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1. GIRIS

Osteoartrit (OA), artrit grubu hastaliklardan bir tanesidir. Bazen, dejeneratif
artrit ya da “wear and tear” yani, zamanla asinma artriti olarak da adlandirilir. Bir ya
da daha fazla eklemde kikirdagin kaybi sonucu ortaya ¢ikar. Kikirdak, eklemi
olusturan kemiklerin arasinda bir ¢esit yastik gorevi iistlenen bir proteindir. Kikirdak
kayb1 ile kemik uglari, birbirine siirterek aginir ve uglarda yeni kemik olusumuna bagh
cikintilar meydana gelir. Bu da agr1, eklemde sertlik ve sekil bozukluklarina yol agar.
OA, siklikla yaslanmayla birlikte ortaya ¢ikar. 55 yastan sonra kadin cinsiyette daha
siktir. Hastaligin sebepleri arasinda birgok faktor sayilmaktadir. Bunlar, kilo fazlaligi,
yaslanma, eklem travmasi ve genetik nedenlerdir. Doktorlar, OA tedavisinde hastanin
ihtiyaglarini, yasam bi¢imini ve saghgina yonelik tedavileri kombine etmektedir.
Bunun i¢in dort hedef vardir: eklem fonksiyonunu ilerletmek, normal bir kiloya sahip
olmak, agriy1 kontrol etmek ve saglikli bir yasam bi¢imine kavusmak. Diger yandan,
hastaligin genetik yonleri ve bununla ilgili detaylar da bilim adamlar1 tarafindan
arastirilmaktadir. A disintegrin-like and metalloprotease trombospondin tip 1 motif 5
(ADAMTS5) geni bu baglamda incelenmekte olan onemli bir gendir. Bu genin
diizenlenmesinde rolii olan proteinler de arastirilmaktadir. Bunlar arasinda, timor
nekroz faktéra (TNFa) ve niikleer faktor k B (NFkB) proteinleri bulunmaktadir. Bu
calismada da ADAMTSS geni lizerinde, TNFo ve NFkB nin etkileri arastirilmistir.



2. GENEL BILGILER

Osteoartrit patolojisi, eklem kikirdaginin yiik binen kisimlarinda hasarlanma,
eklem gevresinde yeni kemik olusumu ve sinovitis ile karakterize dejeneratif bir eklem
hastaligidir. OA, en yaygin eklem hastalig1 olup, ortopedi klinigine en sik bagvuru
nedenidir. Diinya Saglik Orgiitiiniin tahminlerine gdre 65 yas iistii eriskinlerin yaklasik
%25’ inde bu hastaliga bagli agr1 ve fonksiyon kaybi bulunmaktadir. (Bodur H 2011).

2. 1. Osteoartrit Epidemiyolojisi

OA, viicuttaki herhangi bir eklemi etkileyebilmekle birlikte en sik diz, kalga,
el ve ayaktaki eklemleri tutar. Tutulan eklemde, agri, sislik, sertlik, fonksiyon
degisikligi ve deformite bulgularina yol agmaktadir (Bodur H 2011). OA igin, yas,
obezite, mekanik travma gibi bir¢ok risk faktorii vardir (Kristjansson ve Honsawek

2014). Ancak, tam olarak nedeni bilinmemektedir.

OA tedavisinde hastaligin semptomlarin1 gidermeye ve fonksiyonelligi
korumaya yonelik modaliteler olmakla birlikte heniiz hastaligi durdurmak veya siireci
yavaglatmak gibi bir kiiratif tedavi bulunmamaktadir (Walker 2010). Medikal tedavide
agriy1 gidermeye yonelik asetaminofen, non-steroid antiinflamatuvar ilaglar ve opiad
analjezikler kullanilmaktadir (Li 2014). Hastaligin son evresine gelmis ve medikal
tedaviye direncli hastalarda ise cerrahi tedavi uygulanmaktadir. Cerrahi tedavi
igerisinde artroskopi, kikirdak tamiri, mikrokirik olusturarak kemik iliginden kok
hiicre stimiilasyonu, total eklem artroplastisi ve osteokondral graft tedavi secenekleri

bulunmaktadir (Makris 2014).
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Sekil 2.1. Osteoartrit patogenezi ile ilgili sema. Eklem travmasi ile inflamasyonu
baslatan sinovyum ve kondrosit kaynakli sitokinler ve bunlarin tetikledigi proteolitik
enzimlerce gergeklesen kikirdak yikimi sematize edilmistir (Anita EW 2013).

2.2. OA Patogenez

OA npatolojisi, eklem kikirdaginin basinca maruz kalan kisimlarinda
hasarlanma, eklem cevresinde yeni kemik olusumu ve sinovitis ile karakterizedir
(Sekil 2.1). OA sinovitinde proinflamatuvar sitokinler yer almaktadir. Romatoid
artritteki kadar yiliksek diizeylere ulasmasa da TNFa ve interlokin 1 (IL1), OA
patogenezinde anahtar role sahip olup hem sinoviyal inflamasyona, hem de kondrosit
ve sinoviyal fibroblastlarin aktivasyonuna yol agmaktadir (Bondeson ve ark 2010). Bu
sitokinler, hem kendi {iretimlerini stimiile etmektedir ve hem de kondrositleri,
inflamatuvar sitokinlerin ve proteazlarin iiretimi i¢in uyarmaktadir (MARY ve ark
2007, Bondeson ve ark 2010). Lokal olarak iiretilen sitokinler, eklemde inflamasyona
ve kikirdagi pargalayan enzimlerin liretiminin uyarilmasina yol agmaktadir. Bu
enzimler, MMP1, MMP2, MMP3, MMP9 ve MMP13 gibi matriks metalloproteazlar
(MMP) ve ADAMTS ailesinden ADAMTS4 ve ADAMTSS5 gibi enzimlerdir. Normal
eklem kikirdagi homeostazisinde, metalloproteinazlar ve inhibitorleri arasinda bir
denge bulunmaktadir. Artritte, katabolizma lehine bir dengesizlik meydana gelir ve

proteaz aktivitesi, inhibitorlerin kontroliinden ¢ikar (Dancevic ve McCulloch 2014).



ADAMTS4 ve ADAMTS5S’in, in vitro ortamda insan kikirdak dokusunda, agrekan
yikimmi gergeklestirdigi bilinmektedir. ADAMTS5, in vivo ortamda insan artrit
sinovyumunda ve kikirdaginda yaygin olarak bulunur ve agrekani pargalar (Song ve
ark 2007, Dancevic ve McCulloch 2014). Tortorella ve ark (2001) yaptig1 ¢alismada,
TNFa ve IL-1 ile stimiile edilmis sigir kikirdak dokusunda, agrekanin ADAMTS4 ve
5 enzimleri tarafindan taninan bolgelerinden kesilmis yikim {irlinlerinin agiga ¢iktigini
ve bu enzimleri inhibe eden spesifik inhibitorlerin uygulanmasinin ardindan yikim

tirtinlerinin %90 oraninda azaldigini gostermistir.

TNFa ve IL1 in, osteoartrit patogenezinin merkezinde goriilmesi, OA ile ilgili
yapilan calismalarda bu sitokinlere karsi antisitokin terapisi gelistirmeyi giindeme
getirmistir (Ovist ve ark 2008, Bondeson ve ark 2010). Osteoartritli hastalarin sinovyal
stvilarinda  ve eklem dokularinda artmis katabolik enzim  diizeyleriyle
prostoglandinler, NO, IL16 ve TNF o gibi inflamatuvar sitokinler arasindaki iligki iyi
bilinmektedir (MARY ve ark 2007). Kikirdak yikimindan sorumlu enzimleri stimiile
eden bu sitokinlerin {iretim yeri ise sinovyal makrofajlar ve kondrositlerdir (Tetlow ve
ark 1995). Anormal mekanik yiikklenme, kondrositlerin, kikirdak ekstraseliiler matriksi
remodelingi {izerine anabolik ve Kkatabolik etkilerinin arasindaki dengenin
bozulmasina yol agmaktadir (MARY ve ark 2007). Katabolik etkiye maruz kalan

kikirdakta, agrekanin ektraseliiler matriksten kayb1 anahtar noktadir.

2.3. Agrekan

Kikirdak ektraseliiler matriksinin en 6nemli bilesenleri, tipll kollajen ve
agrekandir. Agrekan monomerleri, yaklasik 2.5 milyon dalton olup, ortada 250-kD kor
protein ve buna yan zincirler halinde baglanmis kondroidin siilfat ve keratan stilfat
glikozaminoglikanlarindan olugur. Agrekan monomerlerinin 10 ila 100 tanesi,
hiyaluronik asit omurgas: lizerine baglanarak biiyiikk agregatlar meydana getirir.
Negatif yiiklii bir molekiil olmas1 nedeniyle su molekiillerini ¢ekerek kollajen agini

sigirir ve elastik, basinca dayanikli bir dokuya doniistiiriir. Osteoartritte, en erken



degisikliklerden biri, agrekanin, kikirdak matriksinden ADAMTS agrekanazlarca
pargalanmasina bagli olarak kaybidir (Mankin ve ark 1970).

2.4. ADAMTS Gen Ailesi

ADAMTS ismi, 19 iiyeden olusan bir proteolitik enzim ailesine verilmistir. Ilk
kesfedilen, farelerde inflamasyon ve kanser tarafindan indiiklenen kaseksi ile iliskisi
tespit edilen ADAMTSL1 dir (Kuno ve ark 1997, Sun ve ark 2015). Bu siiper aile,
ekstraseliiler matriks dongiisii ve degradasyonunda 6nemli role sahiptir. Ayrica, bag
doku yapilanmasi, anjiogenez ve hiicre migrasyonu gibi birgok biyolojik siiregte rol
oynarlar (Sun ve ark 2015). Ailenin tiimii, benzer 6zelliklere sahip bir protein yapisini
paylasir (Hurskainen ve ark 1999). Bu benzer yapida, N-terminal ug, substrat
spesifitesini belirleyen bolim, endoplazmik retikulumdan salgilanmasini saglayan
sinyal peptidi ve proteaz domainini i¢erirken, C-terminal ugta, enzim lokalizasyonunu
belirleyen “ancillary domain”, disintegrin domain, trombospandin tekrar bdolgesi
(TSR), sistein domain gibi yardimc1 béliimler yer almaktadir (Apte 2009, Sun ve ark
2015). Ailenin yapisal olarak baz modeli ADAMTS4 enzimi olup, diger iiyeler, bu
bazal yapinin iizerine C-terminal uca farkli domainlerin eklenmesi ile olusur (Clark ve
ark 2000, Sun ve ark 2015). Ailede bulunan 19 iye, dort gruba ayrilmaktadir.
Agrekanaz/hiyalektanaz grubu, ADAMTSI, 4, 5, 8, 9, 15 ve 20’yi igerir.
“Orphan”/bilinmeyen grubu, ADAMTS6, 7, 10, 12, 16, 18, 17 ve 19’u igerir.
Prokollajen N-propeptidaz grubu, ADAMTS2, 3 ve 14 i igerir. Son olarak, “von
Willebrand faktor” grubu, ADAMTSI13 i igerir. Agrekanaz alt grubundaki tiim
enzimlerin, kikirdak major proteoglikani olan agrekani pargalayabildigi gosterilmistir.
Bu nedenle, bu enzimlere hiyalektanaz terimi getirilmistir (Sekil 2.1) (Gao ve ark 2002
,Sun ve ark 2015).
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Sekil 2.2. ADAMTS ailesinin sematik goriiniimii. ADAMTS4 enzimi baz model
olarak en basit yapiya sahiptir. Diger enzimlerde bunun iizerine eklenmis farkli
domainler bulunmaktadir (Sun Y 2015).

2.5. ADAMTS 4 ve 5

ADAMTS4 (agrekanaz-1) ve ADAMTSS (agrekanaz-2), agrekani daha
yiiksek spesifik aktivite ile par¢alamaktadir. Osteoartritli hastalarin kikirdaklarinda,
ozellikle de agrekan kaybinin gergeklestigi sahalarda eksprese olduklar1 gosterilmistir.
Bu nedenle de OA patogenezinde en iddiali adaylar olmuslardir (Tortorella ve ark
2002, Song ve ark 2007). ADAMTS4 ve 5, agrekani benzer spesifik aktivite ile
glutamik asit aminoasidinin farkli pozisyonlarindan (Glu373, Glut™®, Glul™, Glu®e,
GIu'®®) pargalarlar ve sinovyal s1v1 ve kikirdakta saptanan yikim iiriinlerini orataya
cikarirlar (Tortorella ve ark 2000, Song ve ark 2007). Son yillarda yapilan ¢alismalar
gostermistir ki, ADAMTS5 geninin katalitik domainini igermeyen fare dokusunda,
katabolik sitokinler ile indiiklenen kikirdak, yikima kargi korunmustur (Glasson ve ark

2005). Ayrica, farelerde yapilan in situ OA ve inflamatuvar artrit modellerinde,



agrekan ve kikirdak korunmustur. Buna karsilik, ADAMTS4 katalitik domaini
icermeyen fareler, sitokinlerce indiiklenen agrekan yikimima normal duyarlilik
gostermistir (Glasson ve ark 2004, Song ve ark 2007). ADAMTS ailesinin diger bir
iiyesi olan ve kikirdakta eksprese olan, zayif agrekanaz aktivitesi gosteren ADAMTS1
geninin ortadan kaldirildig, in vivo ve in vitro deneylerde agrekanin korunmadigi
goriilmiistiir. Bu sonuglar gostermektedir ki, ADAMTSS, kikirdak yikiminda primer
agrekanazdir (Little ve ark 2005, Song ve ark 2007). Song ve ark (2007) nin yaptiklari
calismada, ADAMTS4 ve/veya ADAMTSS siRNA s1 verilen OA dokusu ile kontrol
grubu arasinda her bir genin inhibisyonu, agrekan kaybinda %60 lik bir azalma
saglamistir. Birlikte inhibisyonlar1 ise daha gii¢lii bir koruma saglamistir. Chiusaroli
ve ark (2013) nin yaptig1 ¢alismada, deneysel fare OA modelinde eklem igine enjekte
edilen anti-ADAMTS5S antikoru ile kikirdak dokusunda yapilan histopatolojik

skorlamada kontrol grubuna gore iyilesme goriilmiistiir.

2.6. ADAMTSS Gen Regiilasyonu

Chen ve ark (2014) yaptiklari ¢alismada, intervertebral disk ameliyati gegiren
hastalardan elde edilen kikirdak ug¢ plagi dokularini, dejeneratif degisiklikler olan ve
olmayanlar seklinde iki gruba ayirmis ve dejeneratif degisiklik olan grupta,
histopatolojik diizeydeki ve molekiiler diizeydeki degisiklikleri analiz etmistir.
Anlamli fark bulunan iki grup arasinda ADAMTSS5 ve TNFo genlerinin
ekspresyonlarini, messenger riboniikleik asit (MRNA) ve protein diizeyinde
incelemistir. Sonugta, hem ADAMTS5, hem de TNFa genlerinin ekspresyonlarinin
dejeneratif degisiklikler olan grupta, kontrole gore arttigini, ve iki gen arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliskinin oldugunu ortaya koymuslardir. Ayn1 ¢alismada
aragtirmacilar, sigir kikirdak u¢ plagi kondrositlerinden hiicre kiiltiirii yaparak
hiicrelere TNFa uygulamis ve TNFa uygulanmayan kontrol grubuna gére ADAMTS4,
ADAMTSS5 genleri ve NFkB yolagi proteinlerini mRNA ve protein diizeyinde analiz
etmiglerdir. Sonugta, ADAMTS5 ile NFkB yolagi genlerinin TNFo uyarisina yanit
olarak arttigini, ADAMTS4 iin ise degismedigini gostermistir. Bu sonuca gore de
kikirdak u¢ plaginda TNFo tarafindan aktive edilen NFkB nin ADAMTS5 geni

regiilasyonunda olas1 bir mekanizma olabilecegi yorumunu yapmuistir.



ADAMTSS geninin TNFa tarafindan stimiile edildigine dair g¢alismalarin
yaninda bazi ¢alismalarda, ADAMTS4 iin inflamatuvar sitokinlerle stimiile edildigi
fakat ADAMTS5 in konstitiisyonel olarak eksprese oldugu ve sitokin uyarisindan
etkilenmedigi bildirilmistir (Koshy ve ark 2002, Verma P ve Dalal K 2011).

Tetsunaga ve ark (2011) yaptiklar1 ¢caligmada, kondrosarkom hiicre hattinda
mekanik stres uygulamasi sonrasi ADAMTS4, 5, 9, MMP13 ve Runt-related
transcription factor 2 (RUNX2) genlerinin ekspresyonunun arttigini géstermistir. Daha
sonra, RUNX2 geninin overekspresyonu sonrasi, ADAMTS5 ve MMP13 genlerinde
upregiilasyon oldugunu, RUNX2’nin siRNA ile inhibe edilmesinin bu genlerde

mekanik stres sonucu ortaya ¢ikan artist 6nledigini gostermistir.

Tsushima ve ark (2011) yaptiklar1 ¢alismada, CCAAT/enhancer binding
protein (C/EBP) transkripsiyon faktoriintin (TF) ADAMTS5 ve MMP3 genleri {izerine
regililator etkisini arastiran bir deney sistemi hazirlamistir. Sinoviyosit hiicrelerine,
IL1B uygulanmasi sonucu ADAMTS5 ve MMP13 genlerinin aktive oldugunu
gostermistir. Sinoviyosit hiicre hattinda bu transkripsiyon faktoriinii (TF) overeksprese
ederek ilgili genlerin ekspresyonlarinin  arttigin1  gostermistir.  Kromatin
immunopresipitasyon yontemiyle de C/EBPB nin her iki genin promoterine

baglandigini gostermistir.

Kobayashi ve ark (2013) yaptiklar1 ¢alismada, ADAMTS5 geni promoter
bolgesinin TF’leri tarafindan regiilasyonu ile ilgili deneyler yapmistir. TF baglanma
motiflerini ortaya koyan bilgisayar temelli programla yaptiklari analizde, promoter
tizerinde Hypoxia inducable factorl A (HIF1A), CEBPA, RUNX, NFKB, Signal
transducer and activator of transcription (STAT) gibi TF’lerinin baglanma bdlgesi
olabilecegini gérmiis ve bu faktorlerin ekspresyon vektorleriyle yaptigi lusiferaz
deneylerinde promoter aktivitesini en fazla NFxB ailesinden v-rel avian
reticuloendotheliosis viral oncogene homolog A (RelA) proteininin artirdigini ortaya

koymustur. Daha sonra, NFkB baglanma bolgelerinin DNA’s1 tizerinde sirayla bir, iki



ve li¢linli de igeren delesyon olusturup bunlardan plazmid konstraktlari ile yaptiklar
lusiferaz deneylerinde, en ¢ok baglanma bolgesi igeren promoter konstraktinin en
yiiksek aktivite gosterdigini ve NFkB baglanma bolgesi sayisiyla aktivite arasinda

dogru orant1 oldugunu gostermistir.

2.7. TNFo — NFkB Sinyal Yolagi

TNFa, 40 yil 6nce, endotoksinlerce indiiklenen ve timor hiicrelerinin 6liimiine
neden olan bir serum faktorii olarak kesfedilmistir ve bu nedenle “tiimor nekroz faktor”
ad1 verilmistir (Carswell ve ark 1975, Verhelst ve ark 2011). Kesfinden bir dekad
sonra, endotoksinle muamele edilmis makrofajlardan salgilanan bu molekiiliin
kaseksiye neden oldugu goriilmiis ve kasektin adi1 verilmistir (Beutler ve ark 1985).
Sepsisin basroliindeki medyatér oldugu anlasilan bu sitokin, anti-TNF monoklonal
antikorlariyla septik sokun tedavisinde hedef molekiil olarak ele alinmistir (Trajey ve
ark 1987, Verhelst ve ark 2011). Buna paralel olarak, romatoid artrit hastaliginin
patofizyolojisinde anahtar role sahip oldugu belirlenmis ve anti-TNF monoklonal
antikorlarin, romatoid artrit fare modellerinde (Williams ve ark 1990) ve insanlarda
(Elliott ve ark 1994) hastalik semptomlarindan koruyucu ozellik sergiledigi

bulunmustur.

TNF, bir¢ok fizyolojik ve patolojik olayda rol oynamaktadir. Tiimor hiicre
nekrozu, apoptoz, embriyo gelisimi, uyku-uyaniklik dongisii, lenf nodlarinda
germinal merkez formasyonu, bakteriyel ve viral enfeksiyonlarda konak savunmasi
gibi biyolojik olaylar bunlardan bazilaridir. Bunlardan bagka TNF, akut ve kronik
sistemik inflamatuavar reaksiyonlarda anahtar medyatordiir. TNF, chron ve iilseratif
kolit gibi inflamatuvar bagirsak hastaliklari, romatoid artrit, multiple skleroz, sistemik
lupus eritamatozus ve sistemik skleroz gibi otoimmun hastaliklarda santral role
sahiptir (Chu W 2013).

TNF, aktivitesini reseptorleri tizerinden gostermektedir. TNF reseptorleri, TNF
receptor 1 (TNF-RI) ve TNF receptor 2 (TNF-RII) olarak iki gesittir. Bu reseptorler,



uyarilmamis lenfosit hiicresi ve eritrositler disinda neredeyse tiim hiicre ¢esitlerinde
bulunmaktadir (Vandenabeele ve ark 1995, Verhelst ve ark 2011). Her iki reseptor de
benzer sekilde inhibitor kB kinase (IKK) lar1 ve mitogen-activated protein kinase
(MAPK) lar1 aktive eder ve bu kinazlar da sitokinler, kemokinler ve inflamatuvar
enzimler gibi efektor molekiillerin iiretimini kontrol eden NFkB ve activator protein
(AP1) gibi TF lerini aktive eder. Ayrica etkisinin devam ettirilmesi i¢in kendi
ekspresyonunu da uyarir. TNFo’nin inflamatuvar etkilerinin ¢oguna aracilik eden
molekiil, TNF-RI tarafindan indiiklenen NFkB sinyal yolagidir (Sekil 2.3) (Verhelst
ve ark 2011).

Sekil 2.3. TNFa ve NFkB sinyal yolaginin sematik gosterimi. TNFo nin reseptdriine
(TNFR1) baglanmas1 sonrast IKK kompleksi aktive olur ve NFkB ile bagli bulunan
IxB molekiillerini degrade eder. Serbest kalan NFkB dimerleri, niikleusa gecerek DNA
ya baglanir (Haydena MS 2014).

NFkB, immiinoglobulin x hafif zincir geninin intronik enhanceri iginde

DNA’y1, sekans-spesifik tarzda taniyan bir motif olarak ilk kez 1986°da tanimlanmistir
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(Sen ve Bailtimore 1986, Sen ve ark 2010). Pre- B hiicre hattinin stimiilasyonu
sonrasinda NFxkB’nin DNA’ya baglandig1 ve hiicre stimiilasyonuna cevap olarak
DNA’nin transkripsiyonunu etkiledigi goriilmiis ve ilk TF 6rnegini teskil etmistir.
Daha sonraki ¢alismalar gosterdi ki NFkB aktivitesi, birgok hiicre tipinde
indiiklenmektedir ve ¢esitli uyaranlar sonucu, hiicre canliligi, farklilagmasi,
aktivasyonu gibi birgok farkli siirecte bas rolii oynamaktadir (Hayden ve Ghosh 2004,
Sen ve ark 2010). Bu nedenle, artrit, immun yetmezlik, otoimunite ve kanser gibi
bir¢ok hastalik patogenezinde yer almasi sasirtici degildir (Courtois ve Gilmore 2006,
Oeckinghaus 2009). NFkB, uyarilmamis ya da istirahatte olan hiicrelerde,
stoplazmada, inhibitér molekiili olan IkB proteinleriyle kompleks halinde
bulunmaktadir. Hiicrenin uyarilmasina yanit olarak, IkB molekiilleri, fosforlanir,
ubikitinizasyona ugrar ve yikilir. Serbest kalan NFkB molekiilleri, nukleusa geger ve
promoter ve enhancer iizerindeki tanima bdlgelerine baglanarak gen transkripsiyonunu
diizenler. NFxB ailesi icerisinde bes farkli iye bulunmaktadir. Bunlar, RelA (P65), c-
Rel, RelB, p50 (NFkB) ve p52 (NFkB) dir. Bu proteinler, DNA’ya farkli
heterodimerler halinde baglanabilirken sadece RelB, homodimerler halinde
baglanabilir. Bu sekilde heterodimerler yaparak, degisik tanima bolgeleri ve
transaktivasyon mekanizmalari meydana getirirler ve gok ¢esitli olan hedef genlerini
regiile etme yetisine sahip olurlar (Sen ve ark 2010). Ancak, transaktivasyon domaini
sadece p65, c-Rel ve RelB proteinlerinde bulundugu i¢in bu proteinleri igermeyen
heterodimerler ya da homodimerler transkripsiyonel olarak aktif degildir (Sekil 2.4).
Ornegin p50-p50 ya da p50-p52 gibi dimerler NFkB bagimli transkripsiyonu
baskilarlar. Bunun nedeninin, kB baglanma bdolgelerine bu dimerlerin baglanarak,
yarismali olarak aktif dimerlerin etkisini azaltmast oldugu disiiniilmektedir
(Oeckinghaus 2009). Yine, inhibitor molekiilii olan IkB ailesinin de farkl alt iiyeleri
bulunur ki bu da ¢ok sayidaki hedef genin diizenlenmesinde gen selektivitesine katki
saglar (Hayden ve Ghosh 2004, Sen ve ark 2010). P105 ve p100 proteinleri p50 ve
p52 proteinlerinin prekiirsoriidiir ve proteolitik islem sonrast sirasiyla p50 ve p52 ye
doniistirler. Transkripsiyonel olarak aktif olan NFxB molekiillerinin niikleer
translokasyonunu engellerler. Bu nedenle IkB molekiilleri ile 6zdes kabul

edilmektedirler.
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Sekil 2.4. NFkB homo ve heterodimerleri ve beraberinde DNA ya baglanan ko-
regiilator proteinler (Sen R, 2010).

Bir hiicrenin gelisim asamalar1 da daha sonra hangi genlerin aktivasyona aday
olacagini belirlemektedir. Bu secilim, kromatin yapisimin farkli organizasyonu ve
dolayisiyla diger TF’lerinin ve NFkB ile birlikte c¢alisan diizenleyici molekiillerin
ekspresyonu ile ilgilidir. Yardimci protein (ko-regiilator) olmadan NFkB molekiilleri
DNA iizerinde etki gosterememektedir. Bu proteinleri kodlayan genlerin aktif olarak
eksprese olmadigi hiicre tiplerinde NFkB’ye yanit alinamamaktadir (Sen ve ark 2010).
Cok ¢esitli uyaranlar NFxB aktivasyonuna yol acabilir. Bakteriyel ve viral
enfeksiyonlar, inflamatuvar sitokinler, antijen-reseptor birlesmesi, fiziksel uyart (UV
ya da radyasyon), fizyolojik (iskemi ve hiperozmotik sok) ya da oksidatif stres
bunlardan bazilaridir (Sekil 2.5 ve Sekil 2.6) (Hayden ve ark 2006, Oeckinghaus ve
ark 2009).
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Sekil 2.5. NFkB regiilasyonu ile ilgili sema. TNFa gibi sitokinler, fiziksel travma,
enfeksiyon gibi cesitli etkenler NFkB ekspresyonunu uyarir. Artan NFkB, ¢ok cesitli
hedef genlerinin regiilsayonunu saglar. Ayrica kendini uyaran molekiillerin de (TNFa,
IL-1 gibi) regiilasyonunu saglar. Yine, kendi regiilator proteinleri olan IkB ailesini de
uyararak negatif feed back ile kendi regiilasyonunu saglar (Oeckinghaus 2009).

NFxB aktivasyonunun uygun bi¢gimde sonlandirilmasi son derece onemlidir,
clinkii artmig NFkB yanit1, inflamasyon ve onkogenezle iliskilidir (Baker ve ark 2011,
Haydena ve ark 2014). NFkB, kendi regiilatorlerini uyararak otoregiilasyonunu saglar.
NFkB’nin diizenlenmesindeki primer negatif feed-back mekanizmasi, IxkB
transkripsiyonunun indiiklenmesidir. NFkB’nin uyarilmasinin ardindan IkBa, hizla
uyarilir ve NFkB etkisinin ortadan kaldirilmasinda 6nemlidir (Brown ve ark 1993,
Oeckinghaus ve ark 2009, Haydena ve ark 2014).

TNFo ve ILIS promoterleri iizerinde NFxkB baglanma bolgeleri oldugu
bilinmektedir (Bondeson ve ark 2010). Bondeson ve ark (1999) yaptiklar ¢alismada
IkBa tarnsfeksiyonu yapilan makrofajlarda, spontan TNFo iretiminin %75
baskilandigin1 bulmustur. Yine, Shakhov ve ark (1990) nin yaptiklar1 ¢alismada
lipopolisakkarid tarafindan uyarilan makrofaj hiicrelerinde TNFa 'nin transkripsiyonel

aktivasyonunda, NFxB’nin santral role sahip oldugunu gdstermistir.
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Sekil 2.6. NFkB, IkB ve IKK proteinlerinin sematik sunumu. Tim NFxB
molekiillerinde ortak olarak Rel homoloji domaini bulunmaktadir. Transaktivasyon
domaini ise yalnizca cRel, p65 ve RelB proteinlerinde bulunmaktadir. P100 ve p105,
fonksiyon olarak inhibitor 6zellik sergiledigi i¢in IxB ailesine dahil edilmektedir. CC,
coiled-coiled domain; GRR, glisin rich domain; IBD/DimD, IKK binding
domain/dimerizasyon domain; LZ, 16sin zipper domain; MOD/UBD, minimal
oligomerizasyon domain/ ubigitin binding domain; NBD, NEMO binding domain;
RHD, rel homoloji domain; SDD, scaffolding ve dimerizasyon domain; TAD,
transaktivasyon domain; ULD, ubikitin like domain; Z, zinc finger domain (Haydena
MS).
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2.8. Projenin Amaci

Son yillarda yapilan c¢alismalarda, ADAMTSS geninin osteoartrit hastaligi
patogenezindeki rolii ortaya konmustur. Artmis ekspresyonunun hastalik olusum
mekanizmasinda sorumlu oldugu ve tedavide bu genin regiilasyonuna odaklanilmasi
gerektigi literatiirde belirtilmistir. Bu nedenle, mevcut ¢alismada ADAMTS5 geninin
regililasyonunu arastirilmasi planlandi. Daha dnceki ¢alismalarda, TNFo ve NFkB’nin,
ADAMTSS ekspresyonu iizerine etkilerini arastiran caligmalar yapilmistir. Bu
calismalardan ¢ikan sonuglar arasinda ¢eliskiler mevcut olup heniiz net bir sekilde
ADAMTSS regiilasyonu aydinlatilamamistir.  Ayrica, literatiirde, OUMS-27
hiicrelerinde, TNFa ve NFkB ekseninde promoter bolgesinin regiilasyonunu arastiran
bir ¢alisma mevcut degildir. Chen ve ark (2014) nin yaptig1 ¢alismada, benzer sekilde,
hiicrelere TNFa uygulamasina yanit olarak ADAMTS5 ve NFxkB gen artisi gosterilmis
olmakla birlikte bu ¢aligmada kullanilan hiicrelerin insan kondrositleri degil, sigir
kondrositleri olmasi ¢calismanin insan OA modeli olmasinda kisitliliga neden olmustur.
Bu nedenle bizim calismamizda, insan kokenli kondrosit hiicreleri kullanilarak daha

iyi bir OA modeli se¢ilmistir.

Mevcut calismamizda, OUMS-27 kondrosarkom hiicre hattinda, TNFo’nin
ADAMTSS geninin regiilasyonuna katkisi ve NFkB’nin bu regiilasyondaki rolii
incelendi. Bunun igin, oncelikle OUMS-27 hiicre hattina farkli dozlarda rekombinant
TNFa uygulandi. Uygulama sonrasi hiicrelerden RNA ve protein izolasyonu yapildi.
ADAMTS4, ADAMTSS ve IkBa genlerinin mRNA ve protein analizi yapildi. Etkili
bulunan doz kullanilarak ADAMTS5 mRNA’s1 ve proteininin farkli siirelerdeki
degisimi arastirildi. Calismamizin ikinci kisminda, ADAMTS5 geni promoter bolgesi,
TF baglanma bolgeleri agisindan analiz edildi. NFkB icin tahmini baglanma bolgesi
igeren farkli uzunluklarda konstraktlar olusturuldu. Bu konstraktlar, pHRE-Luc
plazmidine klonlandi. Ekspresyon plazmid konstraktlar1 kullanilarak ADAMTS5 geni

promoter fonksiyon analizi ger¢eklestirildi.
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3. GEREC ve YONTEM

Tezdeki kimyasallar ve cihazlar ile ilgili kaynak bilgisi ek-1 ve 2’de verilmistir.

3.1. Hiicre Kiilturu ve Stoklama

Calismada OUMS-27 hiicre hatt1 kullanildi. Kontrol hiicre hatt1 olarak HEK-
293T kullanildi. Her iki hiicre ATCC den (http://www.lgcstandards-
atcc.org/?geo country=tr) temin edildi. OUMS-27 hiicre hattinin 6zellikleri; insan

kemik dokusu kokenli, sol humerus proksimal yerlesimli grade III kondrosarkoma
dokusundan elde edilmistir. Immortalize edilmis ve p53 geni mutant bir hiicre
popiilasyonudur. Hiicre morfolojisi, elonge poligonal sekillidir. Yasam ortami, %5

CO2’1i, 37°C olup tutunarak ¢ogalir.

HEK-293-T hiicre hattinin 6zellikleri ise; insan fetiisii bobrek dokusundan elde
edilmistir. Epitel kokenli, simian virus 40 (SV40) large T antijen ekprese eden
immortalize edilmis bir hiicre popiilasyonudur. Yasam ortami, %5 CO2’li, 37°C olup

tutunarak cogalir.

Hiicre kiiltiirii caligmalarinda her calisma oncesi, laminar flow kabini, 30dk
siireyle UV 15181 altinda sterilize edildi. Kabin ve pipetler, calisma oncesi, %70 lik
etanolle temizlendi. Hiicre hatt1 olarak insan kondrosit kokenli OUMS-27 hiicre hatti
secildi. Kontrol hiicre hatt1 olarak insan embriyonik bobrek dokusu kokenli HEK-293T
hiicre hatt1 secildi. Bu hiicre hatti, hem transfeksiyonu kolay ve iyi optimize olmasi
hem de hedef genimiz olan ADAMTSS geni ekspresyonu i¢in literatiirde daha 6nce
arastirtlmamis bir hiicre hatti olmasi nedeniyle tercih edildi. Sivi azot tankinda bulunan
OUMS-27 ve HEK-293T hiicre hatt1 stoktan ¢ikarilarak hizla 37°C lik su banyosunda
eritildi. On dért mlI’lik falkon tiipiine 10 ml medyum ilave edildi. Uzerine, erimis olan
hiicre stok soliisyonu ilave edilerek 1200 RPM hizda 3’ santrifiij edildi. Siipernatan
kismi aspiratorle uzaklastirildi. Hiicre pelleti, 3 ml medyum ile resiispanse edildi.
Onceden 10 ml medyum ilave edilmis 75 cm?’lik flaska medium-+hiicre siispansiyonu
pipet yardimiyla ekildi. Mikroskopta bakilarak 37 °C’ lik etiive kaldirildi. % 80

doluluk oranma ulasan hiicreler, pasajlanarak alt kiiltiire devam ettirildi. 75 cm?’lik
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flasktaki medyum, aspiratorle aspire edildi. On ml Phosphate buffered saline (1XPBS)
ile yikandi. Bes ml 1X Tripsin-EDTA damla damla eklendi. iki ila bes dakika arasinda
hiicreler kalkincaya kadar 37°C’ lik etiivde inkiibe edildi. U¢ ml medyum eklenerek
tripsin aktivitesi durduruldu. Pipetaj yapilarak tiim siv1 alind1 ve falkon tiipe aktarildi
ve 1200 rpm’de 3 dk 37 °C’de santrifiij yapildi. Siipernatant atildi. Pellet tizerine 150
ul medyum eklendi ve tiipiin taban1 yere siirtiilerek hiicre pelletinin dagilmasi saglandi.
Hiicrelerin iizerine 3 ml medyum eklendi ve hiicreler homojen hale gelene kadar pastor
pipeti ile yavasca ¢ozdiiriildii. 175 cm?’1ik flaska 20 ml medium eklendi. Uzerine hiicre
stispansiyonu eklendi ve hafif¢e sallanarak karistirildi. 37°C’ de %5 CO2’lik etiive
konuldu. Hiicre stok soliisyonu hazirlanisi: Fetal bovin serum (FBS) igerisine %10 u
kadar dimethyl sulfoxide (DMSO) soliisyonu ilave edildi. Daha once anlatildig: gibi
75cm? flasktan, tripsinle kaldirilan hiicreler, santrifiij edilerek ¢oktiiriildii. Uzerine 4ml
hiicre stok siiliisyonu ilave edildi. Pipataj yapildiktan sonra kriyotiiplere 1’er ml
boliindii. Once -20°C de 30 bekletildi. Sonra da -80°C ye kaldirildi.

Hiicre kiiltiirii medyum bilesenleri su sekildedir:

50 ml FBS (Wisent- 080110 veya HY- CH30160.02)

5 ml penisilin /streptomysin (HY-SV30010)

4 ml L-Glutamin (Wisent-609-065-ZL)

0,05 ml Plasmocin (ant-mpt (Invivogen) olacak sekilde medyum hazirlandi.
Medyum +4 °C derecede muhafaza edildi.

3.2. Hiicre Sayimi

Yukarida belirtildigi gibi flasktan kaldirilan hiicreler medyumda ¢6zdiiriiliip,
homojenize edildi. On pl Tripan Blue, 10 pl hiicre 6rnegi ile karistirildi. Bio-Rad's
New TC10™ Automated Cell Counter cihazinin slaytina bu karisimdan 10 pl
aktarilarak 6l¢iim yapildi. Konsantrasyon (hiicre/ml)=canli hiicre sayis1 ve hiicrelerin
canlililk orani belirlendi. Ekim yapilacak pleyte uygun hesap yapilip, ekim
gergeklestirildi. Ornek: Hiicre sayis1 3x10%/ml ¢ikan bir hiicre siispansiyonundan 12

lik well e 2x10° hiicre/well ekim yapilacaksa; 6lii hacim de hesaba katilarak,

e gerekli hiicre miktari=12.5 x (2x10°)= 2.5x10° 1 ml de 3x10%/ml
konsantrasyonda hiicre bulunduguna gore almamiz gereken hiicre miktari=

1ml de 3x10%/ml
X ml de 2.5x108 X = 0.8 ml olur.
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Hiicre-medyum siispansiyonundan 0.8 ml alindi. Her bir well’e 1 ml medium
eklenmesi gerektigi i¢in, 61i hacimle birlikte, 12.5 x Iml = 12.5 ml medyum gerekli.
Hiicre siispansiyonundan 0.8 ml alacagimiz i¢in bunu total hacimden ¢ikarip kalan
miktar kadar (12.5-0.8 = 11.7 ml) medyum alinarak 14’ml lik falkona koyuldu.
Uzerine hiicre siispansiyonundan 0.8 ml ilave edildi. Pipetajla ve alt iist edilerek

homojenize edildikten sonra well lere 1’er ml dagitildi.

3.3. Hiicrelere TNFa Uygulanmasi
Well’lere uygun sayida ekilen hiicreler tutunduktan sonra (24 saat) mediyum
aspire edildi. Uygun konsantrayonda TNFa eklenerek hazirlanan yeni medyumdan

well lere eklendi.

3.4. Gen Ekspresyon Analizi

Hedef genlerin ekspresyonu mRNA seviyesinde kantitatif polimeraz zincir
reaksiyonu (gPZR) ile, elde edilen bulgularmm konfirmasyonu igin de protein

seviyesinde western blot teknigi ile analiz edildi.

3.4.1. Real Time qPZR Analizi

3.4.1.1. Gradiyent PZR ve Primerlerin Hazirlanigi

Real time analizi i¢in primerler, NCBI’nin online primer dizayn programi

kullanilarak tasarlandi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Dizayn
esnasinda, mRNA’ya spesifik primer elde edebilmek i¢in exon-exon bileskelerine
denk gelecek sekilde dizayn yapildi. Primerlerin hazirlanmasinda, liyofilize
durumdaki primerlere kullanma talimatinda belirtilen miktarda 1XTE (Tris-EDTA)
eklenerek 100 pmol/ml’lik stok ¢6zeltiler hazirlandi. PZR isleminde kullanilmak tizere
stoktan 10 pl ye diliie edildi.

Kullanilan primer sekanslar1 ve PZR {irlinlerinin uzunluklar: tablo 3.1 ve 3.2°de

tanimlanmaktadir:
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Tablo 3. 1. Hedef genlerin ekspresyon analizi i¢in yapilan real time PZR’de

kullanilan primer listesi

Primer Ad1 | Forward Primer Reverse Primer Dizisi PCR iiriin | Tm

Dizisi (5’23) (5°2>3) uzunlugu | °C
(bp)

Beta aktin | TTCCTGGGCAT | AGGAGGAGCAATGA | 204 56-
GGAGTCCT TCTTGATC 60

ADAMTSS5 | ACTTTCCTTTG | ACGTCACTGACCACT | 230 56
GCACACCCA GTTGG

ADAMTS4 | AGGCACTGGG | GGGATAGTGACCAC | 241 58.7
CTACTACTAT | ATTGTT

NFKBIA AAGTGATCCG | CTCACAGGCAAGGT | 185 56
CCAGGTGAAG | GTAGGG

TNFa GCTGCACTTTG | GGGTTTGCTACAACA | 138 56
GAGTGATCG TGGGC

Tablo 3.2. ADAMTS5 geni promoter konstraktlarinin olusturulmasi igin kullanilan

primer listesi

Primer Adi

Forward Primer Dizisi (5’2 3)

Tm °C

Xhol NFkb 1 fwd

09cgctcgaGGGCATGGAGGGAGCTCTTAC | 60

Xhol NFkb 2 fwd

99cgctcgagAGGCCTATGGCGATAAGTGG | 60

Xhol NFkb 3 fwd

ggcgctcgaGGCCGGGAGAAGTTAGTCACC | 60

Xhol NFkb 4 fwd

ggcgctcgagGTCCCTAAGGCCCCAGTG 60

Spe 1 NFkb 1 rev

09cgactagtCCACTTATCGCCATAGGCCT | 60

Spe 1 NFkb 2 rev

ggcgactagtGGTGACTAACTTCTCCCGGC | 60

Spe 1 NFkb 3 rev

09cgactagtCCTCATCTCCTGAACGGGTG | 60

Spe 1 NFkb 4 rev

ggcgactagtAGCGGCATGCCATCCTGC 60

Koyu renkle yazilan niikleotidler restriksiyon enzim tanima bolgeleridir.
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Kantitatif Real Time PZR galismasina baglamadan 6nce ekspresyon ¢aligmasi

yapilacak tiim genlere ait primerler i¢in Gradiyent PZR ¢alismasi yapildi. Gradiyent

PZR c¢alismasi i¢cin OUMS-27 hiicre hatlarindan elde edilmis complementary
deoksiriboniikleik asit (cDNA) kullanildi. PZR islemi Tablo 3.3’de gosterildigi sekilde

gerceklestirildi.

Tablo 3.3. Gradiyent PZR ¢alismasi i¢in gerekli reaktifler ve miktarlari

Reaktif Miktar
(NH4)SO: buffer 2.5 ul
MgCl; 2.5 ul
dNTP 0.5 ul
10 pmol Forward Primer 0.5 ul
10 pmol Reverse Primer 0.5ul
Tag DNA Polimeraz 0.2 ul
dH,0 16.3 ul
cDNA 2 ul

Yukaridaki bilesenler son hacim 25 ul olacak sekilde karistirildi. Her bir gen
icin 57-62°C arasindaki sicakliklarda gradient PCR ¢alismasi kuruldu. BIO-RAD
T100 model PZR cihazinda Tablo 3.4’de belirtilen kosullarda amplifikasyon

gerceklestirildi.

Tablo 3.4. Gradient PZR ¢alismasi uygulanan amplifikasyon kosullart

Reaksiyon Sicaklik Siire Doéngii
Denatiirasyon 95°C 5 dakika

Denatiirasyon 95°C 30 saniye 40 dongii
Primer baglanma | 57-63°C 30 saniye

Uzama 72°C 1 dakika

Son uzama 72°C 5 dakika
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3.4.1.2. RNA izolasyonu

Hiicreler, RNA izolasyonu i¢in 6 well plate’lere OUMS-27 hiicreleri igin 4.0 x
10°, HEK-293T hiicreleri i¢in 6x 10° hiicre/well olacak sekilde 1.5 ml medyum icinde
ekildi. 24 saat sonra TNFa uygulandi. Belirlenen siirenin sonunda asagidaki TriPure
Isolation Reagent (Roche Diagnostic) protokolii takip edilerek RNA izolasyonu
yapildi.

Altilik well’lerdeki hiicreler buz {izerine alindi ve medyumdan uzaklastirildi.
PBS (1X) ile 2 kez (1ml) yikama yapildi. Her bir kuyucuktaki hiicrelerin {izerine
TRIZOL (2000 pl) (icerisine %10 u kadar B merkaptoetanol eklendi) kimyasali
(Invitrogen, Cat. N0.15596-026) ilave edildi ve pipet ucu ile hiicreler kazindi. Her
kuyucuktaki hiicreler 1’er ml olacak sekilde 2 ayr1 1,5 ml’lik ependorf tiiplere alindi.
Oda 1sisinda 5 dk. inkiibe edildi. Ependorflar i¢ine alinan hiicre soliisyonu tizerine 200
uL kloroform (Merck, Cat.No.102431) eklendi ve renk degisene kadar 2-3 dk salland:
(30sn. vorteks yapildi). Organik ve sulu fazin ayrigsmasi i¢in 15.000 x rpm’de 10 dk +4
°C’de santrifiij yapildi (oda 1sisindaki santrifiij +4 °C ye ayarlandi ve hemen baglatildi).
RNA’lar1 igeren orta faz, (450-500 ul) ¢cepere yapismis olan seffaf renkli protein faza
degmeden pipetle yeni 1,5 mlI’lik ependorf tiipe alindi. sekiz yiiz pl (stipernatan x 2)
%100 etanol eklenip, sallanarak karistirildi ve buz iizerinde 10 dk. inkiibe edildi.
15.000 x rpm’de 15 dk +4 °C’de santrifiij yapildi. Stipernatant RNA’ya zarar vermeden
dikkatlice atild1. % 70’lik etanolden (Merck, Cat. No.100993) 160 pl eklendi ve hafifge
salland1 ve 15.000 x rpm’de 5 dk +4 °C’de santrifiij yapildi. Alkol faz1t RNA nin oldugu
cepere degmeden pipetle tamamen uzaklastirildi. Coktiiriilen RNA pelleti etanoliin
uzaklagsmasi i¢in kurumaya birakildi. Kuruyan RNA pelleti 30 pul PCR-grade
diethylpyrocarbonate (DEPC) (Invitrogen, Cat.N0.46-2224) su igerisinde ¢oziildii.
RNA’lar nanodropta 6lgiildii, konsantrasyonlart ve OD degerleri belirlendi. RNA,
diger deneylerde kullanilmak {izere -80 °C’de saklandi. (onikilik well igin trizol 1 ml,
kloroform 200 pL). Zamana bagli yapilan deneylerde, 0. saat ortanca zamanla birlikte
alindi (6rnegin 0, 2, 3, 4.5, 6 ve 9 saat lik deneyde 0.saat 4. Saatle birlikte alindi). Her
bir well’den zamani geldiginde medyum aspire edildi. Bir ml 1X PBS ile yikandu.
Yeniden 500 pl PBS eklendikten sonra, well’deki hiicreler, scraber ile nazikce kazindi
(Tek bir scraber’la tiim well’ler kazindi. Bir well den digerine gecerken scraber,

otoklavlanmis su iceren 50 ml lik falkon iginde 1yice temizlendi. Scraber i¢ine yapisan
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hiicreler, well’i kazima isinin ardindan well i¢cindeki medyuma batirilarak tabana
vurmak suretiyle well icine bosaltild1). Uzerine 500 ul daha PBS eklenip pipetajla
karistirildi ve ilk 500 pl’si (RNA, cDNA ya doniistiiriiliirken 6rnekler sabit bir sayiya
esitlendigi i¢in ornekler arasi olasi1 6lii hacim kaynakli farkliliklar1 onlemek icin ilk
500 pl protein igin ayrilir) protein izolasyonu i¢in 1.5 ml’lik ependorfa alindi. Kalan
500 ul’si de RNA izolasyonu icin bagka 1.5 ml lik ependorfa alindi. Ependorflar, buz
tizerine alindi ve 4000 RPM de +4 °C de 4’ santriflij edildi. Siipernatan, pipetle
uzaklagtirildi. Pellet, -80 °C’de saklandi. Biitiin saatler toplandiktan sonra hiicre
pelletleri, -80 °C’den ¢ikarildi. Uzerine Trizol-p ME karisimindan 100 ul ilave edildi.
Pelletin iyice ¢Oziinmesi saglandi. Daha sonra 900 pl daha trizol ilave edildi.
Homojenize edildikten sonra 500 pl si baska bir ependorfa alindi. Her bir ependorfa
500 pl daha trizol eklendi. 5’ oda 1s1sinda bekletildikten sonra 200 pl kloroform ilave
edildi. Diger asamalar yukarida anlatildigi gibi yapildi.

3.4.1.3. cDNA Analizi

Izole edilen total RNA’larin cDNA formuna cevrilmesi icin cDNA sentez kiti
(RevertAid First Strand cDNA sentez kit, Thermo Sci. K1612) kullanildi. RNA 6l¢iim
sonuclarina gére cDNA formuna gevirilecek tim RNA ornekleri 1 pg’a esitlendi.

Hesaplama soyle yapildi;

Ornegin OD’de okunan RNA degeri X=274,2 ng/ul olsun. Bu, 1 pg’a esitlenmek
isteniyorsa;

X*274,2 ng =0,274 ng

(0,274’1 neyle carparsam 1’e esitlenir diye hesap yapilir)

1000/274.2=3,65 ul = alinacak RNA miktar1

(NOT: RNA ve kitin i¢cinde bulunan malzemeler her zaman buzda bekletilmelidir).

Ornek sayis1 kadar 1,5 m1’lik ependorf tiip ¢ikartildi. Her tiipe ayr1 ayr1 1pl oligo(dT)
primer konuldu. Her bir 6rnek igin hesaplanan miktarda RNA sirasiyla ependorf
tiiplere konuldu. Her bir 6rnek i¢in alinmasi gereken su miktar1 11-(alinacak RNA

miktart). Miks igerisine de su koyabilmek i¢in 11 yerine 6-(alinacak RNA miktari)
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seklinde de hesaplama yapilabilir. Her bir 6rnek i¢in 5ul su da miks igerisine ilave
edildi. Her bir 6rnek i¢in hesaplanan miktarda su (kitin i¢ginde mevcut) sirasiyla
ependorf tiiplere konuldu. Ayri bir temiz ependorf tiipiin i¢inde asagidaki oranlarda
mix hazirlandi. Bir 6rnek i¢in hazirlanacak miktarlar (61 hacim de eklenerek 6rnek

sayistyla ¢arpilarak mix hazirlandr).

0 S5X Reaction Buffer.............cooooiiiiiiiiiii 4ul
0 RibolockTM RNase Inhibitor(20 w/pl) ..........ocooooeiiiiiinil, Tul
0 TOMM DNTP MiX .o 2ul
0 RevertAidTM M-MuLV Reverse Transcriptase(200 u/pl)........ Tul
0 Hazirlanan mix 6rnek tiiplerinin iistiine 8 pl olacak sekilde dagitildi.

Toplam hacim 20 pl oldu (12 pl 6nceden vardi 8 pl mix eklenerek toplam 20 pl oldu).
Daha sonra, 42 °C’de 60 dk. inkiibasyona birakildi. Sonra 70°C’de 5 dk. bekletildi.
Spin attir1ldi. Elde edilen cDNA’lar etiketlendikten sonra kullanilacag1 zamana kadar

-80°C de muhafaza edildi.

3.4.1.4. Agaroz Jel Elektroforezi

PZR sonrasi istenen bdlgenin amplifiye olup olmadigini kontrol etmek igin
%?2’lik agaroz jelde PZR tiriinleri yiiriitiildii. Jelin hazirlanmasi ig¢in, 100 mL 1XTAE
(Tris/Asetik Asit /EDTA) tamponunun igine 2 gr agaroz (Invitrogen kat no: 16500-
100g) konuldu. Mikrodalga firinda homojen olana kadar tutuldu (2’) ve 1.8 pL
ethidium bromide (Merck, 11608.0030) ilave edildikten sonra jel kaliba dokiilerek
donmaya birakildi. PZR iriinlerinden 5 pL alinarak 1 pL 3x Loading dye (Thermo,
#R0611) ile karistirtlip kuyucuklara yiiklendi. PZR reaksiyonu ile elde edilen iiriinler
%2 agaroz jel elektroforezinde, 100V akim altinda, 30dk. yiiriitiildiikten sonra UV

transliminatorde goriintiilendi.

3.4.1.5. Kantitatif Real Time PZR (RT-PZR) Optimizasyonu ve Hedef Genlerin
Analizi

Elde edilen cDNA’lardan bir miks olusturuldu. Bu miksten alinan c¢DNA,
standart 1 olarak secildi. Ikiser kat diliisyon yapilarak bes tane standart hazirland.

Cihazin software’ine standart konsantrasyonlari 2, 4, 8, 16, 32 olarak girildi.
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Hiicre hatlarinda TNFa uygulamasinin mRNA diizeyinde etkinligini saptamak
i¢in Qiagen Rotor Gene Q cihazi kullanilarak real time PZR ¢alismas1 yapildi (tablo
3.5). ADAMTS4, ADAMTSS ve IkBa hedef gen, £ aktin geni, standardizasyon igin
housekeeping gen olarak incelendi. Real-time PZR’da kullanilan sybr green, 1siktan
etkilendigi i¢in calisma alani1 karanlikta, metal bloklarda ve tablo 9’daki miktarlarda
(bir 6rnek icin) ¢alisildi. Datalar, Rotor Gene Q Software programinda analiz edildi.
Ilgili genlerdeki ekspresyon degerleri housekeeping gen olan B aktin degerlerine

oranlanarak analiz edildi.

Tablo 3.5. Kantitatif real time PZR ¢aligsmasi i¢in gerekli reaktifler ve miktarlari

Reaktif Miktar
2X QuantiTect SYBR Green PCR Master Mix 12.5 ul
20 pmol Forward Primer 0.5 ul
20 pmol Reverse Primer 0.5 ul
dH20 9 ul
cDNA 2.5l

Yukaridaki bilesenler her bir 6rnek icin son hacim 25 pl olacak sekilde
karnigtirildi ve Rotor Gene Q cihazinda her bir genimiz i¢in uygun baglanma

sicakliginda 45 dongliye ayarlanarak Real Time PZR caligsmasi gerceklestirildi.

Real time PZR ile geninin artig1 gosterildikten sonra, ayni sonuglart protein
seviyesinde de konfirme etmek igcin western blot yapildi.  Hiicreler, RNA

1zolasyonunda bahsedilen sekilde ependorflarda toplandi.

3.4.2. Western Blot Yontemiyle Protein Analizi

Oncelikle deney ve kontrol grubu hiicrelerden protein izolasyonu gerceklestirildi.
Bunun icin; (6’lik well i¢in)

Ependorf tiipiin (1.5 ml’lik) igerisine 950 uL. RIPA lizis buffer (Santa Cruz, Cat.No:
SC-24948), (RIPA nin %1 1 kadar proteinaz inhibitdrii eklenir. Proteinaz inhibitorii,
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100X konsantrasyonda oldugu i¢in 1X e diisiirmek i¢in 100 kati kadar RIPA da
¢oziiliir) 9.5 pl proteaz inhibitorii (Calbiochem, Cat.No:539137), konularak karisim
hazirlandi. Her bir peletin tizerine hazirlanan karisimdan 150’ser pl konuldu. Cok hafif
vorteks yapildi. Ve buz iizerinde 5 dk. inkiibe edildi. Sonra spin attirildi. Her bir 6rnek
0,5 mI’lik ependorf tiipiine aktarilip 2.5 dk. boyunca sonikasyon (sonikatoriin suyu
onceden buz eklenerek sogtuldu) islemi yapilarak proteinlerin pargalanmasi saglandi.
Spin down yapildi. Ornekler tekrar 1,5 ml’lik ependorf tiipe alind1 ve +4°C’de 150.000
rpm hizinda 5 dk. santrifiij edildi. Siipernatan (~150 ul) yeni ependorfa alind1. Uzerine
50 ul SDS (4X konsantrasyonda olup, 150 ul hacim {izerine eklenince 1X e diiser)
eklendi. Verteks + spin down yapildi. 95°C’de 5 dk inkiibe edildi. Proteinler jele
yiiklendi.

3.4.2.1. %10’1luk SDS-PAGE Jelin Hazirlanmast

Tablo 3.6. Western blot jeli i¢in gerekli soliisyonlarin hazirlanmasi

%30 ACA (akrilamid) 58 gr ACA + 2gr N,N,metilen bis ACA
+ 200 ml
2M Tris HCL 72 gr Tris + 250 ml dH20 karisimi

hazirlanir ve iyice ¢oziildiikten sonra
pH:8.8 e ayarlanir.
0.5M TrisHCL 6 gr Tris + 80 ml dH20 karisimi

hazirlanir ve iyice ¢oziildiikten sonra
pH:6.8 e ayarlanir.
%10 APS (ammonium persulfate) 25 mg APS + 250 pl dH20 karisimi

hazirlanir. Bu karisim uzun siire
dayanmaz o yiizden hemen hazirlayip
kullanmaliy1z.

%10 SDS (sodium dodecy! sulfate) 5 gr SDS tartilip 50 ml ye dH20 ile

tamamlanir.

2 ayri jel hazirlandi (Running jel ve stacking jel)

Elde edilen proteinin molekiiler boyutuna gore jelin % kacglik olacagina karar verildi

ve ¢aligma protokoliine gore jel hazirlandi.
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Tablo 3.7. Western Blot Running Jel Hazirlanisi (x2 jel i¢in)

Bilesen %10 luk Running jel
dH20 8.26 ml

%30 ACA 6 ml

2M Tris 3.38 ml

%10 APS 180 pl

%10 SDS 180 pl

TEMED 20 pl

Tablo 3.8. Western Blot Stacking Jel Hazirlanigt (x2 jel igin)

Tablo 12. Western Blot %10 luk Stacking jel
Stacking Jel Hazirlanisi

“Bilesen

dH20 4.055 ml

%30 ACA 0.7 ml

0.5M Tris 1.5ml

%10 APS 50 ul

%10 SDS 60 pl

TEMED 10 pl

Once running jel hazirlandi. Yapim asamasi yukarida tabloda belirtilen
oranlarda malzemelerin hazirlanmasi ve birlestirilmesiyle tamamlandi. Malzemelerin
50 mI’lik falkonda birbirine karistirilmasi sirasinda APS ve TEMED eklenmesi sona
birakildi. Ciinkii jelin donmasini saglayan bu iki maddenin birbiriyle etkilesimidir.
Camlar birbirine paralel olacak sekilde ayarlandi ve sikistirildi. Suyla sizdirma olup
olmadigi kontrol edildi. Daha sonra tarak takilarak taragin ulastigir son nokta camda
isaretlendi. Bu noktaya kadar olacak sekilde running jel pipetle hizlica ve kopiik
birakmadan eklendi. Ardindan hemen izopropanol eklendi. Running jel dondugunda
dondugunu anlamak i¢in camlar1 egik bir pozisyona getirerek donan jelin konumunu

korumasi ve akiskan olan alkoliin hareket etmesi sebebiyle kirikli bir yap1 olusuyor.
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Bu sayede jelin dondugu anlasilir. Bu asamadan sonra alkol dokiildii. Stacking jel
eklendi ve hemen tarak takildi. Dondugundan emin olunca tarak ¢ikartildi. Proteinler
yiiklemeye hazir hale geldi. Cikarildiktan sonra goézle kuyucuklarin yamuk olup
olmadigi gatlak olup olmadigi kontrol edildi ve daha sonra camlar tanka takildi. Tanka
takilirken iki cam arasina 6nce olmak tizere, {izerine 1x running buffer eklendi. Eger
buffer sizdirtyorsa ¢ikarip tekrar takmak gerekir. Ciinkii bu sizdirma proteinler
yiiklenip gii¢ kaynagina takip proteinler yiirimeye basladiginda bu sizint1 verilen
elektrigin de bu s1zintidan sizmasina ve proteinler yavas veya hi¢ yiiriimemesine sebep
olur. O yiizden ¢ok onemlidir. Sizdirmadigindan emin olduktan sonra ve Running

buffer eklendi ve protein yiikleme asamasina gegildi (tablo 3.5, 3.6, 3.7, 3.8).

3.4.2.2. Proteinlerin Jele Yuklenmesi, Membrana Tranferi ve Blotlama

Izole edilen proteinlerin OD’leri dikkate alinarak her bir kuyucuga esit
miktarda total protein yiiklendi. Proteinler yiiklendikten sonra ProSieve™ EX running
buffer 1X (Lonza) igerisinde 100 V’da 5 dk. ve 240 V’da 17 dk. yiiriitiildii. Yiiriitme
islemi tamamlandiktan sonra jeli camdan ayirarak transfer asamasina gecildi.
Nitroseliiloz membran kullanilirken en 6nemli sey kurumamasina dikkat etmektir.
Sayet kurursa proteini tutma oOzelligini kaybeder. Nitroseliilloz membran %100
metanol konulan bir kabin igerisinde 2-3 dk. bekletildi. Transfer buffer daha genis
yayvan bir kabin igerisine dolduruldu. igerisine filtre kAgitlar1 konuldu. islem boyunca
filtre kagitlarinin 1slak bir sekilde kalmasi saglandi. Membranin bekleme islemi
tamamlanip jelin camlardan ayrilmasi saglandiktan sonra membrana transfer i¢in,
Pierce G2 Fast Blotter (Thermo Scientific) cihazina sirasiyla filtre kagidi-nitroseliiloz
membran-jel-filtre kagidi seklinde diizenek olusturuldu. Hava kabarcigi kalmamasi
icin hafifce rulo ile basilarak islem tamamlandi. Transfer cihazi eksiden artiya dogru
elektrik akimi vererek proteinlerin jelden membrana gegmesini sagladi. Proteinleri
jelden membrana aktardiktan sonra membrana gegen proteinlerin digindaki bosluklarin
kapatilmas1 amaciyla bloklama yapilir. Yani bu sayede proteinin yapisinda olan
antikorlarin membranlarin bos olan kisimlarina baglanmasini elimizden geldigince en
aza indirgemis oluyoruz. Anlamli ve giivenilir sonu¢ elde etmek i¢in antikorlarin
membran iizerinde hangi proteinlerle ilgileniliyorsa o proteinlere baglanmis olmasidir.

Membran iizerindeki nonspesifik baglanmalarin ortadan kaldirilmasi gerekir. Bunu
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yaparken de % 2.5°lik siit tozu ¢ozeltisi kullanildi. Falkonda 1.25 g siit tozunun tizerini
TBS-T ile 50 ml’ye tamamlayarak siit tozu ¢ozeltisi hazirland1 ve vortekslendi.
Membran siit tozu ¢ozeltisine koymadan énce membranin 6nii ve arkasi neresi diye
karistirmamak i¢in isaret konuldu. Proteinler hep membranin iist kisminda kalmali bu
yiizden membranin 6n yiiziiniin iizerine isaret konuldu. Hangi antibody ka¢ kDa
bandinda goriilmesi gerekiyorsa, membran iizerindeki markerin ka¢ kDa bantlarina
karsilik gelen yerleri isaretlendi. Normal bir kaba membran koyuldu. Siit tozu
membranin yiizeyini kaplayacak sekilde koyuldu. Membran siit tozu ¢ozeltisinde oda

sicakligindaki orbital shakerda 30 dk. bekletildi.

3.4.2.3. Membranin Antikorlarla Muamelesi

Beta aktin (sc-47778, Santa Cruz Biotechnology), anti-ADAMTS4 antibody
(ab84792, Abcam), ADAMTS-5 (H-200) (sc-134952 Santa Cruz Biotechnology)
antikorlar1 kullanildi. Antikorlar yagsiz siit tozu i¢inde ADAMTS5 1/250, ADAMTS4
1/1000, beta aktin ise 1/1000 oraninda eklendikten sonra membranlar +4 °C’de orbital

shaker {izerinde bir gece inkiibasyona birakildi (tablo 3.9).

Tablo 3.9. Kullanilan antikorlara ait bilgiler ve optimize edilmis diliisyon kosullari

Birincil Protein Birincil Ikincil antikor | ikincil antikor
antikor (kDa) antikor (pl (ul antikor/ml
antikor/ml siit TBS-T)
tozu)
B-aktin 42 1/1000 Mouse 1/4000
ADAMTS4 90 1/1000 Rabbit 1/4000
ADAMTS5 75-105 1/250 Rabbit 1/4000

Yaklastk 16 saat sonra membranlar {lizerinde bulunan primer antikorlar alindi.
Antibody alindiktan sonra membran 1X TBS-T ile dolu bir kaba alindi. 2 kez 5 dakika
orbital shakerda yikama yapildi. Kullanilacak olan ikincil antikor ¢6zeltisi hazirlandi.
Yikama sonrasinda 1X TBS-T igerisinde 1/4000 oraninda anti-mouse 19gG, HRP-
linked secondary antibody (7076P2; Cell Signaling, Danvers, MA, USA) ile oda

1sisinda 30 dk. orbital shaker tizerinde bekletildi. Otuz dk sonunda membranlar yine
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1X TBS-T ile dolu bir kaba alind1. Iki kez 5 dakika orbital shakerda sallanarak yikama
yapildi. Son yikama yapilirken bir taraftanda ECL soliisyonu hazirlandi.

3.4.2.4. Western Blot Sonuglarinin Goriintiilenmesi

Yukaridaki yikama islemleri yapilirken bir taraftan da deteksiyon soliisyonu
hazirlandi. Bunun igin, 750 ul lumi A, 750 pl lumi B soliisyonundan alinarak ve pipetaj
yapilarak enzim c¢ozeltisi hazirlandi. Bu oran, 500 pl de olabilir. Membraninizin
biiyiikliigiine gore degisir. Membranin tizerine hazirlanan enzim ¢ozeltisi eklendi. Bir
dk. bekletildi ve 5 dk. olduktan sonra membran CD posetin arasina yerlestirildi. Poset
ile membran arasinda hava kabarciginin kalmamasina dikkat edildi. Goriintii almaya

hazir hale getirildi. Biorad ChemiDoc MP. Cihazinda goriintii alindu.

3.5. ADAMTS5 Geni Promoter DNA Dizisinin Klonlamasi

ADAMTSS geni promoter analizi i¢in ekspreson plazmid konstraktlar1 olusturuldu.
Bunun i¢in;

ADAMTSS5 geni promoter bolgesi tizerinde TF baglanma bdlgesi The MAPPER

database: a multi-genome catalog of putative transcription factor binding

sites programiyla analiz edildi. Yapilan arastirmada NFxB transkripsiyon faktorii
baglanma motifi igeren bolgeler tespit edildi. Bu faktorleri iceren 4 ayri promoter
konstrakti olusturuldu (Sekil 3.1). Konstraktlarin ¢ogaltilmasi i¢in primer dizayn
edilirken klonlama yapilacak olan plazmid {izerinde segilen birbirine yakin kesim
bolgesi bulunan ve yapiskan u¢ meydana getiren iki enzimin (Xhol ve Spel) tanima
bolgelerinden sirasiyla biri forward, digeri reverse primerin ucuna ilave edildi (Tablo
3.2). Dizaynda ncbi’in online primer dizayn programi  kullanildi

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast/). Laboratuvarimizda daha o6nceki

projemizde kullanilmis olan ve hipoksi response element iceren pHRE vektoriiniin
HRE bolgesi Xhol ve Spel enzimleriyle kesilerek insertler bu bolgeye klonlandi (sekil
3.2). Klonlama sonrasi, sekans analizi ile dizilerin dogrulugu teyid edildi. Vektorde,
minimal cytomegalovirus (CMV) promoter, lusiferaz geni ve ampisilin rezistans geni
bulunmaktadir. Lusiferaz geninin 6niine klonlanan promoter konstrakti, luiferaz assay

ile NFkB’ye verdigi yanit agisindan test edildi. NFkB ise transfeksiyon yapilan
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hiicrelere TNFa uygulanarak hiicrelerin iiretmesinin sonucu ag¢iga cikmaktadir.
Transfeksiyonun verimini kontrol etmek igin Green fluorescent protein (GFP) ile
eszamanli transfeksiyon yapildi. Transfeksiyon verimi optimize edildi. Transfekte

edilen hiicrelere TNFa uygulandi. Ardindan, lusiferaz assay yapildi.

ADAMTSS geni

PES Reld  cRel PG5 P50 Tss promoteri

1255 m—— 322 insert 4
652 e— -322  insert 3

-1029  m——— - 63 2 insert 2

-1255 e—-10095 insert 1

Sekil 3.1. En istte, ADAMTS5 geni promoterinin, TF baglanma bdlgesi tahmin
programiyla analizi sonucu bulunan NFkB baglanma bolgeleri sematik olarak
gosterilmistir. Altta, bu baglanma bdlgelerinin bazilarimi ya da tamamini igeren
konstraktlar (insert 1,2,3,4) sematize edilmistir.

(445 )
Kpnl - TspMI - Xmal (180)
(4349) Scal Smal (182)
BamHI (125)

(4239) Puul e
sall (197)
Ac (138)
Pt - SBAL (207)
(4091) Fapl HindlII (215)
(4017) NmeATIT BT L
KasI (276)
Narl (277)
sfol (278)
PluTT (250)
vvvvv 351
BsaAl - BSWI (395)

(3930) Bsal

BaiGI (734)
BStEI (851)
Bsud6l (857)
Xeml (379)
(3392) AlwNI PpuMI (1423)

Pacl (1568)

EcoRY (1582)
BspOI - Clal (1609)
SqrAl (1672)

(3084) Drd1
= EcoNT (1861)
(2376) P Btgzl (1528)

(2660) Hpal PfiMI (2103)
(2559) BsaBI Styl (2251)
(2559) Bait oost (3335)

ADAMTS5 NC_018932.2 (SnapGene programi)

Sekil 3.2. Klonlamada kullanilan vektoriin sematik gosterimi. Vektor; minimal CMV
promoter, lusiferaz geni ve ampisilin rezistans geni ve multiple klonlama bolgesi
icermektedir. Xhol ve Spel enzimlerinin tanima bolgeleri yuvarlak igine alinmistir.
Koloni PZR da kullanilan primerler dikdortgen igine alinmistir.
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3.5.1. ADAMTS5 Gen Promoter DNA Dizisinin PZR ile Cogaltilmasi
Klonlanacak DNA dizisi, PZR ile ¢ogaltildi. Klonlamada kullanilacak olan
vektoriin lizerinde birbirine yakin kesim bdlgesi bulunan ve yapiskan u¢ meydana

getiren iki enzim se¢ildi. (Xhol ve Spel)

Phusion high-fidelity DNA polimeraz ile PZR sartlart;

SX buffer ............... 10 pl PZR cycle;

10mM dNTP.......... Il 98°C............. 2

Fwd primer........... 1,5 pl (5 pmol) 98°C............. 10>

Rev primer............ 1,5 ul (5 pmol) TmeC............ 30”}X 35
Phusion DNA pol....0,5 ul 72°C...ooo... 60>
gDNA.........ooi, 100ng 72°C....cc.... 5

Elde edilen PZR {iriiniiniin 5 pl’si, agaroz jel elektroforezde yiirtitiildii.

(Sekil 3.3)
M 1 2 3 4

Sekil 3.3. ADAMS5 geni promotor bolgelerine spesifik primerler ile elde edilen PZR
tirtinleri %2 agaroz jel elektroforez goriintiisii. M: 100 bp Marker; kuyucuk 1: 256 bp
ADAMSS5 geni promoter NfkB baglanma bolgesi (p65); Kuyucuk-2: 417 bp ADAMS5
geni promoter NfkB baglanma bolgesi (p65, cRel, RelA); Kuyucuk-3: 351 bp
ADAMSS5 geni promoter NfkB baglanma bolgesi (p50); Kuyucuk-4: 953 bp ADAMS5
geni promoter NfkB baglanma bdlgesi (p65, cRel, RelA, p50).

3.5.2. PZR Uriinlerinin Piirifikasyonu

PZR iirlintinden 5 pl elektroforez i¢in kullanildigindan geriye 45 pl kaldi. PZR

tirtinlerinin purifikasyonu fenol-kloroform yontemiyle gergeklestirildi. Bunun igin
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fenol ve iirtin 1:1 oraninda karistirilmali ve fenol 100 pl kullanmalidir. Bu nedenle, 45

ul’lik iiriiniin iizerine 55 ul niikleaz free su eklenerek 100 pl’ye tamamlandi. Uzerine

100 pul fenol eklendi. 10-30°’ vortekslendi. Oda 1sisinda, maximum hizda 10’ santrifiij

edildi. Ustte olusan fazdan yaklasik 85 pl pipetle cekilip temiz ependorfa alind1. Yeni

ependorfa aktardigimiz siipernatanin iizerine 10 pl sodyum asetat (oda 1sisinda

saklanir) ve 250 pl %96°lik etanol eklendi ve +4 °C de max hizda 15’ santrifiij edildi.
Ustteki alkol fazi dokiilerek bosaltildi. Etanol (160 pl %70°lik) eklendi. Maximum

hizda +4 °C’de 5’santrifiij edildi. Siipernatan, pipetle pelletin olmadig1 ¢eperden

cekilerek bosaltildi. Tiipler oda 1sisinda 10° kurumaya birakildi. Pellet, 30 pl niikleaz

free su ile ¢oziilerek nanodrop’ta dl¢iim yapildi.

3.5.3. PZR Uriinlerinin Restriksiyon Enzimleri ile Kesimi ve Defosforilizasyon

PZR 1iirlinii ve tirlinlimiizii klonlayacagimiz vektor, ayni restriksiyon

enzimleriyle kesildi. (Sekil 3.4)

ikb  hre noncut cut 50bp

-

09.12.2014
pHRE enzim kesimi
%1 jel 45 dk

Plazmid Plazmid

kesilmemis kesilmis

Sekil 3.4. Plazmid enzim kesim {iriinii agaroz jel elektroforez

Enzim kesimi;

DNA....... 1 nug

Fast digest buffer....... Sl

Xhol........ocooooiiiinl, 1 ul 37° de 16 saat inkiibe edildi
Spel.... v, Tul

H20........ooi 50 pl’ye tamamlandi.
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Enzim kesimi sonrasi iiriinler (vektor harig), PZR sonrasi yapilan fenolkloroform
piirifikasyonu metoduyla yeniden piiriifiye edildi. Vektor, enzim kesimi sonrast,
kesilen uglarinin tekrar birlesmemesi i¢in kesik ucarmin fosfatlari koparilarak

defosforilizasyon islemi gerceklestirildi. Bunun icin;
Enzim kesimi sonrasi reaksiyon tiipiine;

-Antarctic fosfataz enzimi........................... 1 ul
-Antarctic fosfataz buffer...................... ... 5ul
-Eklenip 37 °C de 1 saat inkiibe edildi.

Enzim kesimi sonrasi plazmid, jel ekstraksiyonu ile piirifiye edildi. Jel
ekstraksiyonu Thermo Scientific GeneJET Gel Extraction Kiti ile yapildi. Jel
ekstraksiyonu yapilacak PZR {iriinleri (20uL) yeni hazirlanmis taze kalin tarakl jele
yiiklendi. Dimerlerin uzaklasmasi i¢in miimkiin olan en uzun siire yiiriitiildii. Karanlik
odada bantlara bakilip, hangisinin alinacagina karar verildi. DNA bantlar1 bant kesici
(extractor) ile dikkatlice alind1. Kesilen bant, 1.5 ml lik ependorfa alind1. Uzerine 500
ul binding buffer eklendi. Vorteks + Spin down yapildi. Heat block ta 55 °C’de 10 dk
inkiibe edildi (Jel pargalari tamamen eriyene kadar 2-3 dakikada bir vortex yapildi. Jel
parcalari eridikten sonra tamponun rengi sari1 olmali). Tiipler oda 1sisina gelene kadar
birkag¢ dakika bekletildi. Spin kolona aktarildi ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi.
Alttaki toplama tiipii bosaltilip tekrar takildi ve 700 pl wash buffer eklendi. Daha
sonra, 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi. Alttaki toplama tiipii bosaltilip tekrar takildi
ve 13.000 rpm’de 1dk. santrifiij edildi. Spin kolon yeni ependorf tiipe oturtuldu.
Toplama tiipleri atildi. Kolonun merkezine 30 uL niikleaz free su (70°C) eklendikten
sonra, 2 dk. oda sicakliginda bekletildi ve 3.000 rpm’de 2 dk. santrifiijlendi. Spin kolon
atildi. DNA degeri spektrofotometrede okutuldu.

3.5.4. PZR Uriinlerinin Plazmide Ligasyonu ve Plazmid Konstraktinin Bakteriye
Transformasyonu

PZR ve plazmid tirlinii ligasyonu igin vektor/insert orani, 1:6 alindi.

Insert ve vektore ilaveten ,

10X T4 ligaz buffer.................. 2l
TAlGAZ. ..., 0,5 ul 16 °C’de bir gece
H20 ..o 20 pl ye tamamlandi. inkiibasyona biraakildu.
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Ligasyon reaksiyonu sonucunda, elde edilen iiriinler, kompetan hiicrelere
transformasyonu gerceklestirildi. Bunun icin oncelikle, agar plate ve Luria-Bertani

(LB) bakteri kiiltiir medyumlarii hazirlandi. Agar plate hazirlamak icin;

Bir litre distile su + 35 gr kiiltiir vasat1 (SigmaR agar ve besiyeri karisimzi)
karistirildi. Sivi otoklavda otoklavlandi. Ampisilinden 1ml (50mg/ml) eklendi.
Platelere zeminini kaplayacak sekilde dokiildii. Katilasan platelerin kapaklari

kapatildi. Tarih, isim, antibiyotik igerigi yazilarak +4 °C’ye kaldirilds.
LB broth Hazirlamak i¢in;

Bir litre distile su + 20 gr LB broth karistirilip sivi otoklavda otoklavlandi.

Soguduktan sonra antibiyotik eklendi. 15 mI’lik falkona 4 ml alind1.

Kompetan hiicre (-80 °C den) ¢ikarild1 ve buz lizerine alindi. Eridikten sonra
yavasca bir ka¢ kez alt iist edilerek karismasi saglandi. Onceden buz iizerine
yerlestirilmis 1,5 ml’lik ependorfa ligasyon iiriiniinden 10 pl koyuldu. Uzerine 100-
150 pl kompetan hiicreden eklendi. Nazikce pipetaj yapildiktan sonra buz tizerinde 15-
30 dk inkiibe edilir. Bu arada hot plate 42°C’ye ayarlandi. Buzdan alinan ependorf, 42
°C’lik plate te 30>* bekletildi ve tekrar buz iizerine alindi ve 2-3 dakika buzda
bekletildi. Bunzenbeki alevi yaninda plate lere ekim yapildi. Transformasyon iiriinii,
pipetle damla damla plate iizerine birakildi. Spreader ile yayildi. Kapagi agik
birakilarak kurumasi beklendi. Kapag: alta gelecek sekilde ters olarak 37°C etiive
kaldirild1 ve 16 saat sonra etiivden alind1 ve olusan kolonilerden hangilerinde insert

oldugunu gérmek i¢in plazmid tizerine lokalize olmus primerlerle koloni PZR yapildi.

3.5.5. Koloni PZR

Etrafindan 1y1 izole olmus bir koloni se¢ildi ve numaralandirildi. 0,2 ml’lik
PZR tiipiine 5 pl niikleaz free su eklendi. Sterilize edilmis kiirdanla ya da 10’luk pipet
ucuyla koloniye dokunularak ve suya batirilip pipetaj yapilarak suya birakildi. Es
zamanli olarak, PZR tiipiine batirilan pipet ucu temiz bir agara dokunduruldu ve

koloninin alindig1 plate’e verilen numarasi buraya da yazildi. Plate 37°C ye 16 saat

34



inkiibasyona birakildi. Tiip, 95°C de 5’ bekletildi. Taq polimerazla PZR reaksiyonu
icin hazirlanan miks, tiipe ilave edildi ve PZR cihazina koyuldu. Koloni PZR ig¢in
primerler, insertin girdigi yeri igine alacak sekilde vektor iizerinden pTRE luc fwd,
CMV rev primerleri segildi (Sekil 7). Iki primer arasindaki vektdre ait dizi 226bp
oldugu i¢in insert igeren kolonilerde 226bp+tinsert uzunlugu kadar {iriin

beklenmektedir (Sekil 3.5).

3 M
4 M
1M
2 M
|
-»

Sekil 3.5. Koloni PZR %2 agaroz jel elektroforez. M: 1kb Marker; kuyucuk 1: Insert1:
226+256= 482bp; kuyucuk 2: Insert2: 226+417= 643bp; kuyucuk 3: Insert3:
226+351= 577bp; kuyicuk 4: Insert4: 226+953=1179bp.

3.5.6. Mini Prep ve Maksi Prep Plazmid izolasyonu

Koloni PZR sonucu insert igerme ihtimali olan kolonilerde, gergekten insert
olup olmadigimi goérmek i¢cin mini kiiltiir yapildi. Mini kiiltiir sonras1 plazmid
izolasyonu yapildi. Klonlama sirasinda vektor ve insertii kesmek i¢in kullandigimiz
restriksiyon enzimleri ile kesim yapilarak kolonilerde insert varligi dogrulandi. Insert

igeren kolonilerle mini kiiltiirden maksi kiiltiire gegildi.
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3.5.7. Plazmid izolasyonu

Pozitif koloniden pipet ucu ile dokunularak alinan parga 4ml LB broth i¢eren
falkona pipetajla birakildi ve 37°C lik etiivde shaker a yerlestirildikten sonra 16 saat
inkiibe edildi Sivi kiiltiir sonras1 falkon, +4°C de 5’ max hizda santrifiij edildi.
Stipernatant atildi ve 250 ul resilispansiyon soliisyonu eklendi. Sert bir sekilde 30’
vortekslendi. Ependorfa alindi. 250 ul lizis buffer eklendi. iki dk oda 1sisinda
bakterilerin lizis olmasi i¢in beklendi ve 350 ul notralizasyon buffer eklendi. Alt {ist
edildi (15 kez). Bir dkmax hizda santrifiij edildi. Spin kolona siipernatant, aktarildi.
Spin kolon 1’ max hizda santrifiij edildi. Spin kolon iist ucundan tutularak kolonun
altindaki tiipe gecen siv1 faz pipetle ¢ekilip atildi. Kolon tekrar tiipe yerlestirildi ve 500
ul wash buffer eklendikten sonra 30°” max hizda santrifiij edildi. Tiipe gecen siv1 faz
pipetle cekilip atildi. Wash buffer ile yikama bir kez daha tekrarlandi. Ikinci
yikamanin ardindan bosaltilan tiipe spin kolon yerlestirildi ve bos olarak tekrar
santrifiij edildi ve tiip atildi. Spin kolon temiz bir tiipe yerlestirildi. Kolonun tam
ortasina 50 ul ellution buffer birakildi. Oda 1sisinda 2’ beklendi. Tki dk max hizda
santrifiij edildi.

3.5.8. Enzim Kesimi ile Plazmidlerde Insert Varliginin Kontrolii

Izole edilen plazmid DNA s1 enzim kesimine birakild.

DNA...... 1 pg

Fast digest buffer............... 5ul

Ilgili enzim ya da enzimler....1 pl

H20 ..o 50 pl ye tamamlandi.
37° de 16 saat inkiibe edildi

(Sekil 3.6).
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insert]_insert2 insert3 insert4

Sekil 3.6. Mini prep sonrasi yapilan enzim kesim tiriinii %2 agaroz jel elektroforez

goruntusii.

Insert pozitif olan kolonilerden elde edilen plazmid DNA’s1 insertleri
cogaltmak i¢in kullanilan primerlerle sekanslandi ve dogrulandi. Enzim kesimi sonrasi
insert icerdigi tespit edilen ve sekansla dogrulanan plazmidi igeren koloniden maksi
prep yapildi. 100 ml LB broth i¢ine, insert pozitif koloniden pipet ucu ile ekim yapildu.
16 saat 37 °C de shaker da inkiibe edildi. Inkiibasyonun ardindan 50 ml lik falkonlara
boliindii. +4°C de max hizda 5° santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Pellet buz iizerine
alindi. 8 ml resiispansiyon buffer eklendi. Vortekslenerek homojenize edildi. 8 ml lizis
buffer eklendi. 8 kez hem kendi etrafinda doniiriilerek hem de alt iist edilerek
karistir1ldi. 5” oda 1s1sinda bekletildi. Her bir kolona 5 ml equilibration buffer eklendi.
Buffer damlayarak kolondan siiziilirken onu aktive etmis olur. 5’ beklemis olan
falkona 8 ml precipitation buffer eklendi. Oda 1sisnda 10’ max hizda santrifiij edildi.
Siipernatant, aktive olmus kolona bosaltildi. Kolonon damlayarak tamamen bosalmasi
beklendi. 10 ml wash buffer eklendi. Damlayarak bosalmasi beklendi. Bitince tekrar
wash buffer eklendi. Bosalinca, kolonun altina temiz 15 ml lik falkon yerlestirildi.
Kolonun iizerine 5ml elution buffer eklendi. Elution buffer falkona bosalinca kolonlar
atildi. Falkona 3.5 ml izopropanol eklenir ve vortekslendi. 12000 g de 30> +4°C de
santrifiij edildi. Siipernatant atildi. Uzerine 3 ml % 70 lik etanol eklendi. 12000 g de
5> +4°C de santrifiij edildi. Alkol pipetle ¢ekilip atildi. 250 pl TE buffer ile DNA

¢Ozildii.
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3.5.9. ADAMSS5 Geni Promotor DNA Dizisi Igeren Plazmid Konstraktlariin
OUMS27 ve HEK-293T Hiicrelerine Transfeksiyonu

Elde ettigimiz insert iceren plazmid, Okaryot hiicrelere transfekte edildi.
Transfeksiyon esnasinda hiicreler % 70-80 doluluktaydi. 12’lik well’e 1 ml
antibiyotiksiz medyum i¢inde 3x10° hiicre ekildi. Ertesi giin tutunmus olan hiicrelere
transfeksiyon yapildi. Her bir kuyu i¢in ependorflara 100 ul optimem medium eklendi.
30 ng renilla lusiferaz vektorii eklendi. Uzerine 1.5 pg plazmid DNA s1 ilave edildi.
Renilla + optimem karisimi vorteks + spin down yapildi. Her bir insert DNA’sindan
1.5 pg eklendi. GFP i¢in de 1,5 pg alindi. DNA + optimem karisimi vortekslenip,
spin down yapildi. Trans pass D2 transfeksiyon reagent’tan her bir ependorfa 3 ul
eklendi. Vorteks spin down yapildi. 10’ oda 1sisinda bekletildi. Well’e damla damla
farkli noktalara birakildi. Well, sallanarak karistirildi. 48 saat boyunca inkiibe edildi.
GFP 1s1mas1 mikroskopta floresan filtre altinda incelendi (Sekil 3.7)

199.999999 ym
LTS S

Sekil 3.7. Transfeksiyon sonrasi GFP proteini mikroskop goriintiisii; a) OUMS27
hiicrelerinin GFP plazmidi ile transfeksiyonu b) HEK-293T hiicrelerinin GFP
plazmidi ile transfeksiyonu

3.6. ADAMS5 Geni Promotor Dizisinin Lusiferaz Assay ile Incelenmesi

ADAMTSS5 geni promoter bolgesinde bulundugu varsayilan NFkB baglanma
bolgelerini iceren ADAMTS5S geni promoteri plazmid ekspresyon konsgtraktlari ile
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transfekte edilen 6karyot hiicrelerde (OUMS-27 ve HEK-293T) TNFa uygulanmasi
sonucu, ADAMTS5 geni promoterinin ¢aligmasina etkilerini arastirmak icin lusiferaz

deneyleri yapildi. Bunun igin;

Transfeksiyon sonrasi, her bir well’deki medyum aspire edildi. 150 ul 1X working
soliisyon eklendi. 15> +4°C de shaker da salland1. Pipetaj yapilip, luminometre
cihazinin 96 well plate kuyularina hiicre lizatindan 20 pl birakildi. Uzerine 50 ul

lusiferin substrat1 eklendi ve 6lgiim yapildi.

3.7. Istatistiksel Analizler

MINITAB 14 istatistik programi1 ve excel (2013) programlari kulanilarak
istatistiksel analiz gergeklestirildi. Istatistiksel test olarak tip2 ¢ift kuyruklu t testi
kullanildi. Uygulanan tiim yontemlerde numuneler ikili ¢alisip, ortalamalar1 alindi.

Analiz sonucu p<0,05 ¢ikan degerler, istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hicre Kultura

OUMS-27 ve HEK-293T Hiicreleri basarili sekilde kiiltiir ortaminda gogaltildi.
Yaklagik ti¢ giinde %80 doluluga ulagan hiicreler pasajlandi. Ortalama 2-3 pasaj

sonrast well’lere boliinerek deneylere baglandi (Bkz. Resim: 4.1 ve 4.2)

Resim 4.1. OUMS-27 hiicreleri 151k mikroskobu goriintiisii (20X)

Resim 4.2. HEK-293T hiicreleri 151k mikroskobu goriintiisii (20X)
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4.2. Gen Ekspresyon Sonuglart

OUMS-27 ve HEK-293T hiicrelerinde TNFa uygulamasinin, ADAMTSS, IkBa
ve ADAMTS4 genleri ekspresyonuna etkisini aragtirmak i¢cin, mRNA seviyesinde
gPZR ile real time analizi, protein seviyesinde, western bloting teknigi ile analiz

yapildi. Sonuglar asagida verilmistir

4.2.1. Real time gPZR Sonuglar1

4.2.1.1. OUMS-27 ve HEK-293T Hiicrelerinde TNFo Uygulamasi ve f aktin Geni

Ekspresyonu

OUMS-27 hiicrelerinde ve HEK-293T hiicrelerinde housekeeping gen olarak
[ aktin geni segildi. f aktin geni ekspresyonunun, TNFa uygulamasindan

etkilenmedigi real time ekspresyon analizi ile gosterildi (p>0,05) (Sekil 4.3)

OUMS-27 ve HEK-293T hiicrelerinde fB-aktin

3

o 2 p>0 05
£ p>0,05 m Oh
i ] m 2h
z | 4h

Z 1
6h
moh
HEK 293-T OUMS-27
p-akt/Oh

Sekil 4.3. HEK-293T ve OUMS-27 hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/ml
konsantrasyonda hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda 3 aktin geni mRNA
ekspresyon diizeyi
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4.2.1.2 HEK-293T Hiicrelerinde TNFa Uygulamasi ve IkBa Geni Ekspresyonu

HEK-293T hiicrelerine TNFa’nin etkin dozunu belirlemek igin, literatiirde
kullanilan dozlardan, 0 ng/ml, 10 ng/ml ve 100 ng/ml dozlarda TNFa uygulandiktan
sonra TNFa’nin hedef geni oldugu bilinen /kBa geninin mRNA ekspresyonu analiz
edildi. 0 ng/ml doza gore 10 ng/ml dozda 22 kat, 100 ng/ml dozda 13 kat artis tespit
edildi. 10 ng/ml dozun daha etkin olmasi nedeniyle daha sonraki zamana bagiml

deneylerde 10ng/ml TNFo dozu kullanildi (Sekil 4.4).

IkBa/B-Aktin mRNA

N
(93]

N
o

=
u

Nispi artis
=
o

(2]

0 ng/ml 10 ng/ml 100 ng/ml
Rekombinant hTNF-a kons.

Sekil 4.4. HEK-293T hiicre hattina, 1 saat siireyle, 0 ng/ml, 10 ng/ml ve 100 ng/ml
konsantrasyonlarda hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda /xkBa geni mRNA
ekspresyon diizeyi. Referans gen olarak g-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans
gene gore normalize edildikten sonra kontrol grubuna (0 ng/ml) boliinerek nispi
artiglar grafige dokildi.

4.2.1.3 HEK-293T Hiicrelerinde TNFa Uygulamas1 ve ADAMTS5 Gen Ekspresyonu

HEK- 293T hiicrelerine 0 ng/ml, 10 ng/ml ve 100 ng/ml dozlarda TNFa
uygulandiktan sonra hedef genimiz olan ADAMTS5 geni mRNA ekspresyonu analiz
edildi. 0 ng/ml doza gore 10 ng/ml ve 100 ng/ml dozda anlamli artis meydana gelmedi
(Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. HEK-293T hiicre hattina, 1 saat siireyle, 0 ng/ml, 10 ng/ml ve 100 ng/ml
konsantrasyonlarda hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS5 geni mRNA
ekspresyon diizeyi. Referans gen olarak B-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans
gene gore normalize edildikten sonra kontrol grubuna (0 ng/ml) boliinerek nispi
artiglar grafige dokiildi

4.2.1.4. HEK-293T Hiicrelerinde TNFa Uygulamasi ve ADAMTSS, IkBo. ve TNFa.
Gen Ekspresyonu

HEK- 293T hiicrelerine daha onceki etkin doz belirleme deneyinden elde
edilen verilere gore, 10 ng/ml dozda olmak tizere farkli siirelerde TNFo uygulandiktan
sonra ADAMTSS, IkBa ve TNFa geni mMRNA ekspresyonu analiz edildi. 0. saate gore
ADAMTS5 geninde istatistiksel olarak anlamli degisiklik tespit edilmedi. /kBa geninde
en fazla 1.saatte olmak iizere (x19) zamana bagh artis tespit edildi. TNFa geninde en

fazla 9. saatte olmak iizere (x52) zamana bagl artis tespit edildi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. HEK-293T hiicre hattina, farkl: siirelerde 10 ng/ml konsantrasyonda hTNFa
(Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTSS, IkBa ve TNFao geni mRNA ekspresyon
diizeyi. Referans gen olarak f-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans gene gore

normalize edildikten sonra 0. saate boliinerek nispi artislar grafige dokiildii.

4.2.1.5. OUMS-27 Hiicrelerinde TNFo Uygulamas1 ve ADAMTS5, IkBo Gen
Ekspresyonu

OUMS-27 hiicrelerine 10ng/ml dozda farkli siirelerde TNFa uygulandiktan

sonra ADAMTSS, IkBo. ve TNFa geni mRNA ekspresyonu analiz edildi. 0. saate gore

ADAMTS5 ve IkBa geninde 4,5. saatte en fazla olmak tizere (x13) zamana bagl artis
tespit edildi (Sekil 3.7).
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Sekil 4.7. OUMS-27 hiicre hattina, farkl siirelerde 10 ng/ml konsantrasyonda hTNFa
(Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS5 ve IkBo. geni mMRNA ekspresyon diizeyi.
Referans gen olarak p-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans gene gore normalize
edildikten sonra 0. saate boliinerek nispi artiglar grafige dokildii.

OUMS-27 hiicrelerinde yapilan deney, bulunan sonuglar1 dogrulamak igin
tekrarlandi. Onceki calisma ile paralel sonuglar elde edildi (Sekil 4.8 ve 4.9).
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Sekil 4.8. OUMS-27 hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/ml konsantrasyonda hTNFa
(Gibco®) uygulanmast sonrasinda ADAMTS5 geni mRNA ekspresyon diizeyi.
Referans gen olarak p-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans gene gore normalize
edildikten sonra 0. saate boliinerek nispi artiglar grafige dokiildii.
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Sekil 4.9. OUMS-27 hiicre hattina, farkls siirelerde 10ng/ml konsantrasyonda hTNFa
(Gibco®) uygulanmasi sonrasinda /kBa geni mRNA ekspresyon diizeyi. Referans gen
olarak p-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans gene gore normalize edildikten sonra
0. saate boliinerek nispi artiglar grafige dokiildi.

4.2.1.6. OUMS-27 Hiicrelerinde TNFa Uygulamasi ve ADAMTS4 Gen Ekspresyonu

HEK-293T ve OUMS-27 hiicrelerine 10ng/ml dozda TNFa uygulandiktan
sonra ADAMTS4 geni mRNA ekspresyonu analiz edildi. HEK-293T hiicrelerinde
Ong/ml doza gore 10ng/ml dozda anlamli artig goriilmezken OUMS-27 hiicrelerinde
en fazla 9.saatte olmak tizere (x20) zamana bagli artis tespi edildi (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10. OUMS-27 ve HEK293T hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/mi
konsantrasyonda hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS4 geni mRNA
ekspresyon diizeyi. Referans gen olarak f-aktin geni kullanildi. Sonuglar, referans
gene gore normalize edildikten sonra 0. saate bollinerek nispi artiglar grafige dokiildii.

4.2.2. Western Blot Sonuglari

4.2.2.1. OUMS-27 Hiicrelerinde TNFa Uygulamasi ve B Aktin Proteini Ekspresyon
Analizi

Real time analizi ile OUMS-27 hiicrelerinde TNFo ya yanit olarak mRNA
ekpresyonu artan ADAMTS5 geninin protein diizeyinde degisimini arastirmak igin

western blot analizi yapildi.

Protein analizlerinde de mMRNA analizlerinde oldugu gibi, housekeeping gen
olarak f aktin geni secildi. OUMS-27 hiicrelerinde, TNFa uygulanmasinin ardindan 3
aktin proteini analiz edildi. Sifirinci Saate gore istatistiksel olarak anlamli artis tespit
edilmedi (sekil 4.11).
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Sekil 4.11. a) OUMS-27 hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/ml konsantrasyonda
hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda £ aktin geni protein ekspresyonu western
blot goriintiisii. b) western blot goriintiisiiniin grafigi.

4.2.2.2. OUMS-27 Hiicrelerinde TNFa Uygulamast ve ADAMTS5 Proteini
Ekspresyon Analizi

OUMS-27 hiicrelerinde, TNFa uygulanmasinin ardindan ADAMTSS proteini
analiz edildi. Real time sonuglarini destekleyen, en fazla 3. saatte olmak iizere (x1.8),

zamana bagl artis tespit edildi (sekil 4.12).
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Sekil 4.12 a) OUMS-27 hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/ml konsantrasyonda
hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS5 geni protein ekspresyonu
western blot goriintiisii. b) Referans gen olarak g-aktin geni kullanildi. Sonuglar,
referans gene gore normalize edildikten sonra 0. saate boliinerek nispi artiglar grafige
dokiildi.

4.2.2.3. OUMS-27 Hiicrelerinde TNFa Uygulamast ve ADAMTS4 Proteini
Ekspresyon Analizi

OUMS-27 hiicrelerinde, TNFo uygulanmasinin ardindan ADAMTS4 proteini analiz
edildi. Real time sonuglarini destekleyen, en fazla 9. saatte olmak iizere (x2.6), zamana

bagli artis tespit edildi (sekil 4.13).
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Sekil 4.13. a) OUMS-27 hiicre hattina, farkli siirelerde 10ng/ml konsantrasyonda
hTNFa (Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS4 geni protein ekspresyonu
western blot goriintiisii. b) Referans gen olarak B-aktin geni kullanildi. Sonuglar,
referans gene gore normalize edildikten sonra 0. saate boliinerek nispi artiglar grafige
dokiildii.

4.2.2.4. ADAMTS5 Geni Promoter Bolgesi Plazmid Ekspresyon Konstraktlarinin
Lusiferaz Aktivitesi Sonuglari

OUMS-27 hiicrelerinde ADAMTS5 geninin TNFa tarafindan stimiilasyonunu
protein ve mRNA diizeyinde ortaya koyduktan sonra, ADAMTS5 geni promoteri
iizerinde saptanan NFkB baglanma bolgelerinin, TNFo uygulamasi (10ng/ml) sonrasi
promoter aktivitesine etkisini arastirmak i¢cin, OUMS-27 ve HEK-293T hiicrelerine
ADAMTS5 geni promoter bolgesi plazmid ekspresyon konstraktlari transfekte edilerek

lusiferaz deneyleri yapildi.
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4.3. HEK-293T ve OUMS-27 Hiicrelerinde Lusiferaz Deney Sonuglari

HEK-293T ve OUMS-27 hiicrelerinde, farkli sayida NFkB baglanma bolgeleri
igeren dort ayr1 konstrakttan, en fazla aktivatéor NFkB baglanma bolgesi igeren ikinci
konstrakt, diger konstraktlara gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek lusiferaz
aktivitesi gosterdi. Diger konstraktlar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

goriilmedi. (sekil 4.14 ve 4.15)
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ADAMTSS geni promoter bdlgesine ait plazmid ekspresyon konstraktlan
Sekil 4.14. Farkli uzunluklarda ADAMTS5 geni promoter bolgesi konstraktlar: ile
transfekte edilen HEK-293T hiicre hattina, 10ng/ml konsantrasyonda hTNFa

(Gibco®) uygulanmasi sonrasinda ADAMTS5 geni promoter bolgesi plazmid
ekspresyon konstraktlarina ait lusiferaz aktivitesi.
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Sekil 4.15. Farkli uzunluklarda ADAMTS5 geni promoter bolgesi konstraktlar: ile
transfekte edilen OUMS-27 hiicre hattina, 10ng/ml konsantrasyonda hTNFa (Gibco®)
uygulanmasi sonrasinda ADAMTS5 geni promoter bolgesi plazmid ekspresyon
konstraktlarina ait lusiferaz aktivitesi.

Bu bulgulara gore en yliksek promoter aktivitesini gdsteren promoter
konstrakti, transkripsiyon start site (TSS) noktasindan baslayarak tekrar klonlandi (0
ile -1029 aras1). OUMS-27 hiicrelerine transfekte edildikten sonra, TNFa uygulanan
ve uygulanmayan gruplar karsilastirildi. TNFo uygulanan grupta uygulanmayan gruba

gore istatistiksel olarak anlamli yiiksek promoter aktivitesi goriildii (sekil 4.16)
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Sekil 4.16. ADAMTS5 geni promoter bolgesi konstrakti ile transfekte edilen OUMS-
27 hiicre hattina, 10ng/ml konsantrasyonda hTNFa (Gibco®) uygulanan ve
uygulanmayan hiicrelerde, ADAMTS5 geni promoter bolgesi plazmid ekspresyon
konstraktina ait lusiferaz aktivitesi.
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5. TARTISMA

OA, en sik karsilagilan eklem hastaligi olmasi, ortalama yasam siiresinin
uzamasiyla birlikte artan insidansi, eklem kikirdaginda geri doniisiimsiiz hasara yol
acmast ve eklemini kaybeden hastalarin proteze mahkum olmasi nedeniyle yasam
kalitesini etkileyen 6nemli bir hastaliktir. Ayrica tedavi giderleri, iilke ekonomilerinde
onemli bir yere sahiptir. Bu nedenle protez tedavileri yerine, medikal tedavilerin
gelistirilebilmesi i¢in hastaligin molekiiler mekanizmasi arastirilmaktadir. Literatiirde
hastaligin patogezini aydinlatmaya yo6nelik yapilan ¢alismalarda, kikirdak yikiminda
bazi katabolik enzimlerin rol oynadigi gésterilmistir. Bu enzimlerin aktivitesinin
azaltilmasinin, tedavide kullanilabilecek bir hedef olarak goriilmesi, bilim adamlarini
bu enzimlerin regiilasyonunda goérev alan molekiiler mekanizmalar1 aragtirmaya
yonlendirmigtir. Kikirdak yikimindan sorumlu tutulan bu enzimler, matriks
metalloproteazlar ve ADAMTS4 ve ADAMTSS gibi ADAMTS ailesi iiyeleridir.
ADAMTS4 ve ADAMTSS, agrekan yikimina daha spesifik oldugu i¢in agrekanaz I
ve agrekanaz II olarak isimlendirilmistir. Agrekanaz enzimlerinin katabolik
domainlerini icermeyen hayvan modellerinde, agrekan yikimi azalmistir. Ancak
ADAMTS5 geninde bu korunma daha fazla oldugu i¢in, agrekan yikimindan primer

sorumlu gen olarak nitelendirilmistir (Little ve ark 2005, Song ve ark 2007).

Daha sonra bu genin regiilasyonu ile ilgili yapilan ¢alismalarda TNFa ve IL13
gibi ¢esitli inflamatuvar sitokinlerin siireci yonettigi ortaya konmustur. Bu sitokinlerin
icinde TNFa, kritik 6neme sahiptir. Hem diger inflamatuvar sitokinlerin tiretimini
uyarmakta, hem de katabolik enzimlerin stimiilasyonunu saglamaktadir (Goldring ve
ark 2007). Yapilan ¢aligmalarda ADAMTS5 geni ekspresyonunun TNFa tarafindan
stimiile edildigi gosterilmistir (Seguin ve ark 2005, Tetsunaga ve ark 2011). Mevcut
calismada da ADAMTS5S geninin TNFa tarafindan regiilasyonu arastirildi ve benzer
sekilde ekspresyonun arttigi gosterildi. ADAMTS5S geninin TNFa tarafindan stimiile
edildigine dair ¢alismalarin yaninda bazi ¢alismalarda, ADAMTS4 {in inflamatuvar
sitokinlerle stimiile edildigi fakat ADAMTSS5 in konstitiisyonel olarak eksprese oldugu
ve sitokin uyarisindan etkilenmedigi bildirilmistir (Koshy ve ark 2002, Verma P ve

Dalal K 2011). Bu calismalar ise bizim ¢alismamizdan ve literatiirdeki diger
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caligmalardan farkli olarak normal kondrositler ile yapilmistir. Hiicre tipine,
organizmaya ve hiicrenin immortalizasyonuna bagli olarak ADAMTS5 geninin
TNFa’ya verdigi yanit degisebilmektedir. Amanda ve ark (2008) nin yorumladigi
tizere, literatiirdeki bu ¢eliskiler, kullanilan hiicre tipi ve se¢ilen model organizma ile
iligkilendirilebilir. Bizim ¢alismamizda, OUMS-27 insan kondrosarkom hiicre hatti ve
HEK-293T insan embriyonik bobrek hiicre hatti kullanildi. OUMS-27 hiicre hattinda
kontrol gen olarak kullandigimiz TNFa’nin hedef molekiilii oldugu bilinen /xkBa ve
TNFa geni her iki hiicre hattinda da TNFa’ya yanit olarak artan ekspresyon paterni
gosterirken, ADAMTS5 geni, OUMS-27 hiicre hattinda artmig, HEK-293T hiicre
hattinda ise ekspresyon diizeyi degismemistir. Bu farkliligin, hiicrelerin zigottan sonra
farklilasmas1 sirasinda genomlariin epigenetik olarak yeniden diizenlenmesi ve bazi
genlerin ekspresyonlarinin durdurulmasindan kaynaklanabilecegi diisiiniilmektedir.
Giris kisminda belirtildigi gibi NFxB molekiillerinin gen transkripsiyonunu
diizenlemede DNA’ya baglanmasini saglayan yardimci proteinlerin varligina ihtiyag
duymas1 ve bu yardimci proteinlerin farkli hiicre tipleri arasinda farkli diizeylerde
eksprese olmas1 NFkB tarafindan genlerin regiilasyonunu, hiicre tipine spesifik hale

getirmektedir.

Daha sonra yapilan calismalarda ADAMTS5 geninin TNFo tarafindan
regiilasyonu ile 1ilgili sinyal yolaklar1 aragtirilmistir. Wang ve ark (2011) nin yaptig
benzer bir ¢alismada TNFo nin intervertebral disk kikirdaginda ADAMTSS geninin
ekspresyonunu, sindekan-4 molekiilii araciligiyla artirdigini gostermistir. Chen ve ark
(2014) intervertebral disk kikirdaginda yaptiklar1 ¢alismada, TNFa’nin ADAMTS5
geninin ekspresyonunu artirdigini ve yine ayni1 ¢alismada TNFa’nin etkisine NFxB
molekiiliiniin aracilik ettigini géstermistir. Ancak, bu ¢alismada kullanilan hiicrelerin
insan kondrositleri degil, sigir kondrositleri olmasi, ¢alismanin insan OA modeli
olmasinda kisitliliga neden olmustur. Bu nedenle bizim ¢alismamizda, insan kdkenli
kondrosit hiicreleri kullanilarak daha iyi bir OA modeli se¢ilmistir. Bizim
calismamizda da, NFkB molekiiliinin, TNFa tarafindan ADAMTS5 geninin
regiilasyonundaki rolii arastirildi ve bu regiilasyona katkis1 oldugu hem promoter
diizeyinde, hem mRNA diizeyinde ve hem de protein diizeyinde tespit edildi. OUMS-
27 hiicrelerinde TNFo uygulamasinin ardindan ADAMTS5 ve NFxB genlerinin

ekspresyonlarinin birlikte artmasi, ADAMTSS geninin regiilasyonuna katildiginin bir
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gostergesi olarak yorumlanmaktadir. Hem OUMS-27 hiicrelerinde, hem de HEK-
293T hiicrelerinde, TNFa uygulamasina yanit olarak ekspresyonu artan genlerin, 6nce
artan sonra azalan ve sonra tekrar artan bir ekspresyon paterni gostermesi ile ilgili
olarak, hiicrede reseptériine baglanan eksojen TNFo’nin, ilk artistan sorumlu oldugu,
TNFa tarafindan aktive edilen NFkB’nin, endojen TNFa {iretimini stimiile etmesi
sonucu hiicre tarafindan tretilen TNFo’nin da ikinci artistan sorumlu oldugu
diistintilmiistiir. Ayrica ADAMTSS geninin TNFo uygulamasiin ardindan OUMS-27
hiicrelerinde protein diizeyinde de artis  gostermesi real time bulgularin
desteklemektedir. Benzer sekilde, OUMS-27 hiicrelerinde, diger agreganizi kodlayan
ADAMTS4 geni de, TNFa uygulamasinin ardindan mRNA ve protein diizeyinde artis
gostermistir. Bu bulgu da literatiir ile uyumludur. Calismanin ikinci kisminda, OUMS-
27 ve HEK-293T hiicrelerinde = ADAMTS5 geni promoter analizinde 4 ayri
konstrakttan, en fazla aktivator NFkB baglanma bdlgesi iceren konstrakt (insert 2) en
yiiksek lusiferaz aktivitesini gostermistir. Bu sonug¢, TF baglanma bdlgesi tahmin
programi1 tarafindan Ongoriilen baglanma boélgelerinin  dogru olabilecegini
gostermektedir. Buna gore ADAMTS5 geni promoter (-632) - (-1029) bolgesinde, olast
NFkB baglanma bolgeleri oldugu sdylenebilir. Tiim konstraktlar1 kapsayan en biiyiik
konstraktin (insert 4), en yiiksek aktiviteyi gosteren insert 2’ye gore, azalmis lusiferaz
aktivitesi gostermesi, aktivator NFkB baglanma bdlgeleri yaninda, inhibitér NFxB
baglanma bdlgeleri (p50) de igermesine bagli olabilir. Bu sonu¢ da, TF baglanma
bolgesi tahmin programinin 6ngordiigii pS0 baglanma bdlgesinin gercekte bulunan bir
tanima bolgesi olabilecegini ortaya koymustur. Bir adet aktivator NFkB baglanma
bolgesi iceren konstrakt (insertl) ile bir adet inhibitér NFkB baglanma bdlgesi iceren
konstrakt (insert3) arasinda istatistiksel olarak anlamli fark olmamasi, bu aktivator
NFkB baglanma bdlgesinin ger¢ekte bulunmayan ve sadece NFkB tanima bdlgelerine

benzerlik gosteren bir sekans olabilecegini diislindiirmiistiir.

Promoter analizinde kullandigimiz yontem, in vivo fizyolojiye daha uygun
olmasi nedeniyle, literatiirde yapilan diger promoter deneylerinden ayrilmaktadir.
Ornegin, Kobayashi ve ark (2013) nin yaptig1 ¢alismadaki gibi promoter iizerinde TF
arastirmalarinda genelde, TF’nin overekspresyon vektorleri kullanilmistir. Bu da, bir
iist basamakta bu TF’yi uyaran sitokin (TNF, IL gibi) basamagini by-pass etmek

olacagindan, pathwaydeki iist ve alt basamaklar arasi baglantiyr ortaya
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koyamamaktadir. Ayrica, overekspresyon vektorleri fizyolojik dozun ¢ok iizerinde
olacagindan gergek hiicre fizyolojisinden uzaklasmaktadir. Diger yandan, DNA
lizerinde baglanma bdlgesi olmasa bile baz1 TF’lerinin, 6zellikle de ayni aileye ait
tiyelerin tanima bolgelerinde homoloji bulunabilir ki bu da asir1 dozda non-spesifik
baglanmalara ve yanlis pozitif sonuglara neden olabilir. Bu baglamda, ¢alismamizda
ADAMTSS genini iceren vektorle transfekte edilen hiicrelerde, dnce TNFa tarafindan
stimiilasyon gergeklestirilmis, sonra da hiicrenin buna yanit olarak NFkB iiretmesi
saglanmistir. Bu yoniiyle, kullanilan prosediir, daha gergek¢i bir sonug¢ ortaya
koymustur. Bu sonuglar 1s1ginda, ADAMTS5 geninin OUMS-27 hiicre hattinda TNFa
tarafindan NfkB molekiilii araciliiyla ekspresyonunun artirildig ortaya koyuldu. Bu
bulgu, literatiirde yapilan diger calismalardan bazilari ile uyumlu olmakla birlikte
ADAMTSS geninin TNF tarafindan regiile edilmedigini ortaya koyan calismalarla
celismektedir. Bu nedenle ADAMTS5 geni regiilasyonu ile ilgili heniiz net bir sonucun
ortaya konulamamas1 ve konu ile ilgili ¢ok kisitli calismanin olmasi bu sinyal yolagi
ile ilgili yeni calismalarin yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir. Ayrica,
literatiirde HEK-293T hiicre hattinda, ADAMTS5 geninin ekspresyonu ve regiilasyonu
ile ilgili ¢alisma bulunmamaktadir. Mevcut ¢alismada, kontrol hiicre hatti olarak
sectigimiz HEK-293T hiicrelerinde TNFo’ya yanit olarak hem TNFa geni hem de IkB
geni ekspresyonunun, mRNA diizeyinde stimiile oldugu gosterilmistir. Buna karsilik
ADAMTSS geni ekspresyonu TNFa’dan etkilenmemistir. Bu yoniiyle de ¢aligmamiz,
literatlire yeni bir bilgi kazandirmistir ve yukarida da bahsettigimiz gibi genlerin
ekspresyonlarinin diizenlenmesinde rol oynayan TF’lerinin hiicre tipine gore selektif
davrandi@in1 bir kez daha ortaya koymustur. Mevcut ¢alismamizda, OUMS-27
hiicrelerinde, ADAMTSS geninin TNFa tarafindan regiilasyonunun arastirilmasi ve
TNFa, ADAMTS5 ve NFkB arasi regiilasyonun incelenmesi literatiirde bir ilk teskil
etmektedir. Bu bulgular, OA patogenezinde TNFo ve NFkB molekiillerinin roliinii
ortaya koymaktadir. Ayrica OA tedavisinde, ADAMTS5 genine yonelik tedavi
prosediirlerinde, TNFa ve NFkB molekiillerinin hedef alinmasi gerektigini
gostermektedir. Ancak, bu sonuglarin yeni caligmalarla desteklenmesi ve hipotezin

giiclendirilmesi gerekmektedir.
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6. SONUC ve ONERILER

Literatiirde, OA patogenezini aydinlatmaya yonelik yapilan g¢alismalarda
sorumlu bulunan ADAMTS5 geninin regiilasyonunda gorevli olabilecegi gosterilen
TNFa ve onun etkilerine aracilik eden NFkB molekiiliiniin, ADAMTS5 geni tizerindeki
etkilerinin arastirildig1 bu ¢alismada, TNFo’nin, ADAMTS5 geni ekspresyonunu NFkB
molekiilii araciligiyla artirdigi gésterilmistir. Bu sonug, hem protein, hem RNA, hem
de promoter diizeyinde gosterildi. Ancak, literatiirde ADMTS5 geni regiilasyonu ile
ilgili heniiz az sayida ¢alismanin olmasi nedeniyle mevcut bulgular1 destekleyen ve
ADAMTSS5 geninin TNFa tarafindan regiilasyonunu arastiran yeni ¢aligmalara ihtiyag
vardir. Ayrica, mevcut calismada elde edilen bulgular, in vivo calismalarla da
desteklenmelidir. ADAMTS5 geni regiilasyonu net olarak aydinlatildiginda OA

hastalig1 i¢in yeni tedavi yontemleri de giindeme gelebilecektir.
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8. OZET

T.C.
SELCUK UNIVERSITESI
TIP FAKULTESI

ADAMTS AGREKAZLARIN KONDROSITLERDEKI BiYOLOJIK
ROLLERI VE KLINiK UYGULAMA POTANSIYELLERI

Dilek GUN BILGIC

Tibbi Genetik Anabilim Dal

TIPTA UZMANLIK TEZi / Konya, 2015

Osteoartrit, eklem kikirdaginin yiik binen kisimlarinda kikirdakta hasarlanma,
eklem ¢evresinde yeni kemik olusumu ve sinovitis ile karakterize dejeneratif bir eklem
hastaligidir. Tutulan eklemde, agr1 ve deformiteye yol agmaktadir. OA tedavisinde,
agr1 kesici ilaglar ilk basamak tedavidir. Son evrede ise hastalar eklemlerini
kaybederek, protez ameliyati ile tedavi edilmektedir. OA nin sebebi heniiz
bilinmemektedir. Yaslanma, obezite, travma gibi dis nedenler yaninda genetik
yatkinlik da suclanmaktadir. Bugiine kadar yapilan ¢aligmalarda, kikirdak yikimina
neden olan katabolik enzimlerle ilgili birgok veriye ulasilmistir. Bu enzimler, matriks
metalloproteaz ailesi ve ADAMTS ailesi liyeleri olmakla birlikte, ADAMTSS5 enzimi
kikirdaga daha spesifiktir. ADAMTSS geninin kikirdak dokusunda regiilasyonu ile
ilgili ¢aligmalar, OA patogenezini konu alan galigmalarin yeni odag: haline gelmistir.
Bugiine kadar yapilan caligmalarda, inflamatuvar sitokinlerin, ADAMTSS genini
stimiile ederek kikirdak hasarini artirdig: belirtilmistir. Bu sitokinlerin basinda, TNFa
gelmektedir. TNFa nin hangi araci molekiillerle, bu geni regiile ettigi arastirilmaktadir.
TNFa nin, hedef molekiillerinden biri olan NFkB, bu baglamda arastiriimaktadir. Bu
calismada, ADAMTSS geninin, kondrositlerde, TNFa tarafindan reglilasyonu ve
NFkB nin bu regiilasyondaki rolii arastirildi. Kondrosit hiicreleri ve kontrol
hiicrelerinde, TNFa uygulanarak, TNFa nin bilinen hedef molekiilleri olan TNFa ve
IkB genleri ve ADAMSTS geni ekspresyonlari, RNA diizeyinde real time PZR ve
protein diizeyinde western blot teknigi ile arastirildi. Daha sonra, TF baglanma bolgesi
tahmin programiyla, ADAMTSS geni promoteri lizerinde NFxB i¢in baglanma
bolgeleri tespit edildi. Bu bolgeleri iceren ADAMTSS geni promoter delesyon
konstraktlar1 olusrurularak plazmid ekspresyon vektorlerine klonlandi. OUMS-27 ve
HEK-293T hiicrelerine transfekte edildi. TNFa tarafindan uyarilan bu hiicrelerde,
ADAMTSS geni promoteri aktivitesi, lusiferaz deneyleriyle arastirildi. Deneyler
sonucunda, OUMS-27 hiicrelerinde, TNFa uygulanmasinin ardindan, ADAMTSS5
geni, mMRNA ve protein diizeyinde aktive oldu. Lusiferaz deney sonucunda da aktivator
NFkB bolge sayist en fazla olan ADAMTSS geni promoter konstrakti en yliksek
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aktiviteyi gosterdi. TNFa uygulanmasi, bu konstraktin aktivitesini daha da artirdi. Bu
sonuglara gére, OUMS-27 hiicrelerinde, TNFa , NFkB araciligiyla, ADAMTSS genini
stimiile etmektedir. Ancak, kontrol hiicre grubu olan Hek-293T de ADAMTS5 geni
ekspresyonu, TNFa dan etkilenmemektedir.

Anahtar Sozciikler: ADAMTS5; Hek-293T; NFkB; OUMS-27; TNFa.

64



9. SUMMARY

THE BIOLOGICAL ROLES OF ADAMTS AGGRECANASES IN
CHONDROCYTES AND POTENTIAL OF CLINICAL APPLICATIONS

Osteoarthritis is a degenerative joint disease characterized by damage in the
joints cartilage’s load bearing part, new bone formation around the joint and synovitis.
It leads to pain and deformity in the involved joint. Pain medications are the first line
therapy in OA. In the last stage of the disease, patients lose their joints and are treated
with prosthesis operation. The cause of OA is not known yet. Genetic predisposition
is also charged in addition to external causes such as aging, obesity and trauma. In
studies to date, it has reached a lot of data about the catabolic enzymes that cause
cartilage destruction. These enzymes are the family of matrix metalloproteinases and
ADAMTS family members, but ADAMTS5 enzyme is more specific for cartilage.
Recently, the studies related to ADAMTS5 gene regulation in the cartilage has become
a focus of study in OA pathogenesis subject area. In the studies to date, it is reported
that, inflammatory cytokines, increase cartilage damage by stimulating ADAMTS5
gene. One of the most important cytokine is TNFo among these. By which molecule,
the TNFa regulates this gene is being investigated. In this context, NFkB, one of the
target molecule of TNFa is being investigated. In this study, regulation of the
ADAMTSS5 gene in chondrocytes by TNFa and the role of NFxB in this regulation is
investigated. For this, chondrocyte cells and the control cells were treated with the
TNFa and the expression of TNFa and IkB genes that are known target molecules of
TNFa and ADAMTSS gene expression were investigated by the real time PCR in the
RNA level and by western blot technique in the protein level. Then, binding sites for
NFkB on ADAMTS5 promoter were detected by the program estimates the binding
sites of transcription factors. ADAMTS5 gene promoter deletion constracts that
containing these regions formed and cloned into the expression vector and transfected
to OUMS-27 and HEK-293T cells. In these cells induced by TNFo, ADAMTSS5 gene
promoter activity was examined by luciferase assay. As a result of experiments, in the
OUMS-27 cells, following administration of TNFa, ADAMTSS5 gene was activated in
MRNA and protein level. In the luciferase assay result, the ADAMTS5 gene promoter
construct that has the highest number of activator NFkB binding sites showed the
highest activity. This construct’s activity, further increased after implementation of the
TNFa. According to these results, TNFa stimulates the ADAMTSS gene via NFkB in
OUMS-27 cells. However, in the control group of cells HEK-293T, the ADAMTS5
gene expression is unaffected by TNFa.

Key Words: ADAMTS5; Hek-293T; NFkB; OUMS-27; TNFa.
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Ek-1

Tablo 2.1. Kullamilan kimyasallarin ve iiretici firmalarin listesi

Kimyasallar Uretici
DMEM Medyum HyClone
FBS (Fotal Bovin Serum) HyClone
L-Glutamin HyClone
Penicillin/Streptomycin HyClone
PBS (Phosphate Buffered Saline) HyClone
Plazmosin InvivoGen

DMSO (Dimetilsulfoksid)

Fisher Scientific

Etidyum Bromiir Merck, Germany
Depc Treated Water Sigma, Germany
Izopropanol Sigma, Germany
Etanol Merck, Germany
Metanol Sigma, Germany
Kloroform Merck, Germany
Ksilen Merck, Germany
Izoamil Alkol Merck, Germany
N, N-Metilen Bisakrilamid Fluka, Schweiz
Merkaptoetanol Invitrogen, Germany
Amonyum persiilfat (APS) Sigma, Germany

Skim Milk Powder

Fluka, Schweiz

TAE (Tris/Asetik Asit/EDTA)

Sigma, Germany

Agaroz

Invitrogen, Germany

SDS (Sodyum Dodesil Stilfat)

Sigma, Germany

TEMED BIO-RAD

Tripan Blue BIO-RAD

Tripsin 0,25% HyClone

Glycine Sigma, Germany
Gliserol Fisher Scientific
Trizol Invitrogen, Germany
Opti-MEM Life Technologies
Western ECL Soliisyon BIO-RAD
TransPass™ D2 Transfection Reagent | | NEB

PCR Enzimleri ve master miksleri

Thermo Scientific

Restriksiyon Enzimleri ve buffer lar

New England Biolabs

Ek-2

Tablo 2.2. Kullamlan Cihazlar ve Uretici Firmalar:

Cihazlar Uretici
Inkiibator Sanyo
mikroskop Leica

Heat Block Techne, UK
Azot Saklama Tanki Air

-80°C Dondurucu Sanyo
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Tablo 2.2. Kullanilan Cihazlar ve

Uretici Firmalar1 (devam)

-20°C Dondurucu

Bosch

Hiicre Sayim Cihazi

BIO-RAD

Tablo 2.2. (devam) Kullanilan Cihazlar

ve Uretici Firmalari

Santrifiij Hettich Rotina, Germany
Kat1 ve Stvi Otoklav Niive SteamArt

Su Banyosu Niive

Ph metre Hanna

Hassas Terazi

Shimadzu, Japan

Jel Elektroforez Sistemi

Thermo Scientific, USA

Mikrodalga Firini

Samsung, Korea

UV Transliminator

Herolab, Germany

Steril Hiicre Kiiltiiri Kabini

Thermo BioSafety Cabinet Class Il

Manyetik Karistiric

Cleaver Scientific

Elektroforez Sistemi

VWR Galaxy Ministar, Korea

Sonikasyon Cihaz1

Diagenode

Western Transfer Cihazi

Thermo Scientific

Biospec-nano Spektrofotometre

Shimadzu, Japan

Orbital Shaker VWR

Buz Makinasi Scotsman IL, USA
Etiiv Niive

Thermal Cycler BIO-RAD
Real-Time PCR cihazi QIAGEN

Kriyo Tiip Thermo Scientific
Hiicre Kiiltiir Flaski Thermo Scientific

Santrifiij Tiipleri (15ml1-50ml)

Thermo Scientific

Santrifiyj Tipleri (0.5ml-2ml)

NEPTUNE

Serolojik Pipet

SARSTEDT

Spreader Greiner, Germany
Well Plate (6-12-24) Thermo Scientific
Petri Nunclon

Hiicre Sayim Lamu BIO-RAD

Pipet Ucu NEPTUNE

PVDF Transfer Mebran

Thermo Scientific

Western Goriintuleme Cihazi

BIO-RAD ChemiDoc MP

Pipet Tabancasi

Thermo Scientific

Otomatik Pipetler

Gilson Pipetman
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