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OZET

ADAMTS-1 PROMOTORUNUN SMAD ARACILI REGULASYONUNUN
INCELENMESI
YUKSEK LiSANS TEZi
FATMA POYRAZLI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BILIMLERI ENSTITUSU
BIYOLOJI ANABILIM DALI
(TEZ DANISMANI: YRD. DOC. DR. SUMEYYE A. TURKOGLU)
(ES DANISMAN: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, MAYIS - 2016

ADAMTS1 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type | motif,
1), ADAMTS ailesinin ilk 6rnegidir ve Kuno ve arkadaglari tarafindan fare
ADAMTSI1 geninin karakterizasyonu 1997 yilinda yapilmigtir. ADAMTSI,
endotel hiicre ¢ogalmasi ve anjiogenezi TSP1 ve endostatin daha etkili bir sekilde
engelleyen bir angiogenez inhibitorii olarak tanimlanmistir. Farkli mekanizmalar
ADAMTSI’in anti-anjiogenik islevi i¢in onerilmistir.

Hem anti-anjiyogenetik hem de agrekanaz aktiviteli ADAMTS1’ in birgok
patofizyolojik durumda regiilasyonu bozulmaktadir. Ancak ADAMTS1 geninin
transkripsiyonel regiilasyonu ile ilgili smirli sayida bilgi bulunmaktadir. Bu
nedenle bu calismanin amaci Hep3B hiicrelerinde ADAMTS1’ in SMAD
transkripsiyon faktorlerince regiilasyonuna 1s1k tutmaktir.

SMAD transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI gen ekspresyonuna etkisi
transkripsiyonel aktivitede ve mRNA seviyesinde belirlenmistir. Oncelikli olarak
SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin Hep3B hiicrelerinde
ektopik ekspresyonu western blot ve real time teknikleri ile dogrulanmistir.
SMAD2 ve SMAD4’ iin transfekte edildigi deney grubunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADAMTSI 24, 48 ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle
24 saatte kontrol grubuna gore 5 kat artmigtir. SMADS3 ve SMAD4’ iin transfekte
edildigi deney grubunda kontrol grubuyla karsilastirildiginda ADAMTSI1 24, 48
ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle 24 saatte kontrol grubuna gore 3,5 kat
artmistir. Transkripsiyonel aktiviteninin belirlenmesi i¢in promotor parcalarinin
transfeksiyonunda ve ko-transfeksiyon analizlerinde kalsiyum-fosfat presipitasyon
metodu kullanilmistir. Bazal transkripsiyonel aktivite ve ko-transfeksiyonlardan
elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. Inihisyon calismalari ile elde edilen
degisikligin kalkip kalkmadigir da kontrol edilmistir. Son olarak EMSA teknigi
kullanilarak SMAD transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS1 promotor bolgesine
gercekten baglanip baglanmadigi da analiz edilmistir. Yapilan analizler sonucunda
SMAD transkripsiyon faktorlerinin gergekten ADAMTS] promotoruna
baglandigt EMSA ile teyit edilmistir. ADAMTS1’ in TGF-f sitokinine olan
cevabinin SMAD arac1 yoldan oldugu diistiniilmektedir.

ANAHTAR KELIMELER: ADAMTS1, TGF-B, SMAD2, SMAD3, SMAD4,
HEP3B.



ABSTRACT

AN EXAMINATION OF SMAD-MEDIATED REGULATION OF

ADAMTS-1 PROMOTER
MSC THESIS
FATMA POYRAZLI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE
BIOLOGY
(SUPERVISOR: ASSIST.PROF.DR. SUMEYYE A. TURKOGLU )
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR )

BALIKESIR, MAY - 2016

ADAMTS1 (ADAM metallopeptidase with thrombospondin type | motif,
1) is the prototype of the ADAMTS family of proteins, and the term ADAMTS
was first cloned and identificated by Kuno et al. in 1997. ADAMTSL1 has been
described as an angiogenesis inhibitor that blocks endothelial cell proliferation
and angiogenesis more effectively than TSP1 and endostatin. Different
mechanisms have been proposed to be responsible for the anti-angiogenic
function of ADAMTSL.

ADAMTSI that has both anti-angiogenetic and aggrecanese activity was
disregulated in many pathophysiologic circumstances. However, there is limited
information available on transcriptional regulation of ADAMTSL1 gene. Therefore,
this study mainly aim to identify the regulation of ADAMTS1 gene by SMAD
transcription factors in human hepatoma cells (HEP3B).

Regulation of SMAD transcription factors on ADAMTS1 gene expression
determined with transcriptional activity and mRNA level of ADAMTSL1 gene.
Firstly, ectopic expression of SMAD2, SMAD3 and SMAD4 transcription factors
verified by western blot and Real time PCR in Hep3B cell line. After transfection
of SMAD2 and SMAD4 expression vector into Hep3B cell line, we obtained 5
fold expression of ADAMTS-1 mRNA compraring control cells at 24h. We also
obtained 3,5 fold expression of ADAMTS-1 mRNA after transfection of SMAD3
and SMAD4 expression vectors. For the transcriptional activity, calcium
phosphate precipitation method used for transient transfection of promoter
constructs and co-transfection analysis. Basal transcriptional activity and the data
obtained from co-tansfection analysis compared. We also treated the cells spesific
SMAD inhibitors and then analysed mRNA level and promoter activity of
ADAMTSI. As a result of EMSA analysis we obtain interaction between SMAD
transcription factor and ADAMTS1 promotor. It was thought that the response of
ADAMTS-1 gene expression possibly through SMAD-dependent TGF-
pathway.

KEYWORDS: ADAMTS1, TGF-, SMAD2, SMADS, SMAD4, HEPS3B.
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1. GIRIS

Karsinogenezisin hiicre dis1 matriks yeniden sekillenmesi gibi ¢esitli hiicresel
ve hiicreleraras1 mekanizmalardaki anormallikler ile iligkili oldugu iyi bilinmektedir.
Tiim ekstraseliilar matriks (ECM) proteazlari arasinda, ADAMTS’ ler (‘A disintegrin
like and metalloproteinase with thrombospondin motif type-1° thrombospondins
motifleri ile bir disintegrin ve metalloproteaz alanlar1) nispeten yeni bir gruptur ve
karsinogenezis ve kanserin yayilimi ile iligkili oldugu diisliniilmektedir.
Karsinogenez bir¢ok hiicresel prosesde anormalliklerle ortaya g¢ikmaktadir, hiicre

dongiisii kontrolii, apoptozis, ECM yeniden yapilanmasi ve metastaz [1].

ADAMTS ailesindeki proteazlar, 19 iiyesi olan bir gen ailesidir. Bu ailenin
tiyeleri ekstraselliiler matrikse salgilanan ve degisken sayida tip 1 motifi igeren
proteazlardir. ADAMTS ailesi prokollejen ve von Willebrant faktoriin
matlirasyonunda, morfogenez, anjiyogenez, hiicre adezyonu, migrasyon,
proliferasyon, ovulasyon, kanser ve artrit ile ilgili hiicre dis1 matriks proteolizinde

gorev alirlar [2].

11 Hiicre Dis1 Matriks (Ekstra sellillar Matriks; ECM) ve ADAM

Ailesinin Yapisi

Ekstraseliiler matriksin, hiicre ve dokularda yapisal ve diizenleyici
fonksiyonunun oldugu bilinmektedir. Bu gorevlerinin disinda hiicreler arasi
haberlesme, embriyogenez, hiicre gocii, hemostaz, yara iyilesmesi ve apoptozis gibi
pek cok fizyolojik olayda da énemlidir. Cok sayida molekiil tarafindan ECM yikimi
kanser hiicrelerinin ¢evre dokulara ve uzak organlara yayilimina sebep olmaktadir.
Yeni bir grup olan ve proteaz aileleri arasinda yer alan ADAMTS ailesinin ¢esitli
tiyelerinin farkli kanserlerde oOnemli rollere sahip oldugu c¢esitli calismalarda
gosterilmistir. ECM’ nin proteolitik yikiminda proteaz aktivitesine sahip ¢ok sayida
molekiil islev almaktadir. Bu molekiiller domain yapilarina gore simiflandirilmstir.

Bunlar serin proteazlar, matriks metalloproteinazlar (MMP), kemik farklilasma



protein 1/tolloid ailesi olan metalloproteinazlari ve proteolizde ve hiicre-hiicre
adezyonunda gorev alan ADAM (bir disintegrin ve metalloproteaz) veya MDC
(metalloproteaz/disintegrin/sistein) olarak adlandirilan transmembran

glikoproteinlerdir [3,4,5,6,7,8,9,10].

ADAM ailesinin iiyeleri, hiicre membraninda bulunup ve c¢ok sayida
domeyne sahip olan ¢inko bagimli metalloproteinazlardir. Disintegrin ve
metalloproteinaz domeynleri sayesinde ADAM’ lar, hem proteinaz hem de adezyon
proteinlerinin 6zelliklerine sahip olurlar. Bu 6zellikleri sayesinde ADAM’ lar diger
hiicre yiizey proteinlerinden ayirilirlar. ADAM ailesi hiicre-hiicre etkilesimleri ile

hiicre-matriks etkilesimlerinde 6nemli rollere sahiptirler [3,4].

|.  SERIN PROTEAZLAR ECM
. MMP
1. KEMIK FARKLILASMA PROTEIN 1/TOLLOID AILESI
METALLOPROTEAZLAR
V. ADAM - Adezyon
proteinleri

ff’:”;v:"'s' "\ MEMBRANI —— N

= Pro-domain ozelliginde \

Metalloproteinaz
domain

Disintegrin
— domain

Sisteince zengin

domain
/ = EGF-tekrarlan r ]
= Transmembran H UCRE

domain

— Sitoplazmik kuyruk) N U CI.E U s

Sekil 1.1: Ekstraselliiler matriks ve ADAM ailesinin 6zellikleri. [11]” den esinlenerek ¢izilmistir.

ADAM ailesi iiyelerinin genis Ol¢lide aydinlatilmasinin ardindan ADAM
ailesiyle iliskili olup fakat yeni 6zelliklere de sahip olan bir grup 1997 yilinda Kuno
ve arkadaglar1 tarafindan gosterilmistir. Yaptiklar1 bu calismada, ADAM protein

ailesinin iiyelerine ¢ok benzeyen ayrica trombospondin tip 1 (TSP1) motifleri tasiyan

2



ve inflamasyonla iligkili olan bir proteini klonlamislardir. Kuno ve arkadaslari, bu
yeni iiyeyi tanimlamak icin ADAMTS (a disintegrin and metalloproteinase with
thrombospondin motifs) ismini kullanmislardir. ADAM ailesi tiyelerinin aksine,
hiicre membraninda yer almayip, ekstraselliiler matrikse salgilanirlar. ADAMTS’ ler;
ADAM ailesi iiyelerinin sahip olduklari tim domainlere sahiptirler ve kendilerine
0zgli TSP1 motifleri de bulundurduklari icin ADAM iiyeleri kapsamina alinmayip
yeni bir aile olusturulmustur. [5]. ADAMTS’ lerin MMP (Matriks Metalloproteazlar)
ve de ADAM’ lardan farki, ADAMTS’ lerin ECM’ ye baglanabilmeleridir. [2].

1.2  ADAMTS Ailesi

ADAMTS genleri ve tirlinleri olan enzimler hiicre dig1 matriksin sekillenmesi,
artrit, ateroskleroz, fibroz, organogenez, hemostaz ve yara iyilesmesi de dahil olmak
lizere, ¢esitli patolojik siireclerde gorev aldigi gibi bu ailenin iiyelerinden bazilari,
kanser ve kardiyovaskiiler hastalik ile iligkili iken bazi iiyeleri ise kalitsal genetik

bozukluklara yol agmaktadir [12].

Bir ¢ok 6nemli siiregte rol alan ADAMTS’ ler, protein dizisine, domainlerin
organizasyonuna, gen dizi korunmusluguna ve substrat tercihine gore
smiflandirilmstir. [3,4,6,7,12,13].

Buna siniflandirmaya bakarsak:

1) Prokollajen islemler; ADAMTS?2, 3 ve 14’ dir. Prokollajenin kollajene
doniistiiriilmesi asamasinda N-terminal propeptidlerin uzaklastirilmasinda gorev
alirlar. Prokollajen I, 1T ve III’ e ADAMTS?2 etki ederken, prokollajen I ve II’ nin
yeniden diizenlenmesinde ADAMTS3 ve ADAMTS14 islev gortir.

2) Proteoglikan degradasyonu; ADAMTSI, 4, 5, 8§, 9, ve 15’ dir. Major
kikirdak protein olan agrekanin pargalanmasinda agrekanaz aktivitesine sahiptirler.
Daha sonra bu grubun, merkezi sinir sisteminde yogun sekilde ifade olan kan

damarlarinda ve brevikan da bulunan versikani da degrede ettigi bulunmustur.

3) Anjiogenezin inhibisyonunda rol alan tiyeler; ADAMTSI ve 8’ dir.



4) ADAMTS13 (VWFCP) homoeostasta von Willebrand Faktoriini
Pargalayan Proteaz olarak bilinir. Substrati ise vVWF’ dir. vWF vaskiiler ve plazma
trombositler, endotel hiicrelerinde bulunan biiyiikk bir glikoproteindir. Pihtilagsma
faktorlerlerinden birisi olan factor 8’ in tastyict proteinidir ve trombosit

agrekasyonunu saglar.
5) Kikirdak oligomerik matriks proteini (COMP); ADAMTS 7, 12,

6) Orfan ADAMTS’ ler ise bugiine kadar fonksiyonu ve substrati
bulunamamis ADAMTS proteinlerine verilen isimdir. Bunlar ADAMTS6, 10, 16 ve
19’ dur.

Bunlarin disinda ADAMTS’ ler organogenez, inflamasyon ve fertilite de
gorev almaktadirlar. Ayrica yapilan son g¢alismalarda artritde ve pek ¢ok kanserde

bazit ADAMTS genlerinin ekspresyonlar1 degisiklik gostermektedir [2,13,14,15].

1.3  ADAMTS Proteinlerinin Yapisi

ADAMTS’ lerin ¢ok sayida izoformunun, alternatif splicing ile olusuyor
olmasi ihtimali son derece yiiksektir [6]. ADAMTS proteinlerinin C-terminal kismi1
ile N-terminal bolimii kargilastirildiginda N ucunda daha fazla bir farkliligin oldugu

gozlenmektedir.

ADAMTS proteinlerinin tamami 6ncelikle inaktif formda bulunmaktadir ve
pre-proenzim olarak sentez edilmektedir. N-terminalinden baslayarak C-terminaline

ilerleyerek baktigimizda 8 farkli domain igerdigini gérmekteyiz. Bu domainler;
1-Sinyal peptid (Sinyalin ilk basladigi1 kisimdir),
2-Pro-domain (bu domain inaktif formda bulunan enzimi en korur),
3-Cinko baglayici motif bulunduran metalloproteinaz katalitik domain,

4-Disintegrin benzeri domain (bu kisim suda c¢oziinen yilan venom
disintegrinlerine benzer bir diizen igerisindedir. Ayrica, arjinin-glisin-aspartik asit

integrin tanima sekansi bulunduran bir aile tiyesidir.),



5-Bir TSP1 ve TSP2 (trombospondin tip 1 ve trombospondin tip 2)’ de
bulunan merkezi bir TSP motifi,

6-Sisteince zengin bir domain,

7-Yapisal ozelliklerde herhangi bir etkisi bulunmayan ve farkli uzunluklarda

olabilen bir ara halka (spacer) bolgesi ve
8- C-terminal bolgesinde farkli sayilarda trombospondin motifi tekrarlari
igerir.

ADAMTS iiyelerinin tiimiinde bulunan bu domeinlerin diginda, ailenin bazi
tiyelerinin farkli domeynlerede sahip olduklart ve bu farkli domeinlerin ise

molekiiliin C ucunda bulundugu goriilmektedir [2,4,7,13].

2
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Sekil 1.2: ADAMTS proteinlerinin biyokimyasal yapisinin sematik olarak gosterimi [2].

ADAMTS ailesinin Vazquez ve grubu tarafindan 1999 yilinda anti-
anjiyogenetik etkisi olan proteinlere sahip oldugu bulunmustur [18]. ADAMTSL ise
ilk inflamasyon aracisi olarak tanimlanmistir. Organogeneziste, kan / lenf damari
olusumu, yumurtalik follikiilogenez ve ovulasyon gibi fizyolojik olaylarda rol

almaktadir [16]. Inagaki ve arkadaslar1 2014 yilinda yaptiklari calismalarinda
5



ADAMTSI’ in lenf anjiyogenezi iizerindeki etkisini aragtirmiglardir ve gen terapisi
ile ADAMTSL in-vitro sartlarda lenf anjiyogenezi inhibe ettigini gostermislerdir.
Ayrica immiinopresipitasyon islemleri ile ADAMTS1’ in VEGEF ile bir kompleks
olusturdugunu ortaya koymuslardir [17]. Yine 2015’ de yapilan bir g¢alismada
ADAMTS], civciv koriallantoik membranda VEGF ile uyarilan anjiyogenezi yani
damarlagmay1 6nlemektedir. Ayrica ADAMTS], fibroblast biiyiime faktorii-2 (FGF-

2) ile uyarilan damarlanmay1 da baskilamaktadir [2,18].

Viicudumuzda bulunan kan damarlar1 vaskiilogenez ve anjiyogenez sonucu
olusmaktadir. Vaskiilogenez, primitif damar olusumudur ve anjiyoblastlardan
farklilasarak olusurlar. Anjiyoblastlar, ekstraembriyonik mezodermden olusan
mezensimalden olusmaktadirlar.  Anjiyoblastlarin  ¢ogalmast ve bu hiicre
toplulugunun birlesmesi sonucu ilk olarak primer kapiller pleksus olusur. Bunun
sonucunda ise primer kapiller pleksustan yeni damar yapilar filizlenirler ve
dallanirlar. Embriyo gelisimin ilk giinlerinde gevre dokulardan diflizyon ile beslenir.
Sonugta gelistik¢e biiyliyen embriyo gittikce oksijen ve besin ihtiyacini kargilamakta
zorlanir. Bu sebeple erken donem olan iigiincii haftanin baslarinda anjiyogenezis
goriilmeye baglar. Damar olusumu yani anjiyogenez, biiyiime ve gelisme gibi
durumlarda gergeklesmesi beklenen bir siiregtir. Ayrica romatoid artrit, kanserlerde,
bagirsak hastaliklar1 gibi inflamatuar hastaliklarda, makiiler dejenerasyon gibi goz
hastaliklarinda patolojik olarak anjiyogenez meydana geldigi saptanmistir.Bunlarin
disinda ise infertilite, periferik arter hastaliklari, gecikmis yara iyilesmesi, kalp
yetmezligi gibi durumlarda ise anjiyogenezde yetersizlikler oldugu gézlemlenmistir.
Gilinlimiizde c¢ok yaygin olarak gozlenen kanserde Ozellikle tiimor hiicrelerinin
bliylimesi i¢in gerekli olan besinlerin aliniminda bu tiimor hiicrelerinden salgilanan
bazi maddeler sonucu anjiyogenez uyarilmaktadir. Bunun sonucunda da timor
hiicresi bu damarlasma yoluyla farkli dokulardan aldig: besinlerle biiyiiyiip gelisir.
Nitekim gilinliimiizde yapilan bir ¢ok klink deneylerde anti-anjiyogenik ajanlar, insan
timorlerinin - {izerindeki  antitimor  aktivitelerinin  belirlenmesi  amaciyla

kullanilmaktadir [19,20].

Ayrica ADAMTS1 Major kikirdak protein olan agrekanin pargalanmasinda
agrekanaz aktivitesine sahiptir. Ayrica, merkezi sinir sisteminde ifadesi bulunan

brevikan da ve kan damarlarinda var olan versikani da parcaladigi gozlemlenmistir.



Agrekan, kikirdakta bulununan bir proteoglikandir. Dokuda bulunan tip 2 kollajen
sarmalinin gismesi ve hidrate edilmesi sonucu bu baskiya karsi koymadan

sorumludur [2].

ADAM ailesinin ardindan ADAM’ lara ¢ok benzeyen fakat onlardan farkli
olarak baska domeinlere de sahip olan ADAMTS’ lerde ilk olarak ADAMTS-1
aydinlatilmigtir.  Boylelikle ADAMTS] de bulunan yapisal domainlerin
aydinlatilmasi biitin ADAMTS’ ler i¢in model teskil etmistir. ADAMTS1 proteini
sekil 1.3” de goriildiigii tizere 8 farkli domain igermektedir; 1) pre-domain (sinyal
peptit dizisi), 2) pro-domain, 3) katalitik metalloproteinaz domain, 4) disintegrin
benzeri bir domain, 5) merkezi TSP-1 motifi bulunduran domain, 6) Sisteince zengin
olan bir domain, 7) ara bolge ve 8) C-terminal bolgesinde bulunan TSP motifleri
icerirr. ADAMTS’ ailesinin tiyeleri ECM’ e salgilanan  ve hiicre ylizeyine
baglanabilme 6zelligi olan proteinlerdir [5,21].

Merkezi TS
Pre-Domain (Trembospondin)
Sinyal Peptit Tip-l benzeri Degisken
Dizisi tekrarlar Sisteince sayida TS

Disintegrin .
benzeri dgﬂl'l"lall'l I zengin domain Ara bnlge tekrarlan

Metalloproteinaz
katalitik domain

Pro-Domain

Sekil 1.3: ADAMTSI proteinin domain yapisi.

(Pre-domain, pro-domain, katalitik metalloproteinaz domain, disintegrin benzeri bir domain,
sisteince zengin bir domainTSP1 tekrari, ara domain. [22] ‘den esinlenerek ¢izilmistir.)



1.3.1 ADAMTSY’ in Kanserle iliskisi

ADAMTSI in kanser ile iliskisi ile yapilan ¢ok sayida g¢alisma, prostat,
karaciger ve meme bezi tiimorlerinin ilerlemesi sirasinda ADAMTS1’ in mRNA ve
protein diizeylerinde degisiklik oldugunu ortaya cikarmistir [16]. Yapilan bu
caligmalar sonucu ADAMTSI’ in anjiogenez ile baglantisi oldugu ve anti-
anjiyogenetik rolii belirlenmistir. Anjiyogenez timdriin ilerlemesinde 6nemli bir rol
oynar. Cesitli raporlar ADAMTS1’ in birden fazla mekanizmasinin anjiyogenezi
inhibe etttigini  gostermektedir. Obika ve arkadaslar1 yapmis olduklar
aragtirmalarinda tiimdr biiylimesi ile anjiyogenezle ilgili in-vivo c¢aligmalar ve in-
vitro’ da endotel hiicrelerinde ADAMTS1’ in etkisini arastirmiglardir. Tam
uzunluktaki ADAMTSI ile delesyona ugratilmis katalik ADAMTSI konstraktlarinin
endotelyal hiicrelere transfeksiyonu gerceklestirmislerdir ve her iki sonucta da

endotel olusumunu inhibe ettigini gostermiglerdir [23].

2006 yilinda yaymladiklar1 ¢alismalarinda, Rocks vd., insan kiiclik hiicreli
olmayan akciger kanserlerinde (non-small-cell lung carcinomas, NSCLC) saglikli
dokulara oranla, ADAMTSL1 ekspresyonunun, daha az oldugunu tespit etmislerdir
[24].

ADAMTS], 4, 5, 9, 15 ve TIMP-3 ekspresyonuna DU145, LNCaP, PC3
prostat hiicre hatlar1 kullanilarak bakilan bir ¢alismada, bu hiicrelerin bu proteinleri
stirekli olarak eksprese ettikleri fakat bu prostat stroma hiicre hatlarindaki
ekspresyonunun ise degisiklik gosterdigini tespit etmislerdir [25]. Ayrica bizim
yaptigimiz bir ¢alismada ADAMTS] ve substrati olan VEGF’ in mRNA diizeyindeki
ifadesi DU145 ve PC3 olarak adlandirilan androjen bagimsiz prostat kanser
modellerinde arastirilmis ve ADAMTSL1 ekspresyonunun sadece PC3 hiicre hattinda
tespiti gergeklestirilmistir ayrica her iki hiicre hattinda VEGF ekspresyonu da
gozlemlenmistir [27]. ADAMTSL ile 20’ ye kadar olan ADAMTS iiyelerinin
ekspresyonunun arastirildigi bir ¢alismada meme kanseri hiicre hattinda, insan
saglikli meme kanseri hiicre hattinda ve neoplastik olmayan meme dokusunda
yapilan arastirmada; meme kanseri durumunda, timorin - derecesinden,
heterojenitesinden ve tipinden bagimsiz olarak, ADAMTS iiyelerinin yedi tanesinde
(ADAMTS], 3, 5, 8, 9, 10 ve 18) devamli olarak ekspresyonunun azaldigini rapor

etmislerdir. Gustavsson vd.” nin 2008 yilinda androjen-bagimli ve bagimsiz prostat
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kanserlerinde anjiyogenez ile ilgili yaptiklar1 bir ¢alismada ise ADAMTS1’ in

anjiyogenez regiilasyonunda ekspresyonunun azaldigini tespit etmislerdir [26, 28].

Karaciger kanserleriyle birlikte ADAMTS proteinlerinin ¢alisildig1 caligsmalar
literatiirde ¢ok azdir. Tek ¢calisma Masui ve arkadaslarinin yapmis oldugu calismadir.
Bu c¢alismada ADAMTSI1’ in mRNA ekspresyonunu karaciger kanserinde (HCC)
calismislardir ve 16 karaciger kanseri hastasinda ADAMTSI1’ in ekspresyonunu
belirlemislerdir. Daha sonra ise siroz vakalarindan alinan karaciger dokusundaki
ADAMTSI ekspresyonuyla karsilagtirdiklarinda karaciger kanserinde ADAMTS1’
in ekspresyonunun azaldigini rapor etmislerdir [29]. Ayrica yine grubumuz
tarafindan ADAMTS1 mRNA sinin karaciger hiicre hattinda (Hep3B) ifade oldugu
belirtilmistir [27].

Mide ve bagirsak kanserlerinde ADAMTS proteinlerinin ekspresyonu ile
ilgili yapilan bir arastirmada ADAMTS1’ in kolorektal tiimdrlerde promotor
hipermetilasyonu yoluyla inaktive edildigi tespit edilmistir [30].

Masui vd., ADAMTS1 ve ADAMTSS’ in pankreas kanserlerinde mRNA
ekspresyonunu arastirdiklar1 bir calismada; saglikli doku ve pankreas tiimorlerinde,
ADAMTS1’ in ekspresyonuna bakmiglardir. Saglikli dokuyla karsilastirilan
ADAMTS1 ekspresyonunun pankreas kanserlerinde azaldigmi ve ADAMTS1
ekspresyonuna daha yiiksek diizeylerde sahip olan hastalarda, hayatta kalma
sliresinin retroperitoneal invazyon ve lenf nodu metastazina daha sik rastlandigini

rapor etmiglerdir [29].

ADAMTS1 metastatik karsinomada up-regiile olan bir proteazdir. Kanser
hiicrelerinde asir1 ekspresyon olmaktadir. Ricciardelli vd., nakavt farelerde MMTV-
PyMT fare meme tiimorii modelinde meme kanserinin ilerlemesini ve spontan
metastazi aragtirmislar. Adamts1—/—/PyMT farenin yabani tip ve heterozigot yavrular
ile karsilastirildiginda meme tiimorii ve akciger metastaz tlimor yiikii iceren farelerin
hayatta kalma siireleri azalmistir. ADAMTSI eksik olan farelerde daha diistik timor
yiikii oldugunu gézlemlemislerdir [31].

Chen vd., mide kanseri ve lenf nodu tizerinde ADAMTS1’ in ifadesini
arastirdiklarinda; ADAMTSI’ in mRNA ve protein diizeyindeki seviyesi normal
dokulara oranla birincil tiimorlerde daha diisiik bulmusglardir. ADAMTS1’ in protein



ve mRNA ifadesinin primer tiimorlerdeki lenf diigiimii metastaz1 ile ilgkili oldugu
bulunmustur. Primer mide tiimorleri ve normal dokularda ADAMTSI1 ve VEGF’ in
mRNA ve protein ifadesi arasinda negatif korelasyonun oldugunu bulmuslardir.
Negatif korelasyonda primer mide tiimorlerindeki MVD (mikrodamar yogunlugu) ve
ADAMTSI protein ekspresyonu arasinda bir iligki saptamamislardir. Bunun aksine
ADAMTSI ve TSPI’ in mRNA ve protein ekspresyonunda primer mide timort,
normal dokular ve metastatik lenf diiglimleri arasinda anlamli bir iliski tespit
etmiglerdir. Bu bulgularda da ADAMTSI1’ in ifadesinin, primer mide kanserinde ve
lenf nodu metastazinda es oldugunu gostermektedir. Bununla birlikte mide
kanserinde ve lenf nodiillerinde anti-anjiyojenik aktivitesini kaybetdigini

savunmuslardir [32].

Chen vd., Agustos 2015 de yaptiklar1 bir calismada ise primer mide
timoriinde ve mide kanseri hiicre hattinda ADAMTS1 ekspresyonunundaki
azalmanin metilasyona bagli olup olmadigim1 arastirmiglardir. Buna ek olarak
ADAMTSI metilasyonu ve klinikopatolojik 6zellikler arasindaki iliski primer mide
kanserli hastalarda arastirilmistir. Sonug olarak primer gastrik timor dokularinda
ADAMTSI metilasyon sikligi, normal mide dokular ile karsilagtirildiginda, anlaml
olarak daha yiliksek oldugunu ortaya koymuslardir. Bu nedenle, ADAMTSI’ in
anormal derecede metilasyonunun olmasi mide kanseri gelisiminde ve ilerlemesinde

onemli etkisi olmustur [33].

Yine yapilan bir c¢alismada ADAMTSI’ in, normal doku ile
karsilagtirildiginda  insan  gOgiis  karsinomalarinda  down-regiile oldugu

gozlemlenmistir [12].

1.3.2 ADAMTSY’ in Transkripsiyonel Regiilasyonu

2006 yilinda Lind vd. tarafindan yapilan bir arastirmada fare ADAMTS1
aktivitesini DNA metilasyonunun azalttigi gosterilmistir ve bu da farelerde
ADAMTSI” in aktivitesinin promotor diizeyinde yapildigim1 gostermektedir yani
kanser spesifik hipermetilasyona ugradigi diistiniilmektedir [30]. Yine yapilan bir
caligmada fareye ait bir ADAMTSL1 geninin promotoruna TSA uygulanmistir (TSA
bir HDAC inhibitoriidiir). Bu ¢alisma sonucunda ise fare ADAMTSI1 promotoruna
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SP1 ve HDAC6 baglanmasinin azaldigimi tespit etmislerdir. Sonug¢ olarak bu
caligmada SP1’ in fare ADAMTSI ekspresyonunu azalttigi gosterilmis ve proksimal
bolgede bulunan GC kutularinin inaktivasyon i¢in gerekli oldugu rapor edilmistir.
[34,35].

Hatipoglu vd. tarafindan 2009 yilinda yapilan bir arastirmada hipoksik
ortamda endotelyal hiicrelerde insan ADAMTSL1’ in regiilasyon mekanizmasi
calisgtlmigtir. Hipoksik ortamda, ADAMTS1’ in mRNA ve protein ekspresyonunun
hizli bir sekilde artis gosterdigi ancak calisma yapilan diger hiicre hatlarinda boyle
bir durum gozlenememistir. Ayrica ADAMTS1’ in hipoksik durumda uyarilmasinin
gecici bir durum teskil ettigi, HUVEC (insan Umblical Ven Endotel Hiicresi) hiicre
hatlarinda ise ADAMTSI1 substrati olan VEGF’ nin hipoksiya ile uyarilmasinin
zamana bagli olarak arttig1 tespit edilmistir. Endotelyal hiicrelerde ADAMTS1
hipoksiya durumunda gegici olarak indiiklendigi ve HIF-1" in baglanmasi araciligiyla
transkripsiyonu yapildigi gosterilmistir. Sonug¢ olarak ADAMTS1 in hipoksik

donemde erken regiile olan bir gen oldugu tespit edilmistir [36].

Grubumuzca yiiriitilen TBAG 110T574 nolu proje ile desteklenen ve Yrd.
Dog. Dr. Siimeyye A. Tiirkoglu’nun doktora tezi [10] kapsaminda ADAMTS1" in
Hep3B hiicre hattinda ekspre edildigi, hipoksik kosullar olusturularak HIF1a’ nin bu
kosullarda arttigt ve Hep3B hiicre hattinda normal ve hipoksik kosullarda
ADAMTSI ekspresyonunun 6zellikle 24 saatte arttig1 tespit edilmistir. 2016 yilinda
GENE dergisinde basilan bu calismada SP1 transkripsiyon faktoriinin ADAMTSI1
geninin regililasyonunda énemli bir transkripsiyon faktorii oldugu, azaltici bir etkiye
sebep oldugu bulunmustur. Bir diger transkripsiyon faktorii olan USF Transkripsiyon
Faktortiinin ADAMTSI1 geninin hem mRNA hem protein hemde transkripsiyonel
aktivitede azalisa sebep oldugu da bulunmustur ancak hipoksik kosullarda
istatistiksel olarak anlamli bir sonug elde edilememistir. C/EBPa Transkripsiyon
Faktoriiniin ise ADAMTS1 geni {izerinde herhangi bir etkisi tespit edilememistir
[37].
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1.4  Transforme Edici Biiyiime Faktorii (TGF-p) Ailesi

Evrimin gelisimi ve ¢ok hiicreli yasam formlarinin ortaya ¢ikmasiyla hareket,
boliinme, farklilagma ve organizasyon ig¢in hiicrelerin yetenekleri iizerinde tek tek
sik1 kontrole ihtiyaclar1 ortaya ¢ikmistir. Karmagsik hiicreler arasi iletisim sistemleri,
tiim organizmanin bu sistem iginde bireysel olarak uygun davranmalarini saglamak
icin geligmistir. Transforme edici biiylime faktorii (Transforming Growth Factor-3,
TGF-B) ailesi, gelisimi ¢ok yonlii olarak kontrol eden ekstraselliiler biiyiime
faktorlerinin bliylik bir grubunu olusturur. TGF-B {iyeleri hiicre motilitesi,
proliferasyonu, adezyonu, farklilasmast ve Olimii gibi hiicresel siiregleri
diizenlemede gorev aldiklar1 gibi, organizmanin homeostazisinde, dokularin
gelisiminde ve onariminda da dnemli roller iistlenirler. Bu faktdrlerin tiimii, hiicre i¢i

sinyallerin diizenlenmesinde 6nemli bir yer tutar [38].

Insan genomunda 42 iiyesi vardir, Drosophila da 7 ve Caenorhabditis elegans
da 4 tanedir. Transforme edici biiylime faktorii- f (TGF-B) ailesi bu molekiil
simifinda en 6nemli temsilcilerden biridir. TGF-f’nin 5 izoformu bulunmaktadir.
Bunlar: TGF-bl, TGF-b2, TGF-b3, TGF-b4 ve TGF-b5’ dir. TGF-bl, TGF-b2 ve
TGF-b3 o6zellikle memelilerde bulunmaktadir. TGF-b4 ve TGF-b5 ise bir siiper
ailede bunurki bu aile; kemik morfogenetik proteinler (BMPs), aktivin, miyostatinler
ve inhibin de iginde bulundugu bir ailedir. TGF-B ailesinin birgok {iyesi
bulunmaktadir. Bu ailenin tiyeleri kemik morfogenetik proteinleri, nodals, activins,
anti-Muellerian hormon (AMH), myostatins ve digerlerinin iginde bulundugu
birvirine benzer polipeptit iceren genis bir ailedir. TGF-B, hiicre proliferasyonu,
hiicre boliinmesi, farklilagmasini ve migrasyonu diizenleyen, organizasyon, gog,
yapisma ve Olim tizerinde de etkileri bulunan bir sitokindir. TGF-f hiicre
cogalmasimi inhibe etmek gibi hepatositlerin asir1 biiylimesini kontrol etmek igin
apoptosisi tesvik ettigi de gosterilmistir [39,40]. TGF-B sitokini biiyiimeyi inhibe
eder. TGF-B, bagisiklik sisteminin  6nemli molekiillerindendir ve hiicre
diferansiyasyonunda da rol alir. Hiicre ¢ogalmasi ve farklilagsmasi esnasinda
mutajenlerle gerceklesen degisiklikler, sinyal yollarinda gorevli olan TGF- § nin m-
RNA seviyeleri gen ekspresyon seviyesindeki degisiklikleri etkiler. TGF- , hem
tumor suppressor hemde tiimor promoteri olarak gorev yapar. TGF-f, tumor

progresyonuna neden olurken ayni zamanda tiimériin biiylimesini inhibe eder.
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Karsinogenezisin  premalign fazinda biiyiimekte olan hiicreleri, apoptozis
indiiksiyonu ve diferansiyasyonu inhibe ederken diger taraftan ise TGF-B’ nin
modiile ettigi invazyon, anjiojenezis gibi proseslerde bu inhibisyonun kaybiyla

kanser gelisimi goriiliir [39,41].

Hepatoselliiler karsinom (HCC) daki artis, ge¢ tan1 ve tedavi secenekleri
kisitlt oldugu icin 6nemli bir halk sagligi sorunudur. TGF-f karaciger hasar1 ve
yenilenmenin erken evrelerinde sitostatik sinyalleri saglamak icin bilinen, ancak
tiimor baslamas1 ve karaciger kanseri ilerlemesinde etkileri arttiran bir etki gosterir
[42]. TGF-B sinyal yolunun biyokimyasal omurgasinin ve hiicrelerin bu sinyallere
cevaplarinin nasil gevrildigi saglam bir sekilde aydinlatilmistir. Bu yolun 6ziinde

SMAD transkripsiyon faktorleri yer alir [39].

Transforme edici biliylime faktorii (TGF-p) ailesi, biiyiime ve gelisimi kontrol
eden ekstraselliiler biiylime faktorlerinin biiyiik bir grubunu olusturmaktadir. TGF-f
tiyeleri hiicre proliferasyonu, adezyonu, farklilasmasi, motilitesi ve olimi gibi
hiicresel siiregleri diizenlemede rol oynar. Bu faktorlerin tiimii, hiicre igi sinyallerin

diizenlenmesinde 6nemli bir yer tutar [38].

TGF-B ailesinin tyeleri, TGF-B reseptorlerine sinyallerini iletirler. Bu
reseptorler serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir. TGF-p reseptorleri, yapisal ve
fonksiyonel olarak 2’ ye ayrilir. Bunlar tip | ve tip I’ dir. Tip II reseptoriin, tip |
reseptoriinii uyararak aktivasyonu sonucu TGF-B sinyalli baglar. Aktive olan tip |
reseptorli, SARA gibi bazi molekiiller araciligiyla gerceklestirilen SMAD
proteinlerini fosforlar. Aktive olan SMAD proteinleri ise hiicre ¢ekirdegine sinyal
tagirlar. Tip I reseptor kinazlarin tanimlanmus ilk substratlari, SMAD ailesine mensup
proteinlerdir. Bu proteinler, reseptor sinyallerinin hiicre g¢ekirdegine ve c¢ekirdek

icindeki hedef genlere iletiminde gorevlidirler. [43].

15 SMAD Proteinlerinin Temel Ozellikleri

SMAD proteinleri, Drosophila’ da bulunan MAD (mothers against
decapentaplegic) ve Caenorhabditis elegans’ ta bulunan SMA proteinleriyle
homologtur. Bu ismi iki proteinin isimlerinin kombinasyonundan almaktadir [44].

Insan ve fare genomunda sekiz adet, Drosophila’da dort ve C.elegans’ ta ii¢c adet
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SMAD proteini tanimlanmigtir. SMAD proteinleri 500 aminoasit uzunlugunda,
linker bolgesi ile baglanan 2 kiiresel domainden olusmaktadir [39,45] (Sekil 1.4).

Memelilere ait SMAD proteinleri ti¢ sinifa ayrilir;

1. Reseptor araciligiyla diizenlenen SMAD’lar (R-SMAD’ lar): SMAD1,
SMAD2, SMAD3, SMAD5 VE SMADS8/9,

2. Ortak mediatér SMAD (Co-SMAD): SMADA4,

3. Antagonistik ya da inhibitor SMAD’ lar (I-SMAD’ lar): SMAD6 ve
SMAD7 [46].

A R-Smad Co-Smad I-Smad
Smad1, Smad2, Smadé Smad6
Smad3, Smad5, Smads Smad?7
Kinase sites
PY motif . A
SxS .
MH1 MH2 | 1H: A
‘ > aid? e
he o
Basic Hydrophobic B‘f('c
pocket  corridor pocket
8 Ligands Type Il Type |
(examples) Roceptors Rocaptors ~ R-Seads Co-Smad
BMP2M4T » BMPRA | ALK2 {ActR4A) Smadt
BMPT  — ActRJUIB —%| ALK3 (BMPR-A) Smads
AMK » AMHRA ALKE (BMPR-IE) Seradd @
» ALK1
> Smacd
TOFE — TR < 6
Activin, Nodal —» ActR-Be——1% ALKS(TBRY) Smad2 ~
ALKA (ActR-18) Smad3 RSmad-Smadt complex

~ ALK

Sekil 1.4: SMAD proteinleri ve yapisal elemanlar1 [39].

N- terminal domaini veya ‘’Mad-Homology 1°° (MH1) domaini biitiin R-
SMAD’ lar ve SMAD4 de bulunmakta fakat SMAD6 ve SMAD7 de
bulunmamaktadir. C-terminal veya MH2 domaini tim SMAD proteinlerinde yer
almakta ancak linker bolgesi cesitli alt gruplar arasinda oldukg¢a farkliliklar
gostermektedir. X-Ray kristal yapis1 analizi ile diger fonksiyonel ¢aligmalarla birlikte
MH1 ve MH2 domainlerinin proteinleri ve DNA ile SMAD proteinlerinin ana
etkilesimi icin kritik bilgi sagladigi gosterilmistir. MH1 domaini siki bir sekilde bagli
olan ¢inko atomu tarafindan stabilize edilmis bir DNA-binding modiiliidiir. DNA ile
temast Oncelikle esas olarak biitin R-SMAD’ lar ve SMAD4’ de hairpin yapisi
tarafindan saglanmaktadir. ilging olarak SMAD 2’ nin en fazla splice formu DNA
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baglanma bloklar1 olan insert ( exon 3 tarafindan kodlanan) igerir. MHI domaini
linker bolge tarafindan izlenir. MH1 domainin linker bolgesi, protein kinazlar ve
SMAD4’ deki bir niikleer sinyal tasinmasi (NES) nin birkag sinifi i¢in, fosforilasyon
alanlar1 igerir. Smurf (SMAD ubikuitinasyon ilgili faktor) ubikutin ligazlar igin

baglanma alanlari ile esnek segmentler tarafindan bu kisim takip edilir [39].

SMAD MH2 domaini son derece korunmustur ve sinyal iletimi ¢ok yonlii bir
protein ile etkilesen modiildiir. R-SMAD’ lar C-ucunda korunmus Ser-X-Ser
motifine sahiptir, bu aktiflestirilmis reseptor tarafindan fosforile edilir. Bazik rezidii
etkilesimleriyle kapli bir cep, SMAD4 olmasi durumunda R-SMAD’ larin fosforile
kuyruguyla ve RSMAD’ larin olmas1 durumunda da aktif reseptoriin fosforlu bolgesi
ile etkilesime girer. Bir dizi bitisik hidrofobik yamalar olan Niikleoporinlerin
pargalart ve DNA-binding co-faktorler ile sitoplazmik tutma proteinleriyle
etkilesimlere aracilik eder ve MH2 domaininin ylizeyinde ‘hidrofobik koridor’ olarak
anilir. Ust {iste ¢akisan linker ve MH2 bolgeleri (SMADA4 aktivasyon domaini SAD)

transkripsiyonel aktivatorler ve baskilayicilarla etkilesimlere aracilik eder [39].

1.5.1 SMAD Proteinlerinin Siniflandirilmasi

Insan ve fare genomunda sekiz adet, Drosophila’ da dért ve C.elegans’ ta ii¢
adet SMAD proteini tanimlanmistir [38]. Memelilerde sadece 5 tanesi TGF-B
ailesinin substratidir. SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 ve SMAD8 TGF- j
reseptOr ailesinin substratlari; yaygin olarak reseptor-regiilatdr olarak diizenlenmis
SMAD?’ lar veya RSMAD?’ lar olarak adlandirilir. Memelilere ait SMAD proteinleri
ti¢ sinifa ayrilir; Reseptor araciligiyla diizenlenen SMAD’ lar (R-SMAD?’ lar), Ortak
mediator SMAD (Co-SMAD) ve Antagonistik ya da inhibitér SMAD’ lar (I-SMAD’
lar) dir (Tablo 1.1) [39,46].
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Tablo 1.1: Memelilere ait SMAD proteinlerinin siniflandirilmasi [39,46].

SINIFI

CESITI

ISLEVI

1. Reseptor araciligiyla
diizenlenen SMAD’lar (R-
SMAD?’ lar)

SMAD1, SMAD2,
SMAD3, SMADS ve
SMADS8

TGF-B reseptor ailesinin
substratlaridir. SMAD2 ve 3,
TGF-B, activin  ve nodal
reseptorleri igin substrat gorevi
gorir. SMAD1, 5 ve SMADS,
BMP ve anti-Muellerian

reseptorleri i¢in substrat hizmeti

goriir.
2. Ortak mediator SMAD | SMAD4 R-SMAD’ lar ile etkilesime
(Co-SMAD) girerek  niikleusa  transportu
saglar.
3. Antagonistik ya da| SMAD6 ve SMAD7 | R-SMAD’larin ve Co-SMAD’

inhibitor SMAD’ lar (I-
SMAD’ lar)

larin aktivasyonunu bloke eder

(SMAD inhibitorii).

1.5.2 SMAD Proteinleri ve TGF-p Sinyal iletim Yolu

SMAD’ proteinleri, hiicre ¢ekirdegine sinyal ileten ve DNA’ ya baglanma

yetenegi ile transkripsiyonel kompleks olusturan bir ailedir. SMAD bagimli TGF-
sinyal iletim yolunda, TGF-B’ nin tip II reseptore baglanmasi ile aktif hale gelen
reseptor, tip I reseptdriin GS domaininde bulunan 6zglin serin ve treonin
rezidiilerinden fosforilizasyonunu saglar. Bu GS domaini FKBP12’ yi siirekli inaktif
bazal durumda tutmaya c¢alisir. Daha sonra ise tip I reseptoriiniin bu bolgesi
fosforillenmis olup bir Ser-X-Ser kuyrugu eklenir. Bu fosforillenmis kuyruga Smad
4’ iin de aktif hale gelmis kuyruguyla etkilesime girer. Co-SMAD olan SMAD4 ile
R-SMAD’ larindaki MH2 bélgesinde bulunan fosforilli kuyruk birleserek SMAD

kompleksi olusur ve bu kompleks hiicre ¢ekirdegine sinyali iletir.

TGF-B ve ilgili faktorler, tip I ve tip II reseptorlerine baglanarak ve bunlarin

bir reseptor kopleksi olusturmasi sonucuyla sinyalin aktivasyonu saglanir. Bilinen iki

16



farkli ligand baglanma c¢esidi vardir. TGF-B ve aktivin reseptorleri i¢in karakteristik
olan birinci baglanma ligandin tip II reseptdre direkt baglanmasi ile gergeklesir, daha
sonra tip I reseptor ile bu kompleks (ligand-tip II reseptor) arasinda etkilesim olur.

Tip I reseptorler ligandi tanir ve tip II reseptore baglanir [47].

/<> TGFp

L >
86
Typel | sAval

FKBP12

Smur!
2~
Receptof R-Smad Smad4

complex (D)
\( S
MAPK -

m ¥
() CEED Agvees
\ ub, Transcriptional ® "onar”

C)‘n\ coex %mr
NS /

Sekil 1.5: TGF-B sinyal iletim yolu ve SMAD proteinleri ile iliskisi [38].

Ikinci baglanma ¢esidi ise BMP (Bone Morphogenic Factor) reseptorleri ve
bu gruba dahil olanlar i¢in tipiktir, tip I ve tip I BMP reseptorleri liganda beraber
baglanirlar [48]. Oncelikle aktif, ligand-tipl/tip II reseptdr kompleksi olusur, tip II
reseptOr fosforilasyon ile tip I reseptorii aktive eder, aktif hale gelen tip 1 reseptor
sitoplazmadan hiicre ¢ekirdegine sinyal ileten SMAD2 ve SMAD3 proteinlerini
fosforlar [28,43,45]. Fosforillenmis olan R-SMAD’ lar da SMAD4 (Co-SMAD) ile
birlesirek hiicre ¢ekirdegine tasinirlar [49,50,51] (Sekil 1.5). Sonugta bu kompleks
yapilar ¢ekirdek icinde yalniz veya DNA-baglanma altbirimi ile birlesik halde
bulunabilir ve spesifik promotor elemanlarina baglanarak hedef genleri aktive ederler
[52].

17



1.6 Non-SMAD (SMAD-Bagimsiz) Yolag

SMAD?’ lar sitoplazma ve ¢ekirdek arasinda mekik gorevi goriirler. Aktive
edildikleri zaman, TGF-B reseptorlerindeki yapisal degisiklikler ile SMAD’ larin
dogrudan baglanmasina izin verilir ve tip 1 reseptorlerinin sitoplazmik domainleri
kinaz aktiviteleri tarafindan fosforillenir. Bu sonuclar, ¢ekirdekteki SMAD’ larin
birikimi sonucu hedef gen transkripsiyonunu diizenler [53]. TGF-B sinyalleri
transmembran tip | ve tip Il, serin / treonin kinaz reseptor (sirasiyla TBRI ve TPRII)
tarafindan iletilir. Ayrica TGF-B SMAD-bagimsiz yolakta da kullanilir. TGF-J ile
indiiklenen sinyaller, sinyal bilesenlerinin post-translasyonel modifikasyonlari ile
diizenlenir [54].

SMAD bagimsiz yollarinda, TGF-B reseptorleri araciliiyla fosforilasyon ya
da dogrudan etkilesimlerinin altinda yatan biyokimyasal —mekanizmalar
aydinlatilmistir. In  vitro hiicre modellerinde TGF-p sinyallizasyonunda
gerceklestirilen deneylerde; mitojen-aktive protein kinazlar (MAPK' lar) ERK, Rho-
benzeri GTPaz sinyalizasyon yollari, Ras, p38, c-Jun N-terminal kinazlar (JNKSs) ve
fosfatidilinositol-3-kinaz (PI3K) /AKT yollart non-SMAD baglanmalarina dahil
edilmistir [53,55].

1.6.1 TGF-p Kaynakh ERK Aktivasyonu ve Tirozin Fosforilasyonu

TGF-B aktivasyonu ile Erk MAPK yolagimi gosteren ilk gozlemler, si¢an
bagirsaginda veya mink akciger epitelyal hiicrelerinde yapilan c¢alismalardir.
Epitelyal hiicrelerinde, TGF-B’ ya yanit olarak Ras’ in hizli GTP yiiklemesi Raf’ n
alimina neden olabilir. Boylece, bir MAP kinaz kinaz kinaz (MAP3K), plazma
membrant ve MEK1 aracilifiyla Erk aktivasyonuna yol acgar. Daha sonra epitel
hiicrelerinde, gogiis kanseri hiicreleri ve fibroblastlar da TGF-B ile Erk hizli aktive
olur. TGF-B ile indiiklenen ERK phosphorilasyon kinetigi hiicre tipleri ve kiltiir
sartlarina gore degismektedir. Reseptor tirozin kinaz (RTK) / RAS / ERK, sinyal
yolagi i¢inde, kendi RTK biiyiime faktorlerinin baglanma dimerizasyonu ve RTK
aktivasyonunu uyarmaktadir. Bu oto ve RTK sitoplazmik alanina birden fazla tirosin
tortularinin  trans-fosforilasyonu ile sonuglanir. Fosforilasyon sonrasi tirozin

kalintilari, ya Src homology 2 (SH2) ya da fosfotirozin baglanma (PTB) domainleri
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(Src ve biiyiime faktorii reseptor baglayici protein 2 (Grb2) halinde) ile ¢ok sayida
sinyal molekiilleri i¢in yerlestirme yeri olarak gorev yaparlar. Grb2’ nin SH2 olarak
adlandirilan ve tirozince zengin bir domaini bulunan adaptér bir proteindir. Sos
bolgesinde de aymi sekilde trozince zengin bir domain yapist bulunur. Tirozin
fosforilasyonu ile bu bolgeler etkilesime gegerek bir Grb2 / Sos kompleksi
olustururlar. Bu, GDP ve GTP’ nin degisimini katalizleyerek Ras’ in aktivasyonu
saglar. Ras bir G proteinidir. G roteinleri GDP ya da GTP ye baglanarak faaliyet
gosterirler ve GDP’ ye baglandiklarinda inaktif forma, GTP’ ye baglandiklarinda ise
aktif hale gelirler. GTP bagli iken Ras, bir kinaz olan Raf’ 1 tirozin fosforilasyonu ile
aktiflestirir. Raf da sirastyla Mek ve Erk’ i uyararak MAPK kaskadini aktive eder
[53].

Tip | ve tip Il TGF-B reseptorleri serin-treonin kinazlar da iyi tanimlanmis
olmasina ragmen, TPRII ii¢ tirosin bolgesi lizerinde oto-fosforilasyona maruz kalir.
Bunlar; Y259, Y336, ve Y424 diir. Serin ve threonin {izerindeki otofosforilasyon ¢ok
daha diisiik bir diizeydedir. TBRII, Y284 {izerinde RTK igermeyen Src tarafindan
fosforile edilir. Grb2 ve Shc kenetlenme alani olarak gorev yapar. Boylece MAPK
sinyal kaskad1 icin TBRII koprii gérevi goriir. Ayrica TPRI de, tirozin rezidiileri ile
TGF-f stimiilasyonu sonrasi fosforile edilebilir. TBRI, TRRII’ ye ligand baglanmasi

ve bigimlenmesi ile aktive olur [53].

Epitelyal mezansimal geg¢is icin (EMT), Erk aktivasyonu onemlidir TGF-p’
nin ana biyolojik fonksiyonlarindan biridir. EMT embriyo gelisimi i¢in gerekli olan
normal fizyolojik bir siiregtir ve tiimdr metastaz1 ve fibroz ile baglantili patolojik

stireglerde etkilidir [53].
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Sekil 1.6: SMAD bagimsiz Erk yolu [53].

1.6.2 TGF-B-Aracih EMT, Rho Benzeri GTPazlar

Rho benzeri GTPazlar, RhoA, Rac ve Cdc42 igerir. Dinamik hiicre iskeleti
organizasyonunda, hiicre motilitesi ve gen ekspresyonu etkenlerinin bir ¢esidinin
kontrol edilmesinde dnemli rol oynamaktadirlar. MAPK yolag: gibi, RhoA da, TGF-
B-kaynakli EMT de 6nemli bir rol oynar. TGF-f, hizla epitel hiicreleri ve birincil
keratinositlerde stres lif olusumu ve mezenkimal 6zellikleri igin RhoA bagimli sinyal

yollarini aktive eder [53].

Ancak, RhoA protein seviyesinin down regiilasyonunda TGF-f’ nin, tight
junctions kisimlarida bildirilmistir. Par6, epitel hiicre kutuplarini diizenleyen bir
iskele proteindir ve tight junctionlarda da TPRI ile etkilesime girer. TGF-B
stimiilasyonu, TPRI-TPRII komplekslerininde tight junction donanimin1 ve
birikimini indiikler. TPRII serin rezidisii 345, Par 6° y1 fosforiller. Sonra
fosforilasyon, polarize olmus epitel hiicre yapraklari i¢inde tight junctions larda Par6
toplayan Smurf 1 reseptor kompleksi aktive olur. Par 6/Smurfl kompleksine lokalize
ubikuitinasyon ve hiicresel ¢ikintilardaki RhoA aracilik yapar. RhoA Smurfl-aracil
degradasyonu lokalize bir olaydir ve lamellipodia ve filopodia benzeri ¢ikintilarda
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Smurfl varligiyla gergeklesir. PKC, Cdc42/Racl-Par6 polarite kompleksinin bir
efektoriidiir. Smurfl lokalizasyonunu diizenleyen Smurfl ve hiicresel ¢ikintilardaki
Rho A degredasyonu (aktif ¢ikint1 alanlarinda lokalizasyonu sinirli olan RhoA nin
dogrudan Smurfl” e) dogrudan Dbaglanabilir. Smurfl tarafindan RhoA
ubikuitinasyonunun alanlari, iki tanedir ve bunlar lizin 6 ve 7° dir. Bu iki lizin
mutasyonu TGF-B’ ya yanit olarak tight junctions ve EMT ¢oziilmesini inhibe eder.
Boylece, RhoA degredasyonunun diizenlenmesi yoluyla TGF-B tight junctions ve
aktin hiicre iskeletinin yeniden diizenlenmesini tesvik eder. TGF-p diizenlenmesinde
Rho A aktivitesinde iki farkli mod vardir: stimiilasyonun erken sathasinda RhoA’ nin
hizli aktivasyonunu indiikler ve sonraki asamalarda RhoA protein seviyesini
diizenler. RhoA bunun yani sira, TGF-p da Cdc42 GTPaz aktivasyonuna neden
olabilir [53].

¢ Nucleus

Tight junction
Cell adhesion

% Membrane ruffing

Actin polymerization
Stress fibers

Sekil 1.7: SMAD bagimsiz GTPaz yolu [53].

1.7 Calismanin Amaci

Bu c¢alismada anti-anjiogenetik etkili bir matriks metalloproteaz olan
ADAMTSI’ in, transkripsiyonel diizeyde SMAD transkripsiyon faktorleri ile
regiilasyonu calisilmistir. insan ADAMTSI1 geninin transkripsiyonel regiilasyonu
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konusunda oldukga simnirli bilgi bulunmaktadir. Ozellikle ADAMTS1 promotorunun,
SMAD genleri ile iliskisi ve regiilasyonu konusunda herhangi bir literatiir yoktur.
Grubumuzca, tamamlanmis 2 adet Insan ADAMTS1 konulu TUBITAK projesi

bulunmaktadir.

110T574 nolu hizli destek projesi kapsaminda ADAMTSI1 geninin SP1, USF
ve C/EBP transkripsiyon faktorleri ile regiilasyonu calisilmistir. Insan ADAMTS1
geninin regililasyonuna yonelik ilk ¢alisma Hatipoglu ve arkadaslar1 tarafindan 2009
yilinda yaymlanmistir. Bu ¢alismaya gore, endotel hiicrelerinde hipoksik sartlarda,
ADAMTSI’ in mRNA ve protein ekspresyon seviyesi hizli bir sekilde artmaktadir.
Arastirmacilar ADAMTS1’ in HIFlo’ nin yeni bir hedef geni oldugunu ileri
stirmektedir. Bu ¢alisma hipoksik kosullar altinda genin regiilasyonunu ve HIFla’ y1
incelemektedir. Ancak bu ¢alismada da insan ADAMTSI1 geninin normal oksijen
kosullarinda (normoksiya) nasil regiile edildigi ve hepatoma hiicrelerinde dokuya
spesifik regiilasyonu ile ilgili bilgilere rastlanmamistir. Bu amag¢ dogrultusunda
TBAG 110T574 nolu proje ile arastirmalarini Yrd.Dog¢.Dr. Siimeyye AYDOGAN
TURKOGLU’ nun yaptig1 ve Prof. Dr. Feray KOCKAR’ 1 vyiiriitiiciiliiiinii yaptig1
proje kapsaminda insan ADAMTS1 promotorunun normal oksijen varliginda insan

hepatoma hiicre modeli kullanilarak transkripsiyonel regiilasyonu arastirilmigtir [48].

110T961 numaral1 1001 projemizde ise ADAMTSI geninin TGF-f3 ve VEGF
sitokinleri ile regiilasyonu c¢alisilmistir. Bu 1001 projesinden elde ettigimiz verilere
gore insan ADAMTS1 geni TGF-p sitokini tarafindan upregiile edilmektedir (Sekil
1.8) (tarafimizca literatiire ilk kez sunulacak bir veridir). Ancak bu regiilasyonun
TGF-B sitokininin etki yollarindan biri olan SMAD transkripsiyon faktorleri ile olup
olmadig1 bilinmemektedir. Tamamlanmis olan bu projede ADAMTSI’ in
sitokinlerce regiilasyonunu aydinlatmaya yonelik olmustur. Projede mRNA, protein
diizeyinde ADAMTS1 ekspresyonunun tespiti yapilmistir. Projede bu cevabin hangi
transkripsiyon faktorii ile gerceklestigi gibi bir detaylandirmaya gidilmemistir. Bu
tez kapsaminda, elde edilmis olan sitokin cevabinin SMAD transkripsiyon
faktorlerince olup olmadigini arastirmaya yonelik olarak yapilmistir. Calismamiz
sonucunda elde ettigimiz verilere gore ADAMTS1’ in TGF-p sitokinine olan cevabi

incelendiginde, bu cevabin SMAD bagimli yoldan gergeklestigi diistiniilmektedir.
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TGF-beta sitokinin Promotor Pargalari
Uzerindeki Etkisi
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Sekil 1.8: TGF-f sitokinin normal ve hipoksik kosullarda promotor parcalarina etkisi.

(110T961 nolu Tiibitak proje raporundan alinmustir.)

TGF-p sitokinin promotor parcalari lizerindeki etkisi arastirilmis ve sonugta

normal oksijen kosullarinda her i promotor pargasinda da transkripsiyonel
aktiviteyi arttirdigi tespit edilmistir. Hipoksik kosullar incelendiginde TGF-B
sitokinin promotor pargalart iizerindeki etkisinin farkli oldugu tespit edilmistir.

Hipoksik kosullarda elde edilen verilere bakildiginda farkli bir regiilasyon oldugu

distiniilmektedir.

Bu ¢aligmanin amaci:

Q) SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 genlerini i¢eren Okaryotik ekspresyon

vektorlerinin Hep3B hiicrelerine transfeksiyonunun yapilmasi ve

ektopik ekspresyonun, western blot ve real time teknikleri ile

dogrulanmasi1 (Ko-transfeksiyonlarda SMAD genlerini

vektorlerin kullanimi oncesi test edilmesi amaciyla)

(i)  ADAMTSL promotor bolgesinin 5 ucu sabit tutularak 3’ ucundan

kisaltilarak hazirlanan ADAMTS1 promotor parcalarinin Hep3B

hiicrelerine transfeksiyonu. (Bazal transkripsiyonel aktivitenin

belirlenmesi amaciyla)

(i)  SMAD2, SMAD3 VE SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin
ADAMTS1 promotor dizisinde baglanma motifleri bulunmaktadir. Bu
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(iv)

v)

(vi)

ekspresyon plazmitleri ADAMTSI] promotor pargalariyla birlikte
Hep3B hiicrelerine gecici olarak transfekte edilecek ve lusiferaz
aktivitesi Ol¢iilerek ADAMTSI promotor aktivitesine olan katkilar
belirlenmesi. (SMAD2, SMAD3 VE SMAD4 transkripsiyon
faktorlerinin ADAMTS1 transkripsiyonel aktivitesine olan
katkilarinin belirlenebilmesi amaciyla)

Radyoaktif olmayan EMSA yontemi ile fonksiyonel bir baglanmanin
olup olmadigi Dbelirlenmesi. (Transkripsiyon faktorlerinin
fonksiyonel olarak ADAMTS1 promotor bdolgesine baglanip

baglanmadiginin belirlenebilmesi amaciyla)

Kotransfeksiyondan kantitatif RealTime PCR’a dayali yontem ile
ADAMTS1 mRNA ekspresyon seviyesi karsilastirilmasi. (SMAD2,
SMAD3 VE SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI1

mRNA diizeyine olan etkilerinin belirlenmesi amaciyla)

SMAD inhibitdriiniin uygulandig1 inhibitér deneylerinin kurulmasi.

(Inhibisyon ¢alismalari ile etkinin ortadan kaldirilmasi amaciyla)
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ADAMTS1’ iN SMAD2, SMAD3 ve SMAD4
ILE REGULASYONU

Ektopik Olarak SMAD2, )
SMAD3 ve SMAD4 Ko-Transfeksiyonlar
Ekspresyonu )
~
Hucre Kultart galismalar ADAMTS-1 Promotor
(Hep3B hicrelerinin Parcalar ile SMAD2/3/4
buyttulmesi) ) Transfeksiyonu
( SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 | Transkripsiyonel mRNA Seviyesindeki
igeren vektorlerin Ca/Fosfat Akyv‘ie#ek‘ Degisikliligin
ile Transfeksiyonu Degisiklikler Saptanmasi

R R g3

Western Blot ve

MTT Testiile Realtime PCR Lusiferaz S E:‘\F’“ Real Time
hucre Teknigi ile Oleimi Olgimu PCR
prol\ferasyonuna ektopik
olan etkllswmn ekspresyonunun
arastirimasi Dogrulanmasi
Eger Regulasyon Tespit
Edilirse
EMSA ile baglanmanin inhibisyon Galismalari
gerceklesdiginin (Etkinin ortadan
ispatlianmasi kaldirimasi)
Transkripsiyonel mRNA Seviyesindeki
Aktivitedeki Degisikliligin
Degisiklikler Saptanmas|

Lusiferaz SEAP Real Time
Olgumi Olgumii PCR

Sekil 1.9: Tez ¢aligma basamaklarini 6zetleyen akis diyagramu.
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2. MATERYAL VE METOT

2.1  Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan Kimyasallar

Bu projede kullanilan kimyasal malzemelerin tiimiiniin igerigi molekiiler
biyoloji i¢in uygun saflikta ve sterilliktedir. RNA, DNA ve Protein konstrasyonunun
belirlenmesinde, RT - PZR calismalarinda, qRT-PZR c¢alismalarinda kullanilan
kimyasallar ve enzimler; Molecular probes, LightCycler, Fermentas ve Thermo

scientific firmalarindan temin edilmistir.

Tablo 2.1: Calismada kullanilan kimyasallar, kitler ve tireticiler

Kimyasallar Uretici
Akrilamid-Bisakrilamid Merck
APS (Amonyum persiilfat) Fisher Chemicals
Ampicilin Sigma
Agaroz Prona
BSA (Bovin Serum Albumin) Sigma
Beta-merkaptoetanol Merck
Borik asit Merck
Biotin 3' End DNA Labeling Kit Thermo Scientific
C,H3NaO, ( Sodyum Asetat ) Sigma
CaCl; (Kalsiyum kloriir) Borasan Kimya
C-jun (Sc-44, lot#H0112 rabbit Santa Cruz
polyclonal 1gG)
DMEM Sigma
DEPC AppliChem
DMSO (Dimetil sulfoksit) Merck
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Tablo 2.1: (Devam)

Etanol Sigma
EDTA Riedel
Etidyum Bromiir Sigma
FCS Sigma
Formaldehit Sigma
Goat anti-mouse IgG-HRP Sigma
Gliserol Merck
Hepes Sigma
[zoamil Alkol Fluka
LB-Broth Sigma
LB-Agar Sigma

LightShift® Chemiluminescent EMSA
Kit

Thermo Scientific

MOPS Sigma

MTT Clontech
MgCl2 (Magnezyum klortir) Fermantas
Metanol Sigma-Aldrich

Nylon Membran

Thermo Scientific

NaCl; (Sodyum kloriir) Sigma
NaOH (Sodyum hidroksit) Sigma
NaHPO, ( Soyum hidrojen fosfat) Sigma
PBS Sigma
Pierce ECL (Western Blotting substrat) | Thermo
PVDF Membran Millipore
Page Ruler Prest Thermo
pMetLuc Haberci ve Kontrol vektorii Clontech
Ready-To-Glow Secreted Luciferase Clontech
Reporter Assay Kiti

Stit tozu Santa Cruz
SDS (Sodyum dodecyl sulfate) Sigma-Aldrich
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Tablo 2.1: (Devam)

SiS3 (SMAD3 Inhibitorii, sc-222318, | Santa Cruz
Lot# F2811)

SMAD?2/3 (Sc-133098 lot#j0112 mouse | Santa Cruz
monoclonal antikor)

SYBR® Green PZR Master Mix ve Roche
Gradiend su

Tripsin Sigma

Tris Base Sigma

TGF-p (Lot# 1352669B) Invitrogen-Gibco
Tween 20 Sigma-Aldrich
TEMED (Tetramethylethylenediamine) | Sigma

Tripan mavi soliisyonu Sigma

B-aktin Antikor Sigma

2.1.2 Cahsmada Kullanilan Laboratuvar Gerecleri

Tablo 2.2: Calismada kullanilan cihazlar ve modelleri.

Kullanilan Cihazlar

Model

Buz Makinasi

Fiocchetti Frigoriferi Scientifici, italya

Buzdolab1 Arcelik, Tiirkiye

CO2 'li inkiibator Nuair

Calkalamali Inkiibator Shel-Lab, USA

DNA elektroforezi Minicell Primo

Etiiv WTB, Germany, Niive, Tiirkiye

Goruntilleme Cihazi

Fusion FX VILBER LOURMAT

Hassas Terazi

Sartorius

Isitmali Manyetik Karistirict

Velp Scientifica, Ispanya
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Tablo 2.2: (Devam)

Is1 kontrollii ¢alkalamali inkiibator GFL, Almanya
Inverted Mikroskop Nikon
96 kuyulu plaka okuyucu Bio-Tek

spektrofotometre

Laminar Air Flow

Telstar BIOII, Ispanya

Luminometre

Thermo

Otomatik pipetler

Finnpipette

Otoklav Hirayama, Japonya
pH Metre WTW, Almanya
PZR BioLab

RNA elektroforezi Thermo

Sicak su banyosu

Consort, ingiltere

37°C Su banyosu Poly Science
+4°C Sogutmali Mikro santrifiij Thermo
(Ependorf)

+4°C Sogutmali Makro santrifiij Sigma

(Falkon)

Santrifiij (Ependorf)

Mikro 120 Hettich

Santrifiij (Falkon)

Niive NF815

Saf su cihaz1

Destilasyon 3.1 (Comecta Sa)

-80°C ultralow freezer

Sanyo, Japonya /WiseCryo

UV Jel Goriintiileme Quantum-Capt
Vorteks Elektromag, Tiirkiye
gRT PZR Roche

Qubit Invitrogen
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2.1.3 Calsmada Kullanilan Hiicre Soyu

Bu projede kullamlan Insan Karaciger Karsinomu (Hep3B) hiicre hatti

Cardiff Universitesinden Dr. Ramji’ den sagland.

2.1.4 Cahsmada Kullanilan Vektorler

Calismada kullanilan ADAMTS1 promotor pargalari lusiferaz tabanli bir
vektor olan pmetluc vektorii igerisindedir. Promotor aktivitesini belirlemek igin
raportor (Haberci) gen olarak Metridia longa (marin copepod) lusiferaz geni iceren
pmetluc vektor sistemi kullanilmistir. Bu sistemde Lusiferaz proteini medyuma
salindig1 icin lusiferaz aktivitesini belirlemek hassas, giivenilir ve hizlidir. pMET-
Luc kontrol vektdrii ve Seap kontrol vektorleri transfeksiyon ¢alismasinin basarisini

kontrol etmek icin kullanilmistir.

Secreted
pMetLuc- Metrdia
Control
m‘ bp Y Notl

Kany
Neo

Sekil 2.1: pMET Luc kontrol vektorii.
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232)
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TB = Transcription blockar

Sekil 2.2: pSEAP2 kontrol vektorii.

\ MCS |
\ Bglll  Sall
Xhol  Sacll
\ Sacl  Apal
Hindlll BamHI
| EcoRl  Agel

| Pstl
| -

Secreted
Metridia
Luciferase
pMetLuc-
Reporter

4090 bp

Notl
(759)

Kan'/
Neo'

Sekil 2.3: pMETLuc reporter vektor haritasi.
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2.2 Metot

2.2.1 Cahsmada Kullanilan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve

Sterilizasyonu

Biitiin cam malzemeler, manuel hazirlanan bazi soliisyonlar, pipet uglari,
ependorflar, santrifiij tiipleri, bakteri kiiltiir ortamlar1 121°C’ de 30 dakika (1,02 atm

basingta ) otoklavda steril edildi ve etlivde kurutularak kullanildi.

Doku Kiiltiirii Laboratuvart 6zellikle Laminar Flow ve hiicrelerin
biiyiitiildiigli inkiibatér her hafta periyodik olarak virkon igeren sivilarla temizlendi.
Calismaya baslanmadan Once en az yarim saat UV lamba acildi ve her calismada

kullanilacak ortam tekrar steril edildi.

2.2.2 Hiicre Kiiltiirii Teknikleri

2.2.2.1 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilacak Malzemelerin Hazirhg

2.2.2.1.1 FCS Hazirlanmasi

FCS (Fetal Calf Serum)’ nin tasinmasi soguk zincirle yapildi. —20°C’ de
saklandi. Stok serum ilk kullanimdan &nce +4°C bir gece buzlarmin ¢oziinmesi
saglandi. Daha sonra 37°C’ de 15 dakika ve 56°C” de 35 dakika 1s1 ile inaktive
edilerek alikotlar1 yapilip filtrelendikten (0,22 um) sonra tekrar -20°C de saklandh.
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2.2.2.1.2 Hiicre Kiiltiirii Medyumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiri medyumu DMEM (Dulbecco’s Modified Eagles Medium)
icine bazi zamanlarda Penicillin son konsantrasyonu 100 iinite/ml, Streptomycin son
konsantrasyonu 10 pg/ml ve her zaman FCS (Fetal Calf Serum) son konsantrasyonu
%10 olacak sekilde eklenmistir. Tim bilesenler 0,22 um olan steril filtreden

stziilerek kullanild.

2.2.2.1.3 Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi

%0,05 Tripsin ve 0,5 mM EDTA, steril PBS (1 X) igerisinde ¢6ziildi. Bu
cozelti steril cam malzemeler kullanilarak hazirlandi ve 0,22 um’ lik filtreden

gecirilerek steril edildi. -20°C’ de muhafaza edildi.

2.2.2.1.4 Cahsmada Kullamlan Hiicre Soyu ile Yapilan islemler

Hiicreler uzun siireligine -80°C” de saklandi. Hiicre hatlarmmn, biiyiitiilmesi
i¢in -80°C’den ¢ikarilan hiicreler 37°C sicakligindaki su banyosuna alind1 ve hizlica
¢oziinmeleri saglandi. Coziinen hiicreler 5 ml %10’ luk FCS iceren DMEM’ e alindu,
alt ust edilerek 1000 rpm' de 5 dakika santrifiij edildi. Siipernatant uzaklastirildi,
olusan pellet %10’ luk FCS iceren DMEM ile ¢oziildi ve 75cm? lik flasklara ekimi
yapild. Flasklar isim tarih ve pasaj numaralari yazilarak etiketlendi ve 37°C’ de %5

CO; igeren inkiibatore kaldirildi.

Hiicreler 75 cm?’ lik flasklarin %90’ nin1 doldurunca igerisindeki medyum
uzaklagtirildi ve 3 ml Tripsin-EDTA eklenerek 3 dakika inkiibatérde hiicrelerin
kalkmas1 beklendi ve tripsinizasyon sonucu hiicreler kaldirildi. Hiicreler yiizeyden
ayrilinca 5 ml %10 FCS igeren medyum eklenerek Tripsin-EDTA inaktive edildi.
Falkonlara alinarak 1000 rpm' de 5 dakika santrifiij ile hiicreler ¢oktiiriildii.
Stipernatant uzaklastirildi, pellet 2 ml medyum ile ¢6ziildii ve flasklara ekim yapildi.
Flasklar etiketlenerek 37°C, %5 CO, iceren inkiibatore konuldu. Bu teknik ile
Hep3B hiicre hatt1 %10 FCS igeren 15 ml DMEM medyumu igerisinde 75 cm®

flasklarda, haftada 1-2 kez rutin pasaj yapilarak iiretildi. Hiicrelerin dondurulmasi
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i¢in de siipernatant uzaklastirildiktan sonra bu kez pellet 1 ml de %10 DMSO igeren
FCS ile dikkatlice ¢oziildii, cryovial tiiplerine konuldu ve etiketlenerek -80°C’ deki

dolaba uzun dénem i¢in kaldirildi.

2.2.3 DNA ile Ilgili Teknikler

2.2.3.1 Biiyiik Olgekli Plazmit izolasyonu (Maxi Prep.)

Ilgili ekspresyon vektorlerinin E.coli, DH5a soyuna transformasyonlar
onceden gerceklestirildi. Islemlere baslamadan &nce biitiin kullanilacak cam
malzemelerin sterilizasyonlar1 gergeklestirildi. Biiyilkk miktarda ve transfekte
edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu i¢in Endo-free Maxi Prep Kit
(Fermentas) kullanildi. Kit protokolune gore, uygun konsantrasyonda segici
antibiyotik iceren 2-5 ml LB besiyeri igerisine tek koloni ekim yapildi. 37°C de 1
gece 200 rpm de calkalamali etiivde inkiibe edildi. Siire sonunda baslangi¢ kiiltiirii
1/500-1/1000 arasinda segici antibiyotik i¢ceren LB medyumda dilue edilir. Yiiksek
kopyali plazmitler i¢in 100 ml LB medyum, diisiik kopyali olanlar i¢in 250 ml LB
medyum kullanilir. 37°C de 12-16 saat 250 rpm’de inkiibe edilirek bakterilerin
biiyiimesi beklendi. Bakteriler yeterli yogunluga ulastiktan sonra +4°C’ de 6000 rpm’
de 15 dakika santrifiij yapilarak protokoliin diger basamaklart uygun sekilde
gerceklestirildi. Spektrofotometrede olgilimleri yapildi. Sonugta yiiksek saflikta ve
yogunlukta DNA elde edildi.

2.2.3.2 DNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen plazmitlerin miktarlart ve safliklari 260 nm ve 280 nm’ de
absorbanslarinin dl¢limii ile hesaplandi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger i¢in
200 ul dH,0, DNA o6lgiimleri igin 195 pl dH,O ve ilgili plazmit DNA konuldu. Elde
edilen absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller

kullanildi.

DNA miktar1 = A260 x 50 x 40 ng/ul Saflik = A260 / A280
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2.24 MTT Cahsmasi (Ekspresyon Vektorlerinin ve TGF-p Sitokinin
Sitotoksik Etkisini Test Etmek icin)

2.2.4.1 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayim

Canli hiicrelerin belirlenmesi ve hiicre sayimi igin tripan mavisi ile boyama
yontemi kullanilmigtir. Toplam hiicre siispansiyonun mililitresindeki hiicre sayisi
hesaplamak igin iizeri 25 kiigiik kareye ayrilmis, 1 mm? alan igeren, 0,1 mm derinligi
olan ve boylelikle toplam hacmin hesaplanabildigi hemositometre (Sekil 2.4) lami
kullanildi. Flasklardan tripsinizasyon ile kaldirilan hiicreler 1000 rpm’ de 5 dakika
santrifiij edildi. 10 ml %10 FCS i¢eren medyumda ¢oziildii. Canli ve 6lii hiicreleri
ayirt etmek igin 10 pl hiicre siispansiyonu esit hacimde tripan mavisi (1:1 dilusyon
oraninda) ile 3-5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Olii hiicreler mavi
boyanirken canli hiicreler boyanmamistir. Boyanmayan hiicreler sayilmistir. Bu
islemde iki farkli boyama iglemi yapilarak ve her boyamada 2 kez sayim yapilarak

toplam 4 sonucun ortalamasi ile asagidaki formiil kullanilarak hesaplanmistir.

Stispansiyonun mililitresindeki toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille

bulunur:

Toplam canli hiicre sayisi/ml = Hemositometre sayim sonucu x 2 x 10*
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Sekil 2.4: Hemositometre.

2.2.4.2 Kalsiyum-Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

Tablo 2.3: Transfeksiyon ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

2 mM CaCl, 14,7 g CaCl; tartildi, 50 ml’ ye distile su
ile tamamlandi. Otoklav yapilarak filtre
edildi ve +4°C° de saklandu.

2X Hepes 1,6 g NaCl, 0,04 g Na;HPO,4, 1,3 ¢

Hepes tartildi ve 100 ml’ ye distile su ile
tamamlandi. pH 7,05 — 7,12 araligina
ayarlandi. Otoklav yapilarak filtre edildi
ve -20°C’ de saklandh.

2.24.3 MTT Uygulamasi

96 kuyulu plakalara her biri kuyuya 50.000 hiicre olacak sekilde paylastirilan

hiicrelere yapilan transfeksiyon isleminden sonra uygun zaman araligini tamamlayan

gruplara 20 ul MTT solusyonu herbir kuyuya uygulandi ve hiicrelerin MTT’ yi

metabolize etmeleri i¢in 37°C” de 4 saat beklendi. Medyum uzaklastirildi. 0,004M

HCI igeren isopropanol uygulanarak olusan Formazan kristalleri MTT solusyonu ile
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pipetaj yardimiyla ¢o6ziildii ve hiicrelerin 550 nm dalga boyunda spektrofotometrede

absorbans degerleri alindi.

2.2.5 Transkripsiyonel Aktivite Deneyleri

2.2.5.1 Plazmitlerin Ca-Fosfat Presipitasyonu ile Gegici Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler 1 glin 6nceden 12 kuyulu plakalara 250.000/kuyu
olacak sekilde paylastirildi. 45 pl son hacimde; 2 M CaCl soliisyonu ilave edilerek
DNA (0,5 pg) ile karistirildi. Karigimin iizerine 45ul 2 X Hepes damla damla
eklendi ve presipitasyonun olusmas: i¢in yarim saat beklendi. Siirenin sonunda
presipitasyon olustuktan sonra karisim her bir kuyuya 90 pl olacak sekilde damla
damla eklendi. Hiicreler 6 saatlik inkiibasyon icin CO;’ li inkiibatére kaldirildi.
Siirenin sonunda kuyulardan medyum uzaklastirilarak tiim kuyulara %0,1° lik BSA
igeren medyum konuldu ve 1 saat sonra ilgili kuyuya 500U/ml TGF-B sitokini
uygulandi. 24, 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda lusiferaz ve salinan

alkalin fosfat aktivitesi luminometre ile ol¢tildii.

Hiicrelere = promotor  parcasin1  igeren  rekombinant  plazmitler
(pMetLuc+ADAMTS1promotor) ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz
edilmesi amaciyla 0,5 pg SEAP (SEAP-2-secreted alkaline fosfatase) vektorii de
transfekte edildi. Bazal aktivite ile (pMetLuc+ADAMTS1promotor+SEAP-2)
SMAD transfekte edilen gruplarin sonuglari karsilastirildi
(pMetLuc+ADAMTS1promotor+SEAP-2+SMAD2-4 veya SMAD3-4). Lusiferaz
enzim aktivitesini belirlemek i¢in ‘Clontech Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase
System’ kullanilmistir. Olgiimler Luminoskan Ascent marka luminometre ile
almmistir. Cikan degerler excel de Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine
oranlanarak sonuglar normalize edildi. Transfeksiyon etkinligi ise pmetluc kontrol
vektorii ve SEAP kontrol vektoriiniin birlikte ve ayri1 ayri transfeksiyonu ile

degerlendirildi.
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2.2.5.2 Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iimii

Tablo 2.4: Lusiferaz aktivite 6l¢iim ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

10 X Substrat Cozeltisi Kit igerisindeki liyofilize substrat esit
hacimdeki substrat buffer ile ¢6ziildii.

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu 10 X substrat ¢6zeltisinin, 1/10 oraninda

kullanilacak kadar miktari, reaksiyon
tamponu ile sulandirildi. Her 6l¢iim igin
1 ul (384 well plate i¢in) kullanildi.

12 kuyulu plakalara transfekte edilen promoter pargalarinin bulundugu
medyumlardan istenilen saatler sonunda hiicre medyumu alindi. Sonuglarin
okunmas i¢in; 384 kuyulu plakalara 9 ul hiicre kiiltiirii medyumu eklendi. 10 X
Lusiferaz substrat solusyonu hazirlandi. Kullanmak {izere Reaksiyon tamponu ile 1
X’ e sulandirildi. Bir Ornek igin taze hazirlanmis 1 X Substrat/Reaksiyon
tamponundan 1 pl kullanildi ve biitiin 6rnekler luminometrede tek tek konularak

Olcldii.

2.2.5.3 SEAP Aktivitesinin Ol¢iimii

Tablo 2.5: Seap aktivite dlglim ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

1 X Dilisyon Tamponu Kit icerisindeki 5 X diliisyon
tamponundan ¢alismada kullanilacak
hacim kadar1 1 X’ e distile dH,O ile
sulandirildi. Her 6rnek igin 15 pl (384
well plate i¢in ) kullanildi.

12 kuyulu plakalara yapilan transfeksiyon sonrasinda istenilen saatler
sonunda sonuglar i¢in alman 25 pl hiicre kiiltiiri medyumu 96 kuyulu plakalara
eklendi. 5 X diliisyon tamponu 1 X’ e ddH,O ile diliie edildi. 75 pul 1 X Diliisyon
tampon 6rneklere eklendi ve plaka alimiinyum folya ile sarilarak 65°C’de 30 dakika

bekletildi. Ardindan 2-3 dakika buzda bekletildi ve daha sonra oda sicakligina
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getirildi. Oda sicakligina getirilmis olan SEAP substrat ¢ozeltisinden 40 pl eklendi
ve omekler oda sicakliginda 30 dakika bekletildi. Islem sonunda sonuglar

luminometrede ol¢iildii.

2.2.6 mRNA Seviyesindeki Etkilerin Analizi ile Tlgili Teknikler

2.2.6.1 Plazmitlerin Gegici Transfeksiyonu icin Deney Diizeninin

Kurulmasi ve RNA izolasyonu

25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat 6nce hiicreler yaklasik 2x10° hiicre
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’ lar sirasiyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde SMAD2, SMAD3, SMAD4 ve 2M CacCl; ayr1 bir tiip
icinde hazirlanidi. Ayrica kontrol icin pMETLuc kontrol vektdrii de transfekte edildi.
Uzerine 2 XHepes eklenerek 45 dakika presipitasyon i¢in oda sicakliginda bekletildi.
DNA: Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra karistm damla damla
kuyucuklara 270 pl olarak eklendi. Her damladan sonra flask hafifce sallanarak
karigtmin dagilmasi saglandi. 6 saat inkiibasyon siiresinden sonra transfeksiyon
solusyonu degistirilerek, taze medyum eklendi. 1 giin sonra tiim flasklara %0,1” lik
BSA igeren medyum konuldu ve 1 saat sonra ilgili flasklara 500 U/ml TGF- sitokini
uygulandi. Ornek alinacak saatler sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi ve pellet
haline getirilerek RNA izolasyonlar1 yapildi. Kontrol ve deney gruplarina ait
pelletlerden RNA’ lar ticari kitte (Fermentas) belirtilen islem basamaklari
uygulanarak izole edildi. Tiim asamalarda sterilizasyona dikkat edildi ve ozellikle
DEPC’ li dH,O ile tim yiizeyler temizlendi. Elde edilen RNA’ lar -80°C

dondurucuda uzun dénemde saklandi.

2.2.6.2 RNA Miktarinin Spektrofotometrik Olarak Belirlenmesi

Izole edilen RNA’larin miktarlar1 ve safliklarmin tayini ig¢in 260 nm ve 280
nm’ de absorbanslar1 alindi. Bu amagla kuvartz kiivetlere kor deger i¢cin 200 pl

dH,0, RNA &lgtiimleri igin 195 pl dH20 ve Sul ilgili RNA konuldu. Elde edilen
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absorbans degerleri ve safliklarinin degerlendirilmesi i¢in asagidaki formiiller

kullanildi.
RNA miktar1 = A260 x Sulandirma Katsayisi x 40 ng/ul

Saflik = A260/A280

2.2.6.3 Formaldehit Jel Elektroforezi (RNA jeli)

Tablo 2.6: Formaldehit jel elektroforezi ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

10 X FA Jel Tamponu 41,9 g MOPS (asitsiz), 6,8 g Na-asetat
tartildi, 20 ml 0,5M EDTA eklendi. pH
7,00,2’ ye ayarlandi ve 1 litreye
tamamlandi.

FA Jel Yiiriitme Tamponu 100 ml 10 X FA Jel tampon stogundan,
20 ml %37’ lik (12,3 M) formaldehit,
880 ml DEPC” li su ile 1 litreye
tamamlandi.

Tablo 2.7: DEPC' li dH,0.

Cozelti Icerigi
g

1 It DEPC’ li H,0O 1 ml DEPC, 1 It dH,0’ ya eklendi ve
37°C’ de 1 gece bekletildi.

Elektroforez tanki, aparatlari ve kullanilan cam malzemeler jel dokiilmeden
once %0,5” lik SDS ile yikandiktan sonra DEPC’ li sudan gecirildi. Daha sonra
etanol ile yikandiktan sonra pecete lizerinde kurumaya birakildi. 0,5 g agaroz, 5 ml
10 X FA jel tampon ve 50 ml DEPC’ li su mikrodalgada kaynatildi ve buharlagsma
bitene kadar sogumaya birakildi. 900 pl formaldehit ve 1 pl etidyum bromiir
eklenerek kasete dokiildii. Jel donduktan sonra kaset 1 XFA jel tamponu ile
doldurulan tanka yerlestirildi. 5 pl RNA 6rnegi ve 3 pl 2 X yiikleme boyasi 65°C” de
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10 dakika bekletildi ve buzda sogutulduktan sonra kuyulara yiiklendi. RNA’larin

kalitesi goriintiilendikten sonra diger basamaklara gecildi.

2.2.6.4 Reverse Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonlar1 (RT-PZR)

RT-PZR iki ayr1 basamakta kullanildi. Birinci basamakta Reverse-
Transkriptaz (RT) kullanilarak cDNA sentezlenmesi gergeklestirildi, ikinci
basamakta ise gene spesifik primerler ile ilk basamakta elde edilen cDNA
kullanilarak ilgili gen bolgesinin amplifikasyonu, Polimeraz Zincir Reaksiyonlar

(PZR) gergeklestirildi.

2.2.6.5 cDNA Sentezi

Elde edilen RNA’ larin miktarlar 2.2.6.2¢ de belirtildigi gibi hesaplandi.1 pg
RNA olacak sekilde alinmasi1 gereken miktar hesaplandi. 1ul Oligo dT eklenerek
dH,0 ile 12,5 ul’ ye tamamlandi. 65°C’ de 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edildi.
Her bir 6rnek icin 4 pl Buffer RT, 2 ul ANTP, 1 pl Revers Transkriptaz ve 0,5 pl
Ribolock Inhibitdrden olusan karisim hazirlandi. Bu karisimdan her bir tiipe 7,5 ul
paylastirildi. Ornekler 42°C de 1 saat ve 72°C 10 dakika PZR cihazinda inkiibe
edildi.

2.2.6.6 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cDNA Kontrolii

cDNA eldesinden sonra Insan-B-2 Mikroglobulin igin optimize edilen
sartlarda (tablo 3-3) PZR yapildi. PZR reaksiyonlar1 50 pl hacimde yapildi. Kalip
olarak H-B-2 Mikroglobulin igin 1ul ¢cDNA kullanildi. Her bir primer son
konsantrasyonu 2 ng, 1 X Tampon (Fermentas) (50 mM KCI, 10 mM Tris-HCI, pH
9.0, %1 (v/v) Triton X-100), 200 mM her bir ANTP ve 2,5 {inite Taq DNA polimeraz
(Fermentas) kullanildi. MgCl, konsantrasyonu 2mM olarak kullanilmistir. PZR

sonuglar1 agaroz jelde goriintiilenmistir.
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2.2.6.7 Agaroz Jel Elektroforezi

%0,8” lik jel hazirlayabilmek i¢in, LB Agar ve 0,5X TBE erlene konularak
mikrodalga firinda kaynatildi ve jel sogumaya birakildi. Jel kasete dokiilmeden 6nce
tizerine UV translaminatérde goriintiileyebilmek i¢in son konsantrasyon 0,5 pug/ml
Etidyum Bromiir eklendi. Kasete taraklar yerlestirildikten sonra jel kasete dokiildii ve
donmaya birakildi. Polimerizasyon olugmasinin ardindan taraklar ¢ikarilarak
kuyulara &rnekler 25 pl olarak yiiklendi. Orneklerin jelde vyiiriitken takibini
yapabilmek i¢in ve drneklerin kuyulara inmesini saglamak amaciyla tizerlerine 6 X
Loading Dyne boya konuldu. 25 pl hacim igerisine 5 pl boya eklendi. DNA
elektroforez tanki 0,5 X TBE ile doldurularak 90 V da 40 dk yiritilerek

goriintlileme yapildi.

2.2.6.8 Ger¢ek Zamanh PZR (Real Time PZR)

Her deney seti igin 3 tekrarli olarak ‘LightCycler 480 SSYBR Green | Master'
gercek zamanli PZR kiti kullanilarak belirtilen kosullarda gercek zamanli PZR
yapildi. 96 kuyulu plakalara belirtilen solusyonlar belirtilen miktarda konuldu.
Kuyularda hava kabarcig1 olmamasina dikkat edildi. Plaka film ile kapatilarak Roche
Real Time PZR cihazina konuldu. Elde edilen Ct degerleri oncelikli olarak 3 tekrarl
calisildigr i¢in her deney grubu igin elde edilen degerlerin ortalamasi alinmustir,
ardindan tek bir kontrol olmasi hedeflendigi i¢in her zaman dilimine ait kontrol
gruplarinin ortalamasi alinmigtir. Daha sonra kontrol genimiz olan Human-B- 2
mikroglobiilin geninin Ct degerleri ile bulunan Ct degerinin formiilii asagidaki

gibidir;

CtH-B-2 —Ctcalisilan gen = ACt

Hedef ct degeri = 2-ACt
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Tablo 2.8: Real Time PZR bilesenleri.

BILESENLER MIKTAR
cDNA 1ul
Primer-Forward 0,5 ul
Primer-Reverse 0,5 ul
dH,0 3ul
Master Mix Sul
Son Hacim 10 ul

Tablo 2.9: Real Time PZR kosullari.

Sicakhk Siire Dongii
95°C 10 dk 1
95°C 10 sn
60°C 10 sn 35
72°C 10 sn
72°C 5dk 1
Erime Egrisi Analizi - 1
Tablo 2.10: Calismada kullanilan primer bilgileri.
ADAMTS1
Forward Reverse Accession | Product | Annealing
Number Size sicakligt
5’- 5’- NM_00698 | 241 bp 50°C
CAGCCCAAGGTT | TTCACTTCGATGT 8
GTAGATGGTA-3’ TGGTGGCTC-3’
(2475-2496) (2716-2695)
Hp2
Forward Reverse Accession | Product | Annealing
Number Size sicakligt
5’TTTCTGGCCTG | 5>CATGTCTCCATC | NM_00404 | 314 bg 600C
GAGGCTATC ‘3 CCACTTAACT ‘3 8
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Tablo 2.10: (Devam)

SMAD?2
Forward Reverse Accession | Product | Annealin
Number Size g
sicakligi
5- 5- XM_00672 | 329bp | g2°c
CGCCAGTTGTGAA | GGGATACCTGGAG 2451.1
GAGACTGCTGG - | ACGACCATCAA-3
3
SMAD3
Forward Reverse Accession | Product | Annealin
Number Size g
sicakligi
5- 5- NM_00590 | 135bp | ¢3°c
GTGAAGCGCCTG | ATTGAAGGCGAAC 2.3
CTGGGCTGGAA 3° | TCACACAGCTcc -3’
SMAD4
Forward Reverse Accession | Product | Annealin
Number Size g
sicakligi
5'- 5'- NM_00535 | 355bp | s55°c
TGAAAGTTTGGTA | TCACCATCATACT 9.5
AAGAAGCTGAAG | TGATGGAGCAT -3’
-3
2.2.7 Protein ile Tlgili Teknikler
2.2.7.1 Deney Diizeninin Kurulmasi ve Protein Ekstraklarinin

Hazirlanmasi

25cm? flasklarda transfeksiyondan 24 saat once hiicreler yaklasik 2x10°
olacak sekilde yayildi. Transfekte edilecek DNA’ lar sirastyla 10 pg son
konsantrasyonda olacak sekilde SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 ve 2M CaCl, ayr bir
tiip icinde hazirlandi. Uzerine 2 X Hepes eklenerek yarim saat prespitasyon igin oda

sicakliginda bekletildi. DNA: Kalsiyum fosfat prespitasyonu olustuktan sonra
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karisim damla damla kuyucuklara eklendi. Flask hafifce sallanarak karigimin
dagilmasi saglandi. 6 saat sonra transfeksiyon solusyonu degistirildi. Tiim kuyular
%0,1° lik BSA i¢eren medyum konuldu ve 1 saat sonra ilgili kuyuya 500 U/ml TGF-
B sitokini uygulandi. Istenilen saat sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi ve pellet
haline getirilerek protein izolasyonlari i¢in -80°C dondurucuda saklandi. Pelletler -
80°C dondurucudan alinarak buz iizerinde erimesi saglandi. Herbir &rnek icin 100 pl
Ripa Buffer eklendi. 45 dakika boyunca 10 dakika siire arayla pipetaj yapildi. +4°C
sogutmal1 santrifiijde 12000 g’ de 10 dakika santrifiij yapildi. Supernatant

sogutulmus ependorfa alind1. Ornekler -80°C dondurucuda saklandi.

Tablo 2.11: Ripa Buffer ¢ozeltisinin igerigi.

Bilesenler (Son Konstrasyon) Aliman miktar
10 mM TrisCl (pH:8) 500 pl

%1 Triton X100 500 pl

%0,1 SDS 10 ml

%0,1 Sodyum deoxycholate 0,059

1 mM EDTA 100 pl

1 mM EGTA 500 pl

140 mM NacCl 7 ml

Proteaz Inhibitorii 2 tablet
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2.2.7.2 Protein Miktarinin Qubit ile Belirlenmesi

Ornek basma 199 pl Qubit Reagent Protein Buffer ve 1 pl Reagent
boyasindan eklenerek bir karisim olusturuldu. Bu karisimdan 199 pl ve 1 ul de
protein konularak 10 saniye vorteks yapildi. 15 dakika oda sicakliginda beklenerek

Qubit cihazinda 6l¢lim alindu.

Protein Miktar1 = Cihazda okunan deger X 200 (Seyreltme Katsayisi)

2.2.7.3 SDS PAGE

Elektroforez aparatlari, cam levhalar ve tanklar su, %70 etanol ve %90
izopropanol ile baslamadan dnce temizlendi. Ilk olarak ayirma jeli tabloda belirtilen
sekilde hazirlandi, {ist kistmda 3 cm bosluk kalacak sekilde dokiildii. Hava kabarcigi
olusmast halinde %90 izopropanol eklenerek giderildi. 30-40 dakika jelin
polimerizasyonu icin beklendi. Jel polimerize olduktan sonra izopropanol
uzaklastirilarak ddH,O ile yiizey yikandi. Kurutma kagidi ile yiizey kurutuldu.
Ardindan yigma jeli dokiildii ve jel donmadan hemen kuyu olusumu igin tarak
yerlestirildi. Yigma jelinin polimerizasyonundan sonra, tarak ¢ikarildi ve
kuyucuklardaki hava kabarciklarinin uzaklagtirilmasi i¢in yine ince seritler halinde
kesilmis kurutma kagidi kullanildi. Daha sonra hazirlanan jeller tank igine

yerlestirildi.

Miktarlar1 hesaplanan proteinlerin 22,5 pl hacimde alindi. Protein Ornegi
basina 900 ul 4 X Sample Laemli Buffer’a 100 ul B-merkapto etanol eklenerek bir
karisim hazirlandi. Bu karisimdan 7,5 ul alinarak proteinlere eklenerek son hacim 30
pl olacak sekilde tamamlandi. Ornekler 95°C° de 5 dakika denatiire edilerek
proteinler hazirlandi. ilk kuyuya 5 pl Prestained Protein Ladder yiiklenerek diger

kuyulara proteinleri yiikleme islemine ge¢ildi.

Jelin yiiriitiilmesi i¢in, 0.1 (w/v) SDS iceren 1 X Running Buffer ile tank
doldurularak (orta kisim ve alt kisim) 90 volta yaklasik 90 dakika yiiriitiildii.
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Tablo 2.12: SDS PAGE ¢ozeltileri.

Jel icerigi %10 Ayirma Jeli %S5 Yigma Jeli
Ust Jel Tamponu --- 2.5 ml
Alt Jel Buffer 2.5 ml
Akrilamid-Bisakrilamid 2.5 ml 1.25ml
(37.5:1)
ddH,0 5ml 6.25 ml
%10 (w/v) APS 100 pl 50 pl
TEMED 10 ul Sul

Tablo 2.13: Western Bloth ¢ozeltileri.
Soliisyon Icerigi
SDS PAGE Alt Jel 1,5 M Tris-HCI (pH 8,8), %10 (w/v)

SDS

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

SDS PAGE Yiiriitme Cozeltisi

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

Western Blot Transfer Cozeltisi

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

10 X TBS

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

2.2.7.4 SDS Jelinin Blotlanmasi

Proteinlerin elektroforetik transferi i¢in Biorad sistemi kullanildi. Proteinlerin

transferi icin PVDF membranlar kullanildi. Transfer buffer yukarida Tablo 2.13” de

belirtildigi sekilde hazirlandi. -20°C hazirlanan buffer bir siire sogumaya birakilds.

Camlarin arasindaki jel soguk

transfer buffer igine birakildi. Transfer sistemi
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aparatlari, siingerlerde ayni transfer buffer igine birakildi. Kurutma kagitlar1 ve
PVDF membran jel boyutlarinda kesilerek hazirlandi. Kurutma kagitlarida soguk
transfer bufferda islatildi. PVDF membran ise soguk metanolde 1 dakika tutulduktan
sonra transfer buffera alinarak transfer sistemi i¢in hazirlandi. Cam levhalar
arasindaki jel cikartildi, yigma jeli kesilerek uzaklastirildi. Daha sonra sandiwig
hazirlandi. Bunun igin transfer kasedi arasina siinger, kurutma kagidi, jel, membran,
kurutma kagidi, siinger olacak sekilde sandiwi¢ hazirlandi. Bu sirada hava kabarcigi
kalmamasima dikkat edildi. Daha sonra kaset, transfer buffer ile dolu olan blot

tankina yerlestirildi ve 15 volt akimda 12-18 saat (over-night) transfere birakildi.

2.2.7.5 Proteinlerin Belirlenmesi

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membranlar ilk olarak 20 ml bloklama
cozeltisinde (%5 (w/v) yagsiz siit tozu ve %0.1 (v/v) Tween20 iceren 1X TBS) 1 saat
horizantal calkalayicida oda sicakliginda inkiibe edildi. Siire sonunda bloklama
¢ozeltisi uzaklastirilarak 5 dakikalik siirelerle 3 kez membran yikandi, bunun igin
%0.1 (v/v) Tween20 iceren 1 X TBS kullanildi. Membran primer antikor (SMAD2/3
Sc-133098 lot#j0112 mouse monoclonal 1gG2) ile 1-1,5 saat oda sicakliginda inkiibe
edildi. Daha sonra sekonder antikor (Goat anti-mouse IgG-HRP) ile bir saat oda

sicakliginda inkiibasyon yapildi ve goriintiillemeye ge¢ildi.

2.2.7.6 Sonuglarin Filme Aktarilmasi

Membranlar 2 dakika ECL sistemi Pierce ECL (Western Blotting Substrate-
Thermo) substratla muamele edildi. Reagent A ve Reagent B ¢ozeltilerinden ayr1 ayri
2 ml alinarak membran iizerine uygulandi. Ardindan karanlik odaya gegilerek
membran filme aktarildi. Membran film tizerinde 30 sn, 5dk ve 15dk araliklarla

bastirildi. Filmi yikayarak sonuglar goriiniir hale getirildi.
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2.2.8 DNA-Protein Etkilesimi ile Tlgili Teknikler

2.2.8.1 Electromobility Shift Assay (EMSA)

EMSA, DNA-protein etkilesimlerini belirlemek i¢in kullanilan bir tekniktir.
DNA-protein kompleksinin olusmasi durumunda, bu kompleks denatiire olmayan
jelde serbest DNA molekiiliine gore daha yavas hareket etmektedir. Ilgili proteinin
DNA’ ya baglanmasi durumunda jeldeki hareketi degiserek daha arkada kalmaktadir.
DNA’ nin hareketindeki bu degismeler degerlendirilerek diisiiniilen protein ile
etkilesime girip girmedigi belirlenebilmektedir [56]. Bu g¢alismada biyoinformatik
analiz ile belirlenen ve promotor bolgesine baglanmasi muhtemel SMAD
transkripsiyon faktorlerinden fonksiyonel olarak ADAMTSI1 promotor bdlgesine
baglanip baglanmadig radyoaktif olmayan EMSA c¢alismalar: ile belirlenmistir. Bu
amagla oncelikle niikleer ekstrakt hazirlanarak 6nceden biyotinlenmis ve ¢ift zincirli
hale getirilmis oligoniikleotidler ile birlikte baglanma reaksiyonlar1 kurulmustur.
Yarigma reaksiyonlari igin biyotin ile isaretlenmemis oligoniikleotidlerden reaksiyon
tipline yaklasgitk 1000 kat fazla eklenmistir. Baglanma reaksiyonlari denatiire
olmayan jele yiiklenerek yiriitiilmiis ve membrana transfer edilmistir. Kompleks
HRP (Horseradish Peroxidase) takisi iceren streptavidin kompleksi ile isaretlenerek
ECL sistemi ile goriiniir hale getirilmistir. Sonuglar X-Ray filmine aktarilarak

goriintiilenmistir.
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Tablo 2.14: Calismada kullanilan EMSA primerleri.

ADAMTS1 (+106+166) F | GGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCA
CCAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAG
GCG

ADAMTS1 (+106+166) R | CCGCCTCCGGCTTCTCCCCGCGGTCCGTGG
TTAGTGGCGCAACGGAGTCGGGGCCTCCG
C

ADAMTS1 (-1365-1305) F | GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAA
GGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAG
AGA

ADAMTS1 (-1365-1305) R | CCCCTTCTAGACCCCTCCTCGCTCCTTTCCT
GGGTCTAGATGAACCACGGTTGGTTCTCT

2.2.8.2 Hep3B Hiicrelerinden Niikleer Ekstrakt Hazirlanmasi

75cm? lik flasklarda biiytitiillen hiicreler flask yiizeyini %80-90 oraninda
doldurduktan sonra, hiicreler buzda sogutulmus 10 ml PBS ile 2 kez yikandiktan
sonta 3 ml TEN Buffer tamponu eklendi ve buz lizerinde 5 dakika bekletildi.
Hiicreler flask yiizeyinden kazici aparat ile kazinarak 2 ml’ lik ependorflara alindi.
+4°C’ de, 13.000 rpm’ de 1 dk santrifiijlendi. Pellet 1,5 ml soguk PBS ile pipetaj
yapilarak yikandi. +40C’ de 13.000 rpm’ de 5 dk santrifiij edildi ve iist kistm atildi.
Olusan pellet 50 pl A tamponunda ¢oziildiikten sonra buzda 15 dk bekletildi ve
hamilton enjektoriinden 5 kez gegirilerek lizis edildi. Lizat +4°C’ de, 13.000 rpm’ de
20 sn santrifiij edildikten sonra olusan pellet 60 pul C tamponu eklenerek yeniden
homojen hale getirildi. Buzda 30 dk bekletildikten sonra +4°C’ de, 13.000 rpm’ de 5
dk santrifiij edildi. Protein miktar1 Qubit de ilgili soliisyonlar kullanilarak belirlendi
ve sonuglar not edildi. Ornekler sonra 10 ul’ lik hacimlere ayrilarak -80°C

dondurucuda saklandi. Boylece EMSA caligmalari i¢in niikleer ekstrakt hazirlanmis
oldu [56].
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Tablo 2.15: Niikleer Ekstrakt i¢cin kullanilan ¢ozeltiler.

Soliisyon Icerigi

TEN Buffer 40 mM Tris-HCI, pH: 7,5, 1 mM EDTA,
150 mM NaCl

Buffer A 10 mM HEPES pH: 7,9, 10 mM KCl,

1,5 mM MgCI2, 0,5 mM PMSF, 0,5 mM
DTT, 1 pg/ml Tip I soya fastilyesi tripsin
inhibitorii

Buffer C 20 mM HEPES pH: 7,9, 420 mM NacCl,
1,5 mM MgCI2, 0,2 mM EDTA, %25
gliserol 0,5 MM DTT, 0,5 mM PMSF 1
ug/ml pepstatin A, 10 pg/ml aprotinin,
10 pg/ml leupeptin, 10 pg/ml Tip I soya
fasiilyesi tripsin inhibitorii

2.2.8.3 Oligolarin Etiketlenmesi

Oligolarin etiketlenmesi i¢in Pierce Biotin 3' End DNA Labeling Kit
kullanildi. Kitteki tiim malzemeler TdT enzimi hari¢ buz {lizerine konularak ¢oziildii.
TDT enzimi kullanilacagi zaman -20°C” den gikarildi. Stok TdT enzimi, 5 X TdT
Reaksiyon Buffer ile son konsantrasyonda 1 X TdT Reaksiyon Buffer ve TdT
enziminin de 2 U/ug hale gelecek sekilde sulandirildi. Daha sonra labelling islemine
gecildi. Ultra saf su 25 pl, 5 X TdT Reaction Buffer 10 pl, Unlabeled Control Oligo
(1 uM = 1 picomol/ pl) 5 ul, Biotin-11-UTP (5 uM) 5 ul, Diluted TdT (2 U/ul) 5 ul
kullanilarak toplam hacim 50 pl’ ye tamamlandi. 37°C’ de 30 dk inkiibasyona
birakildi. Inkiibasyon isleminden sonra 2.5 pl 0.2 M EDTA (pH=8) eklenerek
reaksiyonu durduruldu. 50 pl kloroform:izoamil alkol (24:1) reaksiyona konuldu. Bu
islem, TdT’ yi uzaklastirmak i¢in yapilmistir. Kisa bir siire vorteksleme yapildi.
Ardindan 1-2 dakika santriifiijleme yapild1 birbirinden ayrilmis 2 faz goriildi ve
iistteki faz temiz bir ependorfa alindi. Bu calismada kullanilan ADAMTS1’ e gore
dizayn edilmis EMSA primerlerinin hem forward hemde reverse primerlerinin

ikiside etiketlenmistir.
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2.2.8.4 Oligoniikleotidlerin Baglanmasi

Oligolarin anneal edilmesi demek, esit miktarda etiketli oligolarin birlestirilip
¢ift zincirli DNA olusturulmasi demektir. Oligoniikleotidlerin baglanmasi amaciyla,
biyotinli primerlerden son konsantrasyonda 80 fmol/ul kullanilarak 50 pl’ lik son
hacimde sulandirildi ve PCR tiipiinde birlestirilerek ¢ift zincirli hale gelmeleri icin
95°C* de 5 dk inkiibasyona birakildiktan sonra oda 1sisinda 1-2 saat yavasca

sogumasi i¢in bekletildi.

Biyotinsiz problarda bu asama biyotinli problarin 1000 kat fazlasi yani
80.000 fmol/ul olacak sekilde hazirlanarak inkiibasyona birakildi. Tiim oligolar -
20°C’ de saklandi [57].

2.2.8.5 Baglanma Reaksiyonu

Baglanma reaksiyonu i¢in iiretici firmanin belirttigi talimatlar dogrultusunda
20 ul’ lik son hacim igerisine; son konsantrasyonu 1 X olacak sekilde baglanma
tamponu, 50 ng/ul son konsantrasyonda poly dI.dC, 4 pg niikleer ekstrakt, 5 mM
MgCl,, 5 mM KCI, 20 fmol biotin etiketli primer eklenerek 10 dk buzda ve sonra 20

dk oda sicakliginda baglanma reaksiyonunun gerg¢eklesmesi igin bekletildi [57].

2.2.8.6 Jelin Yiiriitiilmesi ve Proteinlerin Membrana Transferi

Kullanilacak olan camlar ve aparatlar 24 saat once saf suda bekletildi ve
ardindan etanol ile silinerek SDS kalintilarinlarindan kurtulmaya calisildi. Native
poliakrilamid jel %6 Akrilamid: Bisakrilamid (37,5:1), 0,5X/L TBE tamponu, %0,25
gliserol, %0,1 Amonyum persiilfat (APS) ve TEMED ilave edilerek hazirlandi.
Hazirlanan jel i¢in yiirlitme tamponunda 90 V akimda, 1 saat siiresince on ylirlitme

yapild.

Transfer i¢in naylon membran kullanildi (Thermo Scientific). Jel, naylon

membran, Whatman 3 MM kagit, siinger pedler transfer tamponu (0,5 X/L TBE)
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icinde alinarak oda sicakliginda 5-10 dk bekletildi. Daha sonra transfer kaseti arasina
eksi yiikli kutuptan baslamak iizere sirasiyla siinger, Whatman kagidi, jel, membran,
Whatman kagidi, siinger hava kabarcigr kalmamasina dikkat edilerek yerlestirildi.
Kaset, soguk transfer tamponu ile dolu olan blot tankina yerlestirildi ve 90 volt
akimda 1,5-2 saat boyunca transfere birakildi. Transfer sonrasinda kross-link
reaksiyonu igin ilizerine stre¢ film ile sarilarak lizerine membran hava kabarcigi
kalmayacak sekilde konuldu ve membranin iizeri tekrar strec film ile sarilarak, 15 dk
UV transilimiinator tutuldu. Kross-link sonrasinda membran, oda sicakliginda 15 dk
stiresince bloklama tamponu igerisinde ¢alkalandi. Bu siirenin sonunda Streptavidin-
Horseradish Peroxidase Conjugate taze bloklama tamponuna eklenerek 15 dk oda
sicakliginda calkalandi. Membran kitte bulunan 1 X yikama tamponu ile ii¢ kez

yikandiktan sonra 15 ml substrat dengeleme tamponu eklenerek 5 dk ¢alkalandi [56].

Biotin isaretli DNA: protein kompleksi, ECL substratt kullanilarak
gortintiilendi ve X-Ray filme aktarildi, film tab edildi veya Fusion FX VILBER
LOURMAT cihazinda sonuglar goriintiilendi.

2.2.9 1Inhibisyon Calismalar

2.2.9.1 Protein ve RNA Eldesi

2.2.9.1.1 Deney Diizeninin Kurulmasi

25cm? flasklarda hiicreler yaklagik 2x10° olacak sekilde yayildi. Bir giin
sonra tiim kuyular %0,1’ lik BSA iceren medyuma konuldu ve 1 saat sonra son
konsantrasyonu 3 pM olarak SIS3 (SMAD inhibitdrii) uyguland: ve uygulamadan 1
saat sonra ise kuyulara 500 U/ml TGF-P sitokini uygulandi. Istenilen saatler
sonunda hiicreler tripsin ile kaldirildi. Protein ve RNA i¢in pellet haline getirilerek -

80°C dondurucuda saklandi.

Protein izolasyonu tablo 2.11’ de verilen bilesenlerle gergeklestirildi ve RNA

izolasyonu kitte belirtilen kosullarla gerceklestirildikten sonra RNA ol¢limleri boliim

53



2.2.6.2° de anlatildig1 sekilde; protein olgiimleri ise boliim 2.2.7.2° de anlatildig
sekilde gergeklestirildi. Hiicre pelletlerinden elde edilen ¢cDNA’ lar ile Real time

PCR ve protein pelletleri ile western blot yapilarak inhibitoriin etkisi degerlendirildi.

2.2.9.2 Kullamlan Inihitériin Hep3B Hiicrelerine Sitotoksik Etkisinin

Belirlenmesi

2.2.9.2.1 Kalsiyum-Fosfat Yontemi ile Transfeksiyon

Transfeksiyon i¢in hiicreler 1 giin 6nceden 96 kuyulu plakalara 50.000/kuyu
olacak sekilde paylastirildi. Transfeksiyon igin kullanilan kimyasallar tablo 4 de
belirtilmistir. 45 pl son hacimde; 2 M CacCl soliisyonu ilave edilerek DNA (0,5 pg)
ile karistirildi. Karisimin iizerine toplam hacim igerisinde 45 pl 2 X Hepes damla
damla eklendi ve presipitasyonun olugmasi i¢in yarim saat beklendi. Siirenin sonunda
presipitasyon olustuktan sonra karigim her bir kuyuya 9 pl olacak sekilde damla
damla eklendi. Hiicreler 6 saatlik inkiibasyon icin CO;’ li inkiibatore kaldirildi.
Stirenin sonunda kuyulardan medyum uzaklagtirilarak tiim kuyular taze besi yeri ile
degistirldi. 1 giin sonra tiim kuyulara %0,1’ lik BSA igeren medyum konuldu ve ve 1
saat sonra son konsantrasyonu 3 uM olacak sekilde ilgili kuyulara SIS3 (SMAD
inhibitdrii) uyguland1 ve uygulamadan 1 saat sonra ise ilgili kuyulara 500 U/ml

TGF-B sitokini uygulandi.

Hiicrelere SMAD?2 ile SMAD4 ve SMAD3 ile SMAD4 iceren rekombinant
plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin ve basarisinin analizi amaciyla 0,5
ng pMETLuc kontrol vektorii de transfekte edildi. 96 kuyulu plakalara her biri
kuyuya 50.000 hiicre olacak sekilde hiicreler paylastirildi. 20 pl MTT solusyonu
herbir kuyuya uygulandi ve hiicrelerin MTT’ yi metabolize etmeleri i¢in 37°C° de 4
saat beklendi. Medyum uzaklastirildi. 0,004 M HCI igeren isopropanol uygulanarak
olusan Formazan kristalleri MTT solusyonu ile pipetaj yardimiyla ¢6ziildi ve

hiicrelerin 550 nm dalga boyunda absorbans degerleri alindu.
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2.2.10 istatiksel Analiz

Real Time PZR’ da kontrol ve deneysel gruplar ¢T degerlerine gore standart
sapmalariyla Livak Metotu ile degerlendirildi. Western Blotting sonugclari ise Imaj-j
‘de bantlarin sayisal degerleri belirlendi. Microsoft Excel’ de sonuglar

degerlendirildi.
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3. BULGULAR

Ektopik Olarak SMAD2, |
SMAD3 ve SMAD4
Ekspresyonu )

s

Hicre Kaltard Calismalari
(Hep3B hicrelerinin
blyattilmesi)

U

SMAD2, SMAD3 ve SMAD4
iceren vektérlerin Ca/Fosfat
ile Transfeksiyonu

2 S

. Western Blot ve
MTT Testiile Realtime PCR
_ hucre Teknigi ile
prohferasyqngna ektopik
olan etkisinin ekspresyonunun
Arastiriimasi Dogrulanmas|

Sekil 3.1: Bulgular 1. Boliimiin akis diyagram.

3.1  Ektopik Olarak SMAD2, SMAD3 ve SMAD4’ iin Ekspresyonu

Bu béliimde caligmalar 2 farkli basamakta yiiriitiilmiistiir. Oncelikli olarak
ektopik olarak iiretilmig olan SMAD transkripsiyon faktorlerinin mRNA ve protein
seviyesinde kontrolii yapilmistir. Daha sonra SMAD transkripsiyon faktorlerinin
ektopik olarak iiretiminin ve sitokin muamelesinin model olarak kullanilan hiicre
hatt1 olan Hep3B hiicrelerine herhangi bir sitotoksik etkisi olup olmadigit MTT testi

ile degerlendirilmistir.
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3.1.1 mRNA Seviyesinde SMAD Transkripsiyon Faktorlerinin Ektopik

Uretiminin Kontrolii

3.1.1.1 Cahismada Kullanilacak Primerlerin Optimizasyonu

Calismalarimiza baslamadan 6nce tablo 2-10° da bilgileri verilen SMAD?2,
SMAD3, SMAD4 ve ADAMTSI ekspresyon primerlerinin ¢alistigindan emin olmak
ve gercek zamanli PZR asamasina gegilmeden oOnce sicaklik kosullarinin
optimizasyonu i¢in &ncelikle bu primerler ile PZR gerceklestirildi. insan-p-2-
mikroglobilin primerleri ger¢cek zamanli PZR ¢alismasinda normalizasyon amagh

olarak kullanilacagi i¢in bu primerlerde ¢alismada kullanilmistir.

Tablo 3-1’ de verilen PZR bilesenleri ve Tablo 3-2” de verilen PZR kosullar
sonucunda elde edilen {irtinler %0,8 lik agaroz jele yiiklenerek 90 voltta 40 dakika

yiiriitme asamasindan sonra UV ile goriintiilendi.

Tablo 3.1: PZR da kullanilan malzemeler ve miktarlari.

SMAD2 SMAD3 SMAD4 Hp2 ADAMTS1
cDNA 1ul 1ul lul 1ul 1ul
MgCl, 2ul 2ul 2ul 2ul 2ul
[leri primer 1ul 1ul Tl lul Tl
Geri primer Tl Tl Tl Tul Tul
dNTP 1ul 1ul Tul 1ul Tul
Taq 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul 0,5ul
Polimeraz
Buffer Sul Sul Sul Sul Sul
dH,0 38,5ul 38,5ul 38,5ul 38,5ul 38,5ul
TOPLAM 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul
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Tablo 3.2: PZR kosullar1

94°C 5dk
94°C 30sn
60°C 30sn 35 dongii
72°C 30sn
72°C 5dk

Sekil 3.2: Ekspresyon primerleri ile RT PZR sonuglari.

(M: 1Kb Marker, 1: SMAD?2, 2: SMAD3, 3: SMAD4; 4: HB2, 5: ADAMTSI1.)

Bu c¢alismada hem PZR kosullar1 optimize edildi, hemde ekspresyon
primerlerinin kontrolii yapildi. Bu islemler tek bant elde edilene kadar farkli
sicakliklarda ve kosullarda tekrarlandi. Sekil 3.2° de goriildiigii gibi primerler ayni
sicaklik ve PCR kosullarinda tek bant vermistir. Sonraki ¢alismalarda bu sartlar

kullanilarak primerler kullanilmistir.
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3.1.1.2 Ekspresyon Vektorlerinin Hazirlanmasi

SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerini tasiyan ekspresyon
vektdrleri grubumuzca klonlanmis ve dizi analizi ile dogrulanmistir.  Ilgili
ekspresyon vektorlerinin E.coli DHS5a soyuna transformasyonlari gergeklestirilmistir.
Biiyiik miktarda ve transfekte edilebilecek saflikta plazmit DNA izolasyonu bolim
2.2.3.1’ de anlatildig1 gibi gergeklestirilmistir. Miktarlarnin belirlenmesi amaciyla
bolim 2.2.3.2° de anlatildigr sekilde spektrofotometrik olarak ol¢lilmiistiir.
Ekspresyon vektdrlerinin transfeksiyonu igin hiicreler -80°C alinarak agildi. Bélim
2.2.2.1.4° de anlatildig1 gibi biiyiitiildii ve pasajlandi. Boliim 2.2.4.1° de anlatildig
gibi hiicreler sayilarak deney diizeni kuruldu. Transfeksiyonlar icin kalsiyum fosfat
presipitasyon metodu kullanildi. Hep3B hiicre hattinda gegici transfeskiyon yontemi
ile vektorlerin hiicrelere transferi gerceklestirildi. Ayrica kontrol olarak transfeksiyon
uygulanmayan hiicrelerde ¢alismaya dahil edildi. Bu hiicre hattini segmemizdeki
amag¢, Hep3B hiicre hattinda ADAMTSI’ in ifade edildigi laboratuvarimizda
calismalarda gosterilmistir. Bu yontem bu hiicre hattinda daha Onceki
calismalarimizda kullanilmis ve basariyla uygulanmaktadir. Ayrica bir baska factor
olarak TGF-B’ nin ekspresyon vektorlerine katkisini incelemek igin deney grubu
olarak TGF-P sitokinli grup da uygulamaya eklenmistir. 500 U/ml olacak sekilde
hiicrelere  TGF-B sitokini uygulandi. Kontrol ve farkli deney gruplarindaki
hiicrelerden 24, 48 ve 72 saat sonunda pelletler olusturularak RNA izolasyonu igin

hazir hale getirildi.

3.1.1.3 RNA izolasyonu, cDNA Eldesi ve PZR

SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 transkripsiyon faktorleri transfekte edilen
Hep3B hiicrelerinden alinan pelletlerden ve kontrol grubu olarak kullanilan
transfeksiyon islemi yapilmayan hiicre pelletlerinden total RNA izolasyonu
gerceklestirildi ve  RNA’ lar bolim 2.2.6.3° de anlatildigi gibi RNA jel
elektroforezinde yiiriitiilmiistiir. Sonuglar UV goriintiilemede fotograflanmistir (Sekil

3.3).
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Sekil 3.3: Deney ve kontrol gruplarina ait RNA’ larin formaldehit agaroz jel goriintiisii.

(M: Biiyiikliik belirteci, 1: SMAD2/4 24 saat, 2: SMAD2/4 TGF 24 saat, 3: SMAD3/4 24 saat, 4
SMAD3/4 TGF 24 saat, 5: Kontrol 24 saat, 6: SMAD2/4 48 saat, 7: SMAD2/4 TGF 48 saat, 8:
SMAD3/4 48 saat, 9: SMAD3/4 TGF 48 saat, 10: Kontrol 48 saat, 11: SMAD2/4 72 saat, 12:
SMAD2/4 TGF 72 saat, 13: SMAD3/4 72 saat, 14: SMAD3/4 TGF 72, 15: Kontrol 72 saat)

Izole edilen bu RNA’ lardan boliim 2.2.6.2 *de belirtilen sekilde RNA miktar1
ve safligt RNA elektroforezi ve spektroskobik olarak belirlenmistir. RT
reaksiyonlarinda 1000 ng (1 pg) RNA boliim 2.2.6.5° de anlatilan sekilde cDNA
sentezlenmistir.  Pozitif kontrol olarak insan-f-2-mikroglobilin  primerleri
kullanilmistir. B-2-mikroglobilin geni insan hiicrelerinde siirekli olarak ekspre olan
bir gendir ve RT-PZR sartlarinin normalizasyonu ve pozitif kontrol olarak
kullanilmistir. Elde edilen c¢cDNA’ nin kantitatif PZR c¢alismalarindan Once
kullanilabilmesi i¢in sq RT-PZR sartlar1 ile kontroli yapilmistir Bu gen aym
zamanda normalizasyon amagh kullanilmistir ve tiim deney ve kontrol gruplarinda
insan B-2-mikroglobulin PZR reaksiyonlar1 da yapilmugtir. Uriinler agaroz jel

elektroforezi ile yiiriitiildii ve UVP ile goriintiilendi.

Bu c¢cDNA’ lar kullanilarak SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 ve ADAMTS1
ekspresyon primerleri ile bolim 2.2.6.8” de belirtilen sekilde ger¢cek zamanli PZR

yapilmistir. Sonuglarin cT degerleri Livak metotuna gore excelde degerlendirilmistir.
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Tablo 3.3: insan-B-2 PZR kosullari.

95°C 5dk

95°C 30sn

60°C 1dk 25 dongii
72°C 2dk

72°C 8dk

M1 2 3 4 5 69787919011 12 13 14 15 NK

Sekil 3.4: Elde edilen cDNA’larin insan-beta-2 Mikroglobulin primerleri kullamilarak RT-PZR
sonuglari.

(M: 1KB Marker, 1: Kontrol 24 saat, 2: SMAD2/4 24 saat, 3: SMAD2/4 TGF-B 24 saat, 4: SMAD3/4

24 saat, 5: SMAD3/4 TGF-p 24 saat, 6: Kontrol 48 saat 7: SMAD2/4 48 saat, 8: SMAD2/4 TGF- f3 48

saat, 9: SMAD3/4 48 saat, 10: SMAD3/4 TGF-p 48 saat, 11: Kontrol 72 saat, 12: SMAD2/4 72 saat,
13: SMAD2/4 TGF- 72 saat, 14: SMAD3/4 72 saat, 15: SMAD3/4 TGF-B 72 saat.)

3.1.1.4 Ger¢ek Zamanh PZR ile SMAD Transkripsiyon Faktorlerinin

Ektopik Ekspresyonunun Dogrulanmasi

Yapilan transfeksiyonda HEP3B hiicre hattina son hacimde 10 pg DNA yani
5 ng SMAD? ile birlikte 5 ng SMAD4 ve 5 ng SMAD3 ile birlikte 5 pg SMAD4 ayri
flasklarda kalsiyum fosfat presipitasyon metoduyla transfeksiyon gerceklestirildi.
Uygulamadan 6 saat sonra besi yeri taze %0,5 FCS i¢eren medium ile degistirildi.
Transfeksiyon yapilmayan hiicreler kontrol olarak kullanildi. . Transfeksiyondan 1
giin sonra serumsuz medyumla ortam degistirildi ve bu uygulamadan 1 saat sonra
500U/ml sitokin (TGF-P) uygulamasi yapildi. Bunun amaci serum icerisinde bulunan

biliylime faktorlerinin net cevabi gormemizi engelleyecegini diislinmemizdendir.
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Serumsuz ortama bunun yerine BSA eklenmistir. Transfeksiyon deneyleri 3 tekrarlt
olarak calisild1 ve birbirinden bagimsiz 3 deney yapildi. Ayrica ayni deneyde tiim
transfekte kuyularin kontrol gruplarinin aktiviteleri de c¢alisildi. Yani sitokin
uygulanmayan deney gruplari olusturuldu. Kontrol gruplari ile SMAD transfekte
edilen gruplardaki aktiviteler karsilastirildi. Elde edilen ¢T degerleri insan beta-2 ile
oranlanarak normalizasyon gergeklestirildi. SMAD2/4, SMAD3/4 ve TGF-p

Sitokininin mRNA seviyesi istatistiksel olarak degerlendirildi.

SMAD2 ve SMAD4 transfekte edilen Hep3B hiicre hattinda, Sekil 3.5 ve
Sekil 3.6 de gosterildigi gibi SMAD2 ve SMAD4’ iin ozellikle 48 saat sonunda bir

artisin oldugu ve mRNA seviyesinde kontrol grubuna gore ifadenin arttigi tespit

edildi.

SMAD3 ve SMAD#4’ iin transfekte edildigi Hep3B hiicre hattinda SMAD3’
iin kontrol grubuna gore 24 saat sonunda mRNA diizeyinde ekspresyonunda artigin
oldugu (Sekil 3.7), SMAD4 de ise 24 ve 48 saatlerde bu ekspresyona katki sagladigi
gozlendi (Sekil 3.8).

Tablo 3.4: Ger¢ek zamanli PZR reaksiyonu bilesenleri.

Ornek Negatif Kontrol
SYBR Green master mix Sul 5ul
dH20 3ul 3ul
cDNA 1 ul -
fleri primer 0,5 ul 0,5 pul
Geri primer 0,5 ul 0,5 ul
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Tablo 3.5: Gergek zamanli PZR kosullari

Sicakhik Siire Dongii
95°C 10 dk 1
95°C 10 dk
60°C 10 dk 35
72°C 10 dk
72°C 5dk 1
Erime Egrisi Analizi - 1

Kat mRNA

o
1

SMAD 2/4 Transfeksiyonunda SMAD2 Ekspresyonu

I

Kontrol

24 saat SMAD2 48 saat SMAD2
Zaman

72 saat SMAD2

Sekil 3.5: Hep3B hiicre hattinda SMAD2 mRNA seviyesi.
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Kat mRNA

2,5 -

=
Ln

=

2
tn

SMAD 2/4 Transfeksiyonunda SMAD4 Ekspresyonu

Kontrol 24 saat SMAD4 48 saat SMAD4 72 saat SMAD4
Zaman

Sekil 3.6: Hep3B hiicre hattinda SMAD4 mRNA seviyesi.

Kat mRNA

1,8
1,6
14
1,2

0,8
0,6
0,4
0,2

SMAD 3/4 Transfeksiyonunda SMAD3 Ekspresyonu

1

Kontrol 24 saat SMAD3 48 saat SMAD3 72 saat SMAD3
Zaman

Sekil 3.7: Hep3B hiicrelerinde SMAD3 mRNA seviyesi.
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.. SMAD3/4 Transieksiyununda SMAD4 Ekspresyonu

3,5 -

2,5 -

Kat mRNA
[

1,5 -

0,5 -

Kontrol 24 saat SMAD4 48 saat SMAD4 72 saat SMAD4

Zaman

Sekil 3.8: Hep3B hiicrelerinde SMAD4 mRNA seviyesi.

Ektopik ekspresyonun mRNA seviyesinde kontrol edilmesinden sonra TGF-
sitokinin ektopik olarak iretilen transkripsiyon faktorleri olan SMAD’ lara olan
etkisi de ayrica arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore SMAD2 ve SMAD4’ iin
ayrica TGF-p sitokininin uygulandigi kosullarda SMAD2’ nin ekspresyonuna TGF-
B’nin 24 saatte katki sagladigin1 géormekteyiz (Sekil 3.9). SMADA4’iin ekspresyonuna

ise tiim zaman dilimlerinde katk1 saglamistir (Sekil3.10).

SMAD3 ve SMAD4’ iin ayrica TGF-B sitokininin uygulandig:1 kosullarda
SMAD3’ iin ektopik ekspresyonuna TGF-B’ nin etkisine baktigimizda 24 saatte bir
artisa sebep oldugunu gormekteyiz (Sekil 3.11). Ayni deney grubunda TGF-f’nin
SMAD#’ iin ektopik tiretimine katkist en yiliksek olarak 72 saatte gézlenmistir (Sekil
3.12).
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SMAD 2/4 TGF-B Transfeksiyonunda SMAD2 Ekspresyonu

6 .
5 -
4 4
3
B SMAD 2/4
E3- g
g = u SMAD 2/4 TGF

24 saat SMAD2 48 saat SMAD? 72 saat SMAD2
Zaman

Sekil 3.9: SMAD2/4 transfekte edilen ve TGF- sitokini uygulan hiicrelerde SMAD2 mRNA
ekspresyonu.

iy SMAD 2/4 TGF-p Transfeksiyonunda SMAD4 Ekspresyonu
35 1 *

& 25
= W
=
E 2 mSMAD 24
*
1 4
o+
24 saat SMAD4 48 saat SMAD4 72 saat SMAD4
Zaman

Sekil 3.10: SMAD2/4 transfekte edilen ve TGF-f sitokini uygulan hiicrelerde SMAD4 mRNA
ekspresyonu.
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2 -
18 -
1,6 -
1,4 4

;1,2 1

£ 1

Bos -
06 -
04 -
D2 -

SMAD 3/4 TGF Transfeksiyonunda SMAD3 Ekspresyonu
= SMAD 3/4
B SMAD 3/4 TGF
24 saat SMAD3 48 saat SMAD3 72 saat sMAaD3
Zaman

Sekil 3.11: SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-p sitokini uygulan hiicrelerde SMAD3 mRNA

ekspresyonu.

Kat mRNA

SMAD 3/4 TGF Transfeksiyonunda SMAD4 Ekspresyonu

= SMAD 3/4
= SMAD 3/4 TGF

24 saat SMAD4 48 saat SMAD4 72 saat SMAD4

Zaman

Sekil 3.12: SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-f sitokini uygulan hiicrelerde SMAD4 mRNA

ekspresyonu.
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3.1.2 Protein Seviyesinde SMAD Transkripsiyon Faktorlerinin Ektopik

Uretiminin Kontrolii

Protein diizeyinde calismalarimiza baslamadan 6nce optimizasyon deneyleri
yapildi. Lipofektamin ajani kullanilarak DNA’ lar Hep3B hiicrelerinde transfekte
edildi. Kitteki protokoller uygulanarak 72 saat sonunda hiicreler tripsin-EDTA ile
kaldirilarak pellet haline getirildi ve RIPA Buffer tablo 2.11° de gosterilen
soliisyonlarla hazirlandi ve pelletlerden protein izolasyonu gerglestirildi. izolasyon
sonunda proteinlerin miktarlar1 qubitte 6l¢iilerek alikotlar1 yapildi. Western blotting
calismasi igin tablo 2.13° de anlatilan gerekli solusyonlar hazirlanmigtir. Belirtilen
sekilde SDS PAGE jeli hazirlanarak proteinler yiiklenmistir. Bu agamalardan sonra
Western Blot teknigine gecilerek drnekler 30 pg ve 50 pg olacak sekilde SDS jeline
yiiklendi ve sonuglar insan-B-Aktin’ e gére oranlanarak normalizasyon edildi. Jeller
bir gece +4°C’ de transfere birakilmistir. Bir gece sonrasinda transfer islemi
tamamlanmasiyla membrana gecen proteinler ilk olarak SMAD antikoru (1:100)
uygulanmis sonrasinda bu antikora uygun ikincil antikor (1:5000) uygulanarak
proteinler filme aktarilmigtir. Membranlar kontrol amaciyla [-aktin antikoru
(1:10.000) uygulanmis sonrasinda bu antikora uygun sekonder antikor (1:5000)
uygulanarak proteinler filme aktarilmistir. Normalizasyon islemleri i¢in insan beta
aktin geni kullamilmistir. Bu analiz sonucuna gore biitin Western Blot

calismalarimizda 6rneklerimizi 50 pg olarak yiiklemeye karar verdik (Sekil 3.13).

MAD2/4 SMAD2/4 SMAD3/4 SMAD3/

30ug 50ug 30ug 50ug

SMAD2/3
55-60kD
nsan-f8 Akti

42kD

Sekil 3.13: SMAD2/4 ve SMAD3/4 uygulanmis Hep3B hiicre hattinda SMAD ve Insan-B-Aktin
protein optimizasyonu.
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Kullanilacak protein miktarina karar verildikten sonra kiiciik flasklarda
transfeksiyon iglemi yapilmis ve hiicre pelletlerinden protein izolasyonu yukarida
anlatildig1 sekilde yapilmistir. Optimizasyon sonucu belirlenen miktarda (50 pg)
proteinler jele yliklenmistir. Western bloth islemi sonucu olusan protein bantlarinin
bityiikliigii (Sekil 3.14), imaj-J> de belirlenmis ardindan excel de degerler B-Aktin
protein bantlarina oranlanarak normalize edilmis ve densitometrik analizleri
yapilmistir. Densitrometrik olarak analiz edilerek elde edilen degerler excele
aktarildi ve grafikler olusturuldu. Bu analiz sonucunda SMAD2, SMAD3 ve
SMAD#4’ iin transfekte edildigi deneyde ektopik olarak protein seviyesinde kontrol
grubuna gore artis oldugu goézlemlenmistir (Sekil 3.15).

KONTROL SMAD3/4 SMAD3/4 SMAD2/4 SMAD2/4

2. Kuyu 1. Kuyu 2. Kuyu 1. Kuyu
50ug 50ug 50ug 50ug 50ug
SMAD2/3
55-60 kD
insan-g Aktin
42 kD

Sekil 3.14: Westernde kullanilacak protein miktar1 i¢in optimizasyon deneyi.
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SMAD 3/4 VE SMAD2/4 EKTOPIK
5 EKSPRESYONU

KAT PROTEIN
[T

| -
0 4
Kontrol SMAD3/ 4 SMAD2/4

Sekil 3.15: SMAD 2-3-4 transfekte edilmis HEP3B hiicrelerinde SMAD ve f-aktin proteinlerinin
densitometrik analizi .

Ektopik ekspresyonun protein seviyesinde de kontrol edilmesinden sonra
TGF-p sitokinin ektopik olarak iiretilen transkripsiyon faktorleri olan SMAD’lara
olan etkisi de ayrica arastirilmistir. Elde edilen sonuglara gore SMAD2 ve SMAD4’
in ayrica TGF-p sitokininin uygulandig1 kosullarda SMAD2/4’ {in protein miktarina
TGF-B’nin 6zellikle 48 saatte azaltici bir etki gosterdigini gormekteyiz (Sekil 3-16).

Bu sonuclar mRNA seviyesinde gosterigi sonuglarlada korelidir.

SMAD3 ve SMAD4’ iin ayrica TGF-B sitokininin uygulandig1 kosullarda
SMAD?3’ iin ektopik ekspresyonuna TGF-B’nin etkisine baktigimizda 48 ve 72
saatlerde bir miktar azalmaya sebep olmustur (Sekil 3-17). mRNA diizeyinde
gosterdigi etki ile uyumludur.
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K 2/4 2/4TGF K 2/4 2/4TGF K 2/4 2/4TGF
24saat 24saat 24saat 48saat 48saat 48saat 72saat 72saat 72saat

— O e ——— Smad2/3, 55-60kD

St S S

e w— — — W -- @ W~ insan Beta Aktin, 42kD

29 TGF-B'nin Ektopik Olarak Uretilen SMAD2/4'e Etkisi
B m Eontrol
16 NSMAD2 /4
14 - mSMAD2/4-TGF-B
% 12
E 10
g 4
5 -
4
2
0 B S
245 485 T2s

Sekil 3.16: SMAD2/4 transfekte edilen ve TGF-B sitokini uygulan hiicrelerde SMAD2/4 ve Insan
Beta Aktinin protein etkisinin jel gorintiisii ve densitometrik analiz sonucu.
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K 3/4 3/4TGF M K 3/4 3/4TGF K 3/4 3/4TGF
24saat 24saat 24saat 48saat 48saat 48saat 72saat 72saat 72saat

— Smad2/3, 55-60kD

. - -

- - — - .

W P S W~

-

insan Beta Aktin, 42kD

-
1.6 s
TGF-B'nin Ektopik Olarak Uretilen SMAD3/4'e Etkisi
14 W Kontrol
5 | SMADS/A
d B SMADE/A-TGF
g

1
0.8 -
0.6
0.4
0.2
1] :
s 48s Tis

Sekil 3.17: SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-B sitokini uygulan hiicrelerde SMAD3/4 ve Insan
Beta Aktinin protein etkisinin jel goriintiisii ve densitometrik analiz sonucu.

3.2  Ektopik olarak Uretilen SMAD Transkripsiyon Faktérlerinin ve
TGF-p Uygulamasimn Hep3B Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik

Etkisinin Belirlenmesi

Transfekte edilen vektorlerin, hiicrede ektopik olarak iiretilen proteinlerin
hiicre proliferasyonuna olan etkisinin arastirilmasi amaciyla MTT testi uygulandi.
MTT yontemiyle bir hiicre toplulugundaki canli hiicrelerin orani kolorimetrik

yontemle kantitatif olarak saptanabilmektedir.

Transfeksiyon i¢in hiicreler 1 giin 6nceden 96 kuyulu plakalara 50.000/kuyu
olacak sekilde paylastirildi. 45 pl son hacimde; 2 M CaCl; soliisyonu ilave edilerek
hiicrelere SMAD2 ile SMAD4 ve SMAD3 ile SMAD4 igeren rekombinant
plazmitler ile birlikte transfeksiyon etkinliginin ve basarisinin analizi amaciyla 0,5

ug pMETLuc kontrol vektorii de transfekte edildi. Karisimin {izerine toplam hacim
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icerisinde 45ul 2 X Hepes damla damla eklendi ve presipitasyonun olusmasi igin
yarim saat beklendi. Siirenin sonunda presipitasyon olustuktan sonra karisim her bir
kuyuya 9 ul olacak sekilde damla damla eklendi. Hiicreler 6 saatlik inkiibasyon i¢in
CO>’ li inkiibatore kaldirildi. Siirenin sonunda kuyulardan medyum uzaklagtirilarak
tiim kuyulara %0,1° lik BSA igeren medyum konuldu ve 1 saat sonra her kuyuya 500
U/ml TGF-B sitokini uygulandi. Sonraki ¢alismalarda sitokin de ¢alisildig: i¢in bu
gruba sitokin deneyi de dahil edilmistir.

Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat sonunda sonuglar degerlendirilmistir. Hep3B
hiicrelerine yapilan transfeksiyonlar ve sitokin uygulamalart kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hiicreleri etkilemektedir ancak bu istatistiki olarak anlaml
degildir. Sekil 3.18 de 24 saat sonuglar1 incelendiginde SMAD 2/4 ve 3/4 transfekte
edilen hiicrelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma gozlenmektedir ancak
bu istatistiki olarak anlamli degildir. Sekil 3.19° da ise 48 saat sonuglari
incelendiginde SMAD2/4 transfekte edilen grupta kontrol grubu ile
karsilastirildiginda etki yokken SMAD3/4 transfekte edilen grupta kontrol gurubuna
gore azalma vardir. Sekil 3.20° de ise 72 saat MTT sonuglari incelendiginde yine
SMAD?2/4 transfekte edilen grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda etki yokken

SMAD3/4 transfekte edilen grupta kontrol gurubuna gore azalma vardir.
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259 Smad2/4, Smad3/4 ve TGF- Sitokininin
Hiicre Proliferasyonuna Etkisi

2 24 saat
o .

K+TGF 2-4+TGF 3/4+TGF

Absorbans

iR

= w
1

l

Sekil 3.18: SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-B uygulanan hiicrelerde bu
uygulamarin Hep3B hiicreleri lizerindeki sitotoksik etkisinin analizi 24 saat.

12 . Smad2/4, Smad3/4 ve TGF-B Sitokininin
Hicre Proliferasyonuna Etkisi

ﬁl I iml 1

K+TGF 2-44TGF 3/84TGF

Absorbans
=} =} o
rs ) o™

o
~N

Sekil 3.19: SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-B uygulanan hiicrelerde bu
uygulamarin Hep3B hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin analizi 48 saat.
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1.4 Smad2/4, Smad3/4 ve TGF- Sitokininin
Hicre Proliferasyonuna EtkKisi

A= | 72 saat
1“ I I

K+TGF 2/4 2-4+TGF 3/4 3/4+TGF

Absorbans
o o o
S o )

o
~

o

Sekil 3.20: SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF-B uygulanan hiicrelerde bu
uygulamarin Hep3B hiicreleri tizerindeki sitotoksik etkisinin analizi 72 saat.
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3.3 Ko-Transfeksiyon Deneyleri (ADAMTS1 Promotor Parcasini
iceren Vektorler ve SMAD Ekspresyon Vektorlerinin birlikte

Transfeksiyonu)

Ko-Transfeksiyonlar

U

[ ADAMTS-1 Promotor
Parcalari ile SMAD2/3/4
Transfeksiyonu

\, 7
Transkripsiyonel mRNA Seviyesindeki
Aktjwtlecliem Degisikliligin
Dedisiklikler Saptanmasi

2 v

Lusiferaz SEAP Real Time
Olgimi Olgimi PCR

Sekil 3.21: Bulgular 2. Boliimiin akis diyagrama.

Transfeksiyon analizlerinde kullanilacak 7 promotor parcalari, Hatipoglu ve
arkadaslarinca tarafimiza bagislanmistir. Bu ¢ercevede bizim klonladigimiz promotor
parcasiyla elimizde 8 adet farkli promotor bdlgeleri igceren promotor parcalari
bulunmaktadir. Bizim klonladigimiz bolge Hatipoglu ve arkadaslarinca olusturulmus
parcalardan farkli olarak 5’ wucundan ilave 3’ wucundan da eksik bolgeler
bulunmaktadir. Sekil 3.22° de temsili olarak promotor pargalarinin uzunluklar

goriilmektedir.

ADAMTSI1 promotoru iizerinde SMAD baglanma bolgelerinin ve bazi
transkripsiyon faktorlerinin lokalizasyonunu belirlemek amaciyla ADAMTSI
promotor dizisi TF-Binding MATINSPECTOR veri programinda analiz edildi. Bu
analiz sonucunda SMAD’ larin muhtemel baglanma bolgeleri tespit edildi. Bu
baglanmalarin P1:1834 bg (-1415/+419) ve P7: 548 bg¢ (-129/+419) promotor
parcalarinda oldugu gozlendi (Sekil 3.22). Ko-transfeksiyon deneylerinde bu amagla
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tiim promotor parcalart degil SMAD baglanma bolgesi tasiyan P1 ve P7 promotor
parcalar1 kullanilmistir. Ayrica bu baglanma bdlgelerine spesifik EMSA primerleri
dizayn edilmistir (Tablo 2.14).

-1415 +51 +419

| | |
AA TATA A

-1415

Pl -
P2 -1280 — >
P31 a -
P4
-493 :
e -238
PE —
-129
-1545 k3 roumn
Pa

A\ SMAD SBE CONSENSUS OLIGONUKLEOTID
A VERTEBRATE SMAD FAMILY OF TRANSCRIPTION FACTORS

Sekil 3.22: Promotor (P) Pargalarinin temsili sekli.

(P1: 1834 bg (-1415/+419), P2: 1699 be (-1280/+419), P3: 1058 bg (-1271/+419), P4: 1166 bg (-
747/+419), P5: 912 bg (-493/+419), P6: 657 b (-238/+419), P7: 548 be (-129/+419) ve P8: 1596 be (-
1545/+51))

Insan ADAMTS] promotor pargalarinin  fonksiyonel —aktivitelerinin
belirlenmesi i¢in hepatoma (Hep3B) hiicrelerine kalsiyum fosfat prespitasyon
metodu kullanilarak gegici transfeksiyon yapildi. Promotor aktivitesini belirlemek
igin raportdr gen olarak Metridia longa (marin copepod) lusiferaz geni iceren

pMetLuc vektor sistemi kullanilmistir.

Oncelikli olarak ADAMTS1’ in en kisa (P7) ve en uzun (P1) pargasi olan
promotor bdlgelerinin bazal transkripsiyonel aktivitelerine bakilmistir. Hiicrelere 0,5
ng promotor parcalari iceren rekombinant plazmitler, SMAD ekspresyon vektorleri
ile birlikte transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0,5 pg SEAP vektori
de transfekte edilmistir. Bu islemler Ca-P gecici transfeksiyon yontemiyle

gerceklestirilmistir. Lusiferaz Ol¢limlerinin kontrolii ve transfeksiyon etkinliginin
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kontrolii i¢in pMetLuc Kontrol plazmiti ve salinan alkalin fosfataz aktivitesinin
kontrolii icin de SEAP Kontrol vektorleri pozitif kontrol olarak deneylerde
kullanilmistir. Pozitif kontrol olarak pMetLuc vektorii kullanilmasinin nedeni, bu
vektoriin lusiferaz geninin 6niinde kontrol promotor tasidigi icin yiiksek lusiferaz
aktivitesi gostermesidir. Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat sonra transfekte edilmis
hiicrelerden medyum toplanarak boliim 2.2.5.2 ve 2.2.5.3 belirtildigi sekilde lusiferaz
ve alkalin fosfataz aktiviteleri Ol¢lilmiistiir. Lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine

oranlanarak sonuglar normalize edilmistir

Yapilan analizlere gore ADAMTS1 promotor pargast olan P1 ve P7’ nin
zamana bagl olarak bazal aktivitelerinde artis oldugu gozlendi (Sekil 3.23 ve Sekil
3.24).

-
br]

P1 Bazal Aktivite mP1bazal

Relative Luc/Seap
i Bt it
T I T R TR

=
w

24 saat 48 saat 72 saat

o

Zaman

Sekil 3.23: 1834 bg (-1415/+419) Promotor pargasimin Hep3B hiicrelerinde bazal aktivitesi.
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03

P7 Bazal Aktivite mP7 bazal
0.25
& 02
L4
S
3015
-
]
2 01
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Sekil 3.24: P7: 548 bg (-129/+419) Promotor pargasinin Hep3B hiicrelerinde bazal aktivitesi.

Bazal akitivitelerdeki zamana bagl arstin tespitinden sonra ko-transfeksiyon
ve sitokin uygulanmasi deneylerine gegildi. Hiicrelere 0,5 pg promotor parcalari
iceren rekombinant plazmitler, SMAD ekspresyon vektorleri ile birlikte
transfeksiyon etkinliginin analiz edilmesi amaciyla 0,5 pg SEAP vektorii de
transfekte edilmistir. Ayrica 500 U/ml TGF- sitokini uygulanmistir. P1 promotor
pargasi ilizerinde SMAD transkripsiyon faktorleri ve TGF-B uygulamasi 72 saat
diliminde P1 bazal aktivitesi ile karsilastirdigimizda transkripsiyonel aktiviteyi
diigiirmiistiir ancak bu istatistiki olarak anlamli degildir (Sekil 3.25). Ayrica TGF-f
ve SMAD transfeksiyon sonuglar1 incelendiginde bazal aktivite ile
karsilastirildiginda artis vardir.

P7 promotor pargasi iizerinde SMAD transkripsiyon faktorlerinin etksini
inceledigimizde ise Ozellikle SMAD2/4 transkripsiyon faktorleri ve TGF-f
uygulandiginda bazal aktivite ile karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlaml
transkripsiyonel aktivitede artis gérmekteyiz. SMAD3/4 uygulamast P7 promotor
parcasinin transkripsiyonel aktivitesini arttirmakta ancak TGF-f ile birlikte
uygulandigi grupta ise bazal aktiviteye kiyasla arttirmakta fakat TGF-$
uygulanmayan grupla karsilastirdigimizda ise azaltici etki gostemektedir (Sekil
3.26).

P1 ve P7 sonuglar birlikte degerlendirildiginde P7’ nin SMAD 2/4° e cevap

vermesi ancak biiylik promotor argasinda ayni bolgenin bulunmasina ragmen cevap
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vermemesi ise biiyiik promotor parcasinda baskilayici transkripsiyon faktorlerinden
dolay1 etkiyi goremedigimiz seklinde yorumlanmaktadir. P7 daha kiigiik ve bu bdlge
¢iktig1 icin net etkiyi goriiyor olabiliriz. Ayrica P7° de TGF-B’ ya cevap gormemiz
hem SMAD yolunun hemde farkli yolun kullanildigini farkli mekanizmlarin birlikte

calistigini diistindliirmiistiir.

0,35 SMAD Transkripsiyon Faktorlerinin ve TGF-p
) Sitokininin P1 Promotor Pargasina Etkisi
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Sekil 3.25: SMAD2/4, SMAD3/4 ve TGF-f sitokininin ADAMTS1 P1(1834 bg) promotor pargasina
olan etkisi.
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Sekil 3.26: SMAD2/4, SMAD3/4 ve TGF-f sitokininin ADAMTSI1 P7: 548 b¢ (-129/+419) promotor
pargasina olan etkisi.
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3.3.1 SMAD Vektorlerinin Transfeksiyonu ve ADAMTS1 mRNA

Seviyesindeki Degisikligin Belirlenmesi

SMAD vektorlerinin transfeksiyonu icin HEP3B hiicre hattina son hacimde
10 ug DNA yani 5 pg SMAD? ile birlikte 5 ug SMAD4 ve 5 ug SMADZ3 ile birlikte
5 ng SMAD4 ayn flasklarda kalsiyum fosfat presipitasyon metoduyla transfeksiyon
gerceklestirildi. Uygulamadan 6 saat sonra besi yeri taze %0,1 BSA igeren medium
ile degistirildi. Uygulamadan 1 giin sonra TGF-B sitokini uygulandi. Transfeksiyon
yapilmayan hiicreler kontrol olarak kullanildi. Transfeksiyon deneyleri 3 tekrarh
olarak ¢aligild1 ve birbirinden bagimsiz 3 deney yapildi. Kontrol gruplari ile SMAD
transfekte edilen gruplardaki cT degerleri insan beta-2 ile oranlanarak
normalizasyon gergeklestirildi. SMAD2/4 ve SMAD3/4’ iin ADAMTS]I mRNA

seviyesine olan etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi.

Ayrica ayni kontrol ve deney gruplart (SMAD Transfekte edilenler ve SMAD
trasnfekte edilenler+TGF-B)  kullanilarak ADAMTS1’ in mRNA seviyesi de
incelenmistir. Oncelikli olarak SMAD transkripsiyon faktorii transfekte edilmeyen
gruplar kontrol olarak kullanilmis ve SMAD transfekte edilen gruplardaki
ADAMTSI seviyesi ile karsilagtirilmistir.

SMAD2 ve SMAD4’1in transfekte edildigi deney grubunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADAMTSI 24, 48 ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle 24
saatte kontrol grubuna gore 5 kat artmustir (Sekil 3.27). TGF-f’ nin SMAD2/4
transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI iizerindeki etkisi birlikte incelendigi ise sekil
3.28’ de gortildigi gibi ADAMTSI ifadesi tiim zaman dilimlerinde diistiriilmektedir.

SMAD3 ve SMAD4’1in transfekte edildigi deney grubunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADAMTSI1 24, 48 ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle 24
saatte kontrol grubuna gore 3,5 kat artmigtir (Sekil 3.29). TGF- B’ nin SMAD3/4
transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI {izerindeki etkisi birlikte incelendigi ise sekil
3.30° da goriildigi gibi ADAMTSI1 ifadesi 24 ve 72 saatte azalirken 48 saatte

artmaktadir.
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Sekil 3.27: SMAD?2/4 transfekte edilen hiicrelerde ADAMTS1 mRNA ekspresyonu.
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Sekil 3.28: SMAD2/4 transfekte edilen ve TGF-B sitokini uygulan hiicrelerde ADAMTS1 mRNA
ekspresyonu.
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SMAD 3/4 Transfeksiyonunda ADAMTS1 Ekspresyonu
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Sekil 3.29: SMAD3/4 transfekte edilen hiicrelerde ADAMTS1 mRNA ekspresyonu.

4 SMAD 3/4 TGF Transfeksiyonunda ADAMTS1 Ekspresyonu
35
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24 saat ADAMTS1 48 saat ADAMTS1 72 saat ADAMTS1
Zaman

Sekil 3.30: SMAD3/4 transfekte edilen ve TGF- sitokini uygulan hiicrelerde ADAMTSI
mMRNA ekspresyonu.
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3.4 EMSA

Eder Regllasyon Tespit

Edilirse

inhibisyon Calismalari
(Etkinin ortadan
kaldiriimasi)

R

Translkrlipsiyolnel mRNA ve Protein
Aktivitedeki Seviyesindeki Degisikliligin
Degisiklikler Saptanmasi

(SRS B

Lusiferaz SEAP Real Time Western Bloth
Olgumi Olgumi PCR

Sekil 3.31: Bulgular 3. Boliimiin akis diyagrami.

[EMSA ile baglanmanin

gerceklesdiginin
ispatlanmasi

Insan ADAMTSI] promotoruna baglanmasi muhtemel transkripsiyon
faktorleri biyoinformatik analizlerle belirlenmistir (Sekil 3.32). Bu g¢alisma
kapsaminda regiilasyonunu aydinlatmaya c¢alistigimizda SMAD transkripsiyon
faktorlerinin ADAMTS1 promotorunda ilgili bdlgeye baglanip baglanmadiginin
belirlenebilmesi amaciyla EMSA c¢aligmalar1 yapildi. Ayrica yine ADAMTSI
promotor bolge Tlizerinde biyoinformatik analizlerle belirlenen transkripsiyon
faktorlerinden Spl, Usf, C/EBP ve Apl’ in isaretsiz problar1 kullanilarak EMSA

yarisma deneylerine dahil edilmislerdir.
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-1415

-1365

GACGTGTGGGAGAACTAGAAGGGACGCTTCTGGCTGGGGCCAACTGAAGT

GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGGACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA

SMAD SBE CONSENSUS OLIGONUKLEOTID SMAD SBE CONSENSUS OLIGONUKLEOTID

-1305

-1245

-1185

-1125

-1065

-1005

-945

-885

-825

-765

-705

-645

-585

-525

-465

-405

-345

-285

-225

CCGGACGGGAGTGGGGCGGAAAGGCGGAGACCAGTTCGAGCACTAACGCGGGGGCGLGLG

KLF7 KLF6
AGTGTGAGGGTTGCGGGTCCGCCCGGGGCTAGGGCGGTCGCTCTCGCCATTGTCCCCGCG

SP1/GC
GCTTTCCGCCTGTGAAACACGTCCTTCCTCTGGGTCCTTGAGCCCCTCCCACTTTTTGGA

SP1/GC
GAGAAGAGCCACTCAGTTTTTTTTCCTAAGGACCTGTTGGTGGACCTCTCCTCGCTTTCG

SP1/GC C/EBP
TAACGCGGATATAGCCTTTTCCCTTCCTGGTAGGAAGAGGAAGGAGGGGTCCGGGAAGGA

C/EBP STAT3 SP1/GC
AGCCGATTTCCTTCTTTCCCCCTCTGCACGCTTGCTAGCCCCAGCGATCGCTGCTGGCCC

CCGGGTAGGAAAGTGGGGTTCCTGGCCGTTTCTGCGACGCTGGCCTAGGGCTTGCAGCTG

C/EBP
CTGTTGAGTGAAAGCACGCAGACTGGCGGGAGCCGATCATTTCTCGAATGAAGAAGAARAA

AGCGCAATTCCCTCCTTATGCTCTAGGGAATTGAGCCGCGTCCCAGATCACCCATTCCAG

AAATGTGAAACCGGGCCCTCACAAAGTCGTCTCTGGTGAAGAGGTGGCGTGCGGGGTGGE

AP1
GGTTGGTGGAGGGTGAAGGCATAAGCAAACATATTTTAAAATCCAGATCGTAGGAAGTGT
KLF USF
CACCTGGCCCCTCACCCAGGCATGCTTTCTGGGGGAAGCGCAGGGCCAAGCTTTCCCTAG

C/EBP STAT5B SP1/GC
AAAAGCTGGGGCGAAGAGAGAGCAGGCGGCGGCTAAGGAGCTCCTGGCAGGCTGGGAAGG

TGGAGAAGTGGGGTGAGGTATTTTTCTAGAAAGTGTAGCCCTAGCTCATCTCCTAGATTG

GGGAAGAGGGAACTGAGGGAGGAGGGAAGGAGACCCAGGGCAGCTCCAGGATAGGGAAAT

GTTGAAGAAGGGACTGCGTTCTCCAACCGAACCCTCCCTCCTGGGAACCGCAGCCCAGCG

C/EBP
CGGTAACTGAGTTACCGCAACCGGGCGGTGGGGAGGAAGGGTGGTCCAGGAAACCGGCGA

C/EBP AP1 KLF15
GGGAGAAAAGCGGTGGAAGGGAGAGTCTTCTCCCTGGAGCGGCCCCAGCAGTACARAAGTG

CTGGTCACAGCGCCCCTTCCGCCCCTAGATTGACGAGCAGTGGCGTGGAGCCAGCGCGGA
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SP1/GC
-165 GGCTGCCCCCTCCCCCTCCCGAGCCCGCAGCGCGGAGCGCGGTTTAGCACCAACGGAGCC

KLF6
-105 GGGGGCGGCGTCTTTGGGATGGAAAAGGGCCAAAGGGGAGGAGTGGGGTGGGGGTGGGGG

SP1/GC KLF15
-45 TTTCACTGGTCCACTATAAAAGGACCGCTCGGCTGCCCGGTTCTTGCACTCGCTGGAAAG

SP1/GC TATA KUTUSU +1
+16 CGGCTCCGAGCCAGGGGCTATTGCAAAGCCAGGGTGCGCTACCGGACGGAGAGGGGAGAG

SP1/GC SP1/GC
+76 CCCTGAGCAGAGTGAGCAACATCGCAGCCAAGGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCAC
SMAD FAMILY
+136 CAATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGGCGCCCCAGAGCGCTTCTTGTCCCAGCAGAGC

C/EBP
+196 CACTCTGCCTGCGCCTGCCTCTCAGTGTCTCCAACTTTGCGCTGGAAGAAAAACTTCCCG

+256 CGCGCCGGCAGAACTGCAGCGCCTCCTTTTAGTGACTCCGGGAGCTTCGGCTGTAGCCGG

C/EBP KLF
+316 CTCTGCGCGCCCTTCCAACGAATAATAGAAATTGTTAATTTTAACAATCCAGAGCAGGCC

STAT6 FAST1-SMAD
+376 AACGAGGCTTTGCTCTCCCGACCCGAACTAARAGGTCCCTCGCTC +419

Sekil 3.32: -1415/+419 insan ADAMTS-1 promotoru iizerinde yer alan muhtemel
transkripsiyon faktdrlerinin baglanma dizileri ve lokalizasyonlart.

EMSA c¢alismalar1 igin niikleer ekstraktlar Bolim 2.2.8.2° de belirtilen
sekilde tablo 2.15° deki bilesenler kullanilarak hazirlandi. ADAMTS1 problar

boliim 2.2.8.3” de anlatildigi sekilde biyotin ile ileri prob ile geri prob isaretlendi ve
bolim 2.2.8.4° de belirtildigi sekilde tiiplerde ¢ift zincirli hale getirildi. EMSA

caligmalarinda kullanilan primerler Tablo 3.6’ da verilmistir. Bu primerlerden biyotin

ile isaretli olanlar y1ldiz ile belirtilmistir.
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Tablo 3.6: EMSA ¢alismalarinda kullanilan primer dizileri.

ADAMTSI (+106+166) F* GGCGGAGGCCGAAGAGGGGCGCCAGGCACC
AATCTCCGCGTTGCCTCAGCCCCGGAGGCG

ADAMTS1 (+106+166) R* CCGCCTCCGGCTTCTCCCCGCGGTCCGTGGTT
AGTGGCGCAACGGAGTCGGGGCCTCCGC

ADAMTS1 (-1365-1305) F* GGGGAAGATCTGGGGAGGAGCGAGGAAAGG
ACCCAGATCTACTTGGAGCCAACCAAGAGA

ADAMTS1 (-1365-1305) R* CCCCTTCTAGACCCCTCCTCGCTCCTTTCCTG
GGTCTAGATGAACCACGGTTGGTTCTCT

Baglanma reaksiyonlarinda Hep3B SMAD2/4, SMAD3/4 ve hicbir sey
transfekte edilmeyen kontrol Hep3B hiicrelerine ait niikleer ekstrakt kullanildi.
Gerekli diger bilesenler de bolim 2.2.8.5° te belirtildigi konsantrasyonlarda
reaksiyon tiipline eklendi. 10 dakika buzda inkiibe edildikten sonra oda sicakliginda
20 dk inkiibasyona birakildi ve baglanma reaksiyonlari denatiire olmayan jele
yiiklenerek 90 V, 400 mA akimda yiiriimesi saglandi. Daha sonra naylon membrana
transfer edildi. Proteinlerin membrana sabitlenmesinden sonra (cross-link) membran
bloklanarak HRP bagli streptavidin ile isaretlendi. Komplekslerin goriintiilenmesi
amacityla membran ECL ile muamele edilip, Fusion FX VILBER LOURMAT
cihazinda kompleksler goriintiilendi. Baglanma reaksiyonlarinda Hep3B SMAD2/4,
SMAD?3/4 ve hicbir sey transfekte edilmeyen kontrol Hep3B hiicrelerine ait niikleer
ekstrakt kullanildi. Buna gore olusan DNA-protein kompleksleri  Sekil 3.33° de
goriilmektedir (Kompleks 1 (K1), Kompleks 2 (K2)).

Sekil 3.33” deki sonuglara gore; SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfeksiyonu
sonucu edinilen niikleer ekstraktlara ADAMTS1’ in +106/+166 bolgesi igin
hazirlanan prob (muhtemel SMAD baglanma boélgelerine gore dizayn edilen) ile
muamelesi sonucu bu faktoérlerin buraya baglandigi tespit edilmistir (Sekil 3.25, 2-3
ve 4 numarali kuyular). Ayrica kontrol amagl kullanilan Hep3B niikleer ekstraktina
gore de Sma2/4 transfekte edilerek hazirlanan niikleer ekstrakt — bolgeleri
karsilagtirildiginda kompleks 1 ve 2 de artis gézlenmistir (Sekil 3.33, 2 ve 3 kuyular
karsilastirilmali). Aynm1 deneyde yarisma deneyleri de yapilmistir. ADAMTS1’in
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+106/+166 probu 1000 kat oraninda biyotin isaretsiz olarak kullanilmistir. Biyotinsiz
prob konsantrasyonlar1 biyotinli problara gore 1000 kat fazla olacak sekilde tiiplere
eklendi. Gerekli diger bilesenler de boliim 2.2.8.5” de belirtildigi konsantrasyonlarda
reaksiyon tiipiine eklendi. Sekil 3.33 de 5.kuyu incelendiginde goériilmektedir Ki K2
kaybolmustur. Bu da bize gerg¢ekten bu bolgenin SMAD baglanma bolgesi oldugunu

distindlirmstiir.
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Sekil 3.33: ADAMTS1 SMAD baglanma bdlgesine gore yapilan ‘+106/+166 * ADAMTS1 promotor
bolgesinin EMSA sonucu (Yarisma deneyleri).

Ikinci EMSA deneyinde diger baglanma bélgesi icin hazirlanan prob
ADAMTS1 prob (-1365/-1305) kullanilmustir. Sekil 3.34” deki sonuglara gore;
SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfeksiyonu sonucu edilen niikleer ekstraktlara
ADAMTS1’ in muhtemel SMAD baglanma bolgelerine gore dizayn edilen spesifik
primerler ile muamelesi sonucu bu faktorlerin buraya baglandigi gosterilmistir (Sekil

3.34 K1). SMAD2/4 ve SMAD?3/4 transfeksiyonu sonucu edilen niikleer ekstraktlara
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ve kontrol niikleer ekstrakta SMAD transkripsiyon faktorlerinin baglandigi
gosterilmistir. Ayrica kontrol amacgh kullanilan Hep3B niikleer ekstraktina gore de
SMAD2/4 transfekte edilerek hazirlanan niikleer ekstrakt bolgeleri
karsilastirildiginda kompleks 1 de artis gézlenmistir (Sekil 3.34, 2 ve 3 kuyular
karsilagtirilmali). Ayni deneyde yarisma deneyleri de yapilmistir. ADAMTS1’ in -
1365/-1305 1000 kat oraninda biyotin isaretsiz olarak kullanilmistir. Gerekli diger
bilesenler de bolim 2.2.8.5° te belirtildigi konsantrasyonlarda reaksiyon tiipiline
eklendi. Sekil 3.34° de 5. kuyu incelendiginde goriilmektedirki K1’ de azalma
meydana gelmistir. Bu da bize gergekten bu bolgenin SMAD baglanma bolgesi

oldugunu diistindiirmiistiir.
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Sekil 3.34: ADAMTS1 SMAD baglanma bolgesine gore yapilan -1365/-1305 ADAMTS1 promotor
bolgesinin EMSA sonucu (Yarisma deneyleri).

Son olarak SMAD transkripsiyon faktorleri igin segilen iki baglanma
bolgelerinin 6zglin olup olmadiginin tespiti icin SMAD antikorlar1 ile supershift
deneyleri yapilmistir. Oncelikle ilk bolge (+106/+166 prob) i¢in deneyler yapilmistir.
Sekil 3.35 incelendiginde kuyu 2, kontrol niikleer ekstrakta gore kuyu 3 ve kuyu 6
karsilagtirildiginda yine goriilmektedirki baglanma kompleksleri giiclenmistir (K1 ve
K2). SMAD2/4 niikleer ekstraktindaki kompleksler ile supersift reaksiyonundaki
komplekler karsilastirildiginda goriilmektedirki K2 azalmistir ancak daha biiyiik
kompleks (supershift) yapisi ayirt edilememistir. Ciinkii yukarida giliclii biiyiik
baglanmalarin arasinda kalmis olabilir (kuyu 2, 3, 5). SMAD3/4 niikleer
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ekstraktindaki ~ kompleksler ile  supersift reaksiyonundaki  kompleksler
karsilastirildiginda goriilmektedirki K2 yine azalmistir ancak daha biiyiikk kompleks
yapist ayirt edilememistir (kuyu 6 ve 8). Bunun sebebi olusan kompleklerin giiclii

olmasindan dolay1 supershift yapisi ayirt edilememektedir.

8 7 6 3 4 3 2 1
ADAMIT S1 prob

+ + + + S R S
SMAD2/4

- - - T T + - - Niikleer Ekstrakt
SMAD3/4

+ T * - - - - - Niikleer Ekstrakt

+ Kontrol (Hep3B)

- - - - - - - Niikleer Ekstrakt
Biyotinsiz prob

- T - - i - - - (1000 kat)
Antikor

i _ _ ‘|‘(4“1) _ _ - _ ntikor

Smad2/3 106 Smad2/3 106

8 7 6 5 4 3 2 1

Sekil 3.35: ADAMTS1 SMAD baglanma bolgesine gore yapilan ‘+106/+166 ¢ ADAMTS1 promotor
bolgesinin supershift EMSA sonucu.

Son olarak yine SMAD transkripsiyon faktorleri igin segilen ikinci bolge (-
1365/-1305 prob) i¢in deneyler yapilmistir. Sekil 3.36 incelendiginde SMAD2/4
niikleer ekstraktindaki K2 kompleksinin kontrol niikleer ekstraktina gore daha giiclii
oldugu gozlenmektedir (Kuyu 2 ve 3). Supersift reaksiyonundaki komplekler
karsilagtirildiginda goriilmektedirki K2 azalmistir ancak daha biiyiik kompleks yapisi
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ayirt edilememistir (kuyu 3 ve 5; 6 ve 8 karsilastirilmali). Bunun sebebi olusan

kompleklerin giiclii olmasindan dolay1 supershift yapisi ayirt edilememektedir.

8 z S 3 4 3 2 1

+ + + + + 3 g + ADAMTS1 prob
(-1365/-1305)
SMAD2/4

) ) ) + @ * - - Niikleer Ekstrakt

+ + + _ _ _ _ _ SIYIADBM
Niikleer Ekstrakt

- - - - - _ + _ Kontrol (Hep3B)
Niikleer Ekstrakt
Biyotinsiz prob

) * ) ) + - - - (1000 kat)

+ - - +(4“|) _ _ _ _ Antikor

Smad2/3 1365 Smad2/3 1365

8 7 6 5

Sekil 3.36: ADAMTS1 SMAD baglanma bolgesine gore yapilan -1365/-1305 ADAMTS1 promotor
bolgesinin supershift EMSA sonucu.
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3.5 Iinhibisyon Calismalar

Eder Regllasyon Tespit

Edilirse

[EMSA ile baglanmani

inhibisyon Calismalari
(Etkinin ortadan
kaldiriimasi)

Translkrlipsiyolnel mRNA ve Protein
Aktivitedeki Seviyesindeki Degisikliligin
Degisiklikler Saptanmasi

Lusiferaz SEAP Real Time Western Bloth
OIgUmU Olgumi PCR

gerceklesdiginig
ispatlanmz#

Sekil 3.37: Bulgular 4. Boliimiin akis diyagrami.

EMSA caligmalar1 ile spesifik olarak ADAMTS1 promotor parcalarina
baglandig tespit edilen SMAD transkripsiyon faktorlerinin inhibisyon ¢aligmalar ile

bu etkinin ortadan kaldirilmasina yonelik ¢aligmalar yapilmistir.

3.5.1 Sis3 (SMAD Inhinbitérii) Inhibitériiniin Hiicre Proliferasyonuna
Etkisi

Inhibisyon  caligmalarinda  kullanilan ~ Sis3  inhibitdriiniin  hiicre
proliferasyonuna olan etkisinin arastirilmast amaciyla MTT testi uygulandi.
Transfeksiyon igin hiicreler 1 giin 6nceden 96 kuyulu plakalara 50.000/kuyu olacak
sekilde paylastirildi. 1 giin sonra hiicrelerin tamami1 %0,1° lik BSA iceren medyum
konuldu ve 1 saat sonra son konsantrasyonda 3 pM SiS3, 1 saat sonrasinda ise 500

U/ml TGF-B sitokini uygulandi. 24 saat sonunda boliim 2.2.4.3 de anlatildig1 gibi
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MTT soliisyonu uygulandi ve absorbans degerleri 6lgiildii. Inhibitér olarak
uygulanan Sis3 inhibitorii Hep3b hiicrelerine olan etkisi incelendiginde Sekil 3.38
incelenebilecegi gibi 24 saatte hiicre proliferasyonuna istatistiki anlamda bir etkisi

tespit edilememistir.

12 5

Absorbans 550 nm
1 =}
o Ba [

=
e

02

Kontrol 24 5 SiS+TGF 24 5 TGF 245

Sekil 3.38: Inhibisyon calismalarinda kullamlan Sis3 inhibitoriiniin hiicre proliferasyonuna olan
etkisinin arastirtlmasi 24 saat.

3.5.2 Sis3 Inhibitériiniin SMAD ve ADAMTS1 mRNA Seviyesine Etkisi

Inhibisyon calismalarinda kullanilan Sis3  inhibitoriinin - SMAD  ve
ADAMTSI mRNA seviyesine olan etkisinin arastirilmasi icin hiicreler 25cm? lik
flasklara bir glin 6nceden sayilarak esit olarak paylastirildi. 1 giin sonra hiicrelere son
konsantrasyonu 3 pM olacak sekilde SIS3 (SMAD inhibitdrii) uygulandi.
Calisgmamizda TGF-B sitokinini de kullanacagimiz i¢in uygulamalara baslamadan
once hiicreler %0,1 BSA igeren medyum igerisine alindi. Inhibitdr uygulamasindan 1

saat sonra TGF-B sitokini hiicrelere 500 U/ml verildi.

6 saat ve 24 saat sonunda pelletler toplanarak Fermentas RNA izolasyon Kiti
ile izole edilerek Spektrofotometrede bolim 2.2.6.2° de bahsedildigi gibi dl¢iimleri
ve saflik analizleri yapildi. Ardindan 1 pg RNA kullanilarak bolim 2.2.6.5° de
anlatildig1 gibi cDNA sentezi gerceklestirildi. Yapilan ¢cDNA’ larin kontrolii i¢in
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insan beta-2 primerleri ve kosullar ile PZR gergeklestirildi. Sonuglar elektroforez

jelde yiiriitiilerek UV ile goriintiilendi.

Sekil 3.39: inhibisyon deneyi RNA formaldehit agaroz jel goriintiisii.

(M: Biyitikliik belirteci, 1: Kontrol 6saat, 2: TGF 6saat, 3: SIS+TGF 6saat 4: Kontrol 24saat, 5: TGF
24saat, 6: SIS+TGF 24 saat.)

M1 2 3 4 5 6 NK
-

',..r‘\

Sekil 3.40: inhibisyon deneyinde kullanilan cDNA’larin kontrol PZR elektroforez gériintiisi.

(M; 1kb Marker, 1;SIS+TGF 6saat, 2; TGF 6saat, 3; Kontrol 6saat, 4;SIS+TGF 24 saat, 5;TGF 24saat,
6;Kontrol 24saat.)

Her deney seti igin 3 tekrarli olarak boliim 2.2.6.8” de bahsedildigi sekilde
gercek zamanli PZR kiti kullanilarak tablo 2.9’ da belirtilen kosullarda gercek
zamanl PZR yapildi. Calismada farkli olarak VEGF (Vaskiiler endotelyal biiylime
faktoriiniin) de ekspresyon primerleri kullanilmistir. Elde edilen Ct degerleri
oncelikli olarak 3 tekrarli ¢alisildigi i¢in her deney grubu icin elde edilen degerlerin

ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol olmasi hedeflendigi i¢in her zaman
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dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi alinmistir. Daha sonra kontrol genimiz
olan Human-B-mikroglobiilin-2 geninin ¢T degerleri ile bulunan ¢T degerleri Livak
metoduna gore degerlendirilmistir. Sonuclar géstermektedirki sis inhibitorii bagsarili
bir sekilde SMAD transkripsiyon faktorlerini kontrol grubuna goére inhibe etmistir
(Sekil 3.41° de A, B, C). ADAMTSI seviyesine bakildiginda o6zellikle 6 saatte
inhbitdr uygulanmasmin kontrol grubuna gore ADAMTS] mRNA seviyesini
istatistiksel olarak anlamli seviyede azaltmistir (Sekil 3.41D). Bu deneyde 6zellikle 6
saat goz Oniine alinmalidir ¢linkii inhibitériin etkisi mRNA seviyesinde erken

donemde goriilmektedir.
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Sekil 3.41: SiS3 ve TGF-B uygulanan Hep3B hiicrelerinde (A) SMAD2, (B) SMAD3, (C) SMAD4 ve
(D) ADAMTSL etkisi.

3.5.3 SIS3 (SMAD inhibitériiniin) Western Bloth ile Protein Diizeyine
Etkisi

Inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan Sis3 inhibitdriiniin  SMAD protein
seviyesine olan etkisinin arastirilmasi igin hiicreler biiyiitiildii ve 1 giin sonra
hiicrelerin tamam1 %0,1” lik BSA ig¢eren medyum konuldu ve 1 saat sonra son
konsantrasyonda 3 pM SIS3, 1 saat sonrasinda ise 500 U/ml TGF-B sitokini
uygulandi.
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Boliim 2.2.7.3” de anlatildigr sekilde ve tablo 2.12 ve 2.13” de verilen western
soliisyonlar1 hazirlanarak SDS jeli dokiildii ve ornekler 50u olarak jele
yiiklendi.yiiriitiilen ornekler 1 gece boliim 2.2.7.4° de bahsedildigi lizere transfere
birakildi. Transfer islemlerinden sonra membran bloklamaya alindi.ardindan yikama
islemleri yapilarak primer SMAD antikoruyla muamele edildi (1:100). Daha sonra
sekonder antikor (1:5000) islemlerinden sonra goriintiilemesi yapilarak dansitometrik
analizi yapildi. Sekil 3.42° de analiz sonucunda gosterildigi gibi 6 saat grubunda
protein seviyesinde SMAD proteinlerinin SIS uygulamasi sonrasi azalmasi tespit
edilememistir. Kontrol grubuyla hemen hemen ayni1 degerleri vermistir (1 ve 1.25).
24 saat sonuglar incelendiginde goriilmektedirki sis uygulamasi SMAD faktorlerini

azaltmistir (1 ve 0,8).

SiS+TGF TGF KONTROL SiS+TGF TGF KONTROL

6 saat 6 saat 6 saat 24 saat 24 saat 24 saat
SMAD2/3
55-60 kD

insan-g
Aktin 42kD

1,25 04 1 08 24 1

Sekil 3.42: SiS3 ve TGF- sitokini uygulan hiicrelerde SMAD2/3 ve Insan Beta Aktin goriintiisii.

(1: sis+tgf 6saat, 2: TGF 6saat, 3: kOntrol 6saat, 4: sis+tgf 24 saat, 5: tgf 24 saat, 6:kontrol 24 saat.)

3.54 SMAD inhibitériinin ADAMTS1 Promotor Parcalarina EtKisi

Inhibisyon ¢alismalarinda kullanilan Sis3 inhibitdriiniin ADAMTS1 promotor
pargalarina olan etkisinin arastirilmasi ic¢in transfeksiyon caligmalari yiiriitiildii.
Promotorlarin transfeksiyonlari i¢in hiicreler 1 giin 6nceden 12 kuyulu plakalara
250.000/kuyu olacak sekilde paylastirildi. 45 pl son hacimde; 2 M CaCl soliisyonu
ilave edilerek Promotor pargalart 0,5 pg ve SEAP vektori karistirildi. Karigimin
tizerine 45 pl 2 X Hepes damla damla eklendi ve presipitasyonun olusmasi igin

yarim saat beklendi. Siirenin sonunda presipitasyon olustuktan sonra karisim her bir
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kuyuya 90pul olacak sekilde damla damla eklendi. Hiicreler 6 saatlik inkiibasyon i¢in
COy’ li inkiibatore kaldirildi. Siirenin sonunda kuyulardan medyum uzaklastirilarak
tiim kuyulara %0,1” lik BSA iceren medyum konuldu ve 1 saat sonra ilgili kuyulara
son konsantrasyonu 3 pM olacak sekilde SIS3 (SMAD inhibitérii) uygulandi. Bu
uygulamadan 1 saat sonra ise sadece ilgili kuyulara 500 U/ml TGF-B sitokini
uygulandi. 48 ve 72 saat inkiibasyon siirelerinin sonunda lusiferaz ve salinan alkalin

fosfat aktivitesi i¢in medyum Ornekleri toplandi ve luminometre ile ol¢iildii.

Sonuglar incelendiginde Sis3 inhibitoriiniin  ADAMTS1 P1 promotor
parcasinin aktivitesini 48 saatte TGF- + Sis3 inhibitorii uygulanan grupta diistirdiigii
goriilmektedir. (Sekil 3-43). Sekil 3.44 incelendiginde goriilmektedirki Sis3
inhibitérii P7 promotor pargasinin transkripsiyonel aktivitesini 48 saatte bazal
aktivite ile karsilastirildiginda azaltmaktadir. TGF-f ve Sis3’ {in birlikte uygulanmasi
aktiviteyl yeniden arttirmaktadir. Bu da SMAD’ lar durdurulsa bile TGF-f
uygulamasmin aktiviteyi yeniden arttirdigini gostermektedir. Hem SMAD hem de

farkli bir mekanizmanin varligini isaret etmektedir.

SiS3 inhibitériiniin ADAMTS1 P1 Promotor Pargasina
0,1 - —
Etkisi
0,09 -
o
& 0,08 -
2
$0,07 -
=
£0,06 -
< 0,05 -
80,04 -
3
v 0,03 -
& 0,02 -
o
0,01 -|
0
P1+TGF P14SiS P1+TGF+S|S

Sekil 3.43: SiS3 inhibitériiniin ve TGF-P sitokininin SMAD uygulanmis HEP3B hiicre hattinda
ADAMTS1 promotoru olan P1 (-1415/+419)¢ e olan etkisi 48 saat.
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SiS inhibitoriiniin ADAMTS1 P7 Promotor Parcasina
Etkisi

2 e
& 7

e
g

Ralative Lusiferaz Aktivite [Luc/SEAP]
= =
R 2

=
=
=

P7 P74+TGF PT45IS P7+TGF45i5

Sekil 3.44: SiS3 inhibitdriiniin ve TGF-p sitokininin SMAD uygulanmis HEP3B hiicre hattinda
ADAMTS1 promotoru olan P7 (-129/+419) e olan etkisi 48 saat.
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4. SONUC VE ONERILER

ADAMTS ailesinin Vazquez ve grubu tarafindan 1999 yilinda anti-
anjiyogenetik etkisi olan proteinlere sahip oldugu bulunmustur. ADAMTS genleri ve
tiriinleri olan enzimler hiicre dis1 matriksin sekillenmesi, artrit, ateroskleroz, fibroz,
organogenez, hemostaz ve yara iyilesmesi de dahil olmak iizere, gesitli patolojik
sireglerde gorev aldigi gibi bu ailenin iiyelerinden bazilari, kanser ve
kardiyovaskiiler hastalik ile iligkili iken bazi iiyeleri ise kalitsal genetik bozukluklara
yol agmaktadir. Onemli olaylardada rol alan ADAMTS’ ler, protein dizisi,
domainlerin organizasyonu, gen dizisi korunmusluguna ve substrat tercihine gore

gruplandirilmistir [3,4,6,7,12,13].

ADAMTSI ise bu ailenin ilk {iyesidir ve ilk olarak inflamasyon aracis1 olarak
tanimlanmistir. Organogeneziste, kan / lenf damar1 olusumu, yumurtalik
follikiilogenez ve ovulasyon gibi fizyolojik olaylarda rol almaktadir [16].
ADAMTSI’ in VEGF ile indiiklenen anjiyogenezi inhibe etmektedir. Ayrica
fibroblast biiylime faktorii-2 ile indiiklenen damarlanmayi baskilamaktadir [2,18].
Ayrica ADAMTS1 Major kikirdak protein olan agrekanin pargalanmasinda
agrekanaz aktivitesine sahiptir. Ayrica, merkezi sinir sisteminde yogun sekilde ifade
olan kan damarlarinda ve brevikan da bulunan versikam1 da degrede -ettigi
bulunmustur. Agrekan, kikirdagin esas proteoglikanidir ve dokunun tip II kollajen
sarmalina kars1 hidrate edilmesi ve sismesi yoluyla baskiya karsi koymasindan

sorumludur [2].

ADAMTS!’in kanserdeki rolleri ile yapilan ¢ok sayida calisma, prostat,
karaciger ve meme bezi tiimorlerinin ilerlemesi sirasinda ADAMTS1’ in mRNA ve
protein diizeylerinde degisiklik oldugunu ortaya cikarmistir [16]. Yapilan bu
calismalarla, ADAMTS1’in anti-anjiogenetik etkisi ve rolii de gosterilmistir.
Anjiyogenez tiimoriin ilerlemesinde Onemli bir rol oynar. Cesitli raporlar
ADAMTS!’ in birden fazla mekanizmasinin anjiyogenezi inhibe etttigini

gostermektedir.
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Insan ADAMTSI geninin regiilasyonuna yénelik ilk calisma ise Hatipoglu ve
arkadaglar1 tarafindan 2009 yilinda yaynlanmistir. Bu ¢alismaya gore, endotel
hiicrelerinde hipoksiya durumunda, ADAMTS1 mRNA ve protein ekspresyon
seviyesi hizli bir sekilde artmaktadir. Arastirmacilar ADAMTS1’ in HIF 1o’ nin yeni
bir hedef geni oldugunu ileri siirmektedir. Bu ¢alismada hipoksik kosullara altinda
genin regililasyonunu ve HIFla’ y1 incelemektedir. Ancak bu ¢alismada da insan
ADAMTSI geninin normal oksijen kosullarinda (normoksiya) nasil regiile edildigi
ve hepatoma hiicrelerinde dokuya spesifik regiilasyonu ile ilgili bilgilere
rastlanmamistir. Bu amag¢ dogrultusunda TBAG 110T574 nolu proje ile
arastirmalarini Yrd.Dog¢.Dr. Siimeyye AYDOGAN TURKOGLU’ nun yaptigi ve
Prof. Dr. Feray KOCKAR’ 1 yiiriitiiciiliigiinii yaptigi proje kapsaminda Insan
ADAMTSI promotorunun normal oksijen varlifinda insan hepatoma hiicre modeli
kullanilarak transkripsiyonel regiilasyonu arastirilmigtir. Bu projeden elde edilen

verilerle Gene dergisinde 2016 Ocak sayisinda basilmistir [37].

110T961 numaral1 1001 projemizde ise ADAMTSI geninin TGF-f3 ve VEGF
sitokinleri ile regiilasyonu g¢alisilmistir. Bu 1001 projesinden elde ettigimiz verilere
gore insan ADAMTS1 geni TGF-f sitokini tarafindan upregiile edilmektedir (Sekil
1.8). Ancak bu regiilasyonun TGF-f sitokininin etki yollarindan biri olan SMAD
transkripsiyon faktorleri ile olup olmadig1 bilinmemektedir. Projede mRNA, protein
diizeyinde ADAMTS1 cevabin tespiti yapilmistir. Projede bu cevabin hangi
transkripsiyon faktorii ile gerceklestigi gibi bir detaylandirmaya gidilmemistir. Bu
hizli destek projesi kapsaminda elde edilmis olan sitokin cevabinin SMAD

transkripsiyon faktorlerince olup olmadigina yonelik olarak yapilmustir.

Transforme edici biiylime faktorii (Transforming Growth Factor-p, TGF-B)
ailesi, gelisimi ¢ok yonlii kontrol eden ekstraselliiler biiylime faktorlerinin biiyiik bir
grubunu olusturur. Cok sayida birbirine benzer polipeptit biiylime faktorleri iceren
TGF-B tyeleri hiicre proliferasyonu, farklilasmasi, motilitesi, adezyonu ve o6limii
gibi hiicresel siirecleri diizenleme yetenegine sahiptir. TGF- ve ilgili faktorleri,
organizmanin tiim dokularmin gelisiminde, homeostazisinde ve onariminda ¢ok
onemli rol oynarlar. Bu faktorlerin tiimii, hiicre i¢i sinyallerin diizenlenmesinde

onemli bir yer tutar [38]. Insan genomunda 42 iiyesi vardir, Drosophila da 7 ve
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Caenorhabditis elegans da 4 tanedir. Transforme edici biiylime faktorii- B (TGF- p)

ailesi bu molekiil sinifinda en 6nemli temsilcilerden biridir.

Hepatoselliiler karsinom (HCC) daki artis, ge¢ tan1 ve tedavi secenekleri
kisitlt oldugu icin 6nemli bir halk sagligi sorunudur. TGF-f karaciger hasar1 ve
yenilenmenin erken evrelerinde sitostatik sinyalleri saglamak i¢in bilinen, ancak
tiimor baslamas1 ve karaciger kanseri ilerlemesinde etkileri arttiran bir etki gosterir
[42]. TGF-B sinyal yolunun biyokimyasal omurgasinin saglam bir sekilde ve
hiicrelerin bu sinyallere cevaplarinin nasil ¢evrildigi aydmlatilmigtir. Bu yolun

6ziinde SMAD transkripsiyon faktorleri yer alir [39].

Insan ve fare genomunda sekiz adet, Drosophila’da dort ve C.elegans’ ta ii¢
adet SMAD proteini tanimlanmistir [39]. Memelilerde sadece 5 tanesi TGFf
ailesinin substratidir. SMAD1, SMAD2, SMAD3, SMAD5 ve SMAD8 TGF- B
reseptor ailesinin substratlari; yaygin olarak reseptor-regiilatér olarak diizenlenmis
SMAD’ lar veya RSMAD?’ lar olarak adlandirilir. Memelilere ait SMAD proteinleri
ti¢ sinifa ayrilir; Reseptor araciligiyla diizenlenen SMAD” lar (R-SMAD’ lar), Ortak
mediator SMAD (Co-SMAD) ve Antagonistik ya da inhibitor SMAD’ lardir (I-
SMAD’ lar).

Calismamizin ilk basamaginda SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 genlerini i¢eren
Okaryotik ekspresyon vektorlerinin Hep3B hiicrelerine 10 pg olacak sekilde Ca-P
gecici presipitasyon yontemi ile transfeksiyonu gerceklestirildi. Ayni deney setinde
TGF-B sitokini uygulan gruplar da eklendi. Transfeksiyondan 24, 48 ve 72 saat
sonunda pelletler toplanarak real-time tekniginde kullanilmak {izere ayrildi. Bu
pelletlerden oncelikle RNA izolasyonu gerceklestirildi ve spektrofotometre ile
Olctimleri yapilarak 1 pg RNA ile cDNA sentezlendi. Elde edilen ¢cDNA lardan
gercek zamanli (real-time) PZR ile  ektopik ekspresyonun basarisinin kontrolii
yapildi. Normalizasyon i¢in insan beta-2 kullanildi. Elde edilen sonuglara gore
SMAD?2/4 transfekte edilen 6rneklerde SMAD2 ve SMAD4 transfekte edilen Hep3B
hiicre hattinda, Sekil 3.5 ve Sekil 3.6 de gosterildigi gibi SMAD2 ve SMAD4’ {in
Ozellikle 48 saat sonunda bir artisin oldugu ve mRNA seviyesinde kontrol grubuna
gore ifadenin arttig1 tespit edildi. SMAD3 ve SMAD4’ iin transfekte edildigi Hep3B
hiicre hattinda SMAD?3” {in kontrol grubuna gore 24 saat sonunda mRNA diizeyinde
ekspresyonunda artisin oldugu (Sekil 3.7), SMADA4 de ise 24 ve 48 saatlerde bu
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ekspresyona katki sagladigi gozlendi (Sekil 3.8). Ektopik ekspresyonun mRNA
seviyesinde kontrol edilmesinden sonra TGF-B sitokinin ektopik olarak {iretilen
transkripsiyon faktorleri olan SMAD’ lara olan etkisi de ayrica arastirilmistir. Elde
edilen sonuglara gore SMAD2 ve SMAD4’ {in ayrica TGF- sitokininin uygulandigi
kosullarda SMAD?2’ nin ekspresyonuna TGF-f’nin 24 saatte katki sagladigini
gormekteyiz (Sekil 3.9). SMAD4’iin ekspresyonuna ise tiim zaman dilimlerinde
katki saglamistir (Sekil3.10). SMAD3 ve SMAD4’ iin ayrica TGF-f sitokininin
uygulandig1r kosullarda SMAD3’ iin ektopik ekspresyonuna TGF-B’ nin etkisine
baktigimizda 24 saatte bir artisa sebep oldugunu gormekteyiz (Sekil 3.11). Ay
deney grubunda TGF-f’nin SMAD4’ iin ektopik iiretimine katkisi en yiiksek olarak
72 saatte gozlenmistir (Sekil 3.12).

Ayn1 zamanda protein seviyesinde SMAD transkripsiyon faktorlerinin
ektopik tiretiminin kontrolii de gergeklestirildi. Optimizasyon sonucu belirlenen
miktarda (50pg) proteinler jele yiliklenmistir. Western bloth islemi sonucu olusan
protein bantlarinin biiyiikliigii Imaj-J> de belirlenmis ardindan excel de degerler -
Aktin protein bantlarina oranlanarak normalize edilmis ve densitometrik analizleri
yapilmistir. Bu analiz sonucunda SMAD2, SMAD3 ve SMAD4’ iin transfekte
edildigi deneyde ektopik olarak protein seviyesinde kontrol grubuna gore artis

oldugu gozlemlenmistir (Sekil 3.14, Sekil 3.15).

Ektopik ekspresyonun protein seviyesinde de kontrol edilmesinden sonra
TGF-p sitokinin ektopik olarak iiretilen transkripsiyon faktorleri olan SMAD’lara
olan etkisi de ayrica arastirilmistir. Elde edilen sonucglara gore SMAD2 ve SMAD4’
in ayrica TGF-P sitokininin uygulandigi kosullarda SMAD2/4’ {in protein miktarina
TGF-B’ nin 6zellikle 48 saatte azaltict bir etki gosterdigini gormekteyiz (Sekil 3.16).

Bu sonuglar mRNA seviyesinde gosterigi sonuglarlada koreledir.

SMAD3 ve SMAD4’ iin ayrica TGF-B sitokininin uygulandigi
kosullarda SMAD3’ iin ektopik ekspresyonuna TGF-f’nin etkisine baktigimizda 48
ve 72 saatlerde bir miktar azalmaya sebep olmustur (Sekil 3.17). mRNA diizeyinde
gosterdigi etki ile uyumludur.

Ektopik olarak {iiretilen SMAD transkripsiyon faktorlerinin Hep3B hiicreleri

tizerindeki sitotoksik etkisinin belirlenmesi amaciyla MTT testi uygulanmuistir.
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Western Bloth ve Real time da uygulan deney gruplar ile ayni kosullarin olmasi
saglanarak Hep3B hiicrelerine SMAD plazmitlerinin Ca-P teknigi ile transfeksiyonu
gergeklestirildi. Uygulamadan 24, 48 ve 72 saat MTT sonuglar1 elde edildi. Hep3B
hiicrelerine yapilan transfeksiyonlar ve sitokin uygulamalari kontrol grubuyla
karsilastirildiginda hiicreleri etkilemektedir ancak bu istatistiki olarak anlaml
degildir. Sekil 3.18” de 24 saat sonuglar1 incelendiginde SMAD 2/4 ve 3/4 transfekte
edilen hiicrelerde kontrol grubu ile karsilastirildiginda azalma gozlenmektedir ancak
bu istatistiki olarak anlamli degildir. Sekil 3.19” da ise 48 saat sonuglari
incelendiginde =~ SMAD2/4 transfekte edilen grupta kontrol grubu ile
karsilastirildiginda etki yokken SMAD3/4 transfekte edilen grupta kontrol gurubuna
gore azalma vardir. Sekil 3.20° de ise 72 saat MTT sonuglari incelendiginde yine
SMAD?2/4 transfekte edilen grupta kontrol grubu ile karsilastirildiginda etki yokken
SMADZ3/4 transfekte edilen grupta kontrol gurubuna gére azalma vardir.

Bazal transkripsiyonel aktiviteninin belirlenmesi i¢in promotor bdlgesinin
5’ucu sabit tutularak 3’ ucundan kisaltilarak hazirlanan ADAMTS1 promotor
parcalarinin Hep3B hiicrelerine transfeksiyonunda ve ko-transfeksiyon analizlerinde
kalsiyum-fosfat presipitasyon metodu kullanilmigtir. Bazal transkripsiyonel aktivite
ve ko-transfeksiyonlardan elde edilen sonuglar karsilastirilmistir. SMAD2, SMAD3
ve SMAD4 transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS1 promotor dizisinde baglanma
motifleri bulunmaktadir. Bunun i¢in ADAMTSI1 promotor bdlgesi biyoinformatik
olarak analiz edilerek SMAD baglanma boélgeleri belirlenmistir (Sekil3.22). Bu
ekspresyon plazmitleri ADAMTS]1 promotor pargalari ve TGF-f sitokini ile birlikte
Hep3B hiicrelerine gecici olarak transfekte edilerek, lusiferaz aktivitesi ol¢iildii ve
ADAMTSI promotor aktivitesine olan katkis1 belirlendi. Yapilan analizlere gore; P1
promotor parcasi tizerinde SMAD transkripsiyon faktorleri ve TGF-P uygulamasi 72
saat diliminde P1 bazal aktivitesi ile karsilagtirdigimizda transkripsiyonel aktiviteyi
diistirmistiir ancak bu istatistiki olarak anlamli degildir (Sekil 3.25). Ayrica TGF-8
ve SMAD transfeksiyon sonuglari incelendiginde bazal aktivite ile

karsilastirildiginda artis vardir

P7 promotor pargasi lizerinde SMAD transkripsiyon faktorlerinin etksini
inceledigimizde ise Ozellikle SMAD2/4 transkripsiyon faktorleri ve TGF-f

uygulandiginda bazal aktivite ile karsilastirdigimizda istatistiksel olarak anlamli
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transkripsiyonel aktivitede artis gérmekteyiz. SMAD3/4 uygulamasi P7 promotor
pargasinin transkripsiyonel aktivitesini arttirmakta ancak TGF-f ile birlikte
uygulandigr grupta ise bazal aktiviteye kiyasla arttirmakta fakat TGF-
uygulanmayan grupla karsilastirdigimizda ise azaltici etki gostemektedir (Sekil
3.26).

P1 ve P7 sonuglar birlikte degerlendirildiginde P7° nin SMAD 2/4° e cevap
vermesi ancak biiylik promotor ar¢asinda ayni bolgenin bulunmasina ragmen cevap
vermemesi ise biiylik promotor parcasinda baskilayici transkripsiyon faktorlerinden
dolay1 etkiyi goremedigimiz seklinde yorumlanmaktadir. P7 daha kiigiik ve bu bolge
ciktig1 icin net etkiyi goriiyor olabiliriz. Ayrica P7° de TGF-B’ ya cevap gormemiz
hem SMAD yolunun hemde farkli yolun kullanildigini farkli mekanizmlarin birlikte

calistigini diistindlirmiistiir.

SMAD vektorlerinin transfeksiyonu i¢cin HEP3B hiicre hattina son hacimde
10 ug DNA yani 5 ug SMAD?2 ile birlikte 5 ug SMAD4 ve 5 ug SMADZS ile birlikte
5 ug SMAD4 ayrn flasklarda kalsiyum fosfat presipitasyon metoduyla transfeksiyon
gercgeklestirildi. Uygulamadan 6 saat sonra besi yeri taze %0,1 BSA igeren medium
ile degistirildi. Uygulamadan 1 giin sonra TGF-f sitokini uygulandi. Transfeksiyon
yapilmayan hiicreler kontrol olarak kullanildi. Transfeksiyon deneyleri 3 tekrarh
olarak calisild1 ve birbirinden bagimsiz 3 deney yapildi. Kontrol gruplari ile SMAD
transfekte edilen gruplardaki cT degerleri insan beta-2 ile oranlanarak
normalizasyon gergeklestirildi. SMAD2/4 ve SMAD3/4’ iin ADAMTSI mRNA

seviyesine olan etkisi istatistiksel olarak degerlendirildi.

Ayrica ayni kontrol ve deney gruplari (SMAD Transfekte edilenler ve SMAD
trasnfekte edilenler+TGF-f)  kullanilarak ADAMTS1’ in mRNA seviyesi de
incelenmistir. Oncelikli olarak SMAD transkripsiyon faktorii transfekte edilmeyen
gruplar kontrol olarak kullanilmis ve SMAD transfekte edilen gruplardaki
ADAMTSI seviyesi ile karsilagtirilmistir.

SMAD2 ve SMAD4’1in transfekte edildigi deney grubunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADAMTSI1 24, 48 ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle 24
saatte kontrol grubuna gore 5 kat artmistir (Sekil 3.27). TGF-B” nin SMAD2/4
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transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI iizerindeki etkisi birlikte incelendigi ise sekil
328’ de gorildiigii gibi ADAMTSI ifadesi tiim zaman dilimlerinde diisiiriilmektedir.

SMAD3 ve SMAD4’iin transfekte edildigi deney grubunda kontrol grubuyla
karsilastirildiginda ADAMTSI1 24, 48 ve 72 saatlerde artis gostermistir 6zellikle 24
saatte kontrol grubuna gore 3,5 kat artmistir (Sekil 3.29). TGF- B> nin SMAD3/4
transkripsiyon faktorlerinin ADAMTSI {izerindeki etkisi birlikte incelendigi ise sekil
3.30° da goriildigi gibi ADAMTSI ifadesi 24 ve 72 saatte azalirken 48 saatte

artmaktadir.

Hem transkripsiyonel aktivite hemde mRNA seviyesinde ADAMTSL genine
olan katkisi tespit edildikten sonra SMAD transkripsiyon faktorlerinin ADAMTS1
promotor bolgesine gergekten baglanip baglanmadigi EMSA teknigi ile analiz
edilmisti. ADAMTS1 promotor dizisi MATINSPECTOR programinda analiz
edildiginde transkripsiyon faktorlerinin muhtemel baglanma boélgeleri tespit edildi
(Sekil 3.32). SMAD baglanma boélgeleri tespit edilerek bu bolgelere 6zgii EMSA
primerleri tasarlandi (+106/+166, -1365/-1305) ve ardindan bu faktérlerin baglanip
baglanmadigini anlayabilmemiz amactyla EMSA teknigi uygulandi. Sekil 3.33” deki
sonuglara gore; SMAD2/4 ve SMAD3/4 transfeksiyonu sonucu edinilen niikleer
ekstraktlara ADAMTSI’ in +106/+166 bolgesi ic¢in hazirlanan prob (muhtemel
SMAD baglanma bolgelerine gore dizayn edilen) ile muamelesi sonucu bu
faktorlerin buraya baglandigi tespit edilmistir (Sekil 3.25, 2-3 ve 4 numarali
kuyular). Ayrica kontrol amach kullanilan Hep3B niikleer ekstraktina gore de
Sma2/4 transfekte edilerek hazirlanan niikleer ekstrakt bolgeleri karsilagtirildiginda
kompleks 1 ve 2 de artis gézlenmistir (Sekil 3.33, 2 ve 3 kuyular Karsilagtirilmalr).
Ayni deneyde yarisma deneyleri de yapilmistir. ADAMTS1’in +106/+166 probu
1000 kat oraninda biyotin isaretsiz olarak kullanilmistir. Biyotinsiz prob
konsantrasyonlar1 biyotinli problara gore 1000 kat fazla olacak sekilde tiiplere
eklendi. Gerekli diger bilesenler de boliim 2.2.8.5” de belirtildigi konsantrasyonlarda
reaksiyon tiipiine eklendi. Sekil 3.33 de 5.kuyu incelendiginde goriilmektedir ki K2
kaybolmustur. Bu da bize gerg¢ekten bu bolgenin SMAD baglanma bdlgesi oldugunu

diistindiirmiistiir.

Ikinci EMSA deneyinde diger baglanma bdlgesi igin hazirlanan prob
ADAMTS1 prob (-1365/-1305) kullanilmistir. Sekil 3.34” deki sonuglara gore;
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SMAD2/4 ve SMAD?3/4 transfeksiyonu sonucu edilen niikleer ekstraktlara
ADAMTSI’ in muhtemel SMAD baglanma bolgelerine gore dizayn edilen spesifik
primerler ile muamelesi sonucu bu faktorlerin buraya baglandigi gosterilmistir (Sekil
3.34 K1). SMAD2/4 ve SMAD?3/4 transfeksiyonu sonucu edilen niikleer ekstraktlara
ve kontrol niikleer ekstrakta SMAD transkripsiyon faktorlerinin baglandigi
gosterilmistir. Ayrica kontrol amacgh kullanilan Hep3B niikleer ekstraktina gore de
SMAD2/4 transfekte edilerek hazirlanan niikleer ekstrakt bolgeleri
karsilastirildiginda kompleks 1 de artis gézlenmistir (Sekil 3.34, 2 ve 3 kuyular
karsilagtirilmali). Ayni deneyde yarisma deneyleri de yapilmistir. ADAMTSI’ in -
1365/-1305 1000 kat oraninda biyotin isaretsiz olarak kullanilmistir. Gerekli diger
bilesenler de boliim 2.2.8.5° te belirtildigi konsantrasyonlarda reaksiyon tiipiline
eklendi. Sekil 3.34> de 5. kuyu incelendiginde goriilmektedirki K1’ de azalma
meydana gelmistir. Bu da bize gergekten bu bolgenin SMAD baglanma bolgesi

oldugunu diistindliirmiistiir.

Son olarak SMAD transkripsiyon faktorleri i¢in segilen iki baglanma
bolgelerinin 6zgiin olup olmadiginin tespiti i¢cin SMAD antikorlar1 ile supershift
deneyleri yapilmistir. Oncelikle ilk bolge (+106/+166 prob) igin deneyler yapilmistir.
Sekil 3.35 incelendiginde kuyu 2, kontrol niikleer ekstrakta goére kuyu 3 ve kuyu 6
karsilastirildiginda yine goriilmektedirki baglanma kompleksleri giiclenmistir (K1 ve
K2). SMAD2/4 niikleer ekstraktindaki kompleksler ile supersift reaksiyonundaki
komplekler karsilastirildiginda goriilmektedirki K2 azalmistir ancak daha biiyiik
kompleks (supershift) yapisi ayirt edilememistir. Ciinkii yukarida gii¢lii biiyilik
baglanmalarin arasinda kalmis olabilir (kuyu 2, 3, 5). SMAD3/4 niikleer
ekstraktindaki ~ kompleksler ile  supersift  reaksiyonundaki = kompleksler
karsilagtirildiginda goriilmektedirki K2 yine azalmistir ancak daha biiyiikk kompleks
yapist ayirt edilememistir (kuyu 6 ve 8). Bunun sebebi olusan kompleklerin giiglii

olmasindan dolay1 supershift yapisi ayirt edilememektedir.

Son olarak yine SMAD transkripsiyon faktorleri i¢in segilen ikinci bolge (-
1365/-1305 prob) icin deneyler yapilmistir. Sekil 3.36 incelendiginde SMAD2/4
niikleer ekstraktindaki K2 kompleksinin kontrol niikleer ekstraktina gore daha giiclii
oldugu gozlenmektedir (Kuyu 2 ve 3). Supersift reaksiyonundaki komplekler
karsilagtirildiginda goriilmektedirki K2 azalmistir ancak daha biiyiik kompleks yapisi
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ayirt edilememistir (kuyu 3 ve 5; 6 ve 8 karsilastirilmali). Bunun sebebi olusan

kompleklerin giiclii olmasindan dolay1 supershift yapisi ayirt edilememektedir.

Inhibisyon  calismalarinda  kullamlan  Sis3  inhibitoriiniin  hiicre
proliferasyonuna olan etkisinin arastirtlmast amaciyla MTT testi uygulandi.
Transfeksiyon i¢in hiicreler 1 giin 6nceden 96 kuyulu plakalara 50.000/kuyu olacak
sekilde paylastirildi. 1 giin sonra hiicrelerin tamami %0,1’ lik BSA i¢eren medyum
konuldu ve 1 saat sonra son konsantrasyonda 3 pM SIS3, 1 saat sonrasinda ise 500
U/ml TGF-B sitokini uygulandi. 24 saat sonunda boliim 2.2.4.3 de anlatildig1 gibi
MTT soliisyonu uygulandi ve absorbans degerleri 6lciildii. Inhibitér olarak
uygulanan Sis3 inhibitérii Hep3b hiicrelerine olan etkisi incelendiginde Sekil 3.38
incelenebilecegi gibi 24 saatte hiicre proliferasyonuna istatistiki anlamda bir etkisi

tespit edilememistir.

Inhibisyon calismalarinda kullanilan  Sis3 inhibitoriinin - SMAD  ve
ADAMTS] mRNA seviyesine olan etkisinin arastirilmasi igin, elde edilen Ct
degerleri oncelikli olarak 3 tekrarli ¢alisildigr i¢in her deney grubu i¢in elde edilen
degerlerin ortalamasi alinmistir, ardindan tek bir kontrol olmas1 hedeflendigi i¢in her
zaman dilimine ait kontrol gruplarinin ortalamasi alinmistir. Daha sonra kontrol
genimiz olan Human-B-mikroglobiilin-2 geninin c¢T degerleri ile bulunan c¢T
degerleri Livak metoduna gore degerlendirilmistir. Sonuglar gostermektedirki sis
inhibitdrii basarili bir sekilde SMAD transkripsiyon faktorlerini kontrol grubuna gore
inhibe etmistir (Sekil 3.41° de A, B, C). ADAMTSI seviyesine bakildiginda 6zellikle
6 saatte inhbitdr uygulanmasinin kontrol grubuna gére ADAMTS1 mRNA seviyesini
istatistiksel olarak anlaml: seviyede azaltmistir (Sekil 3.41D). Bu deneyde 6zellikle 6
saat goz Oniline alinmalidir ¢linkii inhibitoriin etkisi mRNA seviyesinde erken

donemde goriilmektedir.

Protein seviyesinde inceleme yapildiginda ise SMAD proteinlerinin SIS
uygulamasi sonrasi western blot ile analizi yapilmistir. Sekil 3.42° de analiz
sonucunda gosterildigi gibi 6 saat grubunda protein seviyesinde SMAD
proteinlerinin SIS uygulamas1 sonrasi azalmasi tespit edilememistir. Kontrol
grubuyla hemen hemen ayni degerleri vermistir (1 ve 1.25). 24 saat sonuglari
incelendiginde goriilmektedirki sis uygulamast SMAD faktorlerini azaltmistir (1 ve
0,8).
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Inhibisyon c¢alismalarinda kullanilan Sis3 inhibitdriiniin ADAMTS1 promotor
pargalarina olan etkisinin arastirilmasi igin transfeksiyon caligmalari yiirtitiildii.
Sonuglar incelendiginde Sis3 inhibitériinin ADAMTS1 P1 promotor pargasinin
aktivitesini 48 saatte TGF-B + Sis3 inhibitorii uygulanan grupta disiirdigi
goriilmektedir. (Sekil 3.43). Sekil 3.44 incelendiginde goriilmektedirki Sis3
inhibitérii P7 promotor parcasinin transkripsiyonel aktivitesini 48 saatte bazal
aktivite ile karsilastirildiginda azaltmaktadir. TGF-p ve Sis3’ {in birlikte uygulanmasi
aktiviteyi yeniden arttirmaktadir. Bu da SMAD’ lar durdurulsa bile TGF-B
uygulamasinin aktiviteyi yeniden arttirdigint gostermektedir. Hem SMAD hem de

farkli bir mekanizmanin varligini isaret etmektedir.

Bu galisma kapsaminda ilk kez ADAMTS1 geninin SMAD transkripsiyon
faktorlerince regiilasyonu calisiimistir. Ozellikle anti-anjiyogenik 6zellige sahip olan
bu genin regiilasyonun aydinlatilmasi agisindan literatiire olduk¢a Onemli veriler

sunmaktadir. Sonraki ¢alismalar i¢in temel teskil edecegini diisiinmekteyiz.
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6. EKLER

EK A (Kullanilan Biiyiikliik Belirtecleri)

GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb DNA Ladder,
ready-to-use
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Sekil A.1: Fermentas 1 kb DNA biiyiikliik belirteci
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Blot

Sekil A.2: PageRuler Prestained Protein biiyiikliik belirteci
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