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Oz

Kallikrein releated peptidaz (KLK) gen ailesi, insan genomundaki en buytk proteaz geni kiimesi tarafindan kodlanmaktadir ve
yiiksek oranda korunmus 15 serin proteazdan olusur. Bu ailenin doku kallikrein ve kallikrein ile iligkili peptidazlarin en ¢ok bilinen
ve biyobelirte¢ olarak kullanilan Gyesi prostata spesifik antijen (PSA- KLK3)dir. Biyobelirteg olarak kullanilan diger tyeleri ise, insan
glandiiler kallikrein 2 (KLK2) ve KLK4 (KLK-L1,PRSS17, AI2A1, ARM1, EMSP, EMSP1, PSTS TMPRSS2 ve prostaz) dir. PSA
ve diger KLK’lar arasindaki yapisal benzerlik g6z 6niine alindiginda, ailenin kalan tyelerinin kanser biyobelirtegleri olarak potansiyel
rolii son yillarda goke¢a aragtirilmaktadir. Caligmamizda PC-3/LNCaP (insan prostat karsinomu), HEP3B (insan hepatoseliiler
karsinomu), HT-29/SW480 (insan kolon karsinomu), ve HUVEC (insan umblikal ven endotel hiicresi) hiicre hatlarinda KLLK4’in
ifadesi mRINA ve protein diizeyinde ¢aligilmigtir. Caligilan tiim hiicre hatlarinda ifadesinin oldugu, yine literatiirle tutarh olarak androjen
bagimli prostat kanserlerinde ise ifadesinin yiiksek oldugu tespit edilmistir. Ayrica farkli evrelerde olan kolon kanseri hiicre hatlarinda,
kanser ilerleyisi ile iligkili olarak KLLK4 ifadesinin HT-29 hiicrelerinde SW480 hiicrelerine kiyasla yliksek bulunmusgtur. Caligmamiz

sonuglarinin KLLK4 regiilasyonunu hedefleyen kanser ¢alismalari i¢in hiicre se¢iminde yonlendirici olacag: distintilmektedir.

Anahtar Kelimeler: Hepatoseliiler karsinom, Insan umblikal ven endotel hiicresi, KLK4, Kolon kanseri, Prostat kanseri

Abstract

The highly conserved Kallikrein-related peptidase (KLK) gene family, encoded by the largest set of protease genes in the human
genome, consists of 15 serine proteases. Prostate-specific antigen (PSA-KLK3) is the most well-known and biomarker member of
tissue kallikrein and kallikrein-related peptidases. Others are human glandular kallikrein 2 (KLK2) and KLK4 (KLK-L1, PRSS17,
AI2A1, ARM1, EMSP, EMSP1, PSTS TMPRSS2 and prostasis). Given the structural similarity between PSA and other KLKs,
the potential role of remaining family members as cancer biomarkers has been extensively investigated in recent years. In our study,
the expression of KLK4 in PC-3/LNCaP (human prostate carcinoma), HEP3B (human hepatocellular carcinoma), HT-29/SW480
(human colon carcinoma),and HUVEC (human umbilical vein endothelial cell) cell lines was studied at the mRINA and protein level.
KLK4 mRNA and protein expression were found in all studied cell lines and its expression is high in androgen-dependent prostate
cancers (LNCaP), which is also consistent with the literature. In addition, a high level of KLK4 expression was found in HT-29 cells
than SW480 cells which are different stages of colon carcinoma cell lines, and this high-level expression is correlated with cancer

progression. It is thought that the results of our study will be guided in the selection of cells for cancer studies targeting the regulation
of KLK4.
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1. Girig
Kallikreinler,
kininojenlerden vazoaktif peptit (lys) bradikinin tretme

ilk olarak kininojenaz aktiviteleri ve
yetenekleri ile tanimlanan serin proteazlarin bir alt grubudur.
Kallikrein ilk olarak pankreas oziitlerinde tanimlanmugtir
(Kraut vd. 1930, Werle E. 1934). Yapilan caligmalarla
karacigerden tiiretilen bir plazma kallikreini ve birkag
dokunun lokal doku ortaminda aktif olan glandiler veya

doku kallikreini belirlenmistir (Clements vd. 2004).

Insan genomundaki en biiyiik proteaz geni kiimesi tarafindan
kodlanan, yiiksek oranda korunmus KLK gen ailesi 15
serin proteazdan olugmaktadir (Clements vd. 2001, Tefekli
2012, Emami ve Diamandis 2008, Korkmaz vd. 2004, Xi
vd. 2004). Tiim bu genler, 19q13.4 kromozomu tzerindeki
insan KLLK lokusunda kiimelenmistir (Kontos ve Scorilas
2012, Diamandis vd. 2000, Lundwalla ve Brattsandb
2008). Cesitli tirlerde bugtine kadar tanimlanan tim doku
kallikrein genlerinin ortak ozellikleri, bes ekzonun benzer
bir genomik organizasyonu, serin proteaz katalitik aktivitesi
i¢in korunmusg bir amino asit rezidist ve birinci ekzonda
kodlanmus bir sinyal peptid dizisini igermeleridir (Korkmaz
2004).

Normal ve neoplastik prostat dokulari tzerinde yapilan
calismalarda, prostata spesifik antijen KLLK3 (PSA olarak
da bilinir), glandiler kallikrein 2 (KLK2), TMPRSS2 ve
prostaz/ KLK4 (diger isimleri: PRSS17/EMSP1) yuksek
oranda ifade olduklar: ve androjenik hormonlar tarafindan
duzenlendigi gosterilmistir (Matsumura vd. 2005).

Kallikrein ile ilgili peptidaz 4 (KLK4), androjenler
tarafindan dizenlenen ve ekspresyonu prostat icin olduk¢a
spesifik olan ve prostat kanseri kemik metastazlarinda bol
miktarda bulunan serin proteazdir (Xi vd. 2004, Fuhrman-
Luck vd. 2016). KLK4; KLLK-L.1, PRSS17, AI2A1, ARM]1,
EMSP, EMSP1, PSTS olarak da bilinir (Obiezu vd. 2001).
254 amino asitten olusan 4.38 kb genomik DNA’y1 kapsar.
5 ekzon ve 4 introndan olusur. Bir salgilama sinyaline (pre-)
peptit (26 amino asit), ardindan bir aktivasyon (pro-) peptit
(4 amino asit) ve 1 potansiyel N-bagl glikosilasyon yerine
sahip olgun zincir (224 amino asit) bulunur. His71, Asp116,
Ser207 (Met = 1% gore ve ekson 1’ de ATG1 tarafindan
kodlanan) katalitik tglisii korunur ve proteolitik aktivite
icin gereklidir. Bir KLLK4 tam uzunlukta protein olarak
sentezlendikten sonra, sinyal peptidi yarilir ve pro-KLK4
(zimogen) daha sonra hiicreden salgilanir. Aktivasyon
uzerine, olgun aktif enzimi tretmek i¢in propeptit

uzaklagtirilir. KLLK4 geni orijinal olarak PRSS17 geni olarak
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adlandirilmigtir ve EMPS1 (Enamel matrix serine protease
1) proteinini kodlayan dejenere primerler kullanilarak
domuzda gelismekte olan dis emaye epitel hiicrelerinden
klonlanmigtir (Lai vd. 2009).

RT-PCR deneyleri ile yapilan ¢aligmalar sonucunda meme,
yumurtalik, endometriyum, tiikriik bezi, akciger, adrenal
bez, kolon, trakea da KLK4’ in ifade oldugu gosterilmistir.
Northern blot analizi ile insan dokularindaki daha sonraki
caligmalar, KLK4 mRNA ekspresyonunun prostata agirlikli
olarak lokalize oldugunu géstermistir; beyin, testis, omurilik,
tiroid, deri ve bobrek de diisik ile orta seviyelerde KLK4
mRNA’ y1 ifade ettigi gosterilmigtir. KLK4 mRNA, in situ
hibridizasyon deneyleriyle yag bezlerinde, ter bezlerinde,
kil folikilleri, stratum bazale, stratum spinosum ve stratum
graniilosumda da tespit edilmistir. (Dong vd. 2001, Majum-
dar ve Diamendis 1999, Lai 2009, Wang, 2018). Yapilan bir
caligmada, KLLK4 ekspresyonunun, prostat kanseri kaynakl
LNCaP hiicre hattinda androjenler tarafindan yukar: regiile
edildigi ve meme karsinomas: hiicre hatti BT-474 te hem
androjenler hem de progestinler tarafindan yukari regiile
edildigi gosterilmistir (Obiezu vd. 2001). KLK4, prostat
kanseri hucrelerinin ¢ogalmasinin desteklenmesinde ve ge-
nel olarak, siklin B1 ve E2F1 gibi hticre dongusi ile ilgili
genlerin dizenlenmesi yoluyla malign fenotip degisiklikle-
rinde egsiz bir role sahip oldugu gosterilmistir. (Avgaris vd.

2012).
PSA ve diger KLK’lar arasindaki yapisal benzerlik g6z 6ntine

alindiginda, ailenin kalan tyelerinin kanser biyobelirtecleri
olarak potansiyel roli son yillarda ¢ok¢a arastirilmistir.
Yakin tarihli aragtirmalar, KLK2 ve KLK4 dahil diger
KLK’ larin testislerde dretildigini ve dolaysiyla testis
kanseri i¢in biyolojik belirte¢ olarak potansiyel olabilecegini
onermektedir. Biyolojik belirte¢ olarak kullanimlarinin
disinda, kanser patogenezinde bir dizi kritik islevsel roliniin
tespiti KLK’ larin terapotik hedefler olarak potansiyel
kullanimlarini ortaya ¢ikarmistir (Emami ve Diamandis
2008, Kontos ve Scorilas 2012, Kryza vd. 2017). KLK4
tin regiilasyonunu hedefleyen kanser ¢aligmalari icin hiicre
secimi olduk¢a 6nemlidir. Literatiir incelendiginde LNCap,
PC-3, DU145 prostat kanseri hucrelerinde (Klokk vd.
2007), HT-29 kolon kanseri hiicrelerinde (Gratio vd. 2010),
meme karsinomas: hiicre hatt1 BT-474, (Obiezu vd. 2001),
ameloblast benzeri hiicreler (LLS8) (Liv d. 2022), diginda bir
caligma bulunmamaktadir. Bu kapsamda c¢alismamizda, bu
zamana kadar genellikle dokular Gzerindeki ifadesine bakilan
KLK4’ tin, farkh prostat karsinom hicre hatlarinda (PC-3/
LNCaP), hepatoseliiler kanser hiicre hattinda (HEP3B),
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farkli kolon karsinom hiicre hattlarinda (HT-29/SW480)
ve normal hiicre hatt1 olan HUVEC (insan umblikal ven
endotel hiicresi) hiicre hattindaki ifadesi belirlenmistir.

2. Gereg ve Yontem
2.1. Hiicre Kiultiiri

Calismamizda PC-3/LNCaP (insan prostat karsinomu),
HEP3B (insan hepatoseliler karsinomu), HT-29/SW480
(insan kolon karsinomu), ve HUVEC (insan umblikal
ven endotel hiicresi) hiicre hatlart kullanilmisti. PC-3
ve LNCaP hiicreleri Ege Universitesi Biyomiihendislik
Bolimiinden Prof. Dr. Kemal Sami Korkmaz’ dan; HEP3B
hiicreleri Cardiff Universitesinden Dr. Dipak P. Ramji’
den, HT-29 hiicreleri Canakkale 18 Mart Universitesi
Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliminden Dog. Dr.
Tugba Boyuegmez’ den; SWA480 hiicreleri Orta Dogu
Teknik Universitesi Biyolojik Bilimler Boliminden Prof.
Dr. Sreperna Banerjee’ nden; HUVEC hiicreleri Uludag
Universitesi Tip Fakiiltesi Temel Bilimler Bélimiinden Prof.
Dr. Berrin Tunca’ dan temin edilmistir. Hiicre kiltirleri,
PC-3 hiicre hattt DMEMF12 Mix (EuroClone), LNCaP
hiicre hattt RPMI 1640 (EuroClone), HEP3B/HT-29/
SW480 ve HUVEC hicre hattt DMEM high glukoz
(EuroClone) medyumunda 2mM L-Glutamin ve %10 FCS
iceren 1X antibiyotik-antimikotik (EuroClone) besiyerinde,
%5 CO, igeren nemli atmosferde 37 °C de gergeklestirildi.

2.2. Canli Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayim1

Stspansiyon hale getirilen hiicrelerden hiicre sayimi
yapmak i¢in ve hiicre canlilifinin belirlenmesi amaciyla,
hiicreler tripan mavisi ile boyandi. Boyanan hiicrelerin
mililitresindeki sayisin1 bulabilmek i¢in tizerinde 25 kiigiik
kare bulunan, 1 mm? alan igeren ve 0.1 mm derinlige sahip
olan hemositometre lami kullanildi. Flasklardan Tripsin-
EDTA kullanilarak kaldirilan hucreler, ¢oktirme iglemi
icin 1000 rpmde santrifij yapildi. Santrifijden alinan
hiicrelerin stipernatant kismi dokiilerek, hiicre pelleti FCS
iceren medyumda ¢oziildi. Ayri bir ependorfa stispansiyon
hale getirilen hiicrelerden ve tripan mavisinden esit hacimde
konularak, bu karigim 3 dakika inkibe edildi. Ardindan
oli ve canlt hicreleri ayirt etmek icin bu karigimdan 10pl
hemositometre lamina aktarilarak sayim yapildi. Olii hiicreler
tripan mavisi ile mavi renge boyanirken canlt hiicreler mavi
renge boyanmadi. Mavi renge boyanmayan canli hiicreler
sayild1 ve boylelikle hiicre stispansiyonun mililitresindeki
canli hicre sayist hesaplandi (Turkoglu vd. 2019).
Calismamizda kullanilan PC-3/LNCaP (insan prostat
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karsinomu), HEP3B (insan hepatoseliiler karsinomu), HT-
29/SW480 (insan kolon karsinomu), ve HUVEC (insan
umblikal ven endotel hiicresi) hiicre hatlar1 25 cm? flasklara,
hem RNA hem de protein deneyi i¢in 2x10° olarak ayr1 ayri
ekildi. 24 saat sonunda hiicreler tripsinizasyon yontemi ile
flasklardan kazinarak RNA pelletleri -80 °C ye kaldirilds.
Yine 24 saat sonunda RIPA Buffer ile flasklardan hiicreler
bir kaziyict spatiil ile kazinarak protein izolasyonu yapildi ve

-80 °C ye kaldirilds.

2.3. Hiicre Pelletlerinden RNA Izolasyonu ve cDNA
Eldesi

PC-3/LNCaP (insan prostat karsinomu), HEP3B (insan
hepatoseliler karsinomu), HT-29/SW480 (insan kolon
karsinomu), ve¢. HUVEC (insan umblikal ven endotel
hiicresi) hiicre hatlarinda KLLK4 geninin mRNA ifadesini
belirlemek amaciyla RNA izolasyonu i¢in -80 °C’ den
cikarilan pelletlerden RNA izolasyonu gergeklestirildi.
Thermo Scientific-Gene]ET RNA purification kiti ile
RNA izolasyonu yapildi. RNA larin saflik ve miktar tayini
i¢in spektrofotometre 260 nm ve 280 nm’ de absorbanslar:
olgtldi. Elde edilen RNA’ lardan 1pg RNA olacak sekilde
alinmas: gereken miktar hesaplandi. RevertAid RT Reverse
Transcription Kiti (Thermo Scientific) kullanilarak cDNA
sentezi gerceklestirildi. Bunun i¢in 6ncelikle her bir tipe 1pg
RNA, konuldu ve tzerlerine Oligo dT” den 1pl eklenerek
dH, O ile 12.5ul hacime tamamlandi. PZR cihazina konulan
ornekler 65 °C’ de 5 dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon
sonunda her bir tiipe, 4pl Buffer RT, 2ul dNTP, 1l Revers
Transkriptaz enzimi ve 0.5ul Ribolock Inhibitériinden
olugan karigimdan 7.5ul paylastirildi. Son hacimi 20 pl olan
tiipler PZR cihazinda 42 °C de 1 saat ve 72 °C 10 dakikalik
inkiibasyona birakildi. Internal kontrol olarak kullanilan
insan B2 primerleri ile Polimeraz zincir reaksiyonu yapilarak
cDNA' lar kontrol edildi. Ardindan agaroz jel elektroforezi
yapilarak cDNA’lar goriintilendi.

2.4. Ger¢cek Zamanli PZR (Real Time PCR)

KLK4 mRNA ifadesinin belirlenebilmesi amaciyla elde
edilen cDNA’ lardan 1pl hacimde (1pg), ileri (forward) ve
geri (reverse) primerlerinden 0.5 er pl (100 ng/pl), 6.25ul
RealQ_Plus 2x Master Mix Green (Ampliqon) ve 4.25pl
dH,O kullanilarak 12.5p] son hacime tamamlanarak
PZR gerceklestirildi. Gergek zamanli Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR) i¢in Light Cycler 485 (Roche Diagnostic)
cihazi kullanildi. Buttin cDNA lar 3 tekrarli olarak ¢aligildi
ve elde edilen Ct degerlerinin ortalamalar1 alindi. KLK4
ekspresyon primerleri i¢in NM_004917.5/NP_004908.4
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Cizelge 1. Ekspresyon ¢aligmasinda kullanilan primerler.

KLK4

Accession Uriin ~ Baglanma
Forward [0t Number Biyiiklugiic  Sicaklig:
5-CACTGGTCATGGAAAACGA- |5-ATGAGGTCGTTAGCGAG-| NM_004917 214b 5500
ATT-3 CAAG-3 XM_001134318 p

Hp2 (Insan p2 Mikroglobulinin)

Accession Uriin Baglanma
Forward s Number Biiyiikligii  Sicaklig:
;53 TTTCTGGCCTGGAGGCTATC | 5 CATGT%X&%%T‘;)CCCACT— NM_004048 314 bp s50C

kodlu dizi tizerinden 2. ve 3. ekzon arasindan biyoinformatik
olarak primerler dizayn edildi. KLLK4 ekspresyon primerleri
ve kontrol genimiz olan Human-B-2 mikroglobilin (Hp2)
genine ait primerler (Cizelge 1) i¢in baglanma sicakligi 55
C olarak belirlendi.

2.5. Gergek Zamanli PZR Sonuglarinin
Degerlendirilmesi ve Istatistiksel Analizler

Gergek zamanli PZR sonuglarindan elde edilen sonuglar
Livak metoduna goére degerlendirildi (Livak ve Schmittgen
2001). KLK4 mRNA seviyesini belirlemek i¢in yapilan
gercek zamanli PZR sonucunda elde edilen KLK4 Ct
degerleri, internal kontrol gen olarak kullanilan insan beta
2 Mikroglobulinin (HB2) Ct ortalamasindan ¢ikartilarak
normalize edildi. Caligma sonuglari melting curve analizi
ile dogrulandi. Sonuglar Oneway Anova ile degerlendirildi.
Veriler istatistiksel olarak p<0,05 oldugunda anlamli olarak
kabul edildi.

2.6. Western Blot

25 cm?flasklara, 2x10° olarak ekilen hiicrelerden 24 saat so-
nunda KLLK4 geninin protein ifadesini belirlemek amaciyla,
RIPA Bufter ile protein izolasyonu gergeklestirildi. Her bir
hiicre hattina ait proteinden 35pg kullanilarak %10’ luk po-
liakrilamid jele yiiklendi ve PVDF membrana (Millipore)
transfer ile aktarildi. Membranda spesifik olmayan baglan-
may1 6nlemek icin %0,1 (v/v) Tween20 ve %5 (w/v) yagsiz
st tozu igeren 1X Tris salin tamponu (TBS) icerisinde 1
saat bloke edildi. Ardindan Tween20 iceren 1X TBS tam-
ponu ile 3 kez yikandi. Yikama isleminden sonra primer an-
tikor olan KILLK4 (jnvitrogen, PA5-72768) antikoru ile bir
gece +4 °C de muamele edildi. Ertesi giin 1X TBS tamponu
ile 3 kez yikama yapild: ve sekonder antikor (HRP-konjuge
anti-rabit) ile 1.5 saat muamele edildi. Tekrar 3 kez yikamas:
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yapilan membran Pierce ECL (Western Blotting Substra-
te-Thermo) substratiyla muamele edilerek, Fusion FX VIL-
BER LOURMAT cihazinda gorintilendi. KLLK4 protein
miktar1, B-Aktin proteini miktari ile normallegtirildi.

3. Sonuglar

3.1. KLK#4 iin SW480, HT-29, HEP3B, HUVEC, PC-3
ve LNCaP Hiicre Hatlarindaki mRNA ifadesi

2x10° olacak sekilde ekim yapilan hiicrelerden 24 saat so-
nunda flasklardan kaldirilarak RNA izolasyonlar1 gercek-
lestirildi. Bu RNA’ lardan 1pg kullanilarak Reverse trans-
kriptaz polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) ile cDNA
sentezi yapildi. Internal kontrol gen olarak kullanilan insan
B2 Mikroglobulin ile PZR yapilarak cDNA’ larin kontroli
saglandi. PZR sonuglar elektroforez jele yiklenerek gortin-
tulendi (Sekil 1). KLK4 geninin farkli hiicre hatlari olan
PC-3/LNCaP (insan prostat karsinomu), HEP3B (insan
hepatoseliiler karsinomu), HT-29/SW480 (insan kolon
karsinomu), ve HUVEC (insan umblikal ven endotel hiic-
resi) hiicrelerinde mRNA ifadesini belirleyebilmek ama-
cryla spesifik KLK4 ve HB2 primerleri kullanilarak gergek
zamanli PZR gerceklestirildi. Yapilan analizlere gore (Sekil
2) KLK4 {in tiim hticre hatlarinda ifadesi bulunurken en
¢ok androjen bagimli prostat kanseri hiicresi olan LNCaP
hiicresinde, en az ise kolon kanseri hicresi olan SW480 de

mRNA ifadesinin oldugu gorulda.

3.2. KLK4’ iin SW480, HT-29, HEP3B, HUVEC, PC-3
ve LNCaP Hiicre Hatlarindaki Protein Ifadesi

25 cm? flasklara, 2x10° olacak sekilde ekim yapilan
hiicrelerden 24 saat sonunda flasklardan Ripa Buffer ile
kazinarak elde edilen protein miktarlar1 Bradford yontemiyle

belirlendi. Poliakrilamid jele her bir protein 35pg yliklenerek

Karaelmas Fen Miih. Derg., 2022; 12(2):207-215
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Sekil 1. Farkli hiicre hatlarindan yapilan ¢cDNAllarin HB2
PZR elektroforez jel gortuntisi (1:100b¢ marker, 2: SW480
kolon kanseri hiicre hatti, 3: HT-29 kolon kanseri hiicre hatti,
4: HEP3B hepatoseliler kanseri hiicre hatti, 5: HUVEC
umblikal ven endotel hiicresi, 6: PC-3 prostat kanseri hicre

hatti, 7: LNCaP prostat kanseri hiicre hatti, 8: 100bg marker).

10— KLK4
1_
<
2 041-
€
0.01-
0.001-
O O Q.0 M R
S TES TS
Hiicre Hatlan

Sekil 2. Farkli hiicre hatlarinda KLK4 mRNA ifadesi (SW480
kolon kanseri hiicre hatti, HT-29 kolon kanseri hiicre hatti,
HEP3B hepatoseliiler kanseri hiicre hatti, HUVEC umblikal
ven endotel hicresi, PC-3 prostat kanseri hicre hatti, LNCaP
prostat kanseri hiicre hattr).

90V da yuritildd. Yirttilen jellerdeki proteinler membrana
transfer islemi ile aktarildi. Islem sonunda membranda
spesifik olmayan baglanmay: 6nlemek i¢in yagsiz sit tozu
ve Tween20 igeren 1X TBS ile 1 saat bloke edildi. Ardindan
KLK4 primer antikoru ile bir gece +4 °C de muamele
edildi. Ertesi gin 1X'TBS tamponu ile 3 kez yitkama igleme
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Sekil 3. Farkli hiicre hatlarinda KLK4’ Gn protein ifadesi
(SW480 kolon kanseri hticre hatti, HT-29 kolon kanseri hiicre
hatti, HEP3B hepatoseliler kanseri hticre hatti, HUVEC
umblikal ven endotel hiicresi, PC-3 prostat kanseri hiicre hatt,

LNCaP prostat kanseri hiicre hatti).

yapildiktan sonra sekonder antikor (HRP-konjuge anti-
rabit) ile 1.5 saat muamele edildi. 1X'TBS ile 3 kez ytkamas:
yapilan membran Pierce ECL (Western Blotting Substrate-
Thermo) substratliyla 3 dakika inkiibe edildi ve Fusion
FX VILBER LOURMAT cihazinda gorintilendi. Ayni
membranda normalizasyon icin Insan B-aktin bantlarida
goruntilendi. KLK4’ in protein seviyesini belirlemek i¢in
yapilan western blot sonucunda ise elde edilen bantlar
imaj J programinda analiz edildi. Analizler sonucunda elde
edilen KLLK4 protein miktari, B-Aktin proteini miktar: ile
normallestirildi. Yapilan analizlere gore (Sekil 3), KLK4’
Gn tim hiicre hatlarinda ifadesi bulunurken, yine mRNA
analizleri ile tutarl olarak en ¢ok androjen bagiml prostat
kanseri hiicresi olan LNCaP hiicresinde, en az ise kolon
kanseri hiicresi olan SW480 de protein ifadesi tespit edildi.
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4. Tartigma

Literatirde KLK4tin ifadesiyle ilgili ¢alismalar incelen-
diginde, ¢aligmalarin genellikle insana ait kanserli dokular
veya normal dokulardaki KLLK4 ifadesine yonelik oldugu
gorilmektedir. Kanser hiicre hatlar1 kullanilarak yapilan
birkag ¢aligma bulunmaktadir.

KLK4 ekspresyonunun, prostat kanseri kaynakli LNCaP
hiicre hattinda androjenler tarafindan yukari regiile
edildigi ve meme karsinomas: hiicre hattt BT-474 te hem
androjenler hem de progestinler tarafindan ifadesinin artti1
gosterilmistir (Obiezu vd. 2001).

Literatiir incelendiginde bazi serin proteazlarin, proteazla
aktive olan reseptorler (PAR’lar) araciligiyla hareket eden
sinyal molekiilleri oldugu digtinilmektedir. Insan kolon
kanser gelisimi PAR1 (proteazla aktive olan reseptor) ve
PARA4 (trombin reseptorleri) ayrica PAR2 (tripsin reseptorti)
ile iligkilendirmigtir. KILK4 ifadesi, normal insan kolonunun
epitel hiicrelerinde azdir ancak insan kolon adenokarsinom-
larinda KLLK4 ekspresyonu yiiksektir. Serin proteaz ailesinin
bir tyesi olan KLK4'tin insan kolon kanserinde PAR1 ve
PAR2Yyi aktive edip etmediginin aragtirildig: bir ¢aligmada,
PAR1 ve PAR?2 ifade eden insan kolon kanseri hiicre hatti
olan HT-29 hicrelerinde, rekombinat KLK4 uygulanmis ve
hiicre i¢i Ca*?deki degisiklikler izlenmistir. HT-29 hiicrele-
rinde KLK4tin PAR1 yoluyla sinyal ilettigi gosterilmigtir.
Western blot analizleri ile yapilan yolak ¢alismalarinda ise,
PART1 bloke edici antikorlarin, KLK4'tin kalsiyum gegisleri
tizerindeki etkisini tamamen ortadan kaldirdig: ve KLK4 ile
indiklenen ERK1/2-MAP kinaz yolunun kalsiyum mobi-
lizasyonu ile indiklenmesi i¢in gerekenden daha az KLLK4
konsantrasyonu ile aktivasyonun bagsladig: gosterilmistir.
Sonug olarak bu veriler, PAR1 aracili KLLK4 sinyal iletim
yolunun kolon timorijenezinde yeni bir sinyal iletim yolu

olabilecegini distindirmektedir (Gratio vd. 2010).

Kallikrein ailesi tyesi proteinler, farkli dokular arasinda
ekspresyon ve fonksiyon agisindan biiytik farklhiliklara sahiptir.
Kallikrein ailesi genlerinin farkli kanser tiirlerinde potansiyel
biyobelirte¢ rolii Uzerine yapilan bir ¢alismada (Tailor vd.
2018), The Cancer Genome Atlas (TCGA) gen ekspresyon
verileri kullanilarak kallikrein ailesi tyelerinin farkli
kanser tirlerinde diferansiyel ekspresyonu incelenmistir.
Yapilan bu ¢alismada kallikrein ailesinin (KLK1-15) 15
tyesinin timi, TCGAdan alinan gen ekspresyon verileri
kullanilarak incelenmigtir. Her kanser tird igin ayrica
kontrol 6rnekleri de kullanilmigtir. Bu ¢aligmada 6zellikle

KILK4 {in ifadesine bakilan; 66 Kromofob renal hiicreli
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karsinom 6rnegi ve 25 kontrol 6rnegi ile yapilan analizde
KLK#4 tn ifadesinin Kromofob renal hiicreli karsinomda
234 kat arttifi, bu artig Grokinaz plazminojen aktivator
(uPA) ekspresyonunun artmas: ile iligkilendirilmigtir. 1097
meme invaziv karsinom 6rnegi ve 114 kontrol érneginde
KLK4 in meme invaziv karsinomda asir1 ifade olan tek
kallikrein oldugu, prostat adenokarsinomunda ve treteryal
mesane karsinomunda kontrol gruplarina gore sirasiyla 3
kat ve 2 kat arttig1 gosterilmistir. Ozofagus karsinomunun
da kontrol orneklerine kiyasla ifadesinin 3 kat arttify,
uterus endometriyal kanserde 6 kat ve tiroid karsinomunda
ekspresyonunun azaldigi gosterilmistir (Tailor vd. 2018).

Yine ameloblast benzeri hiicrelere (LS8) sodyum floriir
(NaF) uygulanarak KLK4 mRNA ve protein seviyesine
bakilan bir ¢aligmada NaF ile muamele edilmis LS8
hicrelerinde KLK4 mRNA ve protein seviyesinin belirgin
bir sekilde azaldig: gosterilmistir (Li vd. 2022).

Kallikrein ile iligkili peptidaz ailesinin tiyesi olan KLLK4 in
yumurtalik kanseri dokusunda, meme kanseri dokusunda,
Polimorf adenokarsinom (PAC) dokusunda, agir1 ifade-
si oldugu gosterilmistir. Yiksek KLK protein seviyelerinin
siklikla yumurtalik kanseri hastalarinin serum ve fiizyon s1-
vilarinda da bulunmasi gergegiyle tutarlidir. Yiiksek dereceli
seroz yumurtalik kanseri olan 138 hastay: iceren bir deney
grubunda, KLK4 tiimé6r dokusu mRNA ekspresyon seviye-
lerini analiz edildiginde yagin yan: sira asit stvi hacmininde
KLK4 mRNA ekspresyon seviyeleri ile 6nemli dl¢tide iligki-
li oldugu gosterilmistir (Gong vd. 2019).

KLK4, normal ve iyi huylu meme dokularina kiyasla kanserli
meme dokularinda yukari regile edildigi gosterilmigtir.
Yiiksek KLK4 mRNA ve miR-378 ekspresyon seviyelerinin,
tclii negatif meme kanserinde niiks ve hayatta kalma ile

iligkili oldugu gésterilmistir (Gong vd. 2021).

Polimorf adenokarsinom (PAC), minér tiikiiriik bezlerinin
ikinci en sik gorilen malign tiikirtik bezi timoértadir. PAC
doku orneklerinde KLK mRNA dizeylerini belirlemek
ve KLK ekspresyonunun timoér hicreleriyle sinuirli olup
olmadigini anlamak amaciyla 19 vakadan PAC ve normal
tukirik bezi dokusu alinarak, KLK1-15in kantitatif
ekspresyon seviyesine bakilan bir ¢alismada, ytiksek ve dugsik
KLK ekspresyonu sergileyen numuneler ayni zamanda
immunohistokimya boyamas: i¢in secilmistir. Sonuglar,
normal tikirik bezi dokusu ile karsilagtirildiginda, PAC
doku numunelerinde KLK1, KILK4, KILK10, KILK12
ve KLK15 icin ortalama KLK mRNA ekspresyonunda

istatistiksel olarak anlamli bir artig oldugu belirlenmistir.
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Immiinohistokimya sonuglari ise, timér hiicrelerinde KLK’
larin bulundugunu ve mRNA ve protein diizeyinde tiikiruk
bezi neoplazisinin KLK profiline 6nemli dl¢iide katkida
bulundugunu gostermislerdir (Cox vd. 2021).

KLK#4 tn dokulardaki ekspresyon profili i¢in yapilan bir
bagka calismada ise; plasenta, bobrek, kalp, beyin, iskelet
kasi, dalak, yumurtalik, 16kosit, karaciger, timiis ve pank-
reasta neredeyse hi¢ ekspresyonunun gérilmedigi bununla
birlikte, en yiiksek ifadesinin prostatta gorildigu, testis ve
ince bagirsakta ise nispeten yiiksek seviyelerde ifadesinin
oldugu gorilmistir (Lundwall vd. 2021). Cok sayida ¢a-
ligma, KLLK4’ iin insana ait farkli kanser doku tiirlerindeki
ifadesinin bu kanser tirleri i¢in bir anahtar rol oynadigini
onermektedir.

Caligmamizda, qPCR ve western blot analizleriyle, PC-3/
LNCaP (insan prostat karsinomu), HEP3B (insan hepato-
seliiler karsinomu), HT-29/SW480 (insan kolon karsino-
mu) ve HUVEC (insan umblikal ven endotel hiicresi) hiic-
relerinde KLK4 mRNA ve protein seviyeleri 6l¢tilmustur.
LNCaP hiicreleri, PC-3 hiicrelerinden farkli olarak androjen
bagimli prostat kanseri hiicreleridir. LNCaP hiicreleri, AR
(androjen reseptorii)’ni ifade ederken ayni zamanda PSA’
y1 da eksprese eder ve biiyiimeleri, insan prostat adenokar-
sinomuna benzer sekildedir. PC-3 hicreleri, AR ve PSA'y1
eksprese etmez ve proliferasyonu, androjenden bagimsizdir
(Tai vd. 2011). Yapilan ¢aligmalar KLK4'tin androjen ba-
gimli prostat kanserlerinde ifadesinin arttigini gostermekte-
dir. Calismamizda KLK4’ iin mRNA ve protein seviyesinde
ifadesine baktigimizda diger hiicre hatlarina kiyasla en ¢ok
androjen bagimli LNCaP hucrelerinde ifadesinin arttig: li-
teratiirle tutarl olarak tespit edilmistir.

Caligmamizda incelenen kolon kanseri hiicre hatlarindan
biri olan HT-29 hiicrelerinde, androjen reseptorii ve estrojen
reseptorii f§ anlatimi oldugu bilinmektedir. c-myc, K-ras,
H-ras, N-ras, Myb, sis ve fos onkogenlerin ekspresyonu i¢in
porzitiftir. p53 proteini mutasyona (R273H) ugramustir ve
p53 geninin kodon 273’tinde bir Arg-His ile sonuglanan
bir G-A mutasyonu vardir. Ayrica HT-29 hicreleri Dukes
C evresi insan kolon adenokarsinomundan tiretilmigtir
(Gala de Pablo vd. 2018). Calismamizda incelenen diger
kolon kanseri SW480 hiicreleri, c-myc, K-ras, H-ras, N-ras,
myb, sis ve fos onkogenlerin ekspresyonu i¢in pozitiftir. p53
geninin 273. kodonunda bir Arg-His ikamesi ile sonuglanan
bir G-A mutasyonu ve bir Pro-Ser ile sonuglanan kodon
309’ da bir C-T mutasyonu vardir. SW480 hiicreleri Dukes
B tipi insan kolon adenokarsinomundan tiretilmigtir

(Rochette vd. 2005). Sonug olarak farkli 6zellikte olan HT-
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29 ve SW480 kolon kanseri hicrelerinde KLK4 itn mRNA
ve protein dizeyindeki ifadesi kargilasgtirildiginda HT-29
hicrelerindeki KILK4 ifadesinin SW480 hucrelerine kiyasla
hem mRNA hem de protein diizeyinde daha yiiksek ifade
edildigi tespit edilmistir. HT-29 hicre hattinda tespit edilen
artmig KILK4 ifadesinin 6zellikle Duke B (SW480) ve Duke
C (HT-29) olarak siniflandirilan kolon kanseri evrelerinden
elde edilmis bu hiicre hatlarinda ilerleyis basamaklarinda
KLK4'tin anahtar rol oynayabilecegini distindirmektedir.

Literatir incelendiginde KLK4'in saglikli hiicre hatlariyla
ifadesine yonelik ¢calismalar daha ¢ok saglikli dokular yéntn-
dedir. Normal insan derisinde KLK mRNA ekspresyonunu
ve lokalizasyonunu RT-PCR ve in-situ hibridizasyon yoluy-
la yapilan bir ¢alismada kantitatif RT-PCR analizi sonucu
KLK4in mRNA ifadesinin oldugu gosterilmistir (Komatsu
vd. 2003). Saglikli dis dokularinda da bulunan KIL.K4, dig
emayesinin nihai sertligine ulagabilmesi i¢in ekstraseliiler
matriks proteinlerini pargalama iglevi gorir (Christiono ve
Anggarani 2021). Bunun disinda saglikli bobrek, karaciger,
prostat, kolon ve akciger dokulariyla KLK4 imminohisto-
kimya ¢aligmalarinda bébrek, karaciger ve prostatta immii-
no yanit gozlenmistir (Seiz vd. 2010). Literatirde saglikl
hticre hattt modeli olarak kullanilan HUVEC (insan umb-
likal ven endotel hiicresi) hiicre hattiyla ilgili bir ¢aligmaya

)

rastlanmamugtir. Caligmamizda bir serin proteaz olan KLLK4
tin HUVEC hiicre hattinda mRNA ve protein diizeyindeki
ifadesinin ytiksek oldugu gozlemlenmisgtir.

Normal karacifer dokusunda ifade edildigi tespit edilen
(Seiz vd. 2010) KLK4tin HEP3B (insan hepatoseliler
karsinoma) hiicre hattinda ifadesi ile ilgili bir ¢alismaya
rastlanmamugtir. Calismamizda ilk kez karaciger kanseri

hiicre hatti olan HEP3B hitcrelerinde KLK4in hem
mRNA hem de protein diizeyinde ifadesi tespit edilmistir.

5. Tegekkiir
Bu calisma TUBITAK 118Z369 nolu 1001 projesi ile

desteklenmistir.

Bu ¢alisma 2018-2022 YOK 100/2000 ve 2021-2022 BI-
DEB 2211-A Genel Yurt I¢i Doktora Burs Programinda
bulunan Doktora 6grencisi Fatma POYRAZLI nin doktora

tezinin bir bolimiint kapsamaktadir.
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