konsantrasyon 10

mg/ml olacak sekilde hazirlandi (1 ml
dH,0’da 0,01 g). -20°C’de saklandi.
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Tablo 2.3 (Devami)

Sature Amonyum Asetat (NH;AC)

74 g NHjAc, dH,O ile 100ml’ye
tamamlandi. Magnetik karistiricida
yaklasik 40 °C’de ¢oziildii. Filtrasyon
ile steril edildi. +4°C’de sakland.

Niiklei Lizis Tamponu

10 mM Tris Base, 400mM NaCl, 2mM
Na,EDTA. pH 8,2 distile H,O ile
istenen miktara tamamlandi. +4 °C’de

saklanda.

2.1.3.2 Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Tablo 2.4: Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri

Soliisyon

Icerigi

5X TBE (pH:8,00)

54g Tris Baz, 27,5 g Borik Asit tardi. 20
ml 0,5M EDTA pH 8,00 ve dH,O ile 1
litreye tamamdi.

0,5X TBE

5X TBE stok tampondan 100ml alinarak
uzeri dH,0 ile 1 litreye tamamlandi.

2.1.3.3 Formaldehit Jel Elektroforezi (RNA Jeli)

Tablo 2.5: Formaldehit Jel Elektroforez Cozeltileri

Soliisyon

Icerigi

10XFA Jel Tamponu

41,9 g MOPS (asitsiz), 6,8 g Na-
asetat.3H,0, 20 ml 0,5M EDTA pH 7,00
ve 1 litreye tamamlandi.

FA Jel Yiiriitme Tamponu

100 ml 10XFA Jel tamponu, 20 ml
%37’1ik (12,3M) formaldehit, 880 ml
DEPC’1i su.
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Tablo 2.6: DEPC'li dH,0

Cozelti Icerigi
1L DEPC’li H,0 1 ml DEPC 1L dH,0’ya eklendi ve
37°C’de 1 gece bekletildi.

2.1.3.4 Cahismada kullanilan vektorler

Xmnl 1994
Scal Nael
1875 V\ 2692
H ori 71| can
Apal 14
Aatll 20
, M/ | E
Am S
7 PGEM=-T lacz Neol 37
Vector T T Sacll 46
(2000bp)
Spel 55
Mot 62
BstZ| 62
Pstl 73
Sall 75
MNdel 82
) Sacl 94
ori BstXl 103 =
Msil 112 2
<
Tore | &
El
Sekil 2.1: pGEMT Vektor Haritast
Xmn |1 2009
171
- - 1 start
Sca | 1890 ae 2707/ | Apal | 14
2 Aat |l 20
f1 ori Sphl | 26
BstZ || 31
Ncol | 37
Amp' zszzl || 43
t 43
PGEM®™-T Easy lacZ sgc nl a9
Vector T EcoR || 52
(3015bp)
Spel 64
EcoR1 | 70
Not | 77
BstZ| | 77
i Pst | a8
ori Sall a0
Nde | 97
Sac | 109
BstxX| |118 &
Nei | 127 g
141 E
T spe g

Sekil 2.2: pGEMT Easy Vektor Haritasi
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MCS |

| Balll  Sall
| Xhol  Sacll
| Sacl  Apal

| HindIll BamHI
\EcoRl  Agel
\Pstl

L f

Secreted
Metridia

Luciferase

| pMetLuc- \
Reporter |
\ 4090 hp |

Kan'/
Meo' /

Sekil 2.3: pMetLuc Reporter Vektor Haritasi

Matl

‘-’ (75}

- Agel
(BT6)

%rgaaml

/ Secreted W |
f pMetLur_:- Metridia H'II
| Buntrul Luciferase |'

4624 bp /Y- Not|

Kaﬂ.n" ! {1293)

Neo

Sekil 2.4: pMetLuc Kontrol Vektor
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Notl W—Eﬁ MCS
fd9ag), ..245-254|

BamH
{4at)

TB S'u"d ori
f‘I
ori 5‘1"4':'

/
) '|
' | pSEAP2-Control '
| amp 5.1kh ,u .
\ oA sV40 /
Asel /\>< svio "5/ xpal
(3623) puc  enhancer {1794)
_ori
‘——BamHI
TE = Transcription blocker S[-IIII (23]
(2308)

Sekil 2.5: SEAP-2 Kontrol Vektor

2.1.3.5 Ecoli icin Bakteriyel Kiiltiir Ortamlari

E.coli i¢in gerekli kiiltiir ortam1 olarak LB ve LB-agar kullanilmistir. Toz
halinde temin edilen bakteriyel medyumlar iiretici firmanin belirttigi sekilde
hazirlanarak ddH,O ile hazirlanarak otoklavlanarak steril edildi.

2.1.3.6 Antibiyotik Hazirlanmasi

Kiiltiirlerde kullanilan Ampicillin stoklar1 100 mg/ml olacak tarzda steril
ddH,0 ile hazirlandi. 0.22 mikronlukluk filtreler kullanilarak steril edildi.

2.1.3.7 Transformasyon I¢cin Kompetent Hiicre Hazirlama Cozeltisi

Tablo 2.7: Kompetan Hiicre i¢in Kullanilan Cozeltiler

Kimyasal madde Son Konsantrasyon
1 M CaCl, 100 mM
%99 Gliserol %40
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2.1.3.8 Transfeksiyon Cozeltileri

Tablo 2.8: Transfeksiyon Cozeltileri

Solusyon Icerigi

2 mM CacCl, 14,7 g tart, 50 ml’ye distile su ile
tamamlandi. Otoklav yapdi, filtre edildi
ve +4 °C’de saklandh.

2 XHepes 1,6 g NaCl, 0,04 g Na;HPO,, 1,3 g Hepes

100 ml’ye distile su ile tamamlandi. pH
7,05 — 7,12 olmalidir. Otoklav yapilds,
filtre edildi ve -20 °C’de saklandi.

2.1.3.9 Lusiferaz ve SEAP (Secreted Alkaline Fosfatase-Salinan Alkalin

Fosfataz) Cozeltileri

Tablo 2.9: Lusiferaz Aktivite Ol¢iim Cozeltileri

Solusyon

Icerigi

10 X Substrat Cozeltisi

Kit igerisindeki liyofilize substrat esit
hacimdeki substrat buffer ile ¢oziildii..

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu

1/10 oraninda kullanilacak kadar miktar

10 X substrat ¢ozeltisi, reaksiyon

tampon ile sulandirildi. Her dl¢lim i¢in 5

pL kullanildz.

Tablo 2.10: SEAP Aktivite Ol¢iim Cozeltileri

Solusyon Icerigi

1X Dilusyon Tamponu Kit icerisindeki 5X diliisyon
tamponundan c¢alismada kullanilacak
hacim kadannt 1X’e ddH,O ile
sulandirlldi.  Her o6rnek i¢in 75 pL
kullanildi.
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2.1.3.10 Western Blot Cozeltileri

Tablo 2.11: Western Blot Cozeltileri

Soliisyon

Icerigi

Laemli Tamponu

0,125 M Tris-HCI (pH 6,8), %4 (w/v) SDS, %10 (v/v)
Gliserol, %10 (v/v) B-2-Mercaptoetanol

Brom fenol mavi Cozeltisi

%0.05 (w/v) bromfenol mavisi distile su iginde

SDS PAGE Alt Jel

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

SDS PAGE Ust Jel

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

SDS PAGE Yiiritme Tampon

Cozeltisi

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

Western Blot Transfer

Cozeltisi

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

10X TBS

10 mM Tris-HCI, 20 mM NaCl, pH 7.4

2.1.3.11 Laemli Cozeltisi

Tablo 2.12: Laemli Cozeltisi

Son Konsantrasyon Stok Soliisyon 1ml i¢in 500pL
icin
0,125 M Tris HCI ph:6,8 0,5M Tris HCI ph:6,8 250 uL 125 uL
%4 SDS %10 SDS 400 uL 200 pL
%10 Gliserol %2100 Gliserol 100uL 50 uL
%10 B-Merkaptoethanol %2100 B- Merkaptoethanol | 100 pL 50 uL
dH,0 dH,0O 150 uL 75 uL
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2.1.3.12 SDS PAGE Cozeltileri

Tablo 2.13: SDS PAGE Cozeltileri

Jel icerigi %10 Ayirma Jeli %S5 Yigma Jeli
Ust Jel Tamponu - 2.5ml
Alt Jel Buffer 2.5mi -
Akrilamid:Bisakrilamid 2.5 ml 1.25 ml
(37.5:1)

ddH,0 5ml 6.25 ml
%10 (W/v) APS 100 pL 100 pL
TEMED 10 uL 10 uL
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22 METOT

2.2.1 Cahsmada kullanilan ortamin ve malzemenin Temizligi ve Sterilizasyonu

Istya dayanikli biitiin cam malzemeler, pipet uglari, epindorflar, santrifiij
tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121°C’de 20 dakika (1,02 atm basingta ) otoklavda
steril edildi.

Doku Kiiltiirii Laboratuvar her hafta periyodik olarak virkon igeren sivilarla
temizlendi. Oda kullanilmadigi zamanlarda UV lamba kullanilarak odanin havasinin
sterilizasyonu saglandi. Calismaya baslamadan en az yarim saat once laminar flow

acilarak caligma ortaminin sterilizasyonu saglandi.

2.2.2 Bakteriyel Calismalar

2.2.2.1 Calismada Kullanilan Bakteri Soylari

Calisma sirasinda transformasyon i¢in E.coli XL1-blue (endAl gyrA96(nal®)
thi-1 recAl relAl lac ginV44 F'[ ::Tn10 proAB™ lacl? A(lacZ)M15] hsdR17(r” mk’))
ve E.coli DH5a (SupE44A lacU169 (®80 LacZ AM15) hsdR17recAl endAl gyrA96
thr-1 rl A1) bakteri soylar1 kullanildi.

2.2.2.2 Bakteriyel Kiiltiir Ortamm

E.coli igin gerekli kiiltiir ortami olarak LB ve LB-agar kullanildi. Toz halinde
satin alman bakteriyel medyumlar iretici firmanin belirttigi sekilde dH20O ile

hazirlanarak otoklav edildi.
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2.2.2.3 Antibiyotikler

Ampisilin 100 mg/ml stok ¢ozelti seklinde hazirlandi, 0,22 um filtre ile steril
edilerek -20 °C’de sakland.

2.2.2.4 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Kompetant hale getirilecek E.coli hiicreleri LB agar igeren petrilerde tek
koloni diisecek sekilde ekim yapildi ve 37 °C’de bir gece inkiibe edildi. 10 ml LB
sivi besiyerine tek koloni ekim yapildi ve 37 °C’de c¢alkalamali etiivde bir gece
inkiibe edildi. 250 ml steril erlene 100 ml LB besiyeri konularak ve bu besiyerine
onkiiltiirden 5 ml inokiile edildi. 37°C’de galkalamali etiivde inkiibasyona birakildi
ve belirli zaman araliklarinda absorbans alinarak ODggo’nin 0,5 ile 0,6 arasinda
olmasi beklendi. Bakteri siispansiyonu 3000 rpm de 5 dakika 4°C’de santrifijj
yapildi. Siipernatant pipetle alinarak baslangic hacminin yarist 0,1 M CaCl,
solusyonundan eklenerek, nazikge pipetaj yapilarak pelletin ¢6ziinmesi saglandi, 25
dakika buz iizerinde inkiibe edildi. Tekrar 3000 rpmde 4°C’de 5 dakika santrifiij
yapildi. Siipernatant uzaklastirilarak baslangic hacminin 1/10°’u 0,1 M CaCl; ile
tekrar pellet ¢oziildii. 1-4 saat arasinda buz ilizerinde bekletildi. Daha sonra esit
hacimde %40 steril gliserol ilave edilerek karistirildi. Buz iizerinde bekletilen
eppendorflara 100 pl ya da 200 ul olacak sekilde alikot yapildi ve etiketlenerek -80

°C dondurucuda saklandi.

2.2.2.5 Transformasyon

Transformasyon igin, 50 pL kompetent hiicreye 2 uL plazmit ilave edilerek
buz iizerinde 20 dakika bekletildi. Siire sonunda 42 °C’de 45 ile 50 saniye 1s1 soku
uygulandi. Hacim 950 uL LB ilave edilerek 1 ml’ye tamamland1 ve 37°C’de
calkalamal1 etiivde 1,5 saat inkiibe edildi. Siire sonunda hiicrelerden 100 pL
ampisilin i¢eren LB agar besiyerine yayildi ve bir gece inkiibe edildi. Ayrica hiicreler
ependorflara alinarak 3000 rpm’de 10 dakika santrifiij edildi. Pellet 100 uL. LB’de

¢oziildii, ampisilin iceren LB agar besiyerine yayild1 ve bir gece inkiibe edildi.
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2.2.2.6 Plazmit DNA izolasyonu (Kiigiik ol¢ekte-Miniprep)

Miniprep DNA izolasyonu i¢in Miniprep DNA isolation kit (Qiagen)
kullanildi. Kit protokoliine gore, son konsantrasyonu 100 pg/ml ampisilin igeren 5
ml LB besiyerine transformasyon ger¢eklesmis olan tek koloni ekim yapildi ve bir
gece 37 °C calkalamali etiivde inkiibe edildi. Kiiltiir 3000 rpm 10 dakika santrifiij
yapildi ve bakteri pelletine protokole uygun sekilde yapilan islemlerden sonra DNA

elie edildi.

2.2.2.7 Plazmit DNA izolasyonu (Biiyiik 6l¢ekte-Maxiprep)

2.2.2.7.1 Qiagene maxiprep plazmit DNA izolasyonu

Biiyiik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin Endo-free Maxi Prep Kit (Qiagen) kullanildi. Kit protokolune gore, uygun
konsantrasyonda segici antibiyotik igeren 2-5 ml LB besiyeri icerisine tek koloni
ekim yapildi. 37 °C de 8 saat 250 rpm de calkalamali etiivde inkiibe edildi. Siire
sonunda baslangic kiiltiiri 1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik iceren LB
medyumda dilue edildi. Yiiksek kopyali plazmitler i¢in 100 ml medyum, diigiik
kopyali olanlar igin 250 ml medyum kullanildi. 37°C de 12-16 saat 250 rpm’de
inkiibe edilirek bakterilerin biiytimesi beklendi. Bakteriler yeterli yogunluga
ulastiktan sonra 4 °C’de 6000 rpm’de 15 dakika santrifiij yapilarak protokoliin diger
basamaklar: uygun sekilde gergeklestirildi. Sonugta yiiksek saflikta ve yogunlukta
DNA elde edildi.

2.2.2.7.2 Roche maxiprep plazmit DNA izolasyonu

Biiylik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu
icin ayrica Roche maxi prep kiti kullanildi. Kit protokolune goére, uygun
konsantrasyonda segici antibiyotik igeren 2-5 ml LB besiyeri igerisine tek koloni
ekim yapilir. 37°C’de 1 gece 250 rpm de calkalamali etiivde inkiibe edildi. Segici
antibiyotik iceren 150 mL LB medyumda onkiiltiirden inokiile edilerek 37°C’de 1
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gece 250 rpm de ¢alkalamali etiivde inkiibe edildi. Kitin 6nerdigi basamaklara uygun

olarak izolasyon yapildi.

2.2.3 DNA ile ilgili teknikler

2.2.3.1 Primer Tasarim

Primer tasarimi i¢in  www.ncbi.nlm.nih.gov, www.idtdna.com ve
wwwe.restrictionmapper.org adreslerinden yararlanildi. Tasarlanan primerlerin sag¢
tokas1 yapist olusturmamasina, Ty sicakliklarinin birbirine yakin olmasina ve
niikleotitlerin dagiliminin miimkiin oldugunca esit olmasina dikkat edildi. Ayrica
tasarlanan primerler databanklarda bulunan DNA sekanslari ile blast yapilarak insan

ADAMTS-1 geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edilmistir.

2.2.3.2 Kandan Genomik DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in, 400 uLL EDTA’l tiipten alinan kan 1,5 ml eppendorf
tiiptine alinarak lizerine 1ml distile su ilave edildi ve 5 dakika siiresince ¢alkalandi.
3500 rpmde 10 dakika santrifiij yapildiktan sonra iist kisim atildi, tizerine yine 1 ml
distile su katilarak calkalandi ve 10 dakika 3500 rpmde santrifiij yapildi. Ust kisim
atildiktan sonra ¢okelti tizerine 250 pL niiklei lizis tamponu, 20 nL %10 luk SDS ve
20 pL proteinaz K ilave edilerek alt iist edilerek ¢alkalandi. Daha sonra 72 °C su
banyosunda 10 dakika inkiibe edildi, siire sonunda 175 pL doymus amonyum asetat
eklenerek calkaland1 ve oda sicakliginda 15 dakika bekletildi. 4500 rpm’de 20 dakika
santrifiij sonunda {iist kisim temiz bir eppendorfa alinarak tlizerine 2 kat1 oraninda
absolu etanol eklendi. Eppendorf alt iist edilerek DNA’nin belirmesi gézlendi ve
13000 rpm’de 10 dakika santrifiij edilerek DNA c¢okmesi saglandi. Ust kisim
uzaklastirildt ve ¢okelti tizerine 250 puL %75 etanol ilave edilerek tekrar 13000
rpm’de 10 dakika santrifiij yapildi ve st kisim atilarak DNA havada kurutuldu. Son
olarak 250 pL distile suda DNA ¢oziilerek -20 dondurucuda saklandi.
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2.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR)

PZR reaksiyonlart 50 pL hacimde yapildi. Kalip olarak yaklagik 200 ng
DNA, her bir primer son konsantrasyonu 2 uM, 1X Tampon (Fermentas) (50 mM
KCI, 10 mM Tris-HCI, pH 9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir ANTP ve 2,5
Unite Taq DNA polimeraz (Fermentas) kullanildi. MgCl, konsantrasyonu (1 mM, 2
mM ve 4 mM) ise her bir PZR reaksiyonu i¢in optimize edildi. PZR sonuglar

agaroz jelde goriintiilendi ve istenilen bantlar jelden geri kazanildi.

2.2.3.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

DNA elektroforezi i¢in yatay jeller kullanildi ve 80 volt elektrik akiminda 45
dakika Ornekler yiiriitiildii. Elektroforez tamponu olarak 0,5 x TBE tercih edildi.
Agaroz jele son konsantrasyonu 0,5 pg/ml olacak sekilde etidyum bromiir ilave
edildi. DNA’y1 izleme boyasi olarak bromfenol mavisi kullanildi. Calismalarda
plazmit DNA’lar i¢in %0,8 ve ekspresyon profillerini karsilastirmak i¢in %2’lik
konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Elektroforezde ayrilan DNA pargalarinin
biiyilikliigiiniin belirlenmesi i¢in 1 kb DNA ladder ile karsilastirildi. Elektroforez

sonuglar1 UVP jel goriintiileme sisteminde goriintiilenerek fotograflart ¢ekildi.

2.2.3.5 Agaroz Jelden DNA Saflastirilmasi

Istenilen DNA bantlar1 UV transilluminator iizerinde agaroz jelden kesilerek
alind1 ve DNA jel ekstraksiyon kiti (Qiagen) kullanilarak DNA eliie edildi. Jelden
kazanilan DNA’nin kii¢iik bir kismi tekrar jelde yiiriitiilerek kontrol edildi. DNA
miktar1 ve temizliginin kontrolu i¢in 260 ve 280 nm dalga boyundaki absorbanslari

alindi.

2.2.3.6 DNA miktar tayini

Izole edilen plazmitlerin miktarlar1 ve safliklari 260nm ve 280 nm’de

absorbanslarimin dl¢iimii ile hesaplandi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger igin
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200 puL dH,O, DNA o6l¢iimleri igin 195 pL. dH,O ve ilgili plazmit DNA konuldu.
Elde edilen absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki

formiiller kullanilmustir.

DNA miktar1 = Ay x Sulandirma Katsayisi x 50 ng/uL
Saflik = Azso/ Azgo

2.2.3.7 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Taq polimeraz kullanilarak elde edilen PZR iirtinleri pGEM-T vektoriine
protokolde belirtildigi sekliyle T:A klonlamas1 yapildi (Promega). Buna gore 20 pL
toplam hacim olacak sekilde, 2 uL. pGEM-T vektor, 6 pL insert DNA (jelden
kazanilan PZR {iriinii), 10 uL T4 ligaz tamponu ve 2 uL T4 DNA ligaz +4 °C’de bir
gece inkiibe edildi. Ligasyon sonuglart E.coli XL1blue ve DH5a kompetent
hiicrelerine transforme edildi.  Transformantlarin se¢imi mavi-beyaz koloni
yontemine gore yapildi. Bunun i¢in ampicillin iceren LB agar besiyerlerine 100 uL

IPTG (100 mM stok) ve 20 uL X-Gal (stok 50 mg/ml) yayildi.

2.2.4 Hiicre Kiltiiri

2.2.4.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhg:

2.2.4.1.1 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiltiiri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
igine L-Glutamine son konsantrasyonu 0,2 mM ve FCS son konsantrasyonu % 10
olacak sekilde ilave edilmistir. Tiim bilesenler 0,22 um steril filtreden siiziilerek

steril edildi.
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2.2.4.1.2 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum) —20°C’de saklandi ve tasmmasi soguk zincirle
yapildi. Stok serum ilk kullanimdan dnce 56°C°de 1 saat 1s1 ile inaktive edildi ve
tekrar -20 °C de saklandu.

2.2.4.1.3 PBS Tampon Cozeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde temin edilen PBS ( Phosphate-Buffered Salin), her tableti 100
ml ddH,O0 ile hazirlandi, otoklavland: ve 2-8°C’de saklandi.

2.2.4.2 Calismada Kullamlan Hiicre Soylari

Bu calismada kullanilan Insan karaciger karsinomu (Hep3B) hiicre hatti
Cardiff Universitesinden Dr. Ramji‘den saglandi. Insan prostat karsinom hiicreleri
(DU145, PC3) ve Insan meme karsinom hiicreleri (MCF7) Ege Universitesi
Biyomiihendislik Boliimiinden Dr. Kemal Sami Korkmaz dan saglandi. insan kemik
karsinom hiirce hatlar1 (MG63 ve Saos-2) Cardiff Universitesi’nden Dr. Kennent’den
sagland1. Insan kolon karsinom (HT-29) hiicre hatt1 Ankara Sap Enstitiisii’nde, Hiicre
Bankasi sorumlulugunda olan ve Avrupa Kiiltiir Koleksiyonlar1 Organizasyonu iiyesi
olan Hayvan Hiicre Kiiltiiri Koleksiyonu’ndan (HUKUK) saglandi. Insan
endometrial adenokarsinom hiicre hatt1 (Ishikawa) Istanbul Universitesi Capa Tip
Fakiiltesinden Dr. Ayhan Bilir'den saglandi. Kullanilan biitiin hiicre hatlar1 (Hep3B,
PC3, DU145, MCF7, HT-29, HUVEC, MG63, Saos-2, Ishikawa) 15 ml medyumda
75 cm? flasklarda, igerisinde 0,2 mM L-Glutamine ve %10 FCS igeren DMEM

medyumu icerisinde haftada 2 kez rutin pasaj yapilarak tiretildi.

2.2.4.3 Hiicre Soyunun Baslatilmasi

Uzun dénemde -80 °C’de saklanan hiicre hatlarmin biiyiitiilmesi i¢in -80
°C’den g¢ikarilan hiicreler 37 °C sicakhigindaki su banyosuna alindi ve hizlica

¢oziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler %10’luk FCS igeren medyuma alindi, alt

45



iist edildi ve 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi, olusan
pellet medyum ile ¢dziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar etiketlendi ve 37 °C,

%5 CO; iceren inkiibatore konuldu.

2.2.4.4 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Hiicreler 15 ml medyumda 75 cm? flasklarda, ierisinde 0,2 mM L-Glutamine
ve % 10 FCS igeren DMEM medyumu igerisinde haftada 1 kez rutin pasaj yapilarak

uretildi.

2.2.4.5 Hiicrelerin Pasajlanmasi

Hiicreler bulunduklar1 yiizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklagtirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikandi ve 75 cm? flasklar i¢in
3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler ylizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm ‘de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii. Siipernatant
uzaklastirildi, pellet medyum ile ¢o6ziildii ve flasklara ekim yapildi. Flasklar
etiketlendi ve 37 °C, %5 CO, igeren inkiibatore konuldu.

2.2.4.6 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi (Trypan Blue Exclusion) ve Hiicre

Saymm

Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi hesaplamak igin
tizeri 25 kiiciik kareye ayrilmuis, 1mm? alan, 0,1 mm derinligi olan ve bdoylelikle
toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.6) lam1 kullanildi. Canli ve
6li hiicreleri ayirt etmek icin10 pL hiicre siispansiyonu esit hacimde trypan blue (1:1

dilusyon oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi ve sayim yapildi.
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Sekil 2.6: Hemositometre

Siispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayisi asagidaki formiille bulunur.

Toplam canli hiicre sayisi/ml = hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*

2.2.4.7 Hiicrelerin -80 °C’de Saklanmasi

Hiicreler bulunduklari yiizeyi %80-90 oraninda kaplayinca, igerisindeki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler 2 kez steril PBS ile yikand1 ve 75 cm? flasklar igin
3 ml Tripsin-EDTA ile tripsinizasyon yapildi. Hiicreler yiizeyden ayrilinca medyum
eklendi ve 1000 rpm 'de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢Oktiiriildii. Siipernatant
uzaklastirildi, pellet % 10 DMSO igeren FCS ile dikkatlice ¢ozildi, cryovial
tiiplerine konuldu ve etiketlenerek 80 °C°deki dolaba konuldu.

2.2.4.8 Kalsiyum-Fosfat Prespitasyon Metoduyla Gegici Transfeksiyon

Bu metot 12 kuyulu plakalarda ve 25 cm? flasklarda uygulandi. 12 kuyulu
plakalarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler 250.000 hiicre/kuyu olacak sekilde
yayildi. Transfekte edilecek DNA ve 2 M CaCl, ayr bir tiip icinde hazirland:.
Uzerine 2 X Hepes eklenerek yarmm saat prespitasyon igin oda sicakliginda

bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karigim damla
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damla kuyucuklara eklendi. Plaka hafifce sallanarak karisimin dagilmasi saglandi. 6
saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi ve taze
medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicre medyumu alinarak lusiferaz aktivitesi

belirlendi.

25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklasik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA ve 2M CaCl, ayri bir tiip iginde
hazirland1. Uzerine 2XHepes eklenerek yarim saat prespitasyon i¢in oda sicakliginda
bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karigim damla
damla kuyucuklara eklendi. Flask hafif¢e sallanarak karigimin dagilmasi saglandi. 6
saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi ve taze
medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi ve pellet haline

getirilerek RNA izolasyonlari i¢in -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.4.9 Lusiferaz Aktivitesinin Olciilmesi

12 kuyulu plakalarda yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik
sonuglarin okunmasinda su yontem uygulandi; 96 kuyulu plakalara 50 ul hiicre
kiltiric medyumu eklendi (Sekil 2.7). Bu asamada istenirse Ornekler -80’de
saklanarak Ol¢iimler daha sonra yapilabilir. 10X substrat solusyonu hazirlandi ve
daha sonra 6l¢timlerde kullanilmak tizere 1X’e Reaksiyon tampon ile seyreltildi. Her
bir 6rnek i¢in taze hazirlanmis 1XSubstrat/Reaksiyon tamponundan 5 pl kullanildi.

Sonuglar luminometrede ol¢iildii.
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Sekil 2.7: Salinan Lusiferaz sisteminin genel ¢aligma stratejisi

2.2.4.10 SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) Aktivitesinin Ol¢iimii

12 kuyulu plakalarda yapilan transfeksiyon sonrasinda 24, 48 ve 72 saatlik
sonuglarin okunmasinda su yontem uygulanmistir; 96 kuyulu plakalara 25 pl hiicre
kiiltiiri medyumu eklendi. Bu asamada istenirse Ornekler -20 °C’de saklanarak
Olgtimler daha sonra yapilabilir. 5X dilusyon tampon 1X’e ddH.0 ile diliie edildi. 75

ul 1 X Diliisyon tampon 6rneklere eklendi ve plaka alimiinyum folya ile sarilarak 65
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°C’de 30 dakika bekletildi. 2-3 dakika buzda bekletildi ve daha sonra oda sicakligina
getirildi. Oda sicakligina getirilmis olan SEAP substrat ¢ozeltisinden 100 pl eklendi
ve ornekler oda sicakliginda 10-60 dakika bekletildi (Sekil 2. 7). Islem sonunda

sonuclar luminometrede olctildii.

2.2.5 RNAle ilgili Teknikler

2.2.5.1 Deney dizayninin kurulmasi

2.2.5.1.1 Normal kosullar

25 cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklasik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’lar sirastyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde USF, SP1 ve C/EBPa ve 2M CaCl, ayn bir tiip
icinde hazirlandi. Uzerine 2XHepes eklenerek yarim saat prespitasyon icin oda
sicakliginda bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karisim
damla damla kuyucuklara eklendi. Flask hafif¢e sallanarak karigimin dagilmasi
saglandi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi
ve taze medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi ve

pellet haline getirilerek RNA izolasyonlari igin -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.5.1.2 Hipoksik Kosullar

25 cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklagik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’lar sirasiyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde USF, SP1 ve C/EBPa ve 2 M CaCl;, ayr bir tiip
icinde hazirlandi. Uzerine 2XHepes eklenerek yarim saat prespitasyon icin oda
sicakliginda bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karigim
damla damla kuyucuklara eklendi. Flask hafif¢e sallanarak karisimin dagilmasi
saglandi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi

ve taze medyum eklendi. 150 uM son konsantrasyonda CoCl, eklenerek hiicreler
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hipoksik kosullar i¢in uyarildi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi
ve pellet haline getirilerek RNA izolasyonlari i¢in -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.5.2 Hiicre pelletlerinden RNA izolasyonu

Pellet haline getirilerek RNA izolasyonlari i¢in -80 °C dondurucuda saklanan
ornekler buz iizerinde dikkatlice ¢oziildii. Oiagen RNeasy kiti kullanilarak RNA

izolasyonlar1 yapildi. RNA 6rnekleri uzun dénemde -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.5.3 RNA Miktar Tayini

Izole edilen RNA’larm miktarlar1 ve safliklarmin tayini igin 260 nm ve 280
nm’de absorbanslar1 alindi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger igin 200 uL
dH,O, RNA ol¢iimleri igin 195 pL dH,O ve ilgili RNA konuldu. Elde edilen
absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi icin asagidaki formiiller

kullanildi.
DNA miktar1 = Ayg X Sulandirma Katsayisi X 40 ng/uL

Saflhik = Azeo/ Azgo

2.2.5.4 RNA Jel Elektroforezi

Elektroforez tanki ve aparatlar1 jel dokiilmeden once %0,5’lik SDS ile
yikandiktan sonra DEPC’li sudan gegirildi. Daha sonra etonal ile yikandiktan sonra
pegete lizerinde kurumaya birakildi. 0,5 g agaroz, 5 ml 10XFA jel tampon ve 50ml
DEPC’li su mikrodalgada kaynatild1 ve buharlagma bitene kadar sogumaya birakildi.
900 uL formaldehit ve 1 upL etidyum bromiir eklenerek kasete dokiildii. Jel
donduktan sonra kaset 1XFA jel tamponu ile doldurulan tanka yerlestirildi. 5 pL
RNA 6rnegi ve 3 uL 2X yiikleme boyas1 65 °C’de 3-5 dakika bekletildi ve buzda
sogutulduktan sonra kuyulara yiiklendi.
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2.2.5.5 Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonlar: (RT-PZR)

RT-PZR iki ayr1 basamakta yapildi. Birinci basamakta Reverse-Transkriptaz
(RT) kullanilarak ¢cDNA sentezlenmesi gerceklestirildi, ikinci basamakta ise gene
spesifik primerler ile ilk basamakta elde edilen ¢cDNA kullanilarak ilgili gen

bolgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (PZR) gerceklestirildi.

2.255.1 cDNA Eldesi

Miktarlar belirlenen RNA 6rneklerinden 1000 ng olacak sekilde RNA kalib1
kullanilarak RT-PZR yapildi. RT-PZR asagidaki tabloya uygun olarak her deney
grubu icin yapildi.

Tablo 2.14: ¢cDNA Eldesi i¢in Uygun PZR Bilesenleri

Bilesen (son konsantrasyon)
RNA kalip ---
Oligo dT (Fermentas) (0,5 pg) 1 uL
DEPC’li su ---

65 °C’de 5 dk
5X Reaction buffer (1X) 4 uL
Ribolock Rnaz inhibitor (20 {inite) 0,5 uL
dNTP karisimi (1 mM) 2 uL
M-MuLV Reverse Transcriptase (Fermentas) 40 tinite) 2 uL
Son hacim 20 uL

Yavasca karistir ve kisa siireli santrifiij yap

37 °C’de 60 dk

70 °C’de 10 dk
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2.2.5.5.2 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR)

cDNA eldesinden sonra ADAMTS-1, HIF-1a, VEGF, B-Aktin, GAPDH ve
B-2 mikroglobulin i¢in optimize edilen sartlarda RT-PZR yapildi. Her PCR
reaksiyonunda tablo 2.17’de belirtildigi gibi kalip konulmadigi negatif kontrol
yapildigr gibi, internal primerlerin (GAPDH, B-Aktin ve B-2 Mikroglobulin)

kullanildig1 PZR etkinliginin 6l¢iilebilmesi i¢in pozitif kontrol de yapildi.

Tablo 2.15: ADAMTS-1 i¢in optimum dongii ve PZR Bilesenleri

Bilesen (son konsantrasyon)
ADAMTS-1 | N.K. P.K
40 siklus
cDNA kalip 4 uL - 1uL
10 X Tag Buffer (1 X) 5uL 5uL 5uLl
MgCl; (1 mM) 2 uL 2 uL 2 uL
dNTP mix (0,2 mM) 1uL 1uL 1uL
Forward primer (2 ng) 2ulL 2 uL 1uL
Reverse Primer (2 ng) 2 uL 2 uL 1ulL
Taq polimeraz (Fermentas) 0,5 uL 0,5 uL 0,5 uL
dH,0 33,5 uL 37,5 uL 36,5 uL
Son hacim 50 uL 50 uL 50 uL

Tablo 2.16: VEGF ve HIF1 i¢in Optimum Dongii ve PZR Bilesenleri (30 siklus
VEGF ve HIF-1)

Bilesen (Son VEGF NK HIF1 NK PK
Konsantrasyon)

30 30

siklus Siklus
cDNA kalip 1puL - 1uL - 1uL
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Taq Buffer SuL SuL SpuL SuL SuL
MgCl, 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL 2 uL
dNTP mix 1uL 1ul 1uL 1uL 1uL
Forward primer 1uL 1ul 1uL 1uL luL
Reverse Primer luL lulL luL 1ulL luL
Taqg polimeraz 0,5uL [05ul | 0,5uL [05ul |0,5ulL
dH,0 385uL | 395puL |385uL |39,5uL | 38,5l
Son hacim 50ul 50ul 50ul 50ul | 50uL

Tablo 2.17: GAPDH, B-AKTIN VE B-2-Mikroglobulin i¢in PZR Kosullar

Bilesen (Son

Konsantrasyon) GAPDH B-Aktin B-2 mikroglobulin
18 SIKLUS | 18 SIKLUS | 19 SIKLUS

cDNA kalip 1puL 1ul 1uL

Taq Buffer 5ulL 5ulL 5ulL

MqgCl, 2 uL 2 uL 2 uL

dNTP mix 1uL 1uL 1uL

Forward primer 1uL 1puL 1uL

Reverse Primer 1uL 1uL 1uL

Taqg polimeraz 0,5 uL. 0,5 uL 0,5 uL

dH,0 38,5 uL 38,5 uL 38,5 uL

Son hacim 50 uL 50 uL 50 uL

54




Tablo 2.18: PZR Bilesenleri

1 94 °C 5 dakika 1 dongii
2 94°C 30 saniye
50 °C 30 saniye Kullanilan primere
gore siklus sayisi
72°C 30 dakika . '
degismektedir. (18,
30, 40 vb.)
3 72°C 5 dakika 1 dongii

Tablo 2.19: Calismada Kullanilan Primer Bilgileri

ADAMTS-1
Forward Reverse Gen Bankasi Uriin Tm
No Biiyiikliigii
5’CAGCCCAAGGTTGTAGATG 5S’TTCACTTCGATGTTG | NM_006988 241 bg 58 °C
GTA’3 GTGGCTC*3
B-2 Mikroglobulin
Forward Reverse Gen Bankasi Uriin Tm
No Biiyiikliigii
5’TTTCTGGCCTGGAGGCTATC | 5’CATGTCTCCATCCCA | NM_004048 314 bg 60°C
‘3 CTTAACT ‘3
GAPDH
Forward Reverse Gen Bankas1 Uriin Tm
No Biiyiikliigii
5’CCCTTCATTGACCTCAACTA | S’AGTCTTCTGGGTGGC | NM_002046.3 | 455 bg 55°C
CATGG*3 AGTGATGG3
BETA AKTIN
Forward Reverse Gen Bankasi Uriin m
No Biiyiikliigii
5S’TCCCTGGAGAAGAGCTACG | S’AAGAAAGGGTGTAA | NM_001101.3 | 461 bg 50 °C
A’3 CGCAAC 3
VEGF
Forward Reverse Gen Bankasi Uriin Tm
No Biiyiikliigii
5’CTACCTCCACCATGCCAAGT | 5’TCTCTCCTATGTGCT | NM_0010253 | 311 bg 52 °C
’3 GGCCT’3 70.1
HIF-1a
Forward Reverse Gen Bankasi Uriin m
No Biyiikliigii
5’CCACCTATGACCTGCTTGGT | S’TGTCCTGTGGTGACT | NM_181054.2 | 269 bg 52 °C
3 TGTCC*3
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNM_001101.3%7C&gi=168480144&term=168480144%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=JJKED87T013&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNM_001025370.1%7C&gi=71051584&term=71051584%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=JJKJZVGV015&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNM_001025370.1%7C&gi=71051584&term=71051584%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=JJKJZVGV015&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/mapview/maps.cgi?maps=blast_set&db=allcontig_and_rna&na=1&gnl=ref%7CNM_181054.2%7C&gi=194473734&term=194473734%5Bgi%5D&taxid=9606&RID=JJKRPS0E012&QUERY_NUMBER=1&log$=nucltop

2.2.5.6 Ger¢ek Zamanh PZR (Q-PZR)

Her deney seti igin 2 tekrarli olarak asagida Bioneer ger¢ek zamanli PZR Kiti
(Bioneer Exicycler™ 96 Real-Time Quantitative Thermal Block) kullanilarak
belirtilen kosullarda ger¢ek zamanli PZR yapildi. Sonuglar Livak metoduna gore
degerlendirildi. Elde edilen Ct degerleri oncelikli olarak 3 tekrarl ¢alisildigi igin her
deney grubu igin elde edilen degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol
olmast hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol gruplarmin ortalamasi
alinmistir. Daha sonra kontrol genimiz olan Human-B-mikroglobiilin 2 geninin Ct

degerleri ile bulunan Ct degerinin formiilii asagidaki gibidir;
Cty.p-2—CtapamTs: = ACt
Hedef ct degeri = 278t

Tablo 2.20: Gergek Zamanli PZR Bilesenleri

Bilesen (Son konsantasyon) Miktar

Mix Liyofilize halde standart
dH,0 17 uL

F-Primer (5 ng) 1puL

R-Primer (5 ng) 1puL

cDNA 1uL

Son hacim 20 uL

Tablo 2.21: Gergek Zamanli PZR Kosullari

Sicakhik Siire Dongii
94 °C 3dk 1

94 °C 30 sn 35

58 °C 30 sn

72°C 30sn

72°C 10 dk 1
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Erime Egrisi Analizi 1

2.2.6 Protein Ile Tlgili Teknikler

2.2.6.1 Western I¢in Deney Kurulmasi

2.2.6.1.1 Normal kosullar

25 cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklagik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’lar sirastyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde USF, SP1 ve C/EBPa ve 2M CaCl, ayr bir tiip
icinde hazirlandi. Uzerine 2XHepes eklenerek yarim saat prespitasyon icin oda
sicakliginda bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karisim
damla damla kuyucuklara eklendi. Flask hafif¢e sallanarak karisimin dagilmasi
sagland1. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi
ve taze medyum eklendi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirild1 ve

pellet haline getirilerek western i¢in -80 °C dondurucuda saklandi.

2.2.6.1.2 Hipoksik Kosullar

25 cm2 flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklasik 2.000.000
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’lar sirasiyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde USF, SP1 ve C/EBPa ve 2 M CaCl;, ayr bir tiip
icinde hazirland1. Uzerine 2 X Hepes eklenerek yarim saat prespitasyon igin oda
sicakliginda bekletildi. DNA/Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karigim
damla damla kuyucuklara eklendi. Flask hafif¢e sallanarak karisimin dagilmasi
saglandi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirilerek, PBS ile kuyular yikandi
ve taze medyum eklendi. 150 uM son konsantrasyonda CoCl, eklenerek hiicreler
hipoksik kosullar i¢in uyarildi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi
ve pellet haline getirilerek western igin -80 °C dondurucuda saklandh.
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2.2.6.1.3 Laemli Buffer Kullamilarak Protein Orneklerinin Hazirlanmasi

Taze hazirlanmig Laemli bufferdan 300 pL direkt hiicrelerin iizerine eklendi
ve hiicreler ependorfa alindi. Protein ekstraktlar1 12000 rpmde 5 dakika santrifiij
edildi ve bu basamakta ya direkt SDS PAGE uygulamasi i¢in kullanildi yada daha

sonra kullanilmak tizere -80 °C’de saklandi.

2.2.6.2 SDS PAGE

Elektroforez aparatlar1 ve cam levhalar su ve %70 etanol ile temizlendi. Ilk
olarak ayirma jeli yukarida belirtildigi sekilde hazirlanarak, iist kistmda 3 cm bosluk
kalacak sekilde dokiildii ve hemen iizerine %90 izopropanol ilave edilerek hava
kabarcig1 olusumu engellendi. 30-40 dakika jelin polimerizasyonu igin beklendi. Jel
polimerize olduktan sonra izopropanol uzaklastirilarak ddH,O ile yiizey yikandi ve
Whatman 3MM kagidi ile yiizey kurutuldu. Ardindan Yigma jeli dokildii ve kuyu
olusumunu saglamak i¢in tarak yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan
sonra, tarak c¢ikarildi ve kuyucuklardaki hava kabarciklarinin uzaklagtirilmasi igin
yine ince seritler halinde kesilmis Whatman 3MM kagidi kullanildi. Daha sonra

hazirlanan jeller tank icine yerlestirildi.

Orneklerin  Yiiklenmesi, protein ekstraksiyonu Laemli buffer ile
yapildig1 i¢in Ornekler yalniz bromophenol blue ile karistirilarak kuyucuklara
yiiklendi ve ilk kuyuya 10 pL protein Biiyiikliik belirteci (Fermentas) yiiklendi. Jelin
yiiriitiilmesi, 0.1 (w/v) SDS i¢eren 1X Running Buffer ile tank doldurularak (orta
kisim ve alt kisim) jel basina 0,4 amper kullanilarak yaklasik 90 dakika yiiriitiildii.

2.2.6.3 SDS jelinin Blotlanmasi

Proteinlerin elektroforetik transferi i¢cin Bio-Rad Laboratories, Bio-Rad Trans
Blot sistemi kullanildi. Proteinlerin transferi icin PVDF (Millipore) membranlar
kullanildi. Kisaca, jeller cam levhalar arasindan ¢ikarilir, yigma jeli kesilerek
uzaklastirildi ve jel transfer buffer i¢ine alinarak dengelenmesi i¢in oda sicakliginda

5 dakika inkiibe edildi. Whatman 3MM kagit ve PVDF membranlar jel ile aym
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boyutlarda kesilerek hazirlandi. Bu sirada siinger pedler ve transfer aparatlari da
transfer buffer i¢ine alindi. Daha sonra sandwi¢ hazirlandi. Bunun igin transfer
kasedi arasina siinger, Whatman kagidi, jel, membran, Whatman kagidi, siinger
olacak sekilde sandwi¢ hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigr kalmamasina dikkat
edildi. Daha sonra kaset, transfer buffer ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 100
volt akimda 60 dakika transfer yapildi.

2.2.6.4 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 mL bloklama
cozeltisinde (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1(v/v) Tween20 igeren 1X TBS ) 1 saat
horizantal calkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama
cozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun i¢in
%0.1 (v/v) Tween20 iceren 1X TBS kullanildi. Membran primer antikor ile 1-1.5
saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Daha sonra sekonder antikor ile bir saat oda

sicakliginda inkiibasyon yapildi ve goriintiilemeye gegildi.

Membranlar 1-2 dakika arasinda ECL sistemi Pierce ECL (Western Blotting
Substrate-Thermo) substratla muamele edildi. Reagent A ve Reagent B
cozeltilerinden ayr1 ayri 1,5 ml alinarak membran iizerine uygulandi. Ardindan
karanlik odaya ge¢ilerek membran filme aktarildi. Membran film iizerinde 10sn, 15
sn, 30 sn ve 60 sn araliklarla bastirildi. Film yikama makinesine verilerek sonuglar

goriiniir hale getirildi.

2.2.7 lstatistiksel Analiz

Deney sonuglarinin istatistiksel analizleri tek yonliit ANOVA testi (Minitab15
versiyonu) kullanilarak gergeklestirildi. P <0.05 degeri anlamli olarak kabul edildi.
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3. BULGULAR

3.1 Farkh Hicre Hatlannda ADAMTS-1  Ekspresyonunun

Belirlenmesi

Ik olarak ADAMTS-1 geninin ekspresyon profilinin belirlenmesi amaciyla
farkl1 doku modelline ait hiicreler biiyiitiilerek RNA izolasyonlar1 yapildi.
Semikantitatif RT-PZR ile bu hiicre hatlarinda ADAMTS-1 ifade olup
olmadig1 gosterildi. Calismamizda farkli kanser tiplerinde ekspresyonunun
degistigi bilinen ADAMTS-1"in farkli dokulara ait kanser hiicre hatlarindaki
ve normal dokulardaki ekspresyon durumunu incelemek icin Hep3B (insan
karaciger karsinomu), MCF7 (Insan meme karsinomu), PC3 (insan prostat
karsinomu), DU145 (insan prostat karsinomu), HT-29 (insan kolon
karsinomu), MG63 (Insan kemik karsinomu), Saos-2 (Insan kemik
karsinomu), Ishikawa (human endometrial adenokarsinom) ve HUVEC
(Insan umbilikal venlerinden elde edilen endotel hiicre) hiicre hatlar
kullanildi. Bu hiicreler boliim 2.2.4 belirtildigi gibi biiyiitiildii ve B6lim 2.2.5
belirtilen sekilde total RNA izolasyonlar1 yapildi. Caligmamizda ADAMTS-1
ekspresyon paternini belirlemek amaciyla ADAMTS-1 genine spesifik olarak
dizayn edilen ve ADAMTS-1 geninin ORF (NM_006988 erisim numarali
ADAMTS-1 mRNA dizisi) bolgesinde 2475-2719 niikleotitleri arasindaki
bolgenin ¢ogaltilmasint saglayan primerlerin tasarimi bolim 2.2.3.1°de
belirtildigi sekilde yapildi. Primer bilgilerine tablo 1.21°de ulasilabilir. Ayrica
pozitif kontrol amaciyla -2-mikroglobilin primerleri kullanilda.
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Sekil 3.1: Insan ADAMTS-1 geninin ekspresyonu belirlemek amaciyla kullanilan

hiicre hatlarinin resimleri: (1) Hep3B (Insan Karaciger Karsinomu), (2) PC3 (Insan
Prostat Karsinomu), (3) Saos-2 (insan Kemik Karsinomu), (4) HUVEC (Insan
umbilikal venlerinden elde edilen endotel hiicre), (5) DU145 (insan Prostat
Karsinomu), (6) HT-29 (insan Kolon Karsinomu), (7) MCF7 (Iinsan Meme
Karsinomu), (8) Ishikawa (human endometrial adenokarsinom), (9) MG63 (insan
Kemik Karsinomu).
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Hiicre kiiltiirii ortaminda bolim 2.2.4°de anlatildigi sekilde biiyiitiilen hiicre
soylarindan total RNA izolasyonlar1 yapilarak ve cDNA eldesi yapildi. Total RNA
izolasyonu ve cDNA sentezi bolim 2.2.5'de belirtildigi sekilde yapildi. RNA
miktar1 ve safligit RNA elektroforezi (Sekil 3.2) ve spektroskobik olarak belirlendi.
RT reaksiyonlarinda 1000 ng RNA kullanilarak cDNA eldesi yapildi. Pozitif kontrol
olarak insan-p-2-mikroglobilin primerleri kullanildi. B-2-mikroglobilin geni insan
hiicrelerinde stirekli olarak ekspre olan bir gendir ve RT-PZR sartlarinin
normalizasyonu ve pozitif kontrol olarak kullanildi. Uygun PZR kosulu i¢in yapilan
optimizasyonlar sonucunda en iyi bant kalinligmin elde edildigi sartlarda PZR
yapilarak sonuglar agaroz jelde vyiiriitildi ve UVP goriintileme sistemi ile
goriintiilendi (Sekil 3.3). Sonu¢ olarak ADAMTS-1"in Hep3B, PC3, MG-63, SAOS,
HUVEQC, ISC hiicre hatlarinda ekspre edildigi ancak MCF-7, DU145 ve HT-29 hiicre
hatlarinda ifade edilmedigi belirlendi.

M 1 2 3 4 5 6 7 8 9

Sekil 3.2: RNA agaroz jel elektroforez goriintiisii M: RNA Biiyiikliik belirteci, 1-9:
Farkli RNA o6rnekleri

288
188

10

ADAMTS-1

p-2-Mikroglobulin

Sekil 3.3: Farkli hiicre hatlarinda ADAMTS-1 ekspresyon analizi agaroz jel
elektroforez goriintiisti; 1: Hep3B, 2: PC3, 3: Saos-2, 4: HUVEC, 5: Dul45, 6: HT-
29, 7: MCF-7, 8: Ishikawa, 9: MG-63, 10: Negatif Kontrol, Ust jel: ADAMTS-1, Alt
jel: -2-mikroglobilin
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3.2  Hep3B Hiicrelerinde Kimyasal indiiklenmis Hipoksik Kosullarin
Olusturulmasi ve ADAMTS-1 mRNA Seviyesinin Belirlenmesi

2009 yilinda Hatipoglu ve arkadaslarinca ADAMTS-1 erken hipoksik
kosullarda indiiklenen bir gen oldugu HUVEC hiicrelerinde gosterilmistir.
Endotelyal hiicrelerde, (HUVEC, HPAEC ve HMEC) hipoksiya durumunda,
ADAMTS-1 mRNA ve protein ekspresyon seviyesi hizli bir sekilde arttigi fakat
diger hiicre tiplerinde (ARPE-Retinal Pigment epitelyum) artmadigi yaptiklari
calisma ile gosterilmistir. Ilging bir sekilde ADAMTS-1’in hipoksiya ile
indiiklenmesi gegici bir durum olmasina ragmen HUVEC hiicrelerinde, VEGF’iin
hipoksiya ile indiiklenmesi zamana bagli olarak artmaktadir. Endotelyal hiicrelerde
ADAMTS-1 hipoksiya durumunda gecici olarak indiiklendigi ve HIF-1’in
baglanmasi araciligiyla transkripsiyonu yapildigi tespit edilmistir [6]. Literatiir
incelendiginde ¢alismamizin model hiicre hatt1 olan Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-
1’in hipoksi durumunda indiiklenip indiiklenmedigi ile ilgili veriye rastlanmamustir.
Bu nedenle ¢alismamizda benzer metod ile hipoksi durumu olusturup bu kosullar
alinda ADAMTS-1 ekspresyon seviyesini incelendi. Bu amagla c¢alismamizda

kimyasal hipoksi olusrurabilecegimiz kimyasal olan CoCl; kullanilda.

3.2.1 Kimyasal Hipoksi Olusturulmasi

Kimyasal hipoksi modeli memeli hiicrelerinde diisiik oksijen kosullarindaki
biyokimyasal ve molekiiler cevabi olusturdugu icin diisiik oksijen kosularini taklit
etmede siklikla kullanilmaktadir [82-86]. Hipoksi; O, oraninin azalmasidir.
Hipoksiyaya cevap olarak hiicreler bu duruma adapte olabilmek i¢in anjiyogenez,
eritrosit {iretimi, hiicre hayatta kalmasi ve metobolizmay1r kapsayan genlerin
transkripsiyon seviyelerini degistirirler. Bu kosullarda HIF-1 ve HIF-2 aktive olur.
HIF-1 iki alt tiniteden olugmaktadir; HIF-1a ve HIF-1B. HIF-1a, O2’le regiile olan
domain i¢ermektedir. Normal kosullarda HIF-1a alt {initesi prolin hidroksilazlar
tarafindan hidroksillenmektedir. O, bagimli degredasyon domaininde korunmus 2
prolin residiisii bulunmaktadir. Niikleusta HIF-1f ile dimerlesir ve spesifik HREs
(Hipoksi Response Element) baglanir. Yaklasik olarak tiim genlerin %2.6’s1 HIF-1

aktivasyonu ile regiile oldugu bilinmektedir. CoCl;, HIF-1°’1 normal oksijen
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kosullarinda inhibe eden prolin hidroksilazlara baglanarak onlarin aktivitesini
durdurur. Boylece HIF-1 hidroksillenmez ve aktif hale geger. Aktif hale gecen HIF-1
oksijen yetersizligindeki seviyesine ulasir ve hipoksi ile regiile olan diger genlerin

transkripsiyonlarimi etkiler [87, 88].

0,
HIF hydroxylas HIF 1 02
Fez2+ %psu HIF hydroxyl HIF-
Co?~, P
| ¢
HIF -t Fe2: ;

PS84 HIF-cx
00 -
L G A

V)%
HIF - . ‘
H

P54
N o5, T+
Do {32

o]

Proteasome
Sekil 3.4: CoCl; ile kimyasal hipoksi modeli [88]

Bu basamakta yiiriitiilen ¢caligmalar 3’e ayrilmaktadir;

1. Hep3B Hiicre hattinda hipoksi olusturularak HIF1-a alfa seviyesi ile
dogrulanmasi
2. Hipoksik kosullarda kullanilacak internal kontroliin se¢imi

3. Hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ifadesinin aragtirilmasi
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3.2.1.1 Hep3B hiicrelerinde kimyasal indiiklenmis hipoksik kosulun

dogrulanmasi

Calismamizda Hep3B hiicre hattinda CoCl, uygulamas: ile hipoksik kosul
olusturuldu. Hipoksik model i¢in 25cm? flasklara 24 saat once hiicreler yaklagik
2.000.000 olacak sekilde yayildi. 24 saat sonunda hipoksik model i¢in 150 uM son
konsantrasyonda CoCl;, eklenerek hiicreler hipoksik kosullar i¢in uyarildi. Normal
kosullar i¢cin herhangi bir uygulama yapilmadi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler
tripsin ile kaldirilir ve pellet haline getirilerek RNA izolasyonlar1 yapildi. cDNA
eldesi yapildiktan sonra ImM MgCl, ve 1 puL cDNA ile HIF-1 primerleri
kullanilarak PZR sartlar1 optimize edildi. PZR sonucu %2’lik agaroz jelde yirttiildi
ve analizler i¢in uygun PZR doéngiisiine karar verildi (Sekil 5). Sonug olarak 1mM
MgCl,, 1 uL cDNA ve 30 siklusun uygun olduguna karar verildi. 24 saat , 48 ve 72
saat zaman dilimlerinde hiposik kosul olusturulmus hiicrelerde ve normal hiicrelerde
incelendi. HIF-1’in hipoksik kosullarda artmis oldugu dogrulandi. Boylece mRNA
diizeyinde hipoksik kosul teyit edildi (Sekil 3.6).

Sekil 3.5 : HIF-1 (269 bg) i¢in PCR optimizasyonlar1 M: Biiyiikliik belirteci, 1: 30
siklus HIF-1, 2: 35 siklus HIF-1, 3: 40 siklus HIF-1, 4: Negatif kontrol
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Sekil 3.6: CoCly; ile hipoksik kosul olusumunun HIF-1 (269 bg) seviyesi ile kontrolii
icin yapilan PZR sonucu; M: Biiyiikliik belirteci, 1: 24 saat kontrol grubundan HIF-1,
2: 24 saat CoCl, uygulanan gruptan HIF-1, 3: 48 saat kontrol grubundan HIF-1, 4: 48
saat CoCl, uygulanan gruptan HIF-1, 5: 72 saat kontrol grubundan HIF-1, 6: 72 saat
CoCl, uygulanan gruptan HIF-1

3.2.2 Normal ve Hipoksik Kosullarda Kullanilacak internal Kontroliin Se¢imi

Gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH), beta-aktin (B-Aktin) ve beta-
2-Mikroglobulin (B-2-Mikroglobulin) RNA analizlerinde siklikla normalizasyon
amacli kullamlan internal kontrol genleridir. Ideal olan normalizasyon geninin
deneysel sartlardan etkilenmemesi RNA analizlerinin hassasiyeti agisindan oldukca
onemlidir. Gen ekspresyonu Karsilastirma c¢alismalarinda en iyi sonug internal
kontroliin &rnek igerisinde fazla ve sabit oranda bulunmasiyla elde edilir. Ozellikle
farkli hiicre tiplerinin kullanimi, farkli gelisim basamaklar1 veya farkli deneysel
uygulamalarin se¢ildigi durumlarda kullanilan internal kontroliin bu sartlardan
etkilenmemesi gerekmektedir. Ancak ne yazik ki tek bir internal kontrol geninin tiim
bu sartlardan bagimsiz olarak ekspresyon seviyesini korumasi oldukca giictiir. Bu
nedenle calismanin dizayn1 asamasinda secilecek olan internal kontrol genin
uygulanacak olan deneysel sartlardan etkilenip etkilenmedigi mutlaka test
edilmelidir. Bu yilizden, normalizasyonda kullanilan baz1 genlerin hipoksik
kosullarda mRNA diizeyinde ifadelerinin belirlenmesi i¢in semi kantitatif RT-PZR

calismalar1 yapildi. Real Time caligmalarina gegmeden Once internal kontrol olarak
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kullanilacak olan GAPDH, B-Aktin ve -2 mikroglobulin mRNA seviyeleri normal
ve hipoksik kosullardaki hem model olarak kullandigimiz Hep3B hiicrelerinde
incelendi. Sonuglarin hiicreye spesifik olup olmadigi da farkli bir hiicre olan PC3

hiicrelerinde analiz edildi.

Bu amagla 25 cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklagik
2.000.000 olacak sekilde yayildi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile kaldirildi
ve pellet haline getirilereck RNA izolasyonlar1 yapildi. Yine hipoksik model i¢in
25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat dnce hiicreler yaklasik 2.000.000 olacak
sekilde yayildi. Hipoksik model i¢in 150 uM son konsantrasyonda CoCl, eklenerek
hiicreler hipoksik kosullar i¢in uyarildi. 24, 48 ve 72 saat sonra hiicreler tripsin ile
kaldirildi ve pellet haline getirilerek RNA izolasyonlar1 yapildi. cDNA eldesi
yapildiktan sonra 1 mM MgCI, ve 1 uLL ¢cDNA ile asagidaki herbir internal kontrol
icin optimize edilen sartlarda PZR yapildi. PZR sonucu %2’lik agaroz jelde

yiuriitiildii ve densitometrik analizleri yapildi.

Hipoksik durumlarin karsilagtirilmasi amaciyla normal oksijen durumlardaki
bu zaman araliklarindaki hiicreler kullanildi. Buna gore her iki hiicre hattinda CoCl;
uygulamasinin normal kosullara gore GAPDH mRNA seviyesinde artan degisiklige
sebep oldugu gozlenmistir (Sekil 3.7 a ve 3.7 b). Hep3B hiicrelerinde bu artisin
zamana bagl olarak arttigi fakat PC3’lerde zaman bagimli olmadig: tespit edildi.
Buna gore Hep3B hiicre hattinda CoCl; uygulamasiin -Aktin mRNA seviyesinde
azalmaya sebep oldugu fakat PC3 hiicrelerinde herhangi bir etki goriilmedigi
belirlendi (Sekil 3.8 a ve 3.8 b). CoCl; ile olusturulan hipoksik kosullarda -2
Mikroglobulin seviyesi diger genlere oranla degisimi her iki hiicre hattinda da en az

oldugu tespit edildi.

B-2 Mikroglobulin seviyesi ayrica Hep3B hiicre hattinda ger¢cek zamanli PZR
analizleri ile de kontrol edildi. Gergek zamanli PZR analizleri sonucu Hep3B hiicre
hattinda CoCl; ile olusturulan hipoksik kosullarda -2 Mikroglobulin seviyesi diger

genlere oranla degisiminin az oldugu tespit edildi.
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Sekil 3.7: (a) Hep3B hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda GAPDH
ekspresyonu (N: Normal kosullar, H: Hipoksik kosullar (b) PC3 hiicre hattinda
normal ve hipoksik kosullarda GAPDH ekspresyonu (N: Normal kosullar, H:
Hipoksik kosullar)
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Sekil 3.8: (a) Hep3B hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda B-aktin
ekspresyonu (N: Normal kosullar, H: Hipoksik kosullar (b) PC3 hiicre hattinda
normal ve hipoksik kosullarda fB-aktin ekspresyonu (N: Normal kosullar, H:
Hipoksik kosullar)
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Sekil 3.9: (a) Hep3B hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda [-2
Mikroglobulin ekspresyonu (N: Normal kosullar, H: Hipoksik kosullar (b)PC3 hiicre
hattinda normal ve hipoksik kosullarda -2 Mikroglobulin ekspresyonu (N: Normal
kosullar, H: Hipoksik kosullar)
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Sekil 3.10: Hep3B hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda $-2 Mikroglobulin
ekspresyonu gergek zamanli PZR analizi

3.2.3 Hep3B Hiicrelerinde Hipoksik Kosullarda ADAMTS-1 Ekspresyonu

2009 yilinda Hatipoglu ve arkadaglar tarafindan hipoksiyanin ADAMTS-1"1

indiikleyip indiiklemedigi ve regiilasyon mekanizmasi arastirilmistir. Endotelyal
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hiicrelerde, CoCl; ile indiiklenen hipoksiya durumunda, ADAMTS-1 mRNA ve
protein ekspresyon seviyesi hizl1 bir sekilde arttig1 tespit edilmistir. Ilging bir sekilde
ADAMTS-1’in hipoksiya ile indiiklenmesi gecici bir durum olmasma ragmen
HUVEC hiicrelerinde, VEGF’in hipoksiya ile indiiklenmesi zamana bagl olarak
artmaktadir. Endotelyal hiicrelerde ADAMTS-1 hipoksiya durumunda gegici olarak
indiiklendigi ve HIF-1’in baglanmasi aracilifiyla transkripsiyonu yapildig1 tespit
edilmistir. Sonug olarak ADAMTS-1’in yeni bir erken hipoksiya ile regiile edilen bir
gen oldugu gosterilmistir. Calismada benzer metod ile hipoksik kosul olusturdu ve
bu kosullarda ADAMTS-1 ekspresyon seviyesinin artip artmadigint RT-PZR teknigi
(Sekil 3.11-3.12) ve ger¢ek zamanli PZR teknikleri (Sekil 3.13) ile incelendi. Bu
amagla oncelikle spesifik ADAMTS-1 primerler ile optimizasyon ¢alismalari yapildi.
Uygun Kosullarin tespitinden sonra normal ve hipoksik kosullardan elde edilen
c¢DNAlar kullanilarak PZR reaksiyonlar1 gerceklestirildi ve sonuglar %2’lik agaroz
jelde yiirtitildi.

Sekil 3.11: CoCl; ile olusturulan hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ekspresyonu; M:
Biiyiikliik belirteci, 1: 24 saat kontrol grubundan ADAMTS-1, 2: 24 saat CoCl,
uygulanan gruptan ADAMTS-1, 3: 48 saat kontrol grubundan ADAMTS-1, 4: 48
saat CoCl, uygulanan gruptan ADAMTS-1, 5: 72 saat kontrol grubundan ADAMTS-
1, 6: 72 saat CoCl, uygulanan gruptan ADAMTS-1
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Sekil 3.12: Normal ve hipoksik kosullar semi Kkantitatif RT-PZR analizi ile
ADAMTS-1 mRNA ifadesi densitometrik analizi
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Sekil 3.13: Normal ve hipoksik kosullar ger¢cek zamanli PZR analizi ile ADAMTS-1

MRNA ifadesi densitometrik analizi

3.3 insan ADAMTS-1 Geninin Transkripsiyonel Regiilasyonu

ADAMTS-1 transkripsiyonel regiilasyonunun aydinlatilmasi ile ilgili olarak,
ADAMTS-1 promotor bdlgesi klonlamak amaciyla kandan genomik DNA
izolasyonu yapildi. Daha sonra sirasiyla genin -1545/+51 promotor bolgesinin PZR

ile ¢ogaltilmast ve pGEMT igerisine klonlanmasi ve dizi analizi galigmalar
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gerceklestirildi. Daha sonra sirasiyla pGEMT Easy ve lusiferaz vektorii olan
pMetLuc vektorlerine alt klonlamalari gergeklestirildi. ADAMTS-1 promotor bolgesi
icin biyoinformatik c¢alismalar ile promotordaki muhtemel transkripsiyon faktorii
baglanma bolgeleri belirlendi. Bu basamakta segilen transkripsiyon faktorleri olan
SP1, USF ve C/EBPa’nmin ADAMTS-1 geni iizerinde olan etkileri arastirildi.
Transkripsiyon faktorlerinin etkileri promotor pargalar1 {izerinde, mRNA diizeyinde
ve protein diizeyinde arastirildi. mMRNA ve protein diizeyinde olan etki ayrica
hipoksik kosullarda da arastirildi. Oncelikle promotor parcalarmim bazal
transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi ve daha sonra ko-tranfeksiyonlara gecilerek
transkripsiyon faktorlerinin bazal aktiviteye olan etkileri salinan sistem lusiferaz ve
alkalen fosfataz aktiviteleri ile belirlendi. Secilen transkripsiyon faktorlerinin
ADAMTS-1 mRNA diizeyine olan etkileri kantitatif PZR ile protein diizeyindeki
etkileri ise western blot analizleri ile belirlendi. Uygulanan basamaklarin akis
diyagrami Sekil 1.7’de takip edilebilir.

3.3.1 ADAMTS-1 Promotorunun Klonlanmasi

3.3.1.1 Primerlerin Tasarlanmasi

ADAMTS-1 geninin promotor kismimin klonlanmasi amaciyla, genin tiim
niikleotit dizisi NCBI (www.ncbi.nlm.nih.gov) sayfasindan bulundu [Gen Bankasi
no: NT 011512 ] ve bu dizi iizerinden promotorun 1596 baz c¢iftlik kismi igin
primerler tasarland1 (Sekil 3.14). Tasarlanan forward ve reverse primerler
databanklarda bulunan DNA sekanslari ile BLAST yapilarak ADAMTS-1 geni ile en
yiiksek benzerligi gosterdigi tespit edildi.

Primer hazirlanmas1 swrasinda  hairpin = olusumu, Tm degerlerinin
hesaplanmasi, %GC igeriginin bulunmasi gibi degiskenler Oligo Analyzer 3.0
programi  kullanilarak hesaplandi (http:// www. idtdna. Com /analyzer/
Applications/OligoAnalyzer).
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-1545 +51

ADAMTS1 Promotor TATA

Forward Primer

Reverse Primer

Sekil 3.14: insan ADAMTS-1 promotorunun klonlanmasinda kullanilan primerlerin

baglanma yerlerinin sematik gosterimi

3.3.1.20Insan  ADAMTS-1  Promotorunun pGEMT  Vektoriine

Klonlanmasi

Bolim 2.2.3.2 belirtilen metoda gore kandan genomik DNA izolasyonu
yapildi. Izole edilen DNA %0,8 lik agaroz jelde yiiriitiilerek goriintiilendi (Sekil
3.15). 1596 bg igin 61° C, pozitif kontrol olan GAPDH primerleri igin 55°C Gradient
PZR kullanilarak PZR ¢alisildi. PZR programi 1 mM, 2 mM ve 4 mM MgCl,
kullanilarak ve 1 pL  kalip DNA ile yapildi. Pozitif kontrol olarak GAPDH ve
Negatif kontrol de galisildi. Sonuglar %0,8’lik agaroz jelde 1 kb biiyiikliik belirteci
(Fermentas) kullanilarak yiirtitiildii (Sekil 3.16).
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DNA émegi
1kb Marker

Sekil 3.15: Genomik DNA izolasyon sonucu jel goriintiisii (Biiyiikliik belirteci:
Fermentas SM 0311)

Farkli baglanma sicaklari ve DNA kaynaklart kullanilarak amplifikasyon
denendi. Fakat denenen amplifikasyon sartlar1 sonucunda birgok spesifik olmayan
bant elde edildi (Sekil 3.16). Boylece, primerin baglanma spesifikligi ile ilgili bir
problem yasayip yasamadigimizi bir kere daha degerlendirmek i¢in BLAST analizi
yapildi. BLAST analizi sonucu primerin %100 olasilikla insan genomunda bir kag

diziye baglandigi tespit edildi. Béylece yeni primer dizaynina karar verildi.

74



Tablo 3.1: ADAMTS-1 Promotorunun -1545/+51 Bolgesinin Cogaltilmasinda

Kullanilan ilk Primer Bilgileri

Primer adi Dizi Tm %GC
ACGCGTCACCCTGGCTTTGC
Forward Primer 63,6°C %65
%57
Reverse Primer CCATGGCTGCCATTCTTGCTC 59,2°C

Tablo 3.2: ADAMTS-1 Promotorunun Cogaltilmasinda Kullanilan PZR Kosullari

1 94°C 2 dakika 1 dongii
2 94 °C 20 saniye
53 °C -65°C 20 saniye 35 dongii
72°C 1 dakika
3 72°C 5 dakika 1 dongii
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Sekil 3.16: Spesifik ADAMTS-1 primerleri ile farkli MgCl, kullanilarak yapilan
PZR Sonucu (1: Biiyiikliik belirteci SM 0311, 2: Pozitif Kontrol GAPDH, 3: Negatif
Kontrol GAPDH Primerleri, 4: 1mM MgCl, ,5: 2mM MgCl,, 6: 4mM MgCl,, 7:
Negatif kontrol ADAMTS Primerleri)

Yeni primerler i¢in hedeflenen bdlgenin yakinindan diziler secilerek BLAST
ile sadece ADAMTS 1 promotorunun ilgili bolgelerine baglanan Primerler
olusturuldu. Bu primerlere ait bilgiyi tablo 3.3’de goriilebilir. Yeni primerlerle
yapilan PZR reaksiyonunda oOncelikli olarak tablo 3.2’de belirtilen PZR sartlari
kullanildi. Ayrica farkli MgCl, konsantrasyonlari kullanilarak PZR reaksiyonu
yapildi (Sekil 3.17). Kullanilan bu PCR reaksiyonu istenen bolgede 1596°bg lik
spesifik bolge elde edildi. 2 mM MgCI; uygun oldugu tespit edildikten sonra 10 uL
kalip DNA kulllanilarak bu bolgenin klonlanmasi amaciyla PZR yapildi (Sekil 3.18).
Bantlar jelden jel ekstraksiyon kiti ile geri kazanildi. Geri kazanilan bantlarin bir
kismi tekrar agaroz jelde yiritildi ve dogru yerde oldugu tespit edildi. Jelden
kazanilan 1596 bg¢’lik bantlar dogru yerde oldugu i¢in promotor PGEMT vektore
ligasyon yapildi. Ligasyon +4°C°de 1 gece yapildi. Ligasyon kosullart boliim
2.2.3.7°de belirtilmistir.
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Tablo 3.3: ADAMTS-1 Promotorunun -1545/+51 bg Bolgesinin Cogaltilmasinda

Kullanilan ikinci Primer Bilgileri

Primer adi

Dizi

Tm

%GC

Forward Primer

ACGCGTCACCCTGGCTTTGC

63,6°C

%65

Reverse Primer

CCATGGCTGCCATTCTTGCTC

59,2°C

%57

Sekil 3.17: Yeni Primerler Kullanilarak Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda Yapilan
PZR Sonucu (1: Biiyiiklik belirteci, 2: 1ImM MgCl, ,3: 2mM MgCl,, 4: 4mM
MgCly, 5: Biiyiikliik belirteci, 6: Pozitif Kontrol, 7: Negatif Kontrol)
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M 1 2 3 4 5 6 7
ADAMTS-1

Sekil 3.18: Yeni primerler ile 2mM MgCI;, kullanilarak yapilan PZR sonucu (M:
Biiyiiklik belirteci, 1-4: 2mM MgCl, ADAMTS-1 promotor 1596 bg, 5: Negatif
control ADAMTS-1 primerleri, 6: Pozitif Kontrol GAPDH, 7: Negatif Kontrol
GAPDH)

Ligasyon sonuglart E.coli DH5a ve XL-1 Blue hiicrelerine transforme edildi.
Transformantlar mavi beyaz se¢imi yapildi. 1596 bg icin olusan kolonilerden 20
tanesi ile koloni PZR ile yapildi (Sekil 3.19). Her bir koloni 10 uL steril distile su
igerisinde ¢oziildii ve kalip olarak bu karigimdan 1 pL alindi. Pozitif kontrolde kalip
olarak 1 uL genomik DNA kullanildu.

1°2 3 4 5 678 9 10 11 12413314 15 16 47 18.49 20 PK PK“PK

Sekil 3.19: 1596 b¢ ADAMTS-1 Promotor Bolgesi I¢in Yapilan Koloni PZR Sonucu
(1-20: Taranan koloni numarasi, PK: Pozitif Kontrol olarak genomik DNA kalib1
kullanildr)

1596 be i¢in 10, 12, 16, 17, 18. ci kolonilerden en parlak bant verdikleri i¢in

plazmit izolasyonu yapildi. Daha sonra bu plazmitler genin i¢cinden kesen Bgl II ve
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genin iki ucundan kesen Not | ve Ncol ile kesildi. Sonuglar %0,8’lik agaroz jelde
yuritildi (Sekil 3.20). Restriksiyon kesimi sonucunda istenilen bolgelerde bant
goriilmedi. Uygulanan koloni PZR’da rastlanilan yanlis pozitiflerin PZR
reaksiyonunda  kontaminasyon olabileceg§i  degerlendirilerek, @ ADAMTS-1

promotorunun klonlama ¢aligmalarina yeniden baslandi.

S g uil011 .12 13, 14 15

o ---

-

Sekil 3.20: Taranan Kolonilerin Restriksiyon Enzimi Kesim Sonuglar1 (M: Biiyiikliik
belirteci SM1333, 1: 10.koloni mini prep. Sonucu, 2: 10.koloni Notl/Ncol Kesimi, 3:
10.koloni Bgl 1l Kesimi, 4: 12.koloni mini prep. Sonucu, 5: 12.koloni Notl/Ncol
Kesimi, 6: 12.koloni Bgl Il Kesimi, 7: 16.koloni mini prep. Sonucu, 8: 16.koloni
Notl/Ncol Kesimi, 9: 16.koloni Bgl Il Kesimi, 10: 17.koloni mini prep. Sonucu, 11:
17.koloni Notl/Ncol Kesimi, 12: 17.koloni Bgl 1l Kesimi, 13: 18.koloni mini prep.
Sonucu, 14: 18.koloni Notl/Ncol Kesimi, 15: 18.koloni Bgl Il Kesimi)

1596 be¢’lik bolge genomik DNA’dan PZR yapilarak klonlanma galismalarina
devam edildi. Elde edilen beyaz kolonilere restiksiyon kesimi uygulandi, geni
kesmeyen Kpnl/Notl ile genden kesen Styl/Notl kesimi yapildi. 1596 bg’lik
konstrakt i¢in Styl geni 948. bazdan geni kesmektedir. Kesim sonuglart %0,8’lik
agaroz jelde yiiriitiildii. 1596 bg igin Sty I kesiminde dogru yerde bantlar goriildii.
Kpn I ve Not I kesiminde genin posizyonunun ters olmasindan dolay1 sadece plazmit

gozlendi (Sekil 3.21).

79



Sekil 3.21: Koloni PZR sonucu tespit edilen plazmidin Kpnl/Notl ve Styl/Notl
kesimleri agaroz jel elektroforez sonuglar1 (M: Biiyiikliik belirteci, 1: Kpnl/Notl, 2:
Styl/Notl, 3: Mini prep. Sonucu)

3.3.1.3 insan ADAMTS-1 Promotorunun Dizi Analizi

1596 bg’lik konstrakti iceren plazmit dizi analizine gonderildi. Dizi analizi
sonucunda insan ADAMTS-1 promotor’un sorunsuz klonlandigi belirlendi.
Klonlanan dizi fare ADAMTS-1 promotoru ile karsilastirildi (Sekil 3.22). Ayrica
klonlanan insan ADAMTS-1 promotoruna baglanan olasi transkripsiyon faktorleri de

belirlendi.

ADAMTS1 1 CTGCCATTCTTGCTCATTTGATTTTTCCTGATGAGTGGAAAGCAATGTTTTTGTTTTTGT 60

FEERTERTEr et e e e e e e e et v e e e e e v e e e e e e e e e e e e e el
Krmz 21 13881144 CTGCCATTCTTGCTCATTTGATTTTTCCTGATGAGTGGAAAGCAATGTTTTTGTTTTTGT
13881085

ADAMTS1 1 TTTTCAAGTAAGCAATCTCGCTAGGAAAAAAGAAGTTGGAAAGCATCCGGAAAAGAAAGC 120
FPEERTEETEr et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Krmz 21 13881084 TTTTCAAGTAAGCAATCTCGCTAGGAAAAAAGAAGTTGGAAAGCATCCGGAAAAGAAAGC

13881025

ADAMTS1 1 TTGTAAGAGGGACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT 180
FPELEERTEEEr et e et e e et e e e e e e e e e e e e

Krmz 21 13881024 TTGTAAGAGGGACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT

13880965

ADAMTS1 1 GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA 240
FEEEEEETErr e et et e et r et e e e e e e e e e e e e e e e e e el

Krmz 21 13880964 GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA

13880905

ADAMTS1 1 CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGCGCG 300

FECEEEET e e e et e e et et e e e e e e e e e e et e el
Krmz 21 13880904 CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGCGCG
13880845
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ADAMTS1

Krmz 21
13880785

ADAMTS1

Krmz 21
13880725

ADAMTS1

Krmz 21
13880665

ADAMTS1

Krmz 21
13880605

ADAMTS1

Krmz 21
13880545

ADAMTS1

Krmz 21
13880485

ADAMTS1

Krmz 21
13880425

ADAMTS1

Krmz 21
13880365

ADAMTS1

Krmz 21
13880305

ADAMTS1

Krmz 21
13880245

ADAMTS1

Krmz 21
13880185

ADAMTS1

Krmz 21
13880125

ADAMTS1

Krmz 21
13880065

ADAMTS1

Krmz 21
13880005

ADAMTS1

Krmz 21
13879945

1

13880844

1

13880784

1

13880724

1

13880664

1

13880604

1

13880544

1

13880484

1

13880424

1

13880364

1

13880304

1

13880244

1

13880184

1

13880124

1

13880064

1

13880004

AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG

FEEEEEETEr e et et e e et e e e et e e e e e e e e e e e e el
AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG

GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA

FEEEEEETEr e et et e e e e e e e e e e e e e e e e r e e e el
GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA

GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG

FEEEEEEEEr et ettt et r et e e e e e et e e e e e e el
GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG

TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA

PELEERTE et e e e e e e e e e e e e e e e e e e et
TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA

AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCC

FECEEEETEr e e e et e e e et e e e e e et e e e et e e el
AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCC

CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG

FEEEEEETEr et et et e e et e e e e e et e e e e e e e e e e e e el
CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG

CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAA

FEEEEEEEEr e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e el
CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAA

AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG

PEEEEEETEr e et et e e et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG

AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGG

FEEEEEEr e et et et e ettt e e e e e et e e e e e e el
AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGG

GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT

FEEEEEEEEr e e et e et r et e e e e e e e e e e e e el
GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT

CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG

PEEEEEETEr e et et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e el
CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG

AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG

PEEEEEETEr e et et e e e e e e e e e et e e e e e e e e e e e el
AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG

TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG

PEEEEEETEr e e et e et e e e e e e e e e e e e e e e e e el
TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGARAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG

GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAAT

FEEEEEETErerr ettt e et e e et e e e e e e e e e e e e e el
GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGARAT

GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG

FEEEEEETEr e et et e e e et e e e e e e e e e e e e e e el
GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG
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ADAMTS1 1 CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGARACCGGCGA 1260
PELEEREEEEr e e e e e et e e e e e e e e e e e e e e e e et

Krmz 21 13879944 CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCGA

13879885

ADAMTS1 1 GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACARAGTG 1320
CELEEREEEEr e e e e b et e e e e e e e e e e e e e e e e e et

Krmz 21 13879884 GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACAAAGTG

13879825

ADAMTS1 1 CTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGA 1380
|||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||||

Krmz 21 13879824 GTCACAGCG GAGCAGTG AGCCAGCG!

13879765

ADAMTS1 1 GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC 1440

FEEEEEETEr e et et e e e e et e e e et e e e e e e e e e e e e el
Krmz 21 13879764 GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC
13879705

ADAMTS1 1 GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGG 1500
FECEEEETEr e et et e e e e et e e e e e e e e e e e e e el

Krmz 21 13879704 GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGG

13879645

ADAMTS1 1 TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAG 1560

FEEEEEETEr e e et e et e et e e et e e e e e e e e e e el
Krmz 21 13879644 TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGARAG
13879585

ADAMTS1 1 CGGCTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGGTG 1596

FECEEEETEr et e re e e er el
Krmz 21 13879584 CGGCTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGGTG 13879549

Sekil 3.22: ADAMTS1 promotor bolgesi ve kromozom 21 deki blast sonucu

3.3.1.4insan ADAMTS-1 Promotorunun pGEMT Easy Vektoriine Alt

Klonlama Yapilmasi

Bolim 3.3.2°de anlatildigi gibi pGEMT vektoriine klonlanan insan
ADAMTS-1 promotoru PZR reaksiyonu ile ¢ogaltildi ve tekrar pGEMT Easy
vektoriine ligasyonu yapildi. Bunun sebebi pMetLuc lusiferaz vektoriine klonlama
icin pPGEMT-Easy vektoriiniin EcoRI kesim bolgesi icermesidir. Ligasyon {irlinleri
E.coli XL-1 Blue hiicrelerine transforme edildi ve olusan kolonilerden plazmit
izolasyonlar1 yapildi. Elde edilen plazmitler Kpn I ve Mlu I restriksiyon enzimleri ile
kesilerek istenilen bolgeyi igerip icermedikleri test edildi. Restriksiyon kesiminde

Fermantas Fast Digest enzimleri kullanildi.

82



Sekil 3.23: Kpnl/MIul Restriksiyon enzimleri ile pPGEMT Easy Kontrol Kesimi (M:
Biiyiikliik belirteci, 1: pGemT kesimi

3.3.1.5Insan ADAMTS-1 Promotorunun pMetLuc Reporter Lusiferaz
Vektoriine Alt Klonla Yapilmasi

pPGEM-T Easy vektoriine klonlanan insan ADAMTS-1 promotoru
fonksiyonel aktivitesinin belirlenecegi pMetLuc lusiferaz raportér vektdriine alt
klonlama yapildi. pGEMT Easy vektoriine klonlanan ADAMTS-1 Promotorunun
pMetLuc Lusiferaz Vektoriine Klonlama Stratejisinin Sematik olarak sekil 3.24°de
gosterilmektedir. Bu amacgla hem 1596 baz ¢iftlik ADAMTS-1 promotorunu igeren
PGEM-T Easy vektorii hemde pMetLuc lusiferaz raportor vektorii EcoRI restriksiyon
enzimi ile kesildi. pMetLuc vektoriiniin kendi kendine ligasyonunu &nlemek igin
EcoRI kesiminden sonra alkalen fosfataz uygulamasi yapildi. pGEMT Easy
vektoriinlin kesimi ve alkalen fosfataz uygulamasi iki kez yapildi. Kesim sonuglari
%0,8 agaroz jelde goriintiilendi (Sekil 3.25). Daha sonra ayni sekilde EcoRI enzimi
ile kesilen ve fosfataz uygulanan pMetLuc Reporter vektorii ile jelden geri kazanilan
insan ADAMTS-1 promotoru bir gece +4°C’de ligasyona birakildi. E.coli XL1blue
hiicrelerine transforme edildi. Kanamisin iceren LB agarli petrilere transformasyon
yapilmis bakterilerin ekimi yapilarak bir gece 37°C’de inkiibasyona birakildi. Olusan
kolonilerden 6 tanesi incelenerek, Xhol ve Mlul restriksiyon enzimleri ile kesilerek
kontrol yapildi. Kesim sonuglar1 agaroz jelde yiiriitiildii. Sekil 3.25’de goriildiigi gibi
ekilen 6 koloniden 4 tanesinde dogru oryantasyonda insan ADAMTS-1 promotor

dizisi tespit edildi.
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Sekil 3.24: pGEMT Easy vektoriine klonlanan ADAMTS-1 Promotorunun pMetLuc

Lusiferaz Vektoriine Klonlama Stratejisinin Sematik Gosterimi

Sekil 3.25: Transformasyon sonucu taranan 6 koloninin Xhol/Mlul restriksiyon
enzimleri ile kesim sonucu (M: Biiyiiklik belirteci, 1-6: Segilen alt1 koloniye ait

plazmitler)

3.4  Farkh Uzunluklarda Promotor Parcalarinin Kontrolii

Transfeksiyon analizlerinde kullanilacak 7 promotor pargasi, Hatipoglu ve
arkadaslarinca tarafimiza bagislanmistir. Bu ¢ercevede bizim klonladigimiz promotor
parcasiyla elimizde 8 adet farkli promotor bolgeleri igeren promotor pargalari
bulunmaktadir. Bizim klonladigimiz bolge Hatipoglu ve arkadaslarinca olusturulmus
parcalardan farkli olarak 5’ wucundan ilave 3’ ucundan da eksik bdlgeler

bulunmaktadir. Herbir promotor pargasini igeren plazmitler E.coli DH5a hiicrelerine
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transforme edilmis ve maxi prep. kiti kullanilarak izolasyonlar1 yapilmistir.
Transfeksiyonlarda kullanilmadan oOnce restriksiyon enzimleri kullanilarak
kontrolleri yeniden yapilmistir. Promotor parcalarinin sematize edilmis sekli asagida
gorilmektedir. Promotor pargalarinin kapsadigi bolgeler ve uzunluklari su sekildedir;
Promotor pargasi 1 (P1) : 1834 bg (-1415/+419), promotor pargasi 2 (P2): 1699 bg (-
1280/+419), promotor pargast 3 (P3): 1058 bg (-1271/+419), promotor parcasi 4
(P4): 1166 bg (-747/+419), promotor pargast 5 (P5): 912 bg (-493/+419), promotor
pargasi 6 ( P6): 657 bg (-238/+419), promotor parcas1 7 (P7): 548 b¢ (-129/+419) ve
promotor pargast 8 (P8): 1596bg (-1545/+51). Promotor pargalarinin temsili sekli
Sekil 3.26’da goriilmektedir.

+419
+419
b
+419
-105:
+419
+4]19
+419
+419

+5]

1545 { TATA Lusiferaz l

Sekil 3.26: Promotor (P) Pargalarinin temsili sekli; P1: 1834 bg (-1415/+419), P2:
1699 b (-1280/+419), P3: 1058 bg (-1271/+419), P4: 1166 bg (-747/+419), P5: 912
bg (-493/+419), P6: 657 bg (-238/+419), P7: 548 bg (-129/+419) ve P8: 1596 bg (-
1545/+51).
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3.5 Insan ADAMTS-1 Geni Promotorunun Karakterizasyonu

Insan ADAMTS-1 promotoru iizerindeki muhtemel transkripsiyon faktorleri
baglanma bolgeleri web tabanli bir program olan TF SEARCH ve Mathinspector
programlart kullanilarak belirlendi (Sekil 3.28). Belirlenen tiim transkripsiyon
faktorii baglanma bolgeleri ise Ek 5°de verildi. Incelenen 1596bg [-1758/-162]
uzunlugundaki promotor {izerinde sayisiz transkripsiyon baglanma sinyalleri
belirlenmistir. Onemli bulunan transkripsiyon faktorii baglanma bdlgelerinin
promotor iizerindeki yerlesimleri ve ka¢ defa baglandiklar ile ilgili bilgilere de sekil
3.28 ve tablo 3.4’de ulasilabilir. Unutulamamalidir ki bu baglanma dizilerinin
islevsel olup olmadigi promotorun fonksiyonel analizleri ile test edilecektir. insan

ADAMTS-1 promotoru ile yapilan ¢aligmalar TATA kutusu icerdigini géstermistir.

Insan ADAMTS-1 promotor blgesinin Mus Musculus ADAMTS-1 promotor
bolgesi ile karsilastirilmasi i¢in BioEdit Sequence Alignment Programi kullanildi.
Karsilastirma sonucunda 6zellikle GC kutular1 analiz edildiginde iki tiir arasinda
yiiksek oranda korunmusluk olmadig: tespit edildi. Bu da iki tiiriin genlerinin farkli

sekilde regiilasyona ugradigini diisiindiirmektedir (Sekil 3.27).

Tablo 3.4: -1415/+419 insan ADAMTS-1 promotoru iizerinde yer alan muhtemel

transkripsiyon Faktorlerinin baglanma dizileri ve lokalizasyonlari

TF Bolge
AP1 (Activator protein 1) -339, +286
c-Rel (Cellular oncogene) -1187
C/EBP (CCAAT Binding -1120, -1073, -850, -700, -
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Protein)

472, +30, +143

GCBox/SP1(Stimulating
Protein 1)

-1358, -1298, -1260, -1224,
-1137, -717, -292, -213, -
163, -108, -75

STAT(Signal transducer and
activator of transcription)

-1047, -1026, -931, -765, -
596, -331, -275, +324

USF (Upstream Stimulating
Factor)

-656
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Sekil 3.27: Fare ve Insan ADAMTS-1 Promorlarinin karsilastiriimasi
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GACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT

GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA
SP1/GC Box

CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGCGCG
SP1/GB Box SP1/GC Box

AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG
SP1/GC Box c-Rel

GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA
SP1/GC Box

GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG
C/EBP

TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA
C/EBP STAT STAT

AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGLCCC

CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG
STAT

CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAA
C/EBP

AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG

AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGG
STAT SP1/GC Box

GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT
C/EBP USF USF

CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG
STAT

AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG

TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG
C/EBP

GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAAT
C/EBP

GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG

CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCGA
AP1 STAT SP1/GC Box

GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACAAAGTG
STAT

CTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGA
SP1/GC Box
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-165 GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC
SP1/GC Box

-105 GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGG

SP1/GC Box SP1/GC Box SP1/GCBox

-45 TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAG

TATA Kutusu +1
+16 CGGCTCCGAGCCAGGGCTATGCAAAGCCAGGGTGCGCTACCGGACGGAGAGGGGAGAG

C/EBP
+76 CCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGCAGCCAAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCAL

+136 CAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGC
C/IEBP

+196 CACTCTGCCTGCGCCTGCCTCTCAGTGTCTCCAACTTTGCGCTGGAAGAAAAACTTCCCG

+256 CGCGCCGGCAGAACTGCAGCGCCTCCTTTTAGTGACTCCGGGAGCTTCGGCTGTAGCCGG
AP1

+316 CTCTGCGCGCCCTTCCAACGAATAATAGAAATTGTTAATTTTAACAATCCAGAGCAGGCC
STAT

+376 AACGAGGCTTTGCTCTCCCGACCCGAACTAAAGGTCCCTCGCTC +419

Sekil 3.28: -1415/+419 insan ADAMTS-1 promotoru iizerinde yer alan muhtemel

transkripsiyon Faktorlerinin baglanma dizileri ve lokalizasyonlari

3.6  Insan ADAMTS-1 Geni Promotor Bélgesinin Fonksiyonel Analizi

Insan ADAMTS-1 promotor parcalarmin fonksiyonel —aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in hepatoma (Hep3B) hiicrelerine kalsiyum fosfat prespitasyon
metodu kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Kalsiyum fosfat prespitasyon
yontemi, DNA’nin kalsiyum kloriir ile karistirilmas1 ve bu karisimin fosfat igeren
tampona kontrollii sekilde ilave edilerek oda sicakliginda inkiibasyonunu igerir.
Boylece olusan prespitasyonlar hiicreler {lizerine yayilarak fagositoz ya da endositoz
yoluyla hiicrelerin DNA molekiillerini almalarini saglar. Yontem 6zellikle kullanilan
materyallerin ucuz olmas: ve kolaylikla elde edilebilmesi nedeniyle yaygin olarak
kullanilmaktadir. Promotor aktivitesini belirlemek i¢in raportér gen olarak Metridia
longa (marin copepod) lusiferaz geni iceren pMetLuc vektor sistemi kullanilmistir.

Lusiferaz proteini medyuma salindigi i¢in lusiferaz aktivitesini belirlemek hassas,
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giivenilir ve hizlidir ayrica bu enzimin hiicre i¢inde stabil olmasindan dolay1 (uzun
yar1 Omiirlii), lusiferaz raportdr geni promotor aktivitesinin belirlenmesinde yaygin
olarak kullanilir. Hep3B kalsiyum fosfat prespitasyon yontemi ile kolaylikla
transfekte edilmektedir. Transfeksiyon calismalarindan 6nce bolim 3.2.4 ve bolim
3.3’de belirtildigi sekilde insan ADAMTS-1 promotor pargalart pMetLuc vektorii
icindeki lusiferaz raportdr genin iist kismina klonlandi. Promotor parcgalarinin dizi
analizi ile kontrolleri yapildiktan sonra endo-free maxi prep kiti ile saflastirilarak,

transfeksiyonlar1 yapildi.

3.6.1 Lusiferaz/SEAP optimizasyonlari

Lusiferaz enzim aktivitesini belirlemek i¢in ‘Clontech Ready-To-Glow™
Secreted Luciferase System’ kullanildi. Olgiimler Luminoskan Ascent marka
luminometre ile alindi. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine oranlanarak sonuglar
normalize edildi. Hiicrelere promotor pargasini igeren rekombinant plazmitler ile
birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0,5 ug SEAP (secreted
alkaline fosfatase) vektorii de transfekte edildi. Transfeksiyon etkinligi pmetluc
kontrol vektorii ve SEAP vektoriiniin ayri ransfeksiyonu ile degerlendirildi (Sekil
3.29 ve Sekil 3.30). Promotor pargasi i¢cermeyen bos pmetluc reporter vektorii
arkaplan olarak kullanildi. Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra medyumdan
ornek alinarak bolim 2.2.4.9 ve bolim 2.2.4.10°da belirtildigi sekilde lusiferaz ve
SEAP aktiviteleri ol¢tildii.

En biiyiik promotor pargasi olan 1834bg¢ (-1415/+419) ile konsantrasyon
optimizasyonu yapildi. Bu amagla 0,5 pg 1 ug ve 2 pg, 1834bg (-1415/+419)
promotor parcast Hep3B hiicrelerine kalsiyum fosfat presipitasyon yontemi ile
transfekte edildi. 0,5 pg promotor pargasi uygulamasinin lusiferaz O6l¢iimii
degerlendirimesinde yeterli oldugu goriildiigii igin kotransfeksiyonlarda 0,5 pg

promotor pargasi uygulamasina karar verildi.
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Sekil 3.29: pmetluc kontrol vektoriiniin lusiferaz sonuglart

seap kontrol
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48 saat 72 saat

SEAP Aktivite
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Sekil 3.30: SEAP kontrol vektoriiniin seap sonuglari

0,045 - @ 48 saat

0,04 1 O 72 saat
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Sekil 3.31: SEAP kontrol ve promotor igermeyen pmetluc reporter vektorlerin

lusiferaz aktivite sonuglari
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Sekil 3.32: 2 pg, 1 pg ve 0,5 pg 1834bg (-1415/+419) promotor pargasinin

Lusiferaz/SEAP aktivitesi optimizasyon sonuglari

3.6.2 Bazal Promotor Aktivitesinin Belirlenmesi

Oncelikle yedi farkli uzunlukta, kisaltilarak hazirlanmis insan ADAMTS-1
promotor pargalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi. Hep3B modeline
aktarimda kalsiyum fosfat transfeksiyon yontemi kullanildi ve lusiferaz vektor
sitemiyle aktivite belirlendi. Hiicrelere 0,5ug promotor pargalari igeren rekombinant
plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0,5pug
SEAP vektorii de transfekte edildi. Lusiferaz dl¢iimlerinin kontrolii ve transfeksiyon
etkinliginin kontrolii i¢in pMetLuc Kontrol plazmiti ve salinan alkalin fosfataz
aktivitesinin kontrolii i¢in de SEAP Kontrol vektorleri pozitif kontrol olarak
kullanildi. Negatif kontrol olarak promotor pargasi igermeyen pMetLuc vektori
hiicrelere transfekte edildi. Pozitif kontrol olarak pMetLuc vektorii kullanilmasinin
nedeni, bu vektoriin lusiferaz geninin oniinde kontrol promotor tasidigi i¢in yiiksek
lusiferaz aktivitesi gostermesidir. Transfeksiyondan 48 saat sonra transfekte edilmis
hiicrelerden medyum toplanarak bolim 2.2.4.9 ve bolim 2.2.4.10°da belirtildigi
sekilde lusiferaz ve alkalin fosfataz aktiviteleri Ol¢iildii. Lusiferaz aktivitesi SEAP
aktivitesine oranlanarak sonuglar normalize edildi. Transfeksiyon deneyleri 12

kuyulu plakalarda 3 tekrarli olarak ¢alisildi ve birbirinden bagimsiz 3 deney yapilda.

Sekil 3.33’da ve Sekil 3.34’de goriildiigii gibi zamana bagli olarak lusiferaz
aktivitesinde artis gézlendi. Tiim promotor parcalarinda gézlenen aktivite, en kiigiik

parga olan 548bg [-129/+419 ] uzunlugundaki promotor pargasinin, insan ADAMTS-
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1 promotorunun bazal aktivitesi i¢in yeterli oldugunu gosterdi. Insan ADAMTS-1
promotorunun -747/+419 bolgelerini igeren [-1251/+38] uzunlugundaki promotor
parcast ve 304 bg¢ [-266/38] uzunlugundaki promotor pargalar1 ise en yliksek

aktiviteyi gosterdi.

350

300 A 48 saat

Pl P2 P3 P4 PS P& P7

-1415/+419 -1280/+419 .1058/+419 -747/+419 -493/#419 -238/+419 -129/+419

=]
i
[e=]

(]
o
o

Kat Lusiferaz Aktivite
(- L
L= i
o [=]

wn
o

Sekil 3.33: Promotor pargalarinin 48 saat bazal aktivitelerinin istatistiksel analizi;
P1: 1834 bg (-1415/+419), P2: 1699 bg (-1280/+419), P3: 1058 bg (-1271/+419), P4:
1166 bg (-747/+419), P5: 912 be (-493/+419), P6: 657 bg (-238/+419) ve P7: 548 be
(-129/+419)
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Sekil 3.34: Promotor parcalarinin 72 saat bazal aktivitelerinin istatistiksel analizi;
P1: 1834 bg (-1415/+419), P2: 1699 bg (-1280/+419), P3: 1058 bg (-1271/+419), P4:
1166 bg (-747/+419), P5: 912 bg (-493/+419), P6: 657 be (-238/+419) ve P7: 548 bg
(-129/+419)

Kat Lusiferaz Aktivite

Ayrica en biiyiik iki promotor parcasinin bazal aktiviteleri de karsilagtirildi.
5’ uctan yaklasik 368 bazlik bir eksik bolge tasiyan P8’in P1 ‘e gore daha diisiik
aktivite gosterdigi tespit edildi. Aktivitedeki bu azalmanin bu boélgede bulunan
onemli transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinden kaynakli  oldugu

distiniilmektedir.
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Q
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Kat Lusiferaz Aktivite

48 saat 72 saat

Sekil 3.35: P8 1596 bg (-1545/+51) promotor pargasinin bazal aktivitesi
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Sekil 3.36: Iki biiyiik promotor parcasinin temsili sekli
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Sekil 3.37: Iki biiyiik promotor parcasinin bazal aktivitelerinin karsilastiriimasi

3.6.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 iizerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

3.6.3.1 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 promotor parcalari

uizerindeki Etkisinin Belirlenmesi

PCR’a dayali teknikle klonlanan ADAMTS-1 promotoru web bazli bir
program olan TRANSFACT programi kullanilarak 6n analizden gegirildi. Boliim
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3.5’de bahsedildigi gibi yiizlerce farkli potansiyel transkripsiyon faktorii baglanma
bolgeleri bulundu. Bu transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin bulunmasi
hepsinin promotora baglanacagi anlamima gelmemektedir. Fonksiyonel deneylerle
bunun desteklenmesi gerekmektedir. Kotransfeksiyon analizleri bunlari saglar.
Kotransfeksiyon analizleri ilgili transkripsiyon faktoriin kodlayan genin bir
ekspresyon vektoriine klonlanmasi ile olusturulan ekspresyon vektorii ile promotor

parcalarinin ayn1 anda transfeksiyonunun yapilmasi demektir.
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Sekil 3.38: Promotor Pargalari iizerinde SP1 baglanma bdlgelerinin gosterilmesi
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SP1 transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon vektorleri Dr.Dipak Ramji
Cardiff Universitesi U.K.’den temin edilmistir. Ekzojen olarak ekspre olmus
transkripsiyon faktorlerinin direkt olarak ADAMTS-1’in transkripsiyonel aktivitesini
etkileyip etkilemediklerinin belirlenmesi amag¢lanmistir. Bu amagla farkli promotor
pargalar1 ile transkripsiyon faktorlerini igeren ekspresyon plasmitleri ayni anada
Hep3B hiicrelerine transfekte edildi. Hep3B hiicrelerinde promotor pargalarinin
farkli inkiibasyon araliklarinda transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi. SP1’in
promotor pargalar1 lizerindeki etkisinin arastirillmasinda 48 ve 72 saat dilimleri
kullanildi. Bunun nedeni promotor pargalari ile birlikte transfekte edilen
transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon vektorlerinin yeterli protein {iretiminin

olusmasi ve promotor ile etkilesmesinin olabilmesi igindir.

SP1 transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerindeki ektopik olarak ifade
olup olmadigini kontrol i¢in SP1 i¢in spesifik primerler kullanilarak ger¢ek zamanli
PZR ile kontrol edildi. mRNA ve protein analizlerinde 25cm? flasklarda
transfeksiyondan 24 saat o6nce hiicreler yaklasik 2.000.000 olacak sekilde yayildi ve
transfekte edilecek ekspresyon vektorii 10 ug son konsantrasyonda olacak sekilde
uygulandi. Hiicrelerden total RNA izole edildi ve boliim 2.2.5 de anlatildigi sekilde
cDNA eldesi gerceklestirildi. Ekspresyon vektorii transfekte edilmeyen hiicreler
kontrol olarak kullanilarak gercek zamanli PZR gercgeklestirildi. Sonuglar Livak
metoduna gore degerlendirildi. EKtopik olarak tiretilen SP1’in mRNA ifadesi gergek
zamanli PZR ile belirlendi. Buna gore SP1 ekspresyon vektori ile gegici ifadesinin
hiicrelerde olduk¢a basarili oldugu SP1 mRNA miktarinin endojen SP1 miktarina
gore oldukga artmis oldugu goriildi (Sekil 3.39).

Transfeksiyonlarda 0,5 pg promotor pargasi tasiyan pMetluc vektori, 0,5 pg
pSEAP vektorii ve 2 pg SPI1 transkripsiyon faktorii tagiyan ekspresyon vektorii
kalsiyum fosfat presipitasyon metoduna gore Hep3B hiicrelerine transfekte edildi.
Transfeksiyon deneyleri 12 kuyulu plakalarda 3 tekrarli olarak ¢aligildi ve
birbirinden bagimsiz 3 deney yapildi. Ayrica ayni deneyde tiim promotor
pargalarinin bazal aktiviteleri de ¢aligildi. Kotransfeksiyonlarda elde edilen Lusiferaz
aktivitelerinin SEAP aktivitelerine oranlanmasiyla elde edilen deney sonuglari,
promotor pargalarinin bazal aktiviteleriyle elde edilen deney sonuclariyla

karsilastirildi. SP1 transkripsiyon faktoriiniin her bir promotor pargasina olana etkisi
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istatistiksel olarak degerlendirildi. SP1 transkripsiyon faktdriiniin promotor parcalari

tizerinde transkripsiyonu azaltici etki gosterdigi sonucuna varildi. Sonuglar sekil 3.40

ile 3.46 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 3.39: Ektopik olarak tiretilen SP1’in mRNA ifadesinin gergek zamanli PZR ile

gosterilmesi
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Sekil 3.40: P1 (1834 b¢) ADAMTS-1 promotor parcasina SP1 transkripsiyon

faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi p<0,05
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Sekil 3.41: P2 (1699 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi p<0,05
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Sekil 3.42: P3 (1477 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi p<0,05
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Sekil 3.43: P4 (1166 bg) ADAMTS-1 promotor pargasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi p<0,05
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Sekil 3.44: P5 (912 bg) ADAMTS-1 promotor pargasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 saatteki etkisi p>0,05
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Sekil 3.45: P6 (657 bg) ADAMTS-1 promotor pargasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 saatteki etkisi p=0,05
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Sekil 3.46: P7 (548 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina SP1 transkripsiyon
faktoriiniin 48 saatteki etkisi p<0,05
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3.6.3.2 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 mRNA Diizeyine
Olan Etkilerinin Ger¢ek Zamanh PZR (Q-PZR) ile Belirlenmesi

Farkl1 transkripsiyon faktorlerinin insan ADAMTS-1 ekspresyon seviyesine
etkilerinin belirlenmesi i¢in ADAMTS-1 ifadesinin tarafimizca gosterildigi hiicre
hatti olan Hep3B hiicre hatt1 kullanildi. Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-1 ifadesi
lizerine segtigimiz transkripsiyon faktorlerinin etkisi hem normal hemde hipoksik
kosullarda ¢alisildi. Bu amagla SP1 transkripsiyon faktérii Hep3B hiicrelerine
transfekte edilerek ADAMTS-1 mRNA diizeyindeki etkili olup olmadigi belirlendi.
25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat dnce hiicreler yaklasik 2.000.000 olacak
sekilde yayildi ve transfekte edilecek transkripsiyon faktorleri 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde hem normal oksijen kosullarinda hemde CoCl, ile
olusturulmus hipoksik kosullarda uygulandi. Hiicrelerden total RNA izole edildi ve
bolim 2.2.5 da anlatildigi sekilde cDNA eldesi gergeklestirildi. Daha sonra her
deney seti icin 2 tekrarli olarak asagida Bioneer gercek zamanli PZR kiti kullanilarak
boliim 2.2.5.6"da belirtilen kosullarda ger¢ek zamanli PZR yapildi. Sonuglar Livak
metoduna gore boliim 2.2.5.6’da anlatildig: sekilde degerlendirildi.

Gergek zamanlt qRT-PZR sonuglar1 analiz edildiginde zamana bagli olarak
SP1 transkripsiyon faktoriine ait grafikler sekil 3.47 ve sekil 3.48’de goriilmektedir.
Kontrol gruplariyla deneylerin arasindaki farkin istatistiki olarak Onemli olup
olmadigt One way ANOVA testi kullanilarak belirlendi. SP1 transkripsiyon
faktoriinlin 24 saatte istatistiksel olarak anlamli bir azalisa sebep oldugu ancak

hipoksik kosullarda tersi bir etki gozlendi.
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Sekil 3.47: SP1'in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Normal oksijen kosullari)
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Sekil 3.48: SP1’in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Hipoksik kosullar)

3.6.3.3 SP1 Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 Protein Seviyesine
Etkilerinin Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-1 ifadesi lizerine protein diizeyinde etkisinin
belirlenmesi i¢in western Blot analizi kullanildi. SP1 trasnkripsiyonunun ADAMTS1
genine protein diizeyinde etkisi hem normal hemde hipoksik kosullarda ¢alisildi. Bu
amagla SP1 Hep3B hiicrelerine transfekte edilerek ADAMTS-1 protein diizeyinde
etkili olup olmadig1 belirlendi. 25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat Once

hiicreler yaklagik 2.000.000 olacak sekilde yayildi ve transfekte edilecek
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transkripsiyon faktorleri 10 pg son konsantrasyonda olacak sekilde hem normal
oksijen kosullarinda hemde CoCl; ile olusturulmus hipoksik kosullarda uygulandi.
24, 48 ve 72 zaman dilimleri sonunda Boliim 2.2.6.2°de anlatildig1 sekilde Laemli
buffer kulanilarak protein 6rnekleri hazirlandi. Daha sonra 6rnekler boliim 2.2.6.3’de
SDS PAGE metoduna gére vyiiriitiildii. Orneklerin jelde yiiriimesi tamamlandiktan
sonra SDS jelinin blotlamas1 Boliim 2.2.5.4°de anlatildig: sekilde yapildi.

Transfer sonras1 membrana immuno blotlama islemi uygulandi. Membranlar
sirastyla primer antikor ve sekonder antikor ile muamele edildi. Ayrica semi
kantitatif c¢aligmalarinda ADAMTS-1 bantlari normalizasyon amagli B-aktin
bantlartyla oranlanmistir. Proteinlerin belirlenmesi ve sonuclarin filme aktarimi
Bolim 2.2.5.6’da anlatildigi gibi yapildi. Otoradyogafi ile elde edilen sinyaller
densitometrik analiz ile degerlendirildi. Western blot deneyinin film iizerindeki

ADAMTS-1 ve B-Aktin bantlar1 denstrometrik olarak analiz edildi.

SP1 transkripsiyon faktoriiniin protein seviyesinde 6zellikle 24 saatte azaliga
sebep oldugu gozlendi ancak hipoksik kosullarda tersi olarak bir artisa sebep oldugu

gozlendi.
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Sekil 3.49: SP1 transkripsiyon faktdriiniin normal oksijen kosullarinda ADAMTS-1
Protein Seviyesine Etkisi
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Sekil 3.50: SP1 transkripsiyon faktoriiniin hipoksik kosullarda ADAMTS-1 Protein
Seviyesine Etkisi

3.6.4 USF Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-1 iizerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

3.6.4.1 USF Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 promotor parcalari

uizerindeki Etkisinin Belirlenmesi

USF (Upstream stimulatory factor 1) olarak adlandirilan bir transkripsiyon
faktoriidir. ADAMTS-1 promotor bdlgesinde 2 muhtemel USF baglanma bdlgesi
bulunmaktadir. USF transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS1 promotor parcalari
tizerinde etkilerini belirlemek, MRNA ve protein diizeyinde herhangi bir etkisi olup
olmadigini berlirlemek i¢in USF tasiyan ekspresyon vektoriiniin Hep3B hiicrelerinde
ektopik olarak ifade edildi. Ekspresyon plasmidi Dr.Dipak Ramji Cardiff
Universitesi U.K.’den temin edilmistir. Bu amagla farkli promotor parcalar ile

transkripsiyon faktoriinii iceren ekspresyon plasmiti ayn1 anda Hep3B hiicrelerine
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transfekte edildi. Hep3B hiicrelerinde promotor parcalarinin farkli inkiibasyon

araliklarinda transkripsiyonel aktiviteleri belirlendi.

USF transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerindeki ekspresyonu USF i¢in
spesifik primerler kullanilarak ger¢ek zamanli PZR ile kontrol edildi (Sekil 3.51).
Ekspresyon vektorii transfekte edilmis Hep3B hiicrelerinden total RNA izole edildi
ve bolim 2.2.5 da anlatildigi sekilde cDNA eldesi gergeklestirildi. Ekspresyon
vektorii transfekte edilmeyen hiicreler kontrol olarak kullanilarak gercek zamanli
PZR gergeklestirildi. Sonuglar Livak metoduna gore degerlendirildi. Sekil 3.50°de
goriildiigli lizere ektopik olarak USF ‘in hiicrelerde oldukca iyi bir sekilde ifade
oldugu mRNA diizeyinde tespit edildi.

140 - O Kontrol
120 - B USF
100

80

Kat mRNA

60

40

20

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.51: Ektopik olarak iiretilen USF’nin mRNA ifadesinin gergek zamanli PZR

ile gosterilmesi

Transfeksiyonlarda 0,5 pg promotor pargasi tasiyan pmetluc vektord, 0,5 pg
pSEAP vektorii ve 2 pug USF transkripsiyon faktorii tasiyan ekspresyon vektorii
kalsiyum fosfat presipitasyon metoduna gére Hep3B hiicrelerine transfekte edildi.
Ayrica ayn1 deneyde tiim promotor parcalarinin bazal aktiviteleri de calisildi.
Kotransfeksiyonlarda elde edilen Lusiferaz aktivitelerinin SEAP aktivitelerine
oranlanmasiyla elde edilen deney sonuglari, promotor pargalarinin bazal

aktiviteleriyle elde edilen deney sonuglariyla karsilastirildi. USF transkripsiyon
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faktorlinlin promotor parcalar1 {izerinde transkripsiyonu azaltict etki gosterdigi

sonucuna varildi. Sonuglar sekil 3.53 ile 3.59 arasinda gosterilmistir.
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Sekil 3.52: USF transkripsiyon faktorii baglanma bolgeri
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Sekil 3.53: P1 (1834 b¢) ADAMTS-1 promotor pargasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi 48 saatteki: p>0,05, 72 saatteki p=0,05
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Sekil 3.54: P2 (1699 b¢) ADAMTS-1 promotor parcasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi 48 saat icin p=0,05; 72 saat icin p<0,05

600 -
500 A

400 -
@ P3 Bazal Aktivite
300

DP3+USF
200 -
100 A i

0 .

48 saat 72 saat

Relative Lusiferaz Aktivite

Sekil 3.55: P3 (1477 bg) ADAMTS-1 promotor pargasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi. (48 saat p<0,05; 72 saat p>0,05)
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Sekil 3.56: P4 (1166 bg) ADAMTS-1 promotor pargasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi 48 saat icin p<0,05; 72 saat icin p>0,05
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Sekil 3.57: P5 (912 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 saatteki etkisi p<0,05
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Sekil 3.58: P6 (657 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve 72 saatteki etkisi p>0,05
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Sekil 3.59: P7 (548 bg) ADAMTS-1 promotor parcasina USF transkripsiyon
faktoriiniin 48 ve saatteki etkisi p<0,05

3.6.4.2 USF Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-1 mRNA Diizeyine
Olan Etkilerinin Gercek Zamanh PZR (Q-PZR) ile Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-1 ifadesi lizerine sectigimiz transkripsiyon
faktorlerinin etkisi hem normal hemde hipoksik kosullarda calisildi. Bu amagla USF
transkripsiyon faktorleri Hep3B hiicrelerine transfekte edilerek ADAMTS-1 mRNA
diizeyindeki etkili olup olmadigi belirlendi. USF ekspresyon vektorii transfekte
edilmis hiicrelerden total RNA izolasyonu yapildi. Daha sonra her deney seti icin 2
tekrarli olarak asagida Bioneer ger¢cek zamanli PZR kiti kullanilarak bolim
2.2.5.6’da belirtilen kosullarda ger¢cek zamanli PZR yapildi. Sonuglar Livak
metoduna gore bolim 2.2.5.6’da anlatildig: sekilde degerlendirildi.

Gergek zamanli qRT-PZR sonuglar1 analiz edildiginde zamana bagli olarak
USF transkripsiyon faktoriine ait grafikler sekil 3.60 ve sekil 3.61’de goriilmektedir.
Kontrol gruplariyla deneylerin arasindaki farkin istatistiki olarak Onemli olup

olmadig1 One way ANOVA testi kullanilarak belirlenmistir.

USF uygulamasinin Hep3B hiicrelerinde 48 ve 72 saatte ADAMTS-1 mRNA
seviyesinde azaliga sebep oldugu goézlendi. Farkli uzunluklardaki ADAMTS-1
promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivitesinde de azalisa sebep olmaktadir.
Hipoksik kosullarda ADAMTS-1 ifadesinde artis tiim uygulanan USF ve SPI
transkripisyon faktorlerinde tespit edildi. Bu durumun ADAMTS-1 hipoksik
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durumlarda artis1 ile ilgili oldugu ve bu transkripsiyon faktorlerinin etkisinden

bagimsiz oldugunu diisiindiirmektedir.

Kat mRNA

kontrol 24 saat usf 48 saat usf 72 saat usf

Sekil 3.60: USF’in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Normal oksijen

kosullari)
2,5 -
, _
Z 15
£
g 1
0,5 -
O -
kontrol 24 saat usf 48 saat usf 72 saat usf

Sekil 3.61: USF’in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Hipoksik kosullar)
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3.6.5 C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 iizerindeki Etkisinin

Belirlenmesi

3.6.5.1 C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 promotor

parcalar iizerindeki EtKisinin Belirlenmesi

C/EBPa (CCAAT/Enhanser Binding Protein) hiicre faklilasmasinda 6nemli
gorevleri olan bir transkripsiyon faktoriidiir. C/EBPa transkripsiyon faktorlerini
tastyan ekspresyon vektdrleri Dr.Dipak Ramji Cardiff Universitesi’den temin
edilmistir. Ekzojen olarak ekspre olmus transkripsiyon faktorlerinin direkt olarak
ADAMTS-1’in transkripsiyonel aktivitesini etkileyip etkilemediklerinin belirlenmesi
amaglandi. C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin Hep3B hiicrelerindeki ekspresyonu
C/EBPa igin spesifik primerler kullanilarak gergek zamanli PZR ile kontrol edildi
(Sekil 3.62).

100 OKontrol
90 1 W C/EBPa
80 -
70
60
50 A
40

Kat mRNA

20
10

24 saat 48 saat 72 saat

Sekil 3.62: Ektopik olarak iiretilen C/EBPa’nin mRNA ifesdisinin ger¢ek zamanl
PZR ile gosterilmesi

mRNA ve protein analizlerinde 25 cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat
once hiicreler yaklasik 2.000.000 olacak sekilde yayildi ve transfekte edilecek
ekspresyon vektorii 10 ug son konsantrasyonda olacak sekilde uygulandi.

Hiicrelerden total RNA izole edildi ve bolim 2.2.5’de anlatildigi sekilde cDNA
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eldesi gergeklestirildi. Ekspresyon vektorii transfekte edilmeyen hiicreler kontrol
olarak kullanilarak gergcek zamanli PZR gergeklestirildi. Sonuglar Livak metoduna
gore degerlendirildi. Bu amagla farkli promotor pargalari ile transkripsiyon faktoriinii
igeren ekspresyon plasmiti ayn1 anda Hep3B hiicrelerine transfekte edildi. Hep3B
hiicrelerinde promotor pargalarinin farkli inkiibasyon araliklarinda transkripsiyonel
aktiviteleri belirlendi. Transfeksiyonlarda 0,5 pg promotor parcasi tasiyan pmetluc
vektori, 0,5 pug pSEAP vektorii ve 2 ug C/EBPa transkripsiyon faktorii tagiyan
ekspresyon vektorii kalsiyum fosfat presipitasyon metoduna gére Hep3B hiicrelerine
transfekte edildi. Transfeksiyon deneyleri 12 kuyulu plakalarda 3 tekrarli olarak
calistlmis ve birbirinden bagimsiz 3 deney yapildi. Ayrica ayni deneyde tiim
promotor parcalarinin bazal aktiviteleri de ¢alisildi. Kotransfeksiyonlarda elde edilen
Lusiferaz aktivitelerinin SEAP aktivitelerine oranlanmasiyla elde edilen deney
sonugclari, promotor pargalarinin bazal aktiviteleriyle elde edilen deney Sonuglariyla
karsilastirildi. C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin her bir promotor pargasina olan
etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi. C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin
ADAMTS-1 promotor parcalari Tlizerinde istatistiksel olarak anlamli etkisi
saptanmamistir. Tlim istatistiki analizler degerlendirildiginde 48. Saatte 4. Promotor
bolgesi disinda diger bolgeler p>0,05 bulundu. Ancak 72. Saatte 4. Promotor
bolgesindeki anlamli goriilen etki yok olmustur. Delesyon promotor parcalarinin

degerlendirilmesindeki bu sinirdaki etki anlamli olarak bulunmamustir.
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Sekil 3.64: Promotor parcalarina C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin 48 saatteki
etkisi p>0,05
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Sekil 3.65: Promotor pargalarina C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin 72 saatteki
etkisi p>0,05
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3.6.5.2 C/EBPa  Transkripsiyon Faktoriinin ADAMTS-1 mRNA
Diizeyine Olan Etkilerinin Ger¢cek Zamanh PZR (Q-PZR) ile

Belirlenmesi

Hep3B hiicrelerinde ADAMTS-1 ifadesi {izerine sectigimiz C/EBPa
transkripsiyon faktorleriiniin etkisi hem normal hemde hipoksik kosullarda ¢aligildu.
Bu amagla 25cm? flasklarda transfeksiyon yapildi, hem normal oksijen kosullarinda
hemde CoCl; ile olusturulmus hipoksik kosullarda uygulandi. Hiicrelerden total
RNA izole edildi ve Bioneer ger¢cek zamanli PZR kiti kullanilarak boliim 2.2.5.6"°da
belirtilen kosullarda gercek zamanli PZR yapildi. Sonuglar Livak metoduna gore

degerlendirildi ve istatistiksel analizleri yapildi.

C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin ne normal kosullarda nede hipoksik
kosullarda ADAMTS-1 ekspresyonuna istatistiksel olarak anlamli bir etkisi

bulunmamustir.

Kat mRNA

Kontral 24 saat C/EBPuo. 48 saat C/EBPuo. 72 saat C/EBPa.

Sekil 3.66: C/EBPa’in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Normal oksijen
kosullari)
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Kontrol 24 saat C/EBPuo. 48 saat C/EBPuo. 72 saat C/EBPa.

Sekil 3.67: C/EBPa 'in ADAMTS-1 ekspresyonuna olan etkisi (Hipoksik kosullar)

3.6.5.3 USF ve C/EBPa Transkripsiyon Faktoriiniin ADAMTS-1 Protein

Seviyesine Etkilerinin Belirlenmesi

Bu amacla USF ve C/EBPa transkripsiyon faktorleri Hep3B hiicrelerine
transfekte edilerek ADAMTS-1 protein diizeyinde etkili olup olmadigi belirlendi.
25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat dnce hiicreler yaklagik 2.000.000 olacak
sekilde yayildi ve transfekte edilecek transkripsiyon faktorleri 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde hem normal oksijen kosullarinda hemde CoCl, ile
olusturulmus hipoksik kosullarda uygulandi. 24, 48 ve 72 zaman dilimleri sonunda
Bolim 2.2.6.2°de anlatildig1 sekilde Laemli buffer kulanilarak protein ornekleri
hazirlandi. Daha sonra 6rnekler boliim 2.2.6.3’de SDS PAGE metoduna gore elektrik
akimda yiiriitiildii. Orneklerin jelde yiiriimesi tamamlandiktan sonra SDS jelinin

blotlamas1 Boliim 2.2.5.4°de anlatildig1 sekilde yapildi.

Proteinlerin belirlenmesi ve sonuglarin filme aktarimi Bolim 2.2.5.6°da
anlatildigi gibi yapildi. Westren blot deneyinin film {izerindeki ADAMTS-1 ve -

Aktin bantlar1 denstrometrik olarak analiz edildi.

USF transkripsiyon faktoriiniin normal oksijen kosullarinda sadece 72 saatte
azalisa sebep oldugu ancak hipoksik kosullarda 24 saatte artisa sebep oldugu
goriildii. C/EBPa. transkripsiyon faktoriiniin normal kosullarda herhangi bir etkisi
goriilmezken, hipoksik kosullarda ADAMTS-1 protein seviyesinde USF ve SP1’de
oldugu gibi artis etkisi gozlendi.
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Sekil 3.68: USF ve C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin normal oksijen kosullarinda
ADAMTS-1 Protein Seviyesine Etkisi (1: 24 saat kontrol, 2: 24 saat USF uygulanan,
3: 24 saat C/EBPa uygulanan, 4: 48 saat kontrol, 5: 48 saat USF uygulanan, 6: 48
saat C/EBPa uygulanan, 7: 72 saat kontrol, 8: 72 saat USF uygulanan, 9: 72 saat
C/EBPo uygulanan; iist film ADAMTS-1, alt film GAPDH)
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Sekil 3.69: USF ve C/EBPa transkripsiyon faktoriiniin hipoksik kosullarda
ADAMTS-1 Protein Seviyesine Etkisi (1: 24 saat kontrol, 2: 24 saat USF uygulanan,
3: 24 saat C/EBPa uygulanan, 4: 48 saat kontrol, 5: 48 saat USF uygulanan, 6: 48
saat C/EBPa uygulanan, 7: 72 saat kontrol, 8: 72 saat USF uygulanan, 9: 72 saat
C/EBPo uygulanan; iist film ADAMTS-1, alt film GAPDH)
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4. SONUC VE ONERILER

Ekstraseliiler matriksin proteolitik yikiminda proteaz aktivitesine sahip ¢ok
sayida molekiil gorev alir. Bu molekiiller domain yapilarina gore ¢ok sayida protein
ailesi olarak gruplandirilir. ADAM ailesi proteinlerinin genis 6l¢iide tanimlanmasinin
ardindan ADAM-iligkili yeni bir grup proteinin varligt Kuno ve arkadaslari [3]
tarafindan 1997 yilinda gosterilmistir. Kuno ve arkadaslar farelere, enjekte ettikleri
bir hiicre hattiyla kageksik kolon kanseri modeli olusturmuslar ve bu kanser tiiriinde
ifade olan genleri belirlemislerdir. Bu ¢alismada, ADAM protein ailesinin tiyelerine
cok benzeyen, trombospondin tip 1 (TSP1) motifleri tasiyan ve inflamasyonla iligkili
olan bir protein klonlanmigtir. Arastiricilar, bu yeni {iyeyi tanimlamak icin ADAMTS
(a disintegrin and metalloproteinase with thrombospondin motifs) adini
kullanmiglardir. ADAM ailesi iiyelerinin aksine, hiicre membraninda yer almayip,
ekstraselliiler matrikse salgilanan ADAMTS’ler; ADAM ailesi iiyelerinin sahip
olduklar1 tiim domainleri igermelerine ragmen, kendilerine 6zgii TSP1 motifleri de
bulundurduklari i¢cin ADAM iiyeleri olarak kabul edilmemistir ve yeni bir aileyi

olusturmuslardir [3].

Ilk olarak Kuno ve arkadaslari tarafindan 1997 yilinda tanimlanmis olan
ADAMTS-1 ilk tiyesi olmasi nedeniyle diger iiyelere gore daha fazla calismalar
yapilmstir. 1999 yilinda ADAMTS-1 vaskiiler endotelyal biiylime faktoriiniin
(VEGF) uyardig1 anjiyogenezi inhibe ettigi ve fibroblast biiylime faktorii 2’nin
uyardig1 vaskiilarizasyonu baskiladigr bulunmustur. Bu 6zelligi nedeniyle anti-
anjiyogenetik tiiyesi olarak tanimlanmistir. Daha sonra ADAMTS-8’inde bu
aktiviteye sahip oldugu gosterilmistir [74]. ADAMTS-1 ve -8’in anti-anjiyogenetik
aktivitelerine TS motiflerinin aracilik ettigi distiniilmektedir. Bu tekrar motifleri,
trombospondin ailesinin bes liyesinden sadece TSP1 ve TSP2’de mevcut olan 6zel
motiflerdir ve trombospondin ailesinin TS motifleri icermeyen diger {i¢ iiyesi anti-
anjiyogenetik etkiye sahip degildir. Son yillarda elde edilen bulgular, ADAMTS-1’in
anti-anjiyogenetik etkisinden sorumlu olan bolgenin C-terminalindeki iki TS motifi
tekrar1 oldugunu ve proteinin bu bdlgeler sayesinde VEGF165’e baglandigini
gostermistir [15, 69]. Yine, ADAMTS-1 ve -8’in birinci C-terminal TS tekrarinda
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bulunan ve ADAMTS-1 ile -8 disindaki ADAMTS’larin higbirinde mevcut olmayan
GWQRRL/TVECRD motifinin 6nemli bir role sahip olmasi olasilig1 son derece
yiiksektir [12].

ADAMTS-1 proteinin Anti-anjiyogenetik etkisinin yani sira agrekanaz
aktivitesine sahip oldugu ¢esitli arastirmacilar tarafindan gosterilmistir. ADAMTS-
1’in ayrica agrekanin yani sira versikani parcalayabildigi de bilinmektedir [19].
Yapilan bazi ¢alismalar ADAMTS-1’in ekstraselliiler matriks tlizerindeki etkisinin
follikiil dretilmesi igin, versikani degrede edici etkisinin ise oviilasyonun

gerceklesebilmesi i¢in zorunlu oldugunu diisiindiirmektedir [19-22].

Anti-anjiogenetik aktivitesi olan ADAMTS-1"in kanser tiplerindeki roliiniin
arastirilmasi gerekliligi ortaya ¢ikmistir. ADAMTS-1’in kanserdeki rolleri ile yapilan
calismalarin ¢ogu bu iiyenin farkli hiicrelerde mRNA ya da protein diizeyinde
ifadesinin belirlenmesine odaklanmistir. Yapilan bu ¢alismalarla, ADAMTS-1’in
antianjiogenetik etkisi ve rolii de gosterilmistir. 2006 yilinda yaymladiklart
calismalarinda, Rocks ve arkadaglari, insan kiiglik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde  (non-small-cell  lung  carcinomas, NSCLC) ADAMTS-1
ekspresyonunu, saglikli dokulara oranla anlamli olarak daha az bulduklarin
bildirmislerdir [77]. ADAMTS-1’in kanserdeki rolleri ile yapilan ¢alismalarin ¢ogu
bu tiyenin farkli hiicrelerde mRNA ya da protein diizeyinde ifadesinin belirlenmesine
odaklanmistir. Transkripsiyonel regiilasyonu ile 1ilgili sl sayida bilgi
bulunmaktadir. Ik bilinen iiyesi olmasma ragmen ADAMTS-1 ‘in transkripsiyonel
regiilasyonu konusunda bilgi ¢ok sinirlidir. Fare ADAMTS-1 geninin promotoru
1997 yilinda klonlanarak karekterize edilmistir [3]. 2006 yilinda Lind ve arkadaslari
tarafindan yapilan c¢alismada DNA metilasyonunun fare ADAMTS-1 aktivitesini
azalttigi belirtilmistir. Bu da farede aktivitesinin transkripsiyonel olarak promotor
seviyesinde kontrol edildigini gostermektedir. Kanser spesifik hipermetilasyona
ugradig distiniilmektedir [2]. Fare ADAMTS-1 promotoruna HDAC inhibitorii olan
TSA uygulamasindan sonra SP1 ve HDAC6 baglanmasinin azaldigin1 bulmuslardir.
Proksimal bolgedeki GC kutularinin inaktivasyon icin gerekli oldugu tespit
edilmigtir. SP1 in ADAMTS-1 ekspresyonunu azalttigi acgiklanmistir [4, 5]. SP1
birgok hiicresel ve viral genlerin promotorlarina baglanan diziye spesifik DNA

baglanma proteini olup c¢ok iyi karakterize edilmistir. Farkli dokulardaki SP1
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ekspresyonlar1 farklilik gosterir ve SP1’in DNA’ya baglanma afinitesi biiylime

faktorleri tarafindan degistirilebilir.

2009 yilinda Hatipoglu ve arkadaslar1 tarafindan hipoksiyanin ADAMTS-1’1
indiikleyip indiikklemedigi ve regiilasyon mekanizmasi arastirtlmistir. Endotelyal
hiicrelerde, hipoksiya durumunda, ADAMTS-1 mRNA ve protein ekspresyon
seviyesi hizli bir sekilde arttigi fakat diger hiicre tiplerinde boyle bir durum tespit
edilmemistir. Ilging bir sekilde ADAMTS-1’in hipoksiya ile indiiklenmesi gegici bir
durum olmasina ragmen HUVEC hiicrelerinde, VEGF’iin hipoksiya ile indiiklenmesi
zamana bagl olarak artmaktadir. Endotelyal hiicrelerde ADAMTS-1 hipoksiya
durumunda gegici olarak indiiklendigi ve HIF-la’in baglanmasi araciligiyla
transkripsiyonu yapildigi tespit edilmistir. Sonug olarak ADAMTS-1 in yeni bir akut
hipoksiya ile regiile edilen bir gen oldugu gosterilmistir [6].

Biitiin bu ekspresyon ¢alismalarinin 1s1ginda bu tez ¢alismasinin amact hem
farkli kanser tiplerinde ekspresyonunun degistigi bilinen ADAMTS-1'in farkli
dokulara ait kanser hiicre hatlarindaki ve normal dokulardaki ekspresyon durumu
incelenmesi hemde ADAMTS-1 promotorunun klonlanlanarak promotor bolgesinin
detayli analizi ile farkli transkripsiyon faktorlerine karsi cevabin belirlenmesi ve bu

cevabin hem mRNA hem de protein diizeyinde de arastirilmasi gerceklestirilmistir.

ADAMTS-1 ekspresyonunu incelemek icin Hep3B (Insan Kkaraciger
karsinomu), MCF7 (Insan meme karsinomu), PC3 (insan prostat karsinomu), DU145
(Insan prostat karsinomu), HT-29 (Insan kolon karsinomu), MG63 (Insan kemik
karsinomu), Saos-2 (insan kemik karsinomu), Ishikawa (human endometrial
adenokarsinom) ve HUVEC (Insan umbilikal venlerinden elde edilen endotel hiicre)
hiicre hatlari kullanilmistir. ADAMTS-1"in Hep3B, PC3, MG-63, SAOS, HUVEC,
ISC hiicre hatlarinda ekspre edildigi ancak MCF-7, DU145 ve HT-29 hiicre

hatlarinda ifade edilmedigi belirlenmistir.

Prostat stroma hiicreleri ile LNCaP, PC3, DU145 gibi prostat kanseri hiicre
hatlarinda ADAMTS-1, -4, -5, -9, -15 ve TIMP-3 ekspresyonlariin incelendigi bir
caligmada stroma hiicrelerinin bu proteinleri siirekli olarak eksprese ettikleri ancak
hiicre hatlarindaki ekspresyonunun degistini gostermislerdir [78]. Gustavsson ve

arkadaglarinin  deneysel androjen-bagimsiz ve bagimli prostat kanserlerinde
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angiyogenezi regiile eden genlerin ekspresyonunu arastirdiklar1 ve 2008’de
yayinladiklar1 ¢alisma ise ADAMTS-1 ekspresyonunun azaldigi bulunmustur [79].
Ayrica tez ¢alismasi kapsaminda (DU-145) ve PC3 insan prostat kanserlerinde hem
ADAMTS-1 hemde ADAMTS-1 substrat1 olan VEGF ifadesi arastirilmistir. PC3
hiicreleri DU145’lere gore daha metastatik karekterde Prostat spesifik antijen (PSA)
ifade eden bir hiicre grubudur. DU145’ler ise daha az metastatik 6zellikte, PSA ifade
etmeyen bir hiicre hatt1 olma 06zelligine sahiptir. Bu farkliliklara ragmen, PC3 ve
DU145 hiicre hattinda VEGF ekspresyonu goriilitken ADAMTS-1 ekspresyonu
sadece PC3 hiicre hattinda tespit edilmistir [80].

Ayrica meme kanser modeli olan MCF-7 hiicre hattinda ADAMTS-1 ifadesi
arastirilmig ancak bu hiicre hattinda ifade edilmedigi yada saptanamayacak kadar ¢ok
az ifade ediliyor olacagi RT-PCR calismast ile gosterilmistir [80]. Porter ve
arkadaslar1 insan meme kanserinde, neoplastik olmayan meme dokusunda ve meme
kanseri hiicre hatlarinda gergeklestirdikleri ve  ADAMTS-1-20’nin ekspresyon
profilini inceledikleri ¢alismada; meme karsinomu vakalarinda, tiimoriin
heterojenitesinden, tipinden ve derecesinden bagimsiz olarak, ADAMTS genlerinden
yedi tanesinin (ADAMTS-1, 3, 5, 8, 9, 10 ve 18) siirekli olarak ekspresyonun
azaldigini bulmuslardir [81].

Literatiirde karaciger kanserlerinde ADAMTS proteinlerinin ekspresyonunun
incelendigi tek ¢alisma Masui ve arkadaslarinin hepatoseliiler karsinomalarda (HCC)
ADAMTS-1’in mRNA ekspresyonunu arastirdiklart c¢alismadir. Arastirmacilar
inceledikleri 16 HCC vakasinda kanser dokusunda ADAMTS-1 ekspresyonu
diizeylerini belirlemisler ve bunu siroz hastalarindan elde edilen karaciger
dokusundaki ADAMTS-1 ekspresyonu ile karsilastirdiklarinda, HCC’da ADAMTS-
1 ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini tespit etmislerdir [7]. Ayrica yine bu tez
caligmasinda ilk kez ADAMTS-1 varligi karaciger hiicre hatti olan Hep3B

hiicrelerinde tarafimizca gosterilmistir [8].

ADAMTS proteinlerinin mide ve bagirsak kanserlerinde ekspresyonu ile ilgili
cok fazla bilgi mevcut degildir. Yapilan bir ¢alismada kolorektal tiimorlerde
ADAMTS-1’in  promotor hipermetilasyonu yoluyla inaktive edildigi ortaya
konulmustur [2]. Ayrica yine bu tez ¢alismasinda ilk kez ADAMTS-1’in kolon
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kanseri hiicre hattt olan HT-29 hiicrelerinde ifade edilmedigi yada saptanamayacak
kadar az ifade ediliyor olabilecegi gosterilmistir [80].

ADAMTS-1’in HUVEC hiicrelerinde erken hipoksik cevapta 6nemli bir gen
oldugu Hatipoglu ve arkadaslarinca gosterilmistir. Hatipoglu ve arkadaslarinca
hipoksik model olarak, endotel ve endotel olmayan hiicre hatlar1 kullanilarak
ADAMTS-1 ifadesinin hipoksik kosullardaki degisimi incelenmistir. HUVEC,
HPAEC ve HMEC (Endotel hiicreleri) ‘da ADAMTS-1 ifadesinin hipoksik durumda
artmis oldugunu gostermislerdir. ARPE (Retinal Pigment epitelyum) artmadigini
ancak yine fibroblast (Endotel olmayan hiicreler) hiicrelerinde ADAMTSI1 ifadesi
hipoksik kosullarda arttigin1 gostermislerdir. Sonugta ADAMTSI ‘in hipoksikiya ile
hiicre spesifik olarak regule oldugu Onerilmistir [6]. Bu tez c¢alismasinda ifadesi
bizim tarafimizdan gosterilen insan Hepatoma modeli olan Hep3B’de ADAMT-1
ifadesi incelenmistir. Bunun ig¢in hipoksik kosullar CoCl; ile Hep3B hiicrelerinde
basarili bir sekilde olusturulmustur. Hipoksik kosullar HIF-1a seviyesi ile kontrol
edilmektedir. Ciinkii HIFla arttigi zaman hipoksik kosullarda regiile olan genlerin
promotorlarinda HRE (Hypoxia Response Element) elementlere baglanarak bu
genlerin ifadesinde artisa neden olacaktir. Bizim ¢alismamizda 24 ve 48 saatlerde
normal kosullara oranla hipoksik kosullarda HIF-1 ekspresyonunun arttigi tespit

edilmistir. Hipoksik kosul olusumu dogrulanmastir.

HIF-1 ekspresyonunda artisa ADAMTS-1 ekspresyonundaki artis eslik
etmistir. Sonug olarak bizim ¢aligmamizda Hep3B hiicrelerinde CoCl; uygulamasi ile
hipoksik kosul olusturulmus ve ilk kez hipoksik kosullarda bu hiicre hattinda hem
HIF-1 hemde ADAMTS-1 ekspresyonunun mRNA diizeyinde ve protein diizeyinde

arttig1 gosterilmistir.

RNA analizlerinde internal kontroliin se¢imi oldukca &nemlidir. Ozellikle
farkli kosullarda yapilan ¢alismalarda g¢alisilan kosuldan etkilenmeyecek bir internal
kontroliin se¢imi gerekmektedir. Calismamizda CoCl; ile indiiklenen hipoksik
kosullarda ¢alismalarimiz yiiriitiildiigi i¢in bu kosullarda GAPDH, B-Aktin ve H-f-
2-Mikrogloblin mRNA seviyeleri hem Hep3B hemde PC3 hiicre hatlarinda analiz
edilmistir. GAPDH ve B-Aktin mRNA seviyesi degiskenlik gosterirken H-B-2-
Mikrogloblin seviyesi ne Hep3B ne de PC3 hiicre hattinda degismedigi yapilan RT-

PZR analizleri ile gosterilmistir. Literatiir incelendiginde Hua Zeng ve arkadaslarinin
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1999 yilinda farkl hiicre hatlarini kullanarak yaptiklar1 ¢calismalarinda 28S RNA 'nin
hipoksik kosullar altinda internal kontrol olarak analizlerde kullanilabilecegini ancak
HIF-1 tarafindan diizenlenen hipoksik kosullarda GAPDH ’in internal kontrol olarak
se¢iminin uygun olmayacagini gostermislerdir [89]. Harun Said ve arkadaslarinin
2006 yilinnda GAPDH ile yaptiklar1 bir baska calismada Glioma hiicre hattinda
hipoksik kosullar altinda bu genin internal kontrol olarak kullaniminin uygun
oldugunu gostermislerdir [90]. Ayrica yaptiklar1 bu ¢alismada 2006 yilina kadar
internal kontroller ile ilgili yapilan ¢alismalar i¢in bir 6zet yapmislar ve LNCap,
ATII, SiHa, MBEC4, EC4, tavsan iskelet kasi1 hiicrelerinde hipoksik kosullar altinda
GAPDH'in internal kontrol olarak kullaniminin uygun olmadigi gosterilmistir [90].
Yine bir bagka arastirma grubu olan Trine ve arkadaslar1 1998 yilinda yaptiklari bir
caligmalarinda internal kontrol amagh kullanilan ¢ok sayida geni analiz etmislerdir.
Bu ¢alismada 18S RNA ve B-Aktin’in biiylime ve farklilasma kosullarinda adipoz

kokenli primer hiicre kiiltiiriinde kullaniminin uygun olmadigini géstermislerdir [91].

Farkli uzunluklarda promotor pargalariyla transfeksiyonlar gerceklestirilmis
ve bazal promotor aktiviteleri belirlenmistir. Iki bilyilk promotor pargasi
karsilastirilmis ve P8’in P1’e gore daha diisiik aktivite gosterdigi tespit edilmistir. Bu
sonu¢ P8’de yaklasik 368 bazlik bir bolgenin delesyonundan ve bu bolgedeki dnemli
transkripsiyon  faktorii  baglanma  bolgelerinin  kaybindan  kaynaklandig

distiniilmektedir.

Insan ADAMTS1 Promotoru incelendiginde, promotor iizerinde ¢ok sayida
muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi bulunmustur (bkz ek). Ozellikle
hedef baglanma dizileri olan SP1, USF ve C\EBPa baglanma dizilerinin ADAMTS-1
promotoru iizerinde ¢ok sayida baglandigi bulunmustur. Bu transkripsiyon faktorleri
icinde ¢ok fazla olas1 baglanma bdlgesi olan SP1 transkripsiyon faktorii dncelikle
secilmigtir. SP1 transkripsiyon faktoriinii segmemizin diger bir temel nedeni, bu
transkripsiyon faktoriiniin fare ADAMTS-1 iizerinde azaltan bir etki gostermesidir.
Bilindigi iizere pek ¢ok transkripsiyon faktoriiniin tiire 6zgii spesifik regiilasyonu
bulunmaktadir. Kogkar ve arkadaslar1 daha onceki caligmalarinda xenopus C/EBPa
‘nin fare C/EBPo alfadan daha farkli regiilasyon mekanizmasi kullandigini
gostermislerdir [92]. Tiire 6zgii olabilecegini gosteren diger bir kanit ise fare ve insan

ADAMTS-1 promotorlarinin dizileri karsilagtirildiginda farede onerilen SP1
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baglanma bdlgesinin insan promotorunda korunmus olmamasidir. Diger USF ve
C/EBPa transkripsiyon faktorlerinin se¢gmemizin nedeni ise yine bu transkripsyon
faktorlerine ait pek cok olas1 baglanma bolgelerinin bulunmasidir. Diger bir 6nemli
etken ise 6zellikle C/EBPa karaciger spesifik gen ifadesinde dominant olarak gérev
alan bir transkripsiyon faktorii olmasidir. C/EBPa ilk olarak sican karaciger
niikleusunda 1siya dayanikli bir ¢ekirdek proteini olarak tanimlanmistir. Herpes
simpleks virlis timidin kinaz geninin promoter bolgesindeki CCAAT elementi ve
birg¢ok tiimor viriislerinin enhancer bolgeleri ile baglanti kurabilen bir proteindir [93].
Daha sonra 6zellikle baslica karaciger rejenerasyonu dahil olmak iizere karacigere
spesifik pek ¢ok genin transkripsiyonunun diizenledigi belirlenmistir. Bu yiizden bu
transkripsiyon faktorleri karaciger modelinde detayli incemeye alinmistir. Bunun
icin hangi bdlgelerin bu anlamda 6nemli oldugunu analiz edebilmek i¢in 5’
kisaltilmig promotor pargalari ve indiiklemis SP1, USF ve C/EBPa ekspresyon
plasmidleri ile gegici transfeksiyon analizleri yapilmistir. Ayrica indiiklenmis SP1,
USF ve C/EBPo ekspresyon plasmidleri ile ADAMTS-1’in mRNA ve protein
seviyesine olan etkisi de gecici transfeksiyon analizleri ile aragtirilmigtir. Ayrica bu
transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS-1"e etkisinin hiposiya ile regiile olup olmadig1

da arastirilmastir.

Bu kapsamda 6ncelikle ADAMTS-1 geninin transkripsiyonel regiilasyonunun
aydinlatilmasi amacina yonelik olarak ADAMTS-1 promotorunun biyoinformatik
analizi yapilmistir. GenBank Accession numarast NT 011512 olan ADAMTS-1
geninin promotor bolgedeki translasyon baglangic bolgesi ve transkripsiyonel
baslangic bolgesi (+1) belirlendikten sonra, NCBI sitesinden faydalanarak
promotorun -1545/+51 bolgesine spesifik primerler dizayn edildi.  Promotor
bolgenin klonlanmasi i¢in kalip olarak kullanilacak olan DNA, kandan izole edildi.
Bu amagla kullanilan yontem, hem iyi sonu¢ vermesi hem de basit ve hizli olmasi

nedeniyle tercih edilmistir.

-1545/+51 baz ¢iftlik ADAMTS-1 promotor bolgesi PZR ile ¢ogaltilarak,
once pGEMT ve daha sonra sirasiyla pGEMT Easy ve pMetLuc lusiferaz raporcu
vektore klonlandi. Klonlanan bélgenin dizi analiz sonuglart NCBI’da yer alan dizi

ile karsilagtirildiginda sorunsuz bir sekilde klonlamanin gergeklestigi tespit edildi.
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BioEdit Alignment Programi kullanilarak insan ADAMTS-1 promotor
dizisinin Mus musculus ADAMTS-1 promotor dizisi ile karsilastirilmasi yapilmistir.
Buna gore iki tiirtin promotor dizleri arasinda bazi bolgelerin yiiksek homoloji bazi
bolgelerin ise farkliliklar igerdigi tespit edilmistir. insan ADAMTS-1 promotoru
tizerindeki muhtemel transkripsiyon faktorleri baglanma bdlgeleri web tabanli bir
program olan TF SEARCH ve Mathinspector programlari kullanilarak belirlenmis ve
calismamiz kapsaminda promotorda baglanma bolgesi tespit edilen SP1, USF ve

C/EBPa transkripsiyon faktorleriyle ¢alisilmasina karar verilmistir.

Calismamazda insan ADAMTS-1 promotorunun SP1 uygulamasinin normal
kosullar altinda Hep3B hiicrelerinde mRNA ve protein diizeyinde 24 saatte azalisa
sebep oldugu gosterilmistir. Ancak hipoksik kosullar altinda SP1 uygulamasinin
normal kosullarin tersine artisa sebep oldugu mRNA ve protein diizeyinde
gosterilmistir. Bilindigi gibi hipoksik kosullar altinda bircok genin ekspresyon
seviyesi degismektedir. ADAMTS-1"in hipoksik kosullar altinda regiilasyonunun
degistigi bilinen bir gergektir. SP1 uygulamasinin hipoksik kosullarda farkl bir etki
gostermesi bu kosullar altinda regiile olan birgok genin etkisi ile farkli
basamaklardan iliski kurarak ger¢eklesebilmektedir. Sonug¢ olarak SP1 uygulamasi
Hep3B hiicrelerinde 24 saatte hem ADAMTS-1 mRNA seviyesinde hem de
ADAMTS-1 protein seviyesinde istatistiksel olarak anlaml1 bir azalisa sebep olurken,
farkli  uzunluklardaki ADAMTS-1 promotor parcalarinin transkripsiyonel
aktivitesinde de azalisa sebep olmaktadir. 2008 yilinda Chia ve arkadaslarinin
yaptiklar bir ¢alismada fare ADAMTS-1 promotoruna HDAC inhibitorii olan TSA
uygulamasindan sonra SP1 ve HDAC6 baglanmasinin azaldigini bulmuslardir.
Proksimal bolgedeki GC kutularinin inaktivasyon i¢in gerekli oldugu tespit edilmistir
[4, 5]. SP1 birgok hiicresel ve viral genlerin promotorlarina baglanan diziye spesifik
DNA baglanma proteini olup ¢ok iyi karakterize edilmistir. Farkli dokulardaki SP1
ekspresyonlar1 farklilik gosterir ve SP1’in DNA’ya baglanma afinitesi biiylime

faktorleri tarafindan degistirilebilir.

USF uygulamasi Hep3B hiicrelerinde 48 ve 72 saatte ADAMTS-1 mRNA
seviyesinde azalisa 72 saatte protein seviyesinde azalisa sebep oldugu goézlemistir.
Farkli uzunluklardaki ADAMTS-1 promotor parcalarinin transkripsiyonel
aktivitesinde de azalisa sebep olmaktadir Ancak hipoksik kosullarda, ADAMTS-1
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protein seviyesinde artig goriilmektedir. C/EBPa transkripsiyon fatdriiniin ne mRNA
diizeyinde ne de protein diizeyinde bir etkisi gozlemlenememistir. Farkli
uzunluklardaki ADAMTS-1 promotor pargalarinin transkripsiyonel aktivitesinde de
istatistiksel olarak anlamli bir etki gdézlemlenmemistir. Hipoksik kosullarda
ADAMTS-1 ifadesinde artis tiim uygulanan C/EBP, USF ve SP1 transkripisyon
faktorlerinde tespit edilmistir. Bu durumun ADAMTS-1 hipoksik durumlarda artisi
ile ilgili oldugu ve bu transkripsiyon faktorlerinin etkisinden bagimsiz oldugunu

diistindiirmektedir.

Sonug olarak, bu ¢alisma literatiirde sinirli bilgi bulunan insan ADAMTS-1
geninin transkripsiyonel regiilasyonu konusunda bilgi sahibi olmamizi saglamistir.
Bu ¢aligma sonucu elde edilen bilgiler ADAMTS-1 geninin regiilasyonu konusunda

gelecekte yapilacak caligsmalara 1s1k tutacaktir.
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6. EKLER

EK A Kullanilan Biiyiikliik belirtegleri

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder

0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
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PageRuler™ Plus Prestained
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EK B ADAMTS-1 Promotor Bilgileri

-1545/+51 insan ADAMTS-1 Promotor Bolgesini Kesmeyen Enzimler
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Pmel, PshAl, Psil, P1-Pspl, PspXIl, Psrl, Pstl, Rsrll, Sall, SanDl, Scal, PI-Scel,
SexAl, Sfil, SgrAl, SgrDlI, SnaBl, Spel, Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Tagll, Tfil,
Tsol, Tth111l, Vspl, Xcml, Xhol, Xmnl

-1545/+51 Promotor Bolgesi

CTGCCATTCTTGCTCATTTGATTTTTCCTGATGAGTGGAAAGCAATGTTTTTGTTTTTGT
TTTTCAAGTAAGCAATCTCGCTAGGAAAAAAGAAGTTGGAAAGCATCCGGAAAAGAAAGC
TTGTAAGAGGGACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT
GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA
CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGCGLG
AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG
GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA
GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG
TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA
AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCC
CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG
CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAA
AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG
AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGG
GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT
CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG
AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG
TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG
GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAAT
GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG
CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCGA
GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACAAAGTG
CTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGA
GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC
GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGG
TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAG
CGGCTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGGTG

insan ADAMTS-1 promotorunun -1545/+51 bélgesinin transkripsiyon faktorii
baglanma motiflerinin TRANSFAC 1.3 kullanmilarak belirlenmesi

1 CTGCCATTCT TGCTCATTTG ATTTTTCCTG ATGAGTGGAA AGCAATGTTT entry score
< M00148 SRY 100.0
<———- M00029 HSF 95.4
<———- M00028 HSF 94.3
P M00148 SRY 90.9
__________ > MO0075 GATA-1 89.8
________ > M00253 cap 88.4
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101 AAGCATCCGG ARAAGAAAGC TTGTAAGAGG GACGTGTGGG AGAACTAGAA
———>
——>
——>

151 GGGACGCTTC TGGCTGGGGC CAACTGAAGT GGGGAAGATC TGGGGAGGAG

201 CGAGGAAAGG ACCCAGATCT ACTTGGAGCC AACCAAGAGA CCGGACGGGA

—

————>

MO00096
M00029
M00029
M00028
M00028
M00160
M00253

entry

M00148
M00148
M00028
M00029
MO0075
M00094
M00240
M0O0076
M00029
M00029
M00093
M00028
M00028
M00160
M00160
M00241

entry

M00028
M00029
M00029
M00028
M00029
M00148
M00075
M00028
M00141
M00032
M00074
M00029
M00029
M00087
M00028
M00028
M00076

entry

M00083
M00048
M00028
M00028
M00048
M00048
M00029
M00029
M00240
M00253
M00083
M00048

entry

M00033
M00048
M00048
M00029
M00253
M00028
M00032
M00083
M00226

entry

M00048
M00048
M00253
MO00033
M00048
M00048

Pbx-1 87.3
HSF 86.9
HSF 86.9
HSF 85.9
HSF 85.9
SRY 85.9
cap 85.2

score
SRY 100.0
SRY 100.0
HSF 95.3
HSF 93.7
GATA-1 91.4
BR-C 7 88.7
Nkx-2. 88.4
GATA-2 87.0
HSF 86.9
HSF 86.9
BR-C Z 86.2
HSF 85.9
HSF 85.9
SRY 85.9
SRY 85.9
Nkx-2. 85.3

score
HSF 100.0
HSF 100.0
HSF 96.0
HSF 95.3
HSF 93.7
SRY 90.0
GATA-1 88.6
HSF 88.5
Lyf-1 88.3
c-Ets- 88.2
c-Ets- 88.1
HSF 86.9
HSF 86.9
Tk-2 86.8
HSF 85.9
HSF 85.9
GATA-2 85.4

score
MZF1 100.0
ADR1 95.4
HSF 95.3
HSF 95.3
ADR1 93.8
ADR1 93.8
HSF 93.7
HSF 93.7
Nkx-2. 90.7
cap 89.1
MZF1 87.8
ADR1 86.2

score
300 90.1
ADR1 89.2
ADR1 87.7
HSF 86.9
cap 86.7
HSF 85.9
c-Ets- 85.3
MZF1 85.2
P 85.1

score
ADR1 96.9
ADR1 95.4
cap 91.3
p300 90.1
ADR1 89.2
ADR1 87.7
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M00029
M00029
M00253
M00048
M00263
M00028
M00253
M00083

entry

M00048
M00253
M00263
M00253

entry

M00048
M00083
M00255
M00029
M00053
M00028

entry

M00253
M00028
M00029
M00022
M00048
M00094
M00022
M00048
M00255
M00141
M00029
M00196
M00048
M00028
M00254

entry

M00028
M00076
M00228
M00120
M00029
M00040
M00040
M00028
M00260

entry

M00048
M00046
M00226
M00048
M00120
M00029
M00029
M00223
M00028
M00028

entry

M00048
M00048
M00028
M00048
M00029
M00084
M00048
M00083
M00154
M00048
M00104
M00104
M00029

HSF 87.4
HSF 86.9
cap 86.7
ADR1 86.2
StuAp 86.2
HSF 85.9
cap 85.6
MZF1 85.2

score
ADR1 93.8
cap 91.3
StuAp 86.2
cap 85.6

score
ADR1 92.3
MZF1 90.4
GC box 87.6
HSF 86.9
c-Rel 86.0
HSF 85.9

score
cap 95.7
HSF 95.3
HSF 93.7
Hb 91.1
ADR1 90.8
BR-C Z 88.7
Hb 88.4
ADR1 87.7
GC box 87.6
Lyf-1 87.0
HSF 86.9
Spl 86.5
ADR1 86.2
HSF 85.9
CCAAT 85.6

score
HSF 91.1
GATA-2 88.9
VBP 88.1
dl 87.1
HSF 86.9
CRE-BP 86.7
CRE-BP 86.7
HSF 85.9
HLF 85.3

score
ADR1 95.4
GCR1 90.9
P 89.6
ADR1 87.7
dl 87.1
HSF 86.9
HSF 86.9
STATx 86.5
HSF 85.9
HSF 85.9

score
ADR1 96.9
ADR1 95.4
HSF 95.3
ADR1 93.8
HSF 93.7
MZF1 90.3
ADR1 89.2
MZF1 88.7
STRE 87.7
ADR1 87.7
CDP CR 87.3
CDP CR 87.3
HSF 86.9
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M00029
M00028
M00028
MO00106
MO00106

entry

M00048
M00028
M00048
M00029
M00029
M00226
M00048
M00247
M00271
M00029
M00028
M00227

entry

M00028
M00029
M00253
M00184
M00253
M00175
M00175
M00253
M00027

entry

M00028
M00028
M00029
M00029
M00028
M00029
M00253
M00253
M00048
M00029
M00029
M00022
M00253
M00028
M00027

entry

M00028
M00029
M00101
M00063
M00062
M00100
M00253
M00075
M00253
M00100
M00141
M00029
M00029
M00263
M00253
M00072

entry

M00048
M00048
M00226
M00048
M00253
M00048
M00100
M00141
M00001
M00084

HSF 86.9
HSF 85.9
HSF 85.9
CDP CR 85.4
CDP CR 85.4
score
ADR1 100.0
HSF 100.0
ADR1 96.9
HSF 96.0
HSF 90.9
P 90.5
ADR1 89.2
PacC 88.2
AML-1la 87.4
HSF 86.9
HSF 85.9
v-Myb 85.0
score
HSF 100.0
HSF 96.0
cap 91.0
MyoD 88.3
cap 87.6
AP-4 87.5
AP-4 87.5
cap 86.9
AbaA 85.2
score
HSF 100.0
HSF 100.0
HSF 96.0
HSF 96.0
HSF 95.3
HSF 93.7
cap 91.0
cap 89.4
ADR1 87.7
HSF 86.3
HSF 86.3
Hb 85.7
cap 85.5
HSF 85.4
AbaA 85.2
score
HSF 100.0
HSF 96.0
CdxA 93.6
IRF-2 90.6
IRF-1 90.1
CdxA 89.7
cap 88.3
GATA-1 88.2
cap 87.5
CdxA 87.2
Lyf-1 87.0
HSF 86.3
HSF 86.3
StuAp 86.2
cap 85.5
CP2 85.4
score
ADR1 98.5
ADR1 98.5
P 96.8
ADR1 93.8
cap 93.0
ADR1 92.3
CdxA 87.2
Lyf-1 87.0
MyoD 86.0
MZF1 85.5
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——>

851 GGGTGAAGGC ATAAGCAAAC ATATTTTAAA ATCCAGATCG TAGGAAGTGT

<——=

901 CACCTGGCCC CTCACCCAGG CATGCTTTCT GGGGGAAGCG CAGGGCCAAG
P

-

————>

1001 CTCCTGGCAG GCTGGGAAGG TGGAGAAGTG GGGTGAGGTA TTTTTCTAGA
<____

<———

1051 AAGTGTAGCC CTAGCTCATC TCCTAGATTG GGGAAGAGGG AACTGAGGGA
->
->
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M00072

entry

M00131
M00253
M00048
M00148
M00187
M00184
M00159
M00073
M00130
M00148
M00084
M00122
M00122
M00101

entry

M00028
M00048
M00029
M00154
M00048
M00187
M00184
M00084
M00048
M00073
M00009
M00100
M00122
M00122
M00083

entry

M00028
M00029
M00048
M00247
M00101
M00029
M00216
M00009
M00028
M00028

entry

M00048
M00028
M00028
M00029
M00029
M00028
M00029
M00221
M00271
M00247
M00048
M00271
M00253
M00101
M00009
M00101

entry

M00028
M00029
M00253
M00048
M00083
M00029
M00077
M00075
M00048
M00253
M00048

Cp2 85.4

score
HNF-3b 95.4
cap 93.0
ADR1 92.3
SRY 90.9
USF 90.4
MyoD 89.4
C/EBP 89.2
deltaE 87.4
HFH-2 87.0
SRY 86.4
MZF1 85.5
USF 85.3
USF 85.3
CdxA 85.0

score
HSF 100.0
ADR1 98.5
HSF 96.0
STRE 92.5
ADR1 90.8
USF 90.4
MyoD 89.4
MZF1 88.7
ADR1 87.7
deltaE 87.4
Ttk 69 86.7
CdxA 85.9
USF 85.3
USF 85.3
MZF1 85.2

score
HSF 100.0
HSF 96.0
ADR1 95.4
PacC 88.2
CdxA 87.1
HSF 86.9
TATA 86.8
Ttk 69 86.7
HSF 86.5
HSF 85.9

score

ADR1 100.0
HSF 100.0
HSF 100.0

HSF 96.0
HSF 96.0
HSF 95.3
HSF 93.7
SREBP- 90.1
AML-1la 88.7
PacC 88.2
ADR1 87.7
AML-1la 87.4
cap 87.3
CdxA 87.1
Ttk 69 86.7
CdxA 85.7

score
HSF 100.0
HSF 96.0
cap 93.9
ADR1 93.8
MZF1 93.0
HSF 90.9
GATA-3 89.4
GATA-1 88.6
ADR1 87.7
cap 87.2
ADR1 86.2
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oo M00075 GATA-1 86.1

______________ > M00109 C/EBPb 85.5

1101 GGAGGGAAGG AGACCCAGGG CAGCTCCAGG ATAGGGAAAT GTTGAAGAAG entry score
—————————— > MO0076 GATA-2 96.0

----> M00028 HSF 95.3

----> M00029 HSF 93.7

__________ > MO0075 GATA-1 93.5

————————— > MO0077 GATA-3 92.2

< M00253 cap 91.8

< M00048 ADR1 89.2

——————————————— > M00109 C/EBPb 88.7

—_——> M00048 ADR1 87.7
—-—— M00029 HSF 86.9

- M00048 ADRl  86.2
—-——> M00028 HSF 85.9

——————————— > M00203 GATA-X 85.9

1151 GGACTGCGTT CTCCAACCGA ACCCTCCCTC CTGGGAACCG CAGCCCAGCG entry score
P M00029 HSF 100.0
<—————= M00271 AML-la 92.0

_______ M00253 cap 91.8
—-——> M00029 HSF 90.9

oo M00028 HSF 88.5
o M00048 ADR1  87.7

Comm o M00048 ADR1  87.7

_____ > M00029 HSF 87.4

< M00048 ADRI1 86.2

e M00147 HSF2  85.9

1201 CGGTAACTGA GTTACCGCAA CCGGGCGGTG GGGAGGAAGG GTGGTCCAGG entry score
———————— > M00083 MZF1 98.3

______ > M0O0048 ADRIL 93.8

<o M00271 AML-la 92.0

P M00253 cap 90.2
-- M00029 HSF 86.9

————— > M00048 ADRI1 86.2

-- M00028 HSF 85.9

e M00188 AP-1 85.7
e M00173 AP-1 85.6
<K== M00253 cap 85.2

1251 AAACCGGCGA GGGAGAAAAG CGGTGGAAGG GAGAGTCTTC TCCCTGGAGC entry score
———> M00028 HSF 100.0

—_—— M00029 HSF 96.0

<————= M00028 HSF 95.3

<————= MO0029 HSF 93.7

___________ > M00120 dl 89.2

————— > M00048 ADR1 89.2

<mmmmm MO00147 HSF2 87.8

> MO0029 HSF 86.9
> M00028 HSF 85.9
—————————— > M0O0147 HSF2 85.9

_______________ > M00127 GATA-1 85.5

1301 GGCCCCAGCA GTACAAAGTG CTGGTCACAG CGCCCCTTCC GCCCCTAGAT entry score
P M00048 ADRI1 95.4
<——=== M00048 ADRI1 90.8

<————= MO0048 ADRI1 90.8

<———=——= M00154 STRE 88.7

=== M00154 STRE 87.7

<---- M00253 cap 86.9

1351 TGACGAGCAG TGGCGTGGAG CCAGCGCGGA GGCTGCCCCC TCCCCCTCCC entry score
<—===== M00048 ADRI1 93.8

<===== M00048 ADRI1 93.8

______ > MO0048 ADRI1 90.8

<———————= M00253 cap 89.9

e M00084 MZF1 89.5

<mmmmm e M00196 Spl 89.3

______ > M0O0048 ADRI1 89.2

<————= M0O0048 ADRI1 89.2

=== M00083 MZF1 88.7

<===== M00048 ADRI1 87.7

<——mmm———— M00084 MZF1 87.1

R M00253 cap 86.9
<====== M00048 ADRI1 86.2
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<mm--- M00048 ADR1  86.2

S M00154 STRE  85.8
ST M00154 STRE  85.8

e M00255 GC box 85.3

1401 GAGCCCGCAG CGCGGAGCGC GGTTTAGCAC CAACGGAGCC GGGGGCGGCG entry score
------ > M00048 ADRL  96.9

--------- > M00227 v-Myb 93.0

————— > M00048 ADR1  89.2

————————— M00008 Spl 89.0

———————————— M00196 Spl 87.8

_____ > M00048 ADR1  87.7

————— > M00048 ADRL  87.7

- M00084 MZF1  87.1
1451 TCTTTGGGAT GGAAAAGGGC CAAAGGGGAG GAGTGGGGTG GGGGTGGGGG entry score
_____ > M00048 ADR1  100.0

------ > M00048 ADRL  98.5

————— > M00048 ADRL  98.5

------ > M00048 ADR1  93.8

————— M00048 ADR1  93.8

_________ > M00141 Lyf-1 92.2
_______ > M00154 STRE  89.6

_____ > M00048 ADR1  89.2

______ > M00048 ADRL  89.2

S M00008 Spl 89.0
_______ > M00083 MZF1  88.7

____________ S M00087 Ik-2  88.2
_____________ M00255 GC box 88.1

> M00196 Spl 87.8
————— > M00271 AML-la 87.4

e M00253 cap 87.1

s M00029 HSF 86.9

e M00050 E2F 86.2

______ > M00048 ADRL  86.2

s M00028 HSF 85.9
————————————— M00196 Spl 85.4

____________________ > M00134 HNF-4 85.4

————— M00053 c-Rel 85.1

1501 TTTCACTGGT CCACTATAAA AGGACCGCTC GGCTGCCCGG TTCTTGCACT entry score
<——--= MO0029 HSF 100.0

__________ > M00216 TATA 99.0
_______________ > M00252 TATA  95.9

> M00048 ADR1 93.8
e MO0101 CdxA 92.9

<——--= M00028 HSF 88.5

- M00255 GC box 88.1
_______ > M00253 cap 87.6
————— M00253 cap 87.5

<mmm———— MO0100 CdxA 87.2

> M00196 Spl 85.4
—_———> MO0053 c-Rel 85.1
1551 CGCTGGAAAG CGGCTCCGAG CCAGGGGCTA TTGCAAAGCC AGGGTG entry score
_______ N M00154 STRE  91.5

_____ > M00048 ADR1  90.8

oo M00048 ADR1 87.7
——————————————— > M00116 C/EBPa 87.6

> M00253 cap 87.5
——_—— M00029 HSF 86.9
e M00249 CHOP-C 86.1

—_——> M00028 HSF 85.9
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-1415/+419 insan ADAMTS-1 Promotor Bolgesini Kesmeyen Enzimler

Aarl, Aatll, Absl, Accl, Acll, Aflll, Agel, Ajul, Alfl, ApaLl, Apol, Ascl, Asull,
Bael, Ball, BamHI, Barl, Bcgl, BciVI, Bcll, Bdal, Bfil, Bpll, BsaAl, BsaBl, Bsml,
Bsp14071, BspHI, BspMlI, BsrDlI, BstEll, BstXIl, Clal, Dralll, Drdl, Eam1105l,
EcoRI, EcoRV, Fsel, FspAl, HaelV, Hindll, Hpal, Kpnl, MauBI, Mfel, Mlul, MslI,
Ncol, Ndel, Notl, Nrul, Olil, Pacl, PmaCl, Pmel, PshAl, Psil, PI-Pspl, PspXIl, Psrl,
Rsrll, Sall, SanDl, Scal, PI-Scel, SexAl, SfaNlI, Sfil, SgrAl, SgrDl, SnaBl, Spel,
Srfl, Sse83871, Sspl, Stul, Swal, Taqll, Tfil, Tsol, Tth111l, Vspl, Xhol

-1415/+419 insan ADAMTS-1 Promotor Bolgesi

GACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT
GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA
CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGLCGLG
AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG
GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA
GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG
TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA
AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCC
CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG
CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAAAA
AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG
AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGG
GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT
CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG
AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG
TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG
GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAAT
GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG
CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCGA
GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACAAAGTG
CTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGA
GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC
GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGE
TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAG
CGGCTCCGAGCCAGGGGCTAT TGCAAAGCCAGG-CGCTACCGGACGGAGAGGGGAGAG
CCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGCAGCCAAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCAC
CAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGC
CACTCTGCCTGCGCCTGCCTCTCAGTGTCTCCAACTTTGCGCTGGAAGAAAAACTTCCCG
CGCGCCGGCAGAACTGCAGCGCCTCCTTTTAGTGACTCCGGGAGCTTCGGCTGTAGCCGG
CTCTGCGCGCCCTTCCAACGAATAATAGAAATTGTTAATTTTAACAATCCAGAGCAGGCC
AACGAGGCTTTGCTCTCCCGACCCGAACTAAAGGTCCCTCGCTC

insan ADAMTS-1 promotorunun -1415/+419 bélgesinin transkripsiyon faktorii
baglanma motiflerinin TRANSFAC 1.3 kullanilarak belirlenmesi

1 GACGTGTGGG AGAACTAGAA GGGACGCTTC TGGCTGGGGC CAACTGAAGT entry score
N M00029 HSF 100.0

--- M00083 MZF1  100.0

————— > M00048 ADR1  95.4

_____ N M00028 HSF 95.3

P M00028 HSF 95.3

- M00048 ADR1  93.8

_____ N M00029 HSF 93.7

e M00029 HSF 93.7

—————— M00240 Nkx-2. 90.7
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51 GGGGAAGATC TGGGGAGGAG CGAGGAAAGG ACCCAGATCT ACTTGGAGCC
———>
———>

——>

————>

——>

301 ACTCAGTTTT TTTTCCTAAG GACCTGTTGG TGGACCTCTC CTCGCTTTCG

P -

P ——
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M00253
M00028
M00141
M00087

entry

M00083
M00048
M00048
M00240
M00048
M00083
M00029
M00048
M00028
M00226

entry

M00048
M00033
M00048
M00029
M00029
M00253
M00048
M00028
M00032
M00083
M00226

entry

M00048
M00048
M00253
M00048
M00263
M00253

entry

M00048
M00083
M00029
MO00053
M00028

entry

M00028
M00029
M00048
M00048
M00255
M00141
M00196
M00048
M00254

entry

M00253
M00028
M00022
M00094
M00022
M00228
M00029
M00040
M00040
M00028
M00254
M00260

entry

M00048
M00226
M0O0076
M00228
M00048
M00120

cap 89.1
HSF 88.5

Ik-2 86.8

score
MZF1 100.0
ADR1 93.8
ADR1 93.8
Nkx-2. 90.7
ADR1 89.2
MZF1 87.8
HSF 86.9
ADR1 86.2
HSF 85.9
P 85.1

score
ADR1 95.4
p300 90.1
ADR1 87.7
HSF 87.4
HSF 86.9
cap 86.7
ADR1 86.2
HSF 85.9
c-Ets- 85.3
MZF1 85.2
p 85.1

score
ADR1 96.9
ADR1 93.8
cap 91.3
ADR1 89.2
StuAp 86.2
cap 85.6

score

ADR1 92.3
MZF1 90.4
HSF 86.9
c-Rel 86.0
HSF 85.9

score
HSF 95.3
HSF 93.7
ADR1 90.8
ADR1 87.7
GC box 87.6
Lyf-1 87.0
Spl 86.5
ADR1 86.2
CCAAT 85.6

score
cap 95.7
HSF 91.1
Hb 91.1
BR-C Z 88.7
Hb 88.4
VBP 88.1
HSF 86.9
CRE-BP 86.7
CRE-BP 86.7
HSF 85.9
CCAAT 85.6
HLF 85.3

score
ADR1 95.4
P 89.6
GATA-2 88.9
VBP 88.1
ADR1 87.7
dl 87.1
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P MO0029 HSF 86.9
s M00040 CRE-BP 86.7
- MO0040 CRE-BP 86.7

<- M00223 STATx 86.5

< M00028 HSF 85.9

— M00260 HLF 85.3
401 CCGGGAAGGA AGCCGATTTC CTTCTTTCCC CCTCTGCACG CTTGCTAGCC entry score
<-- M00048 ADR1 95.4

<= M00028 HSF 95.3

=== M00048 ADR1 93.8

P M00029 HSF 93.7

P M00046 GCR1 90.9
e M00084 MZF1 90.3

< M00083 MZF1 88.7

<m—m——— MO0154 STRE 87.7

<—————= M00048 ADRL 87.7

P M00029 HSF 86.9

<m——= M00029 HSF 86.9

_______ M00223 STATx 86.5
P M00028 HSF 85.9

<—--- M00028 HSF 85.9

451 CCAGCGATCG CTGCTGGCCC CCGGGTAGGA AAGTGGGGTT CCTGGCCGTT entry score
————— > M00048 ADRL 100.0

<- M00028 HSF 100.0

PO M00048 ADRI1 96.9

<- M00029 HSF 96.0

. M00048 ADRI1 95.4
<————= MO0029 HSF 90.9

e M00226 P 90.5

PO M00048 ADRI1 89.2

Cmmm e M00247 PacC 88.2

————— > M00271 AML-la 87.4

__________ > M00104 CDP CR 87.3
P M00104 CDP CR 87.3
————— > M00029 HSF 86.9

————— > M00028 HSF 85.9

__________ > MO0106 CDP CR 85.4
P M0O0106 CDP CR 85.4
<—==== M00227 v-Myb 85.0

501 TCTGCGACGC TGGCCTAGGG CTTGCAGCTG CTGTTGAGTG AAAGCACGCA entry score
——— M00028 HSF 100.0
. M00029 HSF 96.0

—————————— > M00184 MyoD 88.3

<- M00253 cap 87.6

—————————— > MO0175 AP-4 87.5

R MO0175 AP-4 87.5

<——m—m—— M00253 cap 86.9

o M00227 v-Myb 85.0
551 GACTGGCGGG AGCCGATCAT TTCTCGAATG AAGAAGAAAA AGCGCAATTC entry score
PO M00028 HSF 100.0

——> M00028 HSF 100.0

P e— M00029 HSF 96.0

—-——> M00029 HSF 96.0

—-——> M00028 HSF 95.3

-——> M00029 HSF 93.7

________ > M00253 cap 91.0

mmm M00253 cap 89.4

______ M00253 cap 87.6
<--- M00029 HSF 86.3

—————————— > M00022 Hb 85.7

—-——> M00028 HSF 85.4

e M00027 AbaA 85.2

601 CCTCCTTATG CTCTAGGGAA TTGAGCCGCG TCCCAGATCA CCCATTCCAG entry score
-- M00028 HSF 100.0

-- M00029 HSF 96.0

<-- M00101 CdxA 93.6

- M00063 IRF-2 90.6

- M00062 IRF-1 90.1

<-- M00100 CdxA 89.7

———————— > M00253 cap 88.3

<—mmmm - MO0075 GATA-1 88.2

e M00048 ADRI1 87.7
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- MO0029 HSF 86.3
_____ > M00029 HSF 86.3

<--=- M00029 HSF 86.3

__________ > M00263 StuAp 86.2

Cmmmm M00253 cap 85.5

651 AAATGTGAAA CCGGGCCCTC ACAAAGTCGT CTCTGGTGAA GAGGTGGCGT entry score
——> M00028 HSF 100.0
——> M00029 HSF 96.0
—_— M00101 CdxA 93.6
____________ > M00063 IRF-2 90.6
____________ > M00062 IRF-1 90.1
—— MO0100 CdxA 89.7
D S M00253 cap 87.5
e M00100 CdxA 87.2

oo M00141 Lyf-1 87.0

———————————— > M00001 MyoD 86.0

___________ > M00072 CP2 85.4

701 GCGGGGTGGG GGTTGGTGGA GGGTGAAGGC ATAAGCAAAC ATATTTTAAA entry score
_____ > M00048 ADRI1 98.5
______ > M00048 ADRI1 98.5
Cmmmmm M00226 P 96.8

R MO0131 HNF-3b 95.4

______ > MO0048 ADRIL 93.8
P, M00253 cap 93.0

______ > M00048 ADR1  92.3

——————— > M00148 SRY 90.9

Cmmmmmm e M00159 C/EBP 89.2

P M00130 HFH-2 87.0

—————— > M00148 SRY 86.4

_____________ > M00084 MZF1  85.5

<——mm———= M00101 CdxA 85.0

751 ATCCAGATCG TAGGAAGTGT CACCTGGCCC CTCACCCAGG CATGCTTTCT entry score
<---- M00028 HSF 100.0

- M00048 ADRI1 98.5

<---- M00029 HSF 96.0

D S —— M00154 STRE  92.5

<—————= M00048 ADR1 90.8

---------- > M00187 USF 90.4

__________ > M00184 MyoD 89.4

B S M00084 MZF1  88.7

___________ > M00073 deltak 87.4

—————— M00100 CdxA 85.9

______________ > M00122 USF 85.3

e M00122 USF 85.3

-- M00083 MzZF1 85.2

801 GGGGGAAGCG CAGGGCCAAG CTTTCCCTAG AAAAGCTGGG GCGAAGAGAG entry score
_____ > M00028 HSF 100.0

———> M00048 ADR1 98.5
————— > M00029 HSF 96.0

______ > M0O0048 ADR1 95.4

_____ > M0O0048 ADRL 87.7
<——mm——— M00101 CdxA 87.1

=== M00029 HSF 86.9

—————————— > M00216 TATA 86.8

Cmmmm— M00009 Ttk 69 86.7

-——> M00028 HSF 86.5

=== M00028 HSF 85.9

> M00100 CdxA 85.9
_____ > M00083 MZF1 85.2
851 AGCAGGCGGC GGCTAAGGAG CTCCTGGCAG GCTGGGAAGG TGGAGAAGTG entry score
-- M00048 ADRI1 100.0

—-—— M00028 HSF 95.3

---->  M00029 HSF 93.7

<-- M00221 SREBP- 90.1

e M00247 PacC 88.2

————— > M00048 ADRL 87.7

-- M00271 AML-la 87.4

<- M00253 cap 87.3

________ > M00009 Ttk 69 86.7

901 GGGTGAGGTA TTTTTCTAGA AAGTGTAGCC CTAGCTCATC TCCTAGATTIG entry score
s M00048 ADR1  100.0
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<____
————— >
e
————— >
————— >
-——>
———————— >
—————— >
e
e
951 GGGAAGAGGG AACTGAGGGA GGAGGGAAGG AGACCCAGGG CAGCTCCAGG
< ________
-——>
-——>
————— >
->
PO
->
—————— >
—————— >
——————— >
1001 ATAGGGAAAT GTTGAAGAAG GGACTGCGTT CTCCAACCGA ACCCTCCCTC
e
————— >
——>
———>
————— >
————— >
< ________
____________ N
e
< ______
<___
————— >
———>
< _____
——>
e
———————— >
1051 CTGGGAACCG CAGCCCAGCG CGGTAACTGA GTTACCGCAA CCGGGCGGTG
e
< _____
——>
e
< ___________
< ___________
1101 GGGAGGAAGG GTGGTCCAGG AAACCGGCGA GGGAGAAAAG CGGTGGAAGG
——>
-—>
———>
———>
——————————— >
————— >
————— >
————— >
_______________ >
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M00028
M00028
M00029
M00029
M00048
M00083
M00221
100077
M00271
MO0075
M00271
M00253
M00253
M00101
M0O0075
M00101
M00109

entry

M00076
M00253
M00048
M00075
M00083
M00077
M00029
M00077
M00048
M00109
M00075
M00048
M00048
M00203
M00109

entry

M00029
M00076
M00028
M00029
M00075
M00077
M00253
M00109
M00028
M00048
M00048
M00029
M00029
M00048
M00028
M00147
M00203

entry

M00083
M00048
M00271
M00271
M00029
M00253
M00048
M00188
M00173

entry

M00028
M00083
M00029
M00048
M00120
M00029
M00048
M00028
M00127
M00253

HSF 100.0
HSF 100.0
HSF 96.0
HSF 96.0
ADR1 93.8
MZF1 93.0
SREBP- 90.1
GATA-3 89.4
AML-la 88.7
GATA-1 88.6
AML-1la 87.4
cap 87.3
cap 87.2
CdxA 87.1
GATA-1 86.1
CdxA 85.7
C/EBPb 85.5

score
GATA-2 96.0
cap 93.9
ADR1 93.8
GATA-1 93.5
MZF1 93.0
GATA-3 92.2
HSF 90.9
GATA-3 89.4
ADR1 89.2
C/EBPb 88.7
GATA-1 88.6
ADR1 87.7
ADR1 86.2
GATA-X 85.9
C/EBPb 85.5

score
HSF 100.0
GATA-2 96.0
HSF 95.3
HSF 93.7
GATA-1 93.5
GATA-3 92.2
cap 91.8
C/EBPb 88.7
HSF 88.5
ADR1 87.7
ADR1 87.7
HSF 87.4
HSF 86.9
ADR1 86.2
HSF 85.9
HSF2 85.9
GATA-X 85.9

score
MZF1 98.3
ADR1 93.8
AML-la 92.0
AML-la 92.0
HSF 90.9
cap 90.2
ADR1 87.7
AP-1 85.7
AP-1 85.6

score
HSF 100.0
MZF1 98.3
HSF 96.0
ADR1 93.8
dl 89.2
HSF 86.9
ADR1 86.2
HSF 85.9
GATA-1 85.5
cap 85.2
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1151 GAGAGTCTTC TCCCTGGAGC GGCCCCAGCA GTACAAAGTG CTGGTCACAG entry score

<————= M0O0048 ADR1 95.4

P M00028 HSF 95.3
e M00029 HSF 93.7

_____ > M00048 ADRI1 89.2

o MO0147 HSF2 87.8
__________ > M00147 HSF2  85.9
1201 CGCCCCTTCC GCCCCTAGAT TGACGAGCAG TGGCGTGGAG CCAGCGCGGA entry score
e M00048 ADRL 90.8
P M00048 ADR1 90.8

---- M00048 ADRI1 90.8

<- M00253 cap 89.9

—————— > M00048 ADRL 89.2

o MO0154 STRE 88.7
e MO0154 STRE 87.7

Cmmmmo M00253 cap 86.9

1251 GGCTGCCCCC TCCCCCTCCC GAGCCCGCAG CGCGGAGCGC GGTTTAGCAC entry score
P M00048 ADR1 93.8
P M00048 ADRL 93.8

-- M00227 v-Myb 93.0

- MO0048 ADR1  90.8
______ M00253 cap 89.9
e M00084 MZF1  89.5
e M00196 Spl 89.3
oo M00048 ADRI1 89.2
e M00083 MZF1 88.7

oo e M00048 ADR1  87.7

————— > M00048 ADRL 87.7

D M00084 MZF1 87.1

P M00048 ADRI1 86.2

< M00048 ADRL 86.2

Cmmmm——— M00154 STRE 85.8
Cmmmm—— M00154 STRE 85.8
Cmmmmmmmmm M00255 GC box 85.3
1301 CAACGGAGCC GGGGGCGGCG TCTTTGGGAT GGAAAAGGGC CAAAGGGGAG entry score
______ > M00048 ADRI1 96.9

______ > M00227 v-Myb 93.0
————————— > M00141 Lyf-1 92.2

——————— > M00154 STRE 89.6

_____ > M00048 ADRI1 89.2

————— > M00048 ADR1 89.2

-- M00048 ADRI1 89.2

__________ > M00008 Spl 89.0

——————— > M00083 MzF1 88.7

———————————— > M00087 Ik-2 88.2

______________ > M00196 Spl 87.8

_____ > M00048 ADRI1 87.7

<- M00253 cap 87.1

—-——> M00029 HSF 86.9

Cmmmmm - MO0050 E2F 86.2

————— M00048 ADRL 86.2

-——> M00028 HSF 85.9

—————————————————— M00134 HNF-4 85.4

1351 GAGTGGGGTG GGGGTGGGGG TTTCACTGGT CCACTATAAA AGGACCGCTC entry score
_____ > M00048 ADRI1 100.0
—————————— > M00216 TATA 99.0

______ > M00048 ADR1  98.5

_____ > M00048 ADR1  98.5
——————————————— > M00252 TATA 95.9

______ > M00048 ADRI1 93.8

______ > M00048 ADR1  93.8

<——m——— MO0101 CdxA 92.9

> M00048 ADR1 89.2
_______________ > M00255 GC box 88.1

_______ > M00253 cap 87.6

_____ > M00271 AML-la 87.4
<——————= M00100 CdxA 87.2

______ M00253 cap 87.1
> M00048 ADRI1 86.2
______________ > M00196 Spl 85.4

N M00134 HNF-4 85.4
__________ > MO0053 c-Rel 85.1
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1401 GGCTGCCCGG TTCTTGCACT CGCTGGAAAG CGGCTCCGAG CCAGGGGCTA
< _____
——————— >
————— >
< _____
e
———————— >
———>
<____
——>
1451 TTGCAAAGCC AGGGTGCGCT ACCGGACGGA GAGGGGAGAG CCCTGAGCAG
———————— >
P
————— >
——————————— >
————————— >
—————— >
1501 AGTGAGCAAC ATCGCAGCCA AGGCGGAGGC CGAAGAGGGG CGCCAGGCAC
<-
————— >
—————— >
———>
———————— >
<_
<_
1551 CAATCTCCGC GTTGCCTCAG CCCCGGAGGC GCCCCAGAGC GCTTCTTGTC
< _____
<____
———————— >
o
<____
————— >
e
—————— >
_____________ N
1601 CCAGCAGAGC CACTCTGCCT GCGCCTGCCT CTCAGTGTCT CCAACTTTGC
——————— >
PO
1651 GCTGGAAGAA AAACTTCCCG CGCGCCGGCA GAACTGCAGC GCCTCCTTTT
————— >
————— >
————— >
————— >
e
e
—————————— >
< ______________
1701 AGTGACTCCG GGAGCTTCGG CTGTAGCCGG CTCTGCGCGC CCTTCCAACG
< _____
———————— >
——————————— >
——————————— >
——————————— >
——————————— >
<____
<___
1751 AATAATAGAA ATTGTTAATT TTAACAATCC AGAGCAGGCC AACGAGGCTT
————— >
—————— >
————— >
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entry

M00029
M00154
M00048
M00028
M00048
MOO0116
M00253
M00029
M00249
M00028

entry

M00083
M00253
M00048
MO0O116
M00032
M00048
M00249

entry

M00253
MO00075
M00048
M00048
M00028
M00154
MO00076
M00077
M00185

entry

M00048
M00028
M00253
M00048
M00029
MO00075
M00048
M00048
MO00076
M00077
M00185
M00189

entry
M00253
M00048

entry

M00028
M00029
M00029
M00204
M00028
M00253
M00048
M00022
M00025

entry

M00048
M00204
M00172
M00173
M00188
M00174
M00028
M00019
M00028

entry

M00028
M00101
M00029
M00042

score
HSF 100.0
STRE 91.5
ADR1 90.8
HSF 88.5
ADR1 87.7
C/EBPa 87.6
cap 87.5
HSF 86.9
CHOP-C 86.1
HSF 85.9

score
MZF1 94.8
cap 92.6
ADR1 89.2
C/EBPa 87.6
c-Ets- 86.3
ADR1 86.2
CHOP-C 86.1

score
cap 92.6
GATA-1 92.2
ADR1 90.8
ADR1 90.8
HSF 86.5
STRE 85.8
GATA-2 85.8
GATA-3 85.6
NF-Y 85.1

score
ADR1 95.4
HSF 95.3
cap 94.8
ADR1 93.8
HSF 93.7
GATA-1 92.2
ADR1 90.8
ADR1 86.2
GATA-2 85.8
GATA-3 85.6
NF-Y 85.1
AP-2 85.0

score
cap 92.9

ADR1 87.7

score
HSF 100.0
HSF 100.0
HSF 96.0
GCN4 90.7
HSF 88.5
cap 88.0
ADR1 87.7
Hb 85.7
Elk-1 85.2

score
ADR1 92.3
GCN4 90.7
AP-1 90.3
AP-1 89.7
AP-1 88.8
AP-1 86.6
HSF 86.5
Dfd 85.5
HSF 85.4

score

HSF 100.0
CdxA 98.6
HSF 96.0
Sox-5 95.4
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