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1.GİRİŞ 

Günümüzde kanser dünyadaki insan ölümlerinin başlıca 

nedenlerinden biridir1. Karsinogenez gen yapısının ve gen ifadelenmesinin 

değişimini de içeren kompleks işlemlerin sonucu oluşabilmektedir2. 

Kallikreinler serin proteaz enzim ailesinin bir alt grubudur3. Serin proteazlar 

da proteazların alt grubudur ve proteolitik kaskadlara katılmaktadırlar4. 

Proteolitik kaskadlar kan pıhtılaşması, besin sindirimi ve apoptoz gibi 

birçok fizyolojik olayda görev almaktadır4.  

İnsan kallikreinleri plazma kallikreinleri ve doku kallikreinleri 

olmak üzere başlıca iki gruba ayrılır ve insan doku kallikrein ailesi 15 gen 

içermektedir (KLK1-15)3. Tüm kallikrein proteinleri pre-pro peptitler olarak 

sentezlenmektedir5. Bu peptitler otoaktivasyonla, diğer kallikreinlerle ya da 

farklı proteazlarla aktif şekle dönüştürülmektedir4. Kallikreinler testis, 

prostat, meme, endometrium ve merkezi sinir sistemi gibi birçok dokuda 

eksprese olmaktadır5. Çeşitli kanser hücre dizileriyle yapılan çalışmalarda 

birçok kallikreinin özgül steroid hormonlar tarafından düzenlendiği 

gösterilmektedir6. Birçok çalışmada insan kallikrein ailesinin kanserle ilişkili 

olabileceği ve çeşitli kallikreinlerin prostat, meme, testis ve yumurtalık 

kanserlerinde farklı düzeylerde eksprese olduğu belirtilmektedir7-12. 

Glioblastoma insanda görülen en yaygın ve agresif beyin 

tümörüdür. Glioblastoma primer ve sekonder olmak üzere başlıca iki 

kategoride sınıflandırılmaktadır13. Menenjiomlar ise genellikle yavaş 

büyüyen benign tümörlerdir14. Dünya sağlık örgütü (WHO) tarafından 

derece I, II, III olmak üzere üç sınıfa ayrılmaktadırlar15. Menenjiomlar 

primer intrakraniyal tümörlerin % 18’ini, intraspinal tümörlerin ise % 25’ini 

oluşturmaktadırlar16.  
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Kallikreinlerin çeşitli kanser tiplerinde yeni bir kanser belirteci 

olma olasılığı vurgulanmaktadır. Bu çalışmada patolojik olarak menenjiom 

ve glioblastoma teşhisi almış hastalardan elde edilen tümör doku 

örneklerinde kallikrein 5, 6 ve 7’nin revers transkriptaz polimeraz zincir 

reaksiyonu (RT-PZR)  ile mRNA ve Western blot yöntemi ile protein 

ekspresyonlarının araştırılması amaçlandı. 
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2.GENEL BİLGİLER 

2.1. Proteazlar 

Proteazlar peptid bağlarını geri dönüşümsüz olarak hidroliz 

eden peptid hidrolazlar olarak da bilinen proteinlerdir17. Proteazlar 

virüslerden omurgalılara kadar pek çok biyolojik sistemde 

tanımlanmışlardır18. Bu enzimler bağışıklık, gelişme, kan pıhtılaşması ve 

yara iyileşmesi gibi normal fizyolojik süreçlere katılmaktadırlar 17,19,20,21,22. 

İnsan genomu 569’dan fazla proteolitik enzim ya da homoloğunu 

kodlamaktadır23. Proteazlar katalitik mekanizmaları temel alınarak beş ana 

sınıfa ayrılmaktadır. Bunlar; serin, treonin, sistein, aspartat ve metallo 

proteazlardır24. Proteazların ağırlıkları 10 kDa’luk monomerlerden birkaç 

100 kDa’luk multimerik komplekslere varan bir aralıkta değişmektedir18. 

Proteaz katalizi bir polipeptid zincirinin içinden (endoproteaz aktivite) ya da 

amino ya da karboksil uçtan (ekzoproteaz aktivite) başlayabilir25. 

Proteazlar protein yıkımına, diğer proteazların ve sinyal moleküllerinin 

aktivasyonuna katılmaktadırlar.26 Agresif kanserin tümör hücre invazyonu, 

anjiyogenez ve metastaz gibi bazı işaretleri direkt olarak proteolitik 

aktivitenin sonucunda oluşmaktadır27. Malignitenin ilerlemesi genellikle 

proteolizin normal düzenlenme mekanizmasının ortadan kaldırılması ile 

ilişkilidir ve kanserde pek çok proteazın aktivitesi değişmektedir27.  

2.2. Serin Proteazlar 

Yaklaşık tüm proteazların üçte biri serin proteazlar olarak 

sınıflandırılabilir. Bunlar aktif bölgelerinde nükleofilik serin rezidüsü 

içerdikleri için serin proteazlar olarak adlandırılmaktadır. Bu sınıf katalitik 

üçlü olarak Asparajin-Histidin-Serin varlığı ile ayırt edilmektedir28. Serin 
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proteazlar çok yönlü ve yaygın olarak çalışılan proteolitik enzimlerdir ve 

substrat özgüllüklerine göre üç ana sınıfa ayrılmaktadırlar29,30. Bunlar: 

1. Tripsin-benzeri serin proteazlar  

2. Kimotripsin-benzeri serin proteazlar  

3. Elastaz-benzeri serin proteazlar 

 

Serin proteazlar sindirim, pıhtılaşma, hücresel ve humoral 

bağışıklık gibi normal fizyolojik süreçlerde ve kanser, nörodejeneratif 

hastalıklar gibi patofizyolojik süreçlerde de rol alabilmektedirler31-35. Serin 

proteazlar 11 klan şeklinde organize edilmişlerdir ve bunlardan çoğu 

tripsin/kimotripsin-benzeri serin proteazların bulunduğu SA klanında yer 

almaktadır36. 

2.3. Kallikreinler 

Kallikreinler (KLK) kininojenlerden vazoaktif bir peptid olan 

bradikinin oluşturma yetenekleriyle tarif edilmiş serin proteazlardır. 

Kallikrein ismi, ilk olarak 1930’larda bu enzim grubunun aktivitesini 

pankreatik ekstraktlarda tanımlayan Werle ve ark.’dan gelmektedir. Zira 

Yunancada pankreas “kallikreos” demektir37,38. 1970’lerde adli amaçlı 

olarak semende erkeğe özgü antijenlerin araştırılması kallikrein 3 (KLK3 

ya da PSA)’ün keşfine yol açmıştır39. 1990’larda ise 12 yeni serin proteaz 

geni keşfedilmiştir ve bunlar ilk üç kallikreine sekans ve yapısal 

benzerlikleriyle birlikte kromozomda kallikreinlerle aynı bölgede (19q13.4 ) 

bulunmaları nedeniyle kallikrein ailesine dahil edilmiştir40,41,42. 

Önemli olarak iki tip kallikrein tanımlanmıştır. Bunlar;  

karaciğerden köken alan ve kanda dolaşan plazma kallikreini ve birçok 
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dokuda lokal olarak aktif olan glandular ya da doku kallikreinidir38,43. 

Plazma kallikreini doku kallikreinine göre daha kompleks bir serin 

proteazdır. Çünkü plazma kallikreini proteolitik katalitik bölgesine ek olarak 

başka fonksiyonel bölgeler de içermektedir38. Plazma kallikreinleri 4. 

kromozomda (4q35), doku kallikreinleri ise 19. kromozomda (19q13.4) 

bulunmaktadır5. Doku kallikreinleri (EC.3.4.21.35) tripsin ya da kimotripsin 

benzeri serin proteazların S1 ailesinin ( klan SA) üyeleridir ve en az altı 

memeli takımında bulunmaktadırlar45-49.  

Daha önceleri kallikrein genleri KLK ile proteinleri ise hK ile 

gösterilmekteydi. 2006 yılında HGNC (HUGO Nomenclature 

Committee)’nin kallikrein alt komitesi tarafından önerilen resmi adlandırma 

sistemine göre kallikreinler KLK olarak ifade edilmeye başlandı50. Bu 

sisteme göre genler italik yazı tipi ile (KLK2) gösterilirken, proteinler 

standart yazı tipi ile (KLK2) gösterilmektedir (Tablo 1).  
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Tablo 1. İnsan Kallikrein ailesinin gen ve protein adları
5 

   

Gen adı Protein adı Diğer ad ya da sembolleri 

 
KLK1 
 
KLK2 

 
KLK1 (hK1) 
 
KLK2 (hK2) 

 
Pankreatik/renal kallikrein, hPRK 
 
Glandular kallikrein, hGK-1 
 

KLK3       KLK3 (hK3)        Prostat spesifik antijen, PSA, APS 
 

KLK4 
 
KLK5 

KLK4 (hK4) 
 
KLK5 (hK5) 

Prostaz, KLK-L1, EMSP1, PRSS17,  ARM1 
 
KLK-L2, HSCTE 
 
Proteaz M, Neurosin, PRSS9 
 
 

HSCCE, PRSS6 
 

 
 

Neuropsin; Ovasin; TADG-14, PRSS19, HNP 
 
KLK-L3 protein 
 
NES1, PSSSL1 
 
TLSP/Hippostasin, PRSS20 
 
KLK-L5 protein 
 
KLK-L4 protein 
 
KLK-L6 protein 
 
prostinojen, HSRNASPH 
 

 
KLK6        KLK6 (hK6) 

 
KLK7 
 
KLK8 
 
KLK9 
 
KLK10 
 
KLK11 
 
KLK12 
 
KLK13 
 
KLK14 
 
KLK15 

 
KLK7 (hK7) 
 
KLK8 (hK8) 
 
KLK9 (hK9) 
 
KLK10 (hK10) 
 
KLK11 (hK11) 
 
KLK12 (hK12) 
 
KLK13 (hK13) 
 
KLK14 (hK14) 
 
KLK15 (hK15) 
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2.3.1.Doku Kallikreinleri Gen ve Protein Yapısı 

İnsan kallikrein gen lokusu 19. kromozomun uzun kolunun 

sitogenik bölgesinde q13.3-13.4 telomer yönüne doğru bulunmaktadır ve 

sentromerik yönde testiküler asit fosfataz genine (ACPT), telomerik yönde 

ise kanser-ilişkili gen (CAG) ve sialik asit bağlayıcı Ig-benzeri lektin 

(Siglec) ailesinin bir üyesi olan Siglec-9 ‘a bağlanmaktadır51,52. Bu lokus 

265 kb uzunluğundadır ve 15 fonksiyonel gen (KLK1-15) ve en az bir 

pseudogen (ΨKLK) içermektedir (Şekil 1). Bu pseudogenlere ilişkin 

çelişkili bilgiler mevcuttur, örtüşen DNA dizilerinin ya 5 ekzonlu bir 

pseudogen ya da 1 ekzondan oluşan işlenmiş pseudogen meydana 

getirdiği rapor edilmektedir53,54.                  

Kallikrein genleri ardışık bir sırada sıkıca kümelenmiştir ve 

herhangi bir kallikrein olmayan gen araya giremez. İnsandaki üç klasik 

kallikrein geni (KLK1, KLK2 ve KLK3), KLK15 ile birlikte 60 kb’lık bir 

bölgede kümelenmiştir buna karşın KLK4-KLK14 ve ΨKLK1 pseudogen, 

telomerik yön ile KLK2 arasında bulunmaktadır. İnsan, şempaze ve 

kemirgen genomları arasında kallikrein gen organizasyonunun sintenik 

ilişkisi nispeten korunmuştur36 (Şekil 1). İnsan kallikrein genlerinin 

boyutları intron uzunluğuna bağlı olarak 4-10 kb aralığında farklılık 

göstermektedir41,55.  
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Şekil 1. Doku kallikrein gen lokusunun organizasyonu
36

, A. İnsan (gen uzunlukları 

belirtilmektedir), B. Şempanze, C. Fare, D. Sıçan  

Kallikrein genleri ekzon/intron organizasyonu, ekzonik 

bölgelerin sayısı ve uzunluğu, intron fazı, korunmuş translasyonal 

başlangıç ve durdurma bölgeleri ve katalitik üçlü kodonlarını da içeren pek 

çok ortak özelliği paylaşmaktadır56.  

Tüm kallikrein genleri 5 kodlayıcı ekzon içermektedir ve 

bunların çoğu (KLK1, KLK2 ve KLK3 hariç) bir ya da daha fazla 5'- 

untranslated bölgeye (5' UTR) sahiptir (Şekil 2). İlk ekzon daima 5' UTR 

içermektedir. Bu bölgeyi metiyonin başlangıç kodonu takip etmektedir. 

Burası ekzon sonundan ~50 bç uzaklıkta bulunmaktadır. Stop kodonu 

daima son kodlayıcı ekzonun başlangıcından ~150 bç içeride 

bulunmaktadır. Ekzon boyutları çok benzer ya da özdeştir5. 
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Kodlayıcı ekzonun intron fazları tüm genlerde korunmuştur ( 

yani intron bir önceki ekzonun son kodonu ile ilişkili olarak başlar). İntron 

fazın modeli daima I-II-I-0’dır. Serin proteazların katalitik üçlü rezidü 

pozisyonları korunmuştur, histidin daima ikinci kodlayıcı ekzonun sonlarına 

yakın, aspartat üçüncü ekzonun ortalarında ve serin rezidüsü son ekzonun 

başlangıcında bulunmaktadır5. KLK3 ve KLK2 dışındaki tüm kallikrein 

genlerinin transkripsiyon yönü telomerden sentromeredir36. 

 

 

 

 

Şekil 2. Kallikrein gen yapısı
44 

Kallikrein proteinleri tek zincirli pre-pro-serin proteazlar olarak 

sentezlenmektedir57 (Şekil 3). Her protein salgılanmadan önce proteinin N-

terminalinden ayrılan 16-30 amino asitlik bir sinyal dizisi (pre-) 

içermektedir55. Bu dizi onları salgılanmak üzere endoplazmik retikuluma 

yönlendirmektedir. Sinyal peptidi kallikreinlerin inaktif zimojen formunu 

oluşturmak için ayrılmaktadır58. Pro-domainler 4-37 amino asitten oluşan 

kısa peptid dizileridir ve aktif enzim spesifik proteoliz ile propeptid 

bölgesinin çıkarılması ile üretilmektedir55,58. 

Zimojenlerin peptid zincirlerinin moleküler ağırlığı 24-29 kDa 

arasındadır fakat glikozilasyondan dolayı olgun proteinlerin boyutları biraz 

daha büyüktür ve görünür ağırlıkları 30-40 kDa aralığında değişmektedir58. 
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Olgun kallikreinler histidin (H), aspartat (D) ve serin (S)’den oluşan çok iyi 

korunmuş katalitik üçlü içermektedir55.  

                   

 

Şekil 3. Kallikrein protein yapısı
44

  

Tüm proteinler 10-12 sistein rezidüsü içermektedir. Sistein 

rezidülerinin pozisyonları da korunmuştur. Protein katlanmasının sistein 

rezidüleri arasında oluşan 5-6 disülfit bağı aracılığıyla gerçekleştiği 

düşünülmektedir. KLK1-3 ve KLK13’de 5 disülfit bağı ve geri kalan 

kallikreinlerde ise 6 disülfit bağı oluşmaktadır5,57. 

Kristal yapıları belirlenen olgun KLK1, KLK3, KLK4, KLK5-7 

ve pro-KLK6 proteinlerinin oldukça benzerlik gösterdikleri 

saptanmıştır44,59,60. Bu kallikreinlerde içeri doğru katlanan 6 sarmal β-fıçı 

ve bir α-heliksten oluşan birbirini etkileyen 2 hidrofobik domain 

bulunmaktadır ve katalitik üçlü frontal yüzey üzerinde yüzeysel bir çukur 

olarak iki domainin arasındaki ara yüzeyde bulunmaktadır56,61,62,63. KLK1 

ise, klasik kallikreinlere özgü, ek olarak “kallikrein ilmek” içermektedir. Bu 

ilmek 95. pozisyonda ekli 11 amino asitten oluşmaktadır. Aktif bölgeye 

yakınlığı gözönüne alındığında, bu kallikrein ilmeğinin enzimin substrata 

erişebilirliğini etkilediğine inanılmaktadır. Substrat/inhibitör bağlama 

substrat bağlama bölgelerini çevreleyen çeşitli dış ilmekler tarafından 

belirlenebilmektedir62,64. 
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2.3.2. Kallikreinlerin Substrat Özgüllüğü  

Kallikreinlerin özgüllüğü genellikle P1-S1 etkileşimi ve S1 alt 

bölgesinin 189. poziyonunda bulunan amino asit  tarafından 

belirlenmektedir, katalitik serin rezidüsünün (Ser195) amino terminalinde 

altı amino asit bulunmaktadır44. Tripsin-benzeri özgüllüğe sahip 12 

kallikreinden KLK1,2,4,5,6,8,10,11,12,13,14 S1 bölgelerinde aspartat 

KLK15 ise glutamat içermektedir ve bunlar P1 pozisyonundaki arjinin veya 

lizin gibi bazik amino asitlerin karboksil kısmını yıkmaktadırlar. Kimotripsin- 

benzeri özgüllüğe sahip KLK3, 7 ve 9 ise S1 bölgelerinde sırasıyla serin, 

asparajin ve glisin gibi nonpolar amino asitleri içermektedir ve bunlar P1 

pozisyonunda tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi büyük hidrofobik amino 

asitlerle ilgili substrat bağlarını yıkmaktadırlar55,65,66.  

Kallikreinlerin substrat özgüllüğünü tespit etmek için faj 

değiştirme, kombinasyonel kütüphaneler, floresan rezonans enerji transferi 

(FRET) ve kinetik deneyler gibi çeşitli teknikler kullanılmaktadır67. 

2.3.3. Kallikreilerin Alternatif Transkriptleri 

Kallikrein genleri alternatif kırpılmaya tabi tutulmaktadır ve bu 

şekilde fonksiyonel olarak farklı birçok protein izoformunu kodlayan iki ya 

da daha fazla mRNA varyantı üretilmektedir68.  

Günümüze kadar kallikreinlere ait 70 alternatif kırpılma 

varyantı karakterize edilmiştir. Kırpılma sırasıyla; ekzon kaybı, ekzon 

uzama/kesilme ya da intron korumanın bir sonucu olarak ilk kodlayıcı 

bölgede meydana gelmektedir69. Ek olarak KLK3, KLK4, KLK5, KLK6, 

KLK7 ve KLK11’i içeren alternatif transkripsiyonel başlangıç bölgesine 

sahip kallikrein mRNA transkriptleri tanımlanmıştır36.  
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Ayrıca KLK2, KLK3 ve KLK7 için alternatif poliadenilasyon 

kırpılma bölgelerinden kaynaklanan pek çok transkript bulunmaktadır36. 

mRNA splays varyantlarının kanseri de içeren pek çok hastalığın 

etiyolojinde önemli bir rolü olduğu kabul edilmektedir70. 

2.3.4. Kallikreinlerin Düzenlenme Mekanizmaları 

2.3.4.1. Hormonal Düzenlenme  

Son on yılda tamamlanan, kanserli hastaların kanser dokuları 

ve kan serumlarındaki kallikreinlerin kapsamlı ekspresyon profiline göre 

solid tümör kanserlerinin birçoğunda kallikreinlerin regülasyonunun 

bozulduğu belirtilmektedir71. Biriken kanıtlar çeşitli neoplastik ve steroid 

hormonlarla düzenlenen dokulardan köken alan hastalıklarda 

kallikreinlerin, transkripsiyon ve protein düzeylerinde artma ya da azalma 

olduğu gösterilmektedir. Bazı kallikrein genlerinin promotor çalışmaları 

transkripsiyonun cis-düzenlenmesine katıldığına inanılan hormon cevap 

elementlerini (HRE’ler) açığa çıkarmıştır44. Kallikrein lokusunda en az 14 

fonksiyonel hormon cevap elementi belirlenmiştir. Kallikrein ekspresyonu 

androjenler, östrojenler, progesteronlar, mineralokortikoidler ve 

glukokortikoidleri de içeren steroid hormonlarla sıkı şekilde 

düzenlenmektedir72. Kallikrein ailesinin iki klasik üyesinin, KLK2 ve KLK3, 

ekspresyonunun hormonal kontrolü bunun en çarpıcı örneğidir. KLK2 ve 

KLK3’ün ekspresyonunun prostat ve meme kanseri hücre hattında 

androjen ve progesteronlara yanıt olarak arttığı bilinmektedir70. Bu 

hormonal kontrol, bu iki genin promotor bölgesinde bulunan hormon cevap 

elementlerine bağlanmaktadır73. Diğer taraftan KLK1, KLK6 ve KLK10 gibi 

diğer kallikreinler östrojenlere daha duyarlıdır74-76. Bazı genlerin hormonal 

düzenlenme paternleri farklılık gösterebilmektedir. Örneğin; KLK4 prostat 

ve meme hücre hatlarında androjenler tarafından, endometrial kanser 
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hücre hatlarında ise östrojenler tarafından upregülasyona uğramaktadır77-

79. Yine KLK12 prostat hücre hatlarında androjenler ve progesteronlar 

tarafından, meme kanser hücre hatlarında ise östrojenler ve 

progesteronlar tarafından upregülasyona uğramaktadır80.  

2.3.4.2. Epigenetik ve microRNA’lar ile Düzenlenme  

Kallikreinlerin mRNA ekspresyonunun düzenlenmesi özellikle 

DNA metilasyonu gibi epigenetik faktörler aracılığıyla da olabilmektedir70.  

Örneğin; meme kanserinin gelişimi ve progresyonu sırasında DNA 

metilasyonunun tümör baskılayıcı genlerin baskılanmasında yaygın bir 

modülatör olarak işlev gördüğü bulunmuştur81. Başka bir çalışmada ise 

KLK10’un 3. ekzonunun epigenetik metilasyonunun ilerlemiş meme 

kanserlerinin çoğunda gen ekspresyonun kaybına neden olduğu 

belirtilmiştir82. KLK10 mRNA’sının azalması, mide kanseri, akciğer kanseri, 

baş ve boyun skuamöz hücreli karsinom ve akut lenfoblastik lösemi gibi 

çeşitli kanserlerde CpG adacıklarının hipermetilasyonu ile 

ilişkilendirilmektedir. Benzer şekilde KLK6 geninin aşırı ekspresyonu 

demetilasyon ile bağlantılı iken inaktivasyonu KLK6’nın proksimal 

promotorunda bulunan spesifik CpG dinükleotidlerinin hipermetilasyonu ile 

ilişkilendirilmektedir70.  

Son zamanlarda keşfedilmiş olan microRNA’lar (miRNA’lar) 

gen ekspresyonunu düzenleyen küçük kodlanmayan RNA’lardır83. miRNA 

genlerinin sıklıkla kanser-ilişkili genomik bölgelerde bulundukları genom 

çalışmalarında gösterilmiştir84.  

miRNA’lar ile posttranskripsiyonel kontrol mekanizması, 

kallikreinlerin mRNA ve protein düzeyleri arasındaki önemli farklılıkları 

açıklamak için ileri sürülmektedir85. miRNA’lar mRNA’lara kısmen 
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bağlanarak işlev görmektedirler ve böylece hedef proteinin ekspresyonunu 

negatif olarak düzenlemektedirler86. Bir miRNA birden fazla kallikreini 

hedefleyebilmekte böylece çoklu kallikrein protein ekspresyonlarını eş 

zamanlı olarak kontrol edebilmektedir85. Farklı miRNA hedef tahmin 

algoritmaları kullanarak, Chow ve ark. 96 tane miRNA’nın bir veya daha 

fazla kallikreini hedeflediğini kanıtlamışlardır. KLK10 en çok hedeflenen 

kallikreindir (19 miRNA tarafından), onu KLK5 ve KLK13 izlemektedir. 

Buna karşın KLK1,3,8 ve 12’nin bilinen miRNA’larla etkileşimi hakkında bir 

bulguya rastlanılmamıştır. Şunu belirtmek yerinde olur ki KLK2,4,5 ve 

10’nun 3' UTR’lerinde çoklu miRNA hedefleme bölgesi olduğu tahmin 

edilmektedir. Şüphesiz ki miRNA-kallikrein ilişkisini doğrulamak için daha 

ileri düzeydeki deneysel değerlendirmeler gereklidir70,87.  

2.3.5. Kallikreinlerin Fizyolojik Fonksiyonları 

Kallikreinler başlıca deri, meme, prostat, kolon, pankreas ve 

beyini de içeren pek çok organda eksprese olmaktadır. Salgılandıktan 

sonra kallikreinler ter, süt, tükürük, seminal plazma ve serebrospinal sıvı 

gibi vücut sıvılarına girmektedir71. Bunlar bağımsız ya da bir proteolitik 

kaskadın parçası olarak kan basıncının düzenlenmesi, elektrolit dengesi, 

ekstrasellüler matriksin yeniden yapılanması, prohormonların işlenmesi, 

nöral plastisite ve deri deskuamasyonu gibi çok çeşitli fizyolojik süreçlere 

katılmaktadır36.  

Klasik kallikreinlerin (KLK1, KLK2 ve KLK3)  diğer 

kallikreinlerden daha önce keşfedilmelerinden dolayı fonksiyonel rolleri 

daha uzun süre çalışılmıştır. KLK1 böbrek, kan damarları, merkezi sinir 

sistemi, pankreas, barsak, dalak, tükürük ve ter bezlerini de içeren çok 

sayıda dokuda eksprese edilmektedir. Aynı zamanda KLK1 plazmada da 

belirlenmiştir ve muhtemelen ekzokrin bezlerden köken almaktadır. KLK1 
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başlıca düşük molekül ağırlıklı kininojenden (LWMK) kallidin salınımı 

aracılığıyla işlev göstermektedir88.  

KLK1’in kinin-aracılı sinyal yolunun, kan basıncı 

düzenlenmesi, düz kas kasılımı, nötrofil kemotaksisi, ağrı indüksiyonu, 

damar geçirgenliği, elektrolit dengesi ve inflamasyonu da içeren birtakım 

süreçlerde rol oynadığı gösterilmiştir36. Bhaola ve ark. , KLK1’in pro-

insülini, düşük yoğunluklu lipoproteini, atrial natriüretik faktörün öncüsünü, 

prorenini, vazoaktif intestinal peptidi, pro-kollajenazı ve anjiotensinojeni 

böldüğünü göstermişlerdir89.  

Diğer klasik kallikreinler KLK2 ve KLK3 nispeten düşük 

kininojenaz aktiviteye sahiptir90. Dört in-vitro çalışma KLK2’nin kendini 

aktive edebildiğini göstermiştir91-94. KLK2 tarafından pro-KLK3’ün 

aktivasyonu ile ilişkili çalışmalar da yayınlanmıştır92,94-96.  

KLK2 ve KLK3 başlıca prostat ve seminal plazmada 

eksprese olmaları nedeniyle kapsamlı olarak incelenmişlerdir. KLK3 

seminal vezikül proteinlerinden olan seminogelin I ve II’yi parçalayarak 

seminal pıhtının çözünmesini sağlar ki bu da sperm hareketliliği için gerekli 

bir işlemdir97,98 (Şekil 4). Ayrıca KLK2’de bu proteinleri parçalayabilir 

ancak KLK2’nin seminal plazmadaki konsantrasyonu KLK3’e göre 100-

500 kez daha azdır ve bu nedenle de KLK2’nin seminal proteinlerin 

yıkımındaki rolü muhtemelen daha azdır99.  
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Şekil 4. Seminal pıhtının sıvılaşması
58

  

Bu fonksiyonlarının yanı sıra KLK2’nin insülin-benzeri 

büyüme faktörü bağlayıcı protein 3 (IGFBP-3) proteolizi aracılığıyla 

büyüme faktörlerini düzenlediği ileri sürülmektedir. Son zamanlarda, 

KLK2‘nin ürokinaz tip plazminojen aktivatörünün (uPA) zimojen ya da tek 

zincirli formunu in-vitro koşullarda aktive ettiği bulunmuştur100. PSA (KLK3) 

için IGFBP3, dönüştürücü büyüme faktörü β (TGF-β), bazal membran, 

paratiroid hormon ilişkili peptid ve plazminojeni içeren çeşitli potansiyel 

substratlar tespit edilmiştir 101-103. İnsan KLK4 proteini muhtemelen diş 

minesi oluşumu sırasında mine matriks proteini parçalanması veya 

işlenmesi aracılığıyla diş gelişimine katılabilmektedir36.  

Ayrıca bazı çalışmalar kallikreinlerin derinin normal 

fizyolojisinde önemli rol oynayabildiğine dair çok güçlü kanıtlar 

sağlamaktadır. KLK5 ve KLK7 derinin en dış tabakası keratinli tabakadan 

(stratum corneum) izole edilmiştir104,105. Aktif KLK5, KLK7 ve KLK14’ün 

korneosit bağlayıcı proteinler dezmoglein, dezmokollin ve 

korneodesmosini parçalayarak derinin deskuamasyonuna katılabildikleri 

gösterilmiştir106 (Şekil 5). Deskuamasyona ek olarak, KLK7 patolojik 

keratinizasyon, psöriyazis ve interlökin-1β  gibi proinflamatuar sitokinleri 
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aktive etme yeteneğinden dolayı inflamatuar reaksiyonları da içeren deri 

patofizyolojisinde de rol oynamaktadır36. KLK14’ün keratinli tabakadaki 

toplam tripsin benzeri proteolitik aktivitenin yaklaşık olarak yarısına katkıda 

bulunmasından dolayı derinin yeniden yapılanmasında önemli rol oynadığı 

ileri sürülmektedir107.  

 

 

 

 

Şekil 5. Derinin deskuamasyonu
49

  

Katelisidin insan derisinde bulunan antimikrobiyal peptidlerin 

en iyi bilinenlerinden birisidir108. KLK5 ve KLK7’nin katelisidin öncüsünü 

(hCAP18) olgun formuna (LL-37) dönüştürerek etkin şekilde derideki 

antimikrobiyal aktivitiye katıldıkları in-vitro olarak gösterilmiştir109.  

Çeşitli kallikreinlerin pankreastaki peptid hormonların 

işlenmesine katılmış olabileceklerini gösteren veriler bulunmaktadır. 

İmmünohistokimyasal çalışmalar KLK1, KLK6, KLK10 ve KLK13’ün 

sırasıyla insülin, glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptid 

sentezleyen, özelleşmiş β, α, δ ve pankreatik polipeptid hücrelerinin 

bulunduğu Langerhans adacıklarında çok miktarda eksprese olduğunu 

göstermiştir110-112. Buna göre, bu kallikreinlerin pankreatik kininaz 1 ve 

pankreatik kininaz 2 gibi diğer prohormon konvertazlarla işbirliği içinde 

prohormon aktivasyonuna katılabildikleri düşünülmektedir113.  
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Son çalışmalar beyinde salgılanan serin proteazların önemli 

rollerinin olduğunu ortaya çıkarmaktadır. KLK6 ve KLK8 ile onların 

kemirgen ortologları arasında yüksek oranda amino asit dizisi benzerliği (~ 

%70) bulunmaktadır ve bu durum bu proteinlerin benzer aktiviteler 

gösterdiğini düşündürmektedir114-117. KLK6 geninin fare ortoloğunun olgun 

oligodendrositlerde eksprese olduğu saptanmıştır. Bu genin miyelinasyon 

ya da miyelindeki proteinlerin dönüşümü gibi oligodendrositlerin 

olgunlaşmasından sonra meydana gelen süreçlerde rol oynadığı 

düşünülmektedir118. KLK6’nın sıçan ortoloğu miyelensefalon spesifik 

proteaz (MSP) olarak adlandırılmaktadır ve bu enzim kemirgenin merkezi 

sinir sisteminde bol miktarda bulunmaktadır114-116. Ayrıca Multipl skleroz 

lezyonlarının gelişmesini de içeren merkezi sinir sistemi demiyelinizan 

hastalığının düzenlenmesinde rol oynayabilir115. MSP’nin glutamat 

reseptör-aracılı sitotoksik hasara yanıt olarak arttığı gösterilmiştir114. 

Scarisbrick ve ark. merkezi sinir sistemi demiyelinasyonunda KLK6’nın 

rolünü araştırarak aşırı KLK6’nın farklılaşmış oligodendrositlerde belirgin 

bir işleyiş kaybına neden olduğunu belirtmişlerdir. Miyelin bazik protein ve 

miyelin oligodendrosit glikoprotein KLK6‘nın substratları olarak işlev 

görebilmektedir117.  

İnsan KLK6’nın amiloid öncü proteini parçalama yeteneğine 

sahip olduğu ve muhtemelen β-amiloid peptidlerini oluşturduğu için 

Alzheimer hastalığının gelişiminde kısmen rol aldığı belirtilmektedir119,120. 

Aynı zamanda KLK6 α-sinnükleini (α-syn) parçalayarak α-syn’nin 

polimerizasyonunu inhibe etmekte ve beyinde Parkinson hastalığının bir 

özelliği olan agregatlara neden olmaktadır. Bu agregatlar Lewy 

cisimciklerinde yer almaktadır121,122 (Şekil 6). 
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Şekil 6. Parkinson hastalığında KLK6’nın rolü
49

  

Kemirgenlerde, fare KLK8’i çok iyi çalışılan kallikreinlerden 

biridir. Başlıca fare hipokampal pirimidal nöronlarında eksprese edilir. 

KLK8’in sinaptogeneze ve nöral gelişime katıldığı belirtilmektedir123. 

Farelerde yapılan çeşitli çalışmalar KLK8’in fibronektin, jelatin, kollajen ve 

laminin gibi ekstrasellüler matriks proteinlerinin yıkımı üzerinden nöral 

plastitede rol oynayabileceğini düşündürmektedir38. KLK8’in ekstrasellüler 

matriks proteini fibronektini proteolitik yıkıma uğratarak uzun-dönemli 

güçlenmede (LTP) düzenleyici molekül olarak davrandığı gösterilmiştir38. 

KLK8 monoklonal antikorlarının intraventriküler olarak enjeksiyonunun 

epileptik paterni düşürdüğü gösterilmiştir124. Oksidatif stresin KLK8 

ekspresyonunu belirgin şekilde azalttığı belirtilmiştir125.  

2.3.6. Kallikreinlerin Sinyal Mekanizmaları 

Ortaya çıkan kanıtlar kallikreinlerin sinyal transdüksiyon 

yolaklarıyla karşılıklı etkileşimleri aracılığıyla kısmen işlev gördüklerini 

belirtmektedir. Kallikreinlerin aktif kininler, uPA, proteaz aktive edici 

reseptörler (PAR) ve matriks metalloproteazlar (MMP) aracılığıyla sinyal 

iletimi incelenmiştir126.  
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Kininler aracılığıyla kallikrein sinyali şimdiye kadar en iyi 

açıklanmış sinyal yolaklarından birisidir. KLK1’in başlıca substratı düşük 

moleküler ağırlıklı kininojendir (LMWK). Bu molekülün proteolizi 

sonrasında dekapeptid kallidin ve nonapeptid bradikinin oluşmaktadır88. 

Kallidin ve bradikininin fizyolojik etkileri B1 ve B2 olarak gösterilen iki 

bradikinin reseptörü aracılığıyla meydana çıkmaktadır. Bradikinin 

reseptörleri aracılığıyla sinyal iletimi pro-inflamatuar sitokinlerin salgısını 

uyararak doğuştan bağışıklıkta da önemlidir58,127,128. 

Kinin peptidleri cAMP-prostasiklin, nitrik oksit, cGMP, mitojen 

aktiviteli protein kinaz (MAPK) gibi bazı alt hedefleri aktive etmektedirler. 

Kallikrein-kinin sistem kan basıncının düzenlenmesi, sodyum 

homeostasisi, inflamasyon ve anjiyogenezide içeren çok çeşitli işlemleri 

etkilemektedir129.  

Kinin sisteme ek olarak, bazı kallikreinler örneğin; KLK2 ve 

KLK4, uPA-uPAR sinyal yolu ile karşılıklı etkileşimde bulunabilmektedir. 

KLK2 tek zincirli uPA’yı Lys158’den kopararak aktive etmektedir100. Benzer 

şekilde, aktif kimerik KLK4’ün in-vitro olarak uPA’yı aktive ettiği 

bulunmuştur130. uPA/uPAR sinyali ile plazminojen aktivasyonunun çeşitli 

ekstrasellüler matriks bileşenlerinin parçalanması ve MMP aktivasyonunu 

da içeren biyolojik etkilerinin olduğu belirtilmektedir44. Örneğin; KLK7’nin 

proMMP9’u bölerek aktif MMP9’u oluşturduğu gösterilmiştir131.  

Son olarak ortaya çıkan kanıtlar, kallikreinlerin aktifleştirme 

ve sinyal gönderme işlemlerini PAR ailesinin çeşitli üyeleri yoluyla 

yaptığını göstermektedir. PAR1-4 G protein kenetli reseptörler (GPCR) 

süper ailesinin üyeleridir132. Aktivasyon, reseptörün ekstrasellüler N-

terminalinin bir kısmının ayrılması ile gerçekleştirilir, bunun sonucunda bir 

bağlı ligand oluşur ve bölünmüş reseptör aktifleşir133. PAR1 KLK1, KLK4, 
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KLK5, KLK6 ve KLK14 tarafından, PAR2 KLK2, KLK4, KLK5, KLK6 ve 

KLK14 tarafından, PAR4 ise KLK1 ve KLK6 tarafından aktive edilmektedir 

ve bu yolla sinyal yolaklarının aktivasyonu gerçekleşmektedir. Bazı 

çalışmalar PAR2’nin KLK4 tarafından bölünmesinin MAPK sinyal yolunu 

aktive ettiğini ve böylece prostat ve kolon kanser hücrelerinin büyümesine 

neden olduğunu belirtmişlerdir134.  

2.3.7. Kallikrein Kaskadlarının Proteolitik Aktivasyonu 

Proteazlar genellikle proteolitik kaskadlarla aktive 

edilmektedir. Bu kaskadlar birbirini izleyen üç ana faz başlama, ilerleme ve 

sonlanma ile düzenlenebilmektedir135. Uyarı sonucunda, başlatıcı 

zimojenler (pro-enzimler) otokataliz ile kendini aktive etmektedir. Aktif 

başlatıcılar daha sonra aşağı yönlü ilerletici proteazları dönüştürür ve 

bunlarda sonlandırıcı zimojenlerin aktifleşmesini katalizlemektedirler67. 

Proteolitik aktivasyonun geri dönüşümsüz yapısı nedeniyle 

bu kaskadlar bir seri feedback döngüsü ve inhibitörler aracılığıyla sıkıca 

düzenlenmektedir. Proteolitik düzenleyici mekanizmalar kontrolsüz proteaz 

aktivasyonuna bağlı zararlı etkilerin önlenmesinde kritik role sahiptir126. 

Proteolitik kaskadlar çok sayıda proteaz ailesinde kapsamlı olarak 

incelenmiştir ve koagülasyon-fibrinoliz, kaspaz-aracılı apoptoz ve hem 

doğuştan hem de sonradan kazanılmış bağışıklığın kompleman sistemi 

gibi yaşamsal fizyolojik süreçlerde iyi tanımlanmıştır136-138.  

Kallikreinlerin fizyolojik fonksiyonlarını proteolitik kaskadlar 

yoluyla ortaya koydukları düşünülmektedir5,106. Örneğin, enterokinaz pro-

KLK11’i aktive ederken, tripsinin pro-KLK5, pro-KLK6, pro-KLK7 ve pro-

KLK15’i aktive ettiği gösterilmiştir. Çoğu kallikrein tripsin-benzeri özgüllüğe 

sahip olduğu için otoaktivasyon ve diğer proKLK’ların aktivasyonundan 
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sorumlu tutulmaktadırlar36. Daha öncede belirtildiği gibi bazı kallikreinler 

kimotripsin-benzeri proteazlardır bundan dolayı aktivasyonları için diğer 

tripsin-benzeri proteazlara ihtiyaç duymaktadırlar67. 

KLK5’in prostat kaskadını başlatıcı anahtar molekül olduğu 

ve kendini aktive ettikten sonra pro-KLK2, pro-KLK3, pro-KLK6, pro-KLK7, 

pro-KLK11, pro-KLK12 ve pro-KLK14’ü aktive ettiği ileri sürülmektedir106.  

KLK5, 7 ve 14’ün derinin keratinli tabakasında bir proteolitik kaskada dahil 

olduğu belirtilmektedir106. Bu kallikreinlerin kontrolsüz aktivasyonunun 

çeşitli deri hastalıklarındaki aşırı deskuamasyonun majör nedeni olduğu 

düşünülmektedir139,140.  

Çeşitli kallikreinlere bağlanarak onların aktivitelerini inhibe 

eden çeşitli endojen inhibitörler tanımlanmaktadır. Bunlar; α1-

antikimotripsin (ACT), protein C inhibitör (PCI), α2-makroglobulin, α2-

antiplazmin, α1-antitripsin, α1-proteaz inhibitör, antitrombin III, proteaz 

inhibitör 6 ve kallistatindir38. Yine Zn2+ ve pH da kallikreinlerin enzimatik 

aktivitelerinin önemli inhibitörleridir49. 

2.3.8. Kallikreinlerin Kanser Patofizyolojisindeki Rolleri 

2.3.8.1. Tümör Büyümesinde Kallikreinlerin Rolü 

Kallikreinlerin tümör hücre proliferasyonunu düzenleyerek 

erken neoplastik progresyona katılabileceklerine dair ortaya çıkan yeni 

kanıtlar bulunmaktadır. Kallikrein-aracılı tümör gelişiminin başlıca insülin-

benzeri büyüme faktörleri (IGF) aracılığıyla modüle edildiğine 

inanılmaktadır44.  
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IGF aksı hücre büyümesinin düzenlenmesi, farklılaşma ve 

apoptozda önemli rol oynamaktadır141,142. IGF aksı embriyonik dokuların 

büyümesi ve farklılaşmasına katılabilmektedir ve özel koşullar altında 

tümörijenez süreçlerinde de rol oynayabilmektedir143,144. IGF’ler, onların 

yarı ömrünü uzattığına ve onları hedef dokularına taşıdığına inanılan kendi 

bağlayıcı proteinlerine (IGFBP) bağlıdır145. IGF’ler etki göstermeden önce, 

IGFBP’lerden ayrılmalıdırlar. Çünkü IGFBP proteinleri, IGF’lerin IGF1 

reseptörüne  (IGF1R) bağlanmasını antagonize etmektedirler. KLK1, KLK2 

ve KLK3 IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4 ve IGFBP5’i parçalayan IGFBP 

proteazlardır ve bu proteazlar onların tümör baskılayıcı etkilerini ortadan 

kaldırarak IGF1’e olan afinitelerini 

düşürmektedir44.  Örneğin; KLK2 IGFBP3’ü parçalayarak IGF’nin kullanıla

bilirliğini artırmak tadır ve hücre çoğalmasını hızlandırabilmektedir146. 

Yine KLK4 ve KLK11’in de IGFBP3’ü parçaladığı 

belirlenmiştir. Bu bulguların aksine, meme kanserinde KLK3’ün tümör 

büyümesini baskıladığı gösterilmiştir147-149. Ayrıca KLK3’ün, birçok normal 

ve neoplastik hücrede büyümenin baskılayıcısı ve apoptozun indükleyicisi 

olan latent TGFβ’yı aktive ettiği bildirilmiştir150.  

Benzer şekilde, Bindukumar ve ark. seminal plazmadan 

saflaştırılan serbest KLK3 ile muamele edilmiş PC-3M prostat kanseri 

hücre hattında KLK3’ün tümör baskılayıcı genlerin ekspresyonunu 

uyardığını ve tümör büyüme promotorlarını baskıladığını göstermiştir151. 

KLK10’un meme ve testis kanserlerinde ekspresyonunun azalması tümör 

baskılayıcı rolü olduğunu düşündürmektedir9,152. Bu kallikreinlerin tümör 

önleyici rollerinin lehine kanıtlar olmasına rağmen onların in-vivo 

koşullarda patolojik fonksiyonları halen tartışmalıdır. 
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Şekil 7. Tümör hücre büyümesi ve inhibisyonunda kallikreinlerin rolü
44

    

 

2.3.8.2. Anjiyogenez ve Kallikreinler 

Anjiyogenez önceden var olan kan damarlarından yeni kan 

damarlarının gelişmesidir ve bu durum malign tümör gelişiminde 

kaçınılmaz bir süreçtir. Anjiyogenez, tümör gelişimi ve progresyonuna 
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neden olan proanjiyojenik ve anjiyostatik faktörlerin dengede tutulmasıyla 

düzenlenmektedir153. Vasküler endotelyal büyüme faktörü (VEGF) ve 

bazik fibroblast büyüme faktörü (bFGF) anjiyogenezin pozitif 

düzenleyicileri iken interferon-α, anjiyostatin ve endostatin 

inhibitörleridir154. 

Kallikreinlerin anjiyogenezdeki rollerinin henüz tam olarak 

ortaya çıkarılmamasına rağmen ekstrasellüler matriks yeniden 

yapılanmasına ve anjiyogenezi-ilerletici süreçlere olan katkıları inkar 

edilmemektedir.  Kallikreinler yeni kan damarlarının büyümesi için gerekli 

olan ekstrasellüler boşluğu sağlamak için ekstrasellüler matriks 

proteinlerini ya kendileri doğrudan ya da uPA ve MMP’ları aktive ederek 

parçalamaktadırlar155. Örneğin; KLK2, KLK3, KLK6 ve KLK7 farklı ya da 

kısmen örtüşen ekstrasellüler matriks proteinlerinin hidrolizini doğrudan 

katalizlerken bazı kallikreinler ise dolaylı olarak ekstrasellüler matriks 

parçalanmasını etkilemektedir. Örneğin; KLK1 pro-MMP2 ve pro-MMP9’u 

aktive etmektedir44.  

Aynı zamanda KLK2, 4 ve 12 plazmin oluşumuna sebep olan 

uPA sistemi aracılığıyla sinyal oluşturmaktadır. Plazmin fibronektin, 

proteoglikanlar ve fibrini de içeren çok sayıda ekstrasellüler matriks 

proteinini ayrıştırmakta ve latent kollajenazları aktive etmektedir67. 

Kallikrein-kinin sistemin aktivasyonu aktif kinin peptidlerinin salınımına 

neden olmaktadır. Aktif kinin cAMP, protein kinaz B (Akt/PKB) ve 

VEGF’nin aktivasyonu, JNK ve TGFβ sinyal yolunun baskılanması 

aracılığıyla anjiyogenezi uyarmaktadır156. Benzer şekilde, KLK1 ve 12’nin 

endotelyal hücreler tarafından eksprese edildiğine ve kinin sinyal yolu 

aracılığıyla fonksiyon yaptığına inanılmaktadır157,158.  
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Bu bulguların aksine bazı kallikreinlerin anjiyogenezi 

baskılayabildiği gösterilmiştir. Örneğin; KLK3’ün endotelyal hücre 

proliferasyonunun ve anjiyogenezin etkili inhibitörleri olan anjiyostatin-

benzeri bileşikler aracılığıyla vaskülatör oluşumunu önlediğine 

inanılmaktadır103. KLK3’e ek olarak KLK5, KLK6 ve KLK13’ün de 

plazminojenden anjiyostatin-benzeri fragmentleri oluşturabildiğine dair in-

vitro veriler elde edilmektedir158-161.  

.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 8. Anjiyogenezde kallikreinlerin rolü
44
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2.3.8.3. İnvazyon-Metastaz ve Kallikreinler 

Metastaz kompleks bir süreçtir. Bu süreçte bir dizi basamak 

mevcuttur. Öncelikle kanser hücreleri primer tümörden ayrılır, çevre 

dokulara ve bazal membranlara invazyon gerçekleştirir ve daha sonra kan 

ya da lenf dolaşımına girerek uzak bir hedef dokuya ulaşır ve orada 

kolonize olurlar162.  

Epitelyal mezenkimal geçiş (EMT) epitel hücrelerinin 

mezenkimal-benzeri fenotipe dönüşümünü sağlayan hücresel bir süreci 

temsil etmektedir ve böylece bu hücrelerin migrasyonunu, invazivliğini ve 

büyümesini artırmaktadır163. EMT, epitelyal orjinlerinden dolayı solid 

tümörlerin çoğunun progresyonu için bir kontrol noktası olarak kabul 

edilmektedir. EMT E-kadherinin kaybını uyarır ve N-kadherin ve vimentin 

gibi mezenkimal belirteçlerin ekspresyonunu artırır böylece tümör 

hücrelerinin hareketliliğini ve invazivliğini geliştirmektedir155. 

Veveris-Lowe ve ark. yaptığı bir çalışmada KLK3 ve KLK4’ün 

EMT’nin belirteci olabilecek fenotipik değişimlere katıldığını ve bu 

kallikreinlerin sabit ekspresyonunun prostat hücre hattı PC-3 de hücre 

invazivliğinde artışa neden olduğunu belirtmişlerdir164.  Başka bir 

çalışmada ise KLK3’ün baskılanmasının LNCaP prostat kanser 

hücrelerinde invazyonu azalttığı gözlemi EMT de KLK3’ün önerilen 

fonksiyonu ile tutarlılık göstermektedir165,166. Bunun aksine KLK3 ile tedavi 

edilen farelerde akciğer metastazının sayısındaki azalma KLK3’ün tümör 

metastazını inhibe ettiğini göstermektedir167. KLK3’ün metastatik rolünün 

hücreye özgü mü yoksa in-vivo anti-anjiyogenik etki ile mi dengelendiği 

ilave araştırmalara ihtiyaç duymaktadır.  
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KLK7’nin prostat kanser hücrelerinde EMT-benzeri 

değişimleri uyararak onların migrasyon ve invazyon kapasitesini artırdığı 

gösterilmiştir168. Yumurtalık kanser hücrelerinde in-vitro koşullarda KLK4, 

KLK5, KLK6 ve KLK7’nin düzenli ekspresyonunun invazivliği artırdığı 

gösterilmiştir169. Seröz epitelyal over kanserinde KLK7’nin sabit bir şekilde 

aşırı ekspresyonunun çok hücreli agregatların oluşumunu teşvik ettiği ve 

bu yolla kanser hücrelerinin sağkalımına ve paklitaksele olan direncine 

olanak sağladığı bulunmuştur170.  

Kallikreinlerin EMT’deki önerilen fonksiyonlarına ek olarak 

eksrasellüler matriks yıkımı ve yeniden yapılanması aracılığıyla metastatik 

yayılmayla ilişkili olduğu gösterilmektedir. Çok sayıda in-vitro substrat 

çalışmaları fibronektin, kollajen, laminin ve proteoglikanları içeren çeşitli 

ekstrasellüler matriks proteinlerinin parçalanmasına kallikreinlerin direk ya 

da dolaylı olarak katıldığını göstermiştir67. MMP’ler, plazmin ve katepsinler 

kanser-ilişkili ekstrasellüler matriks parçalanmasından sorumludurlar26. 

Kallikreinler uPA ve MMP sinyal yolları ile doku yıkımına 

katılabilmektedir67. Prostat-ilişkili KLK2, KLK3 ve KLK14’ün in-vitro 

koşullarda fibronektin ve laminini parçaladığı bulunmuştur99,165,171. 

Ekstrasellüler matriks yıkımında anahtar rol oynayan 

plazmin, uPA ve uPA reseptör kompleksi tarafından plazminojenden aktive 

edilebilmektedir. KLK4, uPA’nın pro enzimini aktive ederek ya da hücre 

yüzey reseptörünü ayırarak tümör-ilişkili plazminojenin aktivasyonuna 

aracılık edebilmektedir. Son zamanlarda yeni bulgular kemik metastazında 

çeşitli kallikreinlerin olası rolünü belirtmiştir67,172.  
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2.3.9. Kanser Biyobelirteci olarak Kallikreinler 

Tümör belirteci olarak kallikreinlere odaklanılması 1970’lerin 

sonu ve 1980’lerin başında prostatta, malign şekle dönüşmüş prostatta ve 

prostat kanserli hastaların serumlarında bulunan KLK3’ün (PSA) keşfiyle 

başlamaktadır173-175. KLK3 prostat kanserinin tarama, tanı, evreleme ve 

takibinde kullanılan önemli bir biyobelirteçtir176. Benign prostat hiperplazili 

erkeklerde serum KLK3 düzeylerinin arttığı tespit edilmiştir58. 

Tanısal gücünü arttırmak için KLK3’e tamamlayıcı olarak 

serum KLK2 düzeyleri üzerine çalışmalar yürütülmektedir. Prostat kanserli 

hastaların serum KLK2 düzeyleri sağlıklı kontrol ve benign prostat 

hiperplazili hastalarla karşılaştırıldığında belirgin olarak yüksek 

bulunmuştur177-179. Bu genlere ek olarak KLK5, KLK11, KLK14 ve 

KLK15’in prostatta eksprese edildiği ve bunların prostat kanserinde 

diagnostik ve prognostik biyobelirteç olabilecekleri belirtilmektedir58. 

Yumurtalık kanserinde bir grup hasta serumunda KLK5, KLK6, KLK8, 

KLK10, KLK11 ve KLK14 düzeylerinin artmasından dolayı bu kallikrenlerin 

yumurtalık kanseri için potansiyel biyobelirteç olabilecekleri 

düşünülmektedir44. Özellikle erken evre (I,II) yumurtalık kanserli hastalarda 

ameliyat öncesi serum KLK6 ve KLK10 düzeylerinin kanser antijen 125’in 

(CA125) tanısal duyarlılığını artırabileceği belirtilmiştir180,181. Meme 

kanserinde KLK3 düzeyinin iyi prognostik belirteç olduğu gösterilmiştir182.  

2.3.10. Kallikreinlerin Terapötik Kullanımları 

Hücre büyümesinin düzenlenmesi, anjiyogenez, invazyon ve 

metastaz gibi birçok kanser ilişkili sürece dahil olduğundan ve neoplastik 

ilerlemeyi teşvik ya da inhibe etme yeteneklerinden dolayı kallikreinler 

terapötik müdahaleye yönelik potansiyel hedefleri temsil etmektedirler70. 
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Farklı terapötik yaklaşımlar arasında kallikreinlerin proteolitik aktivitesinin 

kullanılması ya da modülasyonu en etkili olanlarıdır. Örneğin; KLK3-

spesifik peptid taşıyıcılarına konjuge sitotoksik ajanlar (doksorubisin, 

vinblastin) prostat kanserinde tümör hedeflemek için ön ilaçlar olarak 

tasarlanmıştır44. Pre-klinik çalışmalar bu ön ilaçların in-vitro koşullarda 

KLK3-üreten prostat kanser hücrelerine seçici olarak toksik olduğunu 

göstermektedir183. Yine spesifik olmayan endojen serpinlerin yapısal 

özelliklerine göre KLK2 ve KLK14’e spesifik sentetik inhibitörler yapıldığı 

belirtilmektedir184,185.  

2.4.Beyin Tümörleri 

Beyin tümörleri tüm kanserler arasında en yüksek ölüm 

oranına sahip kanserlerden biridir186. Beyin, diğer intrakranial ve merkezi 

sinir sistemi tümörleri köken aldıkları bölge, morfolojik özellikler, genetik 

değişiklikler, büyüme potansiyeli, invazivlik derecesi, ilerleme ve nüks için 

eğilim ve tedaviye cevap gibi başlıklarda değişkenlikleri fazla olan 

heterojen neoplazm gruplardır187.  

Köken aldıkları hücre, histopatolojik özellikleri ve anaplazi 

derecesi temel alınarak tümörlerin WHO sınıflandırılması merkezi sinir 

sistemi malignitelerinin uluslararası standardizasyonunu sağlamaktadır. 

Tümörler dört gruba ayrılmaktadır188. Bunlar:  

1. Derece 1→ benign 

2. Derece 2 → düşük dereceli 

3. Derece 3      yüksek dereceli ya da malignant 

4. Derece 4  
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2.4.1. Menenjiom 

Menejiomlar en sık görülen iyi huylu intrakraniyal tümörlerdir 

ve tüm intrakraniyal tümörlerin %13-26’sını oluşturmaktadır189,190. 

Menenjiomlar araknoid hücrelerden köken almaktadırlar ve kadınlarda 

erkeklere oranla daha sık görülmektedir189,190. Yıllık insidansı her 100.000 

kişide kadınlarda 2-7 erkeklerde 1-5 arasındadır191. Çocuklarda ve 

ergenlerde menenjiom görülme oranı her iki cinsiyette de eşittir. 

Menenjiomlar en sık 60-70’li yaşlarda görülmektedir. Çoğu menenjiom 

uzun süreli iyi prognoza sahiptir190. Menenjiomların histolojik 

derecelendirilmesi WHO sınıflandırılmasına dayanmaktadır ve malignite 

derecesine göre üç gruba ayrılmaktadır192,193. 

1. Bening menenjiom (WHO Derece I) 

2. Atipik menenjiom (WHO Derece II) 

3. Anaplastik menenjiom (WHO Derece III) 

 

Makroskobik olarak menenjiomlar lobüler mimariye sahip 

düzgün sınırlı kitleleri oluşturmaktadırlar194. Çoğu menenjiom yavaş 

büyüyen lezyonlardır ve tipik olarak gittikçe artan intrakraniyal basınç 

semptomlarıyla ilişkilidir. Baş ağrısı ve nöbetler yaygındır ve diğer 

semptomlar tümörün büyüklüğü ve yerleşimine bağlıdır195. Birçok 

menenjiom için iyonize radyasyon, kafa travması, hormonlar ve diğer 

reseptörlere bağlanma bölgeleri, genetik faktörler gibi çeşitli risk faktörleri 

tanımlanmaktadır189,196. Örneğin; menenjiomların %60’dan fazlası 22q12.2 

kromozomu üzerinde bulunan nörofibromatoz 2 (NF2) tümör baskılayıcı 

geninin somatik mutasyonunu göstermektedir197.  
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Menenjiomların neredeyse %61’i menenjiom büyümesinde 

önemli rol oynayan progestron reseptörlerine (PR) sahiptir. PR 

ekspresyonu benign histolojik derece ile ilişkilendirilmektedir.  Derece II ve 

III de genellikle PR bulunmamaktadır198-200. Östrojen reseptörünün (ER) 

ekspresyonu ise daha az bağlantılıdır201. Gonadotropin salgılatıcı hormon 

(GnRH) reseptörünün menejiomların yarısından fazlasında bulunduğu 

belirtilmektedir202. Somatostatin reseptörleri menejiomların %70-100’ünde 

eksprese olmaktadır. İmmünohistokimya kullanılarak yapılan bir çalışma 

somatostatin reseptörlerinin yüksek mikrodamar yoğunluğu ile uyumlu 

olarak yüksek derece menenjiomlarda sıklıkla eksprese edildiğini 

belirtmiştir203. Artan VEGF önemli ölçüde damarlanma, tümör çevresi 

ödemi ve çoğalma ile ilişkilendirilmektedir204. VEGF ekspresyonunun ve 

vasküler geçirgenlik faktörünün ekspresyonunun artışı menenjiomlarda 

mikrodamar yoğunluğu ve mikrokistik morfolojinin artışıyla ilişkilidir205.  

Menenjiomlar epidermal büyüme faktörü reseptörünü 

(EGFR) ve onun ligandları olan epidermal büyüme faktörünü (EGF) ve 

dönüştürücü büyüme faktörü α (TGF-α)’yı eksprese etmektedir. Bu 

reseptörlerin aktivasyonunun tümör gelişimini teşvik edebileceği 

düşünülmektedir206,207.  

Menenjiom hücrelerinde platelet kaynaklı büyüme faktörü B 

(PDGFB) eksprese olmaktadır ve kısmen RAF-1-MEK-1-MAPK/ERK 

yolunun aktivasyonuyla PDGF-BB ‘nin menenjioma hücre çoğalmasını 

uyardığı gösterilmiştir208-210. Atipik ve anaplastik menenjiomlarda benign 

menenjiomlara oranla PDGF ekspresyon düzeyleri daha yüksek 

bulunmuştur211. Derece I menenjiomlarda fosfoinozitid 3 kinaz-protein 

kinaz B (PI3K-Akt) yolunun da aktive olduğu bulunmuştur212. Bunlara ek 

olarak atipik ve anaplastik menenjiomlarda muhtemelen invaziv süreçlere 

katılan transkripsiyon faktörü Ets-1 ve matriks metalloproteinaz 2 ve 9’un 

ekspresyonununda artış olduğu gösterilmiştir213. Siklooksijenaz 
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ekspresyonu ile tümör ilerlemesi ve anjiogenez arasında ilişki olabileceği 

düşünülmektedir214,215.  

Menenjiomlar cerrahi, radioterapi ve medikal terapi 

(hormonal ve kemoterapi vb.) gibi yöntemlerle tedavi edilmektedir190.  

2.4.2. Glioblastoma Multiforme 

Gliomalar glia hücrelerinden (astrosit, oligodendrosit, 

ependimal hücreler) ya da kanser kök hücrelerinden köken almaktadır ve 

WHO’nun sınıflandırmasına göre dört dereceye ayrılmaktadır216. Bunlar;  

1. Derece I (Pilositik astrositoma) 

2. Derece II (Diffüz astrositoma)  

3. Derece III (Anaplastik astrositoma)  

4. Derece IV (Glioblastoma multiforme (GBM))  

 

Derece III ve IV malignant glioma olarak nitelendirilmektedir. 

Glioblastomalar malign gliomaların yaklaşık %60-70’ini, anaplastik 

astrositomalar %10-15’ini, anaplastik oligodendrogliomalar ve anaplastik 

oligoastrositomalar %10’unu ve geriye kalan oran ise daha az yaygın olan 

tümörleri oluşturmaktadır217. Glioblastoma Amerika ve Avrupa ülkelerinde 

görülen en yaygın primer merkezi sinir sistemi tümörüdür ve her yıl 

100.000 de 3 kişi GBM tanısı almaktadır218.  

Glioblastomalar biyolojik ve genetik farklılıkları gözönüne 

alınarak iki alt gruba ayrılmaktadır219. Bazı düşük dereceli gliomalar 

nüksedebilir, ilerleyebilir ve GBM’ye dönüşebilmektedir. Bunlar sekonder 

glioblastoma olarak adlandırılmaktadır buna karşın de novo GBM tümörleri 

primer GBM olarak adlandırılmaktadır218. 
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Primer GBM hastalarının yaş ortalaması yaklaşık olarak 62, 

sekonder GBM hastalarının yaş ortalaması ise yaklaşık olarak 45’tir. 

Primer GBM erkeklerde kadınlara oranla daha sık görülmektedir. 

Sekonder GBM de ise durum tam tersidir. Primer GBM gençlerde daha 

nadir görülmektedir. Beş yıllık sağ kalım 15-45 yaşları arasında yaklaşık 

olarak %13,  75 yaş ve üzeri için ise yalnızca %1 olarak belirtilmiştir218,220.  

GBM’nin etiyolojisi bilinmemekle birlikte çeşitli çevresel ve 

genetik ajanların risk faktörü olduğu muhtemelen multifaktöriyel bir 

süreçtir218. Malignant glioblastomalar için belirlenen risk faktörü iyonize 

radyasyondur221.  

GBM’nin histolojik özellikleri dikkate değer değişiklikler 

göstermektedir fakat vasküler hiperproliferasyon ve nekroz GBM’yi düşük 

dereceli gliomalardan ayıran başlıca diagnostik özelliklerdir222. GBM 

dağınık invazivlik, immün baskılama, agresif çoğalma, damarlanma, 

kemoterapi ve radyoterapiye direnç ile karakterizedir216. Neoplastik 

hücreler hızlıca komşu beyin parankima hücrelerini istila ederler fakat 

oldukça invaziv ve pro-anjiojenik özeliklere sahip olmalarına rağmen 

merkezi sinir sistemi dışına metastaz yapmazlar218.  

Glioma hücreleri ve bağışıklık hücreleri arasındaki karmaşık 

etkileşimlere IL-6, IL-8, TGF-β ve VEGF gibi glioma-kaynaklı sitokinlerin 

aracılık ettiği düşünülmektedir. Ayrıca glioma hücrelerinin çevredeki IL-10 

ve prostaglandinler gibi immünosupressif faktörlerin ekspresyonunu 

uyardığı düşünülmektedir223. Bu faktörlerin çoğu GBM de aşırı eksprese 

olmaktadır. Tümör neoanjiogenezinde anahtar rol oynayan VEGF kemik 

iliği progenitör hücrelerinden kaynaklanan dendritik hücrelerin 

olgunlaşmasını inhibe eder ve GBM tümör hücre çoğalmasını teşvik 

etmektedir224.  
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Malignant gliomalı hastaların serumlarında TGF-β 

düzeylerinin arttığı bildirilmiştir ve artan TGF-β düzeyleri ve yüksek tümör 

derecesi arasında bir korelasyon olduğu gözlenmiştir. Malignant beyin 

tümörlerinde TGF-β ekspresyonunun hücre büyümesini, migrasyonu, 

invazyonu, anjiogenezi ve immün baskılamayı arttırdığı bulunmuştur225. 

EGFR amplifikasyonu primer glioblastomalarda meydana 

gelir ve bu hastaların yaklaşık olarak %40-50’sinde görülmektedir. EGFR 

amlifikasyonu olan tümörlerin yaklaşık yarısında esas olarak EGFRvIII 

olarak bilinen ekstrasellüler ligand bağlama domaininden yoksun 

EGFR’nin otofosforile varyantı eksprese edilmektedir. Bu varyant kinaz 

inhibitörleri, immünotoksinler ve peptid aşılar için önemli bir terapötik hedef 

olmaktadır226,227.  

Büyüme faktörü reseptör sinyali sağ kalım, çoğalma, 

invazyon ve anjiogenez için transkripsiyonal programların aktivasyonuna 

neden olmaktadır. Bu büyüme faktörleriyle aktive edilen ortak sinyal iletim 

yolları çoğalma ve hücre döngüsü işlemlerine katılan Ras-MAPK ve 

apoptoz inhibisyonu ve hücresel çoğalmaya katılan PI3K-Akt-mTOR 

(rapamisinin memeli hedefi) dir. PI3K yolunu negatif olarak düzenleyen 

tümör supresör gen fosfataz ve tensin homolog (PTEN) glioblastoma 

hastalarının %40-50’sinde inaktivedir227,228.  

Malignant gliomaların tanısı için genellikle manyetik rezonans 

görüntüleme (MRG) ya da bilgisayarlı tomografi (BT) önerilmektedir217. 

GBM’de cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi gibi yöntemler 

kullanılarak tedavi uygulanmaktadır216. 
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3. GEREÇ VE YÖNTEM 

3.1. Deney Grupları 

Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Beyin ve Sinir Cerrahi 

Anabilim Dalına başvuran ve patolojik inceleme sonrası menenjiom derece 

I ve glioblastoma multiforme teşhisi konulmuş hastalardan alınan doku 

örneklerinde KLK5, KLK6 ve KLK7 mRNA ve protein ekspresyonları 

Biyokimya Araştırma Laboratuvarında ölçüldü. Daha önce radyoterapi ve 

kemoterapi almış hastalar çalışmaya dahil edilmedi. Gruplar; menenjiom 

derece I (n=15) ve glioblastoma multiforme (n=15) olarak düzenlendi. Bu 

çalışma Gazi Üniversitesi Tıp Fakültesi Kurumsal Araştırma 

Değerlendirme Komisyonu (Etik Kurul) 25.06.2010 tarih ve 107 no’lu kararı 

ile kabul edildi.  

3.2. Kullanılan Cihazlar 

 Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya) 

 Homojenizatör (Heidolph, Almanya) 

 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cihazı (Apollo                                 

ATC 201,CLP Inc., ABD) 

 Kuru ısı bloğu (BIOSAN, EU) 

 Santrifüj (Hettich, Almanya) 

 NanoDrop ND 1000 UV-Vis Spektrofotometre (Thermo 

Scientific, ABD) 
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 Elektroforez Sistemi 

 Jel Görüntüleme sistemi (Syngene, ABD) 

 Mikrodalga Fırın (Arçelik, Türkiye) 

 Etüv (Nüve, Türkiye) 

 Derin Dondurucu  -80 °C (Sanyo, Japonya) 

 Buzdolabı (Arçelik, Türkiye) 

 Soğutmalı santrifüj ( Hermle, Almanya) 

 Western Blot Cihazı (Sci-plas, İngiltere) 

 Çalkalayıcı (Edmund Bühler, Almanya) 

 Benmari (P-D Industriegesellschaft mbH, Almanya) 

 Vorteks (Ika, Germany) 

 Mikropipetler  

 ELISA (TECAN, İsviçre) 

 Sonikatör (Sonics, ABD) 

3.3. Kullanılan Kimyasal Maddeler  

 Agaroz (Lonza, ABD) 
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 dNTP (Genmark, Tayvan) 

 Taq DNA polimeraz ( Thermo Scientific, İngiltere) 

 Trizma-Base (Sigma, ABD) 

 Borik asit (Merck, Almanya) 

 Etilendiamin tetra asetik asit (EDTA) (Sigma, ABD) 

 Kloroform (Amresco, ABD) 

 Etanol (Kimetsan, Türkiye) 

 Etidyum bromid (Sigma, ABD) 

 Orange G (Sigma, ABD) 

 Gliserol ( Amresco, ABD)     

 Primerler (Ella Biotech, Almanya) 

 Glisin (Applichem, Almanya) 

 Akrilamid (Sigma, ABD) 

 Bisakrilamid (Applichem, Almanya) 

 Sodyum dodesil sülfat (SDS) (Applichem, Almanya) 

 Amonyum persülfat (APS) (Serva, Almanya) 
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 Tetrametilendiamin (TEMED) (Serva, Almanya) 

 Tween-20 (Merck, Almanya) 

 Sodyum klorür (Carlo Erba, İtalya) 

 Ticari yağsız süt tozu (Pınar, Türkiye) 

 Hidroklorik asit (HCL) (Calo Erba, İtalya) 

 β-merkaptoetanol (Sigma, ABD) 

 Metanol (Merck, Almanya) 

 Luminol Reaktifi (Santa Cruz, ABD) 

 PVDF membran (Santa Cruz, ABD) 

 Örnek Tamponu 2X (Sample Buffer 2X) (Serva, Almanya) 

 Kallikrein primer antikorlar (Santa Cruz, ABD) 

 β-Aktin primer antikor (Thermo Scientific, ABD) 

 Sekonder antikorlar (Santa Cruz, ABD) 

 Protein Beliteci (Protein Ladder) (Thermo Scientific, ABD) 

 DNA Belirteci (DNA Ladder) ( Biobasic, Kanada) 

 Lizis Reaktifi (QIAGEN, ABD) 
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 RIPA Tamponu (Cell Signaling, ABD) 

 Ticari film (Kodak, ABD) 

 Ticari Developer solüsyonu (ILFORD, İngiltere) 

 Ticari Fixer solüsyonu (ILFORD, İngiltere) 

3.4. Kullanılan Kitler 

 RNA izolasyon kiti (QIAGEN, ABD) 

 cDNA sentez kiti (QIAGEN, ABD) 

 BCA Protein tayin kiti (Thermo Scientific, ABD) 

3.5. Yöntemlerin Uygulanması 

3.5.1. Dokudan RNA İzolasyonu 

Kullanılan reaktifler ve solüsyonlar 

 RNA izolasyon kiti 

 Kloroform 

 %70’lik etanol solüsyonu:  

70 ml etanol + 30 ml steril distile su ile karıştırılır. 
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Deneyin yapılışı: 

Menenjiom ve glioblastoma dokularından RNA izolasyon 

kitinin (Qiagen, ABD)  protokolüne uygun olarak RNA izolasyonu yapıldı. 

100 mg olarak tartılan dokular buz üzerinde bulunan RNase free tüplere 

alındı ve üzerlerine 1ml lizis reaktifi eklendi. Daha sonra buz içerisinde 

homojenizasyonları gerçekleştirildi. Homojenat içeren tüpler oda ısısında 5 

dk. bekletildi. Bu tüplere 200 µl kloroform eklendi ve tüplerin ağzı 

kapatıldıktan sonra 15 sn. kuvvetlice çalkalandı. Bu karışım oda ısısında 

2-3 dk. bekletildikten sonra 12.000 g’de 4 °C 15 dk. santrifüj edildi. 

Santrifüjden sonra örnekler üç faza ayrıldı ve üstteki RNA içeren şeffaf 

sulu faz yeni tüplere alındı ve üzerlerine alınan sulu fazla eşit miktarda 

%70’lik etanol eklenerek vorteksle iyice karıştırıldı. Bu aşamadan sonra kit 

protokolüne göre kitin içerisindeki özel RNeasy spin kolonlar ve tamponlar 

kullanılarak RNA izolasyonu gerçekleştirildi. Elde edilen RNA’ların 

miktarları ve saflığı NanoDrop ND 1000 Spektrofotometre ile ölçülerek 

cDNA sentezinde kullanılıncaya kadar RNA’lar -80 °C’de saklandı. 

3.5.2. cDNA Sentezi 

Kullanılan reaktifler ve solüsyonlar 

 cDNA sentez kiti 

Deneyin yapılışı: 

cDNA sentez kiti (Qiagen, ABD)  ile RNA’dan cDNA sentezi 

yapıldı. RNA’lar buzun üstünde eritildikten sonra yine buz üzerinde 

genomik DNA’nın eliminasyonu için kit içerisindeki gDNA Wipeout 

tamponu, RNase free su ve RNA örneği tüplerin içerisinde karıştırıldıktan 
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sonra 42 °C’de 2 dk. inkübe edildi. Daha sonra yine buz üzerinde reverse 

trankripsiyon master karışım hazırlandı ve ilk basamakta hazırlanan 

genomik DNA’dan arındırılmış karışımla muamele edildikten sonra 42°C’de 

15 dk. inkübe edilidi. Daha sonra 95°C’de 3 dk. inkübasyonla revers 

trankriptaz inaktive edildi ve oluşan cDNA’lar revers transkriptaz polimeraz 

zincir reaksiyonu (RT-PZR) yapılıncaya kadar -20°C’de saklandı. 

3.5.3. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PZR) ile Hedef Bölgenin Çoğaltılması                                                                                                                                                                                                                                                                       

Kullanılan reaktif ve solüsyonlar 

 5X Tris-Borik asit- EDTA (TBE) tamponu stok solüsyonu:  

Trizma-Base                  54 g 

Borik asit                        27.5 g 

EDTA (0.5 M, pH:8.0)    20 ml 

     Kimyasallar çözülerek distile suyla 1 litreye tamamlanır. 

 Elektroforez yürütme tamponu (1X TBE): 

 5X TBE tamponundan 200 ml alınarak distile su ile 1000 

ml’ye tamamlanır. 
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 Jel Yükleme Tamponu: 

Orange G               25 mg 

Gliserol                   3 ml  

5X TBE tamponu    2 ml  

5 ml distile su içerisinde çözülerek hazırlanır ve +4 

°C’de saklanır. 

 Agaroz jel hazırlanması: 

2 g agaroz tartılıp 1X TBE tamponu ile 100 ml’ye tamamlanır 

ve mikrodalga fırın içerisinde şeffaf hale gelinceye kadar ısıtılır. Daha 

sonra biraz soğutularak jel tepsisine dökülür, jel tarağı yerleştirilir ve jelin 

donması beklenir. 

 Etidyum bromid solüsyonu hazırlanması: 

1 g etidyum bromid tartılır, distile suyla 100 ml’ye tamamlanır 

ve manyetik karıştırıcı yardımıyla çözülmesi sağlanır. Hazılanan etidyum 

bromid solüsyonunundan son konsantrasyon 0.5 µg/ml olacak şekilde 

etidyum bromid solüsyonu hazırlanır.                                                                                       

Deneyin yapılışı: 

KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin mRNA ekspresyonları RT-

PZR kullanılarak belirlendi. Bu genlerin amplifikasyonu forward ve reverse 
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primerler kullanılarak yapıldı. Çalışmada kullanılan primerlerin listesi tablo 

2’de gösterilmiştir. 

Tablo 2. RT-PZR’da kullanılan primer dizileri   

Gen Primer Nükleotid dizisi 

 

KLK5229  

Forward 5'-GCCACTACTCCCTGTCACCA-3' 

Reverse 5'- GCATCCTCGCACCTTTTCTG-3' 

 

KLK6230 

Forward 5'- CATGGCGGACCCTGCGACAAGAC-3' 

Reverse 5'- TGGATCACAGCCCGGACAACAGAA-3' 

 

KLK7231 

Forward 5'- GAATGAGTACACCGTGCACC-3' 

Reverse 5'- TGCCAGCGCACAGCATGGAA-3' 

G
GAPDH 

 

Forward 5'- GCAAATTCCATGGCACCGT-3' 

Reverse 5'- TCGCCCCACTTGATTTTGG-3'  

PZR karışımının içinde DNaz-RNaz içermeyen su, 1X Buffer, 

1,5 mM MgCl2, 200 µM dNTP, 0,6 µM forward ve reverse primerleri ile 

0,026 U/µl Taq polimeraz bulunur. Toplam karışım 19 µl olacak şekilde 

ependorflara dağıtım yapılır ve her tüpe 1 µl cDNA eklenerek son hacim 

20 µl’ye tamamlanır. KLK5, KLK6, KLK7 ve GAPDH için hazırlanan PZR 

karışımları aşağıdaki sıcaklık döngüleri uygulanarak çoğaltılmıştır. 
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KLK5                                                                  KLK6 

95 ° C     5 dk.                                            95 ° C    10 dk. 

95 ° C    20 sn.                                                    95 ° C    10 sn. 

57 ° C    20 sn.           45 döngü                          62 ° C    10 sn.     40 döngü 

72 ° C    1.30 dk.                                            72 ° C    10 sn. 

72 ° C    5 dk.                                            72 ° C    5 dk. 

      

KLK7                                                                 GAPDH 

94 ° C    9 dk.                                            95 ° C    5 dk. 

94 ° C    30 sn.                                                    95 ° C    30 sn.                        

68 ° C    1 dk.         40 döngü.                             55 ° C    30 sn.    30 döngü           

72 ° C    1 dk.                                  72 ° C    30 sn.            

72 ° C    10 dk.                                                    72 ° C    5 dk. 

                                                                       

PZR cihazında çoğaltılan PZR ürünlerini görmek için %2’lik 

agaroz jele 5 µl örnek+ 5 µl yükleme tamponu ile karıştırılarak yüklendi. İlk 

kuyucuğa DNA belirteci yüklendi. Elektroforezde 1X TBE tamponu 

kullanılarak yürütüldükten sonra etidyum bromid boyası ile boyama 

gerçekleştirildi ve UV ışık altında görüntülendi. KLK5 için 304 bç, KLK6 

için 215 bç, KLK7 359 bç ve GAPDH için 106 bç’lik amlifikasyon 

ürünlerinin görüntülenmesi reaksiyonun kabul edilebilir olduğunu gösterdi. 
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3.5.4. Protein İzolasyonu ve Miktar Tayini 

Kullanılan reaktifler ve solüsyonlar: 

 1X RİPA Buffer: 

10X RİPA bufferdan (Cell Signaling, ABD) 1 ml 

alınarak distile su ile 10 ml’ye tamamlanır. 

 Biçinkonik Asit (BCA) Protein Tayin Kiti 

Protein izolasyonu: 

Menenjiom ve glioblastoma dokularından 100 mg doku 1 ml 

1X RİPA tamponuyla homojenize edildi. Daha sonra 14.000 g’de +4 °C’de 

10 dk. santrifüj edildi ve süpernatant yeni tüplere alikotlandıktan sonra 

kullanılıncaya kadar  -80 °C’ye kaldırıldı. 

Biçinkonik Asit (BCA) kiti ile protein miktar tayini: 

Menenjiom ve glioblastoma dokularından izole edilen 

proteinlerin miktarları BCA protein tayin kitinin (Thermo scientific, ABD) 

protokolüne göre gerçekleştirildi.  

1. Kit içerisinde bulunan sığır serum albümin ile 2000, 

1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25, 0 µg/ml konsantrasyonlarda 

standartlar hazırlandı. 
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2. Protein örnekleri ve standartların her birinden 25 µl 96 

kuyucuklu plakaya konuldu.  

3. Kitin içindeki iki reaktif 50:1 oranında karıştırılarak bu 

karışımdan 200 µl her bir kuyucuğa eklendi ve 37°C’lik etüvde yarım 

saat inkübasyona bırakıldıktan sonra 562 nm dalga boyunda okuma 

gerçekleştirildi. Standart eğri çizilerek hesaplamalar yapıldı. 

3.5.5.Western Blot Yöntemi ile Protein Ekspresyonlarının 

Gösterilmesi 

Kullanılan reaktifler ve solüsyonlar 

 2X Sample Buffer : 

Her kullanımdan önce 2x Sample Bufferın (Serva, Almanya) 

toplam hacminin %5’i olacak şekilde içerisine β-merkaptoetanol eklendi. 

 1.5 M Tris solüsyonu (pH: 8.8) 

 0.5 M Tris solüsyonu (pH: 6.8)  

 %30’luk Akrilamid-bisakrilamid solüsyonu: 

29.2 g Akrilamid + 0.8 bisakrilamid tartılarak 100 ml’ye distile 

su ile tamamlanır. 

 %10 SDS solüsyonu 

 %10 APS solüsyonu (Her kullanımdan önce taze 

hazırlanır) 
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 TEMED 

 10X Running Buffer: 

30.3 g Tris-base 

144 g Glisin            tartılarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlanır. 

10 g SDS  

 1X Running Buffer hazırlanışı: 

10x Running Bufferdan 100 ml alınarak 1000 ml’ye 

distile su ile tamamlanır. pH: 8.3’e HCl ile ayarlanır. 

 10X Transfer Buffer: 

30.3 g Tris-base        

144 g Glisin       tartılarak 1000 ml’ye distile su ile 

tamamlanır. 

 1X Transfer Buffer hazırlanışı: 

200 ml 10X transfer buffer+ 150 ml metanol+ 650 ml distile 

su karıştırılarak hazırlanır. 

 %5’lik yağsız süt tozu (TBS-t ile hazırlanır) 
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 TBS-t solüsyonu: 

2.42 g Tris-base 

8 g NaCl                  tartılarak 1000 ml’ye distile su ile 

tamamlanır. pH: 7.6’ya ayarlandıktan sonra bu solüsyonun içine %0.2 

Tween-20 eklenir.               

 Primer ve Sekonder antikorların hazırlanışı: 

Primer ve Sekonder antikorlar TBS-t ile hazırlanan %3’lük 

yağsız süt tozu içerisinde hazırlandı. 

 Luminol Reaktifi  

Deneyin yapılışı: 

KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin protein ekspresyonlarının 

gösterilmesi Western blot yöntemi kullanılarak yapıldı. BCA kiti ile protein 

miktarları belirlenen menenjiom ve glioblastoma örnekleri jele yüklenmek 

üzere hazırlandı. Tüm örneklerden eşit miktarda protein, 2X sample buffer 

ile karıştırıldıktan sonra örnekler 5 dk. kaynatıldı. Daha sonra hazırlanan 

örnekler üst kısmı %5’lik yığınlama ve alt kısmı %12’lik ayırma jelinden 

oluşan SDS-poliakrilamid jele yüklendi ve 1X running buffer içerisinde 

yürütüldü. Moleküler ağırlıklarına göre ayrılan proteinler ıslak transfer 

yöntemiyle PVDF membrana transfer edildi.  Daha sonra membran % 5’lik 

yağsız süt tozu içerisinde 2 saat inkübe edildi ve 3 kez TBS-t solüsyonu ile 

yıkanarak proteine özgü primer antikorla (KLK5, KLK6, KLK7 1/500, β- 

Aktin 1/4000 dilüsyon)  gece boyu (overnight)  muamele edildi. 3 kez TBS-

t ile yıkanan membran 2 saat sekonder antikor (1/10000 dilüsyon) ile 

muamele edildikten sonra 3 kez TBS-t ile yıkandı. Karanlık odada 
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membranın üzerine luminol reaktifi ilave edildi ve filme yakılarak görüntü 

elde edildi. 

3.6. İstatistiksel Değerlendirme 

KLK5, KLK6 ve KLK7 pozitifliğinin yaş grupları, tümör 

dereceleri ve tümörlerin histolojik tipleri arasındaki karşılaştırmaları için 

Pearson ki-kare ve Yate’s düzeltmeli ki-kare testi kullanılmıştır. İstatistiksel 

olarak p< 0.05 anlamlı kabul edildi.  
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4. BULGULAR 

4.1.KLK5 mRNA ve Protein Ekspresyonlarının                  

Değerlendirilmesi  

KLK5 mRNA ekspresyonu ile yaş grupları, tümör dereceleri 

ve tümörlerin histolojik tipleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

olmadığı tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 3). Fakat KLK5 mRNA ekspresyonu 

menenjiom grubunun  %73.3’ünde glioblastoma grubunun ise %60’ında 

tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasında menenjiom grubunun KLK5 

mRNA ekspresyonunun glioblastoma grubuna oranla nispeten daha 

yüksek olduğu belirlendi (Şekil 9). 

Yine bu bulgulara paralel olarak KLK5 protein ekspresyonu 

ile yaş grupları, tümör derecesi, tümörlerin histolojik tipleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı belirlendi (p> 0.05).  KLK5 

protein ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’ünde glioblastoma 

grubunun ise %53.3’ünde tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasında 

menenjiom grubunda KLK5 protein ekspresyonunun glioblastoma grubuna 

oranla daha yüksek olduğu belirlendi (Şekil 10). Ayrıca glioblastoma 

grubunda mRNA ekspresyonu olan bir örneğin protein ekspresyonu 

olmadığı belirlendi.  
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Tablo 3. KLK5 mRNA ekspresyonunun yaş grupları, tümör dereceleri ve tümörlerin 

histolojik tipleri ile ilişkisi 

                              Hasta sayısı                 Hasta sayısı  (%)                    p-değeri 

                                                        KLK5-negatif        KLK5-pozitif        

 

Yaş 

18-40 yaş 

40-60 yaş 

> 60 yaş                                                              

 

Tümör derecesi 

   I 

  IV 

Histolojik tip 

Menenjiom 

Glioblastoma 

 

  

 4 

16 

10 

 

 

15 

15 

 

15 

15 

 

 

1 (%25)                       3 (%75) 

6 (%37.5)                  10 (%62.5)    

3 (%33.3)                    7 (%66.7)                   

 

 

4 (%26.7)                   11 (%73.3) 

6 (%40)                        9 (%60) 

 

4 (%26.7)                   11 (%73.3) 

6 (%40)                        9 (%60) 

 

 

 

      0.861
a 

 

 

 

       0.699
b 

 

 

       0.699
b 

 

a
Pearson ki-kare testi                                                                                                                          

b
Yate’s düzeltmeli ki-kare testi 
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                        M     1      2     3      4      5      6     7     8      9    10   NK 

 

 

Şekil 9.  A. KLK5 PZR ürünlerinin jel görüntüsü, B. GAPDH PZR ürünlerinin jel 

görüntüsü (1,2,3,4,5→ menenjiom grubu, 6,7,8,9,10→ glioblastoma grubu, 

NK:Negatif kontrol)     

                                                                       

Şekil 10. A. KLK5 Western blot görüntüsü, B. β-Aktin Western blot görüntüsü 

(1,2,3,4→menenjiom grubu, 5,6,7,8→ glioblastoma grubu) 

4.2. KLK6 mRNA ve Protein Ekspresyonlarının 

Değerlendirilmesi 

KLK6 mRNA ekspresyonu ile yaş grupları, tümör dereceleri 

ve tümörlerin histolojik tipleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

olmadığı tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 4). Fakat KLK6 mRNA ekspresyonu 

menenjiom grubunun %53.3’ünde glioblastoma grubunun ise %80’inde 

tespit edildi ve bu gruplar arasında glioblastoma grubunun KLK6 mRNA 

ekspresyonunun menenjiom grubuna oranla yüksek olduğu belirlendi 

(Şekil 11).  
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Yine bu bulgulara paralel olarak KLK6 protein ekspresyonu 

ile yaş grupları, tümör dereceleri ve tümörlerin histolojik tipleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı belirlendi (p>0.05). 

Glioblastoma grubunun %60’ında menenjiom grubunun ise %53.3’ünde 

KLK6 protein ekspresyonu tespit edildi. Fakat glioblastoma grubunda 

mRNA ekspresyonu görülen üç örneğin protein ekspresyonu olmadığı 

tespit edildi (Şekil 12). 

Tablo 4. KLK6 mRNA ekspresyonunun yaş grupları, tümör dereceleri ve tümörlerin 

histolojik tipleri ile ilişkisi 

                            Hasta sayısı                 Hasta sayısı  (%)                        p-değeri 

                                                        KLK6-negatif          KLK6-pozitif        

 

Yaş 

18-40 yaş 

40-60 yaş 

> 60 yaş                                                              

 

Tümör derecesi 

   I 

  IV 

Histolojik tip 

Menenjiom 

Glioblastoma 

 

 

 4 

16 

10 

 

 

15 

15 

 

15 

15 

 

 

1 (%25)                       3 (%75) 

5 (%31.3)                  11 (%68.7)    

4 (%40)                       6 (%60) 

 

 

7 (%46.7)                     8 (%53.3) 

3 (%20)                       12 (%80) 

 

7 (%46.7)                     8 (%53.3) 

3 (%20)                       12 (%80) 

 

 

      

     0.837
a 

 

 

 

      0.245
b 

 

     

      0.245
b 

a
Pearson ki-kare testi                                                                                                                          

b
Yate’s düzeltmeli ki-kare testi 
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 M     1      2      3     4      5      6      7     8    NK 

 

 

Şekil 11. A. KLK6 PZR ürünlerinin jel görüntüsü, B. GAPDH PZR ürünlerinin jel 

görüntüsü (1,2,3,4→menenjiom grubu, 5,6,7,8→ glioblastoma grubu, NK: Negatif 

kontrol) 

                           

Şekil 12. A. KLK6 Western blot görüntüsü, B. β-Aktin Western blot görüntüsü 

(1,2,3,4→menenjiom grubu, 5,6,7,8→ glioblastoma grubu)  

4.3. KLK7 mRNA ve Protein Ekspresyonlarının 

Değerlendirilmesi 

KLK7 mRNA ekspresyonu ile yaş grupları, tümör dereceleri 

ve tümörlerin histolojik tipleri arasında istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki 

olmadığı tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 5). Fakat KLK7 mRNA ekspresyonu 

menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma grubunun ise %60’ında 

tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasında menenjiom grubunun KLK7 

mRNA ekspresyonunun glioblastoma grubuna oranla nispeten yüksek 

olduğu belirlendi (Şekil 13). 
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Yine bu bulgulara paralel olarak KLK7 protein ekspresyonu 

ile yaş grupları, tümör derecesi, tümörlerin histolojik tipleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığı tespit edildi (p> 0.05).  KLK7 

protein ekspresyonu menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma 

grubunun %60’ında belirlendi ve KLK7 protein ekspresyonunun 

menenjiom grubunda glioblastoma grubuna oranla nispeten yüksek olduğu 

tespit edildi (Şekil 14).  

Tablo 5. KLK7 mRNA ekspresyonunun yaş grupları, tümör dereceleri ve tümörlerin 

histolojik tipleri ile ilişkisi  

                          Hasta sayısı                      Hasta sayısı  (%)                      p-değeri 

                                                         KLK7-negatif        KLK7-pozitif        

 

Yaş 

18-40 yaş 

40-60 yaş 

> 60 yaş                                                              

 

Tümör derecesi 

   I 

  IV 

Histolojik tip 

Menenjiom 

Glioblastoma 

 

  

 4 

16 

10 

 

 

15 

15 

 

15 

15 

 

 

1 (%25)                       3 (%75) 

7 (%46.7)                   9 (%53.3)    

3 (%30)                      7 (%60)                   

 

 

5 (%33.3)                   10 (%66.7) 

6 (%40)                        9 (%60) 

 

5 (%33.3)                   10 (%66.7) 

6 (%40)                        9 (%60) 

 

 

 

      0.680
a 

 

 

 

       1
b 

 

 

       1
b 

a
Pearson ki-kare testi                                                                                                                          

b
Yate’s düzeltmeli ki-kare testi  
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   M   1     2     3    4     5     6    7     8     9    10  NK   

 

 

Şekil 13. A. KLK7 PZR ürünlerinin jel görüntüsü, B. GAPDH PZR ürünlerinin jel 

görüntüsü (1,2,3,4,5→ menenjiom grubu, 6,7,8,9,10→ glioblastoma grubu, NK: 

Negatif kontrol) 

                                       

Şekil 14. A. KLK7 Western blot görüntüsü, B. β-Aktin Western blot görüntüsü ( 

1,2,3,4→ menenjiom grubu, 5,6,7,8→ glioblastoma grubu)  
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5. TARTIŞMA 

Serin proteazlar kan pıhtılaşması, büyüme ve anjiogenik 

faktörlerin aktivasyonu ve ekstrasellüler matriks bileşenlerinin 

degredasyonunu içeren biyolojik fonksiyonlara katılmaktadırlar232,233. 

Kallikreinler serin proteazların alt grubudur ve çeşitli fizyolojik 

fonksiyonlara sahiptirler. Kallikrein-aracılı ekstrasellüler proteoliz tümör 

büyümesinin düzenlenmesi, invazyon, metastaz ve anjiogenezide içeren 

kanser gelişiminin birçok aşamasında önemlidir36,44,234. Doku kallikreinleri 

fizyolojik koşullarda birçok dokuda farklı düzeyde eksprese edilmektedir. 

Biriken kanıtlar insan doku kallikrein ailesi üyelerinin malignite ile ilişkili 

olduğunu belirtilmektedir44.  

KLK5 başlıca testis, beyin, meme ve epidermiste eksprese 

olmaktadır55,105. KLK5 ekspresyon düzeyinin çeşitli kanserlerde değiştiği 

bilinmektedir. Yumurtalık kanserli dokularda yapılan bir çalışmada KLK5 

ekspresyon düzeyleri araştırılmış ve KLK5 ekspresyonunun yumurtalık 

kanserli dokularda normal dokulara oranla arttığı ve yüksek dereceli 

yumurtalık kanserinde düşük dereceli yumurtalık kanserine oranla daha 

fazla eksprese olduğu ve bu durumun kötü prognozun belirteci 

olabileceğini belirtilmiştir10.  Yine özellikle KLK4 ve KLK5 mRNA’larının 

aşırı eksprese olmasının derece I ve II yumurtalık kanserinde de kötü 

prognozun belirteci olabileceği düşünülmektedir10,235.  

Yousef ve ark. meme kanserli olgularda revers transkriptaz 

PCR kullanılarak KLK5 ekspresyonunu araştırdıkları çalışmalarında meme 

kanseri derece I ve II’de KLK5 ekspresyonunun daha az, derece III’de ise 

daha fazla eksprese olduğunu saptamışlardır236. Avgeris ve ark. ise malign 

meme kanseri dokularında KLK5 ekpresyonunun benign meme kanseri 

dokularına oranla anlamlı olarak azaldığını belirtmişlerdir237.  
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KLK5 testiste çokça eksprese edilmektedir. Testis kanserli 

hastaların kanserli dokularında çevredeki kanserli olmayan dokulara 

oranla KLK5 düzeylerinin düşük olduğu gösterilmiştir. Erken evreye (evre 

I) göre geç evrede (II ve III) KLK5’in düşük seviyeleri, KLK5’in elverişli bir 

prognostik belirteç olabileceğini düşündürmektedir238.  

Korbakis ve ark. prostat kanserinde KLK5 ekspresyonunu 

araştırdıkları çalışmalarında prostat kanser dokularında benign prostatik 

hiperplazi dokularına oranla KLK5 ekpresyonunun azaldığını 

belirtmişlerdir239. Yine başka bir çalışmada prostat kanser dokularıyla 

normal dokular karşılaştırıldığında KLK5 ekspresyonunun kanserli 

dokularda azaldığı, evre III ile evre I,II karşılaştırıldığında ise evre III’de 

KLK5 ekpresyonunun azaldığı belirtilmektedir240.  

Alzheimer hastalığında KLK5 ekspresyon düzeyi kontrol 

grubu ile Alzheimer hasta grubu karşılaştırıldığında gruplar arasında 

anlamlı bir fark olmadığı belirtilmiştir241.  

Yaptığımız bu çalışmada menenjiom grubunun  %73.3’ünde 

glioblastoma grubunun ise %60’ında KLK5 mRNA ekspresyonunun olduğu 

saptanmıştır ve bu histolojik gruplar arasında KLK5 mRNA 

ekspresyonunun menenjiom grubunda glioblastoma grubuna oranla 

nispeten daha yüksek olduğunu belirlenmiştir. Benzer şekilde KLK5 

protein ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’ünde glioblastoma 

grubunun ise %53.3’ünde tespit edilmiştir.  

KLK6 ekspresyonu çeşitli malignitelerde farklı olarak 

deregüle edilmektedir. Bununla birlikte tanı, prognoz ve terapötik 

müdahale için kanser biyobelirteci olarak potasiyel kullanımı 

belirtilmektedir242. İlginç olarak KLK6 yumurtalık, kolerektal, mide, akciğer, 
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pankreatik ya da rahim kanserlerinde artış gösterirken, meme ve prostat 

kanserlerinde ise azalmaktadır230,243-248. Bu durum bu genin doku tipine ve 

tümör mikroçevresine bağlı olarak kanser-ilerletici ya da kanser-engelleyici 

aktivite sergilediğini belirtmektedir249.  

Klucky ve ark. KLK6’nın E-kaderin dağılımını etkileyerek yani 

hücre-hücre temasını azaltarak hücre çoğalmasını, göçünü ve 

invazyonunu ilerletiğini göstermişlerdir250. Magklara ve ark. KLK6’nın 

ekstrasellüler matriks temel bileşenlerinden fibrinojen ve kollajen tip I’i ve 

bazal membran bileşenlerinden kollajen tip IV’ü in-vitro koşullarda degrade 

edebildiğini göstermişlerdir119. Başka bir grup ise KLK6’nın tümör 

parankimasının laminin ve fibronektinini sindirebildiğini belirtmişlerdir62. 

Ekstrasellüler matriks bileşenlerinin parçalanmasının hücrelerin 

etkileşimlerini bozabileceği ve tümör hücre büyümesine ve malign 

transformasyona neden olan hücre çoğalmasının değişmiş 

düzenlenmesiyle ilişkili olabileceği düşünülmektedir. Nitekim Nagahara ve 

ark. mide kanseri hücre hattında KLK6 genini in-vitro koşullarda 

susturduklarında tümör hücre çoğalmasının ve invazivliğinin azaldığını 

göstermişlerdir244. Aksine Pampalakis ve ark. ise meme kanserinde 

KLK6’nın epitelyal mezenkimal geçişi inhibe ederek tümör-koruyucu rolü 

olduğunu belirtmişlerdir247.  

Kolon kanserinde KLK 6, 8 ve 10’un ekspresyonunun tümörlü 

dokuda arttığı, KLK 1’in ekspresyonunun ise azaldığını gösteren 

çalışmalar bulunmaktadır251. Ogawa ve ark. kolarektal kanserinde real-

time kantitatif revers transkriptaz PCR yöntemiyle KLK6 ekspresyon 

düzeyini ölçmüşler ve KLK6’nın kanserli dokularda aşırı eksprese 

olduğunu ve normal dokulara göre anlamlı olarak yüksek düzeyde 

bulunduğunu göstermişlerdir230. Yine başka bir çalışmada da kolorektal 

kanser dokularıyla normal kolon dokuları karşılaştırıldığında KLK6’nın 

kanserli dokularda aşırı eksprese olduğu belirtilmiştir251.   
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Liu ve ark. ilerlemiş mide kanseri dokuları ile bitişiğindeki 

kanser olmayan dokular ve mide ülser dokularını karşılaştırıldığında KLK6 

düzeyinin kanserli dokuda diğer dokulara oranla anlamlı olarak yüksek 

bulunduğunu belirtmişlerdir252.  

Pankreas kanserinde yapılan bazı çalışmalarda KLK 6’nın 

ekspresyonunun normal pankreatik dokuya göre tümör dokusunda 5 kat, 

KLK 10’un ise 13 kat arttığı belirlenmiştir251,253.   

Santin ve ark. uterusun seröz papillar karsinomunda (USPK) 

KLK6 düzeyinin değişimini inceledikleri çalışmalarında USPK’da 

endometrioid kanserine oranla KLK6 gen ekpresyonunun anlamlı şekilde 

arttığını bildirmişlerdir.  Ayrıca kontrol, bening ve endometrioid kanserli 

hastaların serum ve plazma KLK6 konsantrasyonları karşılaştırıldığında bu 

üç grup arasında anlamlı bir fark saptanmazken, USPK hastaları ve bu üç 

grup karşılaştırıldığında ise USPK hastalarının serum ve plazma KLK6 

konsantrasyonlarının anlamlı bir artış gösterdiğini saptamışlardır246.  

KLK6 kallikreinler arasında en ümit verici yumurtalık kanser 

biyobelirteçlerinden biri olarak görünmektedir. KLK6 ile CA125 ( yumurtalık 

kanserinde yaygın olarak kullanılan kanser belirtecidir) kombinasyonu 

yalnızca CA125 duyarlılığı ile karşılaştırıldığında duyarlılığın %21 arttığı 

gösterilmiştir254.  

KLK6 birçok dokuda eksprese edilmesine rağmen beyinde 

yüksek miktarda eksprese edilmektedir110,120. Anormal KLK6 

ekspresyonunun hormon bağımlı kanserler, Parkinson ve Alzheimer gibi 

nörodejeneratif hastalıklarda gözlemlendiği belirtilmiştir. Ogawa ve ark. 

Alzheimer hastalarında KLK6 mRNA düzeylerinin pariyetal kortekste 

azaldığını gözlemlemişlerdir.  
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Diamandis ve ark. yaptığı çalışmada ise KLK6 protein 

düzeylerinin frontal kortekste Alzheimer hastalarında kontrollere oranla 

yaklaşık olarak iki kat azaldığını saptamışlardır121. Halbuki Shimizu-Okabe 

ve ark. ise Alzheimer hastaları ile sağlıklı kontrolleri kıyasladıklarında 

KLK6 protein düzeylerinde anlamlı bir fark saptamamışlardır241. 

Ashby ve ark. Alzheimer ve vasküler demans hastalarında 

KLK6 mRNA ve protein düzeylerini araştırmışlar ve Alzheimer 

hastalarında kontrol grubuna oranla KLK6 mRNA ve protein düzeylerinin 

frontal kortekste anlamlı düzeyde azaldığını, vasküler demanslı hastalarda 

ise kontrol grubuna oranla frontal kortekste KLK6 mRNA düzeylerinde 

anlamlı bir fark olmasa da protein düzeylerinde ise anlamlı bir artış 

olduğunu belirtmişlerdir255. 

KLK6’nın demiyelinize multipl sklerozda upregüle olduğu ve 

bu hastaların serebrospinal sıvılarında da düzeyinin yüksek olduğu 

gösterilmiştir256,257. KLK6 α-sinnükleini degrade edici enzimdir ve α-

sinnüklenin aktivitesini azaltarak Parkinson hastalığının gelişimine 

katılabileceği belirtilmiştir258.  

Strojnik ve ark. primer beyin tümörlerinde KLK6 düzeylerini 

incelemişler ve 11 tane benign ve 40 tane malign tümör olmak üzere 

toplamda 51 primer beyin tümör dokusu ile yaptıkları çalışmada 

immünohistokimyasal (IHC) analiz sonucunda KLK6’nın tüm tümörlerin 

%72.5’unda eksprese olduğu, benign tümörlerde malign tümörlere oranla 

yüksek düzeyde bulunduğu saptanmıştır. Real-time PCR ile yapılan KLK6 

ekspresyon analizinde ise malign tümörlerden yalnızca bir glioblastoma 

örneğinde benign tümörlere nazaran yüksek KLK6 ekspresyonu 

saptanmış fakat genel duruma bakıldığında ise malign tümörlerde 

KLK6’nın azaldığını belirtmişlerdir259. 
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Yukarıdaki bulguların aksine Talieri ve ark. benign ve malign 

çeşitli histolojik tiplerde toplam 73 beyin tümör dokusu ve iki farklı 

glioblastoma ve bir nöroblastoma hücre hattında yaptıkları çalışmada 

revers transkriptaz PCR ve kantitatif real-time PCR ile KLK6 mRNA 

düzeylerini araştırmışlardır. KLK6 mRNA ekspresyonunun tümör derecesi, 

malignite statüsü (düşük ya da yüksek) ve tümörlerin histolojik tipi ile 

ilişkisinin istatistiksel olarak anlamlı bulunduğu belirtilmiştir. Glioblastoma 

(%70,6) gibi yüksek maligniteli tümörlerde menenjiom (%12,5) gibi düşük 

maligniteli tümörlere oranla KLK6 mRNA düzeylerinin daha yüksek olduğu 

belirtilmiştir. Yine sadece nöroblastoma hücre hattında KLK6 

ekspresyonunun pozitif olduğunu ve diğer iki glioblastoma hücre hattında 

ise KLK6 mRNA ekspresyonunun olmadığını saptamışlardır186. 

Bu çalışmamızda Talieri ve ark.’nın bulgularına paralel olarak 

KLK6 mRNA ekspresyonunu menenjiom grubunun %53.3’ünde 

glioblastoma grubunun ise %80’inde tespit edilmiştir ve bu gruplar 

arasında glioblastoma grubunun KLK6 mRNA ekspresyon sıklığının 

menenjiom grubuna oranla yüksek olduğu belirlenmiştir. Glioblastoma 

grubunun %60’ında menenjiom grubunun ise %53.3’ünde KLK6 protein 

ekspresyonu saptanmıştır. Fakat glioblastoma grubunda mRNA 

ekspresyonu görülen üç örneğin protein ekspresyonu olmadığı tespit 

edilmiştir.  

KLK7 başlıca deride eksprese edilmesine rağmen böbrek, 

merkezi sinir sistemi, meme ve tükürük bezleri gibi çeşitli dokularda da 

eksprese edilmektedir260.  

Yousef ve ark. KLK7 ekspresyonunun steroid hormonlarla 

düzenlendiğini belirtmişlerdir. KLK7 steroid hormon bağımsız 

malignitelerde (pankreatik, kolon ve akciğer kanseri gibi) farklı eksprese 
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edilebilmektedir. Bu sonuçlar bu gen için aydınlatılması gereken alternatif 

bir düzenlenme mekanizması olabileceğini düşündürmektedir261.  

KLK7 doku protein düzeyi yumurtalık kanserinde normale 

oranla yüksek bulunmuştur. Ekspresyon düzeyleri ile kanser evreleri 

arasında korelasyon olduğu ve KLK7 protein düzeyinin evre III ve IV’de 

yüksek olduğu bildirilmiştir. Bununla birlikte KLK7 ekspresyonu yumurtalık 

kanseri için prognostik önem taşımamakta ve sağ kalım, tümör derecesi 

ya da hastalık evresi ile güçlü bir korelasyon göstermemektedir262. Başka 

bir çalışmada ise yine KLK7 ekspresyon düzeyinin yumurtalık kanserinde 

derece III’de anlamlı olarak arttığı belirtilmiştir263.  

Inoue ve ark. kolorektal kanseri dokularında ve onların 

çevresindeki kanser olmayan dokularda ve 9 farklı kolon kanseri hücre 

hattında real-time PCR ile KLK7 mRNA ekspresyonunu incelemişler ve 

kanserli dokularda kanser olmayan dokulara göre KLK7 ekspresyon 

düzeyinin daha yüksek olduğunu tespit etmişlerdir. Ayrıca 9 kolorektal 

kanser hücre hattının 6’sında KLK7 ekspresyonunun olduğu 

belirtilmiştir264.  

Pankreas kanseri üzerine yapılan bir çalışmada ise KLK7 

mRNA ve protein düzeyleri araştırılmış ve pankreas duktal 

adenokarsinoma dokularında normal dokulara oranla KLK7 mRNA ve 

protein düzeylerinde artış saptandığı ve KLK7’nin E-kadherin dağılımını 

etkileyerek pankreatik kanser hücre invazyonunu arttırdığı belirtilmiştir265.  

Xuan ve ark. prostat kanserinde yaptıkları çalışmada prostat 

kanser dokularında normal dokulara ve benign prostat kanser dokularına 

oranla KLK7 mRNA ve protein düzeylerinin azaldığını tespit etmişlerdir266.  
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Talieri ve ark. meme kanserli hastalarda KLK7 mRNA 

ekspresyon düzeylerini araştırmışlar ve meme kanserinin düşük 

evrelerinde (I ve II) KLK7 mRNA ekspresyonunun anlamlı olarak azaldığını 

ve bu örneklerde progestron reseptörlerinin pozitif olduğunu, evre III’de ise 

KLK7’nin mRNA düzeylerini arttığını belirtmişlerdir260.  

KLK7’nin ekpresyon düzeyleri Alzheimer hastalığında 

araştırılmış ve Alzheimer dokuları ile normal dokular karşılaştırıldığında 

KLK7 düzeyleri arasında anlamlı bir fark saptanmadığı belirtilmiştir241. 

Prezas ve ark. benign ve malign çeşitli histolojik tiplerdeki 73 

beyin tümör dokusu ve iki glioblastoma ve bir nöroblastoma hücre hattında 

yaptıkları çalışmada revers transkriptaz PCR ile KLK7 ve KLK8 

ekspresyonunu incelemişler ve KLK7 ve KLK8 mRNA ekspresyonu ile 

tümör dereceleri, malignite statüleri (düşük ya da yüksek) arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir ilişki olmadığını saptamışlardır. Menenjiom 

ve glioblastoma gruplarının %50’sinde KLK7 ekspresyonu tespit 

etmişlerdir. KLK7 ve KLK8’in nöroblastoma hücre hattında eksprese 

olduğunu fakat iki glioblastoma hücre hattında eksprese olmadığını 

belirtmişlerdir231.  

Bu çalışmamızda menenjiom grubunun %66.7’sinde 

glioblastoma grubunun ise %60’ında KLK7 mRNA ekspresyonu tespit 

edilmiştir. Benzer şekilde KLK7 protein ekspresyonu menenjiom grubunun 

%66.7’sinde glioblastoma grubunun %60’ında belirlenmiştir.  
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Merkezi sinir sistemi tümörlerinde doku kallikreinleri ile ilişkili 

az sayıda çalışma yapılmış olması nedeniyle bu kallikreinlerin beyin 

tümörlerindeki patofizyolojik rolleri henüz tam olarak 

tanımlanamamaktadır. Bundan dolayı bu konuyla ilişkili daha fazla 

çalışmaya ihtiyaç duyulmaktadır. 
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6. SONUÇ 

Kanserde kallikreinleri mRNA ve protein ekspresyonlarının 

bozulduğu bilinmektedir. Bundan dolayı kallikreinlerin kanser belirteci ya 

da terapötik kullanımlarının olabileceği düşünülmektedir. Bu konu üzerine 

çok sayıda araştırma yapılmaktadır. Prostat kanserinde belirteç olarak 

kullanılan KLK3 (PSA) bu duruma bir örnek oluşturmaktadır.  

Bu çalışmada menenjiom ve glioblastoma beyin tümörlerinde 

kallikrein 5, 6 ve 7 (KLK5, KLK6 ve KLK7) mRNA ve protein 

ekspresyonları araştırıldı.  

KLK5 mRNA ve protein ekspresyonları sırasıyla menenjiom 

grubunda %73.3 ve %73.3, glioblastoma grubunda %60 ve %53.3 olarak, 

KLK6 mRNA ve protein ekspresyonları sırasıyla menenjiom grubunda 

%53.3 ve %53.3, glioblastoma grubunda %80 ve %60 olarak, KLK7 

mRNA ve protein ekspresyonları sırasıyla menenjiom grubunda %66.7 ve 

%66.7, glioblastoma grubunda ise %60 ve %53.3 olarak tespit edildi. 

Sonuç olarak tüm veriler göz önüne alındığında menenjiom 

grubunda KLK5 ve KLK7 mRNA ve proteinlerinin,  glioblastoma grubunda 

ise KLK6 mRNA ve proteinlerinin daha sıklıkla eksprese olduğunu 

söylemek olasıdır.   
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7. ÖZET 

Kallikreinlerin Beyin Tümörlerinin Prognozunda Yeni 

Belirteç olarak Araştırılması 

Kallikreinler serin proteaz enzim ailesinin bir alt grubudur. 

İnsan doku kallikrein ailesi 15 gen içerir ve bunlar 19. kromozomda 

(19q13.4) bulunur. Birçok çalışmada insan kallikrein ailesinin kanserle 

ilişkili olabileceği ve çeşitli malignitelerde farklı düzeylerde eksprese 

oldukları belirtilmiştir. Bu çalışmada menenjiom ve glioblastoma beyin 

tümörlerinde kallikrein 5, 6 ve 7 (KLK5, KLK6 ve KLK7) mRNA ve protein 

ekspresyonlarının belirlenmesi amaçlandı. 

Menenjiom (n=15) ve glioblastoma (n=15) beyin tümörlerinde 

KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin revers transkriptaz polimeraz zincir 

reaksiyonu (RT-PZR) ile mRNA ve western blot yöntemi ile protein 

ekspresyonları belirlendi. 

KLK5 mRNA ekspresyonu menenjiom grubunun  %73.3’ünde 

glioblastoma grubunun %60’ında, KLK6 mRNA ekspresyonu menenjiom 

grubunun %53.3’ünde glioblastoma grubunun %80’inde, KLK7 mRNA 

ekspresyonu menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma grubunun 

%60’ında tespit edildi. Bu bulgulara paralel olarak KLK5 protein 

ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’ünde glioblastoma grubunun 

%53.3’ünde, KLK6 protein ekspresyonu menenjiom grubunun %53.3’ünde 

glioblastoma grubunun %60’ında, KLK7 protein ekspresyonu menenjiom 

grubunun %66.7’sinde glioblastoma grubunun %60’ında belirlendi.  

Sonuç olarak tüm veriler göz önüne alındığında menenjiom 

grubunda KLK5 ve KLK7 mRNA ve proteinlerinin,  glioblastoma grubunda 
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ise KLK6 mRNA ve proteinlerinin daha sıklıkla eksprese olduğunu 

söylemek olasıdır.   

Anahtar kelimeler: KLK5, KLK6, KLK7, Menenjiom, 

Glioblastoma 
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8. SUMMARY  

An Investigation of Kallikreins as Novel Markers for 

Prognosis in Brain Tumors 

Kallikreins are a subgroup of serine protease family. Human 

tissue kallikrein family consists of 15 genes and these are located on the 

19th (19q13.4) chromosome. Several studies have shown that human 

kallikrein family may be related with cancer. Their expression profile vary 

in several malignancies. In this study we aimed to determine kallikrein 5, 6 

and 7 (KLK5, KLK6, KLK7) mRNA and protein expression in meningioma 

and glioblastoma brain tumors. 

Meningioma (n=15) and glioblastoma (n=15) brain tumor 

samples were examined for KLK5, KLK6 and KLK7 mRNA gene 

expression using reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-

PCR). Their protein expression were determined using Western blot. 

KLK5 mRNA was expressed in 73.3% of meningioma group 

and in 60% of glioblastoma group, KLK6 mRNA was expressed in 53.3% 

of meningioma group and in 80% of glioblastoma group, KLK7 was 

expressed in 66.7% of meningioma group and in 60% of glioblastoma 

group. In parallel with these findings KLK5 protein expression was 

determined in 73.3% of meningioma group and in 53.3% of glioblastoma 

group, KLK6 protein expression was determined in 53.3% of meningioma 

group and in 60% of glioblastoma group, KLK7 protein expression was 

determined in 66.7% of meningioma group and in 60% of glioblastoma 

group.  
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It can be concluded that KLK5 and KLK7 mRNA and proteins 

are expressed more frequently in meningioma group, KLK6 mRNA and 

proteins are expressed more frequently in glioblastoma group. 

Key words: KLK5, KLK6, KLK7, Meningioma, Glioblastoma 
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