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1.GIRIS

GUnumuzde kanser dunyadaki insan o6lUmlerinin baslica
nedenlerinden biridir'. Karsinogenez gen yapisinin ve gen ifadelenmesinin
degisimini de iceren kompleks islemlerin sonucu olusabilmektedir?.
Kallikreinler serin proteaz enzim ailesinin bir alt grubudur®. Serin proteazlar
da proteazlarin alt grubudur ve proteolitik kaskadlara katiimaktadirlar®.
Proteolitik kaskadlar kan pihtilasmasi, besin sindirimi ve apoptoz gibi

birgok fizyolojik olayda gdrev almaktadir®.

insan kallikreinleri plazma kallikreinleri ve doku kallikreinleri
olmak Uzere baglica iki gruba ayrilir ve insan doku kallikrein ailesi 15 gen
icermektedir (KLK1-15)°. Ttim kallikrein proteinleri pre-pro peptitler olarak
sentezlenmektedir®. Bu peptitler otoaktivasyonla, diger kallikreinlerle ya da
farkli proteazlarla aktif sekle dénustiiriimektedir®. Kallikreinler testis,
prostat, meme, endometrium ve merkezi sinir sistemi gibi bircok dokuda
eksprese olmaktadir’. Cesitli kanser hiicre dizileriyle yapilan galismalarda
bircok kallikreinin 6zgul steroid hormonlar tarafindan duzenlendigi
gosterilmektedir®. Birgok ¢alismada insan kallikrein ailesinin kanserle iligkili
olabilecegi ve cesitli kallikreinlerin prostat, meme, testis ve yumurtalik

kanserlerinde farkl diizeylerde eksprese oldugu belirtimektedir 2,

Glioblastoma insanda gorulen en yaygin ve agresif beyin
tumorudur. Glioblastoma primer ve sekonder olmak Uzere baglica iki
kategoride siniflandiriimaktadir®®. Menenjiomlar ise genellikle yavas
biyliyen benign tiimoérlerdir'®. Diinya sagdlik orgiti (WHO) tarafindan
derece I, II, Ill olmak iizere {¢ sinifa ayrilmaktadirlar’>. Menenjiomlar
primer intrakraniyal timaorlerin % 18'ini, intraspinal timorlerin ise % 25'ini

olusturmaktadirlar®®.



Kallikreinlerin gesitli kanser tiplerinde yeni bir kanser belirteci
olma olasiligi vurgulanmaktadir. Bu ¢alismada patolojik olarak menenjiom
ve (glioblastoma teshisi almis hastalardan elde edilen tUmoér doku
orneklerinde kallikrein 5, 6 ve 7’nin revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) ile mRNA ve Western blot yontemi ile protein

ekspresyonlarinin arastiriimasi amagclandi.



2.GENEL BILGILER

2.1. Proteazlar

Proteazlar peptid baglarini geri donusumsuz olarak hidroliz
eden peptid hidrolazlar olarak da bilinen proteinlerdir’. Proteazlar
viruslerden  omurgalilara kadar pek ¢ok Dbiyolojik  sistemde
tanimlanmislardir'®. Bu enzimler bagisiklik, gelisme, kan pihtilasmasi ve
yara iyilesmesi gibi normal fizyolojik siireclere katilmaktadirlar 17:1920:2122
insan genomu 569'dan fazla proteolitk enzim ya da homologunu
kodlamaktadir?®. Proteazlar katalitik mekanizmalari temel alinarak bes ana
sinifa ayrilmaktadir. Bunlar; serin, treonin, sistein, aspartat ve metallo
proteazlardir®®. Proteazlarin agirliklari 10 kDa’luk monomerlerden birkac
100 kDa'luk multimerik komplekslere varan bir aralikta degismektedir'®.
Proteaz katalizi bir polipeptid zincirinin icinden (endoproteaz aktivite) ya da
amino ya da karboksil ugtan (ekzoproteaz aktivite) baslayabilir®®.
Proteazlar protein yikimina, diger proteazlarin ve sinyal molekullerinin
aktivasyonuna katilmaktadirlar.?® Agresif kanserin tiimér hiicre invazyonu,
anjiyogenez ve metastaz gibi bazi isaretleri direkt olarak proteolitik
aktivitenin sonucunda olusmaktadir?’. Malignitenin ilerlemesi genellikle
proteolizin normal duzenlenme mekanizmasinin ortadan kaldirilmasi ile

iliskilidir ve kanserde pek cok proteazin aktivitesi degismektedir®’.

2.2. Serin Proteazlar

Yaklasik tum proteazlarin Ugte biri serin proteazlar olarak
siniflandinlabilir. Bunlar aktif bdlgelerinde nukleofilik serin rezidusu
icerdikleri icin serin proteazlar olarak adlandiriimaktadir. Bu sinif katalitik

tcli olarak Asparajin-Histidin-Serin varligi ile ayirt edilmektedir?®. Serin



proteazlar ¢ok yonllu ve yaygin olarak galigilan proteolitik enzimlerdir ve

substrat 6zgiilliiklerine gére (ic ana sinifa ayrilmaktadirlar®®*. Bunlar:

1. Tripsin-benzeri serin proteazlar
2. Kimotripsin-benzeri serin proteazlar

3. Elastaz-benzeri serin proteazlar

Serin proteazlar sindirim, pihtilasma, hicresel ve humoral
bagisiklik gibi normal fizyolojik slreglerde ve kanser, norodejeneratif
hastaliklar gibi patofizyolojik siireclerde de rol alabilmektedirler®*=°. Serin
proteazlar 11 klan seklinde organize edilmiglerdir ve bunlardan c¢ogu
tripsin/kimotripsin-benzeri serin proteazlarin bulundugu SA klaninda yer

almaktadir®.

2.3. Kallikreinler

Kallikreinler (KLK) kininojenlerden vazoaktif bir peptid olan
bradikinin olusturma yetenekleriyle tarif edilmis serin proteazlardir.
Kallikrein ismi, ilk olarak 1930’larda bu enzim grubunun aktivitesini
pankreatik ekstraktlarda tanimlayan Werle ve ark.’dan gelmektedir. Zira

Yunancada pankreas “kallikreos” demektir®’=®

. 1970’lerde adli amacgh
olarak semende erkege 6zgl antijenlerin arastiriimasi kallikrein 3 (KLK3
ya da PSAYiin kesfine yol agmistir®®. 1990’larda ise 12 yeni serin proteaz
geni kesfedilmistir ve bunlar ilk U¢ Kkallikreine sekans ve yapisal
benzerlikleriyle birlikte kromozomda kallikreinlerle ayni bélgede (19913.4 )

bulunmalari nedeniyle kallikrein ailesine dahil edilmigtir?®442.

Onemli olarak iki tip kallikrein tanimlanmistir. Bunlar;

karacigerden koken alan ve kanda dolasan plazma Kkallikreini ve birgok



dokuda lokal olarak aktif olan glandular ya da doku kallikreinidir®®*3,

Plazma Kkallikreini doku kallikreinine gore daha kompleks bir serin
proteazdir. Clnku plazma kallikreini proteolitik katalitik bolgesine ek olarak
baska fonksiyonel bdlgeler de icermektedir®®. Plazma kallikreinleri 4.
kromozomda (4935), doku Kkallikreinleri ise 19. kromozomda (19q13.4)
bulunmaktadir®. Doku Kallikreinleri (EC.3.4.21.35) tripsin ya da kimotripsin
benzeri serin proteazlarin S1 ailesinin ( klan SA) Uyeleridir ve en az alti

memeli takiminda bulunmaktadirlar®®°,

Daha onceleri kallikrein genleri KLK ile proteinleri ise hK ile
gosterilmekteydi. 2006 yilinda HGNC (HUGO Nomenclature
Committee)’nin kallikrein alt komitesi tarafindan énerilen resmi adlandirma
sistemine gore kallikreinler KLK olarak ifade edilmeye baslandi®®. Bu
sisteme gobre genler italik yazi tipi ile (KLK2) gosterilirken, proteinler
standart yazi tipi ile (KLK2) gosteriimektedir (Tablo 1).



Tablo 1. insan Kallikrein ailesinin gen ve protein adlar’®

Gen adi Protein adi Diger ad ya da sembolleri

KLK1 KLK1 (hK1) Pankreatik/renal kallikrein, hPRK

KLK2 KLK2 (hK2) Glandular kallikrein, hGK-1

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

KLK4 KLK4 (hK4) Prostaz, KLK-L1, EMSP1, PRSS17, ARM1
KLK5 KLKS5 (hK5) KLK-L2, HSCTE

KLK6 KLK6 (hK6) Proteaz M, Neurosin, PRSS9

KLK7  KLK7 (hK7)  HSCCE, PRSS6

KLK8 KLK8 (hK8) Neuropsin; Ovasin; TADG-14, PRSS19, HNP
KLK9 KLK9 (hK9) KLK-L3 protein

KLK10 KLK10 (hK10) NES1, PSSSL1

KLK11 KLK11 (hK11) TLSP/Hippostasin, PRSS20

KLK12  KLK12 (hK12) KLK-L5 protein

KLK13  KLK13 (hK13) KLK-L4 protein

KLK14  KLK14 (hK14) KLK-L6 protein

KLK15  KLK15 (hK15) prostinojen, HSRNASPH




2.3.1.Doku Kallikreinleri Gen ve Protein Yapisi

insan kallikrein gen lokusu 19. kromozomun uzun kolunun
sitogenik bdlgesinde g13.3-13.4 telomer yonine dogru bulunmaktadir ve
sentromerik yonde testikuler asit fosfataz genine (ACPT), telomerik yonde
ise kanser-iliskili gen (CAG) ve sialik asit baglayici Ig-benzeri lektin
(Siglec) ailesinin bir tiyesi olan Siglec-9 ‘a baglanmaktadir®%. Bu lokus
265 kb uzunlugundadir ve 15 fonksiyonel gen (KLK1-15) ve en az bir
pseudogen (WKLK) icermektedir (Sekil 1). Bu pseudogenlere iligkin
celigkili bilgiler mevcuttur, ortisen DNA dizilerinin ya 5 ekzonlu bir
pseudogen ya da 1 ekzondan olusan islenmis pseudogen meydana

getirdigi rapor edilmektedir®>>*.

Kallikrein genleri ardigik bir sirada sikica kimelenmistir ve
herhangi bir kallikrein olmayan gen araya giremez. Insandaki g klasik
kallikrein geni (KLK1, KLK2 ve KLK3), KLK15 ile birlikte 60 kb’lik bir
bolgede kimelenmistir buna karsin KLK4-KLK14 ve WKLK1 pseudogen,
telomerik yon ile KLK2 arasinda bulunmaktadir. insan, sempaze ve
kemirgen genomlari arasinda kallikrein gen organizasyonunun sintenik
iliskisi nispeten korunmustur® (Sekil 1). insan kallikrein genlerinin
boyutlari intron uzunluguna badli olarak 4-10 kb araliginda farklihk

gostermektedir*>°.
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Sekil 1. Doku kallikrein gen lokusunun organizasyonu36, A. insan (gen uzunluklari

belirtilmektedir), B. Sempanze, C. Fare, D. Sigan

Kallikrein genleri ekzon/intron organizasyonu, ekzonik
bdlgelerin sayisi ve uzunlugu, intron fazi, korunmus translasyonal
baslangi¢ ve durdurma bolgeleri ve katalitik Gg¢lu kodonlarini da igeren pek

cok ortak dzelligi paylasmaktadir®®.

Tum kallikrein genleri 5 kodlayici ekzon igcermektedir ve
bunlarin ¢ogu (KLK1, KLK2 ve KLK3 hari¢) bir ya da daha fazla 5'-
untranslated bdlgeye (5' UTR) sahiptir (Sekil 2). ilk ekzon daima 5' UTR
icermektedir. Bu bolgeyi metiyonin baslangi¢ kodonu takip etmektedir.
Burasi ekzon sonundan ~50 bg¢ uzaklikta bulunmaktadir. Stop kodonu
daima son kodlayici ekzonun baslangicindan ~150 bc¢ iceride

bulunmaktadir. Ekzon boyutlari cok benzer ya da dzdestir®.



Kodlayici ekzonun intron fazlari tim genlerde korunmustur (
yani intron bir énceki ekzonun son kodonu ile iligkili olarak baslar). intron
fazin modeli daima I-l1I-I-O'dir. Serin proteazlarin katalitik Ucli rezidl
pozisyonlari korunmustur, histidin daima ikinci kodlayici ekzonun sonlarina
yakin, aspartat Uguncu ekzonun ortalarinda ve serin rezidlisu son ekzonun
baslangicinda bulunmaktadir®. KLK3 ve KLK2 disindaki tiim kallikrein

genlerinin transkripsiyon yonii telomerden sentromeredir®®.

3 UTR Kodlayic ekzon JURR

s HOHIT - T s s
|

o
L
[y

Sekil 2. Kallikrein gen yapisi*

Kallikrein proteinleri tek zincirli pre-pro-serin proteazlar olarak
sentezlenmektedir®’ (Sekil 3). Her protein salgilanmadan énce proteinin N-
terminalinden ayrilan 16-30 amino asitlik bir sinyal dizisi (pre-)
icermektedir®™. Bu dizi onlar salgilanmak iizere endoplazmik retikuluma
yonlendirmektedir. Sinyal peptidi kallikreinlerin inaktif zimojen formunu
olusturmak icin ayriimaktadir®®. Pro-domainler 4-37 amino asitten olusan
kisa peptid dizileridir ve aktif enzim spesifik proteoliz ile propeptid

bdlgesinin gikariimasi ile Uretilmektedir®>®,

Zimojenlerin peptid zincirlerinin molekuler agirig1 24-29 kDa
arasindadir fakat glikozilasyondan dolayi olgun proteinlerin boyutlari biraz

daha blyiktir ve gorinir agirliklari 30-40 kDa araliginda degismektedir®®.



Olgun kallikreinler histidin (H), aspartat (D) ve serin (S)'den olugan ¢oKk iyi

korunmus katalitik Ucli icermektedir™.

H57 D102 5185

M = Pre |Pro| Serin proteaz domain = C

Sekil 3. Kallikrein protein yap|5|44

TUm proteinler 10-12 sistein rezidislU icermektedir. Sistein
rezidulerinin pozisyonlari da korunmustur. Protein katlanmasinin sistein
reziduleri arasinda olugan 5-6 disulfit bagi aracihgiyla gerceklestigi
dusundlmektedir. KLK1-3 ve KLK13’de 5 disulfit bagi ve geri kalan

kallikreinlerde ise 6 disiilfit bagi olusmaktadir>>’.

Kristal yapilari belirlenen olgun KLK1, KLK3, KLK4, KLK5-7
ve pro-KLK6 proteinlerinin oldukcga benzerlik gosterdikleri
saptanmistir*°°®. Bu kallikreinlerde iceri dogru katlanan 6 sarmal B-figi
ve bir a-heliksten olusan birbirini etkileyen 2 hidrofobik domain
bulunmaktadir ve katalitik U¢lu frontal ylizey Uzerinde yuzeysel bir gukur
olarak iki domainin arasindaki ara yiizeyde bulunmaktadir’®®%%%3 KLK1
ise, klasik kallikreinlere 6zgu, ek olarak “kallikrein ilmek” icermektedir. Bu
iimek 95. pozisyonda ekli 11 amino asitten olusmaktadir. Aktif bdlgeye
yakinhdi gézonune alindidinda, bu kallikrein ilmeginin enzimin substrata
erigebilirligini  etkiledigine inaniimaktadir.  Substrat/inhibitér baglama
substrat baglama bdlgelerini ¢evreleyen cesitli disg ilmekler tarafindan

belirlenebilmektedir®?%*,

10



2.3.2. Kallikreinlerin Substrat Ozgilliigi

Kallikreinlerin 6zgulligu genellikle P1-S1 etkilesimi ve S1 alt
bolgesinin  189. poziyonunda bulunan amino asit tarafindan
belirlenmektedir, katalitik serin rezidisunin (Serl95) amino terminalinde
alti amino asit bulunmaktadir*. Tripsin-benzeri &zgiillige sahip 12
kallikreinden KLK1,2,4,5,6,8,10,11,12,13,14 S1 bdlgelerinde aspartat
KLK15 ise glutamat icermektedir ve bunlar P1 pozisyonundaki arjinin veya
lizin gibi bazik amino asitlerin karboksil kismini yikmaktadirlar. Kimotripsin-
benzeri 6zgullige sahip KLK3, 7 ve 9 ise S1 bodlgelerinde sirasiyla serin,
asparajin ve glisin gibi nonpolar amino asitleri icermektedir ve bunlar P1
pozisyonunda tirozin, triptofan ve fenilalanin gibi biyik hidrofobik amino

asitlerle ilgili substrat baglarini yikmaktadirlar®>%>°®.

Kallikreinlerin substrat o6zgulliguna tespit etmek igin faj
degistirme, kombinasyonel kitiphaneler, floresan rezonans eneriji transferi

(FRET) ve kinetik deneyler gibi cesitli teknikler kullaniimaktadir®’.

2.3.3. Kallikreilerin Alternatif Transkriptleri

Kallikrein genleri alternatif kirpilmaya tabi tutulmaktadir ve bu
sekilde fonksiyonel olarak farkli birgok protein izoformunu kodlayan iki ya

da daha fazla mRNA varyanti tretilmektedir®®.

GUnumuze kadar Kkallikreinlere ait 70 alternatif kirpiima
varyanti karakterize edilmistir. Kirpilma sirasiyla; ekzon kaybi, ekzon
uzamal/kesilme ya da intron korumanin bir sonucu olarak ilk kodlayici
bolgede meydana gelmektedir®®. Ek olarak KLK3, KLK4, KLK5, KLKS,
KLK7 ve KLK11'i iceren alternatif transkripsiyonel baslangi¢ bdlgesine

sahip kallikrein mRNA transkriptleri tanimlanmistir®®.
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Ayrica KLK2, KLK3 ve KLKY7 igin alternatif poliadenilasyon
kirpilma bélgelerinden kaynaklanan pek cok transkript bulunmaktadir®.
MRNA splays varyantlarinin kanseri de igceren pek ¢ok hastaligin

etiyolojinde dnemli bir rolii oldugu kabul edilmektedir’.

2.3.4. Kallikreinlerin Dizenlenme Mekanizmalari

2.3.4.1. Hormonal Diizenlenme

Son on yilda tamamlanan, kanserli hastalarin kanser dokulari
ve kan serumlarindaki kallikreinlerin kapsaml ekspresyon profiline goére
solid tumor kanserlerinin  birgcogunda kallikreinlerin  regulasyonunun
bozuldudu belirtimektedir’*. Biriken kanitlar cesitli neoplastik ve steroid
hormonlarla  duzenlenen dokulardan koken alan hastaliklarda
kallikreinlerin, transkripsiyon ve protein dizeylerinde artma ya da azalma
oldugu gosterilmektedir. Bazi kallikrein genlerinin promotor c¢alismalari
transkripsiyonun cis-dizenlenmesine katildigina inanilan hormon cevap
elementlerini (HRE’ler) aci§a cikarmistir®®. Kallikrein lokusunda en az 14
fonksiyonel hormon cevap elementi belirlenmigtir. Kallikrein ekspresyonu
androjenler,  Ostrojenler,  progesteronlar, = mineralokortikoidler ve
glukokortikoidleri de iceren steroid hormonlarla siki  sekilde
duzenlenmektedir’®. Kallikrein ailesinin iki klasik tyesinin, KLK2 ve KLK3,
ekspresyonunun hormonal kontrold bunun en garpici 6rnegidir. KLK2 ve
KLK3’Un ekspresyonunun prostat ve meme kanseri hicre hattinda
androjen ve progesteronlara yanit olarak arttigi bilinmektedir®. Bu
hormonal kontrol, bu iki genin promotor bélgesinde bulunan hormon cevap
elementlerine baglanmaktadir. Diger taraftan KLK1, KLK6 ve KLK10 gibi
diger kallikreinler dstrojenlere daha duyarlidir’*"®. Bazi genlerin hormonal
diizenlenme paternleri farklik gdsterebilmektedir. Ornegin; KLK4 prostat

ve meme hucre hatlarinda androjenler tarafindan, endometrial kanser
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hiicre hatlarinda ise 6strojenler tarafindan upregiilasyona ugramaktadir’”
" Yine KLK12 prostat hiicre hatlarinda androjenler ve progesteronlar
tarafindan, meme kanser hicre hatlarinda ise d&strojenler ve

progesteronlar tarafindan upregiilasyona ugramaktadir®.

2.3.4.2. Epigenetik ve microRNA’lar ile Diizenlenme

Kallikreinlerin mRNA ekspresyonunun dizenlenmesi 6zellikle
DNA metilasyonu gibi epigenetik faktorler araciligiyla da olabilmektedir .
Ornegin; meme kanserinin gelisimi ve progresyonu sirasinda DNA
metilasyonunun timor baskilayici genlerin baskilanmasinda yaygin bir
modiilatdr olarak islev gordiigii bulunmustur®’. Baska bir calismada ise
KLK10'un 3. ekzonunun epigenetik metilasyonunun ilerlemis meme
kanserlerinin gogunda gen ekspresyonun kaybina neden oldugu
beIirtiImigtirgz. KLK10 mRNA’sInin azalmasi, mide kanseri, akciger kanseri,
bas ve boyun skuamdéz hicreli karsinom ve akut lenfoblastik 16semi gibi
cesitli kanserlerde  CpG adaciklarinin hipermetilasyonu ile
iligkilendirilmektedir. Benzer sekilde KLK6 geninin asiri ekspresyonu
demetilasyon ile bagdlantih iken inaktivasyonu KLK6'nin proksimal
promotorunda bulunan spesifik CpG dinukleotidlerinin hipermetilasyonu ile

iliskilendirilmektedir.

Son zamanlarda kesfedilmis olan microRNA’lar (miRNA’lar)
gen ekspresyonunu diizenleyen kiiciik kodlanmayan RNA’lardir®®. miRNA
genlerinin siklikla kanser-iligkili genomik bdlgelerde bulunduklari genom

calismalarinda gésterilmistir®.

miRNA’lar ile posttranskripsiyonel kontrol mekanizmasi,
kallikreinlerin mRNA ve protein duzeyleri arasindaki onemli farkhliklar

aciklamak icin ileri sUrilmektedir®. miRNA’lar mRNA’lara kismen
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baglanarak islev gormektedirler ve bdylece hedef proteinin ekspresyonunu
negatif olarak diizenlemektedirler®®. Bir miRNA birden fazla kallikreini
hedefleyebilmekte bdylece coklu kallikrein protein ekspresyonlarini es
zamanli olarak kontrol edebilmektedir®®. Farkli miRNA hedef tahmin
algoritmalari kullanarak, Chow ve ark. 96 tane miRNA’nin bir veya daha
fazla kallikreini hedefledigini kanitlamiglardir. KLK10 en ¢ok hedeflenen
kallikreindir (19 miRNA tarafindan), onu KLK5 ve KLK13 izlemektedir.
Buna karsin KLK1,3,8 ve 12'nin bilinen miRNA’larla etkilesimi hakkinda bir
bulguya rastlaniimamistir. Sunu belitmek yerinde olur ki KLK2,4,5 ve
10’nun 3' UTR’lerinde ¢oklu miRNA hedefleme bdlgesi oldugu tahmin
edilmektedir. Suphesiz ki miRNA-kallikrein iliskisini dogrulamak igin daha

ileri diizeydeki deneysel dederlendirmeler gereklidir®®’.

2.3.5. Kallikreinlerin Fizyolojik Fonksiyonlari

Kallikreinler baslica deri, meme, prostat, kolon, pankreas ve
beyini de iceren pek c¢ok organda eksprese olmaktadir. Salgilandiktan
sonra kallikreinler ter, sut, tukurik, seminal plazma ve serebrospinal sivi
gibi viicut sivilarina girmektedir’*. Bunlar bagimsiz ya da bir proteolitik
kaskadin parcasi olarak kan basincinin duzenlenmesi, elektrolit dengesi,
ekstrasellller matriksin yeniden yapilanmasi, prohormonlarin iglenmesi,
noral plastisite ve deri deskuamasyonu gibi ¢cok cesitli fizyolojik slreclere

katilmaktadir®.

Klasik kallikreinlerin  (KLK1, KLK2 ve KLK3) diger
kallikreinlerden daha 6nce kesfedilmelerinden dolayi fonksiyonel rolleri
daha uzun sure cahlgiimistir. KLK1 bobrek, kan damarlari, merkezi sinir
sistemi, pankreas, barsak, dalak, tukurik ve ter bezlerini de iceren ¢ok
sayida dokuda eksprese edilmektedir. Ayni zamanda KLK1 plazmada da

belirlenmistir ve muhtemelen ekzokrin bezlerden koken almaktadir. KLK1
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baslica dusik molekdl agirlikli kininojenden (LWMK) kallidin salinimi

araciliglyla islev gdstermektedir®®.

KLK?’in  kinin-aracili  sinyal yolunun, kan basinci
dizenlenmesi, diz kas kasilimi, notrofil kemotaksisi, agri induksiyonu,
damar gecirgenligi, elektrolit dengesi ve inflamasyonu da igeren birtakim
siireclerde rol oynadigi gésteriimistir®®. Bhaola ve ark. , KLK1’in pro-
insulini, distk yogunluklu lipoproteini, atrial natritiretik faktériin énctisind,
prorenini, vazoaktif intestinal peptidi, pro-kollajenazi ve anjiotensinojeni

boldigiini gdstermislerdir®®.

Diger klasik kallikreinler KLK2 ve KLK3 nispeten dusuk
kininojenaz aktiviteye sahiptir®. Dért in-vitro calisma KLK2'nin kendini
aktive edebildigini gostermistir™ . KLK2 tarafindan pro-KLK3'lin

aktivasyonu ile iliskili calismalar da yayinlanmistir®949¢.

KLK2 ve KLK3 baslica prostat ve seminal plazmada
eksprese olmalari nedeniyle kapsamli olarak incelenmiglerdir. KLK3
seminal vezikul proteinlerinden olan seminogelin | ve II'yi parcalayarak
seminal pithtinin ¢ézinmesini saglar ki bu da sperm hareketliligi icin gerekli
bir islemdir®”*® (Sekil 4). Ayrica KLK2'de bu proteinleri parcalayabilir
ancak KLK2'nin seminal plazmadaki konsantrasyonu KLK3’e gore 100-
500 kez daha azdir ve bu nedenle de KLK2'nin seminal proteinlerin

yikimindaki rolii muhtemelen daha azdir®®.
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Sekil 4. Seminal pihtinin sivilagsmasi®

Bu fonksiyonlarinin yani sira KLKZ2'nin insulin-benzeri
buyume faktori baglayici protein 3 (IGFBP-3) proteolizi araciligiyla
bayime faktorlerini diuzenledigi ileri surtlmektedir. Son zamanlarda,
KLK2'nin Urokinaz tip plazminojen aktivatorinin (uPA) zimojen ya da tek
zincirli formunu in-vitro kosullarda aktive ettigi bulunmustur’®. PSA (KLK3)
icin IGFBP3, donustlricu buyime faktort B (TGF-B), bazal membran,
paratiroid hormon iligkili peptid ve plazminojeni iceren c¢esitli potansiyel

101103 jhsan KLK4 proteini muhtemelen dis

substratlar tespit edilmistir
minesi olusumu sirasinda mine matriks proteini pargalanmasi veya

islenmesi araciliiyla dis gelisimine katilabilmektedir®.

Ayrica bazi c¢aligmalar kallikreinlerin  derinin  normal
fizyolojisinde ©6nemli rol oynayabildigine dair ¢ok gugli kanitlar
saglamaktadir. KLK5 ve KLK7 derinin en dis tabakasi keratinli tabakadan
(stratum corneum) izole edilmistir'® %, Aktif KLK5, KLK7 ve KLK14'Un
korneosit  baglayici proteinler  dezmoglein, dezmokollin ve
korneodesmosini pargalayarak derinin deskuamasyonuna katilabildikleri

106

gOsterilmigtir (Sekil 5). Deskuamasyona ek olarak, KLK7 patolojik

keratinizasyon, psoriyazis ve interlokin-13 gibi proinflamatuar sitokinleri
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aktive etme yeteneginden dolay! inflamatuar reaksiyonlari da igeren deri
patofizyolojisinde de rol oynamaktadir®®. KLK14’ln keratinli tabakadaki
toplam tripsin benzeri proteolitik aktivitenin yaklasik olarak yarisina katkida
bulunmasindan dolayi derinin yeniden yapilanmasinda énemli rol oynadigi

ileri strilmektedirt®’.

KLKS, 7 ve 14 tarafindan hiicre korneosit
adezyon molkiillerinin sindirimi

pH 4-6 < b
KLK aktivasyonu

pH7
KLK inhibisyonu

keratinositler

Sekil 5. Derinin deskuamasyonu®

Katelisidin insan derisinde bulunan antimikrobiyal peptidlerin
en iyi bilinenlerinden birisidir'®®. KLK5 ve KLK7’nin katelisidin énciisiini
(hCAP18) olgun formuna (LL-37) donustlrerek etkin sekilde derideki

antimikrobiyal aktivitiye katildiklari in-vitro olarak gésterilmistir'®®.

Cesitli  kallikreinlerin  pankreastaki peptid hormonlarin
islenmesine katilmig olabileceklerini gosteren veriler bulunmaktadir.
immiinohistokimyasal calismalar KLK1, KLK6, KLK10 ve KLK13'lin
siraslyla insulin, glukagon, somatostatin ve pankreatik polipeptid
sentezleyen, ozellesmis B, a, & ve pankreatik polipeptid hicrelerinin
bulundugu Langerhans adaciklarinda ¢ok miktarda eksprese oldugunu
gostermistirt’®**2, Buna gére, bu kallikreinlerin pankreatik kininaz 1 ve
pankreatik kininaz 2 gibi diger prohormon konvertazlarla isbirligi iginde

prohormon aktivasyonuna katilabildikleri diistinlilmektedir*3.
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Son c¢alismalar beyinde salgilanan serin proteazlarin 6nemli
rollerinin oldugunu ortaya c¢ikarmaktadir. KLK6 ve KLKS8 ile onlarin
kemirgen ortologlari arasinda yuksek oranda amino asit dizisi benzerligi (~
%70) bulunmaktadir ve bu durum bu proteinlerin benzer aktiviteler
gosterdigini diisiindiirmektedir****’. KLK6 geninin fare ortologunun olgun
oligodendrositlerde eksprese oldugu saptanmistir. Bu genin miyelinasyon
ya da miyelindeki proteinlerin donugumu gibi oligodendrositlerin
olgunlagsmasindan sonra meydana gelen sureglerde rol oynadidi

distintimektedirt®e,

KLK6'nin sigan ortologu miyelensefalon spesifik
proteaz (MSP) olarak adlandiriimaktadir ve bu enzim kemirgenin merkezi
sinir sisteminde bol miktarda bulunmaktadir****®. Ayrica Multipl skleroz
lezyonlarinin gelismesini de igeren merkezi sinir sistemi demiyelinizan

115

hastaliginin  dizenlenmesinde rol oynayabilir MSP’nin  glutamat

reseptor-aracili sitotoksik hasara yanit olarak artti§i gosterilmistirt*,
Scarisbrick ve ark. merkezi sinir sistemi demiyelinasyonunda KLK6'nin
rolinU arastirarak asiri KLK6'nin farklilasmis oligodendrositlerde belirgin
bir igleyis kaybina neden oldugunu belirtmislerdir. Miyelin bazik protein ve
miyelin oligodendrosit glikoprotein KLK6'nin substratlari olarak islev

gorebilmektedir’.

insan KLK6’nin amiloid dncii proteini pargalama yetenegine
sahip oldugu ve muhtemelen B-amiloid peptidlerini olusturdugu igin
Alzheimer hastali§inin gelisiminde kismen rol aldigi belirtimektedirt**2°,
Ayni  zamanda KLK6 a-sinnlkleini (a-syn) pargalayarak a-syn’nin
polimerizasyonunu inhibe etmekte ve beyinde Parkinson hastaliginin bir
Ozelligi olan agregatlara neden olmaktadir. Bu agregatlar Lewy

cisimciklerinde yer almaktadir*?*1% (Sekil 6).
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Sekil 6. Parkinson hastaliginda KLK6’nin rolii*®

Kemirgenlerde, fare KLK8'i ¢ok iyi calisilan kallikreinlerden
biridir. Baslica fare hipokampal pirimidal néronlarinda eksprese edilir.
KLK8'in sinaptogeneze ve noéral gelisime katildi§i belirtiimektedir'®.
Farelerde yapilan gesitli galismalar KLK8’in fibronektin, jelatin, kollajen ve
laminin gibi ekstraselliler matriks proteinlerinin yikimi Uzerinden noéral
plastitede rol oynayabilecegini distindirmektedir®®. KLK8'in ekstraselliiler
matriks proteini fibronektini proteolitik yikima ugratarak uzun-dénemli
gliglenmede (LTP) diizenleyici molekiil olarak davrandigi gosterilmistir.
KLK8 monoklonal antikorlarinin intraventriktler olarak enjeksiyonunun
epileptik paterni diisiirdiigii  gosterilmistir'®*. Oksidatif stresin  KLK8

ekspresyonunu belirgin sekilde azalttigi belirtilmistir'®.

2.3.6. Kallikreinlerin Sinyal Mekanizmalari

Ortaya c¢ikan kanitlar kallikreinlerin sinyal transduksiyon
yolaklariyla kargilikli etkilesimleri araciligiyla kismen iglev gorduklerini
belirtmektedir. Kallikreinlerin aktif kininler, uPA, proteaz aktive edici
reseptorler (PAR) ve matriks metalloproteazlar (MMP) araciligiyla sinyal

iletimi incelenmistir'?°.

19



Kininler araciligiyla kallikrein sinyali simdiye kadar en |yi
aciklanmis sinyal yolaklarindan birisidir. KLK1’in baslica substrati dusuk
molekuler agirlikh  kininojendir (LMWK). Bu molekilin proteolizi
sonrasinda dekapeptid kallidin ve nonapeptid bradikinin olusmaktadir®.
Kallidin ve bradikininin fizyolojik etkileri B1 ve B2 olarak gosterilen iki
bradikinin reseptori araciiglyla meydana c¢ikmaktadir. Bradikinin
reseptorleri araciligiyla sinyal iletimi pro-inflamatuar sitokinlerin salgisini

uyararak dogustan bagisiklikta da 6nemlidir>®+2"128,

Kinin peptidleri cAMP-prostasiklin, nitrik oksit, cGMP, mitojen
aktiviteli protein kinaz (MAPK) gibi bazi alt hedefleri aktive etmektedirler.
Kallikrein-kinin ~ sistem kan basincinin  dizenlenmesi, sodyum
homeostasisi, inflamasyon ve anjiyogenezide iceren ¢ok cesitli islemleri

etkilemektedir'?°.

Kinin sisteme ek olarak, bazi kallikreinler érnegin; KLK2 ve
KLK4, uPA-uPAR sinyal yolu ile karsilikli etkilesimde bulunabilmektedir.
KLK2 tek zincirli uPA’y1 Lys*™®den kopararak aktive etmektedir'®. Benzer
sekilde, aktif kimerik KLK4’Un in-vitro olarak uPA’yi aktive ettigi
bulunmustur®*. uPA/UPAR sinyali ile plazminojen aktivasyonunun cesitli
ekstrasellller matriks bilegsenlerinin par¢calanmasi ve MMP aktivasyonunu
da igeren biyolojik etkilerinin oldugu belirtimektedir**. Ornegin; KLK7’nin

proMMP9’u bélerek aktif MMP9'u olusturdugu gosterilmistir'>:.

Son olarak ortaya ¢ikan kanitlar, kallikreinlerin aktiflestirme
ve sinyal gonderme iglemlerini PAR ailesinin ¢esitli Uyeleri yoluyla
yaptigini gostermektedir. PAR1-4 G protein kenetli reseptorler (GPCR)

stiper ailesinin tyeleridir**?

. Aktivasyon, reseptoriin ekstraselliler N-
terminalinin bir kisminin ayrilmasi ile gergeklestirilir, bunun sonucunda bir

bagl ligand olusur ve bdlinmis reseptor aktiflesir®*. PAR1 KLK1, KLK4,
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KLK5, KLK6 ve KLK14 tarafindan, PAR2 KLK2, KLK4, KLK5, KLK6 ve
KLK14 tarafindan, PAR4 ise KLK1 ve KLK6 tarafindan aktive edilmektedir
ve bu yolla sinyal yolaklarinin aktivasyonu gerceklesmektedir. Bazi
calismalar PAR2’'nin KLK4 tarafindan bolinmesinin MAPK sinyal yolunu
aktive ettigini ve boylece prostat ve kolon kanser hicrelerinin biyimesine

neden oldugunu belirtmislerdirt®*.

2.3.7. Kallikrein Kaskadlarinin Proteolitik Aktivasyonu

Proteazlar  genellikle  proteolitik  kaskadlarla  aktive
edilmektedir. Bu kaskadlar birbirini izleyen U¢ ana faz baslama, ilerleme ve
sonlanma ile duzenlenebilmektedir®>. Uyari sonucunda, baslatici
zimojenler (pro-enzimler) otokataliz ile kendini aktive etmektedir. Aktif
baglaticilar daha sonra asagi yonlu ilerletici proteazlari donusturar ve

bunlarda sonlandirici zimojenlerin aktiflesmesini katalizlemektedirler®”.

Proteolitik aktivasyonun geri donugumsuz yapisi nedeniyle
bu kaskadlar bir seri feedback donglsl ve inhibitérler araciliiyla sikica
diizenlenmektedir. Proteolitik diizenleyici mekanizmalar kontrolsiiz proteaz
aktivasyonuna bagli zararli etkilerin &énlenmesinde kritik role sahiptir'?®.
Proteolitik kaskadlar ¢ok sayida proteaz ailesinde kapsamli olarak
incelenmigtir ve koagulasyon-fibrinoliz, kaspaz-aracili apoptoz ve hem
dogustan hem de sonradan kazaniimis bagisikhdin kompleman sistemi

gibi yasamsal fizyolojik stireglerde iyi tanimlanmigtir*®**38,

Kallikreinlerin fizyolojik fonksiyonlarini proteolitik kaskadlar
yoluyla ortaya koyduklari distnilmektedir>!?®. Ornegin, enterokinaz pro-
KLK11’i aktive ederken, tripsinin pro-KLK5, pro-KLK6, pro-KLK7 ve pro-
KLK15’i aktive ettigi gosterilmistir. Cogu kallikrein tripsin-benzeri 6zgullige

sahip oldugu icin otoaktivasyon ve diger proKLK'larin aktivasyonundan
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sorumlu tutulmaktadirlar®®. Daha éncede belirtildigi gibi bazi kallikreinler
kimotripsin-benzeri proteazlardir bundan dolay! aktivasyonlari igin diger

tripsin-benzeri proteazlara ihtiyag duymaktadirlar®’.

KLKS'in prostat kaskadini baslatici anahtar molekul oldugu
ve kendini aktive ettikten sonra pro-KLK2, pro-KLK3, pro-KLK6, pro-KLK7,
pro-KLK11, pro-KLK12 ve pro-KLK14'U aktive ettigi ileri strilmektedir'®®.
KLKS5, 7 ve 14’Un derinin keratinli tabakasinda bir proteolitik kaskada dahil

106

oldugu belirtiimektedir Bu Kkallikreinlerin kontrolsiiz aktivasyonunun

cesitli deri hastaliklarindaki asirn deskuamasyonun major nedeni oldugu

distintimektedirt3914°.

Cesitli kallikreinlere baglanarak onlarin aktivitelerini inhibe
eden c¢esitli  endojen inhibitorler tanimlanmaktadir. Bunlar; ;-
antikimotripsin (ACT), protein C inhibitdér (PCIl), az-makroglobulin, a,-
antiplazmin, aj-antitripsin, aj-proteaz inhibitér, antitrombin I1ll, proteaz
inhibitor 6 ve kallistatindir®. Yine Zn®* ve pH da kallikreinlerin enzimatik

aktivitelerinin 6nemli inhibitorleridir®.

2.3.8. Kallikreinlerin Kanser Patofizyolojisindeki Rolleri

2.3.8.1. Tumor Biyumesinde Kallikreinlerin Rolu

Kallikreinlerin timor hicre proliferasyonunu dizenleyerek
erken neoplastik progresyona katilabileceklerine dair ortaya c¢ikan yeni
kanitlar bulunmaktadir. Kallikrein-aracili tUmaor gelisiminin baglica insulin-
benzeri buyume faktorleri (IGF) aracihigiyla module edildigine

inaniimaktadir®,
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IGF aksi hiucre buylumesinin duzenlenmesi, farklilagsma ve
apoptozda 6nemli rol oynamaktadir*****?. IGF aksi embriyonik dokularin
blyimesi ve farklilasmasina katilabilmektedir ve 6zel kosullar altinda
timoérijenez sireclerinde de rol oynayabilmektedir******. IGF’ler, onlarin
yarl Omrunu uzattigina ve onlari hedef dokularina tagidigina inanilan kendi
baglayici proteinlerine (IGFBP) baghdir**>. IGF’ler etki gdstermeden énce,
IGFBP’lerden ayrilmalidirlar. ClUnkid |IGFBP proteinleri, IGF’lerin IGF1
reseptorine (IGF1R) baglanmasini antagonize etmektedirler. KLK1, KLK2
ve KLK3 IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4 ve IGFBP5’i pargalayan IGFBP
proteazlardir ve bu proteazlar onlarin tumor baskilayici etkilerini ortadan
kaldirarak IGF1’e olan afinitelerini
dusirmektedir®.  Ornegin; KLK2 IGFBP3'li parcalayarak IGF’nin kullanila

bilirligini artirmak tadir ve hiicre cogalmasini hizlandirabilmektedir**®.

Yine KLK4 ve KLK11in de IGFBP3'U parcgaladigi
belirlenmistir. Bu bulgularin aksine, meme kanserinde KLK3'Un tumor
bilylimesini baskiladigi gosterilmistir'*’**°. Ayrica KLK3'iin, birgok normal
ve neoplastik hlcrede buylimenin baskilayicisi ve apoptozun indukleyicisi

olan latent TGFP’yi aktive ettigi bildirilmistir*>°.

Benzer sekilde, Bindukumar ve ark. seminal plazmadan
saflastirilan serbest KLK3 ile muamele edilmis PC-3M prostat kanseri
hicre hattinda KLK3'Un tumoér baskilayici genlerin  ekspresyonunu
uyardigini ve timor blyiime promotorlarini baskiladigini gdstermistir'>*,
KLK10’'un meme ve testis kanserlerinde ekspresyonunun azalmasi tiumor
baskilayici roli oldugunu diisiindiirmektedir®!®?. Bu kallikreinlerin timor
Onleyici rollerinin lehine kanitlar olmasina ragmen onlarin in-vivo

kosullarda patolojik fonksiyonlari halen tartismalidir.

23



Tumor hiicre blylimesinin

Tumor hicre bliyimesi ve sagkalimi ez e
inhibisyonu ve apoptoz

Latent TGFB

IGFBP2/3/4/5
i Aktif
hK1
|
-

IGF1

Tumor hacreleri

e Trm Ak
sc-uPA  \_hK4 uPA!

Sekil 7. Tumor hiicre bayimesi ve inhibisyonunda kallikreinlerin rolua*

2.3.8.2. Anjiyogenez ve Kallikreinler

Anjiyogenez 6nceden var olan kan damarlarindan yeni kan
damarlarinin gelismesidir ve bu durum malign timor gelisiminde

kaginilmaz bir suregctir. Anjiyogenez, tUmoér gelisimi ve progresyonuna
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neden olan proanjiyojenik ve anjiyostatik faktorlerin dengede tutulmasiyla

diizenlenmektedirt®3

. Vaskiler endotelyal blyume faktoria (VEGF) ve
bazik fibroblast bluyume faktori (bFGF) anjiyogenezin pozitif
dizenleyicileri iken interferon-a,  anjiyostatin  ve  endostatin

inhibitorleridir*>*.

Kallikreinlerin anjiyogenezdeki rollerinin heniiz tam olarak
ortaya c¢ikarlmamasina ragmen ekstraselliler matriks yeniden
yapillanmasina ve anjiyogenezi-ilerletici sureglere olan katkilari inkar
edilmemektedir. Kallikreinler yeni kan damarlarinin blyumesi igin gerekli
olan ekstraselluler boslugu saglamak igcin ekstraselliler matriks
proteinlerini ya kendileri dogrudan ya da uPA ve MMP’lari aktive ederek
parcalamaktadirlar’>®. Ornegin; KLK2, KLK3, KLK6 ve KLK7 farkli ya da
kismen Ortusen ekstraselliler matriks proteinlerinin hidrolizini dogrudan
katalizlerken bazi kallikreinler ise dolayli olarak ekstraselliler matriks
parcalanmasini etkilemektedir. Ornegin; KLK1 pro-MMP2 ve pro-MMP9'u
aktive etmektedir®.

Ayni zamanda KLK2, 4 ve 12 plazmin olusumuna sebep olan
uPA sistemi araciligiyla sinyal olusturmaktadir. Plazmin fibronektin,
proteoglikanlar ve fibrini de iceren cok sayida ekstraselliler matriks
proteinini ayristirmakta ve latent kollajenazlari aktive etmektedir®’.
Kallikrein-kinin sistemin aktivasyonu aktif kinin peptidlerinin salinimina
neden olmaktadir. Aktif kinin cAMP, protein kinaz B (Akt/PKB) ve
VEGF’nin aktivasyonu, JNK ve TGFB sinyal yolunun baskilanmasi
araciliglyla anjiyogenezi uyarmaktadir*>®. Benzer sekilde, KLK1 ve 12’nin
endotelyal hicreler tarafindan eksprese edildigine ve kinin sinyal yolu

araciliglyla fonksiyon yaptigina inaniimaktadir®"°8,
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Bu bulgularin aksine bazi kallikreinlerin anjiyogenezi
baskilayabildigi gésterilmistir. Ornegin; KLK3'lin endotelyal hiicre
proliferasyonunun ve anjiyogenezin etkili inhibitérleri olan anjiyostatin-
benzeri bilesikler aracihgiyla vaskilator olusumunu  Onledigine
inaniimaktadir'®. KLK3'e ek olarak KLK5, KLK6 ve KLK13'in de
plazminojenden anjiyostatin-benzeri fragmentleri olusturabildigine dair in-

vitro veriler elde edilmektedirt>8162,

Pro-anjiojenik Anti-anjiojenik

Anjiostatin-benzeri
ECM fragmentler

V— ( Farcalanmis iﬂi

FPlazminojen | s m ECM

A
AKtif Rgp ~ Akt
hK'lar hK13
Akt FPaftalanmis

@ @l

s d—Bradikinin ‘:_/|
Kininojen ' Aktif
( hK1 i Bradikinin =~ | hKlar

Latent . reseptér
TGEE Aletif 45" i
@ hK3 \ === TGFp

Plazminojen

Bazal membran

Endotelyal hiicre

Sekil 8. Anjiyogenezde kallikreinlerin rolii*
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2.3.8.3. invazyon-Metastaz ve Kallikreinler

Metastaz kompleks bir sirectir. Bu stirecte bir dizi basamak
mevcuttur. Oncelikle kanser hicreleri primer timoérden ayrilir, gevre
dokulara ve bazal membranlara invazyon gerceklestirir ve daha sonra kan
ya da lenf dolagsimina girerek uzak bir hedef dokuya ulasir ve orada

kolonize olurlar®®?,

Epitelyal mezenkimal gecis (EMT) epitel hucrelerinin
mezenkimal-benzeri fenotipe donlisumunud saglayan hicresel bir sureci
temsil etmektedir ve boylece bu hlcrelerin migrasyonunu, invazivligini ve

biylimesini artirmaktadir'®.

EMT, epitelyal orjinlerinden dolayl solid
timorlerin gogunun progresyonu igin bir kontrol noktasi olarak kabul
edilmektedir. EMT E-kadherinin kaybini uyarir ve N-kadherin ve vimentin
gibi mezenkimal belirteglerin ekspresyonunu artirir bodylece tumor

hiicrelerinin hareketliligini ve invazivligini gelistirmektedir'>°.

Veveris-Lowe ve ark. yaptigi bir galismada KLK3 ve KLK4’in
EMT’nin belirteci olabilecek fenotipik degisimlere katildigini ve bu
kallikreinlerin sabit ekspresyonunun prostat htcre hattt PC-3 de hicre
invazivliginde artisa neden oldugunu belirtmislerdir’®*.  Bagka bir
calismada ise KLK3'Un baskilanmasinin LNCaP prostat kanser
hicrelerinde invazyonu azalttigi goézlemi EMT de KLK3'Un oOnerilen
fonksiyonu ile tutarlilik gdstermektedir*®>*°®. Bunun aksine KLK3 ile tedavi
edilen farelerde akciger metastazinin sayisindaki azalma KLK3'Un timor
metastazini inhibe ettigini gdstermektedir'®’. KLK3'{in metastatik roliinin
hiicreye 6zgl mu yoksa in-vivo anti-anjiyogenik etki ile mi dengelendigi

ilave arastirmalara ihtiyag duymaktadir.
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KLK7’nin  prostat kanser hucrelerinde EMT-benzeri
degisimleri uyararak onlarin migrasyon ve invazyon kapasitesini artirdigi
gosterilmistir'®®. Yumurtalik kanser hiicrelerinde in-vitro kosullarda KLK4,
KLK5, KLK6 ve KLK7'nin duzenli ekspresyonunun invazivligi artirdigi
gosterilmistir'®. Serdz epitelyal over kanserinde KLK7’nin sabit bir sekilde
asiri ekspresyonunun ¢ok hucreli agregatlarin olusumunu tegvik ettigi ve
bu yolla kanser hucrelerinin sagkalimina ve paklitaksele olan direncine

olanak sagladigi bulunmustur'™.

Kallikreinlerin EMT’deki 6nerilen fonksiyonlarina ek olarak
eksraselluler matriks yikimi ve yeniden yapilanmasi araciligiyla metastatik
yayllmayla iligkili oldugu goOsteriimektedir. Cok sayida in-vitro substrat
calismalari fibronektin, kollajen, laminin ve proteoglikanlar iceren cesitli
ekstrasellller matriks proteinlerinin pargalanmasina kallikreinlerin direk ya
da dolayli olarak katildigini gdstermistir®”. MMP’ler, plazmin ve katepsinler
kanser-iliskili ekstraselliiler matriks parcalanmasindan sorumludurlar?®.
Kallikreinler uPA ve MMP sinyal vyollari ile doku yikimina
katilabilmektedir®”. Prostat-iliskili KLK2, KLK3 ve KLK14’n in-vitro

kosullarda fibronektin ve laminini pargaladigi bulunmustur®®¢>17%,

Ekstraselliler matriks ylkiminda anahtar rol oynayan
plazmin, uPA ve uPA reseptdr kompleksi tarafindan plazminojenden aktive
edilebilmektedir. KLK4, uPA’nin pro enzimini aktive ederek ya da hucre
yluzey reseptorunu ayirarak tumor-iligkili plazminojenin aktivasyonuna
aracilik edebilmektedir. Son zamanlarda yeni bulgular kemik metastazinda

cesitli kallikreinlerin olasi roliini belirtmistir®’*"2.
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2.3.9. Kanser Biyobelirteci olarak Kallikreinler

Tumor belirteci olarak kallikreinlere odaklaniimasi 1970’lerin
sonu ve 1980’lerin basinda prostatta, malign sekle dénismus prostatta ve
prostat kanserli hastalarin serumlarinda bulunan KLK3'Un (PSA) kesfiyle
baslamaktadir'>*", KLK3 prostat kanserinin tarama, tani, evreleme ve
takibinde kullanilan &énemli bir biyobelirtectir'’®. Benign prostat hiperplazili

erkeklerde serum KLK3 diizeylerinin arttigi tespit edilmistir®®.

Tanisal glcunu arttirmak icin KLK3'e tamamlayici olarak
serum KLK2 duzeyleri Uzerine ¢alismalar yuratilmektedir. Prostat kanserli
hastalarin serum KLK2 dlzeyleri saglikli kontrol ve benign prostat
hiperplazili hastalarla kargilastirildiginda  belirgin  olarak  yuksek
bulunmustur'’”*"®. Bu genlere ek olarak KLK5, KLK11, KLK14 ve
KLK15’in prostatta eksprese edildigi ve bunlarin prostat kanserinde
diagnostik ve prognostik biyobelirtec olabilecekleri belirtiimektedir®®.
Yumurtalik kanserinde bir grup hasta serumunda KLKS5, KLK6, KLKS,
KLK10, KLK11 ve KLK14 duzeylerinin artmasindan dolayi bu kallikrenlerin
yumurtahk  kanseri  i¢cin  potansiyel  biyobelirte¢  olabilecekleri
dusiinilmektedir®. Ozellikle erken evre (1,11) yumurtalik kanserli hastalarda
ameliyat oncesi serum KLK6 ve KLK10 duzeylerinin kanser antijen 125’in

180,181. Meme

kanserinde KLK3 diizeyinin iyi prognostik belirteg oldugu gosterilmistir'®2.

(CA125) tanisal duyarhligini artirabilecegi belirtiimigstir

2.3.10. Kallikreinlerin Terapotik Kullanimlari

Hicre buyumesinin dizenlenmesi, anjiyogenez, invazyon ve
metastaz gibi bircok kanser iligkili sirece dahil oldugundan ve neoplastik
ilerlemeyi tegvik ya da inhibe etme yeteneklerinden dolay! kallikreinler

terapotik mudahaleye yonelik potansiyel hedefleri temsil etmektedirler”.
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Farkli terapotik yaklagsimlar arasinda kallikreinlerin proteolitik aktivitesinin
kullaniimasi ya da modilasyonu en etkili olanlaridir. Ornegin; KLK3-
spesifik peptid tasiyicilarina konjuge sitotoksik ajanlar (doksorubisin,
vinblastin) prostat kanserinde tumor hedeflemek icin 6n ilaclar olarak
tasarlanmistir®*. Pre-klinik calismalar bu 6n ilaglarin in-vitro kosullarda
KLK3-lUreten prostat kanser hucrelerine secici olarak toksik oldugunu

183

gostermektedir—". Yine spesifik olmayan endojen serpinlerin yapisal

Ozelliklerine gore KLK2 ve KLK14’e spesifik sentetik inhibitorler yapildigi

belirtiimektedir*8+1.

2.4.Beyin Tumarleri

Beyin timorleri tim kanserler arasinda en ylksek o6lim
oranina sahip kanserlerden biridir'®®. Beyin, diger intrakranial ve merkezi
sinir sistemi tumorleri kdken aldiklari bolge, morfolojik ozellikler, genetik
degisiklikler, buyume potansiyeli, invazivlik derecesi, ilerleme ve nuks igin
egilim ve tedaviye cevap gibi baslklarda degiskenlikleri fazla olan

heterojen neoplazm gruplardir'®’.

Kbken aldiklari hicre, histopatolojik 6zellikleri ve anaplazi
derecesi temel alinarak timorlerin WHO siniflandiriimasi merkezi sinir
sistemi malignitelerinin uluslararasi standardizasyonunu saglamaktadir.

TUmérler dért gruba ayriimaktadir'®. Bunlar:

Derece 1— benign

Derece 2 — dusuk dereceli

A

Derece 3 } yuksek dereceli ya da malignant

Derece 4
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2.4.1. Menenjiom

Menejiomlar en sik goérulen iyi huylu intrakraniyal timaorlerdir
ve tum intrakraniyal tumérlerin  %13-26’sin1  olusturmaktadir'®91%,
Menenjiomlar araknoid hucrelerden koken almaktadirlar ve kadinlarda
erkeklere oranla daha sik gériilmektedir’®®*®. Yillik insidansi her 100.000

kiside kadinlarda 2-7 erkeklerde 1-5 arasindadir'®’.

Cocuklarda ve
ergenlerde menenjiom gorulme orani her iki cinsiyette de egittir.
Menenjiomlar en sik 60-70’li yaglarda gorulmektedir. Cogu menenjiom
uzun sireli iyi prognoza sahiptir'®. Menenjiomlarin histolojik
derecelendiriimesi WHO siniflandiriimasina dayanmaktadir ve malignite

derecesine gdre Ui¢ gruba ayrimaktadir*®>*%,

1. Bening menenjiom (WHO Derece 1)
2. Atipik menenjiom (WHO Derece Il)
3. Anaplastik menenjiom (WHO Derece llI)

Makroskobik olarak menenjiomlar lobuler mimariye sahip
duzgiin sinirli kitleleri  olusturmaktadirlar’®®. Cogu menenjiom yavas
bayuyen lezyonlardir ve tipik olarak gittikge artan intrakraniyal basing
semptomlariyla iligkilidir. Bas agrisi ve nobetler yaygindir ve diger
semptomlar timériin - blylkligi ve vyerlesimine bagdhdir®®. Birgok
menenjiom icin iyonize radyasyon, kafa travmasi, hormonlar ve diger
reseptorlere baglanma bdlgeleri, genetik faktorler gibi gesitli risk faktorleri
tanimlanmaktadir'®¥*°®. Ornegin; menenjiomlarin %60’dan fazlasi 22q12.2
kromozomu uzerinde bulunan noérofibromatoz 2 (NF2) tumor baskilayici

geninin somatik mutasyonunu gostermektedir'®”.
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Menenjiomlarin neredeyse %61’i menenjiom buylimesinde
onemli rol oynayan progestron reseptorlerine (PR) sahiptir. PR
ekspresyonu benign histolojik derece ile iligkilendiriimektedir. Derece Il ve
Il de genellikle PR bulunmamaktadir'®®?%. Ostrojen reseptériinin (ER)
ekspresyonu ise daha az baglantilidir®®’. Gonadotropin salgilatici hormon
(GnRH) reseptérinin menejiomlarin yarisindan fazlasinda bulundugu
belirtiimektedir?®. Somatostatin reseptdrleri menejiomlarin %70-100’iinde
eksprese olmaktadir. immiinohistokimya kullanilarak yapilan bir ¢alisma
somatostatin reseptorlerinin yuksek mikrodamar yogunlugu ile uyumlu
olarak yuksek derece menenjiomlarda siklikla eksprese edildigini
belirtmistir’®. Artan VEGF o6nemli olciide damarlanma, tiimér cevresi
ddemi ve gogalma ile iliskilendiriimektedir®®. VEGF ekspresyonunun ve
vaskuler gecirgenlik faktorinin ekspresyonunun artisi menenjiomlarda

mikrodamar yogunlugu ve mikrokistik morfolojinin artisiyla iligkilidir?®®.

Menenjiomlar epidermal buyime faktori reseptorini
(EGFR) ve onun ligandlari olan epidermal buyime faktérini (EGF) ve
donustiract bluyume faktorid a (TGF-a)yr eksprese etmektedir. Bu
reseptorlerin  aktivasyonunun timoér gelisimini  tesvik edebilecegi

dustintlmektedir?®2°7,

Menenjiom hucrelerinde platelet kaynakli blyume faktord B
(PDGFB) eksprese olmaktadir ve kismen RAF-1-MEK-1-MAPK/ERK
yolunun aktivasyonuyla PDGF-BB ‘nin menenjioma hucre gogalmasini
uyardi§i gosteriimistir’®®?°. Atipik ve anaplastik menenjiomlarda benign
menenjiomlara oranla PDGF ekspresyon dizeyleri daha yiksek
bulunmustur®*'. Derece | menenjiomlarda fosfoinozitid 3 kinaz-protein
kinaz B (PI3K-Akt) yolunun da aktive oldugu bulunmustur®*?. Bunlara ek
olarak atipik ve anaplastik menenjiomlarda muhtemelen invaziv sireclere
katilan transkripsiyon faktoru Ets-1 ve matriks metalloproteinaz 2 ve 9'un

213

ekspresyonununda artis  oldugu  gdsterilmistir Siklooksijenaz
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ekspresyonu ile timar ilerlemesi ve anjiogenez arasinda iligki olabilecegi

disinilmektedir®*2°,

Menenjiomlar cerrahi, radioterapi ve medikal terapi

(hormonal ve kemoterapi vb.) gibi yéntemlerle tedavi edilmektedir*®.

2.4.2. Glioblastoma Multiforme

Gliomalar glia htcrelerinden (astrosit, oligodendrosit,
ependimal hucreler) ya da kanser kok hicrelerinden kdken almaktadir ve

WHO’nun siniflandirmasina gére dért dereceye ayriimaktadir?*®. Bunlar;

1. Derece | (Pilositik astrositoma)

2. Derece |l (Difflz astrositoma)

3. Derece lll (Anaplastik astrositoma)

4. Derece IV (Glioblastoma multiforme (GBM))

Derece lll ve IV malignant glioma olarak nitelendiriimektedir.
Glioblastomalar malign gliomalarin yaklagsik %60-70’ini, anaplastik
astrositomalar %10-15’ini, anaplastik oligodendrogliomalar ve anaplastik
oligoastrositomalar %10’unu ve geriye kalan oran ise daha az yaygin olan
timoérleri olusturmaktadir®’. Glioblastoma Amerika ve Avrupa llkelerinde
gorulen en yaygin primer merkezi sinir sistemi tUmorudur ve her yil
100.000 de 3 kisi GBM tanisi almaktadir?®.

Glioblastomalar biyolojik ve genetik farkliliklari gézénune

alinarak iki alt gruba ayrimaktadir®®

. Bazi dusuk dereceli gliomalar
nuksedebilir, ilerleyebilir ve GBM'ye donusebilmektedir. Bunlar sekonder
glioblastoma olarak adlandiriimaktadir buna kargin de novo GBM tumorleri

primer GBM olarak adlandiriimaktadir®®,
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Primer GBM hastalarinin yas ortalamasi yaklasik olarak 62,
sekonder GBM hastalarinin yas ortalamasi ise yaklasik olarak 45'tir.
Primer GBM erkeklerde kadinlara oranla daha sik goérilimektedir.
Sekonder GBM de ise durum tam tersidir. Primer GBM genclerde daha
nadir gorulmektedir. Bes yillik sag kalim 15-45 yaslari arasinda yaklagik

olarak %13, 75 yas ve iizeri igin ise yalnizca %1 olarak belirtilmigtir®*®%%°,

GBM’nin etiyolojisi bilinmemekle birlikte cesitli cevresel ve
genetik ajanlarin risk faktoru oldugu muhtemelen multifaktoriyel bir
siirectir®'®. Malignant glioblastomalar icin belirlenen risk faktorii iyonize

radyasyondur®?*,

GBM’nin histolojik 6zellikleri dikkate deger dedisiklikler
gostermektedir fakat vaskuler hiperproliferasyon ve nekroz GBM'yi dusuk
dereceli gliomalardan ayiran baslica diagnostik o6zelliklerdir’?>. GBM
daginik invazivlik, immun baskilama, agresif ¢odalma, damarlanma,

kemoterapi ve radyoterapiye direnc ile karakterizedir®®.

Neoplastik
hicreler hizlica komgsu beyin parankima hucrelerini istila ederler fakat
oldukga invaziv ve pro-anjiojenik Ozeliklere sahip olmalarina ragmen

merkezi sinir sistemi disina metastaz yapmazlar®*®.

Glioma hiicreleri ve bagisiklik hicreleri arasindaki karmagik
etkilesimlere IL-6, IL-8, TGF-B ve VEGF gibi glioma-kaynakh sitokinlerin
aracilik ettigi dusunulmektedir. Ayrica glioma hucrelerinin ¢gevredeki IL-10
ve prostaglandinler gibi immunosupressif faktorlerin ekspresyonunu
uyardigi distinilmektedir®?®. Bu faktorlerin cogu GBM de asiri eksprese
olmaktadir. Tumoér neoanjiogenezinde anahtar rol oynayan VEGF kemik
iligi  progenitér  hlcrelerinden  kaynaklanan  dendritik  hUcrelerin
olgunlasmasini inhibe eder ve GBM timor hicre c¢ogalmasini tesvik

etmektedir®?*.
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Malignant gliomali  hastalarin  serumlarinda TGF-8
dizeylerinin arttigi bildirilmistir ve artan TGF- dlzeyleri ve ylksek timor
derecesi arasinda bir korelasyon oldugu gozlenmigtir. Malignant beyin
tumorlerinde TGF-B ekspresyonunun hicre blyumesini, migrasyonu,

invazyonu, anjiogenezi ve immiin baskilamayi arttirdigi bulunmustur®®.

EGFR amplifikasyonu primer glioblastomalarda meydana
gelir ve bu hastalarin yaklasik olarak %40-50’sinde goérilmektedir. EGFR
amlifikasyonu olan timorlerin yaklasik yarisinda esas olarak EGFRulII
olarak bilinen ekstrasellliler ligand baglama domaininden yoksun
EGFR’nin otofosforile varyanti eksprese edilmektedir. Bu varyant kinaz
inhibitorleri, immunotoksinler ve peptid asilar icin 6nemli bir terapétik hedef

olmaktadir??%2?,

Blyume faktorl reseptdr sinyali sag kalim, c¢ogalma,
invazyon ve anjiogenez igin transkripsiyonal programlarin aktivasyonuna
neden olmaktadir. Bu blyume faktoérleriyle aktive edilen ortak sinyal iletim
yollari ¢ogalma ve hicre dongusu iglemlerine katilan Ras-MAPK ve
apoptoz inhibisyonu ve hucresel c¢ogalmaya katilan PI3K-Akt-mTOR
(rapamisinin memeli hedefi) dir. PI3K yolunu negatif olarak dizenleyen
timor supresor gen fosfataz ve tensin homolog (PTEN) glioblastoma

hastalarinin %40-50’sinde inaktivedir??’2%8,

Malignant gliomalarin tanisi i¢in genellikle manyetik rezonans

gorintileme (MRG) ya da bilgisayarli tomografi (BT) 6nerilmektedir?*’.

GBM’de cerrahi rezeksiyon, radyoterapi ve kemoterapi gibi yontemler

kullanilarak tedavi uygulanmaktadir?®.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Gruplari

Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Beyin ve Sinir Cerrahi
Anabilim Dalina bagvuran ve patolojik inceleme sonrasi menenjiom derece
| ve glioblastoma multiforme teshisi konulmus hastalardan alinan doku
orneklerinde KLK5, KLK6 ve KLK7 mRNA ve protein ekspresyonlari
Biyokimya Arastirma Laboratuvarinda olg¢lldi. Daha dnce radyoterapi ve
kemoterapi almig hastalar ¢calismaya dahil edilmedi. Gruplar; menenjiom
derece | (n=15) ve glioblastoma multiforme (n=15) olarak dizenlendi. Bu
calisma Gazi Universitesi Tip Fakiltesi Kurumsal Arastirma
Degerlendirme Komisyonu (Etik Kurul) 25.06.2010 tarih ve 107 no’lu karari
ile kabul edildi.

3.2. Kullanilan Cihazlar

e Hassas Terazi (Shimadzu, Japonya)

e Homojenizatér (Heidolph, Almanya)

e Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) Cihazi (Apollo
ATC 201,CLP Inc., ABD)

e Kuru isi blogu (BIOSAN, EU)

e Santriflj (Hettich, Almanya)

e NanoDrop ND 1000 UV-Vis Spektrofotometre (Thermo
Scientific, ABD)
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e Elektroforez Sistemi

e Jel Goruntuleme sistemi (Syngene, ABD)
e Mikrodalga Firin (Arcelik, Turkiye)

e Etlv (Nave, Turkiye)

e Derin Dondurucu -80 'C (Sanyo, Japonya)
e Buzdolabi (Arcgelik, Tlrkiye)

e Sogutmali santriflij ( Hermle, Almanya)

e Western Blot Cihazi (Sci-plas, ingiltere)

e Calkalayici (Edmund Buhler, Aimanya)

e Benmari (P-D Industriegesellschaft mbH, Almanya)
e Vorteks (Ika, Germany)

e Mikropipetler

e ELISA (TECAN, isvigre)

e Sonikatdr (Sonics, ABD)

3.3. Kullanilan Kimyasal Maddeler

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

Taq DNA polimeraz ( Thermo Scientific, ingiltere)

Trizma-Base (Sigma, ABD)

Borik asit (Merck, Almanya)

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

Kloroform (Amresco, ABD)

Etanol (Kimetsan, Turkiye)

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 sulfat (SDS) (Applichem, Almanya)

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

Tween-20 (Merck, Almanya)

Sodyum klorir (Carlo Erba, italya)

Ticari yagsiz sut tozu (Pinar, TUrkiye)

Hidroklorik asit (HCL) (Calo Erba, italya)

B-merkaptoetanol (Sigma, ABD)

Metanol (Merck, Almanya)

Luminol Reaktifi (Santa Cruz, ABD)

PVDF membran (Santa Cruz, ABD)

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

Kallikrein primer antikorlar (Santa Cruz, ABD)

B-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 soliisyonu (ILFORD, ingiltere)

Ticari Fixer soltisyonu (ILFORD, ingiltere)

3.4. Kullanilan Kitler

¢ RNA izolasyon kiti (QIAGEN, ABD)

e CcDNA sentez kiti (QIAGEN, ABD)

e BCA Protein tayin kiti (Thermo Scientific, ABD)

3.5. Yontemlerin Uygulanmasi

3.5.1. Dokudan RNA izolasyonu

Kullanilan reaktifler ve sollisyonlar

¢ RNA izolasyon Kkiti

e Kloroform

e 9%70’lik etanol soliisyonu:

70 ml etanol + 30 ml steril distile su ile karigtirilir.
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Deneyin yapilisi:

Menenjiom ve glioblastoma dokularindan RNA izolasyon
kitinin (Qiagen, ABD) protokoliine uygun olarak RNA izolasyonu yapildi.
100 mg olarak tartilan dokular buz tzerinde bulunan RNase free tuplere
alindi ve Uzerlerine 1ml lizis reaktifi eklendi. Daha sonra buz icerisinde
homojenizasyonlari gergeklestirildi. Homojenat iceren tupler oda i1sisinda 5
dk. bekletildi. Bu tuplere 200 pl kloroform eklendi ve tlplerin agzi
kapatildiktan sonra 15 sn. kuvvetlice galkalandi. Bu karisim oda isisinda
2-3 dk. bekletildikten sonra 12.000 g'de 4 °C 15 dk. santrifij edildi.
Santrifijden sonra érnekler U¢ faza ayrildi ve Ustteki RNA igeren seffaf
sulu faz yeni tuplere alindi ve Uzerlerine alinan sulu fazla esit miktarda
%70’lik etanol eklenerek vorteksle iyice karistirildi. Bu asamadan sonra kit
protokoliine gore kitin igerisindeki 6zel RNeasy spin kolonlar ve tamponlar
kullanilarak RNA izolasyonu gergeklestirildi. Elde edilen RNA’larin
miktarlari ve safligi NanoDrop ND 1000 Spektrofotometre ile olcllerek
cDNA sentezinde kullanilincaya kadar RNA’lar -80 °C’de saklandi.

3.5.2. cDNA Sentezi

Kullanilan reaktifler ve soltsyonlar

e CDNA sentez kiti

Deneyin vapilisi:

cDNA sentez kiti (Qiagen, ABD) ile RNA’dan cDNA sentezi
yapildi. RNA'lar buzun Ustinde eritildikten sonra yine buz Uzerinde
genomik DNA’nin eliminasyonu icin kit icerisindeki gDNA Wipeout

tamponu, RNase free su ve RNA 6rnegi tlplerin igerisinde karistirildiktan
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sonra 42 "C'de 2 dk. inkiibe edildi. Daha sonra yine buz iizerinde reverse
trankripsiyon master karigim hazirlandi ve ilk basamakta hazirlanan
genomik DNA’dan arindiriimis karisimla muamele edildikten sonra 42°C’de
15 dk. inkiibe edilidi. Daha sonra 95'C’'de 3 dk. inkilbasyonla revers
trankriptaz inaktive edildi ve olugsan cDNA’lar revers transkriptaz polimeraz

zincir reaksiyonu (RT-PZR) yapilincaya kadar -20°C’de saklandi.

3.5.3. Revers Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-

PZR) ile Hedef Bdlgenin Cogaltiimasi

Kullanilan reaktif ve sollisyonlar

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

Trizma-Base 54 g

Borik asit 275¢g

EDTA (0.5 M, pH:8.0) 20 ml

Kimyasallar ¢ozulerek distile suyla 1 litreye tamamlanir.

e Elektroforez viiritme tamponu (1X TBE):

e 5X TBE tamponundan 200 ml alinarak distile su ile 1000

ml’'ye tamamlanir.
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e Jel YUkleme Tamponu:

Orange G 25 mg

Gliserol 3ml

5X TBE tamponu 2 ml

5 ml distile su igerisinde ¢ozulerek hazirlanir ve +4

‘C’de saklanir.

e Agaroz jel hazirlanmasi:

2 g agaroz tartilip 1X TBE tamponu ile 100 ml'ye tamamlanir
ve mikrodalga firin icerisinde seffaf hale gelinceye kadar isitilir. Daha
sonra biraz sogutularak jel tepsisine dokulur, jel tarag! yerlestirilir ve jelin

donmasi beklenir.

e FEtidyum bromid sollisyonu hazirlanmasi:

1 g etidyum bromid tartilir, distile suyla 100 ml’'ye tamamlanir
ve manyetik karigtirici yardimiyla ¢o6zulmesi saglanir. Hazilanan etidyum
bromid solisyonunundan son konsantrasyon 0.5 pg/ml olacak sekilde

etidyum bromid solisyonu hazirlanir.

Deneyin vapilisi:

KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin mRNA ekspresyonlari RT-
PZR kullanilarak belirlendi. Bu genlerin amplifikasyonu forward ve reverse
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primerler kullanilarak yapildi. Calismada kullanilan primerlerin listesi tablo

2'de gosterilmistir.

Tablo 2. RT-PZR’da kullanilan primer dizileri

Gen Primer Nikleotid dizisi
Forward 5-GCCACTACTCCCTGTCACCA-3'
KLK5%%° . ,
Reverse 5- GCATCCTCGCACCTTTTCTG-3
Forward 5- CATGGCGGACCCTGCGACAAGAC-3'
KLK62%0 .
Reverse 5- TGGATCACAGCCCGGACAACAGAA-3'
Forward 5- GAATGAGTACACCGTGCACC-3'
KLK7%3! . ,
Reverse 5- TGCCAGCGCACAGCATGGAA-3
Forward 5- GCAAATTCCATGGCACCGT-3'
GAPDH :
Reverse 5- TCGCCCCACTTGATTTTGG-3'

PZR karigiminin icinde DNaz-RNaz icermeyen su, 1X Buffer,

1,5 mM MgCl,, 200 uM dNTP, 0,6 uM forward ve reverse primerleri ile

0,026 U/ul Taq polimeraz bulunur. Toplam karisim 19 pul olacak sekilde

ependorflara dagitim yapilir ve her tipe 1 ul cDNA eklenerek son hacim
20 plye tamamlanir. KLK5, KLK6, KLK7 ve GAPDH igin hazirlanan PZR

karigimlari asagidaki sicaklik donguleri uygulanarak gogaltiimigtir.
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KLK5
95°C
95°C
57 °

72°

O O 0O

72°

KLK7
94°C
94°C
68

72°

O O O

72°

5 dk.

20 sn.

20 sn. 45 dongu
1.30 dk.

5 dk.

9 dk.

30 sn.

1 dk. 40 dongu.
1 dk.

10 dk.

KLK6

95"
95"
62"
72°

72°

95"
95
55 °
72°

72°

(@]

10 dk.
10 sn.
10 sn. \ 40 dongu
10 sn.

5 dk.

5 dk.

30 sn.

30 sn. 30 déngu
30 sn.

5 dk.

PZR cihazinda ¢ogaltilan PZR udrunlerini goérmek igin %2’lik

agaroz jele 5 pl 6rnek+ 5 pl yiikleme tamponu ile karistirilarak yiiklendi. ilk

kuyucuga DNA belirteci yuklendi.

Elektroforezde 1X TBE tamponu

kullanilarak yuaratuldikten sonra etidyum bromid boyasi ile boyama
gerceklestirildi ve UV 1sik altinda goéruntulendi. KLK5 icin 304 bg, KLK6
icin 215 bg, KLK7 359 b¢ ve GAPDH igin 106 bg¢’lik amlifikasyon

drtnlerinin goruntulenmesi reaksiyonun kabul edilebilir oldugunu gosterdi.
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3.5.4. Protein izolasyonu ve Miktar Tayini

Kullanilan reaktifler ve sollisyonlar:

¢ 1X RIPA Buffer:

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

alinarak distile su ile 10 ml'ye tamamlanir.

e Bicinkonik Asit (BCA) Protein Tayin Kiti

Protein izolasyonu:

Menenjiom ve glioblastoma dokularindan 100 mg doku 1 ml
1X RIPA tamponuyla homojenize edildi. Daha sonra 14.000 g'de +4 °C’de
10 dk. santrifij edildi ve supernatant yeni tlplere alikotlandiktan sonra

kullanilincaya kadar -80 °C’ye kaldiriidi.

Bicinkonik Asit (BCA) kiti ile protein miktar tayini:

Menenjiom ve glioblastoma dokularindan izole edilen
proteinlerin miktarlart BCA protein tayin kitinin (Thermo scientific, ABD)

protokoliine gore gergeklestirildi.

1. Kit igerisinde bulunan sigir serum albimin ile 2000,
1500, 1000, 750, 500, 250, 125, 25, 0 pg/ml konsantrasyonlarda

standartlar hazirlandi.
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2. Protein ornekleri ve standartlarin her birinden 25 pl 96

kuyucuklu plakaya konuldu.

3. Kitin icindeki iki reaktif 50:1 oraninda karigtirilarak bu
karisimdan 200 pl her bir kuyucuga eklendi ve 37°C’lik etivde yarim
saat inklibasyona birakildiktan sonra 562 nm dalga boyunda okuma

gerceklestirildi. Standart egri gizilerek hesaplamalar yapildi.

3.5.5.Western Blot Yontemi ile Protein Ekspresyonlarinin

Gosterilmesi

Kullanilan reaktifler ve sollisyonlar

e 2X Sample Buffer :

Her kullanimdan once 2x Sample Bufferin (Serva, Almanya)

toplam hacminin %5’i olacak sekilde igerisine B-merkaptoetanol eklendi.

e 1.5 M Tris solisyonu (pH: 8.8)

e 0.5 M Tris soltisyonu (pH: 6.8)

o  %30’luk Akrilamid-bisakrilamid soliisyonu:

29.2 g Akrilamid + 0.8 bisakrilamid tartilarak 100 ml'ye distile

su ile tamamlanir.

e %210 SDS solusyonu

e %10 APS solusyonu (Her kullanimdan &nce taze

hazirlanir)
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e TEMED

e 10X Running Buffer:

30.3 g Tris-base )

144 g Glisin

” tartilarak 1000 ml’ye distile su ile tamamlanir.

10 g SDS g

e 1X Running Buffer hazirlanisi:

10x Running Bufferdan 100 ml alinarak 1000 ml’ye

distile su ile tamamlanir. pH: 8.3’e HCl ile ayarlanir.

e 10X Transfer Buffer:

30.3 g Tris-base

144 g Gilisin

tamamlanir.

tartilarak 1000 ml'ye distile su ile

o 1X Transfer Buffer hazirlanisi:

200 ml 10X trans

su karistirilarak hazirlanir.

fer buffer+ 150 ml metanol+ 650 ml distile

e  %5’lik yagsiz sut tozu (TBS-t ile hazirlanir)
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e TBS-t soliisyonu:

2.42 g Tris-base

8 g NaCl tartilarak 1000 ml'ye distile su ile
tamamlanir. pH: 7.6’ya ayarlandiktan sonra bu sollisyonun igine %0.2

Tween-20 eklenir.

e Primer ve Sekonder antikorlarin hazirlanisi:

Primer ve Sekonder antikorlar TBS-t ile hazirlanan %3’lik

yagsiz sut tozu icerisinde hazirlandi.

e Luminol Reaktifi

Deneyin vapilisi:

KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin protein ekspresyonlarinin
gosterilmesi Western blot yontemi kullanilarak yapildi. BCA Kkiti ile protein
miktarlar1 belirlenen menenjiom ve glioblastoma ornekleri jele yuklenmek
uzere hazirlandi. Tum Orneklerden esit miktarda protein, 2X sample buffer
ile kanigtirildiktan sonra ornekler 5 dk. kaynatildi. Daha sonra hazirlanan
ornekler st kismi %5’lik yiginlama ve alt kismi %12’lik ayirma jelinden
olusan SDS-poliakrilamid jele yuklendi ve 1X running buffer icerisinde
yurataldi. Molekuler agirhklarina goére ayrilan proteinler islak transfer
yontemiyle PVDF membrana transfer edildi. Daha sonra membran % 5’lik
yagsiz sut tozu igerisinde 2 saat inklbe edildi ve 3 kez TBS-t soliisyonu ile
yikanarak proteine 6zgl primer antikorla (KLK5, KLK6, KLK7 1/500, B-
Aktin 1/4000 dilisyon) gece boyu (overnight) muamele edildi. 3 kez TBS-
t ile yilkanan membran 2 saat sekonder antikor (1/10000 dilusyon) ile

muamele edildikten sonra 3 kez TBS-t ile yikandi. Karanlik odada
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membranin Uzerine luminol reaktifi ilave edildi ve filme yakilarak gorunti
elde edildi.

3.6. istatistiksel Degerlendirme

KLK5, KLK6 ve KLK7 pozitifliginin yas gruplari, tamor
dereceleri ve tumorlerin histolojik tipleri arasindaki karsilagtirmalari igin
Pearson ki-kare ve Yate’s diizeltmeli ki-kare testi kullaniimistir. istatistiksel

olarak p< 0.05 anlamli kabul edildi.
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4. BULGULAR

4.1.KLK5 mRNA ve Protein Ekspresyonlarinin

Degerlendirilmesi

KLK5 mRNA ekspresyonu ile yas gruplari, timér dereceleri
ve tumorlerin histolojik tipleri arasinda istatistiksel olarak anlamli bir iligki
olmadigi tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 3). Fakat KLK5 mRNA ekspresyonu
menenjiom grubunun %73.3’Unde glioblastoma grubunun ise %60’inda
tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasinda menenjiom grubunun KLK5
MRNA ekspresyonunun glioblastoma grubuna oranla nispeten daha
yuksek oldugu belirlendi (Sekil 9).

Yine bu bulgulara paralel olarak KLK5 protein ekspresyonu
ile yas gruplari, timor derecesi, tumorlerin histolojik tipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamh bir iliski olmadigi belirlendi (p> 0.05). KLK5
protein ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’Unde glioblastoma
grubunun ise %53.3’Unde tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasinda
menenjiom grubunda KLK5 protein ekspresyonunun glioblastoma grubuna
oranla daha yuksek oldugu belirlendi (Sekil 10). Ayrica glioblastoma
grubunda mRNA ekspresyonu olan bir ornegin protein ekspresyonu

olmadigi belirlendi.

51



Tablo 3. KLK5 mRNA ekspresyonunun yas gruplarn, timor dereceleri ve timorlerin

histolojik tipleri ile iligkisi

Hasta sayisi Hasta sayisi (%) p-degeri
KLK5-negatif KLK5-pozitif
Yas
18-40 yas 4 1 (%25) 3 (%75)
40-60 yas 16 6 (%37.5) 10 (%62.5) 0.861%
> 60 yas 10 3 (%33.3) 7 (%66.7)
TUmor derecesi
| 15 4 (%26.7) 11 (%73.3) 0.699°
v 15 6 (%40) 9 (%60)
Histolojik tip
Menenjiom 15 4 (%26.7) 11 (%73.3) 0.699°
Glioblastoma 15 6 (%40) 9 (%60)

#Pearson ki-kare testi

PYate’s diizeltmeli ki-kare testi
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M 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 NK

A

g 200 bc>
100 be 3

Sekil 9. A. KLK5 PZR urinlerinin jel géruntusi, B. GAPDH PZR urinlerinin jel
gorintisa  (1,2,3,4,5—~ menenjiom grubu, 6,7,8,9,10— glioblastoma grubu,
NK:Negatif kontrol)

35kDa =
A KLK5 >

25kDs =

55kDa—>

B B-Aktin >

35xDa—>

Sekil 10. A. KLK5 Western blot gorintiisii, B. B-Aktin Western blot gorintisi

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

4.2. KLK6 mRNA ve Protein Ekspresyonlarinin

Degerlendirilmesi

KLK6 mRNA ekspresyonu ile yas gruplari, timor dereceleri
ve tumorlerin histolojik tipleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki
olmadigi tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 4). Fakat KLK6 mRNA ekspresyonu
menenjiom grubunun %53.3’'Unde glioblastoma grubunun ise %80’inde
tespit edildi ve bu gruplar arasinda glioblastoma grubunun KLK6 mRNA
ekspresyonunun menenjiom grubuna oranla yuksek oldugu belirlendi
(Sekil 11).
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Yine bu bulgulara paralel olarak KLK6 protein ekspresyonu
ile yas gruplari, tumor dereceleri ve tumorlerin histolojik tipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli  bir iliski olmadigi belirlendi (p>0.05).
Glioblastoma grubunun %60’Inda menenjiom grubunun ise %53.3'Unde
KLK6 protein ekspresyonu tespit edildi. Fakat glioblastoma grubunda
MRNA ekspresyonu gorilen U¢ Ornegin protein ekspresyonu olmadigi
tespit edildi (Sekil 12).

Tablo 4. KLK6 mMRNA ekspresyonunun yas gruplari, timoér dereceleri ve timaorlerin
histolojik tipleri ile iligkisi

Hasta sayisi Hasta sayisi (%) p-degeri
KLK6-negatif KLK6-pozitif
Yas
18-40 yas 4 1 (%25) 3 (%75)
40-60 yas 16 5 (%31.3) 11 (%68.7) 0.837°
> 60 yas 10 4 (%40) 6 (%60)
TUmor derecesi
| 15 7 (%46.7) 8 (%53.3) 0.245°
v 15 3 (%20) 12 (%80)
Histolojik tip
Menenjiom 15 7 (%46.7) 8 (%53.3) 0.245°
Glioblastoma 15 3 (%20) 12 (%80)

#Pearson ki-kare testi

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

Sekil 11. A. KLK6 PZR durunlerinin jel géruntiusiu, B. GAPDH PZR urinlerinin jel
gorintiisi (1,2,3,4—menenjiom grubu, 5,6,7,8— glioblastoma grubu, NK: Negatif
kontrol)

35kDs =
A KLK6=>
25xDa =

55kDa =

B p-Aktin >

35kDa =

Sekil 12. A. KLK6 Western blot gorintiisii, B. B-Aktin Western blot gorintisi
(1,2,3,4—menenjiom grubu, 5,6,7,8— glioblastoma grubu)

4.3. KLK7 mRNA ve Protein Ekspresyonlarinin

Degerlendirilmesi

KLK7 mRNA ekspresyonu ile yas gruplari, timoér dereceleri
ve tumorlerin histolojik tipleri arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iligki
olmadigi tespit edildi (p> 0.05) (Tablo 5). Fakat KLK7 mMRNA ekspresyonu
menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma grubunun ise %60’inda
tespit edildi ve bu histolojik gruplar arasinda menenjiom grubunun KLK7
MRNA ekspresyonunun glioblastoma grubuna oranla nispeten ylksek
oldugu belirlendi (Sekil 13).
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Yine bu bulgulara paralel olarak KLK7 protein ekspresyonu
ile yas gruplari, timor derecesi, tumorlerin histolojik tipleri arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iliski olmadidi tespit edildi (p> 0.05). KLK7
protein ekspresyonu menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma
grubunun  %60°'Inda belirlendi ve KLK7 protein ekspresyonunun
menenjiom grubunda glioblastoma grubuna oranla nispeten yiksek oldugu
tespit edildi (Sekil 14).

Tablo 5. KLK7 mMRNA ekspresyonunun yas gruplari, timoér dereceleri ve timaorlerin

histolojik tipleri ile iligkisi

Hasta sayisi Hasta sayisi (%) p-degeri

KLK7-negatif KLK7-pozitif

Yas
18-40 yas 4 1 (%25) 3 (%75)
40-60 yas 16 7 (%46.7) 9 (%53.3) 0.680%
> 60 yas 10 3 (%30) 7 (%60)

Tumor derecesi

| 15 5 (%33.3) 10 (%66.7) 1°
v 15 6 (%40) 9 (%60)
Histolojik tip
Menenjiom 15 5 (%33.3) 10 (%66.7) 1°
Glioblastoma 15 6 (%40) 9 (%60)

#Pearson ki-kare testi

®Yate’s diizeltmeli ki-kare testi
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A 400 b
300 be > B

B 200 be >
100 bg 3

Sekil 13. A. KLK7 PZR durunlerinin jel géruntiusu, B. GAPDH PZR urinlerinin jel
gorintiisi (1,2,3,4,5—~ menenjiom grubu, 6,7,8,9,10— glioblastoma grubu, NK:

Negatif kontrol)

254Ds =

A KLK7S s s | ———

254Dz =

55kDa =
B B-Aktin=>

35kDs =

Sekil 14. A. KLK7 Western blot goriintiisii, B. B-Aktin Western blot goruntisi (
1,2,3,4— menenjiom grubu, 5,6,7,8— glioblastoma grubu)
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5. TARTISMA

Serin proteazlar kan pihtilagsmasi, blyime ve anjiogenik
faktorlerin  aktivasyonu ve ekstraselliler matriks bilesenlerinin
degredasyonunu igeren biyolojik fonksiyonlara katiimaktadirlar®®?%33,
Kallikreinler serin proteazlarin alt grubudur ve cesitli fizyolojik
fonksiyonlara sabhiptirler. Kallikrein-aracili ekstraselliler proteoliz timor
blyumesinin dizenlenmesi, invazyon, metastaz ve anjiogenezide iceren
kanser gelisiminin bircok asamasinda énemlidir*®*+%**, Doku kallikreinleri
fizyolojik kosullarda birgok dokuda farkh diuzeyde eksprese edilmektedir.
Biriken kanitlar insan doku kallikrein ailesi Uyelerinin malignite ile iligkili

oldugunu belirtilmektedir*.

KLK5 baslica testis, beyin, meme ve epidermiste eksprese
olmaktadir®®%. KLK5 ekspresyon diizeyinin cesitli kanserlerde degistigi
bilinmektedir. Yumurtalik kanserli dokularda yapilan bir ¢alisgmada KLK5
ekspresyon duzeyleri arastiriimis ve KLK5 ekspresyonunun yumurtalik
kanserli dokularda normal dokulara oranla arttigi ve yuksek dereceli
yumurtalik kanserinde dusUk dereceli yumurtalik kanserine oranla daha
fazla eksprese oldugu ve bu durumun koéti prognozun belirteci
olabilecegini belirtilmistir'®.  Yine 6zellikle KLK4 ve KLK5 mRNA’larinin
asiri eksprese olmasinin derece | ve Il yumurtalik kanserinde de kotu

prognozun belirteci olabilecegi diisiinlilmektedir*®?%,

Yousef ve ark. meme kanserli olgularda revers transkriptaz
PCR kullanilarak KLK5 ekspresyonunu arastirdiklari ¢alismalarinda meme
kanseri derece | ve |II'de KLK5 ekspresyonunun daha az, derece lllI'de ise
daha fazla eksprese oldugunu saptamislardir?®®. Avgeris ve ark. ise malign
meme kanseri dokularinda KLK5 ekpresyonunun benign meme kanseri

dokularina oranla anlamli olarak azaldigini belirtmislerdir®’,
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KLK5 testiste cokca eksprese edilmektedir. Testis kanserli
hastalarin kanserli dokularinda c¢evredeki kanserli olmayan dokulara
oranla KLK5 dizeylerinin dusuk oldugu gosterilmigtir. Erken evreye (evre
I) gore gec evrede (Il ve lll) KLK5’in dusuk seviyeleri, KLK5S’in elverigli bir

prognostik belirteg olabilecegini diisiindiirmektedir?®.

Korbakis ve ark. prostat kanserinde KLK5 ekspresyonunu
arastirdiklar1 galismalarinda prostat kanser dokularinda benign prostatik
hiperplazi  dokularina oranla KLKS5 ekpresyonunun azaldidini

belirtmislerdir?*

. Yine baska bir calismada prostat kanser dokulariyla
normal dokular karsilastiriidiginda KLKS ekspresyonunun kanserli
dokularda azaldigi, evre lll ile evre |l karsilastirildiginda ise evre llI'de

KLKS5 ekpresyonunun azaldigi belirtimektedir®*.

Alzheimer hastaliginda KLK5 ekspresyon duzeyi kontrol
grubu ile Alzheimer hasta grubu karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlamli bir fark olmadigi belirtilmistir®**.

Yaptigimiz bu ¢alismada menenjiom grubunun %73.3’Unde
glioblastoma grubunun ise %60’iInda KLK5 mRNA ekspresyonunun oldugu
saptanmistir ve bu histolojik gruplar arasinda KLK5 mRNA
ekspresyonunun menenjiom grubunda glioblastoma grubuna oranla
nispeten daha yuksek oldugunu belirlenmigtir. Benzer sekilde KLK5
protein ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3'Unde glioblastoma

grubunun ise %53.3’Unde tespit edilmigtir.

KLK6 ekspresyonu cesitli malignitelerde farkh olarak
deregille edilmektedir. Bununla birlikte tani, prognoz ve terapotik
muidahale icin  kanser biyobelirteci olarak potasiyel kullanimi

belirtiimektedir®*. iiging olarak KLK6 yumurtalik, kolerektal, mide, akciger,
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pankreatik ya da rahim kanserlerinde artig gosterirken, meme ve prostat
kanserlerinde ise azalmaktadir?**24248 By durum bu genin doku tipine ve
tumor mikrogevresine bagli olarak kanser-ilerletici ya da kanser-engelleyici

aktivite sergiledigini belirtmektedir®*.

Klucky ve ark. KLK6’nin E-kaderin dagiimini etkileyerek yani
hicre-hiicre temasini azaltarak hicre ¢ogalmasini, goég¢linli ve

invazyonunu ilerletigini gdstermislerdir®®.

Magklara ve ark. KLK6’nin
ekstraselluler matriks temel bilegenlerinden fibrinojen ve kollajen tip I'i ve
bazal membran bilesenlerinden kollajen tip IV’U in-vitro kogullarda degrade

edebildigini  gdstermislerdir®.

Baska bir grup ise KLK6’nin timor
parankimasinin laminin ve fibronektinini sindirebildigini belirtmislerdir®?.
Ekstraselluler matriks  bilesenlerinin  pargalanmasinin  hlcrelerin
etkilesimlerini bozabilecedi ve tumoér hucre buyumesine ve malign
transformasyona neden olan hicre ¢odalmasinin  degismis
dizenlenmesiyle iliskili olabilecegi distnulmektedir. Nitekim Nagahara ve
ark. mide kanseri hicre hattinda KLK6 genini in-vitro kosullarda
susturduklarinda tumoér hucre cogalmasinin ve invazivliginin azaldigini

244

goOstermiglerdir®™®. Aksine Pampalakis ve ark. ise meme kanserinde

KLK6'nin epitelyal mezenkimal gegisi inhibe ederek tumaor-koruyucu roli

oldugunu belirtmislerdir®*’.

Kolon kanserinde KLK 6, 8 ve 10’un ekspresyonunun tumorla
dokuda arttigr, KLK 71’in ekspresyonunun ise azaldigini goOsteren
calismalar bulunmaktadir®!. Ogawa ve ark. kolarektal kanserinde real-
time kantitatif revers transkriptaz PCR yoOntemiyle KLK6 ekspresyon
duzeyini olgmugler ve KLK6'nin kanserli dokularda asiri eksprese
oldugunu ve normal dokulara gobre anlamli olarak ylksek duzeyde
bulundugunu géstermislerdir®®®. Yine baska bir calismada da kolorektal
kanser dokulariyla normal kolon dokulari karsilastirildiginda KLK6'nin

kanserli dokularda asiri eksprese oldugu belirtilmistir®™®.
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Liu ve ark. ilerlemis mide kanseri dokulari ile bitisigindeki
kanser olmayan dokular ve mide Ulser dokularini karsilastirildiginda KLK6
duzeyinin kanserli dokuda diger dokulara oranla anlamli olarak yuksek

bulundugunu belirtmislerdir?>?.

Pankreas kanserinde yapilan bazi c¢alismalarda KLK 6’nin
ekspresyonunun normal pankreatik dokuya gére timor dokusunda 5 kat,
KLK 10’un ise 13 kat arttigi belirlenmistir®>*2%3,

Santin ve ark. uterusun ser6z papillar karsinomunda (USPK)
KLK6 dlzeyinin degisimini inceledikleri c¢aligmalarinda USPK’da
endometrioid kanserine oranla KLK6 gen ekpresyonunun anlamh sekilde
arttigini bildirmislerdir.  Ayrica kontrol, bening ve endometrioid kanserli
hastalarin serum ve plazma KLK6 konsantrasyonlari kargilastiriidiginda bu
ug grup arasinda anlaml bir fark saptanmazken, USPK hastalari ve bu ¢
grup karsilastirildiginda ise USPK hastalarinin serum ve plazma KLK6

konsantrasyonlarinin anlaml bir artis gosterdigini saptamislardir®.

KLKG6 kallikreinler arasinda en Umit verici yumurtalik kanser
biyobelirteclerinden biri olarak gérinmektedir. KLK6 ile CA125 ( yumurtalik
kanserinde yaygin olarak kullanilan kanser belirtecidir) kombinasyonu
yalnizca CA125 duyarlihdi ile karsilastinldiginda duyarlihgin %21 arttigi

gosterilmistir®*,

KLK6 birgcok dokuda eksprese edilmesine ragmen beyinde
10120 Apormal  KLK6

ekspresyonunun hormon bagimli kanserler, Parkinson ve Alzheimer gibi

yiksek miktarda eksprese edilmektedir

norodejeneratif hastaliklarda gozlemlendigi belirtiimigtir. Ogawa ve ark.
Alzheimer hastalarinda KLK6 mMRNA dizeylerinin pariyetal kortekste

azaldigini gdzlemlemislerdir.
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Diamandis ve ark. yaptigi calismada ise KLKG6 protein
dizeylerinin frontal kortekste Alzheimer hastalarinda kontrollere oranla
yaklasik olarak iki kat azaldigini saptamislardir**. Halbuki Shimizu-Okabe
ve ark. ise Alzheimer hastalar ile saglikli kontrolleri kiyasladiklarinda

KLK® protein diizeylerinde anlamli bir fark saptamamislardir®**,

Ashby ve ark. Alzheimer ve vaskiler demans hastalarinda
KLK6 mRNA ve protein duzeylerini arastirmislar ve Alzheimer
hastalarinda kontrol grubuna oranla KLK6 mRNA ve protein dizeylerinin
frontal kortekste anlamli dizeyde azaldigini, vaskuler demanslh hastalarda
ise kontrol grubuna oranla frontal kortekste KLK6 mRNA dizeylerinde
anlamh bir fark olmasa da protein duizeylerinde ise anlaml bir artis

oldugunu belirtmislerdir®>.

KLK6’nin demiyelinize multipl sklerozda upregule oldugu ve
bu hastalarin serebrospinal sivilarinda da duzeyinin yuksek oldugu

256,257

gOsterilmigtir KLK6 a-sinntkleini degrade edici enzimdir ve a-

sinnUklenin  aktivitesini azaltarak Parkinson hastaliginin gelisimine

katilabilecegi belirtilmistir®®,

Strojnik ve ark. primer beyin timoérlerinde KLK6 dlzeylerini
incelemigler ve 11 tane benign ve 40 tane malign tumor olmak Uzere
toplamda 51 primer beyin tiumér dokusu ile vyaptiklari g¢alismada
immuanohistokimyasal (IHC) analiz sonucunda KLK6’nin tim timorlerin
%72.5unda eksprese oldugu, benign timdrlerde malign timdrlere oranla
yuksek duzeyde bulundugu saptanmistir. Real-time PCR ile yapilan KLK6
ekspresyon analizinde ise malign tiumorlerden yalnizca bir glioblastoma
orneginde benign tumorlere nazaran yuksek KLK6 ekspresyonu
saptanmis fakat genel duruma bakildiginda ise malign tumodrlerde

KLK6'nin azaldigini belirtmislerdir®®.
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Yukaridaki bulgularin aksine Talieri ve ark. benign ve malign
cesitli histolojik tiplerde toplam 73 beyin timoér dokusu ve iki farkli
glioblastoma ve bir noroblastoma hucre hattinda yaptiklari ¢aligmada
revers transkriptaz PCR ve kantitatif real-time PCR ile KLK6 mRNA
dizeylerini arastirmislardir. KLK6 mRNA ekspresyonunun timoér derecesi,
malignite statlsu (dlUsuk ya da yuksek) ve tumodrlerin histolojik tipi ile
iliskisinin istatistiksel olarak anlamli bulundugu belirtiimistir. Glioblastoma
(%70,6) gibi yiksek maligniteli timorlerde menenjiom (%12,5) gibi dusuk
maligniteli timaorlere oranla KLK6 mRNA dlzeylerinin daha yiksek oldugu
belirtiimigtir.  Yine sadece noéroblastoma hicre hattinda KLKG6
ekspresyonunun pozitif oldugunu ve diger iki glioblastoma hicre hattinda

ise KLK6 mRNA ekspresyonunun olmadigini saptamislardir®®.

Bu ¢alismamizda Talieri ve ark.’nin bulgularina paralel olarak
KLK6 mRNA ekspresyonunu menenjiom grubunun %53.3’Unde
glioblastoma grubunun ise %80’inde tespit edilmistir ve bu gruplar
arasinda glioblastoma grubunun KLK6 mMRNA ekspresyon sikliginin
menenjiom grubuna oranla yuksek oldugu belirlenmistir. Glioblastoma
grubunun %60’Inda menenjiom grubunun ise %53.3’Unde KLKG6 protein
ekspresyonu saptanmistir. Fakat glioblastoma grubunda mRNA
ekspresyonu gorilen Ug¢ 6rnedin protein ekspresyonu olmadigi tespit

edilmistir.

KLK7 basglica deride eksprese edilmesine ragmen bdbrek,
merkezi sinir sistemi, meme ve tukuruk bezleri gibi ¢esitli dokularda da

eksprese edilmektedir®®.

Yousef ve ark. KLK7 ekspresyonunun steroid hormonlarla
duzenlendigini  belirtmislerdir. KLK7  steroid hormon bagimsiz

malignitelerde (pankreatik, kolon ve akciger kanseri gibi) farkl eksprese
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edilebilmektedir. Bu sonuglar bu gen icin aydinlatiimasi gereken alternatif

bir diizenlenme mekanizmasi olabilecegini diislindiirmektedir®®*.

KLK7 doku protein duzeyi yumurtalik kanserinde normale
oranla yuksek bulunmustur. Ekspresyon duzeyleri ile kanser evreleri
arasinda korelasyon oldugu ve KLK7 protein duzeyinin evre Ill ve IV'de
yuksek oldugu bildirilmigtir. Bununla birlikte KLK7 ekspresyonu yumurtalik
kanseri icin prognostik onem tasimamakta ve sag kalim, tUumor derecesi
ya da hastalik evresi ile glicli bir korelasyon gdstermemektedir?®?. Baska
bir calismada ise yine KLK7 ekspresyon dizeyinin yumurtalik kanserinde

derece II'de anlamli olarak arttigi belirtilmistir®®3.

Inoue ve ark. kolorektal kanseri dokularinda ve onlarin
cevresindeki kanser olmayan dokularda ve 9 farkli kolon kanseri hlcre
hattinda real-time PCR ile KLK7 mRNA ekspresyonunu incelemigler ve
kanserli dokularda kanser olmayan dokulara gore KLK7 ekspresyon
dizeyinin daha ylksek oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica 9 kolorektal
kanser hucre hattinin 6’sinda KLK7 ekspresyonunun oldugu

belirtilmistir®*.

Pankreas kanseri Uzerine yapilan bir ¢alismada ise KLK7
MmRNA ve protein duzeyleri arastirlmis ve pankreas duktal
adenokarsinoma dokularinda normal dokulara oranla KLK7 mRNA ve
protein duzeylerinde artis saptandigdi ve KLK7’nin E-kadherin dagilimini

etkileyerek pankreatik kanser hiicre invazyonunu arttirdigi belirtilmistir®®®.

Xuan ve ark. prostat kanserinde yaptiklari galismada prostat
kanser dokularinda normal dokulara ve benign prostat kanser dokularina

oranla KLK7 mRNA ve protein diizeylerinin azaldigini tespit etmislerdir?®°.
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Talieri ve ark. meme kanserli hastalarda KLK7 mRNA
ekspresyon duzeylerini arastirmiglar ve meme kanserinin dusuk
evrelerinde (I ve Il) KLK7 mRNA ekspresyonunun anlamli olarak azaldigini
ve bu dérneklerde progestron reseptorlerinin pozitif oldugunu, evre lllI'de ise

KLK7’nin mRNA diizeylerini arttigini belirtmislerdir®®°.

KLK7'nin ekpresyon duzeyleri Alzheimer hastaliginda
arastirlmis ve Alzheimer dokulari ile normal dokular kargilastirildiginda

KLK?7 diizeyleri arasinda anlamli bir fark saptanmadi§i belirtilmistir?**.

Prezas ve ark. benign ve malign gesitli histolojik tiplerdeki 73
beyin timor dokusu ve iki glioblastoma ve bir néroblastoma hucre hattinda
yaptiklari calismada revers transkriptaz PCR ile KLK7 ve KLKS8
ekspresyonunu incelemigler ve KLK7 ve KLK8 mRNA ekspresyonu ile
tumor dereceleri, malignite statlleri (dusik ya da yuUksek) arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir iligki olmadigini saptamislardir. Menenjiom
ve glioblastoma gruplarinin  %50’sinde KLK7 ekspresyonu tespit
etmiglerdir. KLK7 ve KLK8'in noroblastoma hucre hattinda eksprese
oldugunu fakat iki glioblastoma hidcre hattinda eksprese olmadigini

belirtmislerdir?®..

Bu calismamizda menenjiom grubunun %66.7’sinde
glioblastoma grubunun ise %60’Inda KLK7 mRNA ekspresyonu tespit
edilmistir. Benzer sekilde KLK7 protein ekspresyonu menenjiom grubunun

%66.7’sinde glioblastoma grubunun %60’inda belirlenmistir.
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Merkezi sinir sistemi tumorlerinde doku kallikreinleri ile iligkili
az sayida calisma yapiimig olmasi nedeniyle bu kallikreinlerin beyin
tumorlerindeki patofizyolojik rolleri henlz tam olarak
tanimlanamamaktadir. Bundan dolayr bu konuyla iliskili daha fazla

calismaya ihtiya¢ duyulmaktadir.

66



6. SONUC

Kanserde kallikreinleri mRNA ve protein ekspresyonlarinin
bozuldugu bilinmektedir. Bundan dolayi kallikreinlerin kanser belirteci ya
da terapoétik kullanimlarinin olabilecegi dusunulmektedir. Bu konu Gzerine
¢ok sayida arastirma yapilmaktadir. Prostat kanserinde belirte¢ olarak

kullanilan KLK3 (PSA) bu duruma bir érnek olusturmaktadir.

Bu calismada menenjiom ve glioblastoma beyin timaorlerinde
kallikrein 5, 6 ve 7 (KLK5, KLK6 ve KLK7) mRNA ve protein

ekspresyonlari aragtirildi.

KLK5 mRNA ve protein ekspresyonlari sirasiyla menenjiom
grubunda %73.3 ve %73.3, glioblastoma grubunda %60 ve %53.3 olarak,
KLK6 mRNA ve protein ekspresyonlari sirasiyla menenjiom grubunda
%53.3 ve %53.3, glioblastoma grubunda %80 ve %60 olarak, KLK7
MRNA ve protein ekspresyonlari sirasiyla menenjiom grubunda %66.7 ve

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

Sonug olarak tum veriler goéz 6nune alindidinda menenjiom
grubunda KLK5 ve KLK7 mRNA ve proteinlerinin, glioblastoma grubunda
ise KLK6 mRNA ve proteinlerinin daha siklikla eksprese oldugunu

soylemek olasidir.
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7. OZET

Kallikreinlerin Beyin Tumdrlerinin Prognozunda Yeni

Belirtec olarak Arastiriimasi

Kallikreinler serin proteaz enzim ailesinin bir alt grubudur.
Insan doku Kallikrein ailesi 15 gen igerir ve bunlar 19. kromozomda
(19913.4) bulunur. Birgok calismada insan kallikrein ailesinin kanserle
iligkili olabilecegi ve cesitli malignitelerde farkli dizeylerde eksprese
olduklari belirtiimistir. Bu c¢alismada menenjiom ve glioblastoma beyin
tumorlerinde kallikrein 5, 6 ve 7 (KLK5, KLK6 ve KLK7) mRNA ve protein

ekspresyonlarinin belirlenmesi amacglandi.

Menenjiom (n=15) ve glioblastoma (n=15) beyin timdorlerinde
KLK5, KLK6 ve KLK7 genlerinin revers transkriptaz polimeraz zincir
reaksiyonu (RT-PZR) ile mRNA ve western blot yontemi ile protein

ekspresyonlari belirlendi.

KLK5 mRNA ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’Unde
glioblastoma grubunun %60’inda, KLK6 mRNA ekspresyonu menenjiom
grubunun %53.3’Unde glioblastoma grubunun %80’inde, KLK7 mRNA
ekspresyonu menenjiom grubunun %66.7’sinde glioblastoma grubunun
%60’ Inda tespit edildi. Bu bulgulara paralel olarak KLK5 protein
ekspresyonu menenjiom grubunun %73.3’Unde glioblastoma grubunun
%53.3’Unde, KLK6 protein ekspresyonu menenjiom grubunun %53.3’Unde
glioblastoma grubunun %60’inda, KLK7 protein ekspresyonu menenjiom

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

Sonug olarak tim veriler géz dnune alindiginda menenjiom

grubunda KLK5 ve KLK7 mRNA ve proteinlerinin, glioblastoma grubunda
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ise KLK6 mRNA ve proteinlerinin daha siklikla eksprese oldugunu

soylemek olasidir.

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 (19913.4) 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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Prof. Dr. K. Gonca Akbulut’a;

Tez caligmalarim sirasinda her zaman yanimda olan ve
desteklerini esirgemeyen degerli dostlarim Yasemin ISIK KOC’a ve Nevin
BELDER’e;

Doktora egitimim boyunca sagladigi burstan dolay! Turkiye

Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumuna (TUBITAK);

Hayatim boyunca bana destek olan sevgi ve ilgilerini benden

hicbir zaman esirgemeyen degerli aileme sonsuz tesekkurlerimi sunarim.
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11. OZGECMIS

Adi: Gamze

Soyadi: Turna

Dogum yeri ve tarihi: Ankara/ 1981
Egitimi:

2008-halen: Gazi Universitesi Saglik Bilimleri Enstitlisti  Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Doktora Egitimi

2006-2008: Gazi Universitesi Saghk Bilimleri Enstitlisi  Tibbi
Biyokimya Anabilim Dali Yuksek Lisans Egitimi

2005-2006: Ankara Universitesi Egitim Bilimleri Enstitisi Ortadgtetim

Alan Ogretmenligi Tezsiz Yiksek Lisans Egitimi
2000-2004: Ankara Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolimii
Yabanc dili: ingilizce

Bilimsel etkinlikler: Turkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma
Kurumu (TUBITAK) Yurt ici Yiiksek Lisans Bursu

Tirkiye Bilimsel ve Teknolojik Arastirma Kurumu (TUBITAK) Yurt igi
Doktora Bursu
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