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Prostat kanseri diinya genelinde yiiksek siklikla goriinen bir kanser tiirii olarak yillar boyu
tani ve tedavisi igin bircok arastirma yapilmaktadir. Kanserin gelismesinde ve
farklilagsmasinda birgok sitokin gorev almaktadir. Farkli kanser tiirlerinde oldugu gibi prostat
kanserinde de proinflamatuar sitokinlerde olan IL-6 ve TNF-a sitokinleri hiicre ¢ogalmasi,
farklilasmasi, apoptozu gibi farkli biyolojik siireglerin diizenlenmesinde yer almaktadir.
Serin proteaz ailesinin bir tiyesi olan KLLK4 geninin prostat kanserininde asir1 ifadesi oldugu
yapilan c¢alismalarda belirlenmistir. Bu dogrultuda KLLK4 geninin belirlenen sitokinlerle
iligkisi orataya koyan bir ¢aligmaya rastlanmamaistir. Bu tez calismasinda, prostat kanserinde,
inflamatuar sitokinler olan IL-6 ve TNF-a ile KLK-4 geninin regiilasyonu iizerine etkisinin
arastirilmast amacglamaktadir. Yapilan tez calismasi sonucunda IL-6 ve TNF-a farkl
dozlarda androjen bagimli ve bagimsiz hiicre hatlarinda hiicre canliligina olan etkisi MTT
testiyle belirlenmistir. Ardindan IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin KLK4 genini regiilasyonuna
olan etkisi mRNA ve protein diizeylerinde Real Time PCR ve Western Blot ¢alismalariyla
gercekletirilmistir. Elde edilen veriler dogrultusunda IL-6’nin KLK4 geninin ifadesini tesvik
ettigini ancak TNF-o’'nin gen ifadesini baskiladigi belirlenmistir. KLK4 geninin
transkripsiyonel aktivitesinini belirlenmesi i¢in farkli promotor pargalarinin IL-6 ve TNF-a
varliginda trasnkripsiyonel aktiviteye olan etkileri arastirilmis ve EMSA deneyleri ile
LNCaP hiicrelerinde IL-6 ve TNF-a sitokininlerinin transkripsiyonel aktivitesini SMAD-3

ve NF«B yolaklar tizerinden diizenledigi gosterilmistir.
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ABSTRACT

THE EFFECT OF IL-6 AND TNF-A ON THE REGULATION OF THE KLK4
GENE IN PROSTATE CANCER CELL MODELS
PH.D THESIS
SERHAD ONAT
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY )

(SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR) 5
(CO-SUPERVISOR: ASSOC. PROF. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
BALIKESIR, JUNE - 2024
Prostate cancer is a highly prevalent type of cancer worldwide, and numerous studies have
been conducted over the years to improve its diagnosis and treatment. Various cytokines
play significant roles in the development and differentiation of cancer. In prostate cancer,
similar to other types of cancer, pro-inflammatory cytokines such as IL-6 and TNF-a are
involved in regulating different biological processes, including cell proliferation,
differentiation, and apoptosis. It has been established that the KLK4 gene, a member of the
serine protease family, is overexpressed in prostate cancer. However, no studies have been
found that explore the relationship between the KLK4 gene and the specified cytokines. This
thesis aims to investigate the effect of the inflammatory cytokines IL-6 and TNF-a on the
regulation of the KLK4 gene in prostate cancer. As a result of this thesis study, the effect of
different doses of IL-6 and TNF-a on cell viability in androgen-dependent and independent
cell lines was determined using the MTT assay. Subsequently, the effect of IL-6 and TNF-a
cytokines on the regulation of the KLK4 gene was assessed at the mRNA and protein levels
through Real-Time PCR and Western Blot analyses. The obtained data indicated that IL-6
promotes the expression of the KLK4 gene, while TNF-a suppresses its expression. To
determine the transcriptional activity of the KLK4 gene, the effects of different promoter
fragments on transcriptional activity in the presence of IL-6 and TNF-a were investigated.
EMSA experiments demonstrated that IL-6 and TNF-a regulate transcriptional activity

through the SMAD-3 and NF«B pathways in LNCaP cells.

KEYWORDS: Prostate cancer, KLK4, IL-6, TNF-a, gene regulation.
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1. GIRIiS

1.1 Prostat Kanseri

Prostat Kanseri Diinya Saglik Orgiitiiniin 2022 yil1 verilerine gore erkekler arasinda en
yaygin goriilen ikinci kanser tiirtidiir [ 1]. Ayn1 zamanda kanserle iligkili 6liimlerinde baslica
nedenlerinden biridir. Ileri yastaki hastalarda belirlenmesine oranla, yasamlari boyunca
neredeyse her sekiz erkekten birini etkiler [2]. Ortalama olarak her yil 190.000 yeni prostat
kanseri vakasi ortaya ¢ikmakta ve diinya genelinde yaklagik 80.000 6liim ger¢eklesmektedir
[3]. Kiiresel olarak, prostat kanserinin, hizla artan niifus ve 65 yas ve iistii erkeklerin biiyiik
niifusu nedeniyle 2030 yilina kadar yaklasik 1.7 milyon yeni vakaya ve 499.000 6liime

ulagmasi tahmin edilmektedir [4].

Prostat kanseri, diinya genelinde farkli cografi bolgelerde ve etnik gruplar arasinda
degisiklik gosterir. Siyahi erkekler diinya ¢apinda prostat kanserinin en yiiksek insidans
oranlarina sahiptir. Siyah Amerikali erkeklerdeki insidans oranlari, Amerika'daki beyaz
erkeklerinkinden yaklasik %60 daha yiiksektir. Prostat kanseri insidans oranlari, prostat
kanseri farkindaliginin ve prostat spesifik antijen (PSA) testinin yaygin bir tarama

uygulamasi oldugu gelismis tilkelerde en yiiksek diizeydedir [5].
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Sekil 1.1: 2022 verilerine gore, Prostat kanserinin yasa gore 100.000 kiside bir goriilme
insidanst, [1]



Prostat kanseri (PCa) i¢in yas, irk, cografi bolge ve genetik etki gibi bir¢ok risk faktorleri
tanimlanmistir. Erkek {ireme sisteminin bir parcasi olan prostat bezi hiicre sayisinin
kontrolsiiz bir sekilde artmasiyla meydana gelen kétii huylu tiimoral bir yap1 olan PCa'nin
belirtileri ve semptomlar1 genellikle benign prostat hiperplazisi (BPH) belirtileri ile
benzerlik gostermektedir. Bu belirtilere idrar akis bozunumu, rahatsiz edici idrar yapma,

idrarin kan veya meni ile karismasi ve kronik bel, pelvik veya kalca agrisidir [5].

1941 yilinda Charles Brenton Huggins, prostat kanseri hastalarinin tedavisinde énemli bir
ilerleme kaydetmistir. Androjen hormonunu kan dolagimindan uzaklastirma tizerine yaptigi
calismalarla, prostat kanseri ile hormon tedavisi arasindaki iligkiyi sistematik olarak
incelemistir. Bu yenilik¢i ¢caligmalar1 sonucunda Huggins, Tip ve Fizyoloji alaninda Nobel

Odiilii'ne layik goriilmiistiir [6].

Prostat kanserinin tanisinda ve tedavisinde en ciddi ilerlemeler 1970’11 yillarin ortalarindan
itibaren saglanmistir. Prostat spesifik antijen (PSA) seminal koagulumda bulunan bir serin
proteazdir ve ilk olarak adli tip alaninda kullanilmaya baglanmistir. PSA ve prostat
hastaliklar1 arasindaki iligskinin kesfedilmesiyle beraber yapilan ¢alismalar hiz kazanmistir.
Insan serumunda PSA piirifikasyonu 1979°da Wang ve arkadaslar1 tarafindan gdsterilmistir
[7]. lleriki y1llarda Stamey ve arkadaslar prostat kanseri olan hastalarm serumlarinda yiiksek

PSA degerlerini gostermislerdir [8, 9].

Gilinlimiizde prostat kanseri tanist icin birkag farkli test ve tedavi parametreleri takip
edilmekle birlikte, geleneksel olarak bir dijital rektal muayene (DRM) ile teshis
edilmektedir. Bununla birlikte, prostat spesifik antijen (PSA) testi, prostat kanseri taramast

icin altin standart bir yontemdir.

Doku Kallikrein ailesine ait olan KLK3 geni tarafindan kodlanan PSA, 33 kDa molekiiler
agirhiginda ve 240 aminoasit uzunlugunda, prostata 6zgii bir glikoproteindir [10]. PSA'nin
ifadesi, androjenler tarafindan pozitif yonde diizenlenir. Dolasimla bulunan androjen
seviyeleriyle serum PSA seviyeleri arasinda belirgin bir korelasyon oldugu belirlenmistir
[11, 12]. Prostat bezinin epitelyal hiicreleri tarafindan salgilanan PSA genellikle menide ve
kan dolasiminda bulunur. PSA seviyesi 4 ng/mL ile 10 ng/mL arasinda olan hastalarin
yaklasik dortte birinde prostat kanseri olma olasilig1 vardir. PSA 10 ng/mL'den fazla ise,
prostat kanseri olma olasilig1 %50'nin lizerindedir. PSA, prostat bezine 6zgiidiir ve prostat
kanserine 6zgili degildir; bu nedenle, prostat spesifik antijen seviyeleri tek bagina kanser

teshisi i¢in yeterli olmayip, gerekli patolojik testlerle de desteklenmelidir [13].



Ancak, son zamanlarda yapay zeka (Al) ve makine 6grenimi algoritmalari ilerlemis, prostat
kanseri i¢in yeni siniflandirmalara yol agmistir. Son yillarda, yeni molekiiler belirteclerin
kesfi ve gelismis goriintiileme tekniklerinin, 6rnegin multiparametrik manyetik rezonans
goriintiileme (MRI) ve prostat spesifik membran antijeni pozitron emisyon tomografisi
(PSMA-PET) taramalarinin kullanima sunulmasi, prostat kanseri taramasi, teshisi ve

tedavisinde daha bireysellestirilmis bir yaklasima geg¢isi saglamistir [14, 15].

Yapilan yeni tedavi uygulamalar ve kesfedilen yeni gelistiricilerle prostat kanserinin evresi
ve prostat kanserine bagli 6liim oranlar1 azalmistir. Ancak yaklasik yarim asirdir yapilan bu
caligmalar prostat kanserinin etkinligini yitirmesi agisindan yetersiz kalmistir. Yasanan bu
siire¢ prostat kanserinin tani ve tedavisinde daha iyi ve kesin ¢oziimler olusturabilmek i¢in

molekiiler tabanli arastirmalara daha fazla yer verilmesinin geregini vurgulamaistir.

1.2 Prostat Kanser Genetigi

Genetik iliski prostat kanseri i¢in temel risk faktoriidiir. Ailesinde prostat kanseri tanisi
konmus erkekler, prostat kanseri 6ykiisii olmayanlara gore kanser gelistirme riski acisindan
%50 oraninda daha ytiksek risk altindadir [16]. Kanser, mutasyonlar gibi DNA diziliminde
tekli ya da coklu genetik degisikliklere yol agabilen durumlar sonucunda meydana gelebilir.
Farkli mutasyon tipleri (nokta mutasyonlar, tek niikleotid polimorfizmleri (SNP'ler), somatik
mutasyonlar) prostat hiicrelerinin kanserli hale gelmesine neden olabilir. Bu genellikle
kontrolstiz hiicre boliinmesine yol acar ve genlerdeki mutasyonlar nesilden nesile

aktarilabilir [17].

Yapilan arastirmalar prostat kanserinde belirli gen mutasyonlarimin farkli lokuslarda
bulunduklarin1 gostermis ve bu genetik havuzda bu mutasyonlara sahip hastalarin kanser
riskinin arttigini rapor etmistir. Bu erkeklerin yaklasik %5.5'inde, BRCA1. BRCA2 ve ATM
gibi DNA onarim genlerinde birgok mutasyon belirlenmistir [18]. Prostat kanseri icin
biyobelirte¢ olarak BRCA genleri, HOX genleri, ATM ve MSRI genleri de onerilmistir
[19].
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Sekil 1.2: Prostat kanseri gelisim agamalar1 (Shen & Abate-Shen, 2010)

Androjen reseptorii (AR), prostat kanserinde en ¢ok arastirilan ve tedavi amacl hedeflenen
onkogenlerden biridir. Androjenler, prostat kanseri hiicrelerinin ¢ogalmasinda temel
diizenleyiciler olarak gorev yapar. Androjenler ve androjen reseptorii yapilari, prostat

dokusunun ve prostat kanseri hiicrelerinin proliferasyonunda kritik rol oynar.

Ayrica, kas ve yag dokusu gelisiminde, cinsiyetle iliskili hiicresel farklilagsmada, prostatin
normal gelisimi ve fizyolojik iglevlerinin yerine getirilmesinde, prostat karsinogenezinde ve

androjen-bagimsiz kanser tiiriiniin gelisiminde de 6nemli roller iistlenirler [20, 21].

AR genellikle hiicre i¢i homeostazi koruyan genlerin ve normal prostat fonksiyonu i¢in
onemli olan proteazlarin (6rnegin, PSA'y1 kodlayan KLK3 gibi) ifadesini diizenleyen bir
transkripsiyon faktorii olarak islev yapmaktadirlar. Hiicrelerin proliferasyonunu stimiile
etmekte ya da apoptozu inhibe etmektedirler. Bu nedenle prostat kanseri hiicrelerinin hayatta

kalabilmeleri i¢in androjenik stimulasyonun belirli seviyelerde bulunmasi gerekmektedir
[22].
Prostat kanseri hiicrelerinin horman tedavisine duyarli halden, direngli prostat kanserine

(Kastrasyon Direngli Prostat Kanseri, KDPK) ilerlemesi genellikle uygulanan tedavi sonucu

ile iliskili olabilir. KDPK 'da kanser ilerlemesi sirasinda goriilen anormal hiicresel AR sinyal



degisiklikleri, AR gen amplifikasyonundan, AR asir1 ifadesinden veya mutasyonlu AR'in

stirekli aktive eden nokta mutasyonlarindan kaynaklanir [23].
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Sekil 1.3: Androjen duyarli/direngli prostat kanseri gelisimi [23]

Prostat kanserinin ilerlemesinde gen regiilasyon basamaklarinda meydana gelebilen
diizensizlikler tiimdr olusumunu saglayan en 6nemli olaylardan biri olabilir. P53 ve RB1
gibi hiicre dongilisii kontrollerini diizenleyen genler hormona direngli prostat kanserinde
mutasyona ugramislardir. Lokalize hastaliklarda meydana gelebilen mutasyonlar P53 i¢in
%8 ve RBI1 i¢in yalnizca %1 siklikta degisir, ancak metastatik prostat kanserli vakalarda
sirastyla %27 ve %5 oraninda hormon duyarli ve %50 ve %21 oraninda kastrasyona direncli
prostat kanserlerinde goriilmektedir. Bu oranlar da P53 ve RBI1 genlerininin fonksiyon
kayiplarinin prostat kanserinin metastatik ilerlemesinde rolii oldugunu gdstermektedir [24,

25].

P53 ve PTEN tiimor baskilayici genlerinin prostat kanseri hiicrelerinin invazyonunda
mevcut bir etkisi oldugu gosterilmistir. Ilgili genlerin bulundugu kromozom 17p ve 10q nun
kaybi siklikla goriilmekle birlikte bu genlerin islevsel olarak inaktif olabilmeleri i¢in diger

alellerin de kaybolmasi gerekir [26].

Fare modellerinde yapilan calismalarda, RB1 kaybinin prostat kanserinin kastrasyona

direngli hale gecisi saglamak i¢in yeterli oldugu rapor edilmistir. Hiicre ve fare modellerinde



RB1 ve P53 genlerinin farkli kombinasyonlardaki kayiplari, siirekli olarak androjen
yoksunluk tedavisi altinda adenokarsinoma ile ndroendokrin 6zelliklere gecisi ve metastazi

tesvik ettigini ortaya koymustur [27-29].

Prostat kanserinde en sik degisime ugrayan kromozomlar, azalan siralama ile 8, 13, 7, 10,
16, 6 ve 17'dir. Prostat kanseri hiicrelerinin biiyiik bir kisminda, 6zellikle androjen bagimsiz
hiicrelerde, BCL2 proteininin asir1 ekspresyonu goézlemlenmistir. BCL2, karsinogenez
olmayan prostat hiicre hatlarinda eksprese edilmezken, intraepitelyal neoplazmadan

baslayarak epitelyumda asir1 bir sekilde ifade edilir [30] .

1.3 Prostat Kanseri ve Inflamasyon

Inflamasyon, kanserin 6nde gelen nedenlerinden biridir ve yaklasik 150 y1l énce Rudolph
Virchow tarafindan kanserin bir nedeni olarak ortaya atilmistir. Inflamasyon iliskili kanser,
kanser hiicreleri ve l0kosit alt tipleri tarafindan iiretilen sitokinlerin olusturdugu bir
mikrogevre ile ortaya c¢ikmaktadir. Sitokinler, reseptorleri araciligiyla etki eden ve
proliferasyon, inflamasyon, bagisiklik gozetimi ve kanserin ilerlemesinde temel bir rol
oynayan kii¢iik protein ligandlardir. Temel olarak, hiicrelerin konumsal ve zamansal olarak

hareketi sitokinler tarafindan diizenlenir [31].

Enfeksiyonlar, degismis metabolizma, inflamatuar hastaliklar veya diger c¢evresel
faktorlerden kaynaklanan kronik inflamasyon, ¢esitli kanser tiirlerinin gelisiminde 6nemli
bir katki saglayabilir. Aslinda, tiim kanserlerin yaklasik %?20'si bir tiir inflamasyonla
baglantilidir. Genetik, epidemiyolojik ve molekiiler patolojik ¢alismalardan elde edilen
kanitlar, inflamasyonun prostat kanserinin ¢esitli asamalarinda ve tiimor progresyonunda
onemli bir rol oynadigim1 gostermektedir. Bu asamalar arasinda baslatma, tesvik etme,
malign doniigiim, invazyon ve metastaz bulunur. Prostatik inflamasyonun etiyolojisini ve
cesitli sinyal yollarin tiimor bilylimesini tesvik etmedeki rollerini anlamaya yonelik detayli
temel ve klinik aragtirmalar, bu karmasik siireci anlamak i¢in kritik 6neme sahiptir. Elde
edilen bilgiler, inflamatuar mediatdrlerin molekiiler hedeflenmesi ve immiin terapiye dayali

yaklasimlar gibi yeni tedavi stratejilerinin gelistirilmesinde faydali olacaktir [32].

Normal hiicrelerin ifadelerini ve ¢evrelerine verdikleri tepkiyi diizenleyerek homeostazlarini
korumasinin aksine, kanser hiicreleri ayni homeostatik hiicreleri ele gecirerek, hizli bir
sekilde cogalmayi, gbcli ve metastaz1 destekleyen bir cevresel ortam olustururlar.

Epidemiyolojik alanda yapilan caligmalardan elde edilen sonuglara gore hormonlar,



kimyasallar, radyasyon veya viral enfeksiyonlar nedeniyle kronik inflamasyonun, kanser
gelisimi i¢in ana risklerden biri oldugunu ortaya koymustur. Bu etkenler prostat kanseri

gelisimi i¢inde gegerlidir (Sekil 1.4).

Kanserle iliskili inflamasyonun temel 6zelligi, 16kositlerin ve sitokinlerin tretilmesi ile
proliferasyon, anjiyogenez, epitelyal-mezansimal gecis (EMT), go¢ ve metastazin

ilerlemesidir [33].
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Sekil 1.4: Prostat kanserinin ilerlemesini/gerilemesini etkileyen faktorlerin sematik
gosterimi [34]

Sitokinler, etkin dogal bagisiklik hiicrelerini inflamasyon alanina ¢ekmek i¢in hareket
ederler ve bu hiicreler daha sonra inflamasyonun oldugu bolgede diger mediatorlerin
(lipitler, mineraller, peptidler, diger sitokinler) etkilerini isbirligi yaparak ve entegre ederek
destekler. Bu etkiler daha sonra kanser hiicrelerinin EMT, hareketlilik, invazyon ve
metastazinda kritik bir rol oynar. Prostat kanserinde karmasik bir sitokin ligand-reseptor
ailesi ve olaylar zinciri goz Oniine alindiginda, bunlarin tiimoér mikrocevresindeki (TME)

rolii hayati dneme sahiptir [35] [36].

1.4 inflamatuar Sitokinleri

Timorlerin baglamasi ve ilerlemesine katkida bulunan kilit faktorler arasinda inflamasyon,
tiimor gelisimini destekleyici rolii nedeniyle yogun bir sekilde arastirilmistir. Son birkag on
yilda, inflamasyonun kanserdeki potansiyel roliinii, tiimdr gelisimi, invazyon ve metastazdan

tedaviye direng gosteren tiimorlere kadar arastirmak i¢in  birgok arastirma



gerceklestirilmistir. Inflamasyon hedefli ajanlar, kanser gelisimini baskilama potansiyelini
gostermekle kalmayip, diger terapotik modalitelerin etkinligini de artirma potansiyeline

sahiptir [37] [38].

Tiimorler, basit bir hiicre yigin1 degil, heterojen kanser hiicreleri ve birlikte karmasik bir
tiimdr mikrogevresi saglayan stromal hiicrelerden olusur. Tiimoérler genellikle bagisiklik
hiicrelerinin tiimor ¢evresinde inflamatuar mediatorlerin yukari regiilasyonu ile karakterize
edilir. Bu inflamatuar mikrogevrede bulunan sitokinler timér gelisimini tiimoriin
baslangicindan ilerlemesine kadar farkli asamalarda etkileyebilir [39]. Timor

mikrocevresinde bulunan sitokin gruplar1 Sekil 1.5°te sematik olarak gosterilmistir.
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Sekil 1.5: Tiimor mikrogevresindeki baglica inflamatuar hiicreler [38]

Inflamatuar sitokinler, 30 kDa' dan daha diisiik molekiiler agirliklara sahip polipeptitler veya
glikoproteinlerdir ve timor mikro ¢evresindeki hiicrelere inflamatuar veya anti-inflamatuar
sinyaller iletebilirler. Bir¢ok inflamatuar sitokin, timdrlerin baglangici ve ilerlemesi ile
iligkilidir ve bu kanserle iliskili sitokinler genellikle yukari regiile edilir. Tablo 1°de kanserle

ilgili temel inflamatuar sitokinleri listelenmistir. Bu sitokinlerin tiimorler iizerindeki etki



mekanizmalarini anlamak, ilgili kanser karsit1 tedavilerin gelistirilmesini kolaylastiracaktir

[40, 41].
Tablo 1.1: Kanserde rol oynayan temel inflamatuar sitokinler [38]
Inflamatuar Kaynag Reseptorleri Kanserdeki Anahtar Rolii
Sitokinler ynag P "
Ml T st T e
NK hiicreleri, notrofiller,  TNF-aR-1 ¥
TNF-a N . . saglar
mast hiicreleri, eozinofiller  TNF-oR-2 > . .
.. -Timor damarlarm  etkileyerek
ve noronlar . - .
tiimor bliyiimesini engeller
-Timor olusumunun erken
asamalarinda apoptozis
Tiimér hiicreleri.  kemik TGF-BRI, indiiksiyonu ve immiin hiicre
TGF-p .. ’ TGF-BRII  modiilasyonu yoluyla kanseri
matrisi
baskilar
-Timor ilerlemesi i¢in
proinflamatuar sinyaller saglar
Timor hiicreleri, Dokuda bulunan endotel hiicreleri
IL-1 makrofajlar, diizenleyici B IL-IR tarafindan VEGF gibi anjiyojenik
hiicreleri ve yardimci T faktorlerin tiretimini tesvik ederek
hiicreleri tiimor ilerlemesini tesvik eder
Timor hiicreleri, T Tiimor hiicresi proliferasyonunu,
hiicreleri, B hiicreleri, hayatta kalmasini, anjiyogenez'i ve
IL-6 monositler, fibroblastlar, IL-6R kemoterapi direncini indiikleyerek
keratinositler, endotel tiimor ilerlemesini tesvik eder
hiicreleri, adipositler
Sitotoksik T hiicrelerinin
IL-10 Tumor hiicreleri, 16kositler IL-10R mﬁ.ltr.asy'or.lunu ve Sitotoksik
aktivitesini tesvik ederek
antitiimor etkinlikler saglar
.. .. . Immiin kagis1, anjiyogenezi tesvik
Tumor . . hucr§1§r1, IFNARI1 ederek ve apoptozu baskilayarak
IFN-I makrofajlar, diizenleyici B . .
. . IFNAR2 sonraki asamada kanserin
(Breg) hiicreleri

ilerlemesini kolaylastirir

1.4.1 Tiimor Nekroz Faktor (TNF-a)

Tiimoér Nekroz Faktorii Alfa (TNF alfa), makrofajlar ve monositler tarafindan akut
inflamasyon sirasinda iiretilen bir inflamatuar sitokindir. Bu protein, hiicrelerde nekroz veya
apoptoz gibi siirecleri tetikleyen cesitli sinyal yollarindan sorumludur. Ayrica TNF- a
enfeksiyonlara ve kansere kars1 bagisiklik direncinin saglanmasinda énemli bir rol oynar.
TNF alfa, etkilerini genellikle bir trimer seklinde, hiicre zar1 reseptorlerinden 55 kDa'lik
TNFR-1 veya 75 kDa'lik TNFR-2'ye baglanarak gosterir. Bu iki reseptor de TNF reseptor
sliper ailesi olarak bilinen bir gruba dahildir [42].



Bir proinflamatuar sitokin olarak, TNF-a' nin asir1 ifadesi prostat, over, karaciger ve meme
kanseri de dahil olmak iizere bir¢ok kanser tiirlinde tanimlanmistir. TNF-a, TNF-aR-1 ve
TNF-aR-2 reseptorlerine baglanarak tiimor hiicrelerinin proliferasyonunu ve anjiyogenezini
tesvik eder ve tiimor hiicrelerinin epitelyal-mezansimal transportunu indiikledigi

belirlenmistir [43].

TNF-0, konsantrasyonuna bagli olarak kanser olusum siireclerinde zit gorevlerde rol
alabilmektedir. Yiiksek konsantrasyonlarda TNF-a' nin antitimor etkisi, farelerde sarkom
modelinde gozlemlenirken, diisiik diizeylerde TNF-a, protumdrojenik bir fenotipe neden
olmustur [44]. Farkli yapilan ¢aligmalarda TNF-a’nin TGF-f sinyallerini arttirdigt ve TGF-
B'ya bagli EMT! yi tesvik ettigi raporlanmistir [45].

1.4.2 Interlokin-6 (IL-6)

Interleukin (IL)-6, protiimorijenik sitokinlerden olusan bir ailenin iiyesidir ve bu ailede IL-
11, IL-27, IL-31, onkostatin M (OSM), 16semi inhibitor faktorii (LIF), kardiyotrofik-1 (CT-
1) silyer norotrofik faktor (CNTF) ve kardiyotrofik benzeri sitokin (CLC) bulunur. Bu
sitokinlerin tiimdr biliylimesi ve metastazin diizenlenmesindeki rolleri iyi bir sekilde

karakterize edilmistir.

IL-6, fibroblastlar, B hiicreleri, T hiicreleri, monositler, keratinositler, endotel hiicreleri,
adipositler, mezangimal hiicreler, ve tiimdr hiicreleri gibi ¢esitli hiicre tipleri tarafindan
uiretilebilir. IL-6, IL-6 reseptorii (IL-6R) ile etkilesime girerek, STAT3'i aktive eder ve siklin
D1, D2 ve Bl ile c-Myc'in ekspresyonunu artirirken, sikline bagimli kinaz (CDK) inhibitorii
p21'in ekspresyonunu azaltir. Bu siire¢, timor hiicrelerinin hiicre dongiisiine girisini

hizlandirir [46].

IL-6n1in reseptoriine baglanmasi, {i¢ ana sinyal yolunu aktive eder (Sekil 1.6): Janus tirozin
kinaz ailesi (JAK)-sinyal iletici ve transkripsiyon aktivatorii (STAT) yolu, ekstraseliiler
sinyalle diizenlenen kinaz 1 ve 2 (ERK1/2)-mitojenle aktive olan protein kinaz (MAPK) yolu
ve fosfoinositid 3-kinaz (PI3-K) yolu. Klasik IL-6 sinyallemesinde, IL-6'nin IL-6
reseptOriine baglanmasi tizerine JAK, transkripsiyon faktorleri ailesi olan STAT faktorlerini
fosforile eder ve aktive eder. Bu, STAT proteinlerinin dimerlesmesini ve ardindan niikleer
lokalizasyon sinyalinin agiga ¢ikmasini saglar. STAT proteini daha sonra hedef genlerinin

transkripsiyonunu baslatmak iizere ¢ekirdege tasinir [47].
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IL-6'nin prostat kanseri biyolojisine dahil oldugunu gdsteren ilk bulgu, tedavi edilmemis
metastatik veya kastrasyon direngli prostat kanseri (KDPK) olan hastalarda IL-6 serum
seviyelerinin, saglikli hastalar veya lokalize hastaligi olan hastalara kiyasla yiikselmis

oldugunu gozlemlemekle ortaya ¢ikmistir [48, 49]. Bu klinik veriler topluca, IL-6nin

prostat kanseri patogenezinde potansiyel bir rolii oldugunu ortaya koymustur.

-
X
gpl3o
IRS1 pj3.x PB34-P2 pPI345-P3
gp80

IL-6 Trans-

IL-6 Sinyali Sinyali

| Apoptoz | | Proliferasyon || invazyon | | Terapotik Ajanlar | | Anjiogenez

Sekil 1.6: Prostat kanserinde IL-6 sinyal yollarinin sematik gosterimi [50]

1.5 Kallikrein (KLK) Gen Ailesi

Kallikrein-iligkili peptidazlar (KLK'lar), hiicre biiyiimesinin diizenlenmesinde ve
farklilagsmasinda, anjiyogenezde, insan semen sivilasmasinda, dis minesi olusumu gibi

bir¢ok farkli inflamasyonda ifade edilirler [51-53].

Her bir serin proteazi kodlayan toplam 15 geni igeren Kallikreinler yapisal olarak
benzerliklerine ragmen farkli dokulardaki ekspresyon seviyeleriyle birbirleriyle oldukc¢a
farklilik gostermektedirler. KLK'lar, ¢esitli tiirlerde evrimsel olarak korunmustur ve dis

gelisimi, cilt dokiilmesi, seminal sivinin sivilagsmasi, noral plastisite, bobrek fonksiyonu ve
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inflamatuar yanitlar gibi bir¢ok fizyolojik fonksiyonda rol almaktadirlar. KLK'lar ayrica, cilt
bozukluklar1 ve kanser gibi diger patolojik siirecleri de diizenler [54, 55].

KLK'lar, insan kromozomunun 19q13.3-13.4 pozisyonunun uzun kolunda yer alan ve
yaklagik 265 kb'yi kapsayan, proteaz kodlayan genlerin insan genomundaki en biiyiik
kiimesini olusturan toplamda 15 gen (KLKI1-15) igerir [56] [57]. KLK genleri arasindaki
dizi benzerligi, bu ailenin iki alt gruba ayrilmasini saglar; ilk tanimlanan klasik KLK genleri
(KLK1, 2 ve 3) KLK1 ile %65.8 (KLK2) ve %61.5 (KLK3) dizi benzerligi gosterirken, yeni
tanimlanan KLK'lar ise (KLK4-15) KLK1 ile yaklasik %34.9-%46.2 oraninda benzerlik
gosterirler [58].

Tiim KLK genleri, yapisal olarak olduk¢a korunmus 5 ekson tarafindan olusturulmustur ve
her bir genin uzunlugu 4.3 ile 10.5 kb arasinda degisir. Ilk ekzon her zaman baslatma
kodonunu ve kisa bir 5'-UTR (Translasyona ugramayan bolge) igerirken, durdurma kodonu,
poli-A kuyrugu ve 3'-UTR ise ekzon 5'te bulunur. Kodlanan eksonlarin aksine, KLK'nin
kodlamayan bolgeleri daha degiskendir ve bu da gen uzunlugundaki farkliliklara (4.3-10.5
kb) yol agar. Intron dizileri de olduk¢a degiskendir, bu da diizenleyici mekanizmalarindaki

farkliliklarint agiklayabilir [58, 59].

KLK genlerinin ekspresyonu hormonlar, DNA metilasyonu ve mikroRNA' lar tarafindan
diizenlenmektedir. KLK gen ve protein ekspresyonu, kanser prognozu ile 6nemli 6lciide
iligkilidir, bu da onlarin kanser tam1 ve tedavisinde biyomarker potansiyellerini ve
onkogenezdeki fonksiyonel rollerini gostermektedir. En yaygin Ornek, prostat kanseri
hastalarinda KLK3 geninin yiiksek serum seviyelerinin, hastaligin varligin1 géstermek i¢in
bir biyomarker olarak kullanilmasidir. Bu biyomarkerin rolii ve diger KLK'larin klinik

biyomarker olarak kullanimi genis ¢apta arastirilmaktadir [60, 61].

Protein translasyonundan sonra KLK’lar pre-proenzim olarak sentezlenirler. N- terminalde
bulunan sinyal dizisi salgilanmadan 6nce ¢ikartilir. Pro-peptidlerin uzaklastirilmasi enzim
aktivitesi i¢in zorunlu ve elzemdir. Bu kesilmeler proteolitik doniisiim olarak isimlendirilir
ve tiim KLK’lar tarafindan yapilabilmektedir. Bazen de KLK’lar kendilerini otokatalitik
olarak kesebilirler. Proteolitik aktivite geri doniislimsiizdiir ve posttranslasyonel
mekanizmalarla siki bir sekilde regiile edilmektedir. Kontrol disina ¢ikan proteolitik

aktiviteleri farkli hastaliklarda gozlenmektedir [62].
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1.5.1 KLK’lar ve Kanser

Kanser ¢ok basamakli bir hastaliktir ve bazi doniim noktalar1 vardir. Kanserdeki 6nemli
basamaklar sunlardir: Hiicre biiyiime sinyallerinin ¢ogalmasi, biiylimeyi engelleyici
sinyallerin azalmasi, hiicre oOliimiine direng, siirekli replike olabilmesi, anjiogenezi
indiiklemesi, doku yayilimi ve metastaz1 aktive etmesi, enerji metabolizmasini yeniden

programlamasi, bagisiklik sistemden kagabilmeleridir [63] .

Kanser sirasinda KLK'lar timériin gelisimini hem baskilayarak hem de tesvik ederek iki
sekilde de diizenleyebilirler. Bir¢ok calismada KLK'larin, timor baskilayicist olarak gorev
aldig1 gosterilmistir. Diger yandan KLK'lar anjiyogenez, invazyon ve metastazi diizenleyen
mekanizmalar {izerinden kotii huylu fenotipe direk olarak katkida bulunabilecekleri gibi
dolayli olarak hiicre dis1 matris (ECM) bilesenleri ve sinyal iletim yolagindaki aktivasyon

basamaklarini diizenleyerek de kotii prognozda gorev almis olurlar [59].

KLK'lar farkli sinyal yolaklari ile de etkilesim halindedirler. Urokinaz tipi plazminojen
aktivator yolag1 (uPA), proteazla aktive olan reseptdor yolagi (PAR) ve matris
metaloproteinazlar (MMP) ile kapsamli bir molekiiler ag olusturmaktadirlar. Bu nedenlerle
KLK’lar kanser hiicrelerinin hayatta kalmalar1 ve ¢ogalmalar1 igin bir¢ok farkli biyolojik

0zellik kazanmalarina izin veren kanser biyobelirtegleridir.

KLK'ler, ekstraselliiler matriksin c¢apraz baglamalarim1 ve doku sertligini degistirerek
ECM'yi yeniden diizenlerler. Bu da, metastazi kolaylastirmak i¢in birincil tiimdr bolgesine
kanserle iliskili fibroblastlarin, bagisiklik hiicrelerinin ve endotelyal hiicrelerin toplanmasini
tesvik edebilir. Kanserde ECM’nin yeniden diizenlenmesi, KLK'lerin proteoglikanlar,
glikoproteinler, kollajenler ve ECM'ye bagh faktorler gibi ECM proteinlerini inhibe etme
yeteneginden kaynaklanir; bu da hiicre adezyonunda ve sinyallesmede degisikliklere yol

acar [64].

KLK'lar, integrinler ve kaderinler gibi c¢esitli hiicre ylizey reseptorlerini degistirerek
neoplastik hiicrelerin ECM ile hiicresel iletisimini modiile ederler. KLK4-KLK7'nin birlikte
eksprese edilmesi, fibronektin ve vitronektine in vitro olarak over kanseri hiicre adezyonunu
azaltmistir, bu durum ECM baglanma proteinleri a5, B1 ve avp3 integrinlerin ve mitojen ile
aktive edilen protein kinaz (MAPK) sinyallesmesinin azalmis ifadesine baghdir, bu da
KLK'nin hiicresel adezyonu diizenlemedeki roliinii gostermektedir. KLK'lar ayrica, E-
kaderin inhibisyonu ile membrana bagli matriks metaloproteazlar1 diizenleyerek dolayl

olarak E-kaderin ifadesini azaltabilir [65, 66].
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Sekil 1.7: A ;KLK'lar kanser hiicrelerinin tiimor mikrogevresi ile etkilesimini diizenler,
B ; KLK'lar tarafindan ekstraselliiler matriksin yeniden diizenlenmesi [64]

Prostat kanseri tani ve teshisinde PSA'nin klinik dogrulugunu artirmak amaciyla
aragtirmacilar, farkli ekspresyon seviyeleri nedeniyle, KLK ailesinin birkag liyesini (KLK2,
KLK4, KLKS5, KLK11, KLK14 ve KLK15) prostat kanserinin teshisinde biyobelirtec olarak
degerlendirilmesini umut verici olarak degerlendirmislerdir. Ozellikle KLK2'nin, prostat

kanserinin erken teshisi ve prognozu alanlarinda 6nemli bilgiler sagladig belirtilmistir [67].
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KLK4 ve KLKI15 genlerinin mRNA ekspresyon seviyeleri, prostat kanseri doku
biyopsilerinde iyi huylu prostat hiperplazisi (BPH) doku biyopsilerine kiyasla her iki genin
de asir1 regiilasyonunu ortaya koymustur. Aslinda, KLK4 mRNA ve alternatif KLK15
transkriptlerinin ekspresyonu, malign ve benign prostat lezyonlarimi ayirt etmek igin

bagimsiz biyobelirtegler olarak kullanilabilecegi bildirilmistir [68, 69].

Benzer sekilde, kanser hastalarindan alinan prostat igne biyopsileri, BPH hastalarindan
alinan biyopsilere kiyasla anlamli derecede daha diisiik KLKS mRNA ifadesi ve yiiksek
seviyede KLK11 mRNA ifadesi gostermistir, bu da onlarin prostat kanserinin farkl teshisi
ve prognozu i¢in bagimsiz biyobelirtegler olarak kullanilabilecegini diisiindiirmektedir [70,

71].

Over kanserlerinde dokularda ve hiicre hatlarinda KLK ailesinin biiyiik ¢ogunlugu (KLK2-
KLK11, KLK13-KLK15) anormal bir sekilde eksprese edilir. Over kanserli hastalarin
serumlarindan salgilanan ve tespit edilen KLK seviyeleri, saglikli hastalar1 mevcut serum
KLK seviyelerinden énemli dl¢iide farklidir [72]. Ozellikle KLK4 ve KLK5 mRNA'larinin
over kanserinde asir1 eksprese oldugu gosterilmis ve her ikisi de kotii prognozu isaret

etmektedir [73].

Yapilan diger bir calismada KLK4 ekspresyonu, paclitaksel bazli tedaviye direng igin bir
belirteg olarak da gorev alabilir. KLK4 ve KLKS5 genlerine benzer sekilde, KLK10 ve
KLK15, over kanseri i¢in olumsuz prognoz gostergeleri olarak islev gorebilirken, KLKS,
KLK9 ve KLK14 hastaligin olumlu prognostik belirtegleri olarak pozitif yonde anlam
gosterebilmektedir [74, 75].

Rahim agz1 kanserinde KLK7 ve KLK8 genlerinin ekspresyonu, hem mRNA hem de protein
seviyelerinde, primer skuamdz servikal kanser hiicrelerinde ve servikal tiimor hiicre
hatlarinda yukar1 yonlii diizenlenmistir. Bagka bir ¢alismada servikal kanserde KLK7
geninin protein miktarlarindaki farkliliklarin, kanser prognozunun farkli evrelerinin
karakterizasyonu i¢in potansiyel bir biyomarker olarak kullanilabilecegini ifade edilmistir

[76].

Kolon kanserinde bircok KLK geninin asir1 ifade edildigi ve ¢ogunun bu malignitede
prognostik dneme sahip oldugu gésterilmistir. Ornegin, diisiik KLK10 ve/veya KLK7
mRNA ekspresyonu, uzun siireli hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim)ile anlaml
derecede iligkilidir, bu da her iki genin de kolorektal kanser i¢cin olumsuz prognostik

belirtecler olarak kullanilabilecegini gostermektedir. Kolon kanseri dokularindan alinan
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orneklerde KLKS, KLK6, KLK7, KLK13 ve KLK 14 genlerinin protein seviyeleri, hastalarin
genel sagkalimi ile anlamli derecede iliskili oldugu, ancak bunlardan KLKS5, KLK7 ve

KLK14 genlerinin evreleme ve derecelendirme gibi sabit prognostik degerlere katkida

bulunabilmektedir [77, 78].

Mide kanserinde yapilan ¢alismalarda KLK13 geninin mRNA ekspresyonunun, hastalarin
daha uzun hastaliksiz sagkalim ve genel sagkalim oranlar1 ile anlamli olarak iliskili oldugu
belirlenmis ve olumlu prognostik bir sonug elde edilmesini saglamaktadir [79]. Asir1 ifade
edilmis KLK6 ve KLK10 transkripsiyon seviyeleri, mide kanserinde iki olumsuz prognostik
gosterge olusturur ve sadece yiiksek KLK6 ekspresyonu gastrik kanser hastalarinin daha

diisiik sagkalim orani ile iligkilendirilmistir [80].

Ayrica, gastrik kanser hiicrelerinde KLK6 geninin ifadesinin azalmasi, hiicrelerin
invazivliginin azalmasina yol agarken, hiicrelerde disaridan asir1 ekspresyonu, E-kaderin
promotorunun aktivitesini azaltarak metastatik potansiyellerini arttirmistir. Ayrica,
KLK6'nin gen susturma teknolojileri kullanilarak yeni bir terapdtik hedef oldugu ileri

stiriilmiistiir [80].

KLK10 ile ilgili olarak, ekspresyonunun malign tiimorlerde ve hiicre hatlarinda normal
dokulara kiyasla daha yiiksek oldugu bulunmustur. Huang ve arkadaslari, gastrik kanser
progresyonu sirasinda KLK10 mRNA ekspresyonunun kaybmin veya azalmasinin
farklilasma seviyesi ile iligkili oldugunu ve KLKI10 inaktivasyonunun CpG adasinin
metilasyon yoluyla gastrik tiimorlerin kotii prognozuna katkida bulunabilecegini one

stirmustiir [81].

Meme kanserinde bir¢ok farkli KLK geni ifade olmaktadir. Bunlar arasinda KLK4, KLKS,
KLK7, KLK10, KLK12 ve KLK14, meme kanseri hastalar1 i¢in olumsuz prognostik
gostergeler olustururken, KLK3, KLK9, KLK13 ve KLK15, meme kanserinde iyi klinik

sonuglart 6ngérmektedir [82].

Kantitatif gercek zamanli PCR kullanilarak yapilan KLKS5 mRNA ekspresyon analizi, KLK5
transkripsiyonunun yukar1 regiilasyonunun, erken evre hastalikta bile meme kanseri
hastalarinda kotii prognozu 6ngordiiglinii gostermistir [83, 84]. Ayrica, mRNA ekspresyon
analizi, benign meme lezyonlarina kiyasla meme kanseri doku 6rneklerinde KLKS5'in agir1
regiilasyonunu ortaya koymustur. Bu nedenle, KLK5 mRNA, malign ve benign meme

tiimdrlerinin ayriminda bagimsiz bir biyomarker olarak hizmet edebilir [85].
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Meme kanseri ile ilgili yapilan bir diger calismada KLK14 geninin mRNA'sinin asir1
ekspresyonunun, saglikli sagkalim i¢in bagimsiz bir prognostik gdsterge oldugu
bulunmustur. KLK14 ve KLK4 mRNA pozitif ifadesi, yiiksek tiimor derecesi ve boyutuyla
iliskilidir [86]. KLK14’iin mRNA verilerine uygun olarak, malign meme tiimdrlerinde

histopatolojik olarak boyamasi, hastaligin agresif fenotipleri ile ilisklidir [87].

Meme kanseri iizerinde kapsamli bir sekilde arastirilan KLK10 geni tiimor baglangig
asamasinda ifadesini kaybetmektedir. Bu veriler sonucunda KLK10 meme kanserinde

potansiyel bir timor baskilayict gen olarak belirlenmistir [72].

Akciger kanserinde yapilan caligmalar KLK'larin tanisal veya prognostik biyomarkerlar
olarak kullanilabilecegini 6nermektedir. KLKS8 ekspresyonunun, timdr hiicre invazivitesini
baskilayarak kiiciik hiicreli olmayan akciger karsinomasinda olumlu bir klinik sonug
sagladigi gosterilmistir [88]. Nathalie ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢alismada yiiksek
KLK6 ifadesinin kiiclik hiicreli olmayan akciger karsinomasinda bagimsiz bir negatif
prognostik faktor olusturdugunu gostermistir [89]. Kanser mikrogevresine komsu malign
olmayan akciger dokularina kiyasla, KLK5 ve KLK10, kiigiik hiicreli olmayan akciger
karsinomasinin bir alt tipi olan skuamoz hiicreli akciger karsinomunda fazla eksprese
edilirken, KLK7’nin akciger adenokarsinomunda asag1 yonlii ifade etigi belirlenmistir [90,

91].

Kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tanist konan hastalarinin serumlarinda KLKS,
KLK7, KLKS8, KLK10 ve KLK12 genlerinin ifadeleri, normal bireylerin serumlarina gore
daha diisiik iken, KLK11, KLK13 ve KLK14 genlerinin seviyeleri kii¢iik hiicreli olmayan
akciger kanseri hastalarinin serumlarinda daha yiiksek oranda bulunmustur. Ozellikle,

KLK11 ve KLK12'nin hastalik evresi ile iligkili oldugu goriilmektedir [92].

Akciger adenokarsinomunda KLK 13 geninin mRNA ve protein diizeyinde asir1 ekspresyonu
belirlenmesi, pozitif nodal durum olusumu ve hastalarin daha diisiilk genel sagkalim
olasiliklari ile iligkilendirilirken, KLK 14 geninin protein ekspresyonu seviyesi timor boyutu

ile korelasyon durumunda oldugu belirlenmistir [93].

1.5.2 Kallikrein 4 (KLK4)

KLK4 geni, insan doku kallikrein ailesinin bir liyesidir ve literatirde ARM1, EMSP, PSTS,
AI2A1, EMSPI, KLK-L1 ve PRSS17 gibi isimlerle de anilmaktadir. KLK4, protein
seviyesinde diger kallikrein benzeri peptidaz ailesi tiyeleriyle %25 (KLK12), %29 (KLK10),
%31 (KLK9), %34 (KLK1, 2, 3), %35 (KLKS, 13), %36 (KLK6), %37 (KLK15), %40
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(KLK14) ve %43 (KLK7), %45 (KLKS5) oranlarinda dizisel homoloji paylasir. KLKI,
KLK2 ve KLK3'in aksine, KLK4, enzimlerin substrat 6zgiilliigiinde onemli oldugu

diisiiniilen ve 3. ekzonda kodlanan 11 amino asitlik "kallikrein dongiisii"ne sahip degildir.

Insan dokularinda yapilan calismalar, KLK4 mRNA ifadesinin prostat dokusunda arttigini
gostermistir. Bununla birlikte, daha duyarli RT-PCR deneyleri, meme, yumurtalik,
endometrium, tiikiiriik bezi, akciger, adrenal bez, kolon, soluk borusu, omurilik, testis, beyin,
bobrek, tiroid ve deri gibi dokularda da diisiik-orta diizeylerde KLK4 mRNA ifadesi
oldugunu ortaya koymustur [94].

Bir diger KLK ailesi iiyesi olan KLK4 geni, kolon tiimorlerinde anormal sekilde ifade
edilmistir. Ozellikle, KLK4, HT-29 kolorektal adenokarsinom hiicrelerinde PARI1
sinyallemesini indiikleyebilir ve dolayisiyla ERK1/2 aktivasyonunu tesvik ederek kolorektal

adenokarsinom hiicrelerine daha agresif bir fenotip kazandirabilir [95].

Diger tim KLK'lar dis salg1 proteinleri olup ekstraseliiler fonksiyonlara sahipken, KLK4
esas olarak cekirdekte bulunur, bu da onun diger KLK ailesi iiyelerinden farkli bir iglevi
oldugunu gosterir [96]. KLK4 ifadesi prostatta yiiksek diizeyde bulunur ve androjenler
tarafindan diizenlenir [97]. Prostat kanseri dokularinda ve hiicre hatlarinda, KLK4 yiiksek
diizeyde ifade edilir ve epitelyal-mezenkimal ge¢is (EMT) ve prostat kanserinin kemik
metastazinda onemli bir rol oynar. KLK4 ayrica meme kanserinde, over kanserinde ve
endometriyal karsinomda yiiksek diizeyde ifade edilir ve birkag kanserin potansiyel bir

belirteci olarak kabul edilir [98].

KLK4, prostat dokusu basta olmak iizere hormonlar tarafindan diizenlenir. KLK4, ¢esitli
hormon bagimli kanserler i¢in potansiyel bir biyobelirte¢ olarak kullanilabilmektedir.
Ozellikle prostat kanserinde KLK4'iin prostat karsinom dokularinda normal dokulara kiyasla
onemli Olgiide asirn ifade edildigini gosterilmistir. KLK4'n ¢esitli izoformlarda ifade
edildigi bilinmektedir. Tam uzunlukta protein 254 amino asit uzunlugundadir, ancak sik
ifade edilen izoformu daha kisa olarak 205 amino asit olusur ve daha iyi bir prostat timor

biyobelirteci olma potansiyeline sahiptir [99].

Kallikrein ailesinin 6nemli 6l¢iide farklilasmis ilk {iyesi olan KLK4 geninde sinyal peptidini
kodlamas1 beklenen ekzon mevcut degildir ve bu durum kodlanan proteinin islevini olas1 bir
sekilde etkiler. KLK4 geninin ekspresyonu prostat kanseri hiicre hatalrinda birden fazla

hormon tarafindan diizenlenmektedir ve prostat kanserinin androjen bagimsiz fazinda
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deregiile olur. Bu bulgular, KLK4'lin kallikrein ailesinin benzersiz bir {iyesi oldugunu ve

prostat kanserinin ilerlemesinde rol oynayabilecegini gostermektedir [ 100].

KLK4'n prostat kaynakli stromal hiicrelerde kanserle iligkili fibroblast ozelliklerini
indiikledigini, epitelden mezenkimal gecis (EMT) benzeri Ozellikler olusturdugunu ve
matriks metalloproteinaz-1'i (MMP-1) aktive ettigini bildirilmistir. Bu etkiler bir araya

gelerek tiimor biiylimesini ve metastazi etkileyebilmektedir [101].

KLK4, PAR1' aktive edebilir ve in vitro prostatik miyofibroblast hiicrelerinde IL-6 protein
ekspresyonunu artirabilir, bu da KLK4'in parakrin bir diizenleme mekanizmasi olabilecegini
diistindiirmektedir .[102]. Ayrica, prostat kanseri kemik metastaz lezyonlarinda KLK4 ve
PAR2'nin birlikte lokalizasyonu gozlemlenmistir, bu da KLK aracili PAR bagimli etkilerin
metastatik bolgelerde de meydana gelebilecegini gostermektedir [103].

Transforme edici biiylime faktor-beta 1 (TGFB1) prostat kanseri ve kemik osteoblast benzeri
hiicrelerin ortak kiiltiir modelinde KLLK4'in yukar1 regiilasyonunu aracilik eder. Bu veriler
prostat kanseri kemik metastazlarinda gozlemlenen yiiksek KLK4 seviyelerinin olas1 bir

mekanizmasini gostermektedir [104].

Yapilan diger bir calismada KLK4'lin prostat hiicrelerinin hayatta kalmasini diizenlemek igin
AR ve mTOR sinyallesmesini modiile ettigi bildirilmistir ve KLK4'{in baskilanmasi, prostat
kanseri hiicrelerini in vitro olarak apoptoz indiikleyici ajanlara duyarli hale getirmistir. Bu
sonuglar KLK4'ln susturulmasmin Onemli terapdtik —etkililik  saglayabilecegini

gostermektedir [105].

2022 yilinda yapilan bir calismaya gore bobrek kromofob tiimor orneklerinde ve hiicre
hatlarinda KLK4 ekspresyonunun yukar1 regiile edildigini belirtilmistir. Ayrica KLK4’
inhibe edilmesinin kromofob hiicre proliferasyonunda ve koloni olusumunda yavaslamaya
yol agmistir. Yine ayni ¢alimada KLK4 geninin inbisiyonun hiicrelerinin gd¢iinil, istilasini
ve epitelyal-mezenkimal gecisini (EMT) inhibe ettigi raporlanmistir. AKT ve ERK

yolaklarinin fosforilasyonu, KLK4 geninin susturmasi ile artmis oldugu gosterilmistir [106].

Ag1z kanseri hiicrelerinde miR-378-3p/5p'nin kallikrein ile iligkili peptidaz 4'i (KLK4)
hedefleyebilecegini dogrulanmis ve KLK4'ln asir1 ekspresyonununun miR-378'in asir1

ekspresyonuna neden oldugu rapor edilmistir [107].
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Yapilan diger bir ¢alismada hasta gruplarinda hem primer prostat kanseri hem de kemik
metastazi ile karsilagtirildiginda iyi huylu prostat hiperplazisinde hem KLK4T2 hem de
KLK4"in anlamli derecede daha yiiksek ekspresyonunu bildirilmistir [108].
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2. TEZIN AMACI VE KAPSAMI

Gergeklestirilen literatiir taramasi sonucunda KLLK4 geninin prostat kanserinin gelisiminde
bir¢ok farkli siireclerde etkin bir rol oynadigini belirlenmistir. Ayni zamanda inflamatuar
sitokinlerden olan IL-6 ve TNF-a, prostat kanseri hiicrelerinde ¢esitli sinyal yolaklarini
etkileyerek hiicre cogalmasi, hiicre farklilagmasi, apoptoz ve lipit metabolizmasi dahil olmak
lizere genis bir biyolojik siirecin diizenlenmesini modiile edebildigi yapilan ¢alismalarda

gosterilmistir.

Bu tez calismasi kapsaminda, prostat kanseri hiicre hatlarinda, inflamatuar sitokinlerden olan
IL-6 ve TNF-a ile KLK-4 geninin regiilasyonunun aydinlatilmasi hedeflenmistir. Tez
kapsamin mRNA, protein ve promotor diizeylerinde gerekli deneysel ¢alismalar yapilarak

belirlenen sitokinlerin KLLK4 geninin regiilasyonu iizerindeki rolleri aragtirilmastir.

Ayrica, IL-6 ve TNF-a sitokin varliginda KLK4 geninin hangi hiicre i¢i yolaklar iizerinden
regiile edildigini belirlemek i¢cin mRNA, protein ve promotor diizeyinde Real Time PCR,
Westen Blot analizleri yapilmistir. IL-6 ve TNF-a sitokin varlifinda farkli promotdr
pargalarinin transfeksiyon caligsmalari yapilarak en aktif promotor par¢asinin yolak inhibitor
calismalar1 gerceklestirilmistir. Olasi transfeksiyon baglanma bdlgelerinin belirlenmesi igin

EMSA (Elektro Mobility Shift Assay) deneyleri gergeklestirilmistir.
Tez plan1 kapsaminda yapilan ¢alismalar Sekil 2.1°de gosterilmistir. Bu dogrultuda

v IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin prostat kanser modeli olan PC-3 ve LNCaP hiicre
hatlarinda proliferatif etkisinin MTT testi ile belirlenmesi.

v" IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin KLK4 geninin mRNA seviyelerindeki doz ve zamana
bagl degisikliklerini belirlemek i¢in qRT-PCR analizlerinin ger¢eklestirilmesi

v IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin KLK4 geninin protein seviyelerindeki doz ve zamana
bagli degisikliklerini belirlemek i¢in western blot analizlerinin gergeklestirilmesi.
IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin varliginda, KLK4 geninin 4 farkli promotor bdlgesinin
transkripsiyonel aktivitesinin belirlenmesi i¢in kalsiyum fosfat transfeksiyonu
yontemi ile analizlerin gergeklestirilmesi.

v IL-6 ve TNF-a sitokin varliginda, en fazla aktivite gdsteren promotor pargasinin
inhibitor uygulamasi ile salinan sistem liisiferaz ve SEAP o6l¢iimleriyle etkinliginin

belirlenmesi
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v" IL-6 ve TNF-a sitokin varliginda KLK4 geninin protein yar1 émriiniin belirlenmesi
western blot analizi ile siklohekzimid deneylerinin yapilmasi.

v En aktif promot6r pargasinin IL-6 ve TNF-a sitokin varliginda trasnkripsiyon faktorii
baglanma bolgelerinin analizlerinin yapilabilmesi ve tam baglanma bdlgelerinin
belirlenmesi icin EMSA (Elektro Mobility Shift Assay) deneyleri
gerceklestirilmistir.
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyaller

3.1.1 Deneysel Calismalarda Kullanilan Kimyasallarin Listesi

Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen deneysel ¢alismalarda kullanilan kimyasallar Tablo
3.1 verilmistir. Kullanilan tiim malzemeler molekiiler biyoloji alaninda yapilan ¢aligsmalara

uygun saflikta temin edilmistir.

Tablo 3.1: Deneysel caligmalarda kullanilan kimyasallarin listesi

Malzeme-Kimvasal Adi Markas:
; LB Agar Besiveri Pronadisa
Bakteri LB Broth Besiveri Pronadisa
Galgmalannda 5 mpisilin ve Kanamisin Antibivotikleri Sigma
Kullanilan Gliserol ve CaClz Sigma
Malzemeler Petri Kutular: (Steril) IsoLab
50 mL ve 15 mL Falkonlar (Steril) IzoLab
GeneJET Plasmid Miniprep™ Kit Thermo
DNA 5 U/pL- Tag DA Polimeraz Enzimi Thermo
Calismalannda | 10X Tag Tamponn (+KCl) Thermo
Kullamlan 10 mM dNTP karigimi Thermo
Kimyasallar ve | 25 mM-MgCla Thermo
Malzemeler Etidvum Bromiir, Agaroz Sigma
6X Numune Yiikleme Bovasi-1 kb DINA Marker, | Thermo
Tris Base, Borik Asit Sigma
GeneJET Gel Extraction™Kit Thermo
Restriksivon Kesim Enzimleri Thermo NEB
T4-DNA Ligaz Enzimleri ve Tamponlar Thermo NEB
5 U/pL- Tag DNA Polimeraz Enzimi Thermo
103 Taq Tamponu (+ECI) Thermo
10 mM dNTP karigimi Thermo
25 mM-MgClz Thermo
Etidvum Bromiir, Agaroz Sigma
1 kb DNA Ladder, 6X Yiikleme Boyast Thermo
Protein G-250-Coomassie Brillant Blue Sigma
Calizmalannda | R-250-Coomassie Brillant Blue Sigma
Kullamlan Proteaz Inhibitér Tabletleri Roche
Kimyaszallar ve | Fosforik asit, Etanol, Metanol Merck
Malzemeler Akrilamid/Bisakrilamid (37.5/1) Sigma
Amonvum Persiilfat) Merck
Tetrametiletilendiamin Sigma
4% Laemli Omek Tamponu BioRad
p-merkaptoetanol Merck
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Protein
Calismalannda
Kullanilan
Kimyasallar ve
Malzemeler

Hiicre Kiiltiirii
Calismalannda
Kullanilan
Kimyasallar ve
Malzemeler

Sitolkin ve
Inhibisyon
Calismalannda
Kullanilan

Malzemeler

Transfeksiyon
Calismalannda
Kullanilan

Malzemeler

ENA
Calismalarinda
Kullamlan
Malzemeler

Tris, EDTA, Glisin, NaCl EGTA, 5DS
PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder
PVDF Membram

Yagsiz Siit Tozu

Tween®-20

KLEK4 Mouse Monoklonal Antikor

f-aktin Mouse mAb

m-1zGwx BP-HRP (Sekonder Antikor)
PierceTM ECL

Dulbecco’s Modified Eagles Medium
FCS-Fetal Calf Serum

EDTA (Etilendiaminetetraasetik Asit)
L-Glutamin, Tripsin

EPMI-1640

PBS (Phosphate Buffered Salin)

Pastdr Pipeti (3 mL, Steril)

Serolojik Pipetler (10 ml. ve 25 mL, Steril)
Flasklar (25 cm2 ve 75 cm?2, Steril)

Steril Filtreler (0,22 pm ve 0,45 um)
DMSO (Dimetil siilfoksit)

Tripan Mavwisi

Ependorflar

BSA (Bovine Serum Albumin)
Penisilin-Streptomisin Solisyon (100X)
Antibiyotik-Antimikotik Solisyon (100X)
Hiicre Kiiltiiri Plaka (96, 24, 12, 6 Kuyucuklu)
MTT

HC1, Izopropanol

TNF-o-Timér Nekroz Faktér

IL-6 (Interlskin)

PD169316-p38 MAP lunaz inhibitdrii
SP600125-TNK inhibitorii

PD98059-MEKI inhibitorii
Wortmannin-PI3K inhibitéri

HEPES

NaCl, NaZHPO4, CaCl12

K-tremeGENETM HP DNA Transfect Reagent
Ready-To-GlowTM Dual Sec. Reporter Ass.
Lusiferaz ve SEAP Substratlarn

384 Kuyucuklu Plaka

DEPC (Diet1] Pirokarbonat)

Gene]ET RNA Purification TM Kit

MOPS (3-(N-morpholino) propansiilfonik asit)
B-merkaptoetanol, Formaldehit

Insiilin Enjektorii (Steril)

Etanol

Nadc (Sodyum Asetat) EDTA

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat)

25

Sigma

Thermo
Millipore

Santa Cruz
Sigma

Santa Cruz

Cell Signaling
Santa Cruz
Thermo Scientific
Gibeo, EuroClone
Gibco

Sigma

Sigma

Sigma

VWE Life Science
IsoLab

Sarstedt
Sarstedt
Sartorins

Sigma

Sigma

IsoLab

Sigma

Gibco

Gibco

Sarstedt

Sigma

Sigma
PeproTech
PeproTech
Sigma

Santa Cruz

Cell Signaling
Cell Signaling
Sigma

Sigma

Foche

Takara Clontech
Takara Clontech
Corning

Sigma

Thermo Scientific
Merck

Merck

Bd Micro-Fine
Merck

Sigma

Stgma



Tablo 3.1 (devami)

ENA Agaroz, Etidvom Bromiir (Et-Br)
Calismalarinda | Oligo(dT)

Kullanilan dNTP Karisim

Malzemeler RiboLock RNaz Inhibitorii

EevertAid Reverse Transkriptaz Enzimi
Feverse Transkriptaz Tamponu (53X
Eeal() Plus 2X Master Mix Green

96 Kuyucuklu Plaka (Bevaz) Light-Cvcler 480

96 Kuvucuklu Plaka Jelatini

Sigma
Thermo
Thermo
Thermo
Thermo
Thermo
Ampliqon
Foche Life
Science
Thermo

3.1.2 Deneysel Calismalarda Kullamilan Laboratuvar Cihazlarimin Listesi

Laboratuvar ortaminda gerceklestirilen deneysel ¢aligsmalarda kullanilan cihazlar Tablo 3.2

verilmigtir. Kullanilan tiim cihazlarin kalibrasyon ve kontrolleri gerekli prosediirlere uygun

olarak gerceklestirilmistir.

Tablo 3.2: Deneysel calismalarda kullanilan Laboratuvar cihazlarinin listesi

Cihaz Ad1

Laminar Air Flow

CO2’li Inkiibator

-80 °C Dondurucu

Ultrasonik Su Banyosu

pH Metre

Su Banyosu

Buzdolabi, Mikrodalga Firin
Isitic1 Blok

Isiticth Manyetik Ozellikli Karistirict
Terazi

Otoklav Cihaz

Buz Makinesi

Calkalamal1 Etiiv

Calkalamali Inkiibator (Is1 Ayarl)
Sogutmal1 Santrifii

Otomatik Pipetler

Sogutmali Mikro Santrifiij

Doner Hareketli Calkalayici
Yatay Karistirici

Ultra Distile Su Cihazi

Ultra Viyole Goriintiileyici Sistem
Goriintiileme Sistemi

Mikro Santrifiij

Elektrikli Pipet Aleti

DNA Elektroforez Sistemi
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Marka/Modeli
Telstar Bio 11
Nuaire

Thermo
PlusLab
Hanna
Elektromag
Argelik

FALC

Velp Scientifica
Sartorius
Hirayama
Hoshizaki
WTB

GFL

Sigma

Thermo

Hanil Science
Thermo

GFL

Human Cor.
Vilber L.
BioSpectrum
Thermo
IsoLaboratuary
Minicell P.



Tablo 3.2 (devami)
RNA Elektroforez Sistemi
PCR Cihazi
Real Time PCR Cihazi-Cycler 480)
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
uDropTM Plate, Spektro
Luminometre
SDS PAGE Aparatlari
Flow Sitometri

Apelex

Techne Progene
Roche Life Science
Thermo
Multiskango, Thermo
Thermo

BioRad

Guava

3.1.3 Transformasyon Calismalarinda Kullanilan Bakteri Soylari

Transformasyon sonrasinda stoklarin olusturulmasi amaciyla ¢esitli E. coli IM109 soyu

hiicreler kullanildi.

3.1.4 Deneysel Calismalarda Kullanilan Vektorler

Transfeksiyonun verimliligini belirlemek amaciyla pMETLuc-kontrol (Clontech) vektorii

pozitif kontrol olarak, pSEAP2-kontrol (Clontech) vektorii ise normalizasyon amagli

kullanilmistir (Sekil 3.1). Yapilan transfeksiyon ¢alismasinda belirlemek i¢in negatif kontrol

olarak (bos) pMETLuc-reporter vektori kullanildi.

e
Secreted
pMetLuc- ‘fﬁ%ﬁdﬁa
COI‘Itml ucirerase
4624 bp Not|

Kan/ (1293)

Neo

MCS
Notl  (i=s) MCS
(4949) (245-264)

SEAP

pSEAP2-Control
5.1 kb

Sv40

ly A
svao P Xbal
puC enhancer (1794)

ori

Asel
(3623)

BamH]I
(2302)

TB = Transcription blocker

Sall
(2308)

Sekil 3.1:pMETLuc-kontrol ve pSEAP2-kontrol vektorlerinin sematik gosterimi
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3.1.5 Deneysel Calismalarda Kullanilan Hiicre Soylar:
Yapilan ¢alismalarda prostat kanseri hiicre hatlar1 olan androjen bagimsiz PC-3 (ATCC no:

CRL-1435) ve androjen bagimli LNCaP (ATCC no: CRL-1740) hiicre soylar1 kullanildi.

PC-3
(20x)
i
LNCaP
@) |
.“‘;é.}&i.?‘:.

=
2

Sekil 3.2: Calismada kullanilan hiicre hatlar

3.2 Yontemler

3.2.1 Cahsmada Kullanilan Malzemelerin, Ortamin Temizligi ve Sterilizasyonu

Deneyler sirasinda kullanilan poliliretan malzemeler, 121°C'de 20 dakika boyunca steril
edilir. Bu islem ependorf tiipleri, pipet uclar1 ve diger malzemeler i¢in gegerlidir. Ayni1
protokolle soliisyonlar da steril edilir. Ancak yliksek sicakliklara dayanikli olmayan
soliisyonlar i¢in 0.22 pm'lik filtre kullanilarak sterilizasyon yapilir. Hiicre kiiltiirli
laboratuvar1 her hafta periyodik olarak virkon ve etil alkol ile diizenli olarak dezenfekte
edilir. Rutin periyotlarda, hem hiicre kiiltiir laboratuvart hem de kiiltiir kabininin igi

kullanima baslanmadan 6nce en az 15 dakika boyunca UV lambasi agilarak sterilizasyon
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saglanir. RNA tabanli deneysel ¢alismalarda ise olasi RNAaz aktivitesinden kaginmak

amaciyla %0.1'lik DEPC'li steril su kullanilir.

3.2.2 Bakteri Calismalari ile ilgili Teknikler

3.2.2.1 Sivi ve Kati Besiyerinin Hazirlanmasi

Kat1 besiyeri i¢in Luria Broth agar, sivi besiyeri i¢in ise Luria Broth kullanildi. Firmalarin
gelistirdigi protokoller uygun olarak belirlenen miktarlarda hem sivi hemde kat1 besiyeri igin
hesaplamalar yapildi. Kat1 besiyeri distile suda ¢oziindiiriildii ve 121 °C’de 20 dk. boyunca
otoklavlanarak sterilizasyon protokolii uygulanmis oldu. Otoklavdan alindiktan sonra
yaklagik 50-55 °C’ye kadar sogumasi beklendi. Daha sonra bek alevi esliginde besiyerindeki
son konsantrasyonu 100 pg/mL ampisilin veya 30 pg/mL kanamisin olacak sekilde
besiyerlerine ilave edilerek karistirildi. Elde edilen agar karisimi petri kaplarina dokiildii ve
serin bir ortamda katilagmasi i¢in beklendi. Herhangi bir su buhar1 olugsmamasi i¢in gerekli
siire tamamlandiktan sonra petrilerin etrafi parafilm ile sarilarak ters g¢evrildi ve 151k
almayacak bir sekilde +4 °C’de muhafaza edildi.S1v1 besiyeri olarak kullanilan L.Broth
firmanin belirledigi oranlarda son hacim 1L olacak sekilde su igerisinde ¢oziildii. Kati
besiyerinde oldugu gibi 20 dk. boyunca 121 °C’de otoklavlanarak sterilizasyonu yapildi ve
+4 °C’de stoklandi. Benzer sekilde kat1 besiyerinde oldugu gibi LB s1vi besiyerinde de son
konsantrasyonu 100 pg/mL ampisilin veya 30 pg/mL kanamisin olacak sekilde antibiyotik

ilave edildi.

3.2.2.2 Kompetent Hiicre Hazirlanmasi

Trasformasyon deneylerinde kullanilmak tizere kompetent yapilacak E. coli (JM109)
hiicreler -80 °C’deki gliserol stogundan alinarak LB agar iceren steril petrilere sabit tek
koloni olacak sekilde ekimi yapildi. Ardindan 37 °C’de bir gece inkiibasyonu birakildi. Son
hacim 20 mL olacak sekilde LB s1v1 besiyerine tek koloniden ekim yapildi. Ekimden sonra
calkalamal1 etlivde bir gece 37 °C’deki inkiibasyona birakildi. Toplam hacminin yaklagik 3
kat1 biiytikliiglinde olan steril erlene konulan 100 mL LB besiyerine 6nceden hazirlanan 6n
kiltiirden 15 mL ekilerek tekrar 37 °C’deki c¢alkalamali etiiv kullanilarak inkiibasyona
birakildi. Belirli araliklarla spektrofotometre yardimiyla absorbans 6l¢iimleri alinarak ODgoo

degeri 0.5-0.6 oluncaya kadar inkiibasyon siireci takip edildi.

Istenilen ODgoo degeri elde edilince siispansiyon bek alevi altinda 50 mL’lik steril falkon

tiiplere aktarildi. Falkon tiipler 3.000 rpm’de +4 °C’de 5 dk. boyunca santrifiij edildi ve
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santrifiij sonrast iistteki sivi uzaklastirildi. Falkon tiite kalan pellete bakteri slispansiyonu
baslangicta elimizde olan hacmin yarisi kadar 0.1 M CaCls ¢ozeltisi eklendi ve hafifce pellet
¢Oziildii. Daha sonra falkonda bulunan hiicre siispansiyonu yaklagik 25 dk. boyunca buzda
bekletildikten sonra 5 dk +4°C’de 3.000 rpm’de. santrifiij yapild1 ve santrifiij sonunda
stipernatant uzaklastirildi. Kalan pellete ilk baslangi¢c hacminin toplamda 1/10’u kadar 0.1
M CaCl; ¢ozeltisi ilave edilerek hafifce ¢oziilmesi saglandi. Devaminda buz iizerinde 1-4
saat kadar inkiibasyona birakildi. Daha sonra %40’lik soguk gliserol ilave edilerek
kanistirildi. Elde edilen eliiatlar etiketlenerek daha 6nceden buz iizerinde sogutulmus, 1.5
mL’lik ependorflara 200’er uL son hacim olacak sekilde paylastirildi ve ardindan -80 °C’de
stokland1 [109].

3.2.2.3 Transformasyonu

-80 °C’de stoklanan kompetent hiicrelerin gliserol stoklart 6n hazirlik i¢in buz lizerine
konarak ¢o6ziinmesi i¢in 5-10 dk. bekletildi. 1.5 mL’lik ependorf tiip igerisine 200 pL
kompetent hiicre ve lizerine transforme edilmek istenen plazmitten 1-5 pL eklendi. Bu
karisim yaklasik 40 dk. buz iizerinde bekletildi. inkiibasyon sonunda hizl1 bir sekilde gerekli
transformasyonun gerceklesebilmesi icin ependorf tip 2 dk boyunca 42°C’deki su
banyosunda bekletilerek 1s1 soku uygulandi. Ardindan hi¢ vakit kaybetmeden 1s1 soku
uygulanan tiip 2 dk. buz iizerinde bekletildi. Daha sonra tiipe 37 °C’de 6nceden 1sitilmig LB
besiyerinden 800 puL eklendi ve hiicreler. 37 °C’deki calkalamali etiivde 90 dk. inkiibasyona
birakild. Inkiibasyon sonunda elde edilen kiiltiiriin 100 pL’si, igerisinde aktarilan plazmitin
direngli oldugu antibiyotik bulunan LB agarli petrilere yayildi. Geriye kalan transformasyon
kiiltiirii 5 dk. boyunca 4.000 rpm’de santrifiij edilerek 100 pL LB besiyerinde ¢oziildii ve
diger petrilere yayildi. Daha sonra hiicrelerin biiyiimesi i¢in 24 saat inkiibasyona birakildu.

Inkiibasyon sonrasinda olusan kolonilerden plazmit izolasyonu yapild.

3.2.2.4 Gliserol Stok Hazirlanmasi

Transformasyon sonrasinda se¢imi yapilan kolonilerden antibiyotikli 20 mL LB besiyerine
ekim yapildi. Bir gece 37°C’deki calkalamali etlivde inkiibe edilen kiiltlir esit hacimde
tiiplere dagitilarak %30’luk steril gliserol eklendi ve -80 °C’de stokland.

3.2.2.5 Biiyiik Olcekli Plazmit izolasyonu
-80 °C’deki gliserol stoktan LB agara tek koloni ekimi yapilarak bir gece 37 °C’de
inkiibasyonu gergeklestirildi. On kiiltiir igin tek koloniden 20 mL LB besiyerine ekim
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yapilarak bir gece 37 °C’deki ¢alkalamali etiiv kullanilarak inkiibe edildi. On kiiltiiriin
1/1000’1 alinarak segici antibiyotigi iceren 100 mL LB medyuma ekildi ve bir gece (16 sa.)
37°C’deki c¢alkalamali etiivde inkiibasyona birakildi. Hazirlanan son kiiltiirden plazmit
izolasyonu Midi-NucleoBond Xtra™ kitinin protokoliine uygun olarak gerceklestirildi.
izole edilen plazmit DNA spektrfotometre ile miktar1 belirlendikten sonra -20 °C’de

saklandi.

3.2.3 DNA ile ilgili Teknikler

3.2.3.1 DNA Miktar Tayini

Spektrofotometrede 260-280 nm dalga boylarindaki absorbans sonuglari izole edilen
DNA’nin miktarmi ve saflifini belirler. Gerekli Olglimlerin yapilabilmesi i¢cin DNA
orneklerinden 2 pL ve elde edilen sonucun degerlendirilebilmesi i¢in kor olarak ise 2 pL.
distiel su kullanilir. Ornekler ve kor pDrop™ plakaya konulur ve 6l¢iim sonucu elde edilen
absorbans degerleri hesaplanarak DNA miktar1 ve saflig1 belirlendi. Bu veriler su formiiller

kullanilarak hesaplandi.

DNA miktart (ng/ul) = A260x 50 ng/pL x (10 mm/0,49 mm)
Saflk = Ao / A2so

3.2.3.2 Primer Tasarimi

www.restrictionmapper.org, ~www.ncbi.nlm.nih.gov. ve www.idtdna.com internet

adreslerinden yararlanilarak primer tasarimi gergeklestirildi. Tasarlanan primerlerin Tm
sicakliklarinin birbirne yakin degerlerde olmasi, tasarlanan primermerlin sa¢ tokasi formu
olusturmamasia ve niikleotitlerin dengeli dagilimma dikkat edildi. Primerlerin yanlis
eslesme olasiligint 6nlemek icin, insan KLK4 geni ile en yiiksek benzerligi gosterdigi

belirlenen DNA sekanslarina BLAST yapilda.

3.2.3.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

PCR reaksiyonu i¢in 50 pL'lik bir hacim kullanildi. Kalip DNA olarak yaklasik 200 ng
niikleik asit ve her bir primer i¢in 2 uM son konsantrasyonda dnceden gene 0zgii olarak
tasarlanmig primerler kullanildi. Reaksiyon karigimina iceriginde 10 mM Tris-HCI, 50 mM
KCl, %1 (v/v) Triton X-100 ve pH 9 olan 1X Tampon (Thermo), 200 mM dNTP ve 2,5 birim
Taq DNA polimeraz (Thermo) eklendi. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinda, 1 mM, 2 mM
ve 4 mM olacak sekilde her bir PCR reaksiyonu i¢in kurularak optimize edildi.
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Reaksiyon karigimina 10X Taq polimeraz tamponundan 5 pL. ve 5 U/uL. Taq polimeraz
enziminden 0.5 pL eklendi. PCR sonuglar1 agaroz jel iizerinde gorsellestirildi. PCR dongii

kosullar1 Tablo 3.3'te belirtildigi sekilde uygulandi.

Tablo 3.3:PCR dongii kosullari

Segment Dongii Sayisi Sicakhik Siire
1 1 94°C 60 sn.
94°C 60 sn.

2 30 55°C 60 sn.
72°C 60 sn.

3 1 72°C 10 dk.

3.2.3.4 Agaroz Jel Elektroforezi

DNA'y1 jelde gorsellestirmek i¢in %1'lik bir agaroz jel hazirlandi. Bunun i¢in 1 gram agaroz,
0.5X TBE tamponunda eritilip tamamen homojen hale getirildi ve sonrasinda 50°C'ye kadar
sogumaya birakildi. Soguduktan sonra son konsantrasyonu 0.5 pg/mL olacak sekilde
etidyum bromiir ilave edilerek c¢eker ocak icerisinde karistirildi. Hazirlanan soliisyon jel
tankina dokiildii ve polimerlesmesi beklenildi. Elektroforez tanki, 0.5X TBE tamponu ile
dolduruldu. ilk olarak 1 kb DNA marker ilk kuyucuga yiiklendikten sonra, drnekler 6X
yukleme boyasi ile karistirilarak kuyulara ytiklendi. 40 dakika boyunca 90 volt akimda
elektroforez islemi gerceklestirildi. Elektroforez tamamlandiktan sonra jel, UV goriintiilleme
sistemi kullanilarak fotograflandi. Cogaltilan DNA bantlari, UV goriintiileme cihazi
tizerinde dikkatlice jelden kesilerek geri alindi. Geri kazanilan DNA, DNA jel ekstraksiyon
kiti (Thermo) kullanilarak bir miktar agaroz jelde tekrar yiirtitiilerek kontrol edildi.

Tablo 3.4: DNA agaroz jel elektroforezinde kullanilan ¢6zeltiler

Cizelti Hazirlanis:

53X TBE Tamponu | 445 mM Tris Base-Borik asit ve 10 mM EDTA igeren (pH 8.3)
cozelti hazirlanarak 54 g Tris Baz, 275 g Bork asit ~900 mL
dH20"da cozildi ve iizermme 20 ml 05 M EDTA (pH 5.0)
eklendi. pH 83°e ayarlamp son hacim 1 Lye tamamlandi.
Dtoklavlanip kullanima hazir hale setinldi.

Et-Br Stok Cozeltn | Son konsantrasyon 10 mg/ml olarak hazirlanarak ve 1s1ik almayan
bir verdet+4 "C’de saklandi.

1 kb DNA Marker | 1 pL (DNA ladder) : 1 pL (Yikleme bovasi) - 4 ul (dH20)
oranina dikkat edilerek hazirland:.
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3.2.3.5 Agaroz Jelden DNA’nin Saflastirilmasi

Agaroz jelden geri kazanilmak istenilen DNA bantlar etrafindan yakin bir alandan kesim
yapilarak bantlar jelden c¢ikarildi. Jelden DNA’nin geri kazanilmasi GeneJET Gel
Extraction™ kitinin &nerdigi protokole gére gerceklestirildi. Agaroz jel parcalarmin

miktarlar1 hesaplanarak -20 °C’de stoklandi.

3.2.4 Hiicre Kiiltiirii ile Ilgili Teknikler

3.2.4.1 Hiicre Kiiltiirii Serumunun Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde kullanilacak olan fetal sigir serumu ticari olarak temin edildi. Temin
islemleri soguk zincire uyarak yapildi ve -20°C’de saklandi. Ticari olarak temin edilen stok
serum, ilk kullanimdan o6nce buzdolabinda +4°C’de bir gece bekletilerek buzlarinin
¢Oziilmesi saglanarak homojen bir hale getirildi. Daha sonra 56 °C’de 60 dakika 1s1 ile
inaktive edilerek kullanima hazir hale getirildi. Laminar flow kabin igerisinde 50 mL’lik

steril falkonlara alikotlanip agizlar1 parafilmlenerek -20 °C’de muhafaza edildi.

3.2.4.2 Hiicre Kiiltiirii Besiyerinin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii calismalarinda besiyeri ortami olarak LNCaP hiicreleri i¢in RPMI-1640
MEDIUM ve PC3 hiicreleri i¢in ise DMEM Dulbecco’s Modified Eagles Medium
kullanildi. Her iki besiyeride ticari olarak temin edilip +4°C’de stoklandi. DMEM
bilesiminde L-Glutamin yoksa, kullanim 6ncesinde, L-Glutamin (200 mM steril stogundan)
%1 olacak sekilde (son konsantrasyonu ~ 2mM) eklendi. Deneysel ¢alismalarda kullanilan
hiicre hatlar1 i¢in son hacime oranla %10 FCS ilave edildi. Besiyerlerinde antibiyotik
kullanilacagi ~ durumlarda  100X’lik  penisilin-streptomisin  soliisyonundan  son

konsantrasyonu 1X olacak sekilde ilave edildi.

3.2.4.3 Hiicre Kiiltiiriinde Kullanilan Cozeltilerin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiirii ¢aligmalar1 sirasinda kullanilacak olan ¢ozeltiler PBS (1X) (Phosphate
Buffered Salin) ¢ozeltisi ticari olarak tablet seklinde tedarik edilerek, iizerinde yazan
protokole uygun bir sekilde (bir tablet 100 mL dH>O’da ¢oziilerek) hazirlandi. Cozelti
hazirlandiktan sonra otoklavlarak steril edildi ve +4°C’de stoklandi. Hiicreleri flasklardan
kaldirmak i¢in Tripsin-EDTA (TE) ¢ozeltisi kullanildi. 1X PBS i¢inde %0.25 (w/v) tripsin
ve 0.53 mM EDTA igeren ¢ozelti hazirlanarak 0.22 um’lik membran filtreden gecirilerek
steril edildi ve 50 mL’lik falkonlara aikotlanarak -20 °C’de stoklandi. Son olarak hiicre
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sayiminda kullanilmak iizere Tripan Mavisi hazirlandi. 1X PBS iginde %0.4 (w/v) tripan
mavisi ¢Ozeltisi olacak sekilde 0.4 g tripan mavisi 80 mL PBS’de coziilerek manyetik
1sitictda yavas yavas kaynatildi. Kaynatma islemi sonunda oda sicakliginda sogumasi
beklenip PBS ile son hacmi 100 mL’ye tamamlandi. 2 mL’lik ependorflara alikotlanarak oda

sicakliginda saklandi.

3.2.4.4 Hiicre Soyunun Baslatilmasi, Pasajlanmasi ve Dondurulmasi

Hiicre kiiltiiri calismalarinin tamai laminar flow kabinde gerceklestirildi ve yapilacak olan
deney baslamadan 6nce tiim kabin ve ekipanlar %70’lik alkol ile steril edilerek kullanildi.
Kullanilacak olan besiyerleri, tripsin-edta ve PBS ve diger cozeltiler 37 °C’deki su

banyosunda kullanima hazir hale getirildi.

Stok olarak -80 °C’de saklanan hiicrelerden calisilacak hiicre hatt1 belirlenip dondurulmus
halde stoktan alinarak 37 °C’deki su banyosunda yaklasik 2 dk. bekletilerek hizli dengeli bir
sekilde erimesi saglandi. Eriyip hale gelen hiicreler 15 mL’lik steril falkonlara alinarak
tizerlerine yaklasik 5-6 mL %10’luk FCS’li besiyeri eklendi. Hizli bir sekilde vakit
kaybetmeden falkon igerisinde bulunan hiicre siispansiyonu 1.000 rpm’de 5 dakika oda
sicakliginda santrifiijlendi. Daha sonra kabine alinan 6rneklerden siipernatant uzaklastirildi
ve geriye kalan hiicre pelleti 1-2 mL %10’luk FCS’li besiyeri slispanse edildi. Coziinemeyen
hiicre hatlar1 i¢in otomatik pipetler ile ¢oziinmesi saglandi. Hiicre silispansiyonu kiiltiir
calismalari i¢in 6zel olarak iiretilmis steril ve tek kullanimlik 10 cm ¢apindaki petri kaplarina
aktarildi ve %10’luk FCS’li besiyeri eklenerek petri kabi son hacmine 10 mL’ye
tamamlandi. Petri kaplar tlizerine gerekli etiketlemeler yapilarak hiicrelerin bliyiiyiip

cogalmasi icin 37 °C’deki %5 CO>’li inkiibatore kaldirildi.

Hiicreler diizenli araliklarda inverted mikroskopta incelenerek ve petri kaplari tabanini %80-
95 oraninda kapladiginda pasajlama islemine baslandi. ilk olarak petri kaplari igindeki
besiyeri uzaklastirildi ve hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikandi (LNCaP hiicreleri haric).
Ortamdan uzaklastirilan PBS’ten sonra hiicreleri tutunduklar1 petri kabinin yilizeyden
ayirmak amaciyla petrilere 2’ser mL Tripsin-EDTA (TE) eklenerek petriler inkiibatore
kaldirildi. Yaklagik 5 dk. tripsinizasyonla hiicrelerin ylizeyden ayrilmasi saglanmaya
caligildi. Belirlenen siire sonunda petri kaplarina 4 mL hacimde %10’luk FCS’li besiyeri
eklenerek tripsinin inaktif hale gelmesi saglandi. Elde edilen hiicre slispansiyonu steril 15

mL’lik falkona aktarilarak 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij yapildi. Falkonlardaki
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stipernatant uzaklastirilarak, geriye kalan hiicre pelleti %10’luk FCS’li besiyeri ile ¢oziildii.
Elde edilen siispansiyon 2 yada 3 petri kabina esit olarak paylastirildi ve %10’luk FCS’1i
besiyeri ile son hacim 10 mL olacak sekilde tamamlandi. Petriler %5 CO; iceren 37 °C’deki

inktubatore kaldirildi.

Olast hiicre kayiplar1 sonucunda stok sorunu yasanmamasi i¢in tekrar kullanabilme amaciyla
hiicre soylar1 gerekli prosediirlere uymak kosuluyla dondurularak saklandi. Yukarida
anlatilan hiicrelerin pasajlanmasi protokoliine uygun olarak saglikl bir sekilde prolifiye olan
hiicreler petri kabmnin yilizeyini %80-95 oraninda kaplayan hiicrelerin besiyerleri
uzaklagtirildi. Devaminda hiicreler 2 kez 1X PBS kullanarak yikandi ve ortamdan
uzaklastirilan PBS’tans sonra TE eklenerek yiizeyden hiicreler tutunduklari yilizeyden
kaldirildi. %10’Iuk FCS’li besiyeri eklenmesiyle tripsin inaktivasyonu saglandiktan sonra
hiicre siispansiyonu 1.000 rpm’de 5 dakika santrifiij edildi. Uste kalan siipernatant
uzaklastirildiktan sonra kalan pellet, 1 mL %10 (v/v) DMSO iceren FCS ile slispanse hale
getirilerek onceden etiketlenmis cryovial tiiplere konuldu ve -80 °C’de dondurularak

stoklandi.

3.2.4.5 Hiicre Canlihginin Belirlenmesi ve Hiicre Sayimi

Hiicre kiiltiirii tabanli yapilan c¢aligmalar i¢cin canli hiicre sayisit belirlendi. Bu amag
dogrutusunda dogru bir sayim gerceklestirebilmek i¢in tripan mavisi ve Thoma lami (bk.
Sekil 3.3) kullanildi. Hiicre pasaj protokoliine uygun olarak Boliim 3.2.4.4°de belirtildigi
sekilde hazirlanan hiicre pelleti, 5-10 mL %10’luk FCS’li besiyeri ile homojen bir sekilde
cozilinerek siispanse hale getirdi. Bu hiicre siispansiyonunun 50 pL’si ependorf tiipe konuldu
ve lizerine esit hacimde (1’el) tripan mavisi eklendi. Bu siispansiyon iyice karistirilarak
boya-hiicre etkilesimi arttirildi. 5 dk. oda sicakliginda inkiibe edildikten sonra az bir miktar
pipetaj yapilarak homojenligi tekrar saglanan hiicre siispansiyonundan 10 pL alinip Thoma
lamma aktarildi ve inverted mikroskop altinda gerekli hiicre saymmi gergeklestirildi.
Mikroskop altinda sayim yapilirken tripan boyasini i¢ine alan mavi hiicreler 6lii, boyay1 igine
almayan parlak beyaz hiicreler ise canli kabul edildi. Thoma laminin belirlenen alanindaki
hiicreler sayilarak mL’deki toplam hiicre sayist belirlendi. Toplam hiicre sayisinin
hesaplanmasinda ¢’Canli hiicre sayis1 (mL’deki) = Alandaki canli hiicre sayis1x 2 x 10%”

formiilii kullanildi [110].
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Sekil 3.3: Thoma lam1 sematik gosterimi

3.2.4.6 Sitokin Deneylerinin Kurulmasi

Flask giivenilir kabine alindiktan sonra kapagi agilip kullanilan besiyeri petri kabindan
uzaklagtirildi. Petrideki hiicreler SmL PBS il 2 kere yikandiktan sonra ortamda hi¢ PBS
kalmamasi saglanmis oldu. Hiicreleri tutundduklar1 yiizeyden kayip yasamadan kaldirmak
amactyla 2 mL tripsin-EDTA petriye eklendi. 37°C %5 C02’li etiivde 5 dk. inkiibasyona
birakildi. Daha sonra etiivden ¢ikarilan hiicre kiiltiirii, petri kabindaki tripsinin reaksiyonunu
bitirmek amaciyla petriye uygulanan tripsin-EDTA oraninin 2 kati olacak sekilde 4 mL
besiyeri eklendi. Petrinin i¢inde 6 mL olan hiicre siispansiyonu 15mL hacmindeki steril
falkona alinarak, hiicreler 1000rpm de 5 dk. santrifiij edildi. Santrifiij islemi tamamlandiktan
sonra, 10 mL %10 FCS igeren medyumda homojen bir sekilde ¢oziilen hiicre slispansiyonu
elde edilmistir. Canli ve 6lii hiicreleri ayirt etmek i¢in belirlenen protokole uygun olarak, 10
pL hiicre siispansiyonu elde bulunan miktarla ayni hacimde tripan mavisi ile (1:1 seyreltme
oraninda) 5 dakika boyunca oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Bu siirecin ardindan 6lii ve

canli hiicreler belirlenmis ve gerekli sayim yapilmistir.

Belirlenen degerler dogrultusunda, %10 FCS iceren besiyeri kullanilarak 61 well
plakalarina 250-300 bin hiicre alinmistir. Hiicrelerin ylizeye yapigmasti i¢in 2 gece beklenmis
ve daha sonra mikroskopta yapistiklart dogrulanmistir. Yiizeye saglam bir sekilde yapisan
hiicrelerin besiyeri, %0.1 BSA igeren RPMI ile degistirilmistir. 1 saatlik bir inkiibasyonun
ardindan, TNF-a ve IL-6 sitokinleri uygulanmis ve son konsantrasyonlar1 20 ng/mL olarak

ayarlanmugtir.
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3.2.4.7 Yolak inhibisyon Deneylerinin Kurulmasi

Flask giivenli bir kabine alindiktan sonra kapagi acilarak kullanilan besiyeri petri kabindan
uzaklastirildi. Petrideki hiicreler, 5 mL PBS ile 2 kez yikandiktan sonra ortamda hi¢ PBS
kalmadigindan emin olundu. Hiicreleri tutunduklari ylizeyden kaldirmak maksadiyla 2 mL
tripsin-EDTA petriye eklendi ve 37°C %5 CO-'li etiivde 5 dakika inkiibasyona birakild1.
Daha sonra etiivden ¢ikarilan hiicre kiiltiird, tripsin tepkimesini sonlandirmak igin petriye
uygulanan tripsin-EDTA oraninin 2 kat1 olacak sekilde 4 mL besiyeri ile islem gordi.
Petrinin i¢indeki 6 mL olan hiicre siispansiyonu, 15 mL hacmindeki steril falkona alinarak,
hiicreler 1000 rpm'de 5 dakika santrifiij edildi. Santrifiij basamagi tamamlandiktan sonra, 10
mL %10 FCS igeren medyumda homojen bir sekilde ¢oziildii. Olii veya canli hiicreleri
birbirinden ayirt etmek icin belirlenen protokole uygun olarak, 10 pL hiicre siispansiyonu
tripan mavisi ile esit hacimde olacak sekilde (1:1 seyreltme oraninda) 5 dakika oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu islem sonunda 6lii ve canli hiicreler belirlenerek gerekli sayim

yapild.

Hesaplanan deger sonucunda %10 FCS iceren besiyeri kullanilarak 6'li well plakalara 250-
300 bin hiicre olacak sekilde alikotlandi. 48 saat boyunca hiicrelerin petri yilizeyine
yapismas1 beklenirken, sonrasinda hiicrelerin petri kabimin yiizeyine tutundugu veya
tutunmadig1 mikroskopta goriintiilenerek kontrol edildi. Yiizeye yapisan hiicrelerin besiyeri
%0.1 BSA iceren DMEM ile degistirildi. 1 saatlik inkiibasyon siiresinden sonra son
konsantrasyonu 20 ng/ml olacak sekilde TNF-a ve IL-6 sitokinleri uygulandi. Petri tabanina
tutunan hiicrelerin besi yeri %0.1 BSA igeren DMEM ile degistirildi ve ardindan 45 dakika
sonra inhibitérler PD98059 (MEK), SP600125 (JNK), NF-xB, PD169 (20uM),
WORTMANNIN (2 puM) eklenip 1 saatlik inkiibasyondan sonra son konsantrasyonu 20
ng/ml olacak sekilde TNF-a ve IL-6 sitokinleri uygulandi.

Tablo 3.5: Inhibitor Listesi

Inhibitérler Son Konsantrasyon

PD169316 (P38 MAP kinaz inhibrtérii) | 5> uM

SP600125 (JNK mbubiterd) 0pM
PDO8059 (MEK inhibitéra) | 15T
¢ Wortmannin (PI3K inhibatérii) G luM

Nikb Inhibitéri 20 pM
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3.2.5 Transfeksiyon Calismalari ile Tlgili Teknikler

3.2.5.1 Gegici Transfeksiyon (Kalsiyum-Fosfat)

Calismalarinda kullanilacak olan hiicre hatt1 birka¢ kez pasaj yapilarak biiyiitiildii ve mL’
sindeki canli hiicre sayis1 belirlendikten sonra 96°lik well platelere 30 bin hiicre olacak
sekilde paylastirtlip bir gece inkiibasyona birakildi. Transfeksiyona baslamadan once
kullanilacak olan tiim ¢ozeltiler (bk. Tablo 3.5) oda sicakligina bekletilip herhangi bir
¢okelme olup olmadig1 kontrol edildi. 96’11k plaka i¢in son hacim 200 pL olan ¢bzelti A
(31,5 uL, 2,5 M CaClyve ~10 ug DNA) ve Cozelti B (2X HeBS) belirlenen oranda ependorf
tiiplerde hazirlandi. Farkli plakalar i¢in gereken ¢ozelti A ve B bilesenleri Tablo 3.5’te
verilmigtir. Cozelti A dikkatli bir sekilde pastdr yardimiyla hava kabarcigi olusturulan
cozelti B’ye belirli periyotlarda damla damla eklendi. Bu transfeksiyon ortami

presipitasyonun olusmasi i¢in oda sicakliginda 30-60 dk. inkiibe edildi.

Uygulanan protokoliin devaminda DNA:Kalsiyum fosfat presipitasyon kompleksi nazikge
karistirillarak plakalara damla damla eklendi. Plakalar ileri-geri yavasca hareket ettirilip
yapilan karigimin esit yayilmasi saglandiktan sonra 37 °C’deki %5 COz igeren inkiibatorde
8-16 saat inkiibe edildi. inkiibasyon basamagindan sonra transfeksiyon ortami dikkatli bir
sekilde uzaklagtirildi. Devaminda hiicreler 2 kez 1X PBS ile yikanarak plakalara %10 FCS
iceren besiyeri eklendi. Plakalar 37 °C’deki %5 CO: igeren inkiibatore kaldirildi ve

transfeksiyonun 72. saatine kadar inkiibasyona devam edildi.

Tablo 3.4: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozeltiler

Cozelta Bilesimi ve Hazirlams

25M CaClz 36,75 g CaClz (MW: 147.01) 100 mL dH:20da ¢éziildi. Cozelt1
022 um’lik filtreden gecirilerek steril edildi ve ependorf tiplere
pavlastirilarak -20 °C’de saklandi.

2X HEPES-Buffered | 1,19 ¢ HEPES (MW:238.3), 1,63 g NaCl (MW 58 44) ve 002 g
Saline (2X HeBS) NaHPOy (MW:141.96) ~90 ml dH:0°da ¢ozaldd. pH 7.057e
- 50 mM HEPES avarlanip hacim 100 mL ve tamamlandi. Bu ¢ézelt1 0,22 pmlik

- 280 mM NaCl filtreden gecginlerek steril edildt ve ependorf tiplere
- 1.5 mM Na:HPO4 | paylastinilarak -20 “C’de saklandi.
(pH 7.05-7.12)
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Tablo 3.5: Kalsiyum fosfat presipitasyonunda kullanilan ¢ozelti bilesenleri

Flask / Cozelti A Cozelti B | Kiiltiir
Plate DNA 25MCaCl; | dH)Oile | 2X HeBS | Hacmi
96-well ~0,1 pg 0,45 uL 4,5 uL 4.5ul 200 pL
24-well | ~0,5ug(03-0,7ug) | 2.25uL 225uL | 225uL | 500 pL
12-well | ~1ug(0,5-1,2 ug) 4,5 uL 45 uL 45 uL 1 mL
6-well ~2ug(l-3 pg) 9 uL 90 uL 90 uL 2mL

3.2.6 Sitotoksisite Deneyi
MTT yontemi, canli hiicrelerin proliferasyonunu, canliligini ve sitotoksisitesini 6lgmek i¢in
kullanilan kabul gérmiis genel bir yontemdir. Bu yontem, tetrazolium tuzu olan MTT'nin

canli hiicrelerde formazan kristallerine doniismesi prensibine dayanir.

Deneyde, 96 kuyucuklu plakalara paylastirilan hiicrelere dnceden belirlenen 24, 48 ve 72
saatlerin sonunda, her bir kuyucuga 20 pL. MTT uygulanmistir. Daha sonra, kuyucuklar
37°C'de %5 CO2 igeren bir ortamda 4 saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Inkiibasyon
sonunda, kuyucuklardaki ortam alinmig ve her bir kuyucuga 200 uL izopropanol (0.004 M
HCI) eklenerek kristaller ¢ozlilmiistiir. Son olarak, UV spektrofotometrede 550 nm dalga
boyunda absorbans 6l¢iilmiis ve elde edilen veriler GraphPad programinda grafiklendirilip

analiz edilmistir. Tiim deney adimlar alt1 tekrarli olarak gerceklestirilmistir.
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Tetrazolium tuzu (MTT) Formazan kristalleri
(Sar1 renkli) (Mor renkli)

Sekil 3.4: MTT testinde gerceklesen kimyasal degisim
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3.2.7 Lusiferaz ve SEAP Aktivitesinin Belirlenmesi

Calismada Ready-To-Glow™ Dual Secreted Reporter Assay kiti kullanilarak KLK4 genine
ait promotor parcalarinin transkripsiyonel aktivitesi belirlendi. Bu amagla promotor
parcalarinin klonlandig1r pMetLuc-reporter vektorii ve pSEAP2-kontrol vektorii hiicrelere
birlikte transfeksiyonu yapildi. Ayni zamanda transfeksiyonun etkinligini saptamak i¢in
pMetLuc-kontrol ve pMetLuc-reporter vektorleri hiicrelere pSEAP2-kontrol vektoriiyle
birlikte transfekte edildi. Transfeksiyonun 48. Ve 72. saatlerinde hiicrelerden alinan besiyeri
numunelerinden lusiferaz ve SEAP (Salinan Alkalin Fosfataz) aktivitesi 6l¢iildii. Lusiferaz
aktivitesinin hesaplanmasi i¢in 10X substrat soliisyonu, 1X olacak sekilde seyreltildi. Daha
sonra 384 kuyucuklu plakaya besiyeri orneginden 9 pL koyulup iizerine 1 pL 1X
substrat/reaksiyon tamponu ilave edildi. Sonuglar hizli bir sekilde luminometre cihazinda
ol¢iildii. SEAP aktivitesini belirmek i¢in 5X dilisyon tamponu dH>O ile 1X’e seyreltildi.
Hiicre besiyeri orneklerinden 5’er pL 384 kuyucuklu plakaya konuldu ve numunelerin
tizerine 15 pL 1X dilisyon tamponu ilave edildi. Daha sonra plaka aliiminyum folyoya
dikkatl bir sekilde sarilip 65 °C’deki su banyosunda 30 dk. inkiibe edildi. inkiibasyon islemi
tamamlandiktan sonra plakanin oda sicakligina indirilebilmesi i¢in 2-3 dakika buz lizerinde
bekletildi. Deneyin devaminda her bir kuyuya SEAP substrat soliisyonundan 20’ser pL ilave
edilerek numuneler oda sicakliginda yarim saat inkiibe edildi. Devaminda luminometre
cihazinda 6l¢tim alindi. Lusiferaz ve SEAP aktivitesi 6l¢iim sonuglart degerlendirilirken her
bir ornegin lusiferaz aktivitesi SEAP aktivitesine boliinerek relative lusiferaz aktivitesi

belirlendi. Elde edilen sonuglar GraphPad programinda analiz edildi.

3.2.8 RNA ile ilgili Teknikler
RNA c¢aligsmalarinda kullanilan ortam ve malzemelerin tamami hacimce %0.1 DEPC’li su
ile silinerek ortamdaki RNaz’larin inaktive olmasi i¢in saglanmaya calisildi. RNA

caligmalarinda kullanilan tamponlar %0.1’lik DEPC’1i su ile hazirlandi.

3.2.8.1 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu i¢in dondurucuda saklanan 6rnekler, buz iizerinde nazikge ¢oziildii. Ticari
olarak temin edilen Thermo Scientific GeneJETTM RNA izolasyon kiti kullanilarak kontrol
ve deney gruplarina ait pelletlerden RNA izolasyonu yapildi. Elde edilen RNA 6rnekleri

etiketlendi ve uzun siireli saklama i¢in -80°C'deki dondurucuda muhafaza edildi.
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3.2.8.2 RNA Miktar Tayini

Protokole gore izole edilen RNA’nin miktar1 ve saflig1 spektrofotometrede 260 ve 280 nm
dalga boylarinda absorbans 6l¢iimii ile hesaplandi. Bu amagla RNA 6rneklerinden ve kor
olarak distile sudan 2’ser uL uDrop™ plakaya konularak tiim drnekler igin tek seferde
dl¢iim alind1. Olgiim sonucu elde edilen absorbans degerleri kullanilarak RNA miktar1 ve

saflig1 belirlendi. Bu veriler agagidaki formiiller kullanilarak hesaplandi.

*RNA miktar1 = 40 pg/ml x ODzgp x Seyreltme Faktori= pg/mlL RINA*

3.2.8.3 Reverse Transkripsiyon Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR)

Reverse Transkripsiyon PCR metodunda iki asamal1 olarak yapildi.ilk asamada RNA’dan
cDNA sentezi, Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonuyla gerceklestirildi. ikici asamada
ise Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) sentezlenen cDNA ve gene Ozgii primerler

kullanilarak ilgili gen bdlgesinin amplifikasyonu yapildi.

3.2.8.4 Reverse Transkripsiyon (RT) Reaksiyonu ile cDNA Sentezi

[zole edilen RNA’larin miktar1 belirlenip kalite kontrolii yapildiktan sonra Reverse
Transkripsiyon (RT) reaksiyonuyla her bir 6rnekten 1 pg kalip RNA kullanilarak cDNA
sentezi yapildi. RT reaksiyonunda kullanilan bilesenler ve yapilan islemler Tablo 3.14’de

gosterilmistir. Hazirlanan cDNA’lar -20 °C’de (uzun donemli -80 °C’de) muhafaza edildi.

[k adimda, her bir reaksiyon i¢in son hacim 12.5 pL olacak sekilde su malzemeler kullanilds:
1 pg/ull RNA sablonu, 1 pL oligo(dT) primer ve dH20. Bu karisim, 70°C'de 5 dakika
boyunca 6n inkiibasyona birakildi. Daha sonra, her bir 6rnegin hazirlanmasi i¢in 4 pL
tampon RT (1X), 2 uL ANTP, 1 uL ReversTranskriptaz ve 0.5 pL Ribolock inhibitorii iceren
bir karigim hazirlandi ve her bir tiipe 7.5 puL paylastirildi. Ardindan, 6rnekler 42°C'de 1 saat
boyunca ve 72°C'de 10 dakika boyunca inkiibe edildi. Elde edilen cDNA'lar daha sonra

kullanilmak tizere -80°C'de stoklandi.

3.2.8.5 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ile cDNA Kalite Kontrolii

Reverse Transkripsiyon (RT) reaksiyonu ile sentezlenen cDNA’larin ve gene ait ekspresyon
primerlerinin kullanilarak gercektirilen bir PCR yapildi. Calismada Tablo 3.8’de verilen
KLK4 genine 6zgii ekspresyon primerleri ve normalizasyon amacli kullanilan insan beta-2-

mikroglobulin (HB-2-M) geni ekspresyon primerleri kullanilarak 95°C’de 45 saniye,
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55°C’de 45 saniye, 72°C’de 45 saniye ve toplam 30 dongiiliik bir PCR yapildi. PCR’da
kullanilan bilesenler Tablo 3.9’de verilmistir. Son basamak olarak PCR iiriinleri agaroz jelde

yuriitiildii ve goriintiilendi.

Tablo 3.6: KLK4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerleri

Primer Adi Niikleotit Dizisi %GC | Tm | Uriin
KLK4 ileri 5’-CACTGGTCATGGAAAACGAATT-3* |41 e | 212
KLK4 geri 5’-ATGAGGTCGTTAGCGAGCAAG-3’ 44 be
HpB-2-M ileri TTTCTGGCCTGGAGGCTATC 55 c0°c | 315
HB-2-M geri CATGTCTCGATCCCACTTAACT 45,5 be

Tablo 3.7: KLK4 ve HB-2-M geni ekspresyon primerlerinin PCR bilesenleri

K1.K4 primeri Hp-2-M primeri
Bilesenler Miktar Miktar
cDNA 1 ul. 1pl
dNTP karizim (10 mM) 1ul 1Ll
MgCl2 (25 mM) 2ul 2 ul
Taq tamponu (103 Sul 5 uL
Ileri primer* 1ul 1Ll
Gert primer® 1ul 1Ll
dH20 385 ul 385 L
Tag polimeraz (5 U/ul) 0.5 ul 0.5 pul.
Toplam 30 pl. 50 pl.

3.2.8.6 Real-Time PCR

Her bir deney seti i¢in ii¢ tekrarli olarak Real Time PCR analizi ger¢eklestirildi. Real-time
PCR dongii kosullar1 Tablo 3.12'de belirtilmistir. Her bir reaksiyon i¢in toplam hacim 12.5
uL olarak hazirland1 ve igerigi su sekildedir: 6.25 pL SYBR® Green PCR Master Mix, 1 pL
cDNA, 0.5 pL her biri i¢in forward ve reverse primerler (10 pmol/uL), ve 4.25 pL. dH20.
Real Time PCR sonuglar1 Livak metoduna gore analiz edildi. KLK4 geni i¢in yapilan {i¢
tekrarin Ct degerlerinin ortalamasi alindi. Ayn1 sekilde, HB2 kontrol geni i¢in yapilan iig
tekrarin Ct degerlerinin ortalamasi alindi. HB2 kontrol geninin ortalama degeri KLK4
geninin ortalama degerinden ¢ikarildi. Elde edilen farkin 2'nin issii alindi, ardindan kontrol

grubuna boliinerek 1'e esitlendi. Deneyin devaminda, ilgili zaman araliginda ¢alisilan deney
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grubu, ayni zaman araliinda ¢alisilan kontrol grubuna boliinmiistiir. Bu islemin sonucunda,

'l" in katlar1 seklinde degerler elde edilmistir ve bu veriler kullanilarak bir siitun grafigi

olusturulmustur.
Tablo 3.8: Real-time PCR dongii sartlari
Segment Dingii Sayisi Sicakhik Siire
On inkiibasyon 1 95 °C 10 dk.
95 °C 30 sn.
Amplifikasyon 40 55°C 30 sn.
72 °C 30 sn.
. . 95 °C 5 sn.
Erime Egrisi 1 65 °C Ldk
Sogutma 1 40°C 30 sn.

3.2.9 Protein ile Ilgili Teknikler

3.2.9.1 Western Blot Yontemi ile Protein Analizi

Caligmada genlerin protein diizeyindeki ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in Western blot
yontemi kullanildi. Belirlenen yontemle protein analizi ¢alismalarinda kullanilan ¢ozeltiler

ve bilesimleri Tablo 3.9’da verilmektedir.

Tablo 3.9: Western blot analizinde kullanilan ¢ozeltiler

Cozelti Adx
RIPA Tamponu

Icerigi ve Hazirlamsi

Son konsantrasyonunda; 10 mM Tris-HCI (pH 8,0), 140 mM NacCl, 1
mM EDTA, 1 mM EGTA, %0,1 (w/v) sodyum deoksikolat, 20,1
(w/v) SDS ve %! (v/v) Triton X-100 bulunan ¢ozelti hazirlanir. Son
hacmine gore proteaz inhibitérii eklendi ve 15 mL’lik falkonlara
paylastirilarak -20 °C’de saklandi.

0.1 g Coomassie brillant blue (G-250), 50 mL %95°lik etil alkol i¢inde
¢oziildii ve 100 mL %85 (w/v) fosforik asit eklenerek karistirildi. Son
hacim dH»O ile 1 litreye tamamlandi. Cozelti iki kez filtre kagidindan
gecirilip 151k almayan bir sisede +4°C’de saklandi.

Bradford Reaktifi

Avyirma (Alt) Jel % 0,4 (w/v) SDS iceren 1,5 M Tris-base (pH 8.,8): 18,17 g Tris-base

Tamponu (MW:121,14) ve 0.4 g SDS ~80 mL dH;O’da coziildi. pH 8.8°¢
ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Yigma (Ust) Jel % 0,4 (w/v) SDS iceren 0,5 M Tris-base (pH 6,8): 6 g Tris-base

Tamponu (MW:121,14) ve 0.4 g SDS ~80 mL dH;O’da c¢oziildi. pH 6.,8°e

ayarlanip hacim 100 mL tamamlandi. +4°C’de saklandi.

Yiiriitme Stok
Tamponu (10X)

0,25 M Tris-base ve 1,92 M glisin iceren ¢ozelti (pH 8,3): 30,3 g Tris-
base (MW:121,14) ve 1444 g glisin (MW:75,07) ~700 mL dH,O’da
¢ozildi. pH 8,3’e ayarlanip son hacmi 1 L’ve tamamlandi.
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Tablo 3.10 (devami)

%10 (w/v) SDS
Cozeltisi

10 g SDS (Sodyum dodesil stilfat) dH>O"da c¢éziilerek son hacmi 100
mL’ye tamamlandi. Oda sicakhiginda saklandi.

Yiirtitme Tamponu
(1X)

100 mL 10X yiiriitme stok tamponu ve 10 mL %10 (w/v) SDS ¢o6zeltisi
karnigtirilip hacim 1 L’ye tamamlandi. Son konsantrasyon: 25 mM Tris-
base, 92 mM glisin ve %0,1 SDS (w/v) (pH 8.3).

Transfer Tamponu

100 mL 10X yiiriitme stok tamponu, 200 mL metanol ile karistirilip
son hacim dH;O ile 1 L’ye tamamlandi. Cozeltiye 500 uL %10 (w/v)
SDS eklendi ve -20 °C’de sogutularak kullanildi.

10X Stok TBS
(Tris-Buffered
Saline)

0,2 M Tris-base ve 1,5 M NaCl iceren ¢ézelti (pH 7,5): 24,22 g Tris-
base (MW:121,14) ve 87,66 g NaCl (MW:58,44) ~ 700 mL dH»O’da
¢oziildi. pH 7,5’e ayarlanip son hacim 1 L’ye tamamlandl. +4°C’°de
saklandi.

IX TBST 1X TBS’de %0,1 (v/v) Tween-20 iceren cozelti: 100 mL 10X stok

Cozeltisi TBS ile 1 mL Tween-20 karistirdi ve son hacim dH>O ile 1 L’ye
olacak sekilde hazirlandi.

Bloklama %5 (w/v) yagsiz siit tozu iceren 1X TBST: 50 mL 1X TBST c¢oézeltisi

Tamponu icinde 2,5 g vagsiz siit tozu ¢dztinerek hazirlandi ve +4°C’de saklandi.

Jel Boyasinin 0.1 g R-250Coomassie brillant blue, 50 mL metanolde ¢oziildii ve 10

Cozeltisi mL asetik asit eklenerek karistirildi. Son hacmi dH>O ile 100 mL’ye
tamamlandi.

Jelden Boya Hacimce; %5 metanol, %7.5 asetik asit ve %87,5 dH20O ile hazirland.

Giderici Cozelti

Ponceau Bovasi

0,1 g ponceau-S, 100 mL % 5 (v/v) asetik asit ¢cozeltisinde ¢oziildii.

3.2.9.2 Hiicresel Proteinlerin Ekstraksiyonu

-80 °C’de muhafaza edilen hiicre pelletleri protein ekstraksiyonu ¢aligsmalarinda kullanilmak

lizere buz lizerine alinarak c¢o6ziinmesi ve homojen hale gelmesi saglandi. Sicaklik

degisimlerinden kaynakli protein kaybini engellemek i¢in tiim islemler buz iizerinde

gergeklestirildi. Baslamadan 6nce Tablo 3.9’a gére hazirlanan RIPA tamponu +4 °C’de

bekletilerek eritildi. Kullanilacak hiicre sayisina gore farkli miktarlarda kullanilan RIPA

tamponu, ependorf tiipteki pellet iizerine eklendi.

Devaminda hiicreler pipet yardimiyla siispanse edildi. Ornekler ultrasonik su banyosunda

+4 °C’de, 90 sn. sonikasyon yapilarak lizise devam edildi. Hiicre slispansiyonu buz {izerinde

15 dk inkiibe edildikten sonra 13.500 rpm’de (+4 °C’de) 10 dk santrifiijlendi. Sonrasinda

slipernatant, sogutulmus ependorf tiipe dikkatlice aktarildi ve ornekteki protein miktar

belirlenerek ornekler -80 °C’de saklanda.
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3.2.9.3 Proteinlerin Kantitatif Belirlenmesi

Bradford yontemi kullanilarak orneklerdeki protein miktar1 kantitatif olarak belirlendi.
Bradford reaktifinin hazirlanmasi i¢in, 100 mg (0.1 g) Commasie blue, %95'lik fosforik asit
50 mL, %95'lik etanol 100 mL ile karigtirilarak saf su ile bir litre hacme tamamlandi.
Bradford Standart egrisinin dogru olarak hesaplanmasi i¢in stok BSA hazirlanmasi igin, 0.1
g BSA saf suda 100 mL ¢6ziildii. Numunelerin 6l¢iimii i¢in, 96'lik kuyulu plakaya 6nce 3
uL 6rnek kondu ve iizerine 2 pL saf su ilave edildi. Daha sonra, 250 pL reaktif eklenerek
kanistirildi ve 10 dakika boyunca karanlik bir ortamda bekletildi. 595 nm dalga boyunda
spektrometrede Sl¢lim alindi ve standart egri grafigine gore hesaplama yapildi. 1 pL'deki

protein konsantrasyonu tespiti i¢in nanogram cinsinden hesaplanarak belirlendi.

0,8

0,6

0,4

Absorbans (595 nm)

0,2-

0,0-¢ T 1 1 1 1
0 200 400 600 800 1000

Protein konsantrasyon (ng/mL)

Sekil 3.5: Bradford yontemi BSA standart egrisi

3.2.9.4 SDS-PAGE

Yapilan deneysel calismalarda hiicrelerden elde edilen protein Orneklerini molekiil
biiytikliiklerine gore ayirmak i¢in Sodyum Dodesil Siilfat-Poliakrilamid, Jel Elektroforezi
(SDS-PAGE) kullanildi. Oncelikle jel elektroforezinde kullanilacak olan ¢dzeltiler Tablo
3.15°te verilen ¢ozeltiler hazirland1 ve ¢alismada kullanilacak tiim malzemeler distile su ile

yikanip %70’lik etanol ile temizlendi.

SDS-PAGE deneyinde farkli konsantrasyonalara sahip iki farkli jel sirali ile cam levhalar

arasina dokiildii. Ik olarak %10’luk ayirma jeli (alt jel) hazirlanarak cam aparatin iist
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kismina 2 cm bosluk kalana kadar dokiildii. Ozellikle hava kabarcigi olmamasi saglandi.
Hemen ardindan jelin iist yiizeyinin lineer olusmasi i¢in distile su eklendi. Polimerizasyonun
olmasi icin 30 dk. bekletildi. Gerekli donma siiresi gegtikten sonra izopropanol dikkatle
dokiildi ve kurutma kagidi geride kalan sivilar kurutuldu. Daha sonra %4’liik yigma jeli
olarak adlandirilan iist jel hazirlanarak yigma jelinin tizerine dokiildii. Jelin polimerlesmesi
beklenmeden cam levhalarin iist kismina gerekli hacimleri de istenilen taraklar dikkatlice

takild.

Yi1gma jeli, polimerlesmesi i¢in 30 dk. bekletildikten kuyucuklarin olusmasini saglayan tarak
dikkatle ¢ikarildi. Cam levhalar asir1 giic uygulanmadan jel kaset sistemine yerlestirilip

elektroforez tankina takildi. Kasetlerin bulundugu tank 1X yiiriitme tamponu ile dolduruldu.

Tablo 3.10: SDS-PAGE jellerinin bilesenleri ve hazirlanma oranlari

Cozeltiler 2910 Ayirma Jeli %94 Yigma Jeli
Ayirma (Alt) Jel Tamponu 2,5mL -

Yi1gma (Ust) Jel Tamponu - 2,5mL
Akrilamid/Bisakrilamid (%40 37.5/1) 2,5mL 625 uL
dHO SmL 3,05 mL

% 10 (w/v) APS 100 uL. 50 uL
TEMED 10 uL 5uL

Buz {izerinde protein miktar1 belirlenen ornekler jele yliklemek i¢in hazirlandi. Bu amagla
tim Orneklerin orantisal olarak kuyucuklara yiiklenmesi amaciyla en az miktarda protein
bulunduran 6rnegin son hacim 20 puL’deki miktari referans alinarak ve diger 6rnekler de bu
miktarda olacak sekilde ependorf tiiplere konuldu. Tiim 6rneklere 90 pL ticari 4X Laemmli
ornek tamponu ve 10 pL B-merkaptoetanol karistirilip hazirlanmis 5 pL yiikleme boyasindan
eklendi. Orneklerin tamami1 ayn1 hacimde olmasi igin son hacmi 25 uL olacak sekilde yigma

jel tamponu eklendi.

Tiim 6rnekler 95°C’de bes dakika bekletilerek proteinler denatiire edildi. Jeldeki ilk kuyuya
4-5 uL marker yiiklendi. Denatiire edilen 6rnekler kisa bir santrifiij isleminden gecirilerek
diger kuyulara yiiklendi. Elektroforez tankinin igerisinde bulunan jel adedine gore 1X
yiiriitme tamponu orani hesaplanarak tanka ilave edildi. Ornekler ilk olarak 90 voltta

yaklagik {i¢ saat boyunca yiiriitiildii.
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3.2.9.5 SDS Jeldeki Proteinlerin Membrana Blotlanmasi

Yapilan deneysel ¢aligmada proteinlerin elektroforetik transferini gergeklestirmek i¢in Bio-
Rad Trans Blot sistemi ve proteinlerin direk transferi icin PVDF (Millipore) membranlar
kullanilmistir. SDS-PAGE isleminden sonra cam levhalar arasinda bulunan protein igeren
jel dikkatli bir sekilde ¢ikarilip tist kistmda bulunan yigma jeli kesilerek uzaklagtirildi.
Geriye kalan ayirma jeli, protein kaybi olusmamasi i¢in soguk transfer tamponu alinarak
burada 5 dk. oda sicaklifinda bekletildi. Ayrica transfer isleminde kullanilacak olan
aparatlar, Whatman 3 MM trasfer kagid1 ve sandvig sistemi hazirlanirken kullanilacak olan
stingerler de transfer tamponunda bekletildi. Ayirma jeli ile aynmi dlgiilerde kesilen PVDF
membran 1 dk metanolde bekletilip aktive edildi ve daha sonra dnceden sogutulmus olan
transfer tamponuna alindi. Aktivasyon ve on hazirlik islemleri tamamlandiktan sonra
transfer i¢in gerekli olan sandvig¢ hazirlama islemlerine gegildi. Bu amagla transfer kasetine
(-) kutuptan baslayarak sirasiyla, slinger-kagit-jel-membran-kagit-siinger olacak sekilde
yerlestirildi. Islem sirasinda &zellikle soliisyon kaynakli hava kabarcigi kalmamasi igin
silindirik aparat kullanilarak sandvi¢ katmanlari tizerinden gecildi. Sandvig transfer kasetine
dikkatle sikistirildiktan sonra soguk transfer tamponuyla dolu olan tanka yerlestirildi ve + 4

°C’de 1 gece (16 sa) 15 voltta transfere birakildi.

3.2.9.6 Immiinoblotlama ve Membran Gériintiileme

Proteinlerin transfer oldugu PVDF membran spesifik olmayan yaniltict baglanmalar
engellemek i¢in ilk olarak 20 mL bloklama tamponu i¢inde oda sicakliginda 90 dk boyunca
horizontal c¢alkalayicida bloklandi. Daha sonra bloklama tamponu ortamdan uzaklastirildi
ve membran 5’er dakikalik siirelerle {i¢ kez 1X TBS ile yikandi. Membranin uygun protein
biiyiikliiklerine uyulacak sekilde kesilerek KLK4 ve B-aktin proteinlerini igeren kisimlari
ayr1 ayr1 olacak sekilde bloklama tamponunda seyreltilen 1/1000 KLK4 primer antikoruna
ve 1/5000 B-aktin antikoruna +4 °C’de 1 gece hareketli ¢alkalayicida inkiibasyona birakildi.
Inkiibasyon sonunda membran 5’er dakikalik siirelerle {i¢ kez 1X TBS-Tween20 ile yikand:
ve 1/5000 oraninda sekonder mouse B-aktin antikoruna 90 dk oda sicakliginda hareketli
calkalayicida birakildi. Inkiibasyon sonunda membran son olarak 5’er dakikalik siirelerle iig

kez 1X TBST ile yikand1 ve goriintiilemeye ge¢ildi.

Spesifik olarak baglanmis proteinleri gorebilmek igin Pierce™ marka ECL Western blot
substratr kullanildi. Uretici firmanin protokoliine uygun olarak ECL substrat ile karanlik

ortamda membrana muamele edilip 1 dk inkiibe edildi. Devaminda membran UVP
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BioSpectrum™ gériintiileme sisteminde goriintiilenip fotograflandi. Elde edilen membran
fotograflarindaki protein bantlari, ImageJ programi kullanilarak analiz edildi. Sonuglar

GraphPad programinda grafiklendirildi.

3.2.9.7 Siklohegzimid Uygulamasi ile Translasyonun Durdurulmasi

LNCaP hiicre hatlar1 saglikli bir sekilde biiytitiildii ve mL’deki canli hiicre sayilar belirlendi.
Daha sonra hiicreler 6’ 11 plakalara 300.000 hiicre/flask olacak sekilde paylastirildi ve bir
gece boyunca inkiibasyona birakildi. Ertesi giin IL-6 ve TNF-a sitokinleri son konsantrasyon
20 ng/mL olacak sekilde hiicrelere uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra son
konsantrasyonu 10 pg/mL olacak sekilde siklohegzimid uygulandi. Hiicrelerden 6., 24. ve
48. saatlar sonunda deney ve kontrol gruplarindan hiicre pelleti alinarak RIPA ile protokol
uygulanarak gerekli basamaklar yapildiktan sonra Bradford yontemiyle protein miktarlari

belirlenerek western blot deneyinde kullanilmak tizere -80°C’de saklandh.

3.2.10 DNA-Protein Etkilesim Deneylerin Kullanilan Metotlar

3.2.10.1 EMSA (Elektroforetik Hareketlilik Kayma Testi) Yontemi

Protein-niikleik asit etkilesimlerini tespit etmek i¢in kullanilan EMSA, protein-niikleik asit
kompleksinin elektroforetik hareketliligine dayanan hizli ve hassas bir yontemdir. Protein
ile kompleks olusturmus DNA'min hareketindeki degisimler incelenerek, DNA'nin ilgili

protein ile etkilesimde olup olmadig1 belirlenebilir [111].

3.2.10.2 insan Prostat Kanseri Hiicresinden (LNCaP) Niiklear Ekstraktlarm
Hazirlanmasi

Yapilan deneysel calismada 24 saat TNF-a ve IL-6 son konsantrasyon 20 ng/mL olacak

sekilde uygulama yapilan deney gruplarindan niiklear ekstraksiyon hazirlandi . Bu baglamda

10 cm ¢apina sahip petri kaplarina ekilen LNCaP hiicre hatt1 soguk haldeki PBS ile yikandi.

Yikama igleminden sonra PBS uzaklastirildi. Devaminda petrinin yiizeyi TEN soliisyonu ile

3 mL kaplanarak buzda 5 dakika siiresince bekletildi. Takip edilen siire sonunda hiicreler

zeminden kaziyici aparat yardim ile kazinarak 2 mL’lik steril ependorflara konuldu.

Ornekler +4 °C’de 14.000 rpm’de 20 saniye boyunca santrifiij edildi. Devaminda iist faz
uzaklastirild1 ve altta kalan pellet 6nceden sogutulmus PBS’den 1.5 mL eklenip 5 dakika
sliresince yine ayni sartlar uygulanarak santrifij edildi. Ependorftaki siipernatant
uzaklastirilarak 50 pL Tampon A ilave edilerek hafif¢ce karistirildi ve devaminda buzda 15

dakika inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon siiresi sonunda A tamponu ile muamele edilmis
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pellet dikkatli bir sekilde insiilin ignesi yardimiyla 5-10 kez liziz edildi. Devamin 20 saniye
boyunca 14.000 rpm’de +4°C’de santriflij edildi. Santrifiij sonrasinda elde edilen pellet
tizerine C tamponundan 60 pL ilave edilerek siispanse hale getirilerek ¢oziindiiriildii. Daha
sonra numune, otuz dakika boyunca buz iizerinde bekletildi. Ardindan, santrifiij edilerek 5
dakika boyunca 14.000 rpm'de pellet olusumu saglandi. Santrifiij isleminin ardindan
siipernatant uzaklastirildi ve igerisindeki protein miktar1 belirlendi. Numuneler kiigiik

hacimlere boliindi ve -80°C'de saklandi.

3.2.10.3 Oligoniikleotitlerin Isaretlenmesi

Oligoniikleotitlerin igsaretlenemesi i¢in ug kisimlarina biyotin baglanmasi amaciyla Terminal
Deoksiniikleotidil Transferaz enzimi yardimiyla belirlenen oranlarda bir reaksiyon
gergeklestirildi. Tablo 3.16’da biyotinleme reaksiyonu bilesenleri hacim olarak
gosterilmistir. Bu dogrultuda reaksiyon basamaklarina uygun olarak hazirlanan karisim 15
dakika boyunca 37°C 1s1 ile muamele edildi. Hemen ardindan 70°C’de 10 dakika inkiibe

edilip TdT enzminin aktifligini kaybetmesi saglanarak siire¢ sonlandirildi.

Tablo 3.10: Emsa icin konsensus dizileri

. Icerdigi
Prob Adi Dizisi Baglanma Motifi
5 AGTTGAGGGGACTTTCCCAGGC 3
NFxB Konsensus Dizi

5 GCCTGGGAAAGTCCCCTCAACT 3¢

5“ GATCCTTCTGGGAATTCCTAGA 3¢
STAT3 Konsensus Dizi
5“ GATCTAGGAATTCCCAGAAGGATC 3

Tablo 3.11: Isaretleme reaksiyonu igerigi

Bilesen Hacim (pL) Son konsantrasyon
5 X TdT reaksiyon tampon 10 puL 1X
Kontrol oligo (1 uM) 5uL 100 nM
Biotin-11-UTP (10 uM) 2.5l 0.5 uM
TdT(20 U/uL) 2L 0.8 U/uL

Saf su 30.5 uL -

Son hacim 50 puL -
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3.2.10.4 Oligolarn c¢ift zincirli hale getirilmesi

Oligoniikleotidlerin ¢ift zincirli hale gelebilmesi i¢in (biyotinli ve biyotinsiz) 95°C’de 5

dakika boyunca 1s1ya tabi tutuldu. Inkiibasyon siiresi sonunda tiipler sogumaya birakildi.

Devaminda -20 °C’de saklanda.

3.2.10.5 Baglanma Deneyinin Hazirlanasi ve Jelde Yiiriitiilmesi

Son yogunlugu %6 olan EMSA jeli hazirlanmasi i¢in Tablo 3.12’de belirtilen miktarlara
uyarak jel hazirlandi. Ardindan 6nceden hazirlanmis yiiriitme tamponu ile 0.5 X TBE’de 24
saat polimerlesmesi i¢in birakildi. Devaminda Tablo 3.13’de anlatildig1 sekilde baglanma
tepkimesi hazirlanarak +4 derecede 2 saat boyunca inkiibasyona birakildi. Yiirlitme
oncesinde ortamdaki amonyum persiilfat1 uzaklastirmak icin jel yaklasik 60 dakika boyunca
On yliriitme iglemine tabi tutuldu. Yiiriitme sonunda numuneler 6 X yiikleme boyas ile

boyandi. Daha sonra kuyucuklara 20 pL son hacim olacak sekilde yiiklendi. 60 dk boyunca

100 V°da yiiriitiil

dii.

Tablo 3.12: %6°1lik Jel icerigi

Bilesen Son konsantrasyon
% 50%1ik Gliserol Yod

%% 40 Poli-Akrilamid soliisyonu ]
TEMED 0.001

5 X TBE tamponu 05X

% 10 Amonyum persiilfat % 0.1

dH20 4404 uL

Jel hacmi 6000 pL

Tablo 3.13: Baglanma reaksiyonu igerigi

Bilesenler Reaksiyvonlar Son
Serbest | Yarisma Konsantrasyon
Ultra saf dH20 XpL XpL -
KC1(1M) - - 50 mM
10 X Baglanma Tamponu 2 ul 2l 1X
EDTA (200 mM) - - 10 mM
Poly (dI=dC) (1png/ulL) 1 uL Igne 50 ng/uL
Biotinsiz DNA - 2 100.000 fmol/pL
Niiklear Ekstrakt X uL X uL Derigime bagh
Biotinli DNA 1 1 20 fmol/pL
TOPLAM 200l | 20L -
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3.2.10.6 Protein Orneklerinin Naylon Membrana Transfer Edilmesi

Bio-Rad Trans Blot (Bio-Rad Laboratories) Transfer sistemi kullanilarak transfer iglemleri
gergeklestirildi. Jeller yliriitme tankindan ¢ikartildi. Yiriitiilen jel ile ayn1 boyutlarda kesilen
membran 6nceden sogutulmus 0.5 X TBE tamponuna alindi. Ayn1 zamanda tiim aparatlar,
transfer aparatlari, kurutma kagitlar1 ve siingerler dnceden sogutulmus 0.5 X TBE
tamponuna alinarak sogumalar1 saglandi. Devaminda transfer sisteminin negatif yilizeyinden
baslanarak ilk olarak siinger sonra kurutma kagidi, iizerine jel konularak yine membran,
kurutma kagidi ve son olarak siinger siras1 takip edilerek transfer i¢in gerekli olan sandvig
hazirlandi. Devaminda hazirlanan sandvig, dnceden sogutulmus 0.5 X TBE tamponu ile
doldurulmus olan Trans Blot Bio-Rad sistemine elektrik akimima uygun olacak sekilde
yerlestirildi. Tank 100 V ile +4 °C’ de 60 dk boyunca yiiriitiildii. Transfer islemi
tamamlandiktan sonra membran kross-link baglanma tepkimesine tabi tutulmasi i¢in streg
film ile kaplandi. Sonrasinda UV ortaminda 15 dakika bekletildi ve bu sayede DNA’nin
sistemde bulunan membrana baglanmasi saglandi. Islem sonunda membran bloklama
tamponuna konarak oda 1sisinda 15 dakika boyunca inkiibasyona birakildi. Bekleme siiresi
tamamlandiginda EMSA Kit (Thermo) LightShift® Chemiluminescent protokoliine gore ilk
olarak bloklama, devaminda antikorlama, en son olarak yikama ve dengeleme basamaklari
gercgeklestirildi. Biyotinle isaretlenmis 6rnekler ECL Substrat (Thermo) sistemi kullanilarak

belirlenmesi amaciyla Pierce kullanilarak UVP sistemde goriintiilendi.

3.2.11 Istatistiksel Analiz

Tekrarli c¢alisilan deney verileri GraphPad versiyon 9.4.1.681 programinda one-way
ANOVA testiyle analiz edildi ve p degeri 0.05 kiiclik olan sonuglar istatistiksel olarak
anlamli bulunmugstur. Karsilastirilan gruplarin p degeri grafik lizerinde anlam derecelerine

gore (*) isareti ile gosterildi.
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4. BULGULAR

4.1 Hiicre Yogunlugunun Belirlenmesi

Yapacagimiz tiim deneysel calismalarda kullanilacak olan PC3 hiicrelerinin optimum hiicre
sayilarini belirlemek amactyla MTT metodu kullanilarak hiicrelerin canlilik oranlar1 6l¢tildii.
Farkli hiicre sayilarinda inkiibasyonu takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde MTT boyasi
uygulanmis ve 4 saat inkiibasyonun ardindan olusan formazan kristalleri ¢oziiliip 550 nm’de
spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri alinmistir. Her deney grubu icin en az bes tekrarl
caligtlmigtir. Sonuglar Microsoft Excel programinda degerlendirip PC3 hiicrelerinin

%10’luk FCS i¢in Sekil 4.1°de %3 liikk FCS i¢in Sekil 4.2°de gosterilen grafikler ¢izilmistir.
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Sekil 4.1: PC3 hiicrelerinin %10 FCS’li ortamdaki MTT analizleri

%10 FCS’1i ortamda inkiibe edilen PC3 hiicrelerinde tiim hiicre sayilarinda 24 ve 48 saatlik
dilimlerde hiicreler diizenli bir sekilde artis gostererek prolifere olmustur. Ancak 72 saatlik
veriler incelendiginde 6zellikle 40000 ve 50000 say1 adedine sahip kuyucuklarda hiicrelerin
asir1 ¢gogalmalarina bagli olarak ylizeyden kalkmalar1 ve hiicre atiklarinin ortamda birikmesi
sebebiyle canliliklarin1 kaybetmislerdir. Bu dogrultuda calisilacak olan deney gruplarinda
30000 ve alt1 hiicre sayis1 kullanmanin hesaplanan canli hiicre yogunlugunda daha stabil

sonuclar verecegi belirlenmistir.
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Sekil 4.2: PC3 hiicrelerinin % 3 FCS’li ortamdaki MTT analizleri

%3 FCS’li ortamda inkiibe edilen PC3 hiicrelerinde ise neredeyse tiim hiicre sayilarinda 24,
48 ve 72 saatlik dilimlerde hiicreler diizenli bir sekilde artis géstermistir. FCS’nin yiizdesinin
az oldugu inkiibasyon ortaminda hiicreler daha yavas bir hizda prolifere olmuslardir. %10
FCS’li ortamla karsilastirildiginda %3 FCS’li ortamda bulunan hiicrelerin OD degerlerinin
daha diisiik seviyeden basladig: belirlenmistir. Bu dogrultuda planlanacak olan deneylerde

hiicre sayisinin 20000°nin altinda kullanilmasinin daha uygun olacag: belirlenmistir.

4.2 PC3 ve LNCaP hiicrelerinde KLK-4 Geninin Regiilasyonunun Belirlenmesinde
Kullanilacak Olan TNF-a ve IL-6 Sitokinlerinin Hiicre Canliligina Etkisi

PC3 ve LNCaP hiicre hatlarinda ekspre olan KLK-4 geninin regiilasyonunu belirlemek icin
kullanilacak olan TNF-a ve IL-6 sitokinlerinin hiicre canlilig1 tizerine etkilerini belirlemek
amaciyla MTT metodu kullanilarak hiicre canlilig1 6l¢timii yapildi. 96 kuyucuklu plakalarda
ve 24, 48 ve 72 saat araliklarinda hazirlanan deneysel calismada TNF-a ve IL-6 sitokini i¢in
son konsantrasyon 10 ng/mL, 20 ng/mL ve 40 ng/mL olarak belirlendi. Belirlenen saatlerin
sonunda MTT boyasi uyguland1 ve 4 saat inkiibasyonun ardindan olusan formazan kristalleri
¢Oziiliip 550 nm’de spektrofotometrede absorbans dl¢iimleri alinmistir. Her deney grubu icin

en az bes tekrarl ¢alisilmistir. Sonuglar Graphpad programinda degerlendirip TNF-a i¢in
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Sekil 4.3 ve Sekil 4.4°deki grafikler ¢izilmistir. IL-6 sitokini uygulanmis PC3 hiicreleri
icinde Sekil 4.5 ve Sekil 4.6 grafikleri ¢izilmistir.

PC3
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Sekil 4.3: PC3 Hiicre Hattinda TNF-a Sitokinine ait MTT Analizi, OD Degerleri
(p<0,05(*),p<0,01(**),p<0,0001(***))

PC3
* ok K

150 —
. Bl 24 .saat

= 48.saat

= M F M B3 72.saat
1 |

I

% Hiicre Canhlik

%
)
L)

%

TNF-a

Sekil 4.4: PC3 Hiicre Hattinda TNF-a Sitokinine ait MTT Analizi, Yiizde Canlilik
(p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))
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PC3 hiicrelerine uygulanan TNF-a sitokini proliferasyon tizerindeki %30’luk pozitif etkisi
48 saatte 40 ng/mL olarak uygulanmis kuyucuklarda belirlenmistir. Proliferasyon iizerine

negatif etkiside 24. ve 72. saaatlarde %93 olarak belirlenmistir.
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Sekil 4.5: PC3 Hiicre Hattinda IL-6 Sitokinine ait MTT Analizi, OD Degerleri (p<0,05(*),
p<0,01(**), p<0,0001(***))
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Sekil 4.6: PC3 Hiicre Hattinda IL-6 Sitokinine ait MTT Analizi, Yiizde Canlilik
(p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))
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Sekil 4.5 ve 4.6’da gosterildigi lizere IL-6 sitokini hiicre proliferasyonu {izerine negatif
etkisini en yiiksek olarak 48 saatte 40 ng/mL olarak uygulanmis kuyucuklarda canlilik
oranin1 %89’e diisiirerek gostermistir. Hesaplanan bu veriler dogrultusunda IL-6’nin PC3
hiicreleri iizerine sitotoksik etkisinin bulunmadigi belirlenmistir. LNCaP Hiicre hatlari
kullanilarak yapilan MTT c¢alismalar1 Sekil 4.7 ve Sekil 4.8 ¢ de gosterilmistir. IL-6 sitokini
hiicre proliferasyonu iizerine pozitif etkisini en yliksek olarak 24 saatte 10 ve 20 ng/mL

olarak uygulanmis kuyucuklarda canlilik oranini %150’ye yiikselerek gostermistir.

LNCaP
* %k
20T e 1 mm 24.saat
= 48.saat
= 72.saat
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Sekil 4.7: LNCaP Hiicre Hattinda IL-6 Sitokinine ait MTT Analizi
(p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))

LNCaP hiicrelerine uygulanan 48. ve 72. saat IL-6 sitokini uygulanamalarinda proliferasyon
lizerine belirgin bir etki gozlemlenmemistir. TNF-a sitokini uygulanan LNCaP hiicre
hatlarinda ise genel olarak tiim saat ve dozlarda proliferasyon {izerine negatif bir etki
goriilmiistiir. Proliferasyon iizerine pozitif etki sadece 10 ng/ ml olan gruplarda maksimum
%10’luk bir etki gostermistir. Ozellikle 24. ve 48. Saat uygulamalarinda 20 ve 40 ng/ml

uygulama saatlerinde %30’a varan negatif etkiler goriilmektedir.
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Sekil 4.8: LNCaP Hiicre Hattinda TNF-a Sitokinine ait MTT Analizi
(p<0,05(*),p<0,01(**),p<0,0001(***))

4.3 Primer Tasarimi
Ik olarak KILK4 genine 756 bazlik okuma bélgesl ve 254 amino asitlik niikleotit dizisi
(izoform 1) gen bankasindan [NCBI Referans Dizisi: NP_002801.1] bulunmustur. (bkz

Tablo 4.1). Tm analizi, Primerlerin sa¢ tokasi, % GC oraninin analizi ve NCBI Blast

analizleri yapildi.

Ayrica hiicrelerdeki KLK4 gen ekspresyonun belirlenmesi amaciyla KLK4 genine ait

ekzon 2 ve ekzon 3 ii iceren ekspresyon primerleri tasarlandi. (bkz. Tablo 4.1).

Tablo 4.1: KLK4 geninin ekspresyonu i¢in kullanilan primerler

Primer ;1;(1;1) (bg) Primer dizisi (5°—3’)

Forward primer 63 | 22 | 5> GCGGCACTGGTCATGGAAAACG -3’
Ekspresyon 1

Forward primer 64 | 19 5’- CTGCAGCCAAATCATAAAC -3
Ekspresyon 2

Foryard primer 66 | 22 | 5.CACTGGTCATGGAAAACGAATT-3’
Ekspresyon 3

Reverse primer 64 | 21 | 5> ATGAGGTCGTTAGCGAGCAAG-3’
Ekspresyon 1

Reverse primer 68 | 21 5-GCCAGAAACGAGGCAAGAGT-3’
Ekspresyon 2
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Sekil 4.9: KLK4 transcript variant 1, Mrna, NM_004917.5 dizisi iizerinde tasarlanan farkli
primer dizileri

ATGGCCACAGCAGGAAATCCCTGGGGCTGGTTCCTGGGGTACCTCATCCTTGGTGT FEkzon 1

CGCAGGATCGCTCGTCTCTGGTAGCTGCAGCCAAATCATAAACGGCGAGGACTGC  Ekzon 2

F2
AGCCCGCACTCGCAGCCCTGGCAGGCGGCACTGGTCATGGAAAACGAATTGTTC
F1 F3

GAACTCCTACACCATCGGGCTGGGCCTGCACAGTCTTGAGGCCGACCAAGAGCCAG Ekzon 3
CTTGCTCGCTAACGACCTCATGCTCATCAAGTTGGACGAATCCGTGTCCGAGTCT
R1
GACACCATCCGGAGCATCAGCATTGCTTCGCAGTGCCCTACCGCGGGGAACTCTTG
CCTCGTTTCTGGCTGGGGTCTGCTGGCGAACGGCAGAATGCCTACCGTGCTGCAG  Ekzon 4
R2
TGCGTGAACGTGTCGGTGGTGTCTGAGGAGGTCTGCAGTAAGCTCTATGACCCGCT
AACGGTGACTCTGGGGGGCCCCTGATCTGCAACGGGTACTTGCAGGGCCTTGTGTC Ekzon 5
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M P N1 2 3 4 5 6 7

Sekil 4.9: LNCaP hiicrelerinde KLLK4 genine yapilan PCR {irlinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii
(marker(M), pozitif kontrol(P), negatif kontrol(N), 1-5 Ekspresyon primeri).

Sekil 4.10: PC3 hiicrelerinde KLK4 genine yapilan PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisii
(marker(M), pozitif kontrol(P), negatif kontrol(N), 2: Ekspresyon Primerleri F2-R1)

4.4 PC3 Hiicrelerinde IL-6 ve TNF-a Sitokinlerinin KLK4 geninin
Ekspresyonu Uzerine Etkisininin mRNA seviyesinde Belirlenmesi
PC3 hiicre hatlar1 Boliim 3.2.4.4°de belirtilen teknikler kullanilarak saglikli bir sekilde
bityiitiildii ve mL’deki canli hiicre sayilar1 belirlendi. Daha sonra hiicreler 25 cm?®’lik
flasklara, 2x10° hiicre/flask olacak sekilde paylastirildi ve bir gece boyunca inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin IL-6 ve TNF-a sitokinleri son konsantrasyon 10 ng/mL-20 ng/mL

olacak sekilde hiicrelere uygulandi. Hiicrelerden 1., 3., 6., 24. ve 48. saatler sonunda deney
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ve kontrol gruplarindan hiicre pelleti alinarak Bolim 3.2.8.1°de belirtildigi gibi RNA
izolasyonu yapilmistir. RNA safli§1 ve konsantrasyonu kontrol edildikten sonra 1 pg total
RNA’dan cDNA eldesi (bkz. Bolim 3.2.8.4.) yapilmistir. c¢cDNA kalip olarak kullanilip
KLK4 genine spesifik ekspresyon primerleri (bkz Tablo 4.1) ile PCR yapilarak ekspresyon
primerlerinin dogrulugu belirlenmistir. (Sekil 4.9). Ayn1 zamanda hiicre pelletlerinden
hazirlanan tiim cDNA’larin kontrolii amaciyla insan Hp-2 ekspresyon primerleri

kullanilarak cDNA verimliligi belirlenmistir. (Sekil 4.10).

s
crecesccesee-—

\7 | K L Tt ON s p2 4 A8 I K IPNERRONER62 =24, - 48.

- etesccceaes

P ISR RO AT ST RS AT 624 48,

Sekil 4.11: PC3 hiicrelerinde KLK4 genine yapilan PCR iiriinlerinin agaroz jel
elektroforezi goriintiisli (marker (M), pozitif kontrol (P), negatif kontrol (N), A: IL-6 10
ng/mL, B: IL-6 20 ng/mL, C: TNF-a 10 ng/mL, D:TNF- a 20 ng/mL)

60



%k %k

1

kkk
E 3
104 ]
- %k k
<
z
% T
E
S 57 T
I
N
.|
= T

K

1sa 3.sa 6.sa 24.sa 48.sa

TNF-a 10ng/ml

Sekil 4.12: TNF-a sitokini uygulanmis PC3 hiicrelerinde KLK4 geninin ekspresyonunun
mRNA seviyesinde belirlenmesi (p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))

TNF-a sitokini uygulanmis PC3 hiicrelerinde KLK4 geninin mRNA seviyesinin kontrol

grubuna kiyasla 1., 3., 6. ve 24. saatte yaklasik 3 kat fazla oldugu goriilmektedir. Ancak 48.s

aat sitokin uygulama sonrasinda kontrol grubuna kiyasla esit oldugu ekspresyonun diger

uygulama saatlerine kiyasla azaldig1 goriilmektedir.

KLK4 Kat mRNA

r
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1.sa 3.sa 6.sa 24.sa 48.sa

IL-6 10ng/ml

Sekil 4.13: IL-6 sitokini uygulanmis PC3 hiicrelerinde KLK4 geninin ekspresyonunun
mRNA seviyesinde belirlenmesi
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IL-6 sitokini uygulanmig PC3 hiicrelerinde KLK4 geninin mRNA seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla 3. ve 6. saatte yaklasik 2 kat fazla oldugu goriilmektedir. Ancak 24. saat
sitokin uygulama sonrasinda kontrol grubuna kiyasla esit hale geldigi goriilmektedir. 48.
Saat uygulama sonrasinda ise ekspresyonun seviyesinin tekrar 2 kata yakin arttigi

belirlenmistir.

4.5 LNCaP Hiicrelerinde IL-6 ve TNF-a Sitokinlerinin KLLK4 geninin Ekspresyonu
Uzerine Etkisininin mRNA seviyesinde Belirlenmesi
LNCaP hiicre hatlar1 Boliim 3.2.4.4°de belirtilen teknikler kullanilarak saglikli bir sekilde
biiylitiildii ve mL’deki canli hiicre sayilar1 belirlendi. Daha sonra hiicreler 6’ 11 plakalara
300.000 hiicre/flask olacak sekilde paylastirildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin IL-6 ve TNF-a sitokinleri son konsantrasyon 20 ng/mL olacak sekilde hiicrelere
uygulandi. Hiicrelerden 1.3.6.24. ve 48. saatler sonunda deney ve kontrol gruplarindan hiicre
pelleti alinarak Boliim 3.2.8.1°de belirtildigi gibi RNA izolasyonu yapilmistir. RNA safligi
ve konsantrasyonu kontrol edildikten sonra 1 pg total RNA’dan cDNA eldesi (bkz. Bolim
3.2.8.4.) yapilmistir. cDNA kalip olarak kullanilip KLK4 genine spesifik ekspresyon
primerleri (bkz Tablo 4.2) ile PCR yapilarak ekspresyon primerlerinin dogrulugu
belirlenmistir. Ayn1 zamanda hiicre pelletlerinden hazirlanan tiim ¢cDNA’larin kontrolii

amaciyla insan HB-2 ekspresyon primerleri kullanilarak cDNA verimliligi belirlenmistir.

(Sekil 4.15).

N 1 23 4 5 6 M 1 2 3 4 5 6

P

M

Sekil 4.14: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 genine yapilan PCR f{iriinlerinin agaroz jel
elektroforezi gorilintlisii (M: marker, P: pozitif kontrol, N: negatif kontrol, A 1-6 kuyular
IL-6 uygulanmis siras1 ile K,1sa,3sa,6sa,24sa,48sa,B1-6 kuyular TNF-a uygulanmis sirasi
ile K,1sa,3sa,6sa,24sa,48sa)
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IL-6 sitokini uygulanmis LnCAP hiicrelerinde KLK4 geninin mRNA seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla 4., 24. ve 48. saattelerde yaklasik 2-3 kat fazla oldugu goriilmektedir. Diger
saatlerde sitokin uygulama sonrasinda kontrol grubuna kiyasla ekspresyon seviyesinin

arttig1 goriilmektedir.

*
44 %
|
Z 3-
o
; T
= oy
CE: |
<
f —
< 11
0 1 1 1

K 1.sa 3.sa 6.sa 24.sa 48.sa
IL-6 20ng/ml

Sekil 4.15: IL-6 sitokini uygulanmis LnCAP hiicrelerinde KLK4 geninin ekspresyonunun
mRNA seviyesinde belirlenmesi (p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))
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TNF-a sitokini uygulanmis LnCAP hiicrelerinde KLK4 geninin mRNA seviyesinin kontrol
grubuna kiyasla 1., 3., ve 6. Saatlerde ekspresyon seviyesinin yartya yakin azalma gosterdigi,

24. ve 48. Saatlerde ekspresyonda ciddi bir artis yada azalma olmadig1 belirlenmistir.
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Sekil 4.16: TNF-a sitokini uygulanmis LnCAP hiicrelerinde KLK4 geninin
ekspresyonunun mRNA seviyesinde belirlenmesi (p<0,05(*), p<0,01(**), p<0,0001(***))

4.6 KLK4 Geninin LnCAP Hiicrelerinde IL-6 ve TNF-a Uygulamasinin Protein
Seviyesinde Dogrulanmasi

KLK4 Geninin LnCAP hiicrelerinde sitokin uygulamasi sonucunda protein seviyelerindeki

degisikliklerin belirlenmesi amaciyla western blot deneyi yapilmistir. Boliim 3.2.9.2. de

anlatildig1 gibi LnCAP hiicreleri sayilarak 6’11 plakalara eekilmis ve belirli saat araliklarinda

sitokin uygulamas1 yapilmistir. Bolim 3.2.9.4°te anlatildigi gibi western blot deney

basamaklar1 uygulanarak deney sonlandirilmistir.
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Sekil 4.17: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 geninin TNF-a sitokini uygulanmis protein bantlari
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Sekil 4.18: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 geninin TNF-a sitokini uygulanmis protein
seviyeleri
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Sekil 4.19: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 geninin IL-6 sitokini uygulanmis protein bantlari
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Sekil 4.20: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 geninin IL-6 sitokini uygulanmis protein diizeyinin
belirlenmesi

4.7 LNCaP Hiicrelerinde Siklohegzimid Uygulamasi ile Translasyonun
Durdurulmasi

LNCaP hiicre hatlar1 Boliim 3.2.9.7°de belirtilen teknikler kullanilarak saglikli bir sekilde
blyiitiildii ve mL’deki canli hiicre sayilar1 belirlendi. Daha sonra hiicreler 6’ 11 plakalara
300.000 hiicre/flask olacak sekilde paylastirildi ve bir gece boyunca inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin IL-6 ve TNF-a sitokinleri son konsantrasyon 20 ng/mL olacak sekilde hiicrelere
uygulandi. Uygulamadan 1 saat sonra son konsantrasyonu 10 mqg/mL olacak sekilde
siklohegzimid uygulandi. Hiicrelerden 6., 24. ve 48. saatlar sonunda deney ve kontrol
gruplarindan hiicre pelleti alinarak RIPA ile protokol uygulanarak gerekli basamaklar
yapildiktan sonra Bradford ydntemiyle protein miktarlar1 belirlenerek western blot

deneyinde kullanilmak tizere -80°C’de sakland.

66



KLK4 ;-H;EH

Beta-actin  wu v oy o e

Sekil 4.21 Siklohegzimid uygulamasi (6. Saat) protein bantlari
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Sekil 4.22. Siklohegzimid uygulamasi (6. Saat) protein seviyesinin belirlenmesi
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Sekil 4.23 Siklohegzimid uygulamasi (24. Saat) protein bantlar1
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Sekil 4.24 Siklohegzimid uygulamasi (24. Saat) protein seviyesinin belirlenmesi

4.8 Farkl Yolak inhibitérlerinde KLK4 Geninin ifadesinin Belirlenmesi

Yolak inhibisyon deneyi kurmak icin Oncelikle hazirlanan petrilerde yilizeye tutunan
hiicrelerin besi yeri %0.1 BSA igeren DMEM ile degistirilmistir. 45 dk. sonra inhibitorler
PD98059 (MEK inhibitorii), SP600125 (JNK inhibitdrii), NF-kB (NF-kB Inhibitorii),
PD169316 (p38 MAPK inhibitorii), WORTMANNIN (PI3K inhibitorii), eklenip 1 sa.
inkiibasyondan sonra 20 ng/mL olacak sekilde TNF-a ve IL-6 sitokinleri uygulanmistir. Bu
uygulama sonucunda IL6 sitokini uygulanmis gruplarda mRNA diizeyinde dort farkl

yolakta KLK4 geninin ekspresyon seviyesinin azaldigi belirlenmistir.
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Tablo 4.4. Kullanilan inhibitorler

Yolak Adi Etkili Oldugu Yolak Konsatrasyon
WORTMANNIN PI3K inhibitori 2 uM
PD98059 MEK inhibitori S5uM
SP600125 JNK inhibitorii S5uM
NF-«xB NF-kB Inhibitorii 5uM
PD169316 p38 MAPK inhibitorii 20uM
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Sekil 4.25: LNCaP hiicrelerinde KLK4 geninin IL-6 sitokini uygulanmis yolak
inhibitorleri mRNA seviyesinde belirlenmesi
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Sekil 4.27. LNCaP hiicrelerinde KLK4 geninin IL-6 sitokini uygulanmis yolak inhibitdrleri
protein diizeyi belirlenmesi
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Sekil 4.26: LNCaP hiicrelerinde KLK4 geninin IL-6 sitokini uygulanmis yolak
inhibitorleri protein diizeyi belirlenmesi
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Sekil 4.27: LNCaP hiicrelerinde KLK4 geninin TNF-a sitokini uygulanmis yolak
inhibitorleri mRNA seviyesinde belirlenmesi

70



KLKE i s s e S e

Beta-actin

Sekil 4.28: LnCAP hiicrelerinde KLLK4 geninin TNF-a sitokini uygulanmis yolak

inhibitorleri protein bantlari

2.5+
£ 2.0
2
o
o 1.5
S
< 1-07
-
¥ 0.5+
0.0- | | |
PSSR
g @ X & & X
o &7 P S
VvV QO R Q N
& ° o &
S o

Sekil 4.29: LNCap hiicrelerinde KLK4 geninin TNF-a sitokini uygulanmis yolak
inhibitdrleri protein seviyesinde belirlenmesi

4.9 TL-6 ve TNF-a Sitokinleri ve Yolak Inhibitorlerinin KLK4 Promotor Parc¢alarina
Transkripsiyonel Etkisinin Belirlenmesi

KLK4 genine ait promotdr parcalarinin transkripsiyonel aktivitesini arastirmak i¢in Dr.
Fatma Poyrazli tarafindan pMetLuc vektoriinde klonlanmis olan promotor parcalari,
restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimine tabi tutuldu. Bu promotor parcalariin klonlanmis
olduklar1 agaroz jelde goriintiilenerek her bir promotdr parcasinin biiyiikliigii kanitland:
(Sekil 4.31). Dort farkli promotor parcasi, Boliim 3.2.5.1 te belirtildigi gibi Kalsiyum-Fosfat
Presipitasyon Metoduyla gecici olarak transfekte edildi ve ardindan lusiferaz aktivitesi ile
SEAP aktivitesi ol¢iildii. Elde edilen sonuglar GraphPad programinda grafiklendirildi ve
ANOVA testi ile analiz edildi.
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Sekil 4.30: KLK4 promotor pargalarinin sematik gosterimi 4)-447/+657 , 3)-103/+657,
2)+267/+657, 1) +555/+657

Sekil 4.31: Promotor parcalarinin restriksiyon enzimleri ile kontrol kesimi agaroz jel
goriintlisii. (M=marker, 4)-447/+657 , 3)-103/+657, 2)+267/+657, 1) +555/+657).
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Sekil 4.32: pMetLuc-Kontrol ve pMetLuc-Reporter ektdrlerinin transfeksiyon etkinligi

P4 1104 bg (-447/+657) ]

P2 390 bg (+267/+657) |

0.00 0.05 0.10 0.15
Relative Luciferaz Activititesi

P3 760 bg (-103/+657)

Promotor Pargalari

P1 102 bg (+555/+657)

Sekil 4.33: KLK4 geninin promotdr parcalarinin LnCAP hiicrelerinde bazal
transkripsiyonel aktiviteleri

Promotor pargalarinin bazal transkripsiyonel aktiviteleri incelendiginde, P4 (1104) promotor
pargasinin en yiiksek transkripsiyonel aktiviteyi gosterdigi belirlendi (Sekil 4.34). Promotor
pargalar1 transfekte edildikten sonra 20 ng/mL IL-6 sitokini uygulandi ve promotor
aktivitelerinde artis gozlendi. En yliksek artisin P4: -447/+657 promotor parcasinda
meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4.35).
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Sekil 4.34: KLK4 promotor parcalarinin LnCAP hiicrelerinde bazal transkripsiyonel
aktiviteleri ve IL-6 sitokin’in transkripsiyonel aktivitelere etkisi.

Promotor parcalar1 transfekte edildikten sonra 20 ng/mL TNF-a sitokini uygulandi ve
promotor aktivitelerinde artis gozlendi. En yliksek artisin P3: -103/+657 promotor

par¢asinda meydana geldigi tespit edildi (Sekil 4.36).
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Sekil 4.35:KLK4 promotor parcalariin LnCAP hiicrelerinde bazal transkripsiyonel
aktiviteleri ve TNF-a sitokin’in transkripsiyonel aktivitelere etkisi.
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4.10 TIL-6 ve TNF-a Sitokinleri ve Yolak Inhibitorlerinin KLK4 Geninin 1100 b¢’lik
Promotor Parcasi icin Transkripsiyonel Etkisinin Belirlenmesi

Promotor ¢alismalar i¢in tasarlanmis olan promotor pargalarindan en biiyiigii 1100 baz

ciftlik promotdr pargasi i¢in boliim 3.2.2.6.°de belirtildigi gibi kalsiyum-fosfat prespitasyon

metoduyla gecici olarak transfekte edilerek boliim 3.2.2.7. belirtilen Lusiferaz Aktivitesinin

ve SEAP Aktivitesinin Olgiimii protokoliine uygun olarak deneyleri yapilip sonuglar

degerlendirilmistir.

Yapilan trasfeksiyon etkinligi pMetLuc-Reporter’ karst pMetLuc-Kontrol’iin liisiferaz
aktivitesi belirlenerek 48. saat sonuglar1 belirlenerek transfeksiyon etkinligi Sekil 4.36’da

gosterilmistir.

48. saat
0.25+
0.20
0.15-
0.10+

0.05+

0.00-

Relative Lusiferaz Aktivitesi

1
pMetLuc-Kontrol pMetLuc-Reporter

LNCaP Hiicre Hatti

Sekil 4.36: pMetLuc-Kontrol ve pMetLuc-Reporter ektorlerinin transfeksiyon etkinligi
(1104bg promotdr pargasi)

IL-6 ve TNF-a sitokini wtygulanmis hiicre hatlarmma belirlenen saatte ve dozda yolak
inhibitorleri uygulanarak uytgulama sitokinlerine kiyasla farkli yolkalarin liisiferaz
aktiviteleri belirlenerek Sekil 4.47-4.38.” de gosterilmistir.
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Sekil 4.37: 1104b¢’lilk KLLK4 promotor pargasinin LnCAP hiicrelerinde bazal
transkripsiyonel aktiviteleri ve IL-6 sitokin’in transkripsiyonel aktivitelere etkisi.
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Sekil 4.38: 1104b¢’lilk KLK4 promotor par¢asinin LnCAP hiicrelerinde bazal
transkripsiyonel aktiviteleri ve TNF-a sitokin’in transkripsiyonel aktivitelere etkisi.
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4.11 IL-6 ve TNF-a Sitokinleri Uygulanmis LNCaP Niikleer Ekstraklarinda
STAT-3 ve NFkB Transkripsiyon Faktorlerinin Aktifliginin EMSA ile
Belirlenmesi

Transkripsiyonun baglangi¢ kismi olarak kabul edilen promotér bolgesi ayni zamanda

transkripsiyon faktorlerinin de baglandigi bir lokasyon olarak gen ekspresyon

diizenlemesinde gorev alirlar. Bu dogrultuda androjen bagimli prostat kanseri hiicre hattinin
promotor bolgesine hangi transkripsiyon faktorlerinin baglanacagimin arastirilmas ilgili
genin regiilasyonu anlasilmasin1 zemin hazirlayacaktir. Bu dogrultuda KLK4 genini
promotorlarindaki muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerine STAT-3 ve

NF«xB’nin baglanma ilgisini belirlemek amaciyla amaciyla Bolim 3.2.10.1°de agiklandig1

gibi EMSA deneyleri gerceklestirildi. Androjen bagimli bir prostat kanseri hiicre hatt1 olan

LNCaP hiicrelerinde son konsantirasyon 20 ng/mL TNF-a, 20 ng/mL IL-6 olacak sekilde

sitokinler uygulandi. Uygulama yapilan hiicrelerden Boliim 3.2.10.1°de belirtildigi gibi

niiklear ekstraklar hazirlandi. Buna gore TNF-a uygulanmis ve uygulanmamis LNCaP
niiklerar ekstraktlarda, Biyotin etiketlenmis Stat3a konsensus  dizisinin baglanma
reaksiyonunun gercgeklestigi goriilmektedir. Sekil 4.40 da iic DNA protein kompleksinin
olustugu goriilmektedir. Ancak 500 kat uygulanmis biyotinlenmemis probun 1. Kompleksin

yogunlugunun bir miktar azalttig1 goriillmektedir.

I1-6 uygulanmis ve uygulanmamis LNCaP niiklerar ekstraktlarda, Biyotin etiketlenmis
Stat3a ve NFkB konsensus dizisinin baglanma reaksiyonunun gerceklestigi goriilmektedir.
Buna Stat3a konsensus dizi ile IL6 uygulanmis niiklear ekstraklarinda bir kompleks olustugu
bu komlpleksinde, 100x de biiyiik dlclide kayboldugu fakat 500x soguk probda tamamen
kayboldugu anlasilmaktadir. Biyotin uygulanmis NFKB konsensus probunun 3 den fazla
DNA-protein kompleksi olusturdugu ve bu komplekslerin 500X etiketlenmis problar ile
yaristig1 anlasilmaktadir (Sekil 4.41).
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Sekil 4.39: TNF-a sitokini uygulanmis KLK4 EMSA goriintiisii.
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IL-6 sitokini uygulanmig KLK4 probunun EMSA goriintiisii.

Sekil 4.40
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5. TARTISMA VE SONUC

Prostat kanseri diinya genelinde 6nemli bir morbidite ve mortalite nedenidir. Erkeklerde en
sik goriilen ikinci kanser olup, kansere bagli 6liimlerin besinci 6nde gelen nedenidir [112].
Prostat kanserinin erken tespiti, biiyiik dlclide yaygin olarak kullanilan ve KLK3 geni
tarafinda tretilen prostat spesifik antijen (PSA) proteininin kan testi ile belirlenmesi ile

yapilmaktadir [113].

Insan kallikrein (KLK) lokusu, kromozom 19q13.3—13.4 iizerinde yaklasik 265 kb'lik bir
alan1 kaplar ve insanlardaki en biiyiik ardisik peptidaz kiimesini olusturur [114]. Toplam 15
iiyesi olan KLK gen ailesi birgok farkl1 kanser tiiriinde rol almaktadirlar. Ornegin, KLK2 ve
KLK3, prostatta en yiiksek diizeyde ifade edilen genlerden ikisidir [115]. KLK1, bobrek,
tikiiriik bezi ve pankreasta bol miktarda bulunurken, KLK6 merkezi sinir sisteminde ytiksek
diizeyde ifade edilir. Ancak, bu kallikreinlerin higbiri tamamen dokuya 6zgii degildir. KLK3,
prostatta bulundugu konsantrasyonlardan 100 kat daha diisiik konsantrasyonlarda olsa da,
tiikiiriik bezi, beyin, meme ve diger dokularda da tespit edilmistir. Birkag¢ kallikrein farkli
seviyelerde genellikle ayn1 dokuda ifade edilebilir [116, 117].

KLK gen ailesinin 6nemli bir iiyesi olan KLLK4 6zellikte prostat kanserinde yiiksek oranda
ifade edildigi i¢in 6zel bir ilgi olmustur ve bir¢ok aragtirma yapilmistir. KLK4 ifadesi prostat
kanseri hiicrelerinde ifadesi mRNA ve protein diizeyinde androjenler tarafindan asir1 ifade
edilmektedir. Prostat kanseri hiicrelerinde en baskin KLK4 transkriptinin, ekzon 2'de
bulunmaktadir. Bu transkript ve klasik KLK4 formu da androjen tarafindan regiile edilir.

[59, 118].

Literatiir incelendiginde KLLK4 geninin sitokinlerle regiilasyonu iizerine yapilan ¢aligmalar
oldukca kisithidir. Bu dogrultuda birgok farkli kanser siire¢lerinde rol oynayan IL-6 ve TNF-
a sitokinlerinin KLK4 geni ifadesine etkilerinin arastirilmasi ve transkripsiyonel diizeyde
hangi transfeksiyon baglanma boélgeleri tizerinden regiile edildigi ile ilgili bir ¢alisma

bulunamamaktadir.

Caligmamiz kapsaminda androjen bagimsiz PC-3 ve androjen bagimli LNCaP hiicre hatlar
kullanilmistir. Yapilan tiim deneysel ¢alismalar boyuncu kullanilan hiicre hatlar1 dogru
protokoller ve kosullar altinda pasajlanip, stoklandi. Tez kapsaminda ilk olarak IL-6 ve TNF-

o sitokinlerinin farkli doz ve farkli zaman araliklarinda kullanilan hiicre hatlar tizerindeki
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proliferatif etkisi arastirilmigtir. Her iki hiicre hatt1 iginde 20 /mL diizeyinde sitokin

kullanilmast kararlastirilmis ve tiim deneylere bu doz lizerinden devam edilmistir.

Devaminda IL-6 ve TNF-a sitokinlerinin KLK4 geni ilizerine mRNA ve protein diizeyinde
etkilerinin belirlenmesi amaciyla farkli uzunluklarda ekspresyon primeleri tasarlanarak PCR
ile KLK4 gen bolgesinin ekspresyonu amaglanmistir. Yapilan Real TIME deneylerinde PC3
hiicre hatlarinda oldukc¢a diisiik seviyede KLK4 ekspresyonu belirledigi i¢in devaminda
yapilan tiim deneylere LNCaP hiicre hatlartyla devam edilmistir. IL-6 ve TNF-a sitokinleri
kullanilarak yapilan gen ifadesi deneylerinde hem mRNA hem de protein diizeylerinde IL-
6 sitokini uygulanan gruplarda gen ifadesinin artmis oldugu belilenmistir. Ancak TNF-a

uygulanan deney gruplarinda klk gen ifadeisnin baskilandigi belirlenmistir.

KLK4 ifadesinini belirlenmesi amaciyla deneysel calismalarda kullanilan sitokinler
araciligiyla gen ifadesinin hangi yolaklar aracilifiyla diizenlendiginin belirlenmesi i¢in
LNCaP hiicre hatlarina yolak inhibitorleri uygulandi. PI3K inhibitorii, MEK inhibitdri,
P38/MAPK inhibitorii, JNK inhibitdrii, NFkB inhibitorii olmak iizeretoplam bes yolak
inhibitorii IL-6 ve TNF-a varliginda hiicrelere uygulanmistir. mRNAve protein diizeyinde
KLK geninin ekspresyonu belirlenmeye amaglanmistir. IL-6 sitolin ile yolak
inhibitorlerinin beraber uygulandigi gruplarda NFkB, PI3K ve P38/MAPK yolaklarinda gen
ifadesinin oldukc¢a azaldigi belirlenmistir. TNF-o uygulanan deney gruplarinda ise PI3K ve
MEK yolakalarinda ifadenin azaldigi ancak NFkB, P38/MAPK yolaklarinda ifadenin
oldukca fazla artig gostedigi belirlenmistir. Ayni1 sekilde protein diizeyinde o6zellikle TNF-
a uygulanmis gruplarda NFkB yolaginda asir1 ifade olduiiu dogrulanmistir.

Siklohekzimid tabanli translasyon durduram deneylerinde hem IL-6 hemde TNF-a
sstokinleri uygulanarak protein diizeyine olan etkileri belirlenmistir. 6 saat siklohegzimid
uygulama sonuglaria gore protein ifadesinin TNF-a uygulanan gruplarda arttig1 ancak IL-
6 uygulanan gruplarda ifadenin degismedigi belirlenmistir. 24 saat siglohegzimid uygulama
sonuglarma gore ise TNF-o uygulanan gruplarda gen ifadesinin arrig1 ancak IL-6 uygulama

gruplarinda neredeyse 3 kat azaldig1 belirlenmistir.

Transkripsiyonel regiilasyoununun aydinlatilmasi amaciyla dort farkli promotor pargasi

hazirlanarak bunlarin LNCaP hiicrelerine transfeksiyonu yapilmistir. Transfeksiyon sonunda
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lisiferaz deneyleriyle bazal aktivite belirlenmistir. KLK4 promotor parcalarinin LnCAP
hiicrelerinde bazal transkripsiyonel aktiviteleri ve IL-6 sitokin’in transkripsiyonel
regiilasyon lizerine aktivite etkisi yapilan istatiksel analizler sonucunda belirlenmistir. 48
saatlik sonuglara gore bazal aktivteye kiyasla IL-6 uygulanan dort farkli promot6r pargasinda
gen ifadesinde artig gozlenmistir. TNF-a uygulanmis 48 saatlik sonuglarda da bazala kiyasla

tiim promotdr pargalarinda yiiksek aktivite belirlenmistir.

Transkripsiyonel aktivitenin en uzun promotdr parcasi iizerinden yolak inhibisyon
calismamalariyla belirlenmesi amaciyla yapilan deneyler sonucunda uygulanan PI3K
inhibitorii, MEK inhibitorii, P38/MAPK inhibitorii, JNK inhibitorii, NFkB inhibitorii yolak
inhibitorlerinin aktiviteli her iki sitokin uygulama deneylerinde belirlenmistir. IL-6 sitokini
uygulanan gruplarda NFkB, PI3K ve P38/MAPK inhibitorlerinin uygulandig1 gruplarda
yiiksek gen ifadesi belirlenmistir. TNF-o uygulanmais sitokini uygulanmis deney gruplarinda
ise bazal aktiviteye kiyasla JNK ve MEK inhibitorii uygulanan gruplarda yiiksek ifade
belirlenirken diger inhibitdr uygulamalarinda bazala kiyasla daha diisiikk bir aktivite

gbzlenmistir.

Transkripsiyonel aktivitenin hangi transkripsiyon foktiiri aracilifiyla yapildiginin
belirlenmesi amaciyla ilk Once biyoinformatik analizler yapilarak KLK4 geninin
promotorundaki muhtemel transkripsiyon faktorii baglanma bolgelerinin belirlenmesi
saglanarak diziye 0zgii olacak sekilde problar tasarlandi. Tasarlanan problara Terminal
Deoksintikleotidil  Transferaz enzimi kullanilarak Biyotin takildi. DNA-protein
etkilesimlerinin belirlenmesi amaciyla IL-6 ve TNF-o uygulanmis LNCaP hiicrelerinden
niikleer ekstrakt olusturarak EMSA deneyleri gerceklestirildi. Yapilan deneysel analiz
sonucunda tasarlanan KLK4 gen problarinda hem STAT-3 hem de NF«kB transkripsiyon

faktorii baglanma bolgesinin bulundugu belirlenmistir.

Sonug olarak; KLK4 geninin [L-6 ve TNF-a sitokinleriyle mRNA ve protein diizeyinde
regiile edildigi ve ekspresyonunun indiiklendigi ilk kez belirlenmistir. Ayrica, IL-6 ve TNF-
a araciligiyla gergeklestirilen transkripsiyonel regiilasyonun nasil oldugu bu ¢aligma ile ilk
kez ortaya konmustur. KLK geninin IL-6 ve TNF-a varliginda promotdr seviyesinde farkli
konstraklarda promotor aktivitesinin nasil regiile edildigi ve bu diizenlemenin hangi yolaklar
tizerinden gergeklestigi aydinlatilmistir. Yapilan EMSA deneyleri ile STAT3 ve NF«B

transkripsiyon faktorlerinin islevsel olarak baglanma analizi de bu ¢aligma ile ilk kez ortaya
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konmustur. Bu ¢alisma, gelecekte KLK4 geninin regiilasyonunun sitokinler, inhibitorler ve
transkripsiyon faktorleri tarafindan daha detayli bir sekilde incelenmesine zemin

hazirlayacaktir.
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EKLER
EK A: Kullanilan Markerlar

Gel

kDa

~250

~130
~100

~10

Blot

Sekil A.1: Protein marker

DNA Mass Base Pairs
(ng/5pl)
30 — 10,000
30 —— 8,000
30 —— 6,000
30 —— 5,000
30 —— 4,000
100 — 3,000
30 —— 2,000
50 — 1,500
80 — 1,000
50 — 750
30 — 500
40 — 250
40 — 100
1 % TAE agarose gel

Sekil A.2: DNA marker 1 kb
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100 bp DNA Ladder

2.0% TAE agarose gel stained with GelStain
(laading volume: 5 pl)

Sekil A.3: DNA marker 100 bp
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EK B : KLK4 Geni Transkript Varyant 1

Homo sapiens kallikrein related peptidase 4 (KLK4), transcript variant 1, mRNA
NCBI Reference Sequence: NM_004917.5

LOCUS

NM_004917

1416 bp mRNA

linear PRI 08-APR-2024

DEFINITION Homo sapiens kallikrein related peptidase 4 (KLK4), transcript variant 1, mRNA.
ACCESSION NM_004917 XM_001134318
VERSION NM_004917.5
KEYWORDS RefSeq; MANE Select.

SOURCE

1 aggcagcagg
61 ctgacgtgat
121 gtgtcgcagg
181 gcccgeacte
241 gcgtectggt
301 ccatcgggct
361 aggccagect
421 tgctcatcaa
481 cttcgcagtg
541 acggcagaat
601 gcagtaagct
661 accagaagga
721 agggccttgt
781 ccaacctctg
841 gactgggaac
901 tgttcccage
961 aaccaagggt
1021 ccectectee
1081 cccccagecee
1141 tccagaccce
1201 cctcagacte
1261 ccagccccte
1321 tgeeccecttg
1381 ccectagate

ctggagctca
ggecacagcea
atcgctegtc

gcagcecctgg
gcatccgceag

gggcectgeac
ctcegtacgg
gttggacgaa
ccctacecgeg
gcctacegtg
ctatgacccg
ctcctgcaac
gtetttcgga
caaattcact
ccatgaaatt
ccctectece
acagatcccc
ctcagaccca
ctecteecte
ccagccecctc
agaggtccag
ctcectcaga
tggcacgttg
cagaaataaa

Homo sapiens (human)

gcecageagt
ggaaatccct
tctggtagct

caggecggceac
tgggtgctgt
agtcttgagg
cacccagagt
tcecgtgteeg
gggaactctt
ctgcagtgeg
ctgtaccacc
ggtgactctg
aaagccceegt
gagtggatag
gacccccaaa
tcaggcccag
agcccctect
ggagtccage
agacccagga
ctcectcaga
geeeccaace
cccageggte
acccaacctt
gtctaagaga

ggaatccagg
ggggctggtt
gcagccaaat
tggtcatgga
cagccgeaca
ccgaccaaga
acaacagacc
agtctgacac
gectegttte
tgaacgtgtc
ccagcatgtt
gggggecect
gtggccaagt
agaaaaccgt
tacatcctgce
gagtccaggce
ccctcagacce
ccctectece
gtccageccce
cccaggggte
cctecttece
caatgccacc
accagttggt
agcgca

agcccagagg
cctggggtac
cataaacggc
aaacgaattg
ctgtttccag
gecagggage
cttgeteget
catccggagce

tggetggggt
ggtggtgtet
ctgegeeggce
gatctgcaac
tggegtgeca
ccaggccagt
ggaaggaatt
ccccagecece
caggagtcca
tcagacccag
tceteectea
caggccccca
cagacccaga
tagactctce
ttttcatttt

>NP_004908.4 kallikrein-4 isoform 1 preproprotein [Homo sapiens]

tggeegggty
ctcatccttg
gaggactgca
ttctgectecgg
aactcctaca
cagatggtgg
aacgacctca
atcagcattg
ctgetggega
gaggaggtct
ggagggeaag

gggtacttgc
ggtgtctaca

taactctggg
caggaatatc
tccteectea
gacccccecag
gagtccagac
gacccaggag
acccctecte
ggtccaggte
ctgtacacag
ttgtcecttt

MATAGNPWGWFLGYLILGVAGSLVSGSCSQIINGEDCSPHSQPWQAALVMENELFCSGVL
VHPQWVLSAAHCFQNSYTIGLGLHSLEADQEPGSQMVEASLSVRHPEYNRPLLANDLMLI
KLDESVSESDTIRSISIASQCPTAGNSCLVSGWGLLANGRMPTVLQCVNVSVVSEEVCSKL
YDPLYHPSMFCAGGGQDQKDSCNGDSGGPLICNGYLQGLVSFGKAPCGQVGVPGVYTNL
CKFTEWIEKTVQAS
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EK C : KLK4 Geninin 4 Farklh Promotor Parcasinin Forward ve Reverse Dizileri

1104bp forward

ATTAAGCGCAGACATGAGAGAGACAGGAGAGAATGAGAGGAAATGAAAGAAAACAC
GAGAAAAATAATGAGAGAGAGAATGAGAGAAAGAAAGAAGGAGAGAAAGAGAAAA
TGAGAGATACAGGCAAGAGAGAGGTATCTCATGAGAGAGAATAAGAACATGAAAAG
AGAAAGAATGAGAGAGAGAGAGAGAAAGAAAAAGGAGAGTGGAGTCTAGGATCTGG
GCAGGGGTCTCCTCCCTGGGTCCCTAGACCCTGCTGCCAGCCCCTTCTGGGCCCCCAAC
CACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGCAGCCTGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACC
TGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAG
CC CCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTG
GAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGC
CTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCT
GTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCA
CTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCA
GACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTG
TCTTCC TCCATGCTTGTTTGCGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCATTCACAGATGG
CTAGATGCTTTTCCTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGGTCTCTCTCTC

1104bp reverse

GGTGCGGAAAAAATATCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTT
GTCCCTCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTAC
CCCCTCTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGA
AAAAGAGAGAGAGAGAGGTGGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAACTAAGTAGAAAGGA
AAGTTTAGAGAAAGCATCTAGCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCC
GCAAACAAGCATGGAGGGAAGACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGC
TTGAG AGATATCCTCAGAGACAGTCTGAGAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAG
AGAGACAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGTGACTCCTAACTAGAGACAGTGAGAGA
TCTGTCTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAGAGGCTGAGAATCCAGCGACATGG
AGCTGTAGGGAGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCTTTTAGTGGGGGACCACCAGG
CCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGCTGGGCTGAGCTCCAGCCTG
CTGCCTCCCGCAGGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCTCAGCCTGCGCTGGCCTGC
CCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCACGTGCTGCAAACTTCCAGCTCAACTCTCTCAT
GCT GCCTCAACTCTGACCAGGCAGTGGTTGGGGGCCCAGAATGGGCTGGCAGC
AGGTCTAGGGACCCAGGGAGGAAGACCCCTGCCCAGATC

760bp forward

CATCGTTTAGTTACATTTACATAGACATCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGA
TGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAG
CAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTA
AAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCCCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAG
CCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGA
GTCACTGTC TCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAAC
TCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCT
GTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACA
GATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTT
CCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTC
CATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGA
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GGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCA
GACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGTGAAGCTTCGAATTCTGC
AGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGGTCGCCACCATGGACATCAAGGTG
GGGGTTC

760bp reverse

GGGACTACTAGCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCC
TCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCT
CTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGAGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAA
GAGAGAGAGAGATGGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTT
TAGAGAAAGCATCTAGCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAA
ACAAGCATGGAGGGAAGACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGA
GAGATA TCCTCAGAGACAGTCTGAGAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAGAGAGA
CAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGTGACTCCTAACTAGAGACAGTGAGAGATCTGT
CTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAGAGGCTGAGAATCCAGCGACATGGAGCTG
TAGGGGGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCTTTTAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTT
ACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGCTGGGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCT
CCCGCACGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCTCAGCCTGGCTGGCCTGCCCCCAG
GGGATGTGTTCCAGGGGTCAGTGCTGCAAACTTCCAGCTCAACCTCGAGATCTGAGTC
CGG TAGCGCTAGTAATAACTAATGCATGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAAT CA

391bp forward

CTACATCTGTCTCTCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGT
GGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTT
TCTACCTAGTTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCCCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCT
AAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGC
TCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATG
GAGAG ACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCA
GGTGCTGACGTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCAC
CGGTCGCCACCATGGACATCAAGGTGGTGTTCACCCTGGTGTTCAGCGCCCTGGTGCA
GGCCAAGAGCACCGAGTTCGACCCCAACATCGACATCGTGGGCCTGGAAGGCAAGTT
CGGCATCACCAACCTGGAAACCGACCTGTTCACCATCTGGGAGACCATGGAAGTGATG
ATCAAGGCCGACATCGCCGACACCGACCGGGCCAGCAACTTCGTGGCCACCGAGACC
GACGCCAACCGGGGCAAGATGCCCGGCAAGAAGCTGCCCCTGGCCGTCATCATGGAA
ATGGA AGCCAACGCCTTCAAGCCGGCTGCACCCGGGGCTGCCTGATCTGCCTGAG
CAGATCAAGTGCACCGCCAGATGAAGTGTACATCCCCGGGCAG

391 bp reverse
GTACATACTAGCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCC
TCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCT
CTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGAGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAA
GAGAGAGGGAGATGGGAAAAGAGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGA
GAAAGCATCTAGCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAA
GCATGGAGGGAAGACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGA
TATCCT CAGAGACAGTCCTCGAGATCTGAGTCCGGTAGCGCTAGTAATAACTAATG
CATGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGAACATGTA
GAGAAATGTTCTGGCACCTGCACTTGCACTGGGGACAGCCTATTTTGCTAGTTTGTTTT
GTTTCGTTTTGTTTTGATGGAGAGCGTATGTTAGTACTATCGATTCACACAAAAAACCA
ACACACAGATGTAATGAAAATAAAGATATTTTATTACATGTGAGCAAAAGGCCAGCA
AAAGGCCAGGAACCGTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCC
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CCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGA
CTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTTCCGACC
CTGCCGCTTACCGGATACCTGT

102bp forward

GGGAGGAGAGACTTGGGCTGAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCA
TCCCCAGGTGCTGACGTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGC
CCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGACATCAAGGTGGTGTTCACCCTGGTGT
TCAGCGCCCTGGTGCAGGCCAAGAGCACCGAGTTCGACCCCAACATCGACAT
CGTGGGCCTGGAAGGCAAGTTCGGCATCACCAACCTGGAAACCGACCTGTTCA
CCATCTGGGAGACCATGGAAGTGATGATCAAGGCCGACATCGCCGACACCGA
CCGGGCCAGCAACTTCGTGGCCACCGAGACCGACGCCAACCGGGGCAAGATG
CCCGGCAAGAAGCTGCCCCTGGCCGTCATCATGGAAATGGAAGCCAACGCCTT
CAAGGCCGGCTGCACCCGGGGCTGCCTGATCTGCCTGAGCAAGATCAAGTGCA
CCGCCAAGATGAAGGTGTACATCCCCGGCAGGTGCCACGACTACGGCGGCGA
CAAGAAAACCGGCCAGGCCGGCATCGTGGGCGCCATCGTGGACATCCCCGAG
ATCAGCGGCTTCAAAGAAATGGCCCCCATGGAACAGTTCATCGCCCAGGTGG
ACAGATGCGCCAGCTGCACCACCGGCTGCCTGAAGGGCCTGGCCAACGTGAA
GTGCAGCGAGCTGCTGAAGAAGTGGCTGCCCGACCGCTGCGCCAGCTTCGCCG
ACAAGATCCAGAAAGAGGTGCACAACATCAAGGGCATGGCCGGCGACAGGTG
AGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTA
CTTGCTTTAAAAAACCCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGA
ATGCAATTGTTGTTGTTAACTTGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAA
GCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTTCACTGCATTCTAAG
TTGTGGGTTTGTCCAAACTCATCAATGGTACCTTAAGGGCGTAAAATTGTAAAC
CGTTAATATTTTTGTTAAAAATTCCCGGTTAAATTTTTTGTTAAAATCCGCCCCC
TTTTTTTAACCCAAAGGGGCCAAAAAATCGGGAAAAACCCCTTTAAAATCAAA
AAAAAAAAC

102bp reverse

ACGTCCGTTTCGGGCTTACTCGCTCGGGCTTTTTCCTTTTCCCCACCCCCCCCCC
CCAAGTTGGGGGGAAGGCCCAGGGCTTGCAAGCCAAAGTTGGGGCGGCAGGC
CCTGCCATAGCCTCAGGTTATTCATAATTATTTTAGATTGATTTAAAACTTCATT
TTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA
TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCA
AAGGATCTTCTTGAGATCCTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAA
AAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGGATCAAGAGCTACCAACT
CTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTT
CTAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTAC
ATACCTCGCTCTGCTAATCCTGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTC
GTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCGGATAAGGCGCAGCGGT
CGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTA
CACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCG
AAGGGAGAAAGGCGGACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAG
AGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTATAGTCCTGTC
GGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCT
TTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGT
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GTGTTGGTTTTTTGTGTGAATCGATAGTACTAACATACGCTCTCCATCAAAACA
AAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGG
TGCCAGAACATTTCTCTACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGAT
AACCGTATTACCGCCATGCATTAGTTATTACTAGCGCTACCGGACTCAGATCTC
GAGCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGC
TGAAGATCCCCAGACACGCTATTT
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