Afyon Kocatepe Universitesi Fen ve Miihendislik Bilimleri Dergisi

Afyon Kocatepe University Journal of Science and Engineering

AKU FEMUBID 19 (2019) 011004 (22-33) AKU J. Sci. Eng. 19 (2019) 011004 (22-33)
Doi: 10.35414/akufemubid.428822

Arastirma Makalesi / Research Article

Kanser hiicrelerinde Hipoksik Kosullarda ADAMTS2 ifadesinin Degisimi

Stimeyye AYDOGAN TURKOGLU?, Arife Sinem GULTEKiN?, Feray KOCKAR?
Balikesir Universitesi Fen-Edebiyat Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimii, BALIKESIR

saydogan@balikesir.edu.tr, https://orcid.org/0000-0003-1754-0700

Gelis Tarihi: 30.05.2018 ; Kabul Tarihi: 20.03.2019

Oz

ADAMTS ler (A Disintegrin And Metalloproteaz With Trombospondin Motifs; Trombospondin
Motifli Matriks Metalloproteazlar) dokularin yeniden diizenlenmesi, matriks yapimi ve yikimi gibi
fizyolojik olaylarda rol aldigi gibi; kanser, kas-iskelet sistemi hastaliklari, enflamasyon, fibrozis gibi
patolojik olaylarda da yer alir. ADAMTS ailesine ait 19 Uye tanimlanmis ve bircok 6zelligine gore
gruplandiriimistir. Bu gruplardan ADAMTS2, 3 ve 14 kollajen ADAMTS'leri olusturur ve kollajen
islenmesinde gorev alir. ADAMTS2'nin énemli 6zelliklerinden biri kollajenlerin amino uglarinin kesilip
uzaklastiriimasinda gorev almasi yeni tespit edilen diger bir fonksiyonu ise anti-anjiyogenik aktiviteye
sahip olmasidir. Hipoksik reglilasyon hiicresel diizeyde ¢ok sayida genin ifadesini etkileyen bir stiregtir.

Hicrelerde meydana gelen hipoksiya ile basta HIF-1 olmak (izere birgok gen aktive olur. HIF-1 hiicresel
Anahtar kelimeler
ADAMTS2; Kollojen;
Hipoksi; Anjiogenez; faktortdir. Calismamizda ilk kez ADAMTS2 geninin hipoksik regiilasyonu calisilmis ve farkh hiicre

Hicre hatti

oksijen konsantrasyonundaki degisimleri algilayarak yanit olusturmadan sorumlu transkripsiyon

hatlarinda hipoksik kosullardaki degisimi mRNA seviyesinde tespit edilmistir. Hipoksinin ADAMTS2 ifade
dizeyi tGzerindeki etkileri Saos-2, MG-63 (kemik karsinomu), PC-3, DU-145 (prostat karsinomu), MCF-7
(meme karsinomu), HT29, Colo-205 (kolon karsinomu), MKN-45 (gastrik karsinomu), Panc-1, Mia PaCa-
2 (pankreas karsinomu), K-562 (insan kronik myeloid |6semi hiicresi) ve HUVEC (insan umblikal ven
endotel hiicresi) hiicrelerinde degerlendirilmistir. ADAMTS2’ nin en ¢ok MG-63 kemik karsinomda ifade
oldugu tespit edilmistir. Mia PaCa-2 ve K-562 hiicrelerinde ise tespit edilebilir diizeyde ekspre olmadigi
belirlenmistir. Kimyasal hipoksi modeli olusturulmus ve ADAMTS2 mRNA seviyesi farkl hiicre hatlarinda
incelenmigstir. DU-145, PC-3, HT-29, MCF-7 ve Saos-2 hicre hatlarinda mRNA diizeyinde ADAMTS2
seviyesinin hipoksiyada arttigi tespit edilmistir. En yiksek hipoksik cevap Saos-2 ve MCF-7 hiicrelerinde

gbzlenmistir.

Variation of ADAMTS2 Gene Expression in Hypoxic Conditions in Cancer

Cells

Abstract

Keywords ADAMTS (A Disintegrin And Metalloproteinase with Trombospondin Motifs) is involved in
ADAMTS2; Collagen;

pathological events such as cancer, fibrosis, musculoskeletal disorders, inflamation as well as

Hypoxia; Angiogenesis; physiological events such as tissue reorganization, matrix building and destruction. 19 members of the

Cell Line ADAMTS family have been identified and grouped according to many characteristics. The important
features of ADAMTS2 is processing the amino ends of the collagen and also has an anti-angiogenic

activity. Hypoxic regulation is a process that affects the expression of many genes at the cellular level.



mailto:saydogan@balikesir.edu.tr
https://orcid.org/0000-0003-1754-0700

Kanser hiicrelerinde Hipoksik Kosullarda ADAMTS2 Ifadesinin Dedisimi, Aydogan Tiirkoglu vd.

Hypoxia activates many genes, mainly HIF-1 transcription factor which is responsible for detecting
changes in cellular oxygen concentration and for generating responses. For the first time, the hypoxic
regulation of ADAMTS2 gene was studied and the variation in hypoxic conditions was determined at
the mRNA level using different cell lines. We evaluated the effects of hypoxia in the expression level of
ADAMTS?2 in different cell lines namely; Saos-2, MG-63 (bone carcinoma), PC-3, DU-145 (prostate
carcinoma), MCF-7 (breast carcinoma), HT29, Colo-205 (colon carcinoma), MKN-45 (gastric carcinoma),
Panc-1, Mia PaCa-2 (pancreatic carcinoma), K-562 (chronic myeloid leukemia cell) and HUVEC (umbilical
vein endothelial cell). We found the most expression level in MG-63. Mia PaCa-2 and K-562 cells were
not expressed detectable level of ADAMTS2. A chemical hypoxic model was constructed and the level
of ADAMTS2 mRNA was examined. It has been determined that ADAMTS2 mRNA level is increased in

hypoxia in DU-145, PC-3, HT-29, MCF-7 and Saos-2 cells. The highest hypoxic response was observed in

Saos-2 and MCF-7 cells.

1. Girig
Estraselliler matriks (EMS), doku ve hiicreleri hem
baglayici hem de destekleyici bir iskelet olusturur.
Ayrica, hicre ylzey reseptorlerini aktive ederek
hicreler ve dokular arasindaki iletisimi saglar.
ESM’nin temel bilesenlerinden birisi olan kollajen
memeli vicut agirhginin % 6’sini, bitiin vicut
proteinlerinin ise yaklasik % 30’unu olusturur.
Kollajenler (¢ polipeptit alt birimin sarmal yapi
olusturmasi ile yapi kazanmaktadirlar [Brodskyand
and Persikov 2005, Khun et al. 1987, Robert 2011] .
Polipeptit alt birimi olan a-zincirleri ortak bir
eksende kivrilarak iplikgikleri, iplikgikler de bir araya
gelerek kollajen liflerini meydana getirir. Bu iplik ve
lifler deride ve tendonda diizenli, kikirdakta gevsek,
akcigerde diizensiz bir ag yapisina sahiptir. Kollajen
iplikcik ve lifleri kemik ve dislerde fosfat kristalleri
olarak hticreler arasi maddeye yerlesirler. Dokusal
ve hicresel onemi vylksek olan kollajenlerin
sentezlenmesi de bir o kadar 6nem arz etmektedir
[Lodish et al. 2017]. Sentez sirasindaki kollajen
tiplerinin ya da sentez igin gerekli ara Uriinlerin
anomaliler  sonucunda

olusmasindaki cesitli

mutasyonlar ve hastaliklar olusabilir. Ornegin;
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marfan sendorumu, menke sendromu, cesitli tipte
alport sendromu, fibrozis, knobloch ve pigment
dagilim sendromlari, bruck sendromu, epidermoliz
bulloza, cesitli distrofi hastaliklari sayilabilir [Richard
et al. 2005, Comertoglu vd. 2014, Martin and
Shapiro 2007, Bell and White 2000, Bonaventure et
al. 1992, Kantaputra 2002, Murayama et al. 2000,
Chefetz et al. 2005, Forestier et al. 2008].

Kollajen biyosentezi sirasinda kollajenler, 6ncil

moleklil olarak sentezlenir ve sonrasinda

olgunlasmak (izere islenir. ilk olarak kollajen, bag

doku fibroblastlarinda intraselliler prekiirsér
molekail halinde  sentezlenir.  Sentezlenme
asamasinda ilk olarak ortaya g¢ikan kollajen

prekirsori, preprokollajendir. Daha sonra sirasiyla
cesitli modifikasyonlar gecirerek olgun kollajen lifler
meydana gelir [Lodish et al. 2017, Persikov, and.
Brodsky 2002].

Estraselliler matriksin proteolitik islenmesinde
bircok proteaz aktivitesine sahip molekiil rol oynar.
Domain yapilarina gore bu molekiller ¢ok sayida
protein ailesi olarak gruplandirilir. ilk grup, serin

proteazlar; doku plazminojen aktivatéri, trombin,
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plazmin, ve urokinazi bulundurur. ikinci grup,
matriks metalloproteazlar (MMP); 23 liyeden olusan
yuksek  oranda korunmus  Zn*™ bagimh
endopeptidazlardir. Bu iki grup ESM yikiminda ve
kanser metastasinda rol alir. Uglincii grup, kemik
farkhlasma protein 1/tolloid ailesi
metalloproteazlaridir. Dordincli grup ise hiicre-
hilicre adezyonu ve proteolizde gbérev alan ADAM (A
Metalloprotease;

Disintegrin  and Disintegrin

Metalloproteazlari) olarak adlandirilan
transmembran glikoproteinlerdir [Rocks et al., 2011,

Chou and Chen 2008].

ADAMTS gen ailesine ait 19 Uye tanimlanmistir.

ADAMTS Uyeleri protein dizisi, domainlerin

organizasyonu, substrat tercihi ve gen dizisi
korunmusluguna gore gruplandiniimistir [Kaushal
and Shah 2000, Jones and Riley 2005]. Anti-
anjiyogenik aktiviteye sahip olanlar: ADAMTS], 8 ve
9, Agrekanazlar: ADAMTS], 4, 5, 8, 9, 15, 16 ve 18,
prokollajen N-proteazlar (pNP): ADAMTS2, 3 ve 14,
Gonodal organ gelisiminde gorev alanlar (GON):
ADAMTS9 ve 20, von Willebrand faktort kesen
proteaz (VWFCP): ADAMTS13, Kikirdak oligomerik
matriks proteinler (COMP): ADAMTS7 ve 12'dir.
Ailenin fonksiyonu ve substratlari tam olarak
aydinlatilamamis Gyeleri olan Orphan (yetim)
ADAMTS ler: ADAMTS6, 10, 17, ve 19 olarak

adlandirilmaktadir.

Prokollajen N-propeptidazlar; ADAMTS2, 3 ve 14
olmak Uzere g Uyeden olusur. Prokollajen kesim
izoenzimleri  olarak  bilinirler ve  kollajen
biyosentezinde 6nemli gorev alirlar. ADAMTS2 geni
5. kromozomun uzun kolunda (5g35.3) lokalize olur
ve 22 ekzona sahiptir. 134 kDa agirligindadir ve 1211

amino asitten olusur [Colige et al. 2002].

N-propeptidaz izoenzimlerinden ADAMTS2,

prokollajenlerin  islenmesinin yani sira anti-
anjiyojenik aktivitesine de sahiptir. Anti-anjiyogenik
ozellik, nude farelerde yapilan bir calisma ile
gosterilmistir. HEK hiicreleri tarafindan farelerde
timor olusturulduktan sonra hicrelere
rekombinant ADAMTS2 transfekte edilmis ve
ADAMTS2'nin asirt ifade edildigi zaman timor
olusumunun hizla azaldig gorilmustir. Bu sebeple
timor vaskilarizasyonu azalmis ve dogrudan anti-
timor iliskili oldugu ispat edilmistir. Ayrica
¢alismanin farkh bir basamagi olarak yapilan in vitro
¢alismalarda, rekombinant ADAMTS2'nin hizli bir
sekilde endotel hiicrelerin apoptozunu indikledigi

goralmastir [Dubail et al. 2010].

Hipoksik regilasyon hiicresel diizeyde cok sayida
genin ifadesini etkileyen bir slirectir. Hicrelerde
meydana gelen hipoksiya ile basta HIF-1 olmak
Uzere bircok gen aktive olur. HIF-1 hiicresel oksijen
konsantrasyonundaki degisimleri algilamadan ve
yanit  olusturmadan  sorumludur. Hipoksik
kosullarda vicutta iki ana sinyalizasyon sistemi
devreye girer: AMPK yolagi (AMP activated protein
kinase; adenozin monofosfat aktive eden protein
kinaz) ve HIF yolag (hypoxia inducible factor;
hipoksiyaile indiiklenebilir faktér) [Malagelada et al.
2005]. Hiicre ici ATP diizeyi azaldiginda AMPK yolagi
aktive olarak katabolik sirecleri hizlandirir ve
anabolik siiregleri inhibe eder. HIF ise oksijen
yetersizligi (hipoksi) durumunda memeli
hicrelerinde hicresel yanit olusturur [Ouyang et al.

2005].

Oksijen algilama mekanizmasinda “Von Hippel

Lindau” molekiili gorev alir. Hipoksiyada anahtar rol
HIF-1’in  6nemli

oynayan HIF {yelerinden
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fonksiyonlari vardir. HIF-1 oksijene hassas birim olan
o ve yapisal alt birim olan B’dan olugur. HIF-1'in
nikleer a alt Unitesi yapisal olarak islev gorirken a
alt Gnitesi regllator bilesen olarak islev gorir. HIF-1
a alt Gnitesi normal durumlarda kararsizdir ve bir
sire sonra Von Hippel Lindau E ubiquitin ligaz
kompleksinin bir pargasi olan pVHL ile pargalanir ve
ise HIF-1a

hidrolize olur. Hipoksik kosullarda

proteozomal yikimdan kagar, sitozolde birikir,
kararli hale gelir, fosforillenir ve niikleusa gecerek
heterodimerik bir kompleks meydana getirir. Bu
kompleks hipoksiya ile indiklenebilen genlerin
glclendirici bolgesi ile baglanir ya da promotor
bolgesinde 50 baz ciftli bir DNA baglanma motifi
olan HRE (hypoxia response element; hipoksiya
yanit elementi) ile baglanir ve hedef genlerin
transkripsiyonlarini baslatir [Semenza 2000, Arslan

2012].

Hicrede hipoksiya ile beraber, basta HIF-1 olmak
Uzere eritropoietin (EPO), fibroblast biylime faktori
(FGF), transferrin, laktik dehidrojenaz A, vaskiler
endotel blyime faktori (VEGF), trombosit kdkenli
biyime faktori (PDGF) ve endotelin-1 gibi gen

yollari aktive olur.

ADAMTS2 ile vyapilan literatlir calismalari
gostermektedir ki ADAMTS2 proteini hicre igin
kollajen biyosentezinde oldugu kadar kanserlesme
sirecinde de o6nemlidir. Farkh hicresel yollarda
etkisi goriilen ADAMTS2 geninin hipoksik kosullara
verdigi cevap ¢alismamiz kapsaminda arastirilmistir.
Kimyasal hipoksiya modeli, memeli hiicrelerinde
biyokimyasal ve

diisik oksijen kosullarindaki

molekiler cevap olusturmasi nedeniyle disik
oksijen kosullarini taklit etmede kullanilmaktadir.

Kimyasal hipoksiya modeli olusturulurken kobalt

klorir (CoCly) soltisyonu kullanilmistir. CoCl; HIF-1'i
indikleyen agik kirmizi renkli kimyasal bir maddedir.
Hicre bilylime ortamina verilen CoCl;, normal
oksijen kosullarinda HIF-1’i inhibe eden prolin
hidroksilazlara baglanarak onlarin  aktivitesini
durdurur. Boylece HIF-1 hidroksillenir ve degrede
olur. Oksijen azliginda ise HIF-1 hidroksillenmez ve
kararli hale gecer. Béylece HIF-1 hipoksiya ile regtile
olan diger genleri uyararak ekspresyon diizeylerini

azaltir ya da arttirir.

Galismamiz kapsaminda hem fizyolojik hemde

patofizyolojik  sireclerde  aktivite  gOsteren
ADAMTS2'nin  hipoksik kosullardaki ekspresyon
seviyesi incelenmistir.

2. Materyal ve Metot

2.1 Hiicrelerin Biiyiitiilmesi

Calismalarimizda Saos-2/MG-63 (insan  kemik
karsinomu), PC-3/DU-145 (insan prostat

karsinomu), MCF-7 (insan meme karsinomu),
HT29/Colo-205 (insan kolon karsinomu), MKN-45
(insan gastrik karsinomu), Panc-1/Mia PaCa-2 (insan
pankreas karsinomu), K-562 (insan kronik myeloid
[6semi hicresi) ve HUVEC (insan umblikal ven
endotel hiicresi) hiicre hatlar  kullanilmistir.
Calismalarimizda kullanilan Saos-2/MG-63 hiicreleri
Dr. Kennent Brown University of Cardiff, UK; PC-
3/DU-145 ve MCF-7 hicreleri Dr.Kemal Sami
KORKMAZ Ege Univeristesi, izmir; HT29 hiicreleri
SAP Enstitlisi Hlcre Kultir Bankasi, ANKARA ve
Panc-1/Mia PaCa-2 hiicreleri ise ATTC (Amerikan
Hlcre Kdltiir Bankasl) ‘den temin edilmistir.
Calismalarda kullanilan tim hicreler 2mM L-
Glutamin ve %10 FCS iceren DMEM igerisinde, % 5

CO; iceren 37°C’'de inklibatorde blyutilmustir.
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2.2 Canli Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Toplam hiicre sispansiyonunun milimetresindeki
hiicre sayisini hesaplamak icin, Imm?lik alana ve 0.1
mm derinligine sahip, Gzeri 25 kigik birim kareye
ayrilmis thoma lami kullanildi. Bu sayede hiicrelerin
toplam hacmi hesaplanabildi. Canli ve 61U hiicreleri
ayirt edebilmek igin hiicre slispansiyonundan ve
tripan mavi sollisyonundan 1:1 oraninda eklendi ve
hicrelerin boya ile muamele olmasi igin yaklasik 3-5
dakika oda sicakliginda inkiibe edildi. Oli hiicreler
mavi boyanirken canh olan hiicreler boyanmadi ve
hucreler tek tek

boyanmayan canli sayildi.

Stspansiyonun  mililitresindeki  hlicre  sayisi
hesaplandi. Bunun igin sayim yapilan hiicre sayisi
dnce sulandirma katsayisi (2) ile daha sonrada 10%ile

carpild.

2.3 CoCl2 ile Kimyasal Hipoksi Modelinin

Olusturulmasi

Farkli hicre hatlar 25 cm?lik flasklara 2.000.000
hiicre olacak sekilde ekildi. Hiicrelerin bir gece flask
ylzeylerine tutunmasi beklendi. 24, 48 ve 72 saat
hicbir sey uygulanmamis kontrol gruplari
normoksiya olarak isaretlendi ve diger gruplara 150
UM CoCl, [Tirkoglu and Kogkar 2016.] uygulamasi
yapildi ve hipoksik gruplar olarak isaretlendi. Daha
sonra hipoksik etkinin incelenmesi igin sirasiyla 24,

48 ve 72 saatlerde hiicre pelletleri alindi.

2.4 Farkh Hiicre Pelletlerinden RNA izolasyonu ve

cDNA Eldesi

ADAMTS2 geninin ifadelenme diizeyini belirlemek

amacliyla RNA izolasyonu gergeklestirildi.

Bu amagla Thermo Scientific-GeneJET RNA

purification kiti kullanilarak kitin 6n gordigu

protokole uygun RNA’lar izole edildi. RNA

orneklerinin  miktar tayini spektrofotometrik
Olciimlerle belirlendi. cDNA sentezi icin 1 pg RNA
kullanilarak  Reverse

ornekleri transkriptaz

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) gerceklestirildi.
2.5 Gergcek Zamanli PZR (q-PZR)

mRNA ekspresyon calismalarinda 6zgilil olmayan
floresan isaretli Syber green boyasi kullanildi ve
gercek zamanl PZR (g-PZR) gergeklestirildi. g-PZR
calismalari icin Light Cycler 485 (Roche Diagnostic)
cihazi kullanildi. 100 ng/ul forward ve reverse
primerlerinden 0,5’er ul, 1 pg olacak sekilde 1 pl
hacimde cDNA, 5 ul SYBR® Green PZR Master Mix ve
3 ul dH;0 kullanilarak son hacim 10 ul olacak sekilde
g-PZR gerceklestirildi. Her bir cDNA g tekrarh
MRNA calismalarinda istenen genlerin

cahsildi.

ekspresyon dizeylerinin incelenmesi amaciyla

primerler kullanildi (Tablo 1) ve bu primerler igin
ortak baglanma sicakligi 60°C olarak belirlendi.

Cizelge 1: Ekspresyon ¢alismalarinda kullanilan primerler
ve dizileri.

Primer Adi Primer Dizisi

ADAMTS2 Forward 5’CTGTGGCGACGAGGTGCG'3

ADAMTS2 Reverse 5’GGTGCACACATAGTCCCGTCC'3
f2M Forward 5'TTTCTGGCCTGGAGGCTATC'3
B2M Reverse 5'CATGTCTCCATCCCACTTAACT'3
HIF-1a Forward 5’CCACCTATGACCTGCTTGGT'3

HIF-1a Reverse 5'TGTCCTGTGGTGACTTGTCC'3

2.6 q-PZR Sonuglarin Degerlendirilmesi ve

istatistiksel Analizler

Gergek zamanli PZR sonuglari Livak metoduna gore

degerlendirildi [Livak and Schmittgen 2001].
ADAMTS2 geni icin elde edilen Ct degerlerini

normalize etmek amaciyla internal kontrol gen olan
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insan B2 Mikroglobulinin Ct ortalamasindan
¢ikartildi. Elde edilen degerin 2 tabaninda kuvveti
alindi. Kat mRNA tiriinde sonug elde etmek igin
kontrol gruplari kendisine bdlinerek “1” birim
olarak kabul edildi ve daha sonra ilgili saatlerde
calisilan deney sonuglari kontrol degerine bolindda.
Veriler p<0,05 oldugunda istatistiksel olarak anlamli

olarak kabul edildi.
3. Bulgular
3.1 ADAMTS2’nin Farkli Hiicre Hatlarindaki ifadesi

Literatlirde ADAMTS2 ile ilgili yapilan ekspresyon

analizlerine bakildiginda insana ait normal
dokularda aort, kemik, cilt, tendon, mesane, retina,
bobrek, akciger, barsak, karaciger, iskelet kasinda ve
fibroblast hiicrelerinde ekspre oldugu bulunmustur
[Porter et al. 2005]. Epitel karakterli A549 (insan
adenokarsinomik alveoler epitel hicresi), Calu-3
(akciger adenokarsinomasi), fibroblast karakterli
MRC-5 (insan fetal akciger fibroblast hiicreleri), BT-
20 (meme bezi/g6gls karsinomasi), WI-38 (insan
fibroblast benzeri fetal akciger hiicresi) hiicre
hatlarinda ADAMTS2 ifadesi gosterilmistir. GOz
retinal pigment epitel hiicre modeli olan ARPE-19 ile
yapilan calismalarda TNF-a stimilasyonu sonrasinda
ADAMTS2 mRNA ve protein diizeyinde artis oldugu
aydinlatilmistir. Yapilan bir baska calismada sasirtici
olarak ADAMTS2'nin glukokortikoidler tarafindan
uyarilan makrofajlar ve periferik kan monositleri
tarafindan asiri ekspre edildigi belirlenmistir. Bu
hicrelerin prokollajen islenme siirecine dahil olma
sansi az olmasina ragmen dogal savunma
mekanizmasina ait birkag molekdl (Clq, fikolinler,
MBL) Ugli sarmal kollajen benzeri domaine sahip

oldugu bulunmustur [Hofer et al. 2008].

Calismamiz kapsaminda ADAMTS2 geninin farkh
hicre hatlari olan Saos-2/MG-63 (insan kemik
PC-3/DU-145 (insan

karsinomu), prostat

karsinomu), MCF-7 (insan meme karsinomu),
HT29/Colo-205 (insan kolon karsinomu), MKN-45
(insan gastrik karsinomu), Panc-1/Mia PaCa-2 (insan
pankreas karsinomu), K-562 (insan kronik myeloid

[6semi hiicresi) ve HUVEC (insan umblikal ven

endotel hicresi) hicrelerindeki ekspresyon
profillerini  belirleyebilmek amaciyla spesifik
ADAMTS2 ve insan B2M primerleri ile PZR

gerceklestirildi.

PZR sonuclari agaroz jelde goriintiilendi ve jel
goériuntilerinin bilgisayar Gzerinde image) programi
ile densitometrik analizi yapildi (Sekil 1). Analize
gore ADAMTS2 en ¢ok MG-63 hiicresinde, en az ise
HUVEC hiicresinde ekspre oldugu, Mia PaCa-2 ve K-
562 hiicrelerinde ise tespit edilebilir diizeyde ekspre

olmadigi belirlendi.

(A)

ADAMTS2

pam

ADANTS2  p2M
-

Z )

'f;k 'ﬁ

Sekil 1: (A) Farkh hicre hatlarinda ekspresyon
calismalarinin agaroz jel elektroforezindeki gortntileri,

(B) ADAMTS2 ekspresyonunun densitometrik analizi.

Hipoksik regiilasyon hiicresel diizeyde cok sayida

genin ifadesini etkileyen bir sirectir. Hicrelerde
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meydana gelen hipoksiya ile basta HIF-1 olmak
lizere bircok gen aktive olur. HIF-1 hiicresel oksijen
konsantrasyonundaki degisimleri algilamadan ve
yanit olusturmadan sorumludur. Timor hiicreleri
hipoksiyaya yanit olarak hticre ¢cogalmasi, hiicre sag
kalimi ve anjiyogenez gibi molekiler programlari
uyarir. HIF-1 prostat, akciger, meme, kolon, over,
deri ve mide gibi bircok insan malign kanserlerinde
asiri ekspresyonu immunohistokimyasal analizler ile
gosterilmistir  [Brusselmans et al. 2001]. Bu
dogrultuda ADAMTS2'nin kanserle iliskisi ve anti-
anyiogenik ozelligi dikkate alinarak ifade oldugu
tespit edilen farkli kanser hiicre hatlarinda hipoksiya
Oncelikle hangi

calismalari  gerceklestirilmistir.

dozun hipoksik cevabi olusturdugunun tespiti
yapilmis ve bu dozun hiicreler lzerinde sitotoksik
etkisinin olup olmadigi test edilmistir. 50, 100, 150
ve 200 pM CoClI2 hiicreler uygulanmis ve Real time
PCR ile HIF-1la dizeyi degerlendirilmistir. HIF-1
hipoksik kosullarin belirteci olarak normal oksijen
kosullarindaki diizeyi ile karsilastiriimistir. Ayrica bu
dozlarin sitotoksik etkisi MTT testi ile belirlenmistir
(Bu datalar makaleye konulmamustir). Yapilan farkh
konsantrasyonlardaki CoCl,  uygulamalarindan
hicreler lzerinde toksik etki yaratmayan ve ayni
zamanda en iyi HIF-1 cevabini olusturan doz olarak
150 uM secilmistir. Hipoksiya igin CoCl, kullanilarak
kimyasal hipoksiya modeli olusturulmus ve boylece
HIF-1 o'nin farkh kanser hiicrelerindeki ADAMTS2
seviyesi Uzerindeki etkisi arastirilmistir. Hipoksiya
¢alismalari  mRNA  seviyesinde incelenmistir.
Calismalar neticesinde DU-145, PC-3, HT-29, MCF-7
ve Saos-2 hiicre hatlarinda mRNA diizeyinde
ADAMTS2 hipoksiyaya cevabi vermistir (Sekil 2-5).
Ancak en yiksek hipoksik cevap Saos-2 ve MCF-7

hiicrelerinde gozlenmistir.
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Sekil 2: Saos-2 osteosarkom kanser modelinde HIF1-a (A)

ve ADAMTS2 (B) mRNA ifadesi
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Sekil 3: HT-29 kolon kanser modelinde HIF1-a (A) ve
ADAMTS2 (B) mRNA ifadesi
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ADAMTS2 (B) mRNA ifadesi, DU-145 Prostat kanseri
. ) . ADAMTS ailesine ait ADAMTS2 nin birincil
modelinde HIF1-a (C) ve ADAMTS2 (D) mRNA ifadesi

gorevi tip 1, II, Il ve V prokollojenlerin amino
propeptitlerini pargalamamaktir ve
“aminoprokollojen peptidaz” olarak
tanimlanmistir [Dubail et al. 2010] ADAMTS2
proteini, inaktif zimojenler formda sentezlenir

ve N-terminal propeptidi bir proprotein
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dondstirict olan furin ile cikarilir. Bu post-
translasyonel modifikasyon proteinin aktivitesi
icin gereklidir [Tota et al. 2011]. ADAMTS2
eksikligi insanlarda resesif kalitim gosteren bag
doku hastaligl olan dermatosparaksise (Ehlers—
Danlos sendrom tip VIIC) neden olmaktadir [Le
Goff et al. 2006, Wang et al. 2017]. Bu kalitsal
bag dokusu bozuklugu, vyanhs islenmis
aminoprokollojenin  birikiminin  bir sonucu
olarak ortaya cikmakta ve hastaligin temel
ozelligi asiri cilt kirllganhgidir [Dubail et al. 2010,
Colige et al. 2005]. ADAMTS2, kalp dokusu da
dahil olmak Uzere cesitli yetiskin dokularinda
ifade olmakta ve cok sayida fizyolojik sirecte
gorev almaktadir. Akut miyokard enfarktlisi
geciren hastalardan alinan koroner lezyon
orneklerinde ADAMTS2'nin  artmis ifadesi
gozlenmistir. ADAMTS2'nin  akut miyokard
enfarktlisi ve  kardiyovaskiler  hastalk
patogenezinde potansiyel bir rol oynadigini
gosterilmistir [Wang et al. 2017]. ADAMTS2'nin
in vivo ve in vitro olarak nikleolin vasitasiyla
antianjiyojenik 6zellikler gésterdigini ve bunun
da hiicre zan ile iliskili oldugu bulunmustur
[Dubail et al. 2010]. Akut miyeloid I6semi (AML)
hastalarinda nikleolin dizeylerinin belirgin
sekilde vyilkseldigini ve bu nikleolin asir
ifadesinin DNA metil transferaz 1'in asiri ifadesi
ile iliskili oldugu bulunmustur [Shen et al. 2014].
ADAMTS2, anti-anjiyojenik 6zelliklerinden 6tiri
tiimor baskilayici protein olarak rapor edilmistir,
ADAMTS2'yi iceren kromozomal vyeniden
dizenlenme ile islevinin  bozulabilecegi
tartisiimistir.  ADAMTS2  geninin  yeniden
dizenlenmesinin aktif bir proteinin Gretiminden

sorumlu olabilecegi distnilmustir [Tota et al.

2011]. Grubumuz tarafindan vyapilan bir
calismada ise IL-6'nin kemik kanser hiicresi olan
Saos-2 hicrelerinde = ADAMTS2  genini
transkripsiyonel olarak diizenledigi, mRNA ve
protein diizeyinde ifadeyi arttirdigi bulunmustur
[Alper and Kockar 2014]. Yine bir baska
¢alismada proinflamatuar bir sitokin olan IL-1 o’
nin Saos-2 ve MG-63 hiicrelerinde ADAMTS2 ve
ADAMTS-3 gen ekspresyonlarini arttirdigini ilk

kez grubumuzca gostermistir [Alper and Kockar

2015].

Oksijen (O2) homeostazi omurgali yasami icin
oldukca o©nemlidir. Distk O, seviyelerinde
hipoksi indikleyici faktor-1 (HIF-1) tarafindan
anjiogenez, glukoz ~metabolizmasi, hiicre
poliferasyonu ve fizyolojik yanitin diizenlenmesi
ile ilgili pek ¢ok genin ifadesi arttirilmaktadir
[Semenza 2014]. Timoérin mikro cevresinde
hipoksik kosullar olusmakatdir [Rankin and
Giaccia 2016]. Hipoksiyanin memeli
hicrelerinde HIF-1  transkripsiyon faktori
tarafindan dizenlenmektedir [Semenza 1991].
HIF aracili hiicre igi yolaklar gelisim, fizyoloji ve
patofizyolojik slireglerde etkindir. HIF ‘in hedef
aldigi gen drinleri; O2 verimini arttiran ve O
tiketimini azaltan proteinler olmak tzere iki
belirgin kategoriye ayrilmaktadir. Ozellikle,
insan tUimorlerinin bliyik ¢ogunlugu bu gen
Urlnlerinin asiri ifadesine sahiptir [Balamurugan
2016]. Timor hiicreleri hipoksiyaya yanit olarak
hiicre c¢ogalmasi, hilicre sag kalimi ve
anjiyogenez gibi molekiiler programlari uyarir.
HIF-1 prostat, akciger, meme, kolon, over, deri
ve mide gibi bircok insan malign kanserlerinde
asiri ekspresyonu immunohistokimyasal
analizler ile gosterilmistir [Brusselmans et al.
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2001]. Bu dogrultuda ADAMTS2’nin kanserle

iliskisi ve anti-anyiogenik 0zelligi dikkate

alinarak ifade oldugu tespit edilen farkl kanser

hiicre hatlarinda hipoksiya calismalari
gerceklestirilmistir.  Hipoksiya i¢in  CoCl,
kullanilarak ~ kimyasal  hipoksiya  modeli

olusturulmus ve boylece HIF-1 o’nin farkh

kanser  hiicrelerindeki ~ ADAMTS2  etkisi
arastinilmistir. Hipoksiya calismalari igin hiicre
kiltdrd ortaminda bircok kanser hiicre hattinda
hipoksik kosul olusturmak icin 24, 48 ve 72 saat
hipoksiya gruplarina 150 uM CoCl; uygulanirken
24, 48 ve 72 saat normoksiya gruplarina hicbir
sey uygulanmamistir. Hipoksiya calismalari
mRNA seviyesinde incelenmistir. Calismalar
neticesinde DU-145, PC-3, HT-29, MCF-7 ve
Saos-2 hiicre hatlarinda mRNA dizeyinde
ADAMTS2 hipoksiyaya cevabi vermistir. Ancak
en yliksek hipoksik cevap Saos-2 ve MCF-7
hicrelerinde gozlenmistir.

hipoksik

Kanserlesme

sirecinde mikrocevre  kanserin
ilerlemesi ve yayilimi icin oldukca O6nemlidir.
Yaptigimiz bu c¢alisma ile hem kollejen
metabolizmasinda hem de anti-anjiyogenik
gorevi tespit edilen ADAMTS2 geninin hipoksik
kosullara yanit verdigi tespit edilmistir. Bu
proteinin kanserlesme stlirecindeki roliiniin tam
olarak aydinlatilabilmesi i¢in hipoksik kosullarin
da dikkate alinmasi gerekliligi gortlmektedir.
Yaptigimiz bu c¢alisma ile hipoksik kosullarda
ifadesinin arttigi ilk kez tarafimizca tespit edilen
bu proteinin daha detayli olarak galisilmasi ve
regililasyonun kapsamli olarak aydinlatiimasina

ihtiyag vardir.
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