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OZET

PROSTAT KANSERINDE NORMAL VE HIPOKSIiK KOSULLARDA KLK4
GENININ TGF-B iLE REGULASYONU
DOKTORA TEZi
FATMA POYRAZLI
BALIKESIR UNIVERSITESI FEN BiLIMLERIi ENSTITUSU

BiYOLOJi ANABILIM DALI

(TEZ DANISMANI: DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(ES DANISMAN: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, TEMMUZ - 2022

KLK’ lar, serin proteazlarin kimotripsin (S1) ailesine ait proteinlerdir ve 15 iiye
icermektedirler. KLK’ lar prostat, meme, yumurtalik kanserlerinde biyolojik belirte¢ olarak
kullanilmaktadirlar. KLK proteinlerinden kanser biyobelirte¢i olarak kulanilan en yaygini,
prostata spesifik antijen (PSA- ayrica KLK3 olarak da bilinir) dir. PSA ve diger KLK’ lar
arasindaki yapisal benzerlik gbz Oniline alindiginda, ailenin kalan iiyelerinin kanser
biyobelirtegleri olarak potansiyel rolii son yillarda ¢okca arastirilmigtir. Prostat kanserinde
KLK4’ {in asir1 ekspresyonunun kemik metastazi veya ileri evre arasinda korelasyon
oldugu da bildirilmistir. Kanser progresyonunda kanser hiicreleri ile onlarin mikro ¢evre
arasindaki karsilikli iletisimi 6nemlidir. Dokudaki oksijen seviyesinin normal seviyenin
altina diismesine hipoksiya denir. Bu duruma daha c¢ok kati tiimorlerde rastlanilir. Bu
timor hiicreleri yeterli oksijeni alamadiginda hiicre 6liimiine gitmeden bir takim genetik
farkliliklar yaparak oksijensiz ortama uyum saglarlar. Yapilan bir¢ok klinik caligsmalar
hipoksik ortamin artmasiyla tiimor capinin arttigin1  gostermektedir. Bu kapsamda
hiicrelerin mikro ¢evresinin hipoksik durumu da diisiiniildiigiinde, KLK4’ iin hipoksiya ile
reglilasyonun aydinlatilmas1 gerekliligi agiktir. Calismamiz kapsaminda Prostat kanseri
hiicre hatlar1 olan PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde normal ve hipoksik kosullarda TGF-f
sitokini ve HIF transkripsiyon faktdriiniin KLK4 geninin regiilasyonuna katkisi
incelenmistir. KLK4 gen ifadesindeki degisim mRNA, protein ve promotor aktivitesinin
Ol¢iilmesi ile degerlendiridi. Bu amagcla farkli uzunluklarda KLK4 promotor pargalar
pMetLuc lusiferaz ifade vektoriine klonlandi. Calismamiz kapsaminda ilk kez prostat
kanseri hiicre hatlarinda TGF-f ve hipoksinin KLK4 ifadesini regiile ettigi tespit edilmistir.
Calismamizda hipoksinin KLK4 ifadesini arttirdigi ve TGF-f’nin azaltici etkisi tespit
edilmistir. KLK4 promotor bdlgesi iizerindeki olast HIF ve SMAD baglanma bélgeleri
EMSA deneyleri ile teyit edilmistir.

ANAHTAR KELIMELER: KLK4, Prostat kanseri, Hipoksi, TGF-B, Gen regiilasyonu.

Bilim Kod / Kodlar : 20316, 20606, 20610 Sayfa Sayis1 :218



ABSTRACT

REGULATION OF KLK4 GENE BY TGF-B IN NORMAL AND HYPOXIC
CONDITIONS IN PROSTATE CANCER
PH.D THESIS
FATMA POYRAZLI
BALIKESIR UNIVERSITY INSTITUTE OF SCIENCE

BIOLOGY

(SUPERVISOR: DOC. DR. SUMEYYE AYDOGAN TURKOGLU)
(CO-SUPERVISOR: PROF. DR. FERAY KOCKAR)
BALIKESIR, JULY - 2022

KLKs are proteins belonging to the chymotrypsin (S1) family of serine proteases and
contain 15 members. CLKSs are used as biomarkers in prostate, breast and ovarian cancers.
The most common of the KLK proteins used as a cancer biomarker is prostate-specific
antigen (PSA-also known as KLK3). Given the structural similarity between PSA and
other CLKSs, the potential role of remaining family members as cancer biomarkers has been
extensively investigated in recent years. It has also been reported that overexpression of
KLK4 in prostate cancer is correlated with bone metastasis or advanced stage. The mutual
communication between cancer cells and their microenvironment is important in cancer
progression. A decrease in the oxygen level in the tissue below the normal level is called
hypoxia. This is more common in solid tumors. When these tumor cells cannot receive
enough oxygen, they adapt to an oxygen-free environment by making some genetic
differences before cell death. Many clinical studies show that the tumor diameter increases
with the increase in the hypoxic environment. In this context, considering the hypoxic state
of the microenvironment of the cells, it is clear that the regulation of KLK4 by hypoxia
should be clarified. In our study, the contribution of TGF-B cytokine and HIF transcription
factor to the regulation of the KLK4 gene in PC-3 and LNCaP cells, which are prostate
cancer cell lines, under normal and hypoxic conditions was investigated. KLK4 gene
expression was evaluated at different steps by measuring mRNA, protein and promoter
activity. For this purpose, different lengths of KLK4 promoter fragments were cloned into
the pMetLuc luciferase expression vector. In our study, it was determined for the first time
that TGF-p and hypoxia regulate KLK4 expression in prostate cancer cells. It was
determined that hypoxia increased the expression of KLK4 and that TGF-p had a reducing
effect. Possible HIF and SMAD binding sites on the KLK4 promoter region were also
confirmed by EMSA experiments.

KEYWORDS: KLK4, Prostate cancer, Hypoxia, TGF-B, Gene regulation.
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1. GIRIS

1.1 Kallikrein-Related Peptidaz (KLK) Ailesi

Insan kallikrein ile ilgili peptidaz (KLK) ailesi, polipeptit onciillerinin islenmesinde rol
oynayan ve c¢esitli fizyolojik ve patolojik siireclerde 6nemli rollere sahip, serin proteazlarin
Kimotripsin (S1) ailesine aittir. KLK’ lar hiicre dis1 substratlara ve fonksiyona sahip
salgilanan proteinlerdir. Insan genomundaki en biiyiikk proteaz geni kiimesi tarafindan
kodlanan, yiiksek oranda korunmus 15 serin proteazdan yani iiyeden olusur. KLK ailesinin
ilk tyesi, 1930’ lu yillarda Kraut, Frey ve Werle tarafindan pankreasta en bol bulunan
proteaz olarak tanimlanmis ve Yunanca’ da pankreas (kallikreas) i¢in "kallikrein" dokusu
olarak adlandirilmistir (Emami ve Diamendis 2008, Korkmaz vd. 2004, Xi vd. 2004). KLK
ailesi, en iyi timor isaret¢isi olan prostata 6zgili antijen (PSA) dahil olmak iizere, degerli
kanser biyobelirteglerini kodlayan genleri igerir. Flocks, Ablin, Hara, Li ve Beling,
Sensabaugh ve Wang’ in 1960 ve 1970 yillarinin sonlarinda yaptiklar1 ¢alismalarda en
karakterize KLK, yani KLK3 iin (PSA) kesfedilmesine yol acti. ilk tanimlanan ii¢ insan
kallikrein geni: pankreas / renal kallikrein (KLK1), insan glandiiler kallikrein 2 (KLK2) ve
prostata 6zgii antijen (KLK3)’ dir (Emami ve Diamendis 2008, Kontos ve Scorilas vd.
2012).

Doku kallikrein ve kallikrein ile iliskili peptidazlar (KLK), yaklagik 25-30 kDa’ Iik 15
homolog, tek zincirli, salgilanmig tripsin veya kimotripsin benzeri serin proteaz ailesinden
olusur. KLK gen ailesi lokusu ~ 300 kb’ lik bir alana yayihr, 19913.3 - q13.4 kromozomal
bolgesinde, kromozom 19” un uzun kolunun telomerlerinden 7.5 Mb mesafede bulunur
(Diamendis vd. 2000, Kontos ve Scorilas 2012). Ayrica, her bir KLK geni, N-terminalinde
16 ila 30 amino asitlik bir sinyal peptidi, ardindan dort ile dokuz amino asit tortusu olan bir
pro-peptid ve bunun iginde kalan bir katalitik alan igeren bir preproenzim olarak bulunur.
Proenzim ve olgun enzim formlari, sirasiyla salgilama yoluna giristeki sinyal dizisinin ve
aktivasyondaki pro peptidin sirali boliinmesinden kaynaklanmaktadir. KLK proteinlerinin
proteolitik aktivitesi, zimogen aktivasyonu, endojen plazma ve doku inhibitorleri ile
kompleks olusum veya kendi kendine pargalanma yoluyla inaktivasyon dahil olmak {izere
gesitli yollarla diizenlenir (Kontos ve Scorilas 2012). KLK’ lar arasinda, sadece KLKI,
KLK2 ve KLK3 / PSA, aktif bolge Asp’ den dnce konumlandirilmig 9 - 11 amino asit
tortusu seklinde karakteristik kallikrein halkasini icerir; Ozellikle, KLK3 / PSA, kininojeni

parcalayamamaktadir. Aktif proteazin konformasyonel saglamligi i¢in, propeptidin



uzaklastirilmasi, Ile / Leul6 a-amonyum grubu ile dnemli olan Asp194 yan zincirinin
karboksilati arasinda bir tuz kopriisiiniin olusmasina neden olur. KLK3, iki farkl
konformasyonun enzimatik aktivitesi olmayan olgun saglam KLLK3’ e yol agan kapali veya
actk bir konformasyon elde edebilen 11-amino asit kallikrein halkasi tarafindan

uyarlanabilmesidir (Diamendis vd. 2000, Sotiropoulou vd. 2009).

Cesitli tiirlerde bugiine kadar tanimlanan tiim doku kallikrein genlerinin ortak 6zellikleri,
bes ekzonun benzer bir genomik organizasyonunu, serin proteaz katalitik aktivitesi i¢in
korunmus bir amino asit rezidiisii ve birinci ekzonda kodlanmig bir sinyal peptid dizisini

icerir (Korkmaz vd. 2004).

KLK lokus: (19q13.3-13.4)
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Sekil 1.1: Kalikreine bagl peptidazlarin genleri ve ekzon / intron organizasyonu (Ohler vd.
20112’ den uyarlanmstir).

KLK’ larin anormal ifadesinin, kanser gelisiminin farkli asamalarinda yer aldigi
gosterilmistir. Molekiillerin parcalanmasi ve hiicre dis1 matriksin yeniden sekillendirilmesi,
hormonlarin ve/veya sinyal molekiillerinin aktivasyonu, artan hiicre proliferasyonuna ve
anjiyogeneze yol agar, bu da tiimor biiylimesi, istilas1 ve metastaz olusumuna katkida
bulunur (Lundwall vd. 2021). Bugiine kadar, ailenin birka¢ tiyesi potansiyel kanser
biyolojik belirtegleri olarak bildirilmistir. Oncelikle prostat, yumurtallk ve gogiis
kanserlerinde biyolojik belirteclerinin degeri olarak degerleri tespit edilmis, daha yakin
tarihli veriler KLK’ larin gastrointestinal, bag ve boyun, akciger ve beyin maligniteleri de
dahil olmak {izere diger bir¢ok kanserde de benzer rolii oldugunu diistindiirmektedir. KLK’
lar ayrica hiicre ylizeyi reseptorlerini veya diger proteazlari parcalayarak ve boylece aktive
ederek sinyal iletim yollarina da katilirlar. KLK proteinlerinden kanser biyobelirteci olarak
kulanilan en yaygini, prostata spesifik antijen (PSA- ayrica KLLK3 olarak da bilinir) dir.

PSA ve diger KLK’ lar arasindaki yapisal benzerlik gbz 6niine alindiginda, ailenin kalan



tiyelerinin kanser biyobelirtegleri olarak potansiyel rolii son yillarda ¢ok¢a arastirilmistir.
Biyolojik belirte¢ olarak kullanimlarinin diginda, kanser patogenezinde bir dizi kritik
islevsel roliinlin tespiti KLK’ larin terapotik hedefler olarak potansiyel kullanimlarini

ortaya ¢ikarmistir (Emami ve Diamendis 2008, Kontos ve Scorilas 2012).

Prostat kanserinde farkli sekilde ifadeleri olan KLK1, KLK2, KLK3, KLK4, KLK8, KLK9
ve KLK14’ {in prostat kanseri ilerlemesinin umut verici biyobelirtecleri olarak
kullanilabilecegi diisiiniilmektedir. KLK’ lar, diizenlenmis gen ekspresyonu ile timor
biiylimesini ve metastazi tegvik etme veya inhibe etmede rol oynar [Biiyiikdzer vd. 2020].
Testikiiler kanserde KLK genlerinin ekspresyon profilleri karakterize edilmeye devam
etmektedir. Veriler, KLK 5, 10, 11, 13 ve 14' in malign tiimorlerde asagi regiile
olabilecegini gostermektedir. KLKS5 gen ekspresyonu, klinik olarak alt basamakli
timorlerle korele oldugundan, olumlu bir prognoz tahmininde kullanilabilir. Yakin tarihli
arastirmalar, KLK2 ve KLK4 dahil diger KLK’ larin testislerde tiretildigini ve dolayisiyla
testis kanseri i¢in biyolojik belirte¢ olarak potansiyel olabilecegini énermektedir (Kontos
ve Scorilas 2012, Kryza vd. 2017). KLK6, KLK7 ve KLK10’ un immiinohistokimya ile
tespit edildigi sekilde ekspresyonu, tiimor evresi ve histolojik RCC (bobrek kansert) tipi ile
korele olurken, ileri evre RCC’ den muzdarip hastalar, yliksek KLK1, KLK7 ve KLK11
seviyeleri sunar. KLK ailesi iiyelerinin biiyilk cogunlugu (KLK2-KLK11, KLK13-
KLK15), over karsinomu dokularinda ve hiicre soylarinda anormal bigimde eksprese edilir.
Ayrica, serumda salgilanan veya yumurtalik kanseri hastalarinin asit sivisinda saptanan
KLK seviyeleri, saglikli hastalarin yani kontrollerin serum KLK diizeylerinden 6nemli
olgiide farklidir. Ozellikle, KLK4 ve KLK5 mRNA’ larinin yumurtalik kanserinde asiri
eksprese edildigi gosterilmistir ve her ikisinin de kotii prognoz oldugunu gosterir.
Ozellikle, artan KLKS, KLK9 ve KLK14 mRNA seviyeleri diisiik hastalik evresi, diisiik
timor derecesi, optimize edilmis timor hacmi ile iliskilendirilmistir. KLK genlerinin
ekspresyon profili, rahim agz1 kanserinin Dbiyobelirtegleri olarak birkag KLK
onerilmektedir. Hem mRNA hem de protein seviyelerinde KLK7 ve KLKS8 ekspresyonu,
primer rahim agz1 kanseri hiicrelerinde ve rahim agz1 tiimori hiicre hatlarinda yukar1 dogru

diizenlenmistir (Kontos ve Scorilas 2012).
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Sekil 1.2: Kallikrein ile iliskili peptidazlar ve kanser (Stefanini vd. 2015’ den
uyarlanmugtir).

KLK’ lar, biiyiime faktorleri yoluyla hiicre ¢ogalmasini kolaylagtirarak ve mTOR sinyali
yoluyla hiicre sagkalimini modiile ederek neoplastik isleme katkida bulunan proteolitik
yollara katilirlar. Ayrica anjiyojenezi, hiicre gdciinii ve anjiyogenik vaskiiler endotel
biiyiime faktorii (VEGF) salgilanmasi, metaloproteinaz aktivasyonu, hiicre dis1 matris
(ECM) degradasyonu ve epitelyal-mezenkimal gecisi (EMT) indiiksiyonunu diizenler.
Bununla birlikte, KLK’ larin ayrica kansere kars1 koruyucu bir etkisi vardir, apoptozu

tesvik eder veya anjiyogenez ve hiicre ¢ogalmasini dnler (Stefanini vd. 2015).

1.1.1 KLK1

Insanda ilk tanimlanan kallikreinlerden biridir. KLK1’ in en bilinen fizyolojik fonksiyonu,
diisiik molekiiler agirlikli kininojenin bdliinmesidir, bu da vazoaktif kinin peptidi
(bradikinin veya Lys bradikinin) salinimina yol agar. Kininler, hedef organlarindaki
alicilarina baglanir ve vazodilasyon, kan basincini diisirme, diiz kas gevsemesi ve
kasilmasi, agr indiiksiyonu ve iltithaplanma gibi genis bir biyolojik aktivite yelpazesi

sergiler (Adamopoulos vd. 2018).

1.1.2 KLK2, KLK3 ve KLK5
Bir¢ok yapisal ve fonksiyonel 6zellikleri paylasan en biiyiik serin proteaz grubunun iiyesi

olan KLK2, bradikininin iiretilmesi i¢in yiiksek molekiiler agirlikli kininojeni temizler.



Bununla birlikte, KLK2 06ncelikle seminal vezikiil proteinlerini, seminogelin 1 - Il ve
fibronektini hidrolize ederek seminal plazma sivilagtirmasinda rol oynar (Adamopoulos vd.

2018).

KLK2 ve KLK3 gibi KLK’ larin, insiilin benzeri biiylime faktorii (IGF) baglayict
proteinleri (IGFBP’ ler) parcaladigi ve karsilik gelen reseptorlerini baglayan ve aktive
eden, sirayla hiicreyi modiile edebilen IGF’ lerin mevcudiyetinin artmasiyla sonuglandigi
gosterilmistir. KLK3 ayrica, TGF binding - baglayicit proteinleri pargalayarak hiicre
¢ogalmasima yol agan gizli TGF aktive edebilir. Kordinatli diizenlemeleri ve doku ko-
ekspresyon kaliplar1 ile birlikte ¢ok sayida KLK, KLK’ larin proteolitik kaskadlara
katilabilecegi hipotezine yol agar. Semen sivilastirmasi, cilt ¢iiriimesi, ndrodejenerasyon ve
tiimor tesvik edici veya inhibe edici etkilerde rol oynarlar. KLKS5 ise, dngoriilen prostat
kaskadinin ana baglatict molekiilii olarak Onerilmistir, ¢iinkii kendisi ve pro-KLK2, -
KLKS3, -KLK®6, -KLK7, -KLK11, -KLK12 ve KLK 14’ ii de aktive edebilmektedir (Kontos
ve Scorilas 2012).

1.1.3 KLK6

KLK®G, epidermiste tripsin benzeri major bir serin proteazdir ve ilk olarak 1999' da
“stratum corneum triptik enzimi (SCTE)’ olarak rapor edildi ve klonlandi. Desmoglein 1
(DSG1), desmocollin 1 (DSC1) ve corneodesmosin (CDSN) pargalayabilmekte ve kornea
katmanlarinin bozulmasina yol agmaktadir. KLK6, dolayli olarak, epidermal tabakada
eksprese edilen bir serin proteaz olan elastaz-2’ nin aktive edilmesiyle (pro) filajrin

islemine katilmaktadir (Morizane vd. 2019).

1.1.4 KLK7 ve KLKS8

KLK?7, kimotripsin benzeri bir aktiviteye sahiptir ve epidermisin en dig tabakasinin
dokiilmesi olan, soyulmadan dnce gelen hiicreler arasi birlesik yapilarin proteolizinde rol
oynar. 1994 yilinda klonlanmistir. Bu protein, kanser istilasinda ve metastazinda rol oynar
ve bu genin artmis ekspresyonu, olumsuz prognoz ve birka¢ kanser tipinin ilerlemesi ile
iligkilidir. Deride yliksek ekspresyonu bulunur. KLK7 hem graniiler keratinositlerde
yiiksek oranda eksprese edilir hem de stratum korneumun hiicre i¢i bosluklarinda bulunur.
Mide kanseri ve pankreas kanseri gibi diger kanser tiirlerine kiyasla yumurtalik kanserinde
KLK?7 ekspresyonunun daha yiiksek oldugu belirlenmistir ve bu yiiksek ifadenin yas ve
kanser evresi ile ilgili oldugu tespit edilmistir. KLK8 proteini de derideki proteolitik
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kaskadta yer alir ve yumurtalik kanserinde biyobelirte¢ olarak onerilmektedir (Bayani ve
Diamendis 2011, Caubet vd. 2004, Chen vd. 2020, RefSeq 2011, RefSeq 2013). Noropsin
olarak da bilinen KLK8 ekspresyonu, epidermiste mRNA ve protein seviyelerinde tespit
edilebilir.  KLKS8, epidermal keratinositlerin anormal proliferasyonunda veya

farklilagsmasinda rol oynar (Morizane vd. 2019).

1.1.5 KLK9

KLKD9, timus, omurilik, testis, prostat, meme ve yumurtalik gibi ¢esitli dokularda eksprese
edilen yeni kesfedilen bir insan kallikrein genidir. Diger kallikreinler gibi, KLK9 geninin
de kanser hiicresi ¢izgilerinde Ostrojenler ve progestinler olmak {izere steroid hormonlari

tarafindan diizenlenir (Yousef vd. 2003).

1.1.6 KLK10

In vitro ¢aligmalarda, KLK10’> un normal meme epitel hiicrelerinde eksprese edildigi,
ancak meme kanseri hiicre hatlarinda belirgin sekilde azaldigi gosterilmistir. Ayrica,
KLK10 ekspresyonunun bu kanser hiicrelerine yeniden sokulmasi, nude (¢iplak) farelerde
tiimor olusumlarini baskilayabilir. Bu nedenle KLK10’ un meme kanserinde tiimor
baskilayict olarak islev gordiigli kabul edildi. Meme kanserinde KLK10’ un asagi
reglilasyonunu diizenleyen mekanizmalar agik degildir fakat bir dizi kanser hiicresi
hattinda gosterildigi gibi, ekson 3’ iin CpG adasi hipermetilasyonudur. Dikkate ¢ekici
olarak, KILK 10’ un ifadesi baz1 steroid hormonlar ve retinoid asit tarafindan modiile edilir.
Bununla birlikte, farkli tip tiimoérlerde KLK10’ un paradoksal ifadesi belirsizligini
korumaktadir (Luo ve Diamendis 2007).

1.1.7 KLK11 ve KLK12

KLK11, prostat kanserinde tiimor agresifligini ayirt etmek icin bir biyobelirte¢ olarak
onerilmektedir (Bi vd. 2010) . Insan kallikrein ile iliskili peptidaz 12 (KLK12), insan
dokusu kallikrein ailesinin yeni bir {iyesidir. On galigmalar KLK 12’ nin meme kanserinde
farkl1 sekilde eksprese edildigini ve kanser biyobelirte¢ olarak potansiyel kullaniminin
olabilecegini gostermektedir. KLK12, enzimatik aktivite kazanmak i¢in otomatik olarak
aktive olabilen aktif olmayan bir pro-enzim olarak salgilanir. Bir florojenik ve kromojenik
peptid substrat panelinin taranmasi yoluyla aktif KLK12’ nin hem arjinin hem de lizinden
sonra peptit baglarin1 bozmak iizere tripsin benzeri aktiviteye sahipdir. Aktif KLK12, oto-

parcalanma nedeniyle aktivitesini hizli bir sekilde kaybeder ve aktivitesi ayrica ¢inko
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iyonlar1 ve kovalent kompleks olusumu yoluyla a2-antiplazmin tarafindan inhibe edilebilir.

Ayrica, KLK 12’ nin KLK11 zimogenini in vitro olarak aktiflestirir (Jiang vd. 2007).

1.1.8 KLK13, KLK14 ve KLK15

KLK13 meme kanseri hastalarinda, olumlu prognozun bagimsiz bir biyobelirtegi
olabilecegini ve potansiyel olarak muhtemel hastalar1 tanimlamanin miimkiin olabilecegini
gostermistir. Ek olarak, KLK13’ i{in ana prognostik yetenekleri, kiigiik hiicreli akciger
kanserinin yani sira mide kanserinde de dogrulanmustir, ¢iinkii KLK 13 asir1 ekspresyonu
olan hastalar genel olarak anlamli sekilde daha uzun (OS) ve hastaliksiz hayatta kaldiklar
(DFS) gosterilmistir. Insan malignitelerinde rol ve uygulama mekanizmalar1 hala uygun bir

sekilde anlasilmamigtir ve daha fazla arastirilmasi gerckmektedir (Adamopoulos ve
Scorilas 2017).

KLK14 mRNAs1, temel olarak prostat, tiikiiriik bezi, mide, akciger, dalak, uterus, timus,
karaciger, ince bagirsak ve serebellumda eksprese edilirken, daha diisiik ekspresyon
seviyeleri diger bir¢ok dokuda bulunur. KLK14 mRNA ekspresyonu, malign meme, testis,
prostat ve yumurtalik tiimorlerinde asagi regiile edilir. KLK14 insan protein substratlari;
kollajen I-1V, fibronektin, laminin, kininojen, fibrinojen, plazminojen (PLG), vitronektin
(VIN) ve insiilin bliylime faktorii baglayict proteinler 2 ve 3 (IGFBP2 ve IGFBP3) gibi
ekstraseliiler matriksin ana bilesenleri de dahil olmak iizere birgok substrati bulunmaktadir

(Kontos ve Scorilas 2016).

KLK15 ekspresyonunun yumurtalik kanserinde bagimsiz bir prognoz belirteci oldugu

bildirilmistir. Ayrica chromophobe renal hiicre karsinomasinda yukar1 regiile olmaktadir

(Tailor vd. 2018).

1.2 KLK4

Kallikrein ile ilgili peptidaz 4 (KLK4), androjenler tarafindan diizenlenen ve ekspresyonu
prostat icin oldukca spesifik olan ve prostat kanseri kemik metastazlarinda bol miktarda
bulunan serin proteazdir (Fuhrman-Luck vd. 2016, xi vd. 2004). KLK4’ iin farkli isimleri;
KLKL1, PRSS17, AlI2Al, ARM1, EMSP, EMSP1, PSTS olarak da bilinir (Obiezu vd.
2001). 254 amino asitten olusan 4.38 kb genomik DNA’ y1 kapsar. 5 ekzon ve 4 introndan
olusur. Bir salgilama sinyaline (pre-) peptite (26 amino asit), ardindan bir aktivasyon (pro-)

peptite (4 amino asit) ve 1 potansiyel N-baglh glikozilasyon yerine sahip olgun zincir (224
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amino asit) bulunur. His71, Aspl16, Ser207 (Met = 1’ e gore ve ekson 1’ de ATG1
tarafindan kodlanan) katalitik iicliisii korunur ve proteolitik aktivite i¢in gereklidir. Bir
KLK4 tam uzunlukta protein olarak sentezlendikten sonra, sinyal peptidi daha sonra yarilir
ve pro-KLK4 (zimogen) daha sonra hiicreden salgilanir. Aktivasyon iizerine, olgun aktif
enzimi liretmek igin propeptit uzaklastirilir (Lai vd. 2009).

DNA /RNA

coon i = ':- -
! Asp,,. ! His,, ]

Ser,;

Sekil 1.3: KLK4 geninin genomik ve protein yapisi (Lai vd. 2009).

KLK4 geni orijinal olarak PRSS17 geni olarak adlandirilmistir ve EMPS1 (Enamel matrix
serine protease 1) proteinini kodlayan dejenere primerler kullanilarak domuzda gelismekte
olan dis emaye epitel hiicrelerinden klonlanmistir. RT-PZR deneyleri ile meme,
yumurtalik, endometriyum, tiikriik bezi, akciger, adrenal bez, kolon, trakea de ifade oldugu
gosterilmistir. Northern blot analizi ile insan dokularindaki daha sonraki ¢aligsmalar, KLK4
mRNA ekspresyonunun prostata agirlikli olarak lokalize oldugunu gdstermistir; beyin,
testis, omurilik, tiroid, deri ve bobrek de diisiik ile orta seviyelerde KLK4 mRNA’ y1 ifade
ettigi gosterilmistir. KLK4 mRNA, in situ hibridizasyon deneyleriyle yag bezlerinde, ter
bezlerinde, kil folikiilleri, stratum bazale, stratum spinosum ve stratum graniilosumda da
tespit edilmistir. Domuzda, KLK4 mRNA 0strojen siklusunun erken evrelerinde
endometriumda eksprese edildigi de gosterilmistir. Yiiksek KLK4 seviyeleri, prostat,
meme ve yumurtalik kanseri dokularinda da tespit edilmistir (Dong vd. 2001, Lai vd. 2009,
Majumdar ve Diamendis 1999).

Yapilan protein homoloji ¢aligmalar1 KLK4’ {in %25 KLK12 ile % 29 KLK10 ile, % 31
KLK9 ile,% 34 KLK1, 2, 3 ile, % 35 KLKS8, 13 ile, % 36 KLK6, % 37 KLK15 ile, % 40
KLK14 ile, % 43 KLK7, % 45 KLKS5 ile dizi homolojisi gostermektedir. KLK1, KLK2 ve
KLK3’ iin aksine, KLK4’ te, ekzon 3’ te kodlanan 11 amino asitten olusan ve bu

enzimlerin substrat 6zgiilliiglinde 6nemli oldugu diisiintilen "kallikrein halkas1" yoktur.



KLK4, domuz EMPS1 proteinine % 72 sekans homolojisi gostermektedir. Bayes
filogenetik analizleri KLK4, KLKS5 ve KLK14’ {in kallikrein ile ilgili peptidaz gen ailesi
iginde bir alt aile olusturabilecegini gostermektedir (Lai vd. 2009).

KLK4 ekspresyonu, prostat kanseri hiicrelerinde ¢oklu hormonlar tarafindan diizenlenir ve
prostat kanserinin androjenden bagimsiz asamasinda serbest birakilir. Bu bulgular, KLK4’
iin, prostat kanserinin ilerlemesinde rol oynayabilecek kallikrein ailesinin essiz bir iiyesi

oldugunu gostermektedir (Korkmaz vd. 2004).

KLK4, androjenler tarafindan diizenlenen ve ekspresyonu prostat i¢in olduk¢a spesifik
olan kallikrein ailesinin yakin zamanda tanimlanmis bir iiyesidir. KLK4’ iin gen {iriinii
hK4, hiicre i¢i olarak lokalize edilmis KLK ailesinin ilk tiyesidir. Daha 6nce atanmis ilk
ekzonun salgilamasi i¢in hK4’ {i hedefleyecek bir sinyal peptidini kodlamas1 6ngoriilen ilk
ekzonun, KLK4 mRNA’ nin fizyolojik olarak formunun bir par¢asi olmadigi gosterilmistir.
Bu durum RT-PZR, immiinofloresan hem de hiicre fraksiyonlama deneyleriyle
belgelendirilerek hiicrede hK4 proteininin niikleer lokalizasyonu ile desteklenmistir.
Ayrica, androjenlere ek olarak, hK4 ekspresyonu, prostat kanseri hiicrelerinde ostrojen ve

progesteron ile diizenlendigi gosterilmistir (Xi vd.2004)..

Yapilan bir ¢aligmada, KLK4 ekspresyonunun, prostat kanseri kaynakli LNCaP hiicre
hattinda androjenler tarafindan yukar: regiile edildigi gosterilmistir ve meme karsinomasi
hiicre hattt BT-474 te hem androjenler hem de progestinler tarafindan yukar: regiile
edilmistir (Obiezu vd. 2001). Bugiine kadar, KLK4’ iin en 6nemli biyolojik fonksiyonu
domuz c¢alismalarindan tiiretilmistir ki bu, dis gelistiren dislerin mine matrisindeki ana
protein olan amelogenin parcalayarak dis minesi mineralizasyonu i¢in KLK4’ iin 6nemli

oldugunu gostermistir (Lai vd. 2009).

Ortaya ¢ikan veriler, KLK’ larm, proteazla aktiflestirilen reseptorlerin (PAR) aktivasyonu
yoluyla endotel hiicrelerinin proliferasyonunu indiikleyebildiklerini gostermektedir. PAR’
lar, hiicre dis1 alanlarinin kismi proteolitik boliinmesiyle aktive edilen G-protein-bagli
reseptor st ailesinin iyeleridir (Kontos ve Scorilas 2012). KLK4, prostat kanseri
hiicrelerinin ¢ogalmasinin desteklenmesinde ve genel olarak, birka¢ hiicre dongiisii ile
ilgili genin diizenlenmesi yoluyla malign fenotip degisikliklerinde essiz bir role sahiptir.

PAR’ larin prostat malignitesindeki rolii s6z konusu oldugunda, prostat kanseri
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dokularinda hem mRNA hem de protein seviyelerinde belirgin sekilde artmis PAR1, PAR2
ve PAR4 ekspresyonu, normal veya iyi huylu olanlar ile karsilagtirildiginda ortaya
cikmistir. Prostat kanseri hiicrelerinin biiylimesini diizenledigi tespit edilen PARI ve
PAR2’ nin proteolitik aktivasyonu KLK2 ve KLK4 igin onaylanmistir. Daha dogrusu,
PAR1 (KLK4) ve PAR2’ nin KLK2 ve KLK4 aracili aktivasyonu (KLK2 ve KLK4),
DU145 prostat kanseri hiicre hattinin hiicre disi sinyal diizenlenmis kinaz (ERK)
sinyallesmesi yoluyla ¢ogalmasini tesvik eder. KLK4-aracili PAR1 ve PAR2 sinyalleri PC-
3 hiicrelerinde de tespit edilmistir (Ramsay vd. 2008, Wang vd. 2010). ilgingtir ki, KLK
tarafindan PAR1 aktivasyonu, tiimor-stroma hiicrelerinin prostattaki etkilesimlerini tahrik

ediyor gibi gorinmektedir (Avgaris vd. 2012

Stroma hiicresi

Sekil 1.4: Prostat kanserinde KLK4 ile baslatilmis ¢ift parakrin mekanizmasi ve PAR1
aracili tiimor-stroma etkilesimi (Wang vd. 2009’ dan uyarlanmistir).

2017 yilinda KLK4 geninin molekiiler mekanizmasinin aydinlatilmasina yonelik yapilmisg
olan en kapsamli ¢aligmada KLK4, pro-iirokinaz tipi plazminojen aktivatord, proteazla
aktive edilmis reseptor PAR1, PAR2 ve pro-HGFA’ nin bir aktivatorii olarak kanserin
ilerlemesine katki saglamasiyla rapor edilmistir. Buna ek olarak, prostat kanserinde KLK4’
iin asir1 ekspresyonunun kemik metastazi veya ileri evre arasinda korelasyon oldugu da

bildirilmistir. Ayn1 zamanda bu yayinda, KLK4’ {in kansere bagl fibroblastlarin (CAF)
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farklilagmasin1 yonettigi tespit edilmistir. KLK4, premalign (prostatik intraepiteliyal
neoplazi) ve malign lezyonlarin prostat epitel hiicrelerinde, 6zellikle de peristromal ara
ylizeyde, normal prostat epitele kiyasla yliksek oranda kendini gostermektedir. KLK4,
prostattan tiiretilmis WPMY1 normal stromal hiicre dizisinde CAF benzeri 6zelliklere
neden olmustur, alfa diiz kas aktin, ESR1 ve SDFRP1 de artis gozlenmistir. (Kryza vd.
2017).

Tam uzunlukta KLK4, salgilanan bir proteini kodlar ve hiicre igi olarak sitoplazmada
lokalizedir, ancak GFP etiketli N-terminal kisaltilmig izoformlarla yapilan ¢aligmalarda
cogunlukla ¢ekirdege lokalize oldugu bulunmustur. Bugiine kadar, KLK4’ {in en 6nemli
biyolojik fonksiyonu domuz calismalarindan elde edilmistir. Dislerin mine matrisindeki
ana protein olan amelogenin parcalayarak dis minesi mineralizasyonu i¢in KLK4’ {in
onemli oldugu gosterilmistir. Daha yakin zamanlarda, KLK4' {in dis gelisiminde 6nemli
olan domuz enamelini de bildirilmistir. Ayrica, farelerde KLK4, yalnizca gelismekte olan
diglerde ameloblastlar tarafindan mine matrisini bozmak iizere islev goren KLK4 eksprese
edildigi gosterilmistir. KLK4” i oldukga yiiksek seviyede ifade eden bir doku olan
prostattaki rolii tam olarak aydinlatilamasa da, prostat kanseri progresyonundaki rolii
dislerdeki hiicre dis1 matris (ECM) proteinlerini parcalamadaki roliine benzer oldugu ve
ayrica IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5, IGFBP6’ i degrede ederek IGF diizeylerini arttirdig:
diistiniilmektedir. KLK4’ iin ayrica pro-HGFA’ yi aktive ettigi ve dolayisiyla MET
reseptOriinlin  aktivasyonu yoluyla potansiyel olarak tiimor ilerlemesine yol agtig
bildirilmistir. Substrat 6zgiilliigli tarama ¢alismasinda, tam uzunlukta KLK4’ iin tripsin
benzeri spesifisiteye sahip oldugunu ve potansiyel olarak prostat spesifik antijen
(PSA)/KLK3, kemik morfogenetik proteini (BMP) ailesi ve paratiroid hormonu ile iliskili
protein gibi proteinleri aktive ettigi gosterilmistir. Normal ve neoplastik prostat
patofizyolojide rol oynar. Rekombinant KLK4’ iin ayn1 zamanda PSA ve tek zincirli
tirokinaz tipi plazminojen aktivatoriiniin KLK2’ ye gore daha iyi aktivatorii oldugu da
bildirilmistir. Ayrica KLK4’ de dahil oldugu kallikrein ilgili peptidaz ailesinin diger
tiyelerini (KLK1, KLK2, KLK3, KLKS5, KLK6, KLK9, KLK11, KLK12, KLK13, KLK14,
KLK15) de aktive ettigi tespit edilmistir. Bununla birlikte, prostat ve diger dokularda
KLK4 i¢in kesin fizyolojik rol tanimlanamamistir. N-terminalinden kisaltilmis KLK4’ iin

islevi tammlanmay1 beklemektedir (Korkmaz vd. 2004, Lai vd. 2009).
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1.3 Hepatosit Biiyiime Faktorii (HGF)/SF-MET Sinyalizsyonu

Tiimo6r mikro ortamindaki kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki etkilesimler,
invazyon ve metastaz gibi kanserin agresif 6zelliklerinin belirlenmesinde ¢ok 6nemli bir
rol oynamaktadir. Gergekten de, kanser ilerlemesiyle ilgili bir¢ok biiyiime faktoriiniin
ifadesi ve etkinligi, bu interaksiyonlara olduk¢a bagimlidir; hepatosit biiyiime faktorii
(HGF) aktivitesinin regiilasyonu kanser hiicreleri ve stromal hiicreler arasindaki karsilikli
etkilesimin tipik bir 6rnegidir. Salinim faktorii (SF) olarak da bilinen HGF, Met proto-
onkojen tarafindan kodlanan MET reseptor tirozin kinaz vasitasiyla g¢esitli hiicreler i¢in bir
mitojen ve morfojen olarak islev goren ¢ok islevli bir bitylime faktoriidir. MET yaygin
olarak epitel hiicrelerinde eksprese edilir, ancak epitel dis1 hiicreler, endotel hiicreleri ve
miyoblastlarda oldugu gibi hematopoietik sistem hiicrelerinde ve spinal ndronlarda da
bulunur. Buna gore, cesitli kanser hiicreleri MET’ i de ifade eder. Bugiine kadar ¢ok sayida
calisma, HGF/SF-MET sinyalizasyonunun normal gelisim, doku rejenerasyonu ve kanser
progresyonu i¢in gerekli oldugunu gostermistir. HGF/SF, mezenkimal hiicreler tarafindan
tiretilir ve tipik olarak parakrin olarak MET’ yi aktive eder. HGF/SF’ nin MET ile
baglanmast MET’ nin tirozin kinaz aktivitesini harekete gecirir ve bu da tirozin
kalintilarinin otofosforilasyonuyla sonuglanir. HGF/SF, biyolojik aktiviteye sahip olmayan
aktif olmayan bir prekiirsor (pro-HGF/SF) olarak sentezlenir ve salgilanmadan sonra
proteolitik boliinme yoluyla bir aktif olgun heterodimere doniistiiriiliir. HGF/SF, N-
terminal domaini, dort kringle domaini ve bir serin proteaz benzeri motif, bir B-zincirini
igeren bir a-zincirinden olusur. ProHGF/SF, MET’ ¢ baglanabildigi halde onu aktive
etmedigi i¢cin, HGF/SF-MET sinyallesmesini saglamak i¢in proHGF/SF’ nin olgun forma
doniistiiriilmesi  kritik Oneme sahiptir. Bu nedenle, bu aktivasyon adimiin nasil
diizenlendigi hakkinda ayrintili bilgi, HGF/SF’ nin patofizyolojik rollerini anlamak ve
HGF/SF-MET sinyallemesini hedefleyen yeni terapileri gelistirmek i¢in 6nemlidir. Bugiine
kadar, proHGF/SF’ nin iki farkli aktivasyon yolu onerilmistir. Bunlardan birincisi, HGF
aktivatorii (HGFA) gibi serum serin proteazlar1 tarafindan aktivasyon iken ikincisi,
matriptaz gibi membrana sabitlenen serin proteazlarini igerir (Kawaguchi ve Kataoka
2014, Zava vd. 1979).

1.4 Pro-HGF/SF Aktivasyonunda Yer Alan Proteazlar
HGFA, esas olarak karaciger tarafindan sentezlenen ve salinan ve insan plazmasi i¢inde
yaklasik 40 nM konsantrasyonlarda bulunan aktif olmayan bir proform (proHGFA) olarak

kanda dolasan bir faktordiir. Giiniimiizde, HGFA icin sadece iki bilinen substrat vardir:
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proHGF/SF homolog proteini ve pro-makrofaj uyarict protein (pro-MSP, RON reseptor
tirozin kinazin spesifik bir ligandi)’ dir. In vivo, proHGFA aktivasyonu doku hasarina
tepki olarak olusur ve trombin, muhtemelen, dekstran siilfat, heparin ve kondroitin stilfat
gibi negatif ylkli maddelerin varliginda Arg407-11e408 bagmin etkili boliinmesiyle
aktivasyona aracilik eder. Bu durum, kanser dokusunda da goriiliir; kanserler "iyilesmeyen
yaralar" ve kanser hiicreleri siklikla pihtilasma dnleyici etkinligi artirir. Insan kallikrein 1°
e bagh peptidazlar KLK4 ve KLKS5, ayni zamanda, kanser hiicresi mikro ortaminda
proHGFA’ y1 isleyerek aktif hale gegirir. Bugiine kadar HGF/SF doniistiiriicti ¢esitli

proteazlar enzimler bildirilmistir.

ProHGF/SF’ yi aktif hale getiren proteazlar, membran bagimli hiicre yiizey serin proteazi
matriptazdir. HGFA oOncelikle karaciger tarafindan inaktif zimojen (proHGFA) formda
sentezlenir. Trombin doku yaralanmasina tepki olarak proteolitik olarak aktif iki zinciri
tretmek proHGFA’ y1 aktive eder. Bu aktivasyon ayrica kanser dokusunda da olur.
HGF/SF’ nin aktivasyonunu igeren arttirllmis HGFA etkinligi ¢ogu kanserde rapor
edilmistir. Her ne kadar trombin bir proHGFA’ nin aktivatorii olarak rapor edilse de,
alternatif bir yol olarak kanser indiikli KLK4 ve KLKS5 de bildirilmistir. KLK4, insan
kallikrein 1 ilgili peptidaz ailesi (KLK’ lar) bagli bir tiyedir. KLK4, pro-iirokinaz tipi
plazminojen aktivatorii, proteazla aktive edilmis reseptor PAR1, PAR2 ve pro-HGFA' nin
bir aktivatorii olarak kanserin ilerlemesine katki saglamasiyla rapor edilmistir (Kawaguchi

vd. 2014, Kryza vd. 2017, Mukai vd. 2015).

1.5 Hormon Bagimh Kanserler ve KLK4

KLK3 geni tarafindan kodlanan PSA gibi KLK4 geninin de hormon bagimli kanserler de
rolii oldugu diisiiniilmektedir. Bunun sebeplerini su sekilde saymak miimkiindiir:

(@) endokrin hiicrelerde yiiksek seviyede ekspresyonu,

(b) androjenler, ostradiol ve progestinler gibi hormonlar tarafindan diizenlenmesi,

(c) kanserde ifadesinin bozulmasi ve

(d) hiicre dis1 matris yikimindaki potansiyel rolii ve biiyiime faktori aktivasyonu (Lai vd.
2009).

1.6 Prostat Kanseri
Kallikrein 4’ iin hem mRNA hem de protein seviyelerinde iyi huylu prostat dokularina

kiyasla kanserli ortamda daha fazla oldugu bildirilmistir. Ornegin, 42 benign ve 207
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malign prostat dokusunda gergeklestirilen bir doku mikroarray ¢aligmasi, benign hiicrelere
kiyasla KLK4’ {in prostat kanseri hiicrelerinde daha yiiksek oranda eksprese edildigini
ortaya c¢ikarmistir. Ayrica KLK4’ e 0zgii antikorlarin prostat kanseri hastalarinin
serumlarinda bulunabilecegi gosterilmistir. Prostat kanseri hiicrelerinde, KLK4’ {in hem
mRNA hem de protein diizeyinde androjenler tarafindan yukari regiile edildigi
gosterilmistir. Northern blot analizini kullanan iki ifade ¢alismasinda, KLK4 mRNA
ekspresyonunun sirasiyla 24 ve 48 saat siircyle R1881 ile muamele edilen LNCaP
hiicrelerinde 18 ve 1.7 kat arttig1 tespit edilmistir. Ayrica, KLK4 ile transfekte edilen
prostat kanseri hiicrelerinde (PC-3 ve DUI145) hiicresel gog, proliferasyon ve koloni
olusumunda artis oldugu gosterilmistir (Dong vd. 2001, Fuhrman-Luck vd. 2016, Lai
vd.2009). KLK4, pro-iirokinaz tipi plazminojen aktivatorii, proteazla aktive edilmis
reseptor PAR1, PAR2 ve proHGFA’ nin bir aktivatorii olarak kanserin ilerlemesine katki
saglamasiyla rapor edilmistir. Buna ek olarak, prostat kanserinde KLK4’ {in asiri
ekspresyonunun kemik metastazi veya ileri evre arasinda korelasyon oldugu da

bildirilmistir (Hollenberg 2014, Kryza vd. 2017, Ramsay vd. 2008).

Kanser progresyonunda kanser hiicreleri ile onlarin mikro ¢evre arasindaki karsilikli
iletisim O6nemlidir. Kansere bagh fibroblastlarin (CAF) kanser progresyonuna karigmast
uzun siirede saptanmis olmasimna ragmen, normal fibroblastlardan CAF’ larin
farklilagsmasina yol agan molekiiler mekanizmalar tam olarak anlasilamamistir. 2017
yilinda yapilan bir calismada KLK4’ iin CAF farklilagsmasin1 yonettigi tespit edilmistir.
KLK4, premalign (prostatik intraepiteliyal neoplazi) ve malign lezyonlarin prostat epitel
hiicrelerinde, 6zellikle de peristromal ara ylizeyde, normal prostat epitele kiyasla yiiksek
oranda kendini gostermektedir. KLK4, prostattan tiiretilmis WPMY 1 normal stromal hiicre
dizisinde CAF benzeri 6zelliklere neden olmustur. KLK4, proteaz ile aktive olan reseptor-
1’ 1, WPMY1 hiicrelerinde prostat kanseri progresyonunda rol oynayan ¢esitli faktorlerin

(FGF1, TAGLN, LOX, IL8, VEGFA) ekspresyonunu aktive etmistir (Kryza vd. 2017).

KLK4 tarafindan indiiklenmis prostat kokenli normal stromal hiicre soyunda, (WPMY1)
hiicre proliferasyonu ve sekretom degisimleri olmustur. Onemli bir sekilde, WPMY1
hiicrelerinde KLK4 muamelesi ile dis-regiile edilen genler, ayn1 zamanda, hastadan
tiretilen CAF’ lar ile habis olmayan fibroblastlarla kiyaslandiginda farkli olarak eksprese
olmaktadir ve sonrasinda KLK4 muamelesi ile arttirilmaktadir. 2017 yilinda yapilan bu

calisma ile epitelyal tiirevli KLK4’ {in, prostat stromal mikro ortamda CAF farklilasmasini
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aktif olarak tesvik ederek tiimor ilerlemesini yonlendirdigi dnerilmektedir. Bu ¢aligmada
Prostat fibroblastlarinda KLK4 tarafindan regiile edilen diger muhtemel yollar1 (HGF,
TGF-B) tanimlamanin gerekliligi vurgulanmistir. Ayrica CAF fenotipinin olusumunda
regiile edici diger faktorlerin varliginda KLK4’ ii analiz etmek, ayrica in vivo da CAF
(Cancer associated fibroblasts) fenotipinin olusumunu kapsayan dogrulayici calismalari
yapmanin gerekliligi de vurgulanmistir. Biitlin bu bilgiler 1s18inda prostat kanseri igin
molekiiler diizeyde KLK4’ iin etkisinin yiiksek oldugu goriilmiis ve eksik olan yolun

aydinlatilmasina yonelik ¢alismalarimiz planlanmistir.

Prostat " Prostat
promalign lezyon malign lezyon

KLK4 ia
Endotel hiicreler !

A

Prostat fibroblastlan

.> PARl &8 _ > FGF1,IL8,LOX, aSMA

aktimsyonuj:;b TAGLN and VEGFA 2 Proliferasyon
[ Sekretom modifikasyonu
" 7 Dkk1, GDF15, HGF/SF, IL8 & VEGF
\ IGFBP3, MCP1, PDGF-AA
. —» »FGF5, ESR1, SFRP1
Diger yolaklar
TGF-p, HGF CAF-benzeri 6zellikler

Sekil 1.5: Prostat kanserinin erken evrelerinde KLK4’iin muhtemel durumu (Kryza vd.
2017’ den uyarlanmustir).

Androjen yoksunlugu tedavisinden (ADT) sonra direng veya niiks prostat kanseri hastalari
icin halen 6nemli bir sorun olarak kalmaktadir. Bir¢ok calismanin hipotezi, MET’ in asir1
ifadesinin ve aktive edici prostat kanseri hiicrelerinde sinyal iletim yolunun o6zellikle
kastrasyon direngli prostat kanseri (CRPC- castration-resistant prostate cancer) ile iliskili
oldugu iizerinedir. Ote yandan, zimojen plazma HGF aktivatoriinii aktive eden insan
kallikrein ile ilgili peptidaz (KLK) 4 ifadesi, Kemik metastazi bulunan prostat kanseri
hastalarinda veya ileri evrede bildirilmistir (Holzhausen vd. 2006, Kawabata vd. 1999,
Kryza vd. 2017, Mukai vd. 2015).

Huggins ve Hodges 1972’ de androjen bagimliligi kavramini ilk kez vurguladiklarindan bu
yana, Androjen yoksunlugu tedavisi (ADT) ileri veya metastatik prostat kanserinin

baslangi¢ tedavisinde bir standart olmustur ancak hormondan yoksun direngli prostat
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kanserine (CRPC) cevap olusturamamistir (Emami ve Diamendis 2008). Daha once
hormona direncli prostat kanseri olarak tanimlanan CRPC’ nin halen androjene bagimli
oldugu anlasilmaktadir. Coklu direnis mekanizmalari, hastaligin ilerlemesine ve niikse
katkida bulunur ve androjen reseptorii (AR) bu ilerlemede 6nemli bir etken olmaya devam

etmektedir (Chandrasekar vd. 2015, Organ ve Tsao 2011).

Ileri prostat kanserinde MET’ in asir1 ekspresyonu rapor edilmistir. Ayrica ¢ok sayida
calismada MET ekspresyonu ve metastaz veya CRPC arasinda gii¢lii iliski de rapor
edilmistir. Gergekten Cabozantinib (XL 184), giiclii MET, vaskiiler endotelyal biiyiime
faktorii reseptor (VEGFR)2 ve RET inhibitorii metastatik CRPC hastalar1 igin bir faz II
caligmasinda olumlu etkililik gostermistir. Simdi bu hastalar i¢in faz 111 denemeleri devam
etmektedir. Bu nedenle, MET ifadesi ve sinyalizasyonu, prostat kanserinin ilerlemesinde
onemli bir role sahiptir. Fosforilasyon mekanizmasina yonelik yapilmis bir calismada,
yiiksek klinik T evresi ve yiiksek Gleason skoru olan hastalarda KLK4’ {in asir
ekspresyonu bulunmustur. Ayrica KLK4 ifadesi, fosforilasyon ile korelasyon gostermistir.
Bu durum prostat kanserinde KLK4’ iin indik-MET aktivasyonunda 6nemli bir rolii
oldugunu diisiindiirmektedir (Birchmeier vd. 2003, Comoglio ve Trusolino 2002, Kryza
vd. 2017, Peruzzi vd. 2006).

Prostat gelisimi sirasinda, TGF-f ailesi tiyelerini ve androjen reseptdriinii (AR) iceren
epitelyal ve mezenkimal hiicreler arasindaki parakrin sinyallesmesi, prostat
morfogenezisini gosterir. Erigkinlerde, prostat epitelyal bileseni, liiminal ve bazal hiicreler
olmak iizere iki ana hiicre tipinden olusan bir ¢ift katmandan olusur. Luminal hiicreler
kolumnar (siitun seklinde) morfoloji sergiler ve epitelin ekzokrin bilesenini temsil eder,
androjen reseptoriinii (AR) eksprese eder ve prostat spesifik antijeni (PSA) salgilar. Bazal
hiicreler, bazal membranin {izerinde yer alan, diisiik veya saptanamayan AR ifade eden
diizlestirilmis hiicrelerdir. Terminal olarak farklilastiktan sonra, luminal epitel hiicreleri
hiicre proliferasyonuna ugramazlar. TGF-B, bu hiicrelerde hiicre proliferasyonunun
inhibisyonunda ve farklilasmis fonksiyon ve morfolojinin korunmasinda énemli bir rol
oynar. Stromal hiicreler tarafindan salgilanan TGF-f proliferasyonu inhibe eder ve
homeostaz: siirdiirmek i¢in epitel hiicrelerinin apoptozunu indiikler. TGF-B’ nin hiicre
proliferasyonunun inhibisyonu iizerindeki etkilerinin kaybi, artan hiicre boliinmesi ve
kolumnar epitel hiicrelerinin farklilagmasinin bozulmasi ile sonuglanarak karsinogenez

dahil ¢esitli lezyonlara yol agar. Sonug olarak TGF-P, prostat kanserinde ikili bir rol oynar;
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prostat kanserinin baslangi¢c evrelerinde 6nemli bir anti-proliferatif faktor olarak islev
goriirken, prostat kanserinin ileri evrelerinde pro-onkojenik ve pro-metastatik 6zellikler

kazanir (Thompson-Elliot vd. 2021).

1.7 TGF- Sinyal iletim Yolu

Biiytime faktorleri grubunda bulunan TGF-f (Transforming Growth Factor-) ailesi hiicre
cogalmasi, hiicre bliyiimesi, apoptoz, hiicre faklilagsmasi gibi bir¢ok siirecte gorev yapar.
Ayrica hiicre dis1 matriksin sentezinde anahtar bir molekiil olarak hizmet eder (Aashaq vd.
2022, Massague 1998). Transforme edici biiyiime faktorii ailesininin, Drosophila da 7,
insan genomunda 42 ve Caenorhabditis elegans da ise 4 tyesi vardir. (Jiang vd. 2012,
Massague vd. 2005).

Memelilerde TGF- B1, st ailenin asal iiyesini olusturur ve insan plasentasinin mRNA’
sindan klonlanmistir. TGF- B1, farelerde gelisim asamalari sirasinda endokondral kemik,
kikirdak ve deride tespit edilmistir ve bu nedenle bu dokularin biiyiimesine aracilik ettigi
gosterilmistir. Hiicre dis1 matriksin sentezinde anahtar bir molekiil olarak hizmet eder

(Aashaq vd. 2022).

TGF- B2 insanlarin glioblastoma hiicrelerinde bulunur ve interlokin-2 aracili T lenfositik
biiyiimeyi inhibe etme kabiliyetine sahiptir, dolayisiyla G-TsF (glioblastoma tiirevli T
hiicre baskilayici faktor) adi verilir. TGF- B2’ nin ekspresyonu, astrogliyal hiicrelerde ve
embriyonik  sinir sisteminin ndronlarinda  gozlenir. TGF-B2, kanser hiicresi
proliferasyonunu tesvik etmek icin otokrin bir sekilde hareket eder. TGF-f ve TGF-$2,
karboksi-terminal de 112 amino asitten olusan olgun formlarinda neredeyse %71 sekans

homolojisi paylasir (Aashaq vd. 2022).

TGF-p st ailesinin tiglincli izoformunu temsil eden TGF-B3, TGF-B ve TGF-B2 ile %80’
lik bir amino asit dizisini paylasir. Baglangicta insan rabdomyosarkom (yumusak doku
sarkomu) hiicre hattinin cDNA kiitiiphanesinden izole edildi. Bu sitokin, farelerde normal
akciger ve damak morfogenezi i¢in gereklidir ve ayrica bu organizmalarda epitelyal-

mezenkimal etkilesimi diizenler. Ayrica gobek kordonunda onemli oOlclide yiiksek

seviyelerde ifade edilir (Aashaq vd. 2022).
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Giiniimiizde TGF-f sinyal iletim mekanizmasinin biyokimyasal omurgasi ve hiicrelerin bu
sinyallere nasil cevap verdigi aydmnlatilmistir. TGF-f sinyal iletim yolu bu islemi, SMAD
bagimli ve SMAD bagimsiz olmak iizere iki yoldan gercgeklestirir (Massague vd. 2005).
TGF-B reseptorleri serin/treonin kinaz aktivitesine sahiptir ve bu ailenin iiyeleri, TGF-3
reseptorlerine sinyallerini gonderirler. TGF-B reseptorleri, tip 1 ve tip II olmak {izere 2
gruptan olusur. Tip II reseptoriiniin, tip I reseptoriinii uyarmast ve aktive etmesi sonucu
sinyal baglar. Aktif hale gegen tip 1 reseptorii SMAD bagimli yoldan sinyal iletecek ise
SARA gibi baz1 molekiiller araciligiyla, sitoplazma ve g¢ekirdek arasinda siirekli mekik
halinde bulunan SMAD proteinlerini fosforlar. Fosforlanma sonucu aktif hale gegen bu
proteinler ise bu sinyali hiicre ¢ekirdegine iletirler. Tip I reseptor kinazlarin ilk
tanimlanmis substratlart SMAD ailesi proteinleridir. Bu proteinler, reseptdrden gelen
sinyalleri hiicre ¢ekirdegine ve oradanda ¢ekirdekte bulunan ilgili genlere iletiminde gorev

yaparlar (Heldin vd. 1997).

1.8 SMAD Proteinlerinin Temel Ozellikleri

SMAD proteinleri, Caenorhabditis elegans’ ta bulunan SMA proteinleriyle, Drosophila’
da bulunan MAD (mothers against decapentaplegic) proteinlerinin homologudur. Isminide
bu iki proteinin isimlerinin kombinasyonundan almaktadir (Liu vd. 1996). Butiin ailenin
tiyeleri iki kiiresel domainden olusur. R-SMAD olarak adlandirilanlar diizenleyici
proteinlerdir. Co-SMAD olarak adlandirilan protein ise ortak olarak iglev goren ve
cekirdek ile sitoplazma arasinda giris ¢ikis yapan proteindir. I-SMAD olarak adlandirilan
grup ise inhibitor proteinlerdir (Itoh vd. 2000, Massague vd 2005, Shi ve Massague 2003)
(Sekil 1.6).

R-Smadlar ve Co-Smadlar, sirasiyla Mad homoloji (MH)1 ve MH2 alanlar1 olarak
adlandirilan N- ve C-terminallerinde oldukg¢a benzer amino asit dizilerine sahiptir. Her iki
alan, degisken uzunluktaki farkli prolin acisindan zengin bir baglayic1 bolge ile ayrilir.
Smad2 hari¢, R-Smadlar ve Co-Smadlarin MHI1 alani, spesifik DNA dizilerine
baglanabilir. R- ve Co-Smad’ in MH2 alanlari, homomerik ve heteromerik kompleks
olusumu i¢in vazgecilmezdir. R-Smads’ n MH2 alanlarindaki L3 dongiisii, tip 1
reseptorlerle etkilesimin 6zgiilliiglinii belirler. Smad1’ in ALK-1 veya ALK-2 ile etkilesimi
i¢in sadece L3 dongiisii degil, ayn1 zamanda MH2 alanindaki a-sarmal 1 (H1) de gereklidir

I-Smadlar, tip I reseptorler ile etkilesime giren korunmus bir MH2 alani igerir. I-Smad’ in
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N-terminal bolgeleri, R- ve Co-Smadlarin MH1 alanlarina zayif bir benzerlik gosterir ve

sinyal spesifikligini belirlemede bir rolii olabilir (Itoh vd. 2000).

A R-Smad Co-Smad I-Smad
Smad1, Smad2, Smade Smadsé
Smad3, Smad5, Smads Smad7
Kinase sites
PY motif s A0 PY motif
SxS ‘ ' |
MHL  GMH2 | |
Basic Hydrophobic Bagic
pocket corridor pocket
B  Lisd T2 Tl
_(Oreedler)  Revepuprler  Resepagler N BT CoSmad
BNP2U4TT » BMPRA | ALK2(ActR4A) Saaadtt
BMPT  — ACIRUIIE — 5| ALK3 (BMPR.A) Smads
AMH » AMHRA | ALKS (BMPR-IE) Smads @
ALK
TORE —e RN <
Activin, Nodal —» ActRANBe——% ALKS(TBR-) Smad2 6.
> ALKA (ActR-18) Smad3 RSmad-Smad4 complex

= ALKY

Sekil 1.6: SMAD proteinleri (R-SMAD, Co SMAD ve I-SMAD) ve yapisal elemanlari
(Massague vd 2005).

Smad3 ve Smad4’ {in, N-terminal MH1 alan1 araciligiyla “GTCT” ye veya tamamlayici
“AGAC” dizisine baglandig1 gosterilmistir. Smad2 yapisal olarak Smad3’ e oldukca
benzer olmasina ve hem Smad2 hem de Smad3’ iin TGF-B veya aktivin tip I reseptorleri
tarafindan aktive edilmesine ragmen, Smad2 DNA’ ya baglanmaz. Smad2 de diger SMAD
proteinlerinde oldugu gibi Niikler lokalizasyon sinyali (NLS) mevcuttur fakat bu zamana
kadar islevsel oldugu gosterilmemistir. Bu durumun DNA baglanmasina miidahale eden
ilave ekzon 3’ iin varligindan kaynaklandigi diisiniillmektedir. Smad3’ iin aksine Smad2
geni kendisinin DNA‘ ya baglanma kapasitesini engelleyen, DNA baglayic1 B-hairpin
kanalindan hemen o6nce, kodlanan MH1 alaninda 30 amino asit kalintisindan olusan kisa

bir bolgeye sahiptir. (Hill 2009, Miyazono 2000, Ten Dijke vd. 2002).
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Sekil 1.7: Smad2, Smad3 ve Smad4 arasindaki yapisal fakliliklar (Hill, 2009).

1.8.1 SMAD Bagimh TGF-p Sinyal iletim Yolu

Hiicre i¢i TGF-B/Smad yolundaki ilk adim, Smad’ larin TGF-f reseptdr kompleksine
alinmasidir. Reseptor aktivasyonu igin SARA’ nin, Smad2 ve Smad3’ iin hiicre igi
dagilimim diizenledigi gosterilmistir. SARA, fosfolipid ile etkilesime giren FY VE alani ile
iletisim kurar. Ek olarak SARA, sirasiyla Smad-baglama alan1 (SBD) ve C-terminal
bolgesi araciligiyla (aktive edilmemis) R-Smads ve TGF-B reseptor kompleksi ile ayni
anda etkilesime girebilir. Tip I reseptor aktivasyonundan sonra, Smad2 ve Smad3’ {in C-
terminal sekansindaki iki serin tortusu, tip I reseptdr kinaz tarafindan fosforile edilir,
ardindan SARA ve tip I reseptorden ayristirilir. Aktive edilmis Smad2 daha sonra Smad4
ile heteromerik bir kompleks olusturur. Protein igeren baska bir FY'VE alani olan Hrs/Hgs’
nin de reseptore Smad sunumuna katildig1 ve TGF-B/Smad sinyalini uyarmada SARA ile
sinerji olusturdugu gosterilmistir (Ten Dijke vd. 2002, Bassing vd. 1994, Norollahi vd.,
2021) (Sekil 1.8). Fosforlanan SMAD proteinleri sinyali iletmek i¢in ¢ekirdege
translokasyon yaparlar. Cekirdege translokasyondan sonra, SMAD’ lar, konsensus DNA
dizilerine dogrudan baglanarak, diger DNA baglayici proteinlerle etkilesime girerek ve
transkripsiyonel yardimer aktivatorleri veya yardimci baskilayicilar ile hedef genlerin
transkripsiyonunu diizenler (Miyazono 2000).
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Sekil 1.8: SMAD bagimli TGF-f sinyal iletim yolu (Fernandez-Iglesias ve Gracia-Sancho
2017’ den uyarlanmustir).

Bir diger baglanma sekli ise kemik morfogenetik reseptdrleri ile olur. Bu baglanma
seklinde TGF-f resopterleri ve kemik morfogenetik resoptorleri bir kompleks olusturarak
birlikte liganda baglanirlar (Nishitoh vd. 1996). Aktiflesen reseptorler, diizenleyici
Smadlari fosforiller ve ortak smad olan SMADA4 ile birlikte ¢ekirdege giderler.(Gustavson
vd. 2008, Heldin vd. 1997, Shi ve Massague 2003, Liu vd. 1995, Wrana vd. 1994,
Yamashita vd. 1994). Sonugta bu kompleks yapilar g¢ekirdekte veya DNA-binding
altbirimleriyle birlikte bulunabilirler ve boéylece promotora baglanarak aktive olurlar.
(Miyazawa vd. 2002).

1.9 Hipoksik Yol

Dokudaki oksijen seviyesinin normalin altina diismesine hipoksiya denir (Selvendiran vd.
2009). Bu duruma daha ¢ok kati tiimorlerde rastlanilir. Bu tiimor hiicreleri yeterli oksijeni
alamadiginda hiicre 6liimiine gitmezler ve bir takim genetik farkliliklar yaparak oksijensiz
ortama uyum saglarlar. Yapilan bir¢ok klinik ¢alisma hipoksik ortamin artmasiyla timariin
de biiylidiigiinii géstermektedir (Cekin 2007). Sonug olarak tiimor hiicreleri, agrasif hale

gelirler (Selvendiran vd. 2009). Simdiye kadar normalin altinda olan oksijen kosullarina
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cevap olarak HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 olarak (Hipoksi indiikleyici faktor) ailesi iiyesi
bulunmustur. Bu ailenin {iyeleri normal oksijen seviyelerinde o ve B alt birimlerine ayrisir

(Kakudo vd. 2015, Tiirkoglu vd. 2021).

Kimyasal hipoksi ajani olan CoCl; ile ¢alismamizda hipoksik model olusturuldu. Doku
kiiltiirtinde hipoksik durum olusturmak i¢in kullanilan bir yontemdir. ve KLK4 geninin bu
kosullardaki ifadesi mRNA, protein ve promotor diizeyinde incelendi. Demir selatorii
deforoksamin (DFO) ve Kobalt kloriir (CoCl2) hiicre kiiltiirlerinde kullanilan, hipoksik
ortam olusturan ajanlardir. Literatiire baktigimizda bu kimyasallarin kullaniminin ¢ok
yaygin oldugu goriilmektedir. Sekil 1.9” da gosterildigi gibi ortama CoClz uygulandiginda,
buradaki prolin hidroksilazlara baglanir ve prolin hidroksilaz enziminin etkinligi
durdurulur ve sonucta HiF-la hidrosillenemez. Hidroksilasyon gerceklesmedigi VHL
(Von Hippel-Lindau), HiF-1a baglanamaz ve HiF-1a aktiflesir ve ¢ekirdekte ilgili HRE
(Hipoksi cevap elementi) bolgeleriyle bag kurar (Yuan vd. 2003).

CoCl,

Sekil 1.9: CoCl; ile hipoksik kosul mekanizmasi (Tiirkoglu vd. 2021).
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2. TEZ CALISMASININ PLANI VE KAPSAMI

Kanser progresyonunda kanser hiicreleri ile onlarin mikro ¢evre arasindaki karsilikli
iletisim Onemlidir. Bu kapsamda hiicrelerin mikro ¢evresinin hipoksik durumu da
diistintildiiglinde KLK4’ {in hipoksiya ile regiilasyonunun aydinlatilmas1 gerekliligi agiktir.
Biitiin bu bilgiler 1s18inda prostat kanseri i¢in molekiiler diizeyde KLK4’ {in etkisinin
yiiksek oldugu goriilmiis ve eksik olan yolun aydinlatilmasina yonelik deneylerimiz
planlanmistir. Calismamiz kapsaminda KLK4’ in hiicresel diizeyde regiilasyonunda TGF-
B> nin katkist arastirilmistir. Caligmalar mRNA, protein ve promotor diizeyinde
gerceklestirildi. Ayrica izlenen cevaba gore bu cevabi SMAD bagimli yoldan yapip
yapmadig1 promotor pargalarinda bulunan olast SMAD baglanma bdlgelerinin analizi ve

gercek baglanmanin teyidi i¢in ise EMSA deneyleri yapildi.

(1) CoCl; ile PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde hipoksik modelin olusturulmast ve
dogrulanmas1

(i)  Farkli hiicre hatlarinda KLK4’ in mRNA ve protein seviyesine ifadesinin
belirlenmesi (REAL TIME PZR ve WESTERN BLOT).

(i)  Hipoksiya ve TGF-f’ nin PC-3 ve LNCaP hiicre hatti1 iizerindeki sitotoksik
etkisinin belirlenmesi (MTT TESTI).

(iv)  Hem normal hemde hipoksik kosula maruz birakilan PC-3 ve LNCaP hiicrelerde
TGF-B’ nin ve hipoksiyanin KLK4 mRNA seviyesine olan etkisinin belirlenmesi (REAL
TIME PZR).

(v)  Hem normal hemde hipoksik kosula maruz birakilan PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde
TGF-f’ nin ve hipoksiyanin KLK4 protein seviyesine olan etkisinin belirlenmesi
(WESTERN BLOT ve IFC).

(vi)  Hem normal hemde hipoksik kosula maruz birakilan PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde
TGF-f> nin ve hipoksiyanin SMAD bagimsiz Yyolaklardaki etkisinin belirlenmesi
(WESTERN BLOT).

(vii)  Inhibitor uygulamalar1 sonucu yolak ¢alismalari ile KLK4’ iin SMAD bagimli yada
SMAD bagimsiz yol tercihinin belirlenmesi. (REAL TIME PZR ve WESTERN BLOT).
(viii) Biyoinformatik analizler, 5’ kisaltilmig farkli KLK4 promotor konstraktlarinin
olusturulmas1 ve bazal aktivitelerinin belirlenmesi (LUSIFERAZ/SEAP AKTIVITE
TAYINLERI).
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(ix)  Gegici transkfeksiyon deneyleri ve haberci deneyler ile promotor parcalarinin
hipoksik kosullardaki ve TGF-f muamelesi sonrast aktivitelerinin belirlenmesi
(LUSIFERAZ/SEAP AKTIVITE TAYINLERI).

(x) 5’ bolgesi kisaltilmis en yiiksek aktivite gosteren KLK4 promotor pargalarinin
inhibitdr uygulamalar1 ile aktivitelerinin belirlenmesi (LUSIFERAZ/SEAP AKTIVITE
TAYINLERI).

(x1)  En aktif pargalarin yeniden biyoinformatik olarak degerlendirilmesi, muhtemel
HIF-1a (HRE- hipoksi cevap element) ve SMAD (TGF-f sinyal yolundaki transkripsiyon
faktorleri) baglanma bolgelerinin analizi ve tam baglanmanin ispati igin EMSA

deneylerinin yapilmas: (ELEKTRO MOBILITY SHIFT ASSAY).
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Tez ¢alismasi kapsaminda yapilan deneysel ¢alismaya ait akis di

Sekil 2.1
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3. MATERYAL VE YONTEMLER

3.1 Materyal

3.1.1 Cahsmada Kullanilan Kit, Kimyasal, Laboratuvar Malzemeleri ve Cihazlar
Tiim deneysel ¢alismalarimiz siiresince kullanilan RNA, DNA, promotor, hiicre kiiltiiri,
protein ve DNA-protein etkilesimli tekniklerde kullanilmis olan kitler, kimyasal maddeler,

laboratuvar malzemeleri ve cihazlar asagida verilen Tablo 3.1, 3.2 ve 3.3 de listelenmistir.

Tablo 3.1: Calismanin tamaminda kullanilan kitlerin listesi.

Tlgili Kit

Uretici Firma

Chemiluminescent Nucleic Acid
Detection Module

GeneJET RNA Piirifikasyon Kit
GeneJET DNA Piirifikasyon Kit
MidiPrep Plazmit DNA izolasyon Kiti
MiniPrep Plazmit DNA Izolasyon Kiti
NiicleoBond Xtra Midi Plus Kit

Oligo DT

Ready-To-Glow™Secreted Luciferase
Reporter Assay

Ribolock RNAase Inhibitdr

Reverse Transkriptaz

Thermo Scientific

Thermo Scientific
Thermo Scientific
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Macherey-Nagel
Thermo Scientific

Takara

Thermo Scientific
Thermo Scientific

RealQ Plus 2X Master Mix Ampligon
Pierce ™MECL Thermo Scientific
ViaFect™ Transfeksiyon Kit Promega

Tablo 3.2: Caligmanin tamaminda kullanilan kimyasal malzemelerin listesi.

flgili Kimyasal Uretici Firma
Agaroz Sigma
Akrilamid- Bisakrilamid Merck
Ampicilin Sigma
Antibiyoyotik-Antimikotik Soliisyon Gibco

APS (Amonyum perstilfat) Fisher Chemicals
- Merkaptoetanol Merck

CaCl> (Kalsiyum Klorid) Sigma

DEPC (Dietil Pirokarbonat) Sigma

DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s EuroClone
Medium) F12 Mix

DMSO (Dimetil Siilfoksit) Sigma

dNTP Thermo Scientific
EDTA (Etilendiaminetetraasetik asit) Merck

Etanol Sigma

Et- Br (Etidyum Bromiir)

Sigma



FCS (Fetal Calf Serum) Gibco

Formaldehid Sigma

Gliserol Merck

Hepes Sigma

MOPS (Asitsiz) Merck

MgCl, (Magnezyum kloriir) Thermo Scientific
NaCl, (Sodyum klorid) Sigma

NaOH (Sodyum hidroksit) Sigma

One Taqg Master Mix Bio Labs New England
PBS Sigma

Page Ruler Prest Thermo Scientific
Penisilin-Streptomisin Soliisyonu HyQ

SDS (Sodyum Dodesil Siilfat Sigma

S1g1ir Serum Alblimini (BSA) Sigma

RPMI Medium Euro Clone
Yagsiz Siit Tozu Santa Cruz

Taq Buffer (5X) Thermo Scientific
Taq Polimeraz Thermo Scientific
Tripsin Sigma

Trizma Base Sigma

Tween 20 Sigma

TEMED Sigma

Tripan Blue Sigma

2X RNA Yiikleme Boyasi Thermo Scientific
6X DNA Yiikleme Boyasi Thermo Scientific
1 kb DNA Marker Thermo Scientific

Tablo 3.3: Calismanin tamaminda kullanilan laboratuvar malzemelerin listesi.

Tlgili Malzeme Uretici Firma
25-75 cm? Hiicre Flask1 Sarstedt, Germany
6 Kuyulu Hiicre Plakasi SPL Life Sciences
96 Kuyulu Hiicre Plakas1 SPL Life Sciences
3 ml Steril Pastor Pipeti IsoLab

Filtre 0.20um Sarstedt, Germany
15-50 ml Falkon IsoLab

Ependorf IsoLab

Insiilin Enjektorii Bd Micro-Fine

96 Kuyulu plaka LightCycler 480
96 Kuyulu plaka Seal Thermo Scientific
PVDF Membran Millipore

Tablo 3.4: Calismanin tamaminda kullanilan laboratuvar cihazlarinin listesi.

flgili Malzeme Uretici Firma
Buz Makinesi F. Frigoriferi Scientifici
+4 °C ve -20 °C Buzdolab1 Arcelik, Tirkiye
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-80 °C Derin Dondurucu
-80 °C Derin Dondurucu
DNA Elektroforez Sistemi
Doner Hareketli Calkalayict
Elektroforez Gii¢ Kaynagi
Elektronik Pipet

Hassas Terazi

Isitic1 Blok

Isiticili Manyetik Karistirici
Inverted Mikroskop
Inkiibator

Inkiibator

Laminar Air Flow
Light-Cycler 480 Real-Time PZR
Luminometre

Masa tipi pH Metre
Manyetik karistirict
Otomatik Pipetler

Otoklav

PZR Cihaz1

PZR Cihazi Thermocycler
RNA Elektroforez Sistemi
SDS-PAGE Aparatlar
Spektrofotometre

Tank Blot Sistemi

Ultrasonik Su Banyosu

UVP Jel Goriintiileme Sistemi
UV Goriintiilleme Sistemi
Vorteks

uDrop™ Plate

Thermo

Wise Cryo
Minicell Primo
Thermo Scientific
Thermo Scientific
IsoLab

Sartorius

Major Science
Heidolph

Nikon

Memmert

WTB, German, Niive
Telstar BIOII
Roche Life Science
Thermo

Hanna

Velp Scientifica
Thermo
Hirayama
Bio-Rad

Thermo

Apelex

Bio-Rad

Thermo Fisher Scientific

Multiskango
Bio-Rad
PlusLab
BioSpectrum
Vilber Lourmat
Elektromag

Thermo Fisher Scientifici

Multiskango

3.1.2 Cahsmada Kullanilan Vektorler

Calismamizda KLK4 promotorlarin1 klonlanma amaciyla pGEM-T Easy ve pMET-Luc

Reporter vektor sistemleri kullanildi.

pSEAP2 ve pMET-Luc kontrol vektér sistemleri ise transfeksiyon deneylerinin

etkinliginde kullanildi.
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Sekil 3.1: pGEM-T Easy ve pMetLuc-Reporter vektorlerinin sematik gdsterimi.
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Sekil 3.2: pMET-Luc ve pSEAP2 kontrol vektorlerinin sematik gosterimi.

3.1.3 Calismada Kullanilan Bakteri Soylari

KLK4 promotorlarinin  klonlanmas1 asamasinda, E.coli XL1-blue (Genotip: endAl
gyrA96(nalR) thi-1 recAl relAl lac gInV44 F[ ::Tnl0 proAB+ laclq A(lacZ)M15]
hsdR17(rK- mK+)) ve E.coli JM109 bakteri soylar1 (Genotip: endAl, recAl, gyrA96, thi,
hsdR17 (rk—, mk+), relAl, supE44, A( lac-proAB), [F" traD36, proAB, laqlqgZAMI15]
kullanildi.
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3.1.4 Bakteriyel Kiiltiir Ortam

KLK4 promotor klonlama ¢aligmalarinda ve E. coli soylarimi ¢ogaltma asamasinda besi
yeri olarak LB Broth ve LB Agar kullanildi. Bu bakteriyel besi yeri toz olarak temin
edilmektedir. Kullanmadan once dH2O ile talimatlara uygun hazirlandi ve 121 °C de

otoklavlandi, 1liyinca +4 °C de muhafaza edildi.

3.1.5 Antibiyotikler

KLK4 promotor klonlama basamaklarinda kullanilan Ampisilin ve Kanamisin stok olarak
100 mg/ml olarak hazirlanarak, 0,22 pm por igeren filtrelerden gegirilerck -20 °C de
muhafaza edildi. Hiicre kiiltiirii ¢caligmalarinda hiicre biiylitme agsamasinda kullanilan 100X

antibiyotik-antimikotik son konsantrasyonu 1X olacak sekilde hiicrelere uygulandi.

3.1.6 IPTG VE X-Gal

Bu kimyasallar KLK4 promotor klonlama asamasinda, promotorlarin pGEM-T Easy
vektoriine T:A klonlama asamasinda kullanildi. 100 puL IPTG (100 mM stok) ve 20 pL X-
Gal (stok 50 mg/ml), LB Agar igeren petrilere yayildi.

3.1.7 Calismada Kullanilan Hiicre Soylari
Calismada prostat kanseri hiicre hatlar1 olan PC-3 ve LNCaP hiicreleri kullanildi.

Sekil 3.3: PC-3 ve LNCaP hiicrelerinin mikroskop 10x40’ lik biiylitme goriintisii (Nikon
Eclipse TE2000-S).
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3.2 Yontemler

3.2.1 Calismada Kullanilan Ortamin, Malzemenin Temizligi ve Sterilizasyonu

Her farkli deney basamaginda, deneyin yapilacagi alan alkol ile silinerek temizlendi.
Deneysel calisma icin kullanilacak olan biitiin malzemeler; 30 dakika (1,02 atm basingta)
121 °C’ de otoklavda onceden steril edilerek ve etiivde kurutularak kullanildi. Manuel
olarak hazirlanan tiim bakteri kiiltiir ortamlari, kimyasal soliisyonlar ve dH2O gibi
malzemeler 121 °C’ de yarim saat (1,02 atm basingta ) temiz otoklavinda onceden steril
edilerek deneysel agsamalarda kullanildi. Otoklava giremeyen soliisyonlar ise 0.20pum pora

sahip filtreden gegcirildikten sonra kullanildi.

3.2.2 Hiicre Kiiltiiriinde Gerceklestirilen Caliymalar

3.2.2.1 Hiicre Kiiltiirii Malzeme Hazirhg

3.2.2.1.1.1  Hiicre Besiyerinin (Medyumunun) Hazirlanmasi

Hiicreleri biiylitmede kullanilan medyum PC-3 (prostat kanseri hiicre hatt1) hiicresi igin
DMEM F12 Mix (Dulbecco’s Modified Eagles Medium) igine bazi zamanlarda (sadece
hiicre biiylitme asamasinda) 100X Antibiyotik-Antimikotik son konsantrasyonu 1X olacak
sekilde ve her zaman FCS (Fetal Calf Serum) orani toplam hacimde %10 olacak sekilde
hazirlandi. Ayrica LNCaP (androjen bagimli prostat kanseri hiicre hatti) hiicreleri i¢in
RPMI (Revolution Per Minutes) icine yine bazi zamanlarda (sadece hiicre biiyiitme
asamasinda) 100X Antibiyotik-Antimikotik son konsantrasyonu 1X olacak sekilde ve her
zaman FCS (Fetal Calf Serum) oran1 toplam hacimde %10 olarak hazirlandi.

3.2.2.1.12 FCS (Fetal Calf Serum)
Firmalardan temin edilen FCS uzun donem igin -20 °C’ de saklandi. Herzaman ilk
kullanimdan 6nce +4 °C de buzlarin erimesi i¢in bekletildi. Buzlan eriyen FCS, 56 °C de

yarimsaat 1s1 ile inaktivasyon gerceklestirilerek kullanildi.
3.22.1.1.3 PBS ( Phosphate-Buffered Salin)Tampon Coézeltisinin Hazirlanmasi

Tablet seklinde temin edilecek PBS, her tableti 500 ml ddH»>O ile hazirlanip,
otoklavlanarak +4 °C de saklandi.
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3.22.1.14  Tripsin-EDTA Soliisyonunun Hazirlanmasi

0,5 mM EDTA, % 0,05 Tripsin tartilarak, steril PBS igerisine eklendi ve ¢oziildii.
Ardindan kullanilmak {izere 0,22 um’ lik porlara sahip olan filtrelerden gecirilerek
kullanildi.

3.2.2.2 Calismada Kullanilacak Hiicre Soylarimin Kiiltiirii, Pasajlanmasi ve
Dondurulmasi

Hiicreler uzun siireligine -80 °C’ de saklandi. Hiicreleri biiylitmek amaciyla daha once
stoklanan -80 °C’ den ¢ikarilarak ¢ozdiiriildii. Bu sirada FCS igeren medyum hazirlandi ve
hiicrelere eklenerek santrifiij islemi ile hiicreler ¢oktiiriildi. Coktiiriilen pellete taze besi
yeri eklenerek 75cm?’ lik flasklara biiyiimeleri icin ekildi. Flasklar % 5 CO igeren 37 °C’
de inkiibatérlerde biyiitiildii. Flask yiizeyini dolduran hiicreler, igerisindeki besi yeri
uzaklastirlarak flask yilizeyinden kaldirmak amaciyla Tripsin-EDTA eklendi ve
inkiibatorde 3 dk inkiibasyon yapilarak hiicreler flasklardan falkonlara toplandi. Ardindan
santrifiij ile ¢oktiirme islemi uygulanarak hiicrelerin bulundugu Tripsin-EDTA’ dan
kurtulmalar1 saglandi. Daha sonra pelletlere taze besi yeri eklenerek ¢oziildii ve yeni
flasklara aktarim yapildi. LNCaP hiicreleri icin RPMI medyumu PC-3 hiicreleri igin ise
DMEM F12 Mix kullanildu.

3.2.2.3 Canh Hiicrelerin Belirlenmesi ve Hiicre Sayim

Hiicre kiiltliriinde biiyliyen hiicrelerden aymi kosullarda ve esit sayida hiicre ile deney
Kurabilmek igin hiicrelerin sayilmasi gerekiyor ve bunun i¢in tripan mavisi kullanildi.
Flasklardan kaldirilip ¢oktiiriilen hiicrelere temiz besi yeri eklenerek falkonlar icerisinde
¢ozdiiriildii ve birebir oraninda iizerine tripan mavisi eklenerek bir siire inkiibasyona
birakildi. Siire sonunda bu karisimdan alinarak 1 ml deki hiicre sayisini belirleyebilmek
icin hemositometre laminda sayim yapildi. En az iki kez sayim sonucu bu sayimin ortamasi
alind1 ve toplam hiicre sayisi, Hemositometre sayrm sonucunun 2 x 10* ile ¢arpilmas ile

bulundu.

32



Sekil 3.4: Hemositometre lami alani.

3.2.2.4 MTT Cahsmasi (TGF- Sitokininin ve CoCl2’ nin Sitotoksik Etkisini Test
Etmek icin)

MTT metodu canli hiicrelerin mitokondrilerinin reaksiyon olusturmasi ile, hiicre
mitokondrilerinde var olan dehidrogenaz enzimleri tarafindan MTT soliisyonunda bulunan
tetrazolium halkasi pargalanir ve ortaya formazan kristalleri ¢ikar. MTT sar1 renkli bir
formazan tuzdur. Proliferasyona ugrayan hiicreler artan mitokondriyel dehidrogenaz enzim
aktivitesi ile MTT’ yi mor renkli suda ¢ozliinmeyen formazan kristallerine doniistiiriir
(Erkekoglu ve Baydar 2021, Oh ve Hong 2022). Deneyden 1 giin 6nce, yapilan hiicre
sayiminin ardindan, 96 kuyucuklu plakalara hiicreler 10.000 hiicre olacak sekilde yayildi.
Bu test hem PC-3 hemde LNCaP hiicrelerinde gergeklestirildi. Hiicreler yayildiktan sonra
bir gece inkiibatdrde inkiibasyona birakildi, Ertesi giin % 0,1 BSA’ 11 (Bovine Serum
Albumin) medyuma (DMEM F12 Mix veya RPMI) alindi ve 1 saat araliklarla son
konsantrasyonu 150 pM olacak sekilde CoClz eklendi ve hiicreler hipoksik kosullar i¢in
uyarildiktan sonra 500U/ml (20ng/ml) TGF-B sitokini eklendi. Uygulamadan 24, 48 ve 72
saat sonrasinda son konsantrasyonu 0.5 mg/ml olarak, hazirlanan MTT soliisyonu kuyulara
eklendi. 4 saat 37 °C, % 5 CO; iceren inkiibatorde bekletildi. Islem sonunda ortamdaki
medyum atildi ve izopropanol (0,004 M HCI igeren) ile kristaller ¢oziildii (bu kristaller

suda ¢oziinmezler) ve 550 nm dalga boyunda absorbanslar 6lgiildii.

3.2.3 mRNA Seviyesindeki Etkilerin Analizi ile Ilgili Teknikler
3.2.3.1 Primer Dizaym
KLK4 genine ait ekspresyon primerlerinin tasarlanmasi amaciyla oncelikle genin, mRNA

transkriptine ait dizi NCBI’ dan bulundu. NCBI Gene ID: 9622 kayitl dizi ile ¢alisildi.
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KLK4 geni 5 ekzon, 4 intron bolgesi icermektedir. Bu dizinin ekzon bdlgeleri isaretlendi
ve primerlerin farkli ekzonlardan olmasina dikkat edildi. Primer dizayninda, dizayn edilen
primerlerin Blastta hedef geni %100 vermesine, sonrasindaki ¢akigsma gosteren bdlgelerin
% benzerliklerinin % 70’ den az olmasina, spesifikligi arttirmak i¢in farkli ekzonlari
icermesine, forward (ileri) ve reverse (geri) primerlerin Tm degerlerinin yakin olmasina,
primer uzunluklarinin 20-25 bazi gegmemesine, iriin biyiikligiiniin 300 baz ciftini

gegmemesine dikkat edildi. Primerler Macro Gen firmasindan temin edildi.

3.2.3.2 Farkh Hiicre Hatlarindan KLK4 mRNA ifadesi icin Deney Kurulmasi

KLK4 geninin mRNA ifadesini belirlemek amaciyla, PC-3/LNCaP (insan prostat kanseri
hiicre hatlar1), HT-29/SW480 (insan kolon kanseri hiicre hatlar1), HEP 3B (insan
hepatoseliiler kanseri hiicre hatt1) ve HUVEC (insan umblikal ven endotel hiicre hatt1)
hiicreleri 75 cm?’ lik flasklarda biiyiitiildiikten sonra, bélim 3.2.2.3 de anlatildig1 sekilde
hiicreler kaldirilip sayildi. Daha sonra her bir hiicre hatt1 25cm? flasklara 2x10° olacak
sekilde ekildi. Ertesi giin hiicreler flasklardan tripsinizasyon ile kazinarak ependorflara
alindi ve 2 kez PBS ile yikamalar1 gergeklestirlerek kuru hale getirilen pelletlerden Thermo
Scientific-GeneJET RNA purification kiti (Ref KO731 Lot 00683657) kullanilarak RNA
izolasyonu gerceklestirildi.

3.2.3.3 Deney Diizeninin Kurulmasi (TGF-p ve CoCl2 Uygulamalari) ve RNA
izolasyonu

PC-3 ve LNCaP hiicreleri rutin pasajlama ile uygun sayiya ulastiklarinda tripan mavisi ile
sayimi yapildiktan sonra PC-3 hiicreleri 5 ml hacimde %10 FCS + DMEMF12 Mix,
LNCaP hiicreleri ise %10 FCS + RPMI igeren besiyerinde 25 cm?’ lik flasklara 2.000.000
hiicre olarak yayildi. Hiicreler 1 gece inkiibe edildi. Daha sonra medyum hiicrelerden
uzaklastirilarak % 0,1 BSA (Bovine Serum Albumin) igeren besi yeri (PC-3 hiicreleri i¢in
DMEMF12 Mixi, LNCaP hiicreleri i¢in RPMI) hiicrelere eklendi. 1 saatlik inkiibasyon
sonunda 1’ er saat arayla, 150 pM CoClz ve 500 U/ml (20ng/ml) TGF-B ayri ayri ve
birlikte 500 U/ml (20ng/ml) TGF-B + 150 uM CoClz uygulandi. Bu gruplar disinda ayrica
konrol gruplarida olusturuldu. PC-3 hiicrelerinde 1, 3, 6 ve 24 saat olarak LNCaP hiicreleri
icin ise 24, 48 ve 72 saat olmak iizere farkli zaman dilimlerinde gruplar olusturuldu.
Kontrol ve deney gruplar1 bu saatler sonunda kaldirilarak ¢oktiiriildii ve PBS ile 2 kez
pellet yikandi. Deney gruplarindan toplanan tiim pelletlerden dondurulmadan ayni giin

icinde RNA izolasyonlar1 gergeklestirildi. Thermo Scientific Gene Jet RNA Purification
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Kit firmasinin kitinde bulunan talimatlar dogrultusunda RNA izolasyonlar1 yapildi. Tim
asamalarda sterilizasyona dikkat edildi ve 6zellikle DEPC’ 1i dH20 ile tiim yiizeyler

temizlendi. Elde edilen RNA’ lar -80 °C dondurucuda uzun dénemde saklandi.

3.2.3.4RNA Miktarlarmin Belirlenmesi
izole edilen RNA’ larin mikrodropta 260 nm ve 280 nm’de absorbanslari alindi.
A260/A280 degerleri oranlanarak RNA’ larin safliklar1 belirlendi. RNA konsantrasyonu

asagidaki formiile gore hesaplanmistir. RNA’ lar uzun dénemde -80 ‘C’ de muhafaza
edildi.

RNA miktar1 =40 x OD260 x Seyreltme Faktorii= pg/ml

3.2.3.5 Formaldehit Jel Elektroforezi (RNA jeli)

Formaldehit Jel Elektroforezi yapmadan 6nce kullanilan malzemeler RNaz enzimlerinden
etkilenmemesi icin elektroforez tanki, aparatlari, cam malzemeler ve kullanilan tiim
aparatlar, jel hazirlanmadan once steril edildi. Bunun igin tiim malzemeler SDS ile
temizlendikten sonra DEPC’ 1i su ve etanol ile de yikandi ve sonra temiz bir ortamda
bekletildi. Kaset hacmine gore agaroz, DEPC’ 1i su ve 10 X FA tamponu kaynatilarak
sogumaya birakildi. Daha sonra etidyum bromiir ve formaldehit eklendi ve karisim kasete
yayildi. Donan jel igerisi 1 XFA jel ile dolu olan tanka konuldu. RNA 6rnekleri {izerine 2
X yiikleme boyasi1 konularak 65 °C’ de 10 dakika denatiirasyon gergeklestirildi ve siire
sonunda sogutulan ornekler jele yiliklendi. RNA’ larin kalitesi UVP de goriintiilendikten

sonra diger basamaklara gecildi.

Tablo 3.5: Formaldehit Jel Elektroforezi ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

6,8 g Na-asetat, 41,9 g MOPS (asitsiz), 20 ml 0,5 M
10 X'FA Jel Tamponu EDTA eklendi. pH 7,00,2’ ye ayarlandi.
100 ml 10 X FA Jel tampon stogundan, 20 ml %37’
lik (12,3 M) formaldehit, 880 ml DEPC’ li su ile 1
litreye tamamlandi.

FA Jel Yiiriitme Tamponu
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Tablo 3.6: DEPC’ li dH20.

ozelti icerigi
cerig

1 ml DEPC, 1 It dH,0’ ya eklendi ve 37 °C’ de 1

It DEPC” Ii Hz0 gece bekletildi.

3.2.3.6 cDNA Sentezi (QRT- PZR Reaksiyonu)

[zolasyonlar1 yapilan ve miktar tayini yapilan RNA’ lardan cDNA sentezi yapmak igin 1
ng kullanildi. Bunun i¢in 1 uL Oligo dT eklenerek dH20 ile 12,5 ul’ ye tamamlandi ve 65
°C’ de 5 dakika PZR cihazinda inkiibe edildi. Daha sonra 2 uL dNTP, 4 uL Buffer RT, 0,5
uL Ribolock ve 1 uL Revers Transkriptaz enzimi ile bir karisim hazirlanarak tiiplere 7,5
pL olarak paylastirildi. Daha sonra ornekler 42 °C de 1 saat ve 72 °C 10 dakika PZR
cihazinda inkiibe edildi. PZR cihazindan alinan cDNA’ lar daha sonra kullanilmak iizere -

20 °C’ de kullanilmak tizere saklandi.

3.2.3.7 Insan B2 Mikroglobulin (Hp2 ) Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) ile cDNA’
larin Kontrolii

Yapilan cDNA sentezinden sonra HB2 ile tablo 3.7° deki kosullarda PZR gergeklestirildi.

PZR reaksiyonlart 50 pLhacimde yapildi. Kalip olarak 1 pL cDNA kullanildi. 2 ng ileri ve

geri primerden, 200 mM her bir dNTP’ den, 1 X Tampon, 2.5 iinite Taq DNA polimeraz ve

1 mM MgClI: kullanildi. PZR sonuglar1 agaroz jel elektroforezi yapilarak gérintiilendi.

Tablo 3.7: HB2 PZR kosullari.

Sicakhik Siire Dongii
94°C 2 dk 1
94°C 2 dk 35
60°C 30 sn 35
72°C 45 sn 35
72°C 5dk 1
3.2.3.8 Ger¢ek Zamanh PZR

Bu ¢alisma i¢in ‘LightCycler 480 SSYBR Green I MasterMix kiti kullanildi. 96 kuyusu
olan plakada her ornek 3 tekrarli olacak sekilde dizayn edilip c¢alisildi. Kitin 6nerdigi
sekilde (tablo 3.8) ornekler ve master mix paylastirilarak Roche Ger¢ek Zamanli PZR

cihazina tablo 3.9’ daki kosullar ile ve tablo 3.10° daki primerler kullanilarak islem
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gerceklestirildi. Tamamlanan dongii sonunda cihazdan Ct degerleri alinarak excelde

asagidaki formiil kullanilarak analiz edildi.

CtHBZ —Ctg:allsllan gen = ACt
Hedef ct degeri = 2ACt

Tablo 3.8: Gergek Zamanli PZR bilesenleri.

BILESENLER MIKTAR
cDNA 1 pL
Primer-Forward 0,5 uL
Primer-Reverse 0,5 uL
dH20 425 uL
Master Mix 6,25 uL
Son Hacim 12,5 uL

Tablo 3.9: Ger¢ek Zamanli PZR kosullari.

Sicaklik Siire Dongii
95°C 10 dk 1
95°C 30 sn 35
55°C 30sn 35
72°C 30 sn 35
95°C 5sn 1
65°C 1dk

Tablo 3.10: Gergek Zamanli PZR deneyinde kullanilan primer bilgileri.

KLK4

Accession  Product Annealing

Forward Reverse . <
Number Size sicakligi
5. 5. NM_00491
CACTGGTCATGGA ATGAGGTCGTTAG XM 60113 214bp 55°C
AAACGAATT-3’ CGAGCAAG-3’ 4318
Hp2

Forward Reverse Accession  Product Annealing

Number Size sicakligt

S’TTTCTGGCCTGG 5’CATGTCTCCATC NM_00404 314 b 550C
AGGCTATC ‘3 CCACTTAACT ‘3 8 P
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SMAD 2

Accession  Product Annealing
Forward Reverse . <
Number Size sicakligi
5’-
CGCCAGTTGTGAA 5’- XM 00672
GAGACTGCTGG - GGGATACCTGGAG 9451 1 330bp 55°C
3 ACGACCATCAA-3’ '
SMAD 3
Accession  Product  Annealing
Forward Reverse . <
Number Size sicakligt
5-
5’-
STT(?C?(?&?&I? ATTGAAGGCGAAC NM§039590 300bp  55°C
TCACACAGCTcc -3’ '
SMAD 4
Accession  Product Annealing
Forward Reverse . <
Number Size sicakligi
5'-
5 0
Li%n%-rg'l:rg f;-GA TCACCATCATACT NM_00535 356b 55°C
o TGATGGAGCAT -3’ 9.5 P
HIF-1a
Accession  Product Annealing
Forward Reverse : <
Number Size sicakligt
5'- 5'-
CCACCTATGACCT  TGTCCTGTGGTGA Veot4 30200 goc
GCTTGGT-3 CTTGTCC-3’

3.2.4 Protein ile lgili Teknikler

3.2.4.1 Farkh Hiicre Hatlarindan KLK4 Protein ifadesi i¢in Deney Diizeninin
Kurulmasi

Kiltiirde HT29/SW480, HUVEC ve HEP 3B hiicreleri DMEM High Glukoz igeren

besiyerinde, PC-3 DMEM F12 Mix, LNCaP hiicreleri ise RPMI igeren besi yerinde

biiyiitiildiikten sonra, 25 cm? flasklara, 2x10° olarak ekildi ve hiicrelerden 24 saat sonunda

KLK4 geninin protein ifadesini belirlemek amaciyla, RIPA Buffer ile protein izolasyonu

gerceklestirildi. Her bir hiicre hattina ait proteinden 35ug 6rnek kullanildi.

3.2.4.2 Deney Diizeninin Kurulmasi (TGF-$ ve CoCl2 Uygulamalari) ve Protein
Ekstraklarimin Hazirlanmasi

Hiicre kiiltiiriinde biylitiilen PC-3 hiicreleri, % 10 FCS igeren DMEM F12 Mix, LNCaP

hiicreleri RPMI ortaminda ve son konsantrasyonu 1X olacak sekilde Antibiyotik-

38



Antimikotik iceren besiyeri icerisine 6 well plakalara her bir kuyuya yaklasik 500.000
hiicre olacak sekilde yayildi. 24 saat sonunda tiim flasklar antibiyotiksiz besiyerine alindi.
Sitokin igeren gruplar ise, yine antibiyotik icermeyen % 0,1’ lik BSA i¢ceren medyumlu
ortama alindi. Bu islemden sonra PC-3 hiicre grubuna; 1 saat sonra, 24 saatlik deney
gruplarina ait hipoksik flasklara 150 uM olacak sekilde CoCl2 uygulandi. 1 saat sonra ise
ilgili flasklara 500U/ml (20ng/ml) human TGF-B sitokini uygulandi. PC-3 deney grubu
i¢cin bir sonraki giin ayn1 uygulamalar sirasiyla 6 saat, 3 saat ve 1 saat deney gruplari igin
de tekrarlandi. 24 saat sonunda 1 saat, 3 saat, 6 saat ve 24 saatlik tiim deney gruplarindaki
her bir flask PBS ile 2 kez yikandiktan sonra, buz tizerinde 250’ ser uL Ripa Buffer (tablo
3.11) eklendi ve flasklardan hiicreler bir kaziyici spatula yardimiyla kazmnarak kaldirilip
soguk ependorflarda ayr1 ayr1 toplandi. LNCaP deney grubu i¢in ise 72 saat’ lik hipoksik
flasklara 150 pM olacak sekilde CoCl uygulandi. 1 saat sonra ise ilgili flasklara 500U/ml
(20ng/ml) human TGF-f sitokini uygulandi ve bir sonraki giin 48 saatlik gruplara, diger
giin ise 24 saatlik ve 6 saatlik gruplara uygulama yapildi ve 72 saat sonunda hiicreler
toplandi. Her iki deney grubundan da alman o6rnekler 45 dakika boyunca buz iizerinde
bekletildi ve her 10 dakika da bir pipetaj yapildi. +4 °C sogutmali santrifiijde 135000 rpm’
de 15 dakika santrifiij yapildi. Supernatant (s1v1 kisim) sogutulmus ependorfa alindi.

Tablo 3.11: Ripa Buffer ¢ozeltisinin igerigi.

Bilesenler (Son Konstrasyon) Alnan miktar
10 mM TrisClI (pH:8) 500 pl

%1 Triton X100 500 ul

%0,1 SDS 10 ml

%0,1 Sodyum deoxycholate 0,059

1 mM EDTA 100 pl

1 mM EGTA 500 pul

140 mM NaCl 7ml

Proteaz Inhibitorii 2 tablet

3.2.4.3 Protein Miktarimin Breadford Yontemi ile Belirlenmesi

Protein miktarin1 belirlemek amaciyla kullandigimiz ¢ozelti Bradford ¢ozeltisidir. Olgiim
icin kullanilan 96 well plakanin herbir kuyusuna 250 pL Bradford ¢o6zeltisi konuldu ve
tizerine 3 pL protein 6rneginden ve 2 puL de dH2O eklenerek 15 dk karanlikta inkiibe
edildi. Ardindan 595 nm de spektrofotometrede absorbans alindi. Standart egri grafigine
gore hesaplama yapildi ve asagidaki formiil kullanilarak x degerleri yani protein miktarlari

hesaplanda.
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Y (Absorbans degeri-kor) = 0,0005X+0,0559x5/3

3.2.4.4SDS PAGE

Bu deney icerisinde kullanilacak tiim malzemeler deneye baslamadan once temizlendi.
Imm olan camlar aparatlara yerlestirilerek ilk olarak lower buffer ile alt kisim yani
proteinlerin ayrilacagi jel dokiildii ve jelin donmasi igin bir siire beklendi. Daha sonra
proteinlerin kuyulara yiiklenebilmesi igin upper buffer (tablo 3.12) kullanarak st jel

dokiilerek taraklar yerlestirildi. Donan jeller tank igine yerlestirildi.

Miktarlart hesaplanan proteinlerden PC-3 hiicrelerine ait deney grubu proteinleri 50 pg,
LNCaP hiicrelerine ait deney grubundan ise 25 pg, olacak hacimde alindi. Protein
orneklerini tizerine 4X Sample Buffer ve B-merkapto etanol ile olusturulan karisimdan
kondu. Ornekler 95 °C’ de 5 dakika denatiire edildi ve proteinler sogudugunda kuyulara
yiiklenerek yiiriitme islemine gecildi. Jelin yiritiilmesi i¢in, tank igerisine gerekli bolgeye

kadar 1 X Running Buffer dolduruldu 90 voltta yaklasik 120 dakika yiiriitiildii.

Tablo 3.12: SDS PAGE jel soliisyonlart.

Jel Icerigi %10 Ayirma Jeli %S5 Yigma Jeli
Ust Jel Buffer - 2.5ml

Alt Jel Tamponu 2.5ml -
Akrilamid-Bisakrilamid (37.5:1) 2.5ml 1.25 ml

ddHz20 5ml 6.25 ml

%10 (w/v) APS 100 uL 50 uL

TEMED 10 ul 5uL

Tablo 3.13: Western Blot ¢ozeltileri.

Soliisyon icerigi

SDS PAGE Alt Jel %10 (w/v) SDS, 1,5 M Tris-HCI (pH
8,8)

SDS PAGE Ust Jel %10 (w/v) SDS, 1 M Tris-HCI (pH
6,8),

SDS PAGE Yiiriitme Cozeltisi % 0,1 (w/v) SDS, 25 mM Tris, 250
mM Glisin,

Western Blot Transfer Cozeltisi % 20 (v/v) Metanol, 25 mM Tris,
192 mM Gilisin,

10 X TBS 20 mM NaCl, 10 mM Tris-HCI, pH
7.4
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3.2.4.5 SDS Jelinin Blotlanmasi

Yiirlitmeden alinan Ornekler soguk transfer buffer icine birakildi. Transfer islemine
gecmeden Once kullanilacak olan naylon membranlar1 aktif hale getirmek i¢in metanol
icerisinde 5 dakika tutuldu. Transfer sistemi aparatlari, siingerlerde ayni transfer buffer
icine birakildi. Kurutma kagitlart ve PVDF membran jel boyutlarinda kesilerek hazirlandi.
Kurutma kagitlarida soguk transfer bufferda islatildi. Cam levhalar arasindaki jel ¢ikartilds,

yigma jeli kesilerek uzaklastirildi.

Daha sonra transfer islemine gegildi. Membrani transfer tankina yerlestirebilmek igin
oncelikle kaset iizerine siingerler konuldu, lizerine kurutma kagitlar1 yerlestirildi ve
bunlarin {izerine proteinlerin yiiriitiildiigi jel konuldu. Jel {izerine naylon membran
yerlestirilerek ayni islem igten disa dogru gergeklestirilerek yapildi. Tank igerisine dnceden

sogutulmus transfer buffer konularak bir gece +4 °C’ de transfere birakildi.

3.2.4.6 Proteinlerin Belirlenmesi

Transfer sisteminden alinan membranlar yagsiz siit tozu ile hazirlanan bloklama
cozeltisinde igerisinde 1 saat oda 1sisinda ¢alkalamaya birakildi. Siire sonunda 3 kez 1X
TBS tamponu ile 5° er dakika arayla yikandi. Membranlar primer antikorlarla (1 gece)
muamele edildikten sonra, 5 dakikalik stirelerle 3 kez tekrar yikama islemleri
gerceklestirildi. Yikama isleminden sonra sekonder antikorla (1-1,5 saat) inkiibe edildi.
Membranlar ECL kitinin Reagent A ve Reagent B ¢ozeltilerinden ayr1 ayri 100 er uL
alinarak karistirildi ve membrana uygulandi. Fusion FX VILBER LOURMAT cihazinda

sonuglar goriintiilendi.

Tablo 3.14: Primer ve Sekonder Antikor Bilgileri.

Antikor Antikor Tioi Bloklama Bloklama Antikor Biiyiikliik

ismi Bilgisi P Isis1 Siiresi Oram (KDa)
PA5-72768

KLKA4 rabbit 19G e a0 1gece 1000 H9ypa
polyclonal (1ug)
antibody
A2228-

. Monoclonal . oda

B-aktin Anti p- Primer sicakhig 1 saat 1/7000 42 KDA

aktin
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mouse
Sc-133098
lot#j0112
Smad2/3 mouse Primer oda 9 1-1,5saat  1/500 55-60
monoclonal sicaklig kDA
1gG2
P38 Cell Primer +4°C 1 gece 1/1000 40kDA
MAPK signaling
#8690
rabbit
Antibody
SAPK/INK Cell Primer +4°C 1 gece 1/1000 46-54
signaling kDA
#9252
rabbit mAb
NF-KB p65 Cell Primer +4°C 1 gece 1/1000 65 KDA
signaling
#4764
rabbit mAb
P13 Kinase Cell Primer +4°C 1 gece 1/1000 85 kDA
p85 signaling
#4257
rabbit mAb
Sc-2004
Sekonder  Goat anti- oda
Antibody  Rabit IgG Sekonder sicakligi 1 saat 1/5000 )
(H+L) HRP
Sc-516102 oda
m-lgGk Sekonder g 1 saat 1/5000 -
BP-HRP sicakligt

Sekonder
Antibody

3.2.5 immunofloresans Yontemi (IFC)

Hiicre kiiltiiriinde deneyden once biiyiitiilen PC-3 ve LNCaP hiicreleri deney i¢in sayildi.
Daha sonra 24 kuyulu plakalarin yiizeyine yuvarlak lameller yerlestirilerek {izerlerine
125.000 hiicre ekildi. Hiicreler bir gece bekletildi. Bir sonraki giin ortamda FCS’ li
medyum igeren besiyeri atild1 ve hiicreler PBS ile 2 kez yikandi. Hipoksik ve normoksik
sartlar altinda TGF-B sitokini etkili KLK4 protein ifadesini belirlemek iizere hipoksik
model i¢in deney plani dahilindeki kuyulara 150 uM CoCl; eklendi. 1 saat sonra TGF-$3
calistlacak kuyulara 500U/ml (20ng/ml) olacak sekilde TGF-B eklenerek 1 gece
inkiibasyona birakildi. Ertesi giin kuyulardaki medyum uzaklastirilarak her kuyu PBS ile
tekrar yikandi. Daha sonra kuyulara % 4’ lik paraformaldehit uygulanarak 15 dk
bekletildi. Siire sonunda bu soliisyon yiizeyden uzaklastirildi ve PBS ile tekrar yikama
islemi gerceklestirildi. Uygulayacagimiz antikorlarin hiicreye etki edebilmesi i¢in hiicre

zarinda bulunan porlarin agilmasi gerekiyor ve bunun i¢inde Triton X-100 ve PBS karigimi
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hiicrelere eklendi. Bu islem 5 dk siirdii ve siire sonunda yine yikama iglemi yapildi. Daha
sonra her bir kuyuya icerisinde % 10 BSA bulunan PBS den eklenerek bloklama islemi
yapildi. 30dk sonunda yine yikama yapildi ve KLK4 calisilacak kuyulara PBS igerisinde
1/50 oraninda seyreltilmis % 1 BSA igeren KLK4 primer antikoru kuyulara uygulandi.
Aym oranda SMAD ve HIF antikoru da hazirlanarak ilgili kuyulara primer antikorlar
konularak eklendi. 1 saat inkiibasyona birakildi. Daha sonra primer antikorlar ortamdan
uzaklastirild1 ve tekrar yikama islemi gergeklestirildi. 1/100 oraninda seyreltilmis sekonder
antikor primer antikorlar gibi hazirlandi ve hiicrelere uygulandi. Uygulamadan sonra tekrar
yikama yapildi ve g¢ekirdeklerin boyanmasi amaciyla 1 pg/mL DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) eklendi ve tekrar ortamdan uzaklastirilarak yikama islemi yapildi. Her bir
kuyuya‘Mounting Medyum’ antifade damlatilarak sinyalin solmasi 6nlendi ve yuvarlak
lameller 96 kuyulu plakalardan ¢ikartilarak lamlar iizerine ters olarak kapatildi ve Balikesir
Universitesi Fen- Edebiyat Fakiiltesi Molekiiler Biyoloji ve Genetik Béliimiine ait
laboratuvarda bulunan “ED200” floresans atagmanli “Olympus BX51” marka mikroskopla
floresans goriintiilemelerinde kullanildi. Elde edilen goriintiilerin ¢ekimleri “Olympus

DP72” ile yapildi.

3.2.6 KLK4 Promotor Klonlama Calismalar
3.2.6.1 Primer Tasarim
KLK4 genine ait promotorlari klonlayabilmek amaciyla oncelikle primer tasarimi igin

https://www.nchi.nlm.nih.gov/, www.idtdna.com ve WwWWw.restrictionmapper.org

sitelerinden yararlanildi. Tasarlanacak olan primerlerin Tm sicakliklarinin birbirine yakin
olmasina, sa¢ tokasi yapist olusturmamasina dikkat edildi. KLK4 geni i¢in hazirlanan
primerler son olarak databanklardaki DNA sekanslari ile blast yapildi. Tasarlanan
primerlere klonlama yapilacak olan pGEM-T Easy ve pMetLuc-Reporter vektorlerine
aktarilacak stratejide ug bolgelerine Xhol ve Hindlll restriksiyon enzimleri eklendi. Ayrica
KLK4 promotor bolgesi Matinspector programinda analiz edilerek TF (transkripsiyon
faktorii) baglanma bdlgeleri belirlenerek primerler tasarlandi. Primerler Macro Gen

firmasindan siparis edildi.

3.2.6.2 Genomik DNA izolasyonu

PC-3 hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu icin Analytik jena innuprep DNA Mini
Kitin talimatlarina uygun sekilde izolasyon gergeklestirildi. Hiicre pelletleri 10 dk 5000
rpm de santrifiij yapildi. S1v1 kisim atilarak 400 pL Lysis solution TLS eklendi. Uzerine 25
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uL Proteinaz K eklenip 5sn’ ye vorteks yapildi. 50 °C drnekler konuldu. Uzerine 400 uL
Binding solution eklenerek vorteks yapildi. Ornekler kit kolonuna aktarildi. 11.000 rpm de
2 dk santrifiij yapildi. Ornekler bitene kadar bu islem tekrarlandi. Daha sonra 500 pL
Washing solution HS ile yikama islemi yapilarak 11.000 rpm de 1 dk santrifiij yapildi.
Ardindan 750 pL Washing solution MS eklendi ve tekrar 11.000 rpm de 1 dk santrifiij
yapildi. Etanoldan kurtulmak i¢in 11.000 rpm de 3 dk daha santrifiij yapildi. Ardindan
Elisyon Buffer ile 11.000 rpm de 1 dk santrifiij yapilarak DNA eliie edildi.

3.2.6.3 Polimeraz Zincir Reaksiyonlari (PZR)

gDNA izolasyonundan sonra PZR c¢alismalarina gegildi. PZR islemi her bir tiip i¢in 50 pL
son hacimde gergeklestirildi 1000-1500 ng gDNA, primerler i¢in 100 ng/uL, 200 mM her
bir dNTP, 1X Tampon ve 0,5ul (2,5 U) Taq DNA polimeraz kullanildi. Ayrica ayn1 PZR
denemeleri One Taq Master Mix kullanilarak gergeklestirildi. One Taq Master Mix
kullanilarak yapilan PZR c¢alismalarinda her bir tiipe sadece, Forward ve Reverse
primerlerden son konsantrasyonu 2ng/uL olacak sekilde eklendi ve iizerine 1000-1500 ng
gDNA konuldu. Yine son hacim ddH2O ile 50 pul’ ye tamamlandi. PZR cihazina

yerlestirildi siire sonunda alinan 6rnekler agaroz jelde yiiriitiilerek UVP de goriintiilendi.

3.2.6.4 DNA Agaroz Jel Elektroforezi

PZR oOrnekleri igin, % 0,8-1 (bu oran DNA’ nin biyiikligine gore degisir)
konsantrasyonda agaroz jeller kullanildi. Kaset biiyiikligiine gore hassas terazide dlgiilen
agaroz iizerine 0,5 X TBE (Tris Borik Asit EDTA) eklenerek kaynatildi. Soguyan bu
karisima DNA’ y1 UV de goriiniir hale getirebilmek i¢in etidyum bromiir konuldu.
Ardindan jel kasete dokiildi. Donan jel elektroforez tankina yerlestirildi ve elektroforez
cihaz1 0,5 X TBE ( Tablo 3.15) ile dolduruldu. DNA 6rnekleri iizerine bromfenol mavisi
kullanarak agaroz jelde yiiriiyen DNA pargalar1 goriiniir hale getirildi. Jelde yiiriiyen DNA’
lar1 takip edebilmek i¢in 1 kb veya 100 b¢ DNA markerlar1 kullanildi. Ardindan 90 volt
elektrik akiminda 90 dakika oOrnekler yiiriitildi. Elektroforez sonuglart UVP jel

goriintliileme sisteminde goriintiilenerek fotograflar ¢ekildi.
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Tablo 3.15: DNA Agaroz Jel Elektroforezi Cozeltileri.

Soliisyon Icerigi

] 27,5 g Borik Asit tartilir, 54 g Tris Base ve 20 ml 0,5 M
5 X TBE (pH:8,00) EDTA eklenir. pH 8,00 ayarlanir (1 litre hacim icin
miktar).

Hazirlanan 5 X TBE’ den 100 ml alinarak dH»O ile
tamamlanir (1 litre hacim i¢in miktar).

0,5 X TBE (Tris Borik
Asit EDTA)

3.2.6.5 Agaroz Jelden DNA Saflastirilmasi

UVP jel goriintiileme sisteminde goriintiilenen dogru biiyiikliikteki 6rnekler UV cihazi
tizerine konularak kesildi ve ependorflara alindi. DNA’ y1 jelden geri kazanmak igin
kullanilan kit (Thermo Scientific) talimatlarina uyuldu ve DNA elde edildi. Bu DNA’ nin
bir miktar1 tekrar agaroz jele yiiklenerek kontrolii yapildi. Spektrofotometre ile 6lgiim

yapilarak DNA temizligi kontrol edildi.

3.2.6.6 DNA Miktar Tayini
Agaroz jelden geri kazanilarak izole edilen 6rneklerin safliklar1 260 nm ve 280 nm’ de

absorbans alinarak belirlendi. Bunun igin kuvartz kiivet veya mikrodrop kullanildu.

DNA miktar1 = Sulandirma Katsayis1 x A260 x 50 ng/uL
Safik = A260/ A280

3.2.6.7 PZR Uriinlerinin T:A Klonlamasi

Hem Taq polimeraz hem de One Taq Master Mix kullanilarak yapilan PZR sonucu elde
edilen o6rnekler pGEM-T easy vektoriine (Promega) T:A klonlama yontemiyle aktarildi.
Bunun i¢cin ANZA T4 DNA Ligase Master Mix, 3:1 oraninda 20 pL son hacimde
kullanilarak 15dk oda 1sisinda inkiibe edildi ve hemen ardindan +4 °C de 1 gece bekletildi.
Ligasyon iiriinleri E.coli suslar1 olan XL1blue ve JM109 kompetanlarma transforme (1-
5uL) edildi. Siire sonunda alinan &rnekler petrilere ekildi ve mavi-beyaz koloni se¢imi
yapildi. Bunun i¢in petrilere stok 50 mg/ml den 20 pL ve 100 mM stok IPTG den 100 pL
alinarak petrilere yayildi. 37 °C bir gece inkiibatorde petriler ters cevrilerek bekletildi.
Ertesi giin inkiibatorden alinan petrilerden mavi beyaz koloni se¢imi yapildi. Beyaz olarak

secilen aday rekombinant koloniler dizi analizine gonderilerek kesin olarak belirlendi.
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3.2.7 Transformasyon

3.2.7.1 Kompetant Hiicre Hazirlanmasi

Kompetant hale getirilen E.coli hiicreleri LB agar igeren petrilerde tek koloni diisecek
sekilde ekim yapild1 ve 37 °C de bir gece inkiibe edildi. 10 ml LB siv1 besiyerine tek koloni
ekim yapilip (6n kiiltiir), 37 °C de calkalamali etiivde bir gece inkiibe edildi. Steril erlene
100 ml LB besiyeri konuldu. Bu besiyerine onkiiltiirden 5 ml inokiile edildi. 37 °C de
calkalamal1 etiivde inkiibasyona birakildi1 ve belirli zaman araliklarinda absorbans alinarak
OD600’ nin 0,5 ile 0,6 arasinda olmasi beklendi. Istenilen araliga gelen bakteri
stispansiyonu 50 ml’ lik siteril falkonlara konularak +4 °C’ sogutmali santrifiij cihazinda
3000 rpm de 5 dakika boyunca ¢oktiiriildii. Stipernatant kisim alinarak atildi. 0,1 M CaCl;
solusyonundan, baslangi¢ hacminin yaris1 kadar eklenerek pipetaj ile pelletler ¢oziildii.
Ardindan falkon igerisindeki pelletler buz {izerine konuldu (25 dakika). Siire sonunda
falkonlar +4 °C sogutmali satrifiij cihazinda tekrar santrifiij yapildi (3000 rpm 5 dk).
Tekrar ¢oktiiriilen drneklerden Slipernatant yani sivi kisimlart atilarak baglangi¢c hacminin
10 da bir kadar 0,1 M CaCl; eklendi ve pelletler tekrar ¢oziildii. Coziilen pelletler 4 saat
boyunca buz iizerine birakildi. Esit hacimde % 40 steril gliserol ilave edilerek karistirildi
ve bu karisimdan 200’ er puL ependorflara alikot edilerek -80 °C dondurucuya uzun siire

i¢in stokland.

Tablo 3.16: Kompetan Hiicre igin Kullanilan Cozeltiler.

Kimyasal Madde Son Konsantrasyon
1 M CaCl» 100 mM
% 99 Gliserol % 40

3.2.7.2 Kompetant Hiicrenin Etkinliginin Hesaplanmasi
Etkinligi 6nceden iyi olan 0,1, 10 ve 100 ng miktarinda bir plazmit yeni yapilan kompetant
hiicrelere transformasyonu yapildi. Ardindan transformasyon protokolii uygulandi. Son

olarak petrilerdeki koloniler sayilarak asagidaki formiile gore etkinlikleri belirlendi.

petrideki koloni sayisi (cfu) 1x10°
X
petriye ekilen kontrol DNA konsantrasyonu ug
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3.2.7.3 Vektoriin Kompetant Hiicreye Transformasyonu

Kompetant hiicreye 5 pl KLK4 promotoru igeren plazmitler ilave edildi ardindan
ependorflar 40 dakika boyunca buzda bekletildi. 40 dk sonunda hiicreler 42 °C’ de 2 dk
boyunca 1s1 soku maruz birakildi ve tekrardan buza konularak 2dk da orada bekletildi.
Uzerlerine 800 uL LB Broth konuldu ve 1,5 saat 37 °C’ de c¢alkalamaya birakildi. Siire
sonunda santrifiij ile ¢oktiirme yapildi ve taze 100 pL besiyeri ile ¢oziiliip, 50 pg ampisilin
(pPGEMT easy vektor) igeren LB agar besiyerine veya 30 ug kanamisin (pMetLuc reporter
vektor) iceren LB agar besiyerine 6rnekler yayilarak 37 °C’ de petriler 1 gece boyunca ters
sekilde birakildi.

3.2.8 Plazmit DNA Izolasyonu

3.2.8.1 Kiiciik Olcekte Plazmit DNA (MiniPrep) izolasyonu

Kigiik olgekli DNA izolasyonu igin Macherey-Nagel Plasmid DNA Purification Kiti
kullanildi. Bir giin 6nceden transformasyonu yapilmis olan petriden tek bir koloni alinarak
stvi besiyerine ekim yapildi. 37 °C g¢alkalamali etiivde bir gece inkiibasyona birakildi.
Ertesi giin, kiiltiir kit protokoliine gore santrifiij yapilip ¢coktiiriildii ve kit talimatlarina gore
plazmitler elde edildi. Ardindan plazmit’ in miktar1 ve saflig1 spektrofotometrede 6lgiilerek
belirlendi.

3.2.8.2 Biiyiik Ol¢ekte Plazmit DNA (MidiPrep) izolasyonu

Biiyiik 6lg¢ekte plazmit DNA izolasyonu igin Endo-free Macherey-Nagel Plasmid DNA
Purification Kit kullanildi. Antibiyotik iceren LB besiyeri tek bir koloni ekilerek 37 °C de
calkalamaya birakildi. Baslangi¢ kiiltiirtinii 1/1000 seyrelterek, uygun selektif antibiyotigi
de iceren 100 ml LB besiyerine inokiile edildi. Kiiltiir gece boyunca 37 °C de ve yaklagik
300 rpm' de 12-16 saat boyunca bakterilerin biiylimesi i¢in bekletildi. OD600 degeri
yaklasik olarak 4’ e geldiginde yani yeterli yogunluga ulastiktan sonra +4 °C’ de 4,500-
6,000 x g de 10 dakika santrifiij yapilarak protokoliin diger basamaklar1 uygun sekilde
gerceklestirildi. Sonugcta yiiksek saflikta ve yogunlukta plazmit elde edildi ve miktar tayini
yapildi.

3.2.9 DNA’nin Restriksiyon Endoniikleaz Enzimleri ile Kesilerek Kontrol Edilmesi
KLK4 geninin promotorunun klonlanmasi amaciyla dizayn edilen primerleri 6niine Xhol
ve Hindlll restriksiyon endoniikleaz enzimlerinin dizileri eklenmisti. Plazmit izolasyonlari

gerceklestirilen ornekler, Fast Digest protokoliine uygun olarak son hacimde 20 ul’ ye
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ddH20 ile tamamlanarak 37 °C’ de 15 dk kesime birakildi. Kesim sonuglar1 agaroz jel
elektroforezi ile yiiriitillerek UVP altinda goriintiilendi.

3.2.10 Sekanslama

Promotorlar 80ng/mikrolitre olacak sekilde hazirland1 ve SENTEBIOLAB’ a dizileme igin
promotorlarin kendi klonlama asamasinda kullanilan primerleri ile gonderildi ve gelen
sekanslama sonuglarinin BioEdit programinda analizlerini gergeklestirerek NCBI BLAST
da KLK4 genine baglanip baglanmadigi kontrol edildi.

3.2.11 pMet-Luc Reporter (Haberci) Vektoriine Alt Klonlama

KLK4 promotorlarini alt klonlama yapmak amaciyla pMET-Luc Reporter vektoriine
klonlamas1 gerceklestirildi. Bu vektorii kullanmadaki amag vektoriin lusiferaz genine sahip
olmasindan dolayidir. Bu amagla, primerler tasarlanirken dizi baslarina eklenen spesifik
restriksiyon kesim bolgeleri eklendi ve bu strateji ile Xhol ve Hindlll enzimleriyle 20 puL
toplam hacimle kesilen pMET-Luc vektorii ile insan KLK4 promotorlar1 37 °C de 15 dk
kesime birakildi. Kesim sonucunda kontrol amacli DNA agaroz jelde kontrolleri yapildi.
Hem pMET-Luc Reporter haberci vektorii hemde promotorlarin jelden geri kazanimi
gerceklestirildi. 20 pl” lik son hacimde 15 dk oda 1sisinda ardindan bir gece +4 °C’ de
ligasyon i¢in birakildi.

Ertesi giin PZR cihazindan alinan ligasyon iiriinii E.coli susu olan XL-1 blue ve JM109
hiicrelerine transformasyonu yapildi. Ardindan pMET-Luc Reporter vektorii kanamisine
direngli oldugu i¢in kanamisin ile daha onceden dokiilmiis agarli petrilere bakterilerin
ekimi yapildi ve etiive birakildi. Bir sonraki giin petrilerdeki kolonilerden segilenler LB
s1v1 besiyerine alev yaninda ekimi gergeklestirldi. Bir sonraki giin plazmit DNA izolasyonu
gerceklestirildi. izole edilen plazmitleri restriksiyon enzimi (Xhol ve HindlIl) ile kesilerek
rekombinant koloni kontrolleri gergeklestirildi. Kesim sonuglar1 agaroz jelde yiiriitiilerek
rekombinant koloniler belirlendi ve aday rekombinant koloniler SENTEBIOLAB’ a ve BM
LAB’ a dizileme icin gonderildi. Gelen sekanslama sonuglarinin BioEdit programinda
analizlerini gerceklestirerek NCBI BLAST da KLK4 genine baglanip baglanmadig: kesin
olarak belirlendi.
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3.2.12 Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi ile Tlgili Teknikler
3.2.12.1Plazmitlerin Gecici Transfeksiyonu

Hiicre kiiltiirlinde biyiitiilen hiicreler belirli pasaj sayisina geldiklerinde sayilarak 12
kuyulu plakalara yayildi (250.000 hiicre/kuyu). Ertesi giin hiicreler antibiyotiksiz medium
icerisine alindi. Sitokin uygulamasi yapilacak gruplar % 0,1 BSA igeren medium (DMEM
F12 Mix veya RPMI) igerisine alindi. Gegici transfeksiyon i¢in Promega ViafectTM
Transfection Reagent Kit kullanildi.

Transfeksiyondan bir giin
once Iiicreler  plakalara
vayilu.

l Transfeksiyon  giiniinde
DNA  zeumaz  ortamda
seyrelfilir.

veun miktarda  ViaFect ™ Transfeksiyon

‘ ofm reaktif / DNA oranun elde etmek icin
I
eaktifi eklenir. 3-20 dakikainkiibe edilir.

Transfekte edilecek hilcrelenn  her  kuyucuduna
dnerilen miktarda ViaFect ™ Transfelsayvon Reaktifi;
DNA kansun eklenir ve yavagea Karsturi .,
Semmu cilkarmaya veya kKiltir kosullarm de&istinneye
l aerek yvoktur

Sonuclarnn élgmek i¢in uygun bir siire inkiibe edilir.
Transfeksivon  kompleksinin - ¢kardmasi  gerekli
dezildir.

-

Deneysel sonuglar dl¢ilin.

Sekil 3.5: Promega ViafectTM Transfection Reagent Kit kullaniminin sematik anlatimi.

Viafect kit datasheet’ in, Reagent:DNA orani olarak onerdigi bazi oranlar bulunmaktadir.
Bu oranlarin optimizasyonu i¢in KLK4’ iin en biiylik promotoru olan 1104 bg ile 1,5:1,
2:1, 3:1 ve 4:1 oranlan kullanilarak optimizasyon i¢in transfeksiyon islemi gerceklestirildi.
Bu optimizasyon hem PC-3 hem de LNCaP hiicreleri i¢in gergeklestirildi. Sonug olarak
biitiin transfeksiyonlarda kitin 3:1 oranimin kullanilmasina karar verildi. Ayrica KLK4
promotorlarinin bazal aktiviteleri i¢in de optimizasyon deneyleri gerceklestirildi. Bunun
igcin PC-3 hiicrelerine promotorlarin transfeksiyonlar1 yapildi. ilgili kuyulara 150 uM
olacak sekilde CoCl> eklenerek hiicrelerde hipoksik kosul gergeklestirildi ve ilgili
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kuyucuklara da 500U/ml (20ng/ml) TGF-B1 eklendi. 48 ve 72 saat inkiibasyon sonunda

plakalardan medyumlar toplandi.

Lusiferaz aktivitesi igin ‘Clontech Ready-To-Glow™ Secreted Luciferase System’ Kiti
(TAKARA) kullanildi. Lusiferaz ve SEAP olgiimleri i¢in Luminoskan Ascent marka
luminometre cihazi kullanildi. Cikan degerler excel de analiz edildi. Transfeksiyon
etkinliginin kontrolii ve Lusiferazlarin kontrolii i¢in pmetluc kontrol vektori, SEAP
vektorii ve herhangi bir promotor pargasi igermeyen bos pMetLuc Reporter vektoriiniin

transfeksiyonu ile degerlendirildi.

3.2.12.2Salinan Sistem Lusiferaz Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Tablo 3.17: Lusiferaz aktivitesi igin kullanilan ¢ozeltiler.

Soliisyonlar Icerigi
10 X Substrat Soliisyonu Liyofilize haldeki substrat talimatlara uygun
sekilde ¢oziildii.

10 X substrat ¢ozeltisi talimatlara uygun sekilde

1 X Substrat/Reaksiyon Tamponu . .
reaksiyon tamponu ile sulandirildi.

Plakalardan 48 ve 72 saat sonunda toplanan hiicre medyumlar1 alinarak ependorflara
toplandi. Luminometrede Orneklerin okunmasi ic¢in her bir 6rnek sirayla 384 kuyulu
plakalara 9 pL hacimde konuldu. Her bir 6rnek iizerine 1 X Substrat/Reaksiyon

tamponundan (tablo 3.17) 1 uL eklendi ve cihazda dlgtimleri alindi.

3.2.12.3SEAP Aktivitesinin Ol¢iilmesi

Tablo 3.18: Seap aktivite dl¢tim ¢ozeltileri.

Soliisyonlar Icerigi

N 5 X dilisyon bufferindan istenilen miktarda
1 X Dilisyon Buffer alinarak 1 X’ e distile dH20 ile sulandirildi. Her
ornek i¢in 15 pl (384 well plate i¢in) kullanildi.

Plakalardan 48 ve 72 saat sonunda toplanan hiicre medyumlar1 alinarak ependorflara

topland1 (SEAP aktivitesinin 6l¢iimii i¢in, lusiferaz 6rnekleri i¢in toplanan medyumlardan
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Olgtimler gergeklestirildi). Luminometrede 6rneklerin okunmast igin her bir 6rnek sirayla
384 kuyulu plakalara 5 pL olacak sekilde konuldu ve iizerine 1 X diliisyon bufferdan 15
uL eklenerek, plaka 6nce streg film ardinda alimiinyum folyo igerisine konularak 30 dakika
boyunca 65 °C’de su banyosunda bekletildi. Ardindan plaka 3 dk buza alindi ve oda
sicakligina gelmesi icin bekletildi. Uzerlerine SEAP substrat ¢ozeltisinden 20 uL

eklenerek, 30 dakika beklendi ve tiim 6rnekler ayni anda luminometrede 6l¢iildii.

3.2.13 Inhibisyon Cahsmalar

3.2.13.1 Protein ve RNA eldesi

3.213.1.1.1 Deney Diizeninin Kurulmasi

Hiicreler rutin pasajlama ile uygun sayiya ulastiklarinda tripan mavisi ile sayimi
yapildiktan sonra 2 ml besiyeri (%10 FCS + DMEMFI12 Mix/RPMI) iceren 6 well
plakalara 500.000 hiicre olarak yayildi. PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarindan ayr1 ayr1 hem
normal oksijen kosullarinda hem de hipoksik (CoClz) kosullarda deney gruplari
olusturuldu. Hiicreler 1 gece inkiibe edildi. Ertesi giin medyum atilarak plakalara % 0,1
BSA + DMEMF12 Mix/RPMI iceren medyum eklendi. Hiicreler 1 saat inkiibe edildi.
Ardindan ilgili kuyulara inhibitdr uygulamalari gergeklestirildi (Tablo 3.19). 1 saat
sonunda ise ilgili gruplara 500 U/ml (20ng/ml) TGF-B sitokini ve 150 uM CoCl, hem ayr1
ayr1 hemde birlikte uygulanan gruplar olusturularak uygulama yapildi. 6 saat sonunda
kontrol ve deney gruplarindan besi yerleri uzaklastirildi. Tiim deney gruplarindaki her bir
kuyu PBS ile 2 kez yikandiktan sonra, RNA eldesi i¢in tripsin edta ile hiicreler kazinarak
alindi. Protein gruplar i¢in, ise bolim 3.2.4.2 de anlatildigi gibi izolasyon yapildi ve
bolim 3.2.4.3 de anlatildig1 sekilde protein miktar tayini gergeklestirildi. Western Blot
i¢in, PC-3 normoksi grubu 35 pg, hipoksi grubu ise 30 pg, LNCaP mormoksi grubu 45ug,
hipoksi grubu ise 35ug olacak sekilde SDS jele yiiklendi. Boliim 3.2.4.5 de anlatildig1 gibi
SDS Jelin Blotlanmasi1 gergeklestirildi. Bolim 3.2.4.6 de anlatildigi gibi proteinler
belirlendi. RNA pelletleri ise boliim 3.2.3.3 de anlatildig1 gibi izolasyonlar1 gergeklestirildi
ve cDNA sentezleri yapilarak boliim 3.2.3.5 de anlatildigi gibi Ger¢ek zamanli PZR
yapildi.

51



Tablo 3.19: Yolak inhibitorleri.

INHIBITOR SON KONSANTRASYON
SIS3 (Smad2/3 Inhibitorii) 3uM
SP600125 (JNK inhibitorii) 20uM

PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii) 5uM
PD98059 (MEK-1 inhibitorii) 10pM
Wortmannin (PI3K inhibitorii) 1uM

3.2.13.2Transkripsiyonel Aktivitenin Belirlenmesi

3.2.13.2.1.1 KLK4 Promotorlari olan P2 ve P3 iceren Plazmitlerin Transfeksiyonu
PC-3 hiicreleri kiiltiir ortaminda biiyiitiildiikten sonra uygun sayiya ulastiklarinda tripan
mavisi ile sayimi yapildi ve 2 ml besiyeri (% 10 FCS + DMEMF12 Mix) iceren 6 well
plakalara, 500.000 hiicre olarak yayildi. PC-3 hiicreleri ile kurulan deney gruplarinda ayri
ayrt hem normal oksijen kosullarinda hem de hipoksik (CoClz) kosullarda deney gruplari
olusturuldu. Hiicreler 1 gece bekletildi ve ardindan plakalara % 0,1 BSA + DMEMF12
Mix iceren medyum eklendi. Hiicreler 1 saat inkiibe edildi. Ardindan promotorlarin
transfeksiyonu i¢in Promega Viafect kit kullanilarak ilgili kuyulara KLK4 promotorlar:
olan P2 (760 bg) (1 pg) ile birlikte SEAP (0,5 pg) ve P3 (1 pg) ile birlikte SEAP (0,5 pg)
iceren plazmitler transfekte edildi. Ayrica transfeksiyon etkinliginin ve Lusiferaz
6lgtimlerinin kontrolii i¢in pMetLuc Kontrol vektorti (0,5 pg) ve herhangi bir promotor
pargasi igermeyen bos pMetLuc Reporter vektoriinii iceren plazmit (0,5 pg) + (0,5 pg)
Seap2 kontrol plazmiti de farkli bir grup hiicreye uygulandi. Transfeksiyondan 2 saat sonra
hipoksik plakalarina 150 puM olacak sekilde kimyasal hipoksi olusturan CoClz uygulandi,
ardindan CoCl; islemi iizerinden 1 saat gectikten sonra ilgili kuyulara 500 U/ml (20ng/ml)
TGF-f sitokini uygulanarak plakalar inkiibatore kaldirildi. Ertesi giin 6 well plakalardaki
her bir deney grubundaki hiicreler kaldirilip tripan mavisi ile sayilarak 96 well plakalara
her bir kuyuya 50.000 hiicre olacak sekilde 8 tekrarli olarak yayildi. 48 ve 72 saat sonunda
medyumlar toplanarak dl¢iim alindi. Ilgili kuyulara 48 ve 72 saat dolmasina 6 saat kala
inhibitdrler uygulanarak 48 ve 72 saat sonunda medyumlar toplandi. Ornekler

luminometrede 6lgiildii. Alinan sonuglar excel de degerlendirildi.

52



3.2.14 DNA- Protein Etkilesimi ile ilgili Teknikler
3.2.14.1 Deney Diizeninin Kurulmasi, PC-3 ve LNCaP hiicrelerinden Niikleer
Ekstraklarin Hazirlanmasi.
PC-3 ve LNCaP hiicreleri 75cm?’ lik flasklara yayildi. Flasklarm bir sonraki giin
medyumlar atilarak % 0,1 BSA + DMEMF12 Mix/RPMI igeren yeni besi yeri konuldu ve
bir saat beklendi. Siirenin sonunda ilgili gruplara 500 U/ml (20ng/ml) TGF-p sitokini ve
150 uM CoClz hem ayr1 ayr1 hemde birlikte uygulanan gruplar olusturularak uygulama
yapildi. Diger giin hiicre flasklar1 inkiibatorden alinarak buz iizerine konuldu. Medyumu
atilan flasklar soguk PBS ile iki kez yikanarak tistlerine 3’ er ml TEN buffer eklendi ve
5dk TEN buffer icerisinde bekletildi. Daha sonra bir spatula ile hiicreler flask
yiizeylerinden kazinarak kaldirild1 ve ependorlara toplandi. Her bir grubun ayr1 ependorfa
konuldugu 6rnekler +4 °C’ de, en yiiksek devir olan 13.000 rpm de 5 dK santrifiij yapildi.
Santrifiij sonrast olulsan pelletler {izerine 50 pl. A tamponu eklenerek ¢oziildii ve bu
cozelti buzda 15 dk tutuldu. Ardindan daha iyi liziz olmalar1 i¢in insiilin ignesi kullanarak
pipetaj yapildi. Pipetaj sonrasi yine sogutmali santrifiijde ayni devirde 20 sn sanrifiij islemi
gergeklestirildi. Daha sonra ependorflara C tamponundan 60’ ar pL eklenerek yeniden
pipetaj yapildi. Bu islemler sonunda buz iizerinde 30 dk bekletilen 6rnekler tekrardan 5 dk
santrifiij yapildi ve protein miktarlar1 boliim 3.2.4.3° de belirtildigi sekilde belirlendi.
Ornekler -80 °C ye kaldirildi.

Tablo 3.20: Niikleer ekstrak soliisyonlari.

Soliisyon Icerigi

TEN Buffer 40 mM Tris-HCI, 150 mM NaCl, 1 mM EDTA, pH:
7,5,

Buffer A 10 mM HEPES, 1,5 mM MgCI2, 0,5 mM PMSF, 0,5
mM DTT, 10 mM KCI, 1 pg/ml tripsin inhibitori,
pH: 7,9

Buffer C 20 mM HEPES 420 mM NacCl, 1,5 mM MgCI2, 0,2

mM EDTA, %25 gliserol, 0,5 mM PMSF 1 pg/ml
pepstatin A, 0,5 mM DTT, 10 pg/ml aprotinin, 10
pg/ml leupeptin, 10 pg/ml tripsin inhibitori, pH: 7,9,

3.2.14.20ligolarin Etiketlenmesi
Primerlerin biyotinlenmesi i¢in Pierce Biotin 3’ End DNA Labeling Kit sistemi kullanildu.

Uretici firmadan temin edilen TdT enzimi, 1 X TdT Reaksiyon soliisyonu ile 2 U/ug hale
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gelecek sekilde seyreltildi. Son hacim olarak 50 pL olarak hesaplanan biotinleme
isleminde; 5 X TdT Reaksiyon soliisyonundan 10 pL, Diluted TdT (2 U/uL) enziminden 5
uL, enjeksiyonluk saf sudan 25 pL, Biotin-11-UTP’ den 5 uL ve Unlabeled Control
Oligodan 5 pL kullanilarak 37 °C’ de yarim saat PZR cihazina birakildi. Cihazdan alinan
orneklere 2,5 uL 0,2 M EDTA (pH=8) eklenerek reaksiyonu islemi duruduruldu ve 50 L.
kloroform:izoamil alkol (24:1) eklendi. Vorteks yapilarak santrifiijde 2 dk santrifiijlendi.
Cihazdan alinan ependorflarda iki faz olustu ve istteki fazlar temiz ependorflara alindi. Bu
calismada kullanilan KLK4 genine gore dizayn edilmis EMSA primerlerinin hem forward
(ileri) hemde reverse (geri) primerlerinin ikiside etiketlendi (Tablo 3.21).

Tablo 3.21: EMSA deneyinde kullanilan ve etiketlenen primerler.

Primer Ad1 Dizisi
KLK4 SMAD (+163/+194) F 5’-CATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCT-3’
KLK4 SMAD (+163/+194) R 5’-AGAGACAGTGAGAGATCTGTCTAGAGAGAT-3’

KLK4 SMAD DEL (+163/+194) F 5’-CATCTCTCTAGACTTTTTTCTCACTGTCTCT-3”
KLK4 SMAD DEL (+163/+194) R 5’-AGAGACAGTGAGAAAAAAGTCTAGAGAGAT-3’

KLK4 HiF-1a (-80/-52) F 5’-CCTGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGE-3
KLK4 HIF-1a (-80/-52) R 5’-GCCCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCAGG-3’
KLK4 HIF-1a DEL (-80/-52) F 5’-CCTGACCCCTGGATTTTTTCCCCTGGGGGC-3’
KLK4 HiF-1a DEL (-80/-52) R 5’-GCCCCCAGGGGAAAAAATCCAGGGGTCAGG-3’

3.2.14.3 Oligoniikleotidlerin Baglanmasi

Primerlerin birbirlerine baglanip ¢ift zincirli bir yap1 almalar1 igin biyotinli primerlerden 80
fmol/uL kullanilarak 50 pL’ lik son hacime getirmek igin sulandirildi. Daha sonra 95 °C’
de 5 dk PZR cihazina konuldu. Cihazdan alinan oligolar oda 1sisinda 2 saat sogumalar1 igin
beklendi. Biyotinli problarin 1000 kat fazlasi (80.000 fmol/uL) olarak biyotinsiz

primerlede hazirlandi.

3.2.14.4 Baglanma Reaksiyonu

Baglanma reaksiyonu i¢in, 4 pug niikleer ekstrakt, 1 X baglanma tamponu, 50 ng/uL son
konsantrasyonda poly dl.dC, 5 mM KCI, 5 mM MgCl, 20 fmol biotin etiketli primerler
konularak 20 puL’ lik son hacime tamamlandi. Daha sonra 10 dk buz {izerinde ardindan 40

dk oda sicakliginda baglanmanin olmasi i¢in beklendi.
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3.2.14.5Jelin Yiiriitiilmesi ve Proteinlerin Membrana Transferi

Deneyde kullanilacak olan jeller bir giin 6ncesi hazir hale getirilerek +4 °C de saklandi.
Deneye baslamadan 6nce jeller 0,5 X TBE iceren tampon igersine yerlestirilerek 1 saat
boyunca 90 V akimda yiiriitiildii. Transfer islemi sistemi bolim 3.2.4.5° de anlatildigi
sekilde gerceklestirildi ve burada membran olarak naylon membranlar kullanildi. Transfer
buffer olarak ise 0,5X TBE kullanildi. Hazirlanan kasetler transfer buffer igerisine
yerlestirilerek 90 voltta 2 saat transfer islemine birakildi. Transferden alinan membranlar
igerisine az tampon konularak stre¢ filme sarildi ve UV altinda 15 dk boyunca sabitleme
yani kross-link islemine tabi tutuldu. Bu islemden sonra membranlara bloklama tamponu
konularak 15 dk ¢alkalama yapildi. Ardindan tampon igerisine Streptavidin-Horseradish
Peroxidase Conjugate eklenerek 15 dk daha ¢alkalamada birakildi. 1 X yikama tamponu ile
3 kez yikama yapildiktan sonra substrat dengeleme tamponundan 15 ml eklendi ve 5 dk bu

soliisyonla ¢alkalamaya birakildi. ECL kiti kullanilarak goriintiileme yapildi.
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4. SONUCLAR

4.1 Kimyasal Hipoksi Modelinin Olusturulmasi ve Dogrulanmasi

Calismamizda PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde kimyasal bir ajan olan CoCl. ile hipoksik
model olusturuldu. Kimyasal hipoksinin ¢alisma mekanizmasi sekil 1.9 da anlatilmustir.
Calismamizda sectigimiz iki hiicre hattinda oncelikli olarak kimyasal hipoksi modeli
olusturulmustur. Ilk basamakta bu modelin dogrulanmas1 ve sonrasinda TGF-B sitokininin

ve hipoksik kosullarin hiicre proliferasyonuna etkisi MTT testi ile arastirildi.

PC-3 ve LNCaP hiicreleri biiyiitillerek 25cm? °lik flasklar igerisine alind1 Flasklar
icerisinde 150 uM olacak sekilde CoCl, eklenerek kimyasal sartlarda hipoksik kosul
olusturuldu (Turkoglu ve Kogkar, 2016). Kimyasal hipoksi modelinde kullandigimiz
CoCly’ nin galisma prensibi i¢in Sekil 1.9 da incelenebilir. Calismamizda ayrica TGF-3
sitokini de calisilacagindan elimizdeki sitokinin hipoksik modelde hiicre proliferasyonuna
olan etkisi de calisildi. Normal sartlar ile kiyaslamak i¢in ayrilan hiicrelere herhangi bir
kimyasal uygulanmadi. Bu sekilde normoksik ve hipoksik kosullar olusturulan hiicrelerden
24, 48 ve 72 saat sonrasinda hiicre pelletleri bolim 3.2.3.3° de anlatildigi sekilde
izolasyonlar1 yapildi. Bolim 3.2.3.4° de anlatildigi sekilde RNA miktarlar1 belirlendi.
Boliim 3.2.3.5” de anlatildigi gibi RNA elektroforezi ile RNA’ lar goriintiilendi. Bolim
3.2.3.6° da anlatildig1 gibi bu RNA’ lardan cDNA sentezi gergeklestirildi. Bu DNA’ lar ile
bolim 3.2.3.8 de belirtildigi kosullarda tablo 4.1 deki primerler kullanilarak ger¢ek
zamanli PZR yapildi.

Gergek zamanli PZR sonucu ¢ikan Ct degerleri Livak metoduna gore degerlendirildi. Bu
sekilde PC-3 (Sekil 4.1) ve LNCaP (Sekil 4.2) hiicreleri igin hipoksik kosulun olusumu

HIF-1a’ nin ekspresyon seviyesine bakilarak dogrulandi.

Tablo 4.1: HIF-1a ve HB2 forward ve reverse primer bilgileri.

HPB2M Primerleri Primer Dizileri

Hp2 Forward 5’TTTCTGGCCTGGAGGCTATC’3
Hp2 Reverse 5’CATGTCTCCATCCCACTTAACT’3
HiF-1o Primerleri Primer Dizileri

HIF-10 Forward 5’CCACCTATGACCTGCTTGGT’3
HIF-1o Reverse 5’TGTCCTGTGGTGACTTGTCC’3
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Sekil 4.1: Kimyasal hipoksi modelinde PC-3 hiicrelerinde HIF-1a mRNA seviyesi (Gercek
Zamanl PZR).
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Sekil 4.2: Kimyasal hipoksi modelinde LNCaP hiicrelerinde HIF-1a mRNA seviyesi
(Gergek Zamanli PZR).
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4.2 TGF-p Sitokininin ve Kimyasal Hipoksi Ajam1 Olan CoCl2’ nin PC-3 ve LNCaP
Hiicreleri Uzerindeki Sitotoksik Etkisinin Belirlenmesi (MTT Testi)

Calismamizda hipoksik model olusturmak i¢in kullanilan CoCl, ve TGF-f sitokinin PC-3
ve LNCaP hiicreleri tlizerindeki oldiiriicii etkisinin olup olmadigmi arastirmak amaciyla
sitotoksisite testi yapildi. Bu ¢alismada 96 kuyulu plakalar kullanildi. Bunun sebebi deneyi
cok tekrarli olarak yapabilmektir. Hiicre kiiltiiriinde giinler dncesinden biiyiitiilen PC-3 ve
LNCaP hiicreleri 96 kuyulu plakanin her bir kuyusuna 10.000 hiicre olacak sekilde yayildi.
Bir giin sonra, sitokin uygulanacak gruplar BSA’ Ii medyuma alindi. Ardindan 150uM
CoClz ve 500U/ml (20ng/ml) TGF-B uygulamasi yapildi. 24, 48 ve 72 saatlik inkiibasyon
periyotlart sonunda 20 L MTT solusyonu iizerilerine uygulandi ve MTT metabolizasyonu
icin 4 saat 37 °C’de bekletildi. Ardindan medyumlar uzaklastirilarak 0,004M HCI igeren
izopropanol uygulamasi ile hiicreler ¢oziildii. Daha sonra 550 nm dalga boyunda absorbans
degerleri alindi. Yapilan bu deneyin her bir grubu 8 tekrarli olarak kuruldu ve birbirinden

bagimsiz en az iki kez calisildi.

TGF-p sitokinin etkisini gozlemleyebilmek i¢in hiicreler serum-free medyumunda % 0,1
BSA igeren ortamda biiyiitiildiiler. Serum tanimlanmamis bir ortam oldugundan ve
igeriginde sitokinleri bulundurdugundan dolay1 uygulayacagimiz TGF-B sitokininin net
etkisini gozlemlemek i¢in BSA’ nin hiicre proliferasyonuna etkisi Oncelikle incelendi.
Hiicreler hem FCS hem de BSA igeren ortamlarda biiyiitiildii ve hiicre proliferasyonlari
karsilagtirildi.  Yapilan analizler sonucunda BSA’ nin hem PC-3 hem de LNCaP

hiicrelerinde herhangi bir olumsuz etkisi tespit edilmedi.
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Sekil 4.3: FCS ve BSA’ nin PC-3 hiicre proliferasyonuna etkisi.

LNCaP Hiicrelerinde FCS ve BSA' nin
Hiicre Gogalmasina Etkisi
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Sekil 4.4: FCS ve BSA’nin LNCaP hiicre proliferasyonuna etkisi.

Yapilan analizler sonucunda Sekil 4.5 incelendiginde, PC-3 hiicrelerine en yiiksek dozda

uygulanan 500U/ml (20ng/ml) TGF-B sitokininin hiicrelerde énemli 6lciide sitotoksik etki
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gozlemlenmedi. Fakat uygulanan 150uM CoClz, 48 ve 72 saat dilimlerinde hiicre
proliferasyonuna olumsuz yonde etki yaptig1 goriildii. Dolayistyla PC-3 hiicrelerinde daha
kisa zaman dilimlerinde MTT deneyi tekrarlandi (Sekil 4.6). CoClz ve TGF-f’ nin LNCaP

hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitotoksik etki gézlenmedi (Sekil 4.7).

PC-3 Hiicrelerinde
TGF-B ve CoCl,' nin Sitotoksik Etkisi
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Sekil 4.5: TGF-B ve kimyasal hipoksi ajani olan CoCl>’ nin PC-3 hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi.
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PC-3 Hiicrelerinde CoClL' nin Sitotoksik Etkisi
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Sekil 4.6: Kimyasal hipoksi ajani1 olan CoCl2’ nin erken zaman dilimlerinde PC-3
hiicrelerinin proliferasyonuna etkisi.

LNCaP Hiicrelerinde
TGF-B veCoCl,' nin Sitotoksik Etkisi
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Sekil 4.7: TGF-B ve kimyasal hipoksi ajan1 olan CoCl2’ nin LNCaP hiicrelerinin
proliferasyonuna etkisi.
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4.3 mRNA ile Tlgili Deneyler

4.3.1 KLK4 Ekspresyon Primer Dizaym ve Optimizasyonu

Calismada kullanilacak olan ekspresyon primer dizayni i¢in, KLK4 genine ait mRNA
dizisi NCBI’ dan bulundu ve Gene ID: 9622 kayith dizi ile ¢alisildi. Bulunan mRNA
transkriptine ait dizi lizerinde ekzon ve intron bolgeleri isaretlendi. Dizayn edilen tiim
primerler farkli ekzonlardan tercih edildi. Farkli zaman dilimlerinde dizi iizerinden farkli
primerler tasarlandi. Bunun sebebi etkin bir ¢ogalmanin tespit edilememis olmasidir.
Dizayn edilen tim primerlere ait primer dizileri ekzonlar tizerinde isaretlendi (Sekil. 4.8)
ve sematize edilerek cizildi (Sekil 4.9). Bu primerlere ait diziler, ¢cogaltilan bdlgelerin
biiyiikliikleri ve TM degerleri tablo 4.2 de gosterildi. Calisan primerler kirmizi renk ile

yazilmstir.
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AGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAA
AAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCT
CTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTCC
ATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCA
TGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGT
TCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCAT
GGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGA
TGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGTGATGGCCACAGCAGGA
AATCCCTGGGGCTGGTTCCTGGGGTACCTCATCCTTGGTGTCGCAGGTATCTGAGTATGCGTGTGTGTGTCTGTCCGTGCTTGG
GGGCACAGTGTTTGTTAATGTTCAGGTGTGACTCAGTGTCCTCTTGCTTGTGACTGCAAAGCTGCCTGTGAGACGGTACCGTGT
TATCCGTCCCCCATGGCTGTGCCCCTGCAACTCCTTGTATCGTGGTAAATTTGTGTGTGGCAGTGTGCCTGGGTGTGTGGTTGT
ACCTGTGAGACTCTGACAGTTTGTGCCTCTGAATATCTGGTGGAGTGACAACAGTGTAATGATGATATGGGGACAGGGGAAGCC
GAGGGTGCAGGAGATTGTGCTTCCTGGGGCGTGATCCATTGCTGGGAATCTGTGCCTGCTTCCTGGGTCTTCAGTCCTGAGATC
CCCCTCTCCCATCCCCAAGGAACTCACCTCACAGGACTATAAAACGGTGTTTTGGTGTGCATGGGCTTGTGGCTTGGTGTGACT
GTGGGCAAGGCTGGGAGAGGATAGGAGTGACTCGGCGCAGGACCGACTCTTTGAGCATCAGTCTGCGCAGACAAGTGACCCGAT
CCTTGCTCCCAGCAACAACTCCACCCCCTGAGCTTTAATTCACCCCGAAGGACCCGATCCTACTGCTATGAGCCTAGACTCCTC
TGTTGAACCCCTCCTGACCGTGGCTTTGCACCGCGATGGCACCAGTCTCACCTCCAGAGCTCACCCCAGAGCCCTGACTCCGCC
CCAGAAGCCCTGGTCCCACCTTCTGAGACTGCCTCTAGCCATAACCCAGCTCTTGAAGCCTTGATGGCGCCCCTGCGCTGTAAC
CCCAACCCTAGGAGCACTGATCCCGCCTTCTCAGCCCACCCCCATGCCCTGACTCTCCTCCCAGGAGCCCTGACTACCCTGAAT
CCCTGACCAGGCTCCTGCACCGTGATCACCGCCCCTGGGAGCCCTAGGCCTATATCCTGGACCAGCCCCTGAAGCTCCGATCAT
GACCCCTGCACCATAACCCCACCCCCAGGAGCCCTGGGTCCGCCCCCTGGGCCCGCCCCCAGCCCTGACTCGGCCCCCCAAGAG
TCCTGACTGCTCCTGAAGCCCTGACCACGCCCCTGCTCGGTAACCCCTCCCCCAAGAGCCCTGGGCCCGCCTCCTGAGCCCGTT
CCCAGCCCTGACTCCGCCCCGAGGAGCCCTGACTGCTCCTGAACCTCTGACCACGCCCCTGCTCGGTAAGCCCACCCCCAGGAA
CCCTGGGCCCGCCTCCTGGTCCCGATCCCATCCCTGACTCCGCCCTCAGGATCGCTCGTCTCTGGTAGCTGCAGCCAAATCATA

Fl F4
AACGGCGAGGACTGCAGCCCGCACTCGCAGCCCTGGCAGGCGGCACTGCTCATGCGAAAACGAATTGTTCTGCTCGGGCGTCCTG
S 175
GTGCATCCGCAGTGGGTGCTGTCAGCC] GTGAGTGCAGAGGTAGGGGGAGTGGGCAGGGCCTGGGTCC

GGGGGCGGGGCCTAATATCAGGCTCATCTTGGGGTGCTCAGGGGGAAACAGCGGTGAAGGCTCTGGGAGGAGGACGGAATGAGC
CTGGATCCGGGGAGCCCCAGAGGGAAGGGCTGGGAGGCGGGAATCTTGCTTCGGAAGGACTCAGAGAGTCCTGACTTGAAATCT
CAGCCCAGTGCTGAGTCTCTAGTGAACTAAGGCAAGTTCTTGTCCCTGAATTTTTGTGAATGAGGATTTGAGACCATGGTTAAG
TAGCTCTTAGGGTGTTTAGCGAAGAGGGTGGGGTTGGGGTTAGGAGATGGGGATGGGAATGGGGTTGAAGATGAGAATGGAGGT
AAGGATGTAGTTGCCACAAAACTGACCTGCCCTCCGTGGCCCACAG CACCATCGGGCTGGGCCTGCACAGTCTTGAGG

CCGACCAAGAGCCAGGGAGCCAGATGGTGGAGGCCAGCCTCTCCGTACGGCACCCAGAGTACAACAGACCCTTGCTCGCT.

R3
CGAATCCGTGTCCGAGTCTGACACCATCC CAGTGCCCTACCG
CGGGG TGGGGTCTGCTGGCGAACGGTGAGCTCACGGGTGTGTGTCTGCCCTCTTCAAGGAGGT

CCTCTGCCCAGTCGCGGGGGCTGACCCAGAGCTCTGCGTCCCAGGCAGAATGCCTACCGTGCTGCAGTGCGTGAACGTGTCGGT
GGTGTCTGAGGAGGTCTGCAGTAAGCTCTATGACCCGCTGTACCACCCCAGCATGTTCTGCGCCGGCGGAGGGCAAGACCAGAA
GGACTCCTGCAACGTGAGAGAGGGGAAAGGGGAGGGCAGGCGACTCAGGGAAGGGTGGAGAAGGGGGAGACAGAGACACACAGG
GCCGCATGGCGAGATGCAGAGATGGAGAGACACACAGGGAGACAGTGACAACTAGAGAGAGAAACTGAGAGAAACAGAGAAATA
AACACAGGAATAAAGAGAAGCAAAGGAAGAGAGAAACAGAAACAGACATGGGGAGGCAGAAACACACACACATAGAAATGCAGT
TGACCTTCCAACAGCATGGGGCCTGAGGGCGGTGACCTCCACCCAACAGAAAATCCTCTTATAACTTTTGACTCCCCAAAAACC
TGACTAGAAATAGCCTACTGTTGACGGGGAGCCTTACCAATAACATAAATAGTCGATTTATGCATACGTTTTATGCATTCATGA
TATACCTTTGTTGGAATTTTTTGATATTTCTAAGCTACACAGTTCGTCTGTGAATTTTTTTAAATTGTTGCAACTCTCCTAAAA
TTTTTCTAATGTGTTTATTGAAAAAATCCAAGTATAAGTGGACTTGTGCAGTTCAAACCAGGGTTGTTCAAGGGTCAACTGTGT
ACCCAGAGGGAAACAGTGACACAGATTCATAGAGGTGAAACACGAAGAGAAACAGGAAAAATCAAGACTCTACAAAGAGGCTGG
GCAGGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTTTGGGAGGCGAGGCAGGCAGATCACTTGAGGTAAGGAGTTCAAGACCAGCCT
GGCCAAAATGGTGAAATCCTGTCTGTACTAAAAATACAAAAGTTAGCTGGATATGGTGGCAGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTT
GGGAGGCTGAGGCAGAAGAATTGCTTGAATATGGGAGGCAGAGGTTGAAGTGAGTTGAGATCACACCACTATACTCCAGCTGGG
GCAACAGAGTAAGACTCTGTCTCAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAGACTTTACAAAGAGATGCAGAGACACTGAGACAGATAAACA
AGCCACAAAGGAGACAAAGGAGAGACAGACAAACAGAAACAGACAGACCACAAGCCCAAGAGAAGCAGCCAGCATTCAGGACAT
AGGACATCGGGAAGCAGGATTAGATGAAGTCAGGGATCTGGAATGGGACTTCCAACAGATATGTTGCTGGGCTATGTTGTTATT
GATGATGGTTCTGTCTTTGTTTCTCAGTCTCATTTAGTTCCTTTCTGAGCCCACATCCATTTCCACCTCTCTGTGTTTTGAATT
CTGACTCTCCCTCTCTTCACAACAGGGTGACTCTGGGGGGCCCCTGATCTGCAACGGGTACTTGCAGGGCCTTGTGTCTTTCGG
AAAAGCCCCGTGTGGCCAAGTTGGCGTGCCAGGTGTCTACACCAACCTCTGCAAATTCACTGAGTGGATAGAGAAAACCGTCCA
GGCCAGTTAACTCTGGGGACTGGGAACCCATGAAATTGACCCCCAAATACATCCTGCGGAAGGAATTCAGGAATATCTGTTCCC
AGCCCCTCCTCCCTCAGGCCCAGGAGTCCAGGCCCCCAGCCCCTCCTCCCTCAAACCAAGGGTACAGATCCCCAGCCCCTCCTC
CCTCAGACCCAGGAGTCCAGACCCCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTC
CAGACCCCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGACCCCCCAGCCCCT
CCTCCCTCAGACCCAGGGGTCCAGGCCCCCAACCCCTCCTCCCTCAGACTCAGAGGTCCAGGCCCCCAACCCCTCCTTCCCCAG
ACCCAGAGGTCCAGGTCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGCGGTCCAATGCCACCTAGACTCTCCCTGTACACAGTGCCCCC
TTGTGGCACGTTGACCCAACCTTACCAGTTGGTTTTTCATTTTTTGTCCCTTTCCCCTAGATCCAGAAATAAAGTCTAAGAGAA
GCGCA

Sekil 4.8: KLK4 mRNA dizisi iizerinde sentezletilen primer dizileri.
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Sekil 4.9: KLK4 ekzonlari iizerinden dizayn edilen primerlerin sematize sekli.

Tablo 4.2: KLK4 ekspresyon primer dizileri.

Primer Adi ™m Baz icerigi Uriin BC
biiyiikliigii

KLK4 exp. 66.6 5-GATCGCTCGTCTCTGGTAGCTGCAGCCA- 307 28

ileri (F1) 3

KLK4 exp. 60.1 5-TCCAACTTGATGAGCATGAGGTCGT-3 307 25

ileri (R1) ACGA’

KLK4 exp. 57 5’-GCACACTGTTTCCAGAACTCCTA-3' 210 23

ileri (F2)

KLK4 exp. 57 5’-CGAAGCAATGCTGATGCTCC-3' 210 20

ileri (R2)

KLK4 exp. 61.4 5-GCGGCACTGGTCATGGAAAACG-3’ 218 22

ileri (F3)

KLK4 exp. 571 5-ATGAGGTCGTTAGCGAGCAAG-3 218 21

Geri (R3) CTTGC’

KLK4 exp. 57.8 5-GCCAGAAACGAGGCAAGAGT-3’ 321 20

Geri (R4)

KLK4 exp. 53 5’-CTGCAGCCAAATCATAAAC-3’ R3ile273 19

ileri (F4) R4 ile 376

KLK4 exp. 58.4 5-CACTGGTCATGGAAAACGAATT-3’ R3 ile214 22

ileri (F5) R4 ile 317

KLK4 geni i¢in dizayn edilen F1,R1, F2,R2, F3,R3 ekspresyon primerleri ile farkl
baglanma sicakliklarinda, farkli DNA kaliplartyla yapilan PZR denemeleri sonucunda
istenilen spesifik bantlar elde edilemedi ve yeni primerler olan F4,F5 ve R4 primerleri
tasarlandi. F4 ve F5 primerleri R3 ve R4 primerleri ile denendi. F5 ve R3 primerleri ile
yapilan PZR sonucunda hem PC-3 hemde LNCaP hiicre hattinda ayni baglanma
kosullarinda dogru biiyiikliikte (214 bg) bant elde edildi (Sekil 4.10 ve Sekil 4.11).
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Tablo 4.3: KLK4 (F4-R3, F5-R3, F4-R4, F5-R4) ve HP2 primerleri ile PC-3 sitokin (TGF-
B) uygulanmis cDNA kalip ile yapilan PZR igerigi (Tiim hacimler *pL‘dir).

P N 1 2 3 4

HB2P.K  HB2N.K
cDNA 1 - 1 1 1 1
Taq Polimeraz 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5 0,5
Taq Buffer ) ) S) 5 5 5
MgCl2 2 2 2 2 2 2
fleri Primer 1 1 1(F4) 1(F5) 1(F4) 1(F5)
Geri Primer 1 1 1(R3) 1(R3) 1(R4) 1(R4)
dNTP 1 1 1 1 1 1
ddH20 385 395 385 385 385 385
Toplam 50 50 50 50 50 50

Tablo 4.4: KLK4 (F4-R3, F5-R3, F4-R4, F5-R4) ve HB2 primerleri PC-3 cDNAsi ile

yapilan PZR kosullari.
Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95°C 5dk 1
Denatiirasyon 95°C 45sn 35
Baglanma 55°C 45sn 35
Uzama 72°C 45sn 35
Final Uzama 72°C 5dk 1

Sekil 4.10: KLK4 ekspresyon primerleri (F4-R3, F5-R3, F4-R4, F5-R4) ve HB32 primerleri
ile PC-3 ¢cDNA kalip ile yapilan PZR {iriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M:
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100 bp marker, P: HB2 primerleri ile pozitif kontrol, N: HB2 primerleri ile negatif kontrol,
1: KLK4 ekspresyon primerleri F4-R3 ile PC-3 hiicre hattinda PZR goriintiisii, 2: KLK4
ekspresyon primerleri F5-R3 ile PC-3 hiicre hattinda PZR goriintiisti, 3: KLK4 ekspresyon
primerleri F4-R4 ile PC-3 hiicre hattinda PZR goriintiisii, 4: KLK4 ekspresyon primerleri
F5-R4 ile PC-3 hiicre hattinda PZR goriintiisii).

Sekil 4.11: KLK4 ekspresyon primerleri ( F5-R3) ve HB2 primerleri ile LNCaP cDNA
kalip ile yapilan PZR iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii. (M: 1 kb marker, 1:
Hp2 primerleri ile negatif kontrol, 2: HB2 primerleri ile pozitif kontrol, 3: KLK4
ekspresyon primerleri F5-R3 ile LNCaP hiicre hattinda PZR goriintiisii).

Dogru biiyiikliikte bant goriilen KLK4 ekspresyon primerleri ile gercek zamanli PZR
calismasina gegmeden 6nce, ayni1 calismada SMAD2, SMAD3, SMAD4, HIF-1a ve HB2
primerleri ile de calisilacagi i¢in bu genlere ait ekspresyon primerlerininde baglanma
sicakliklart aynit olmasi gerekiyordu. Ciinkii tiim primerler ile aynm1 96 well plakada
calisilacaktir. Bu yiizden bu primerler ile de 6nce PZR yapildi ve sonuglar agaroz jelde
goriintiilendi. SMAD2 icin 330bg, SMAD3 icin 309b¢ SMAD4 i¢in 356bg, HiF-1a icin
302bg¢ ve HPB2 igin 314bg dogru biiyiikliikte bantlar gdzlendi. Biitiin primer igin uygun olan
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55 °C baglanma sicakligi tespit edildikten sonra gercek zamanli PZR calismalarinda bu

primerlerin kullanilmasina karar verildi.

Tablo 4.5: SMAD2, SMAD3, SMAD4, HIF-10a, ve HP2 primerleri ile farkli cDNA
kaynaklari ile yapilan PZR igerigi.

P Hpz P ,
SMAD2  SMAD3  SMAD4  SMAD4 2 2 SMAD4 HiFl-g
P.K

PK N.K

TipNo 1 2 3 4 5 6 7 8 9
ONA LNCaP  LNCaP  LNCaP  PC348h LNCP  ©C%  INCaP  LNCaP

¢ 72hT+C  72h T+C  72hT+C  C+T T2hCeT L Nor. TGF
cDNA
miktar1 2 2 2 2 2 ) 2 2
Taq
el 5 5 5 5 5 5 5 5 5
Forward 1 1 1 1 1 11 1
Primer
Reverse 1 1 1 1 1 11 1
Primer
MgClo 2 2 2 2 2 2 2 2 2
dNTP 1 1 1 1 1 1 11 1
TagPol. 05 05 05 05 05 05 05 05 05
ddH:0 375 375 375 375 375 375 395 375 375
Toplam 50 50 50 50 50 50 50 50 50

Tiim miktarlar mikrolitre (ul) birimindedir.

Tablo 4.6: SMAD2, SMAD3, SMAD4, HIF-1a, KLK4 ve Hp2 primerleri ile farkli cDNA
kaynaklar ile yapilan PZR kosullari.

Sicaklik Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 5dk 1
Denatiirasyon 94°C 30sn 35
Baglanma 55°C 30sn 35
Uzama 72°C 30sn 35
Final Uzama 72°C 5dk 1

9 6 5 3 1

302 314bg  314bg 356bg 309b¢  330bg 4y
e 5 S SMAD4 SMAD3 SMAD2

oo oM

Sekil 4.12: SMAD2, SMAD3, SMAD4, HIF-10 ve HB2 primerleri ile farkli cDNA
kaynaklari ile yapilan PZR f{iriinlerinin agaroz jel elektroforezi. (1kb: Marker, 1: SMAD2
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ekspresyon primerleri ile LNCaP C+T hiicre hattinda PZR goriintiisii, 2: SMAD3
ekspresyon primerleri ile LNCaP C+T hiicre hattinda PZR goriintiisii, 3: SMAD4
ekspresyon primerleri ile LNCaP C+T hiicre hattinda PZR goriintiisii, 4: SMAD4
ekspresyon primerleri ile PC-3 C+T hiicre hattinda PZR gériintiisii, 5: HB2 primerleri ile
LNCaP C+T hiicre hattinda pozitif kontrol, 6: HB2 primerleri ile PC-3 C+T hiicre hattinda
pozitif kontrol, 7: HB2 primerleri ile negatif kontrol, 8: SMAD4 ekspresyon primerleri ile
LNCaP Normoksiya hiicre hattinda PZR gériintiisii, 9: HIF-1a ekspresyon primerleri ile
LNCaP TGF- hiicre hattinda PzR goriintiisii .*(C+T : Kimyasal hipoksi+TGF-).

4.3.2 Farkh Hiicre Hatlarinda KLK4 Geninin mRNA ifadesinin Belirlenmesi

Farkli hiicre hatlarinda KLK4’ {in ifadesinin belirlemek amaciyla hiicreler (SW480, HT-29,
HEP 3B, HUVEC, PC-3 ve LNCaP,) kiiltiirde biiyiitiildii ve sayilarak 25 cm? flasklara
2x10° olacak sekilde yayildi. Ertesi giin tripsinizasyon ile flasklardan hiicreler bir spatula
yardimiyla kazinarak ependorflara toplandi. Santrifiijleme ve PBS ile yikama sonrasi elde
edilen pelletlerden RNA izolasyonu gerceklestirildi. Elde edilen RNA’ lardan 1 pg
kullanilarak cDNA sentezi boliim 3.2.3.6 da anlatildig1 sekilde gerceklestirldi. Elde edilen
cDNA’ larin kontrolii HB2 PZR’ 1 yapilarak boliim 3.2.3.7 anlatildig: sekilde ve tablo 3.7
de belirtilen PZR kosullarinda yapilarak kontrol edildi ve agaroz jele yiiklenerek

goriintiilendi.

Sekil 4.13: Farkli hiicre hatlarindan yapilan cDNA’ larin HB2 PZR elektroforez jel
goriintiisti (1:100 b¢ marker, 2: SW480 kolon kanseri hiicre hatti, 3: HT-29 kolon kanseri
hiicre hatt1, 4: HEP 3B hepatoseliiler kanseri hiicre hatti, 5: HUVEC umblikal ven endotel

hiicresi, 6: PC-3 prostat kanseri hiicre hatti, 7: LNCaP prostat kanseri hiicre hatti, 8: 100 bg
marker).

KLK4 geninin farkli hiicre hatlar1 olan PC-3/LNCaP (insan prostat karsinomu), HEP 3B
(insan hepatoseliiler karsinomu), HT-29/SW480 (insan kolon karsinomu), ve HUVEC
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(insan umblikal ven endotel hiicresi) hiicrelerinde mRNA ifadesini belirleyebilmek
amactyla yapilan cDNA’ lardan gercek zamanli PZR gergeklestirildi. Ger¢ek zamanli PZR
bolim 3.2.3.8° de anlatildig1 sekilde gerceklestirildi. Yapilan analize gore (Sekil 4.14)
KLK4’ iin tiim hiicre hatlarinda ifadesi oldugu goriildii. mMRNA ifadesinin en ¢ok androjen
bagimli prostat kanseri hiicresi olan LNCaP hiicresinde, en az ise kolon kanseri hiicresi

olan SW480 hiicresinde oldugu goriildii.

10+ KLK4

0.1

mRNA

0.01-

Hiicre Hatlan

Sekil 4.14: Farkli hiicre hatlarinda KLK4 mRNA ifadesi (SW480 kolon kanseri hiicre
hatt1, HT-29 kolon kanseri hiicre hatti, HEP 3B hepatoseliiler kanseri hiicre hatti, HUVEC
umblikal ven endotel hiicresi, PC-3 prostat kanseri hiicre hatti, LNCaP prostat kanseri
hiicre hatt1).

4.3.3 Hiicrelere TGF-B ve CoCl2 Uygulamalari sonras1 RNA izolasyonlar

Hiicreler rutin pasajlama ile uygun sayiya geldiklerinde 2x10° hiicre olarak 25 cm?
flasklara yayildilar. Biiyiitiilen PC-3 ve LNCaP hiicrelerine sirasiyla 1’er saat arayla 500
U/ml TGF-B, 150 uM CoCl; ayr1 ayr1 ve 500 U/ml TGF-B+150 uM CoCl uygulandi. Bu
islem PC-3 hiicrelerinde 1, 3, 6 ve 24 saat olarak LNCaP hiicreleri i¢in ise 24, 48 ve 72
saat olmak tizere farkli zaman dilimlerinde gruplar olusturularak elde edilen tiim
pelletlerden RNA izolasyonlar1 Thermo Scientific Gene Jet RNA Purification Kit (Ref
K0731 Lot 00683657) firmasinin kitinde bulunan talimatlar dogrultusunda yapildi. Elde
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edilen RNA’ lar, RNA jel elektroforezinde boliim 3.2.3.5” de anlatildigr sekilde yiiriitiildi

ve goriintiilendi.

— 285
SuEEEEEy -

16 15 14 13 12 11 10 9

: 285
EEEEREEE

Sekil 4.15: PC-3 hiicre hattinda kurulan deney sonucu elde edilen pelletlerden izole edilen
RNA” lar. (1: PC-3 1h Kontrol, 2: PC-3 1h TGF, 3: PC-3 1h CoCly, 4: PC-3 1h TGF+
CoCly, 5: PC-3 3h Kontrol, 6: PC-3 3h TGF, 7: PC-3 3h CoCl,, 8: PC-3 1h TGF+ CoCly,
9: PC-3 6h Kontrol, 10: PC-3 6h TGF, 11: PC-3 6h CoCly, 12: PC-3 6h TGF+ CoCly, 13:
PC-3 24h Kontrol, 14: PC-3 24h TGF, 15: PC-3 24h CoCly, 16: PC-3 24h TGF+ CoCl,).
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Sekil 4.16: LNCaP hiicre hattinda kurulan deney sonucu elde edilen pelletlerden izole

edilen RNA” lar. (1: LNCaP 24h Kontrol, 2: LNCaP 24h TGF, 3: LNCaP 24h CoCly, 4:

LNCaP 24h TGF+ CoClz, 5: LNCaP 48h Kontrol, 6: LNCaP 48h TGF, 7: LNCaP 48h

CoClz, 8: LNCaP 48h TGF+ CoCl, 9: LNCaP 72h Kontrol, 10: LNCaP 72h TGF, 11:
LNCaP 72h CoClz, 12: LNCaP 72h TGF+ CoCly).

4.3.4 cDNA Eldesi ve Kontrolii

izole edilen bu RNA’ larin spektrofotometre ile RNA miktar1 ve safligi mikrodropta
belirlendi. RT reaksiyonlarinda 1 pg RNA ile cDNA sentezi gergeklestirdildi. DNA’ larin
kontrolii icin HB2 PZR’ 1 yapild1 ve 6rnekler jelde yiirtitiilerek goriintiilendi.

Bu cDNA’ lar kullanmilarak SMAD2, SMAD3, HiF-1a, HB2 ve KLK4 ekspresyon
primerleri ile gergek zamanl PZR gergeklestirildi.

Tablo 4.7: HB2 PZR kosullari.

Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 2dk 1
Denatiirasyon 94°C 1dk 35
Baglanma 55°C 30sn 35
Uzama 72°C 45sn 35
Final Uzama 72°C 5dk 1
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Sekil 4.17: PC-3 hiicre hattindandan izole edilen RNA’ larin kontrolii i¢in hf2 PZR’ 1
elektroforez jel gortintiisii. (1kb: Marker, 1: PC-3 1h Kontrol, 2: PC-3 1h TGF, 3: PC-3 1h
CoCly, 4: PC-3 1h TGF+ CoCly, 5: PC-3 3h Kontrol, 6: PC-3 3h TGF, 7: PC-3 3h CoCl,

8: PC-3 1h TGF+ CoCl,, 9: PC-3 6h Kontrol, 10: PC-3 6h TGF, 11: PC-3 6h CoCl>, 12:
PC-3 6h TGF+ CoCly, 13: PC-3 24h Kontrol, 14: PC-3 24h TGF, 15: PC-3 24h CoCl, 16:
PC-3 24h TGF+ CoCly, 17: Negatif Kontrol).
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14 13 12 11 1kb

Sekil 4.18: LNCaP hiicre hattindandan izole edilen RNA’ larin kontrolii i¢in hf2 PZR’ 1
elektroforez jel gortintiisii. (1kb: Marker, 1: LNCaP 24h Kontrol, 2: LNCAP 24h TGF, 3:
LNCaP 24h CoCly, 4: LNCaP 24h TGF+ CoClz, 5: LNCaP 48h Kontrol, 6: LNCaP 48h
TGF, 7: LNCaP 48h CoCly, 8: LNCaP 48h TGF+ CoClz, 9: LNCaP 72h Kontrol, 10:
LNCaP 72h TGF, 11: LNCaP 72h CoClz, 12: LNCaP 72h TGF+ CoCly, 13: Pozitif
Kontrol, 14: Negatif Kontrol).

4.3.5 Gercek Zamanh PZR
Elde edilen cDNA’ larin kontroliinden sonra bu cDNA’ lar ile boliim 3.2.3.8’ de anlatildigi
sekilde ger¢ek zamanli PZR yapildi.

Calismamizda oncelikle KLK4 ifadesi tespit edilebilir diizeyde olmayan PC-3 hiicreleri ile
analizler gergeklestirildi. Bu amagla sitokin ve CoCl, uygulamasi yapilan hiicrelerden elde
edilen cDNA’ lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek zamanli PZR yapildi. Hipoksik kosulun
ana regilatorii ve gostergesi olan HIF-la seviyesi ilk olarak analiz edildi. PC-3
hiicrelerinde 1,3,6 ve 24 saatlik zaman dilimlerinde normal kosullara kiyasla CoCl; ile
olusturulan hipoksik kosullarda HIF-1o seviyesinin (Sekil 4.19) tiim zaman dilimlerinde
arttig1 gosterildi. Bu da hipoksik kosullarin basarili bir sekilde olusturuldugunun teyidi
olmustur. Calisilan tiim kosullarda da HIF-1a seviyesi ayrica analiz edildi. (Sekil 4.20).
Daha sonra sirastyla KLK4 (Sekil 4.21 A-B) ve TGF-B sinyal yolaginin diizenleyici

proteinleri olan SMAD proteinlerinin de mRNA seviyesindeki ekspresyonlar1 analiz edildi
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(Sekil 4.22, Sekil 4.23). TGF-B uygulamasinin hiicreler lizerindeki uyarici etkisi SMAD2/3
mRNA seviyelerindeki artis ile koreledir. PC-3 hiicre hattinda TGF-B ve hipoksik
gruplarda KLK4 mRNA seviyesi 1 ve 3 saatlerde artarken (Sekil 4.21 A) 6 ve 24 saatlerde
TGF-B uygulamasinin  mRNA seviyesindeki ekspresyonunda azalmaya, hipoksik

kosullarda ise yine diger saatlerde oldugu gibi artisa (Sekil 4.21 B) sebep olmustur.

Em Normoksiya

= Hipoksiya

3' * *
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1s 3s 6s 24s

Sekil 4.19: Calismamizda kullandigimiz kimyasal hipoksi modelinde PC-3 Hiicre Hattinda
Normoksik ve Hipoksik Kosullarda HIF-1o. mRNA ifadesinin Ger¢ek zamanl PZR ile
dogrulanmasi (1,3, 6 ve 24 saatler).
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Sekil 4.20: PC-3 Hiicre Hattinda tiim gruplarda HIF-1a mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanl
PZR ile analizi (1,3, 6 ve 24 saatler).

A . B
. s . 6
) l = 3s . * [ 24s
z 025 3 0050 |
S 0.20- 8 0.045
g 0.154 2 0.040
a O 5 0.035
& 0.104 - %’ 0.030 .
< ‘k )
Z 006} % 0.025 P
< x  0.020
g 004 T 0018
X 3 0008
X 0.024 T 0006
3 5 jo
0.00- 2000 o —
Kontrol  TGF-$ CoCl, TGF-B+CoCl, Kontrol  TGF-B CoCl, CoCl,, TGF-B

Sekil 4.21: PC-3 Hiicre Hattinda KLK4 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR ile analizi
(A: 1 ve 3 saatler, B: 6 ve 24 saatler).
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Sekil 4.22: PC-3 Hiicre Hattinda SMAD2 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR ile
analizi (A: 1 ve 3 saatler, B: 6 ve 24 saatler).
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Sekil 4.23: PC-3 Hiicre Hattinda SMAD3 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR ile
analizi (A: 1 ve 3 saatler, B: 6 ve 24 saatler).

Calismalarimiz KLK4 ifadesi yiiksek oranda tespit edilen LNCaP hiicrelerinde de
gergeklestirildi. Bu amagla sitokin ve CoCl> uygulamasi yapilan hiicrelerden elde edilen
cDNA’ lar kalip olarak kullanilarak gercek zamanli PZR sonucunda analizleri yapildu.
Hipoksik kosulun ana regiilatorii ve gdstergesi olan HIF-lo seviyesi ilk olarak analiz
edildi. LNCaP hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde normal kosullara
kiyasla CoCl; ile olusturulan hipoksik kosullarda HIF-1o seviyesi incelendiginde (Sekil
4.24) tiim zaman dilimlerinde artis tespit edilemedi. Sadece 72 saatte basarili bir hipoksik
kosulun saglandig1 goriilmektedir (Sekil 4.25). Bu sebeple calisilan diger genlerdeki etki
72 saat icin degerlendirmeye alindi. Bu da hipoksik kosullarin basarili bir sekilde
olusturuldugunun teyidi olmustur. Calisilan tiim kosullarda da HIF-la seviyesi ayrica
analiz edildi (Sekil 4.25). Daha sonra sirasiyla KLK4 (Sekil 4.26 A) ve TGF-B sinyal
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yolaginin diizenleyici proteinleri olan SMAD proteinlerinin de mRNA seviyesindeki
ekspresyonlari analiz edildi (Sekil 4.26 B,C,D). TGF-f uygulamasinin hiicreler tizerindeki
uyarici etkisi SMAD2/3/4 mRNA seviyelerindeki artis ile koreledir. LNCaP hiicre hattinda
TGF-B ve hipoksik gruplarda KLK4 mRNA ekspresyonunda 72 saatte artis (Sekil 4.26 A)
tespit edildi.
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Sekil 4.24: Calismamizda kullandigimiz kimyasal hipoksi modelinde LNCaP Hiicre
Hattinda Normoksik ve Hipoksik Kosullarda HIF-1a mRNA ifadesinin Gergek Zamanl
PZR ile dogrulanmasi (24, 48 ve 72 saatler).
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Sekil 4.25: LNCaP Hiicre Hattinda Tiim gruplarda HIF-1o. mRNA ifadesinin Gergek
Zamanli PZR ile analizi (72 saat).
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Sekil 4.26: (A) LNCaP hiicre hattinda KLK4 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR ile

analizi (72 saat). (B) LNCaP hiicre hattinda SMAD2 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanlh

PZR ile analizi (72 saat), (C) LNCaP hiicre hattinda SMAD3 mRNA ifadesinin Gergek

Zamanli PZR ile analizi (72 saat), (D) LNCaP hiicre hattinda SMAD4 mRNA ifadesinin
Gergek Zamanli PZR ile analizi (72 saat).
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4.4 Protein ile Tlgili Deneyler

4.4.1 Farkh Hiicre Hatlarinda KLK4’ iin Protein ifadesinin Belirlenmesi

SW480, HT-29, HEP 3B, HUVEC, PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarinda KLLK4’ {in protein
ifadesinin belirlemek amaciyla biiyiitiilen hiicreler sayilarak 25 cm? flasklara 2x10° olarak
ekildi. Bir sonraki giin flasklara Ripa Buffer eklenerek bir spatula yardimiyla hiicreler
kazinarak protein izolasyonlart boliim 3.2.4.2° de anlatildigi sekilde gerceklestirildi.
Ardindan boliim 3.2.4.3” de anlatildig1 sekilde protein miktar tayinleri gerceklestirildi. SDS
jellere her bir hiicre hattindan elde edilen proteinlerden 35 pg olacak sekilde yiiklendi ve
90V da yiiriitme iglemi boliim 3.2.4.4” de anlatildig1 sekilde yapildi. Ardindan SDS jelin
blotlanmas1 boliim 3.2.4.5 de anlatildig: sekilde 1 gece boyunca yapildi. Transferden alinan
proteinlerin belirlenmesi bolim 3.2.4.6 da anlatildig sekilde gerceklestirildi.

Yapilan western blot sonucunda goriintiilenen membranlardan elde edilen bantlar imaj J
programinda analiz edildi. Analizler sonucunda elde edilen KLK4 protein miktari, B-Aktin
proteini miktar1 ile normallestirildi. Yapilan analiz sonuglarina gore (Sekil 4.27), KLK4’
in mRNA analizleri ile tutarli olarak tiim hiicrelerde ifadesi bulunurken, yine olarak en ¢ok
androjen bagimli prostat kanseri hiicresi olan LNCaP hiicresinde, en az ise kolon kanseri

hiicresi olan SW480° de protein ifadesi tespit edildi.
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Sekil 4.27: Farkli hiicre hatlarinda KLK4’ iin protein ifadesi (SW480 kolon kanseri hiicre
hatt1, HT-29 kolon kanseri hiicre hatti, HEP 3B hepatoseliiler kanseri hiicre hatti, HUVEC
umblikal ven endotel hiicresi, PC-3 prostat kanseri hiicre hatti, LNCaP prostat kanseri
hiicre hatt1).

4.4.2 Deney Diizeninin Kurulmasi (TGF-p ve CoClz Uygulamasi) ve Western Blot

Rutin pasaj ile c¢ogaltilan PC-3 ve LNCaP hiicrelerinden deney gruplari olusturuldu.
LNCaP hiicreleri icin 6, 24, 48 ve 72 saat dilimlerini igeren deney gruplari olusturuldu.
PC-3 hiicreleri i¢in ise 1,3,6 ve 24 saat dilimi igeren deney gruplari olusturuldu. Sitokin ve
CoCl, uygulamalart saat dilimleri i¢in tersten baglatildi yani PC-3 deney gruplari igin 24
saatlik deney gruplarma ait hipoksik gruplar igeren hipoksik flasklara 150 uM olacak
sekilde CoCl, uyguland. 1 saat sonra ise ilgili flasklara 5000/ml (20ng/ml) TGF-B sitokini
uygulandi. Bir sonraki gilin ayn1 uygulamalar sirasiyla 6 saat, 3 saat ve 1 saat deney
gruplari i¢in de tekrarlandi. LNCaP hiicreleri i¢in, 72 saatlik deney gruplarina ait hipoksik
gruplari igeren hipoksik flasklara 150 uM olacak sekilde CoCl; uygulandi. 1 saat sonra ise
ilgili flasklara 5000/ml (20ng/ml) TGF-B sitokini uygulandi. Bu islem bir sonraki giin 48
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saatlik deney gruplarina, sonraki giin ise 24 saat ve 6 saatlik deney gruplarina uygulanarak
slire sonunda protein izolasyonlarina gecildi. Tiim deney gruplarindan Ripa Buffer ile
protein izolasyonu gergeklestirildi. Hemen ardindan Bradford ¢ozeltisi ile protein
Olctimleri yapildi. SDS jellere ornekler yiiklendi ve jelde yiiriitiildii. Bu islem sonunda
jeller PVDF membranlara aktarilmak {izere transfere alinarak 1 gece +4°C de transfere
birakildi. Transfer sisteminden alinan membranlar bloklama islemine konuldu daha sonra 3
kez yikand1 ve primer antikora alindi. Membranlar KLK4 primer antikoruyla (1pg) 1 gece,
SMAD?2/3 antikoru (1/500) ile 1-1,5 saat, PI3K, NFKp, SAPK/JNK ve P38 MAPK
(1/1000) antikorlari ile ise 1 gece muamele edildikten sonra, 5 dakikalik siirelerle 3 kez
tekrar yikama islemleri gergeklestirildi. Yikama isleminden sonra sekonder antikorla
(1/5000) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Membranlar ECL ile muamele edilerek

goriintlilendi.

Yapilan analizler sonucunda KLK4’ {in ifadesinin hipoksik kosullarda tim zaman
dilimlerinde arttigi goriildi. 24 saatlik zaman diliminde ise TGF-p uygulanan gruplarda
ifadesinin arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.28 A ve B). Aymi gruplarda Smad2/3 protein
ifadesine baktigimizda ise, tim zaman dilimlerinde TGF-p ve CoCl> uygulanan gruplarda
uyarildigr goriilmektedir (Sekil 4.29 A ve B).
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Sekil 4.28: (A) PC-3 hiicre hattinda KLK4 protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi
1-3 saatler. (1s K: PC-3 1 saat kontrol, 1s TGF: PC-3 1 saat TGF-p, 1s C: PC-3 1 saat
CoCly, 1s T+C: PC-3 1 saat TGF-§ + CoCly, 3s K: PC-3 3 saat kontrol, 3s TGF: PC-3 3saat
TGF-p, 3s C: PC-3 3 saat CoCly, 3s T+C: PC-3 3 saat TGF-$ + CoCl..) (B) PC-3 Hiicre
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Hattinda KLK4 Protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 6-24 saatler. (6s K: PC-3 6
saat kontrol, 6s TGF: PC-3 6 saat TGF-p3, 6s C: PC-3 6 saat CoCl», 6s T+C: PC-3 6 saat
TGF-B + CoCly, 24s K: PC-3 24 saat kontrol, 24s TGF: PC-3 24 saat TGF-p3, 24s C: PC-3
24 saat CoCly, 24s T+C: PC-3 24 saat TGF-$ + CoCl.).
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Sekil 4.29: (A) PC-3 hiicre hattinda SMAD?2/3 protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 1-3 saatler. (1s K: PC-3 1 saat kontrol, 1s TGF: PC-3 1 saat TGF-B, 1s C: PC-
3 1 saat CoClz, 1s T+C: PC-3 1 saat TGF-p + CoCly, 3s K: PC-3 3 saat kontrol, 3s TGF:
PC-3 3saat TGF-p3, 3s C: PC-3 3 saat CoCly, 3s T+C: PC-3 3 saat TGF-p + CoCl>) (B) PC-
3 Hiicre Hattinda SMAD2/3 Protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 6-24
saatler.(6s K: PC-3 6 saat kontrol, 6s TGF: PC-3 6 saat TGF-3, 6s C: PC-3 6 saat CoCl», 6s
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T+C: PC-3 6 saat TGF-B + CoCly, 24s K: PC-3 24 saat kontrol, 24s TGF: PC-3 24 saat
TGF-B, 24s C: PC-3 24 saat CoCly, 24s T+C: PC-3 24 saat TGF- + CoCly).

PC-3 hiicrelerinde, farkli hiicre i¢i yollara ait antikorlar ile farkli western blot ¢aligsmalar1
yapildi. ik olarak PI3K (Fosfatidilinositol 3-kinaz ) yolu incelendi. Biiyiime faktorleri ve
hormonlar, hiicre biiylimesini, hiicre dongiisiine girisini, hiicre gd¢ilinii ve hiicre hayatta
kalmasimmi koordine eden ve bu yolllar1 tetikleyen PI3K (Fosfatidilinositol 3-kinaz )
yolunda; erken saatler olan 1 saat ve 6 saatte TGF-p veya CoCl, uygulanan gruplarda artis
oldugu ve bu artisin TGF-B + CoCl; uygulanan gruplarda da devam ettigi goriilmektedir.
Calisilan erken zaman dilimlerinde bu yolun aktive oldugu goriilmektedir. ileri bir saat
dilimi olan 24 saatte ise, CoCl2 uygulanan grupda bu ifadenin azaldig: dolayisiyla TGF-f§ +
CoCl2 uygulanan grupda da azalmanin devam etmesi CoClz’ iin TGF-B’ nin ifadesini

baskiladigini gostermektedir (Sekil 4.30).
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Sekil 4.30: (A) PC-3 Hiicre Hattinda PI3K Protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi

1 saat sonuglari (B) PC-3 Hiicre Hattinda PI3K Protein ifadesinin western blot ile

belirlenmesi 3 saat sonuglar1 (C) PC-3 Hiicre Hattinda PI3K Protein ifadesinin western blot
ile belirlenmesi 6 saat sonuglar1 (D) PC-3 Hiicre Hattinda PI3K Protein ifadesinin western

blot ile belirlenmesi 24 saat sonuglari.

Niikleer faktor kB (NF-kB)/Rel ailesi transkripsiyon faktorleri, inflamatuar ve immiin
yanitlarda rol oynarlar. PC-3 hiicrelerinde bu yolun ifadesine baktigimizda, TGF-B’ nin

NF-xB yolu tizerinde etkili oldugu goriilmektedir. TGF-f daki artis veya azalma TGF-3 +
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CoCl; uygulanan gruplardaki ifadeyi yonlendirmektedir. 1 saat gruplari incelendiginde
TGF-B uygulanan gruplardaki azalma TGF-p + CoCl> uygulanan gruplarda da azalmaya
sebep olmustur. Ayni sekilde 24 saat diliminde de goriilmektedir. 6 saat diliminde ise tiim

gruplarda NF-kB proteinin de artis goriilmektedir (Sekil 4.31).
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Sekil 4.31: (A) PC-3 hiicre hattinda NFKJ protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi
1 saat sonuglar1 (B) PC-3 hiicre hattinda NFK protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 3 saat sonuglar1 (C) PC-3 hiicre hattinda NFKf protein ifadesinin western blot
ile belirlenmesi 6 saat sonuglar1 (D) PC-3 hiicre hattinda NFK protein ifadesinin western
blot ile belirlenmesi 24 saat sonuglart.
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Stresle aktive olan protein kinaz/Jun-amino-terminal kinaz SAPK/JNK, UV ve gama
radyasyonu, seramidler, inflamatuar sitokinler ve bazi durumlarda biiyiime faktorleri ve
agonistleri dahil olmak {izere cesitli ¢evresel stresler tarafindan giiclii veya tercihen aktive
edilir, bu yolda, SAPK/JNK’ nin 46 kDa’ luk alt biriminin PC-3 hiicrelerindeki protein
ifadesine bakildiginda, tiim saat dilimlerinde TGF- veya CoCl, uygulanan gruplarda
ifadesinin arttig1 fakat TGF-f ve CoClz ‘iin birlikte uygulandigi gruplarda ise azaldigi
gorilmektedir. Erken saat dilimlerinde ayr1 ayri hem hipoksi hemde TGF-f uygulanan
gruplarda aktive oldugu goriilmektedir ancak hipoksi+TGF-f birlikte uygulandiginda ise
bu yolun aktif olmadigi tespit edildi (Sekil 4.32). SAPK/INK’ nin 54 kDa’ luk alt biriminin
PC-3 hiicrelerindeki protein ifadesinde ise erken saat dilimlerinde (1 saat, 3 saat ve 6 saat)
TGF-B uygulanan gruplarda ifadesi artmaktadir (Sekil 4.33).
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Sekil 4.32: (A) PC-3 hiicre hattinda SAPK/JNK 46 kDa protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 1 saat sonucu. (B) PC-3 3 hiicre hattinda SAPK/JNK 46 kDa protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 3 saat sonucu. (C) PC-3 hiicre hattinda SAPK/INK
46 kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 6 saat sonucu. (D) PC-3 hiicre
hattinda SAPK/INK 46 kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu.
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Sekil 4.33: (A) PC-3 hiicre hattinda SAPK/INK 54 kDa protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 1 saat sonucu. (B) PC-3 hiicre hattinda SAPK/JNK 54 kDa protein ifadesinin
western blot ile belirlenmesi 3 saat sonucu. (C) PC-3 hiicre hattinda SAPK/INK 54 kDa
protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 6 saat sonucu. (D) PC-3 hiicre hattinda
SAPK/JINK 54 kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu.
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Ozmotik sok, inflamatuar sitokinler, lipopolisakkarit (LPS), UV 15181 ve biiylime faktorleri
dahil olmak tizere ¢esitli hiicresel stresler tarafindan aktive edilen p38/MAPK yolunun PC-
3 hiicrelerinde protein ifadesine bakildigina, tiim saat dilimlerinde TGF-B veya CoCl:
uygulanan gruplarda ifadesinin arttigi goriilmektedir. Bu artis 6 saat hari¢ tiim zaman
dilimlerinde TGF-p ve CoCl, uygulanan gruplarda azalmaya sebep oldugu goriilmektedir
(Sekil 4.34).
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Sekil 4.34: (A) PC-3 hiicre hattinda p38 MAPK protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 1 saat sonucu. (B) PC-3 hiicre hattinda p38 MAPK protein ifadesinin western
blot ile belirlenmesi 3 saat sonucu. (C) PC-3 hiicre hattinda p38 MAPK protein ifadesinin

western blot ile belirlenmesi 6 saat sonucu. (E) PC-3 hiicre hattinda p38 MAPK protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu.
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LNCaP hiicreleriyle yapilan western blot ¢caligmalarinda membranlar SMAD, KLK4 ve B-
Aktin antikorlar1 ile ayr1 ayr1 muamele edildi. 6 ve 24 saat membraninda KLK4 ve SMAD
antikorlariyla goriintiileme yapildiktan sonra membrane strip yapilarak f-Aktin antikoru ile
muamele edilip tekrar goriintii alindi. 48 ve 72 saat membrani da ayni antikorlar ile
muamele yapilarak goriintii alindi. LNCaP hiicre hattinda ¢aligilan tiim zaman dilimlerinde
hipoksik grupta KLK4 protein seviyesinde artig tespit edilmistir (Sekil 4.35). Ayrica 6 ve
24 saatte hem normoksik hem de hipoksik TGF-p uygulanan gruplarda da KLK4 protein
seviyesi artmustir (Sekil 4.35 A-B). 48 ve 72 saatlerde ise normoksik TGF-B uygulanan
gruplarda KLK4 protein seviyesi artarken hipoksik TGF-f uygulanan gruplarda hipoksik
kontrole kiyasla azalma tespit edilmistir (Sekil 4.35 C-D). Sekil 4.36” da gortldigi gibi 6,
24, 48 ve 72 saatlik uygulamalarda normal kosullara kiyasla TGF-B uygulanan gruplarda

SMAD proteinlerinde belirgin bir artis tespit edildi. 24, 48 ve 72 saatte ise 6 saatten farkli
olarak hipoksik TGF-f uygulanan grupta hipoksik kontrole kiyasla SMAD proteinlerinde
azalma tespit edildi. Bu uygulama disinda tiim uygulamalarda SMAD proteinlerinin aktive

oldugu tespit edildi. Bu bizim agimizdan TGF- yolunun aktive edildigini gdstermektedir.
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Sekil 4.35: (A) LNCaP hiicre hattinda KLK4 protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 6 saat sonucu. (B) LNCaP hiicre hattinda KLK4 protein ifadesinin western
blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu.. (C) LNCaP hiicre hattinda KLK4 protein ifadesinin

western blot ile belirlenmesi 48 saat sonucu. (E) LNCaP hiicre hattinda KLK4 protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 72 saat sonucu.
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Sekil 4.36: (A) LNCaP hiicre hattinda SMAD2/3 protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 6 saat sonucu. (B) LNCaP hiicre hattinda SMAD2/3 protein ifadesinin
western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu.(C) LNCaP hiicre hattinda SMAD2/3 protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 48 saat sonucu. (E) LNCaP hiicre hattinda
SMAD?2/3 protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 72 saat sonucu.
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LNCaP hiicre hattinda PI3K protein ifadesi incelendiginde sekil 4.37 de goriildiigii gibi 6,
24 ve 48 saat dilimlerinde (Sekil 4.37 A,B,C) TGF-p veya CoCl, uygulanan gruplarda
ifadede artis oldugu ve bu artisin TGF-B ve CoCly’ iin birlikte uygulandigi gruplarda
devam ettigi goriilmektedir. Bu durumda TGF-B ve CoCly’ iin bu yolu aktive ettiklerini
gdstermektedir. Ileri zaman dilimi olan 72 saatte ise PI3K protein ifadesi TGF-p uygulanan
normoksik grupta artt11, CoCl, uygulanan hipoksik gruplarda azaldig: ve TGF-B ve CoCly
tin birlikte uygulanandig: gruplarda ise bu ifadenin tekrar arttig1 goriilmektedir (Sekil 4.37

D).
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Sekil 4.37: (A) LNCaP hiicre hattinda PI3K protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi
6 saat sonuglar1 (B) LNCaP hiicre hattinda PI3K protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 24 saat sonuglar1 (C) LNCaP hiicre hattinda PI3K protein ifadesinin western
blot ile belirlenmesi 48 saat sonuglar1 (D) LNCaP hiicre hattinda PI3K protein ifadesinin
western blot ile belirlenmesi 72 saat sonuglari.
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LNCaP hiicre hattinda NFKf protein ifadesi incelendiginde (Sekil 4.38), 24 ve 72 saatlerde
ozellikle TGF-B ve CoCly’ lin birlikte uygulandig1 gruplarda bu yolun uyarildigr goriildii.
Yine sadece hipoksi gruplarinda 24 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde NFKf protein ifadesi

artmistir. Bu yolun hipoksi tarafindan uyarildigi belirlenmistir.
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Sekil 4.38: (A) LNCaP hiicre hattinda NFKP protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 6 saat sonuglar1 (B) LNCaP hiicre hattinda NFKf protein ifadesinin western
blot ile belirlenmesi 24 saat sonuglar1 (C) LNCaP hiicre hattinda NFKf protein ifadesinin
western blot ile belirlenmesi 48 saat sonuglar1 (D) LNCaP hiicre hattinda NFK( protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 72 saat sonuglari.
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SAPK/INK’ nin 46 kDa’ luk alt biriminin LNCaP hiicrelerindeki protein ifadesine
bakildiginda (sekil 4.39), tiim zaman dilimlerinde SAPK/INK protein ifadesinin normoksik
TGF-B uygulanan gruplarin kontrol grubuna kiyasla arttign goriilmektedir. Ozellikle ileri
zaman dilimi olan 48 ve 72 saatlerde 6zellikle hem TGF-B hem de hipokside ifadenin

arttigr gortldi.
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Sekil 4.39: (A) LNCaP hiicre hattinda SAPK/JNK 46 kDa protein ifadesinin western blot
ile belirlenmesi 6 saat sonucu. (B) LNCaP hiicre hattinda SAPK/INK 46 kDa protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu. (C) LNCaP hiicre hattinda
SAPK/INK 46 kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 48 saat sonucu. (D)
LNCaP hiicre hattinda SAPK/INK 46 kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi
72 saat sonucu.
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SAPK/JNK’ nin 54 kDa’ luk alt biriminin LNCaP hiicrelerindeki protein ifadesinde (sekil
4.40) tiim saat dilimleri olan 6 saat, 24 saat, 48 saat ve 72 saat de TGF- ve CoCl>’ iin ayr1
ayr1 uygulandig tiim gruplarda bu yolun ifadesinin arttigi, TGF-B ve CoCl’ iin birlikte

uygulandig: tim gruplarda da yine bu artisin devam ettigi gortldii.
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Sekil 4.40: (A) LNCaP hiicre hattinda SAPK/IJNK 54kDa protein ifadesinin western blot
ile belirlenmesi 6 saat sonucu. (B) LNCaP hiicre hattinda SAPK/IJNK 54kDa protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu. (C) LNCaP hiicre hattinda
SAPK/INK 54kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 48 saat sonucu. (D)
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LNCaP hiicre hattinda SAPK/IJNK 54kDa protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi
72 saat sonucu.

P38/MAPK yolunun LNCaP hiicrelerindeki protein ifadesinde ise (Sekil 4.41), 6 saat
diliminde ifade de herhangi bir fark gozlenmedi. 24 saat diliminde ve 48 saat zaman

dilimlerinde TGF-B’ daki ifade artis1 goriildii.
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Sekil 4.41: (A) LNCaP hiicre hattinda p38 MAPK protein ifadesinin western blot ile
belirlenmesi 6 saat sonucu. (B) LNCaP hiicre hattinda p38 MAPK protein ifadesinin
western blot ile belirlenmesi 24 saat sonucu. (C) LNCaP hiicre hattinda p38 MAPK protein
ifadesinin western blot ile belirlenmesi 48 saat sonucu. (E) LNCaP hiicre hattinda p38
MAPK protein ifadesinin western blot ile belirlenmesi 72 saat sonucu.
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4.4.3 IFC CALISMALARI

Caligmamizda PC-3 ve LNCaP hiicreleriyle yaptigimiz immiinofloresan teknigi ayrintili
olarak bolim 3.2.5 de anlatilmistir. KLK4’ {in PC-3 hiicrelerinde protein diizeyindeki
ifadesine baktigimizda, normoksik TGF-p ve hipoksik gruplarda ifadesinin arttig1, hipoksik
TGF-f da ise bu ifadenin azaldigi goriildii (Sekil 4.42). LNCaP hiicrelerinde ise,
normoksik TGF-B, hipoksi ve hipoksik TGF-f da KLK4 protein ifadesinin arttig
gorilmektedir (Sekil 4.45). PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde SMAD ifadesine baktigimizda
normoksik TGF-B ve hipokside ifade artis1 goriiliirken, hipoksik TGF-p da bu ifadenin
azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.43 ve 4.46). Ayrica hipoksik sartlarin olusturulup
olusturulmadiginin belirlenmesi igin iki hiicre hattinda da HIF-la protein seviyesine
bakildi. iki hiicre hattinda da hipoksik sartlarm olusturuldugu IFC teknigi ile de belirlendi
(Sekil 4.44 ve Sekil 4.47). Boylece KLK4’ {in TGF-f etkili regiilasyonunun ozellikle

hipoksik sartlar altinda up regiile oldugu bunun da SMAD yolag: etkilesimi ile yaptigi
belirlendi.

KLK4
5%1010— * *

4x10104

3x1070-

2x1070

Floresan Intensity (CTFC)

Sekil 4.42: PC-3 Hiicre Hattinda KLK4 Proteinlerinin TGF-p etkili hipoksik ve normoksik
sartlardaki ifadesinin grafiksel goriintimii.
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Sekil 4.43: PC-3 Hiicre Hattinda SMAD2/3 Proteinlerinin TGF-f etkili hipoksik ve
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Sekil 4.44: PC-3 Hiicre Hattinda HIF-1a Proteinlerinin TGF-p etkili hipoksik ve

normoksik sartlardaki ifadesinin grafiksel goriiniimii.
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Sekil 4.45: LNCaP Hiicre Hattinda KLK4 Proteinlerinin TGF-f etkili hipoksik ve
normoksik sartlardaki ifadesinin grafiksel goriiniimii.
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Sekil 4.46: LNCaP Hiicre Hattinda SMAD2/3 Proteinlerinin TGF-B etkili hipoksik ve
normoksik sartlardaki ifadesinin grafiksel goriiniimii.
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Sekil 4.47: LNCaP Hiicre Hattinda HIF-1a Proteinlerinin TGF-p etkili hipoksik ve
normoksik sartlardaki ifadesinin grafiksel goriiniimii.

4.5 inhibisyon Cahsmalar1

4.5.1 RNA ve Protein Eldesi

PC-3 ve LNCaP hiicre hatlarindan inhibisyon ¢aligmalari i¢in ayr1 ayrt hem normal oksijen
kosullarinda hem de hipoksik (CoClz) kosullarda deney gruplari olusturuldu. Biiyiitiilen
hiicreler 6 kuyucuklu plakalara alindi ve boliim 3.2.13.1.1.1 de anlatildig1 sekilde sitokin

ve inhibitdr uygulamalar1 gergeklestirildi. 6 saat sonunda alinan pelletlerden RNA ve

protein izolasyonlar yapildu.

Tablo 4.8: Kullanilan inhibitorler ve son konsantrasyonlart.

INHIBITOR SON
KONSANTRASYON

SIS3 (Smad2/3 Inhibitdrii) 3uM

SP600125 (JNK inhibitorii) 20uM

PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii) 5uM

PD98059 (MEK-1 inhibitorii) 10uM

Wortmannin (PI3K inhibitorii) IuM

4.5.2 inhibitér Uygulamasi Yapilan Gruplardan RNA izolasyonu
Rutin pasaj ile ¢ogaltilan PC-3 ve LNCaP hiicrelerine sirasiyla 1’er saat arayla 500 U/ml
TGF-B, 150 uM CoClz ayr1 ayr1 ve 500 U/ml (20ng/mDTGF-B, 150 uM CoClz beraber
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olacak sekilde uygulandi. Bu islemden sonra 6 saat sonunda pelletler toplandi ve bolim
3.2.3.3 de anlatildig1 sekilde RNA szolasyonlar1 gerceklestirildi. Elde edilen RNA’ lar,
RNA jel elektroforezinde yiiriitiildii ve goriintiilendi (Sekil 4.48-4.51).

28S
18S

Sekil 4.48: PC-3 hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda kurulan deney grubundan elde
edilen pelletlerden izole edilen RNA’ larin elektroforez jel goriintiisii. (1: Kontrol, 2: TGF-
B, 3: TGF-B+SiS3 (Smad 2/3 inhibitérii), 4: TGF-B+SP600125 (JNK inhibitorii), 5: TGF-
B+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii), 6: TGF-B+PD98059 (MEK-1 inhibitori), 7:
TGF-B+Wortmannin (PI3K inhibitorii).

9 8 7 6 S5TAmuEEEN

Sekil 4.49: PC-3 hiicre hattinda hipoksik kosullarda kurulan deney grubundan elde edilen
pelletlerden izole edilen RNA’ larin elektroforez jel goriintiisii. (1: Normoksi Kontrol 2:
Hipoksi Kontrol 3: Hipoksi Kontrol 4: Hipoksi+TGF-B, 5: Hipoksi+TGF-p+SiS3 (Smad

2/3 inhibitdrii), 6: Hipoksi+TGF-B+SP600125 (JNK inhibitorii), 7: Hipoksi+TGF-
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B+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitdrii), 8: Hipoksi+TGF-$+PD98059 (MEK-1
inhibitorii), 9: Hipoksi+TGF-f+Wortmannin (PI3K inhibitori).

Sekil 4.50: LNCaP hiicre hattinda normal oksijen kosullarinda kurulan deney grubundan

elde edilen pelletlerden izole edilen RNA’ larin elektroforez jel goriintiisii. (1: Kontrol, 2:

TGF-B, 3: TGF-B+SIS3 (Smad 2/3 inhibitdrii), 4: TGF-B+SP600125 (JNK inhibitérii), 5:

TGF-B+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii), 6: TGF-f+PD98059 (MEK-1 inhibitorii),
7: TGF-B+Wortmannin (PI3K inhibitorii).
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Sekil 4.51: LNCaP hiicre hattinda hipoksik kosullarda kurulan deney grubundan elde
edilen pelletlerden izole edilen RNA’ larin elektroforez jel goriintiisii. (1: Normoksi
Kontrol 2: Hipoksi Kontrol 3: Hipoksi+TGF-B, 4: Hipoksi+TGF-B+SIS3 (Smad 2/3

inhibitori), 5: Hipoksi+TGF-B+SP600125 (JNK inhibitorii), 6: Hipoksi+TGF-
B+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitdrii), 7: Hipoksi+TGF-$+PD98059 (MEK-1
inhibitori), 8: Hipoksi+TGF-B+Wortmannin (PI3K inhibitorii).
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4.5.3 Inhibitor Calismalarinda cDNA Eldesi ve Kontrolii
Izole edilen bu RNA’ larm spektrofotometre ile RNA miktar1 ve safligi mikrodropda
belirlendi. Bolim 3.2.3.6” da anlatildigi sekilde CDNA sentezi yapildi. Tiim gruplardan
elde edilen cDNA’ larin ¢aligtig1 tespit edildi (Sekil 4.52-55)

8 7 6 54 3 2 1 1kb

Sekil 4.52: PC-3 hiicre hattinda normal oksijen kosullarindan izole edilen RNA’ larin
kontrolii i¢cin hP2 PZR’ 1 jel goriintiisi. (1kb: Marker, 1: Kontrol, 2: TGF-B, 3: TGF-
B+SIS3 (Smad 2/3 inhibitérii), 4: TGF-p+SP600125 (JNK inhibitérii), 5: TGF-
+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii), 6: TGF-f+PD98059 (MEK-1 inhibitorii), 7:
TGF-B+Wortmannin (PI3K inhibitorii), 8: Negatif Kontrol.

GeneRuler kb DNA Ladder

GeneRuler 100 t 1905 %

100bp 9 8 7 6 SEEEIEZE

Sekil 4.53: PC-3 hiicre hattinda hipoksik kosullarda olusturulan deney grubundan izole
edilen RNA’ larin kontrolii icin hB2 PZR’ 1jel goriintiisii. (1: Normoksi Kontrol 2:
Hipoksi Kontrol, 3: Hipoksi+TGF-B+SIS3 (Smad 2/3 inhibitérii), 4: Hipoksi+TGF-

B+SP600125 (JNK inhibitorii), 5: Hipoksi+TGF-f+PD169316 (P38 MAP kinaz
inhibitorii), 6: Hipoksi+TGF-B+PD98059 (MEK-1 inhibitérii), 7: Hipoksi+TGF-
B+Wortmannin (PI3K inhibitorii). 8: Hipoksi+TGF-, 9: Negatif Kontrol.
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Sekil 4.54: LNCaP hiicre hattinda normal oksijen kosullarindan izole edilen RNA’ larin
kontrolii icin hB2 PZR’ 1 jel goriintiisii. (1kb: Marker, 1: Kontrol, 2: TGF-f, 3: TGF-
B+SiS3 (Smad 2/3 inhibitérii), 4: TGF-p+SP600125 (JNK inhibitorii), 5: TGF-
B+PD169316 (P38 MAP kinaz inhibitorii), 6: TGF-B+PD98059 (MEK-1 inhibitori), 7:
TGF-B+Wortmannin (PI3K inhibitorii).

(GeneRuler kb ONA Ladder
b ngl05ug %

10000 0

Sekil 4.55: LNCaP hiicre hattinda hipoksik kosullarda olusturulan deney grubundan izole
edilen RNA’ larin kontrolii i¢in hp2 PZR’ 1 jel goriintiisii. (1: Normoksi Kontrol 2:
Hipoksi Kontrol 3: Hipoksi+TGF-B, 4: Hipoksi+TGF-p+SiS3 (Smad 2/3 inhibitérii), 5:
Hipoksi+TGF-B+SP600125 (JNK inhibitorii), 6: Hipoksi+TGF-f+PD169316 (P38 MAP
kinaz inhibitorii), 7: Hipoksi+TGF-B+PD98059 (MEK-1 inhibitorii), 8: Hipoksi+TGF-
B+Wortmannin (PI3K inhibitdrii). 9: Negatif Kontrol.

4.5.4 Gercek Zamanh PZR
Elde edilen cDNA’ larin kontroliinden sonra her deney seti i¢in 3 tekrarli olacak sekilde
yapildi (Bknz bolim 3.2.3.8). HB2 geninin Ct degerleri ile 6rneklerin Ct degeri bolim
3.2.3.8 de belirtigi gibi analiz edildi.

Inhibisyon sonuglar1 incelendiginde PC-3 hiicre hattinda KLK4’ iin ifadesinin hipoksik
(CoCly) gruplarda ifadesinin 2 kat arttigi TGF-p ve CoCl, birlikte uygulanan gruplarda ise
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TGF-B’ ya bagli bir azalmanin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.56) Bu durum sitokin
uygulanan gruplardaki mRNA ifadesiyle tutarlidir ve burada tekrar teyit edilmistir. SMAD
yolunun inhibitérii olan SIS3 ve TGF-B’ in birlikte uygulandigi gruplarda ise hem
normoksik hemde hipoksik sartlar altinda g¢alisilmistir. Normoksik kosullarda SMAD
yolunda bir inhibisyon goriilmezken hipoksik kosullarda SMAD yolunun inhibe oldugu ve
dolayisiyla bu yol kapandiginda KLK4’ iinde ifadesinin azaldigi goriillmektedir. Bu da
KLK4’ iin hipoksik kosullarda TGF-B bagimli SMAD yolu {izerinden ifadesinin
diizenlendiginin gostergesidir. KLK4’ {in ifadesi diger yolak inhibisyonlar1 igin
incelendiginde ise, SAPK/JNK yolu inhibitérii olan SP600125 ve TGF- uygulanan
gruplarda hem normoksik hemde hipoksik kosullarda bu yolun inhibe oldugu ve KLK4’
iinde ifadesinin azaldig1 goriilmektedir. P38/MAPK (PD169316), MEK (PD98059) ve
PI3K (Wortmannin) yolak inhibitorlerinin uygulandigi gruplarda ise sadece hipoksik
kosullarda bu azalmanin oldugu goriilmektedir (Sekil 4.56). SMAD2, SAMAD3 ve
SMAD4’ iin SMAD inhibitorii olan SIS3 uygulanan gruplardaki ifadesine baktigimizda ise
hem normoksik hem de hipoksik gruplarda inhibisyonun gerceklestigi ve buna baglh
olarakta SMAD2, SMAD3 ve SMAD4’ iin ifadesinin de diistiigii goriilmektedir (Sekil 4.57
B,C,D)
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Sekil 4.56: PC-3 hiicre hattinda yolak inhibitdrlerinin KLK4 mRNA seviyesine etkisi.
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Sekil 4.57: (A) PC-3 hiicre hattinda tiim gruplarda HIF-1a. mRNA ifadesinin Real Time
PZR ile analizi (B) PC-3 hiicre hattinda yolak inhibitorlerinin SMAD2 mRNA seviyesine
etkisi (C) PC-3 Hiicre Hattinda SMAD3 mRNA ifadesinin Real Time PZR ile analizi (D)
PC-3 Hiicre Hattinda SMAD4 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanli PZR ile analizi.

LNCaP hiicre hattinda yapilan inhibisyon mRNA analizleri incelendiginde, KLK4’ iin
ifadesinin hipoksik (CoCl,) kosullarda arttigi ayrica hem normoksik hemde hipoksik
sartlarda uygulanan TGF-p sitokinine cevabi oldugu goriilmektedir (Sekil 4.58). Ozellikle
hipoksik TGF-B uygulanan gruplarda hipoksik grup ile karsilastirildiginda 2 katlik bir artis
goriilmektedir. SMAD inhibitérii olan SIS3 uygulanan gruplarda KLK4 iin ifadesine
bakildiginda, hem normoksik hemde hipoksik kosullarda bu yol inhibe edildiginde KLK4’
tinde SMAD yolu ile birlikte ifadesi diismiistiir. Bu da yine KLK4’ {in ifadesinin SMAD
yolu ile diizenlendiginin teyidi olmustur. SMAD bagimsiz yolaklar olan SAPK/JNK,
MEK, P38/MAPK ve PI3K sinyal iletim yollarinda KLK4 mRNA ifadesinin hem
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normoksik hemde hipoksik TGF- gruplarinda azaldigi gorilmektedir (Sekil 4.58). SMAD
yolu inhibe edildiginde SMAD2’ nin ifadesinin hem normoksik TGF-f3 da hemde hipoksik
TGF-pB da azaldigi, SMAD3 ve SMAD4 iin ise sadece hipoksik olan TGF-B da ifadesinin
azaldig1 goriilmektedir. Buda TGF-B’ nin SMAD yolu ile ifadesinin, hipoksi tizerinden
diizenlendigini gostermektedir. (Sekil 4.59 B,C,D).

Bl Normoksi
3 Hipoksi

Kat KLK4 mRNA Ekspresyonu
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& k=) Q x A
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Sekil 4.58: LNCaP hiicre hattinda yolak inhibitorlerinin KLK4 mRNA seviyesine etkisi.
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Sekil 4.59: (A): LNCaP Hiicre Hattinda tiim gruplarda HiF-1a. mRNA ifadesinin Gergek
Zamanl PZR ile analizi. (B): LNCaP hiicre hattinda yolak inhibitorlerinin SMAD2 mRNA
seviyesine etkisi. (C): LNCaP Hiicre Hattinda SMAD3 mRNA ifadesinin Gergek Zamanl
PZR ile analizi. (D): LNCaP Hiicre Hattinda SMAD4 mRNA ifadesinin Ger¢ek Zamanlh
PZR ile analizi.

4.5.5 Inhibisyon Cahsmalarinda Western Blot ile Proteinlerin Belirlenmesi

PC-3 ve LNCaP hiicrelerine TGF-B ve CoClz uygulamalari sonucu hiicrelerden 6 saat
bitiminde yapilan protein izolasyonu sonunda, ornekler SDS jellere yiiklendi ve jelde
yiiriitiildii. Bu islem sonunda jeller PVDF membranlara aktarilmak iizere transfere alinarak
1 gece +4 °C de transfere birakildi. Transfer sisteminden alinan membranlar sirasiyla
bloklama ve yikama islemleri yapildi. Membranlar KLK4 primer antikoruyla (1pg) 1 gece,
SMAD?2/3 antikoru (1/500) ile 1-1,5 saat, PI3K, NFKp, SAPK/JNK ve P38 MAPK
(1/1000) antikorlar ile ise 1 gece muamele edildikten sonra, 5 dakikalik siirelerle 3 kez

tekrar yikama islemleri gergeklestirildi. Yikama isleminden sonra sekonder antikorla
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(1/5000) 1 saat oda sicakliginda inkiibe edildi. Fusion FX VILBER LOURMAT cihazinda

sonuclar goriintiilendi.

PC-3 hiicrelerinde yapilan inhibisyon c¢alismalarinda KLK4’ {in protein ifadesine
baktigimizda, hipoksiyada ifadesinin arttii, normoksik TGF-B da ise ifadesinin azaldigi
goriilmektedir. TGF-B daki bu azalma hipoksik kosullar1 baskiladig: i¢in hipoksik TGF-f
da dolayisiyla belirgin olmayan bir artis gozlenmistir. Ayrica sitokin uygulan gruplarda
verilen PC-3 6 saat protein sonuglariyla koreledir. Burada tekrar teyit edilmistir. SMAD
inhibitorli uygulanan gruplar incelendiginde, normoksik TGF-f da herhangi bir inhibisyon
gdzlenmemistir. Hipoksik gruplarda ise SMAD inhibitérii olan SiS3 uygulamasi sonucu
hipoksik TGF-p da inhibisyonun gerceklestigi ve buna bagli olarakta KLK4 protein
ifadesinde azalma goriilmektedir. Diger yolak inhibitorii uygulanan gruplarda ise hipoksik
kosullarda KLK4’ {in ifadesi incelendiginde ise tiim gruplarda KLK4’ iin ifadesinde
azalma oldugu goriilmektedir (Sekil 4.60).
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Sekil 4.60: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
KLK4 protein seviyesine etkisi.

PC-3 hiicrelerinde yapilan inhibisyon calismalarinda SMAD2/3’ {in protein ifadesine
baktigimizda ise normoksik kosullarda yine daha onceki sonuglarimizla korele olarak
TGF-B uygulanan gruplarda artis oldugu ve hipoksiyada normoksiye oranla bir artmanin
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oldugu goriilmektedir. Yine diger sonuclarimizla tutarli olarak hipoksik TGF-B da bu

ifadenin azaldigr goriilmektedir. SMAD inhibitorii uygulanan gruplara baktigimizda ise

hem normoksik hemde hipoksik gruplarda bu ifadenin azaldigi gortildi (Sekil 4.61).
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Sekil 4.61: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
SMAD2/3 protein seviyesine etkisi.

PC-3 hiicrelerinde yapilan inhibisyon c¢alismalarinda SMAD bagimsiz yolaklarin protein

ifadesi incelendiginde, PI3K protein ifadesinin hem normoksik hemde hipoksik TGF-§
gruplarinda inhibe oldugu ve ifadesinin de azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.62). SAPK/INK
46 kDa ve SAPK/INK 54kDa alt birimlerinin protein seviyesine baktigimizda, sadece

normoksik grupda inhibisyonunun gergeklestigi goriilmektedir (Sekil 4.64, Sekil4.65).
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Sekil 4.62: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
PI3K protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.63: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
NFKp protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.64: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
SAPK/INK 46 kDa protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.65: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
SAPK/JINK 54 kDa protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.66: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
p38 MAPK protein seviyesine etkisi.

LNCaP hiicre hattinda yapilan inhibisyon protein deneylerinde KLK4’ iin ifadesi
incelendiginde, hipokside, normoksik TGF-B da ve hipoksik TGF-B da ifadesin arttigi
goriilmektedir (Sekil 4.67). Bu sonuclar sitokin uygulamalari sonucu verilen 6 saat
sonuglari ile tutarlidir. SMAD inhibitérii olan SIS3 uygulanan gruplarda ise, inhibisyonun
gerceklestigi ve KLK4’ {in de protein ifadesinde azalma oldugu goriilmektedir. Bu da
KLK4’ iin ifadesinin TGF- B sinyal iletim yolu lizerinden SMAD bagimli yoldan
gerceklestigini gostermektedir. SMAD bagimsiz yollar olan diger yolak inhibitorleri
uygulanan gruplar incelendiginde ise KLK4’ {in ifadesinin tiim yollarda azaldig1

goriilmektedir (Sekil 4.67).
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Sekil 4.67: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
KLK4 protein seviyesine etkisi.

LNCaP hiicre hattinda yapilan inhibisyon calismalarinda SMAD2/3 protein seviyesi
incelendiginde SMAD inhibitorii olan SIS3 uygulan gruplarda hem normoksik hemde
hipoksik kosullarda bu yolun inhibisyonunun gergeklestigi ve SMAD protein seviyesinin
buna baghh olarak azaldigr goriilmektedir (Sekil 4.68). SMAD bagimsiz yollar
incelendiginde PI3K, SAPK/INK 46 kDa, SAPK/INK 54 kDa, MEK ve p38/MAPK sinyal
iletim yolunun ifadesinin hem normoksik hemde hipoksik kosullarda azaldigi gozlendi
(Sekil 4.69-73).
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Sekil 4.68: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitérlerinin
SMAD?2/3 protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.69: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitorlerinin
PI3K protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.70: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
NFK protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.71: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
SAPK/JINK 46 kDa protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.72: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
SAPK/INK 54 kDa protein seviyesine etkisi.
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Sekil 4.73: LNCaP hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda yolak inhibitdrlerinin
p38 MAPK protein seviyesine etkisi.

4.6 Insan KLK4 Promotor Parcalarmin Klonlanmasi

4.6.1 KLK4 Promotor Biyoinformatik Analizleri

KLK4 promotor bolgesi i¢in klonlama primerleri hazirlayabilmek i¢in genin promotor
bolgesi NCBI (National Center for Biotechnology Information) data bank kullanilarak
bulundu. Promotor bodlge icin NCBI da 19. Kromozom iizerinde genomik sekansta
NG 012154.2 iizerinde ¢alisildi. Bulunan dizide 6ncelikle genin ekzon bolgeleri bulundu.
Olas1 3 Transkripsiyon baslangi¢ bolgesi iceren KLK4 geninin 1. Ekzon tizerinde bulunan
ATG yukarisindaki yaklasik 2000 baz ciftlik dizi promotor bdlge olarak segildi. Bu
bolgede hedef promotor parcalarinin olusturulabilmesi i¢in dizi {iizerinde olasi
transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri analiz edildi. Bu ¢alismadaki hedefimiz hipoksik
cevab1 aydinlatmak oldugu icin oncelikle HIF-la transkripsiyon faktorii baglanma
bolgeleri bulundu. Caligmamizdaki bir diger hedefimiz TGF-f sitokin cevabinin
aydinlatilmasi oldugu icin bu sitokinin kullandigi transkripsiyon faktorleri olan SMAD
transkripsiyon faktorii baglanma bélgeleri ve HIF transkripsiyon faktorlerinin baglanma
bolgeleri, TF Matinspector programi ile biyoinformatik olarak belirlendi. Bu analizler
sonucunda klonlama bdlgeleri i¢in primer dizayni yapildi. Primer dizayninda primerlerin

KLK4 blast oranlari, Tm sicakliklart ve hairpin yapilar1 analiz edildi.
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Sekil 4.74: KLK4 Promotor (P) Pargalarinin temsili sekli; P1: 1104 bg (-447/+657), P2:

760 bg (-103/+657), P3: 391 bg (+267/+657), P4: 102bg (+555/+657).

19. Kromozom fizerinde lokalize olan KLK4, 5 ekzondan olusmaktadir. ilk ekzonu

tizerinde bulunan ATG baslangic kodonu bulunarak bu bdlgenin 1104 baz ¢ifti yukarisi

tespit edilip ilk promotor pargasi olarak se¢ildi. Ardindan transkripsiyon faktorii baglanma

bolgeleri dikkate alinarak kisaltilmis promotor pargalar belirlendi.

~ Genomic context

See KLK4 in Genome Data Viewer
Location: 1%g13 .41
Exon count: &
Hr.l e Status Assembly Chr | Location
release
109 current GRCh38 p12 19 NC_00D0019.10 (50906352, 50910745
(GCF 000001405 38) complement)
105 presvious GRCh37 p13 19 NC_000019.9 (51409608.51413954
assembly (GCF 000001405 35) complement)
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~ NCBI Reference Sequences (RefSeq)

= RefSeqs maintained independently of Annotated Genomes

NG_012154.2 RefSeqGene

50014337
zanBank FASTA Sequence \ewes (Graphis)
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Homo sapiens kallikrein related peptidase 4 (KLK4), RefSeqGene on  RunBLAST

chromosome 19

NCBI Reference Sequence: NG_012154.2
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& Prev Page | Next Page ()| 4\ Fiip Strands |#=° None - | & Go To Position

Pick Primers

Highlight Sequence
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5 2 - Find:
4,508 S K

Sekil 4.75: KLK4 promotor bolgesinin NCBI’ dan tespiti.
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CACTTGCCCAAGGTTCCARARATAGTTCGTIGATGTAGGCTGGATACGAACCTGGGGARATITGCTGGAGAAGCACAGARAGAGA
GGGAIGMGGAGGAGG% CAGAGAGATTTAATTT AR A A AGAGARAGAACATGAGAGAGAACAGGAGAGARTGAGAGG
ARRTGRAAGARAACAC TGAGAGARAGARAGAAGARGAGARAGAGARRATGAGAGATACAGG
CAAGAGAGAGGTATCTCATGAGAGAGARTARGRACATGAR A AGAGARAGARTGAGAGAGAGAGAGAGRARGARARAGGAGAGTIG
GAGTICTAGGATCIGGGCAGGGGTCICCTCCCTGGGTCCCTAGACCCTGCTGCCAGCCCCTTICTGGGCCCCCAACCACTIGCCIGG
TCAGAGTITGAGGCAGCCTGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACCTGACCCCTGGAACACATCCCCTIGGGGGCAGGCCAGC
CCAGGCTGAGGATGCT TATAAGCCC R L o B AR CAGCAGGCTGEAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGA
GCCCAGAGGTGGCCGEGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTARAAGCCTGCAGTIGTITCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTICCA
TGICGCTGGATTCTCAGCCICTGIGCCTICTGICTCCACATCTICTICTAGACAGATCTCTCACTGICTCTAGTITAGGAGTICACTG
ICTCTAGTTAGGGGTICTCICTGICTICTICTIGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTICTCTGAGCGATATCTCICAAGC
ACTCIGICICTCCGGCTCTIGATTCTCIGTGTGTCTTCCCTCCATGCTIGTITGTGGG Tt T ACACAC AT I CIC CCATICA
CAGATGGCTAGATGCTITTCICTARACTTITCCTTITICTACCTAGTICICTICICTCICTICICTITTTCCCATCICTCTICICICTITITITT
CICICTICAGICTICTARATCIGTCICTICTAGGTICTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTICTIGCCTACCT
AATAACGICCnggggggﬁgﬁg&ggg&gg%&CﬂAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCIGAAGAICCCCAGACACGGCTAAGIC
TCAGTCCTCATCCCCAGGIGCTGACGTIGA CACAGCAGGARATCCCTGGGGCTGGTTICCTGGGGTACCTCATCCTTGGTIGT
CGCAGGTATCT CIGTCCGIGCTTGGGGGCACAGTGTITIGITARTGTTCAGGTIGTGACTCAGTIGICC
TCITGCITGIGACTGCARAGCTGCCTGIGAGACGGTACCGTIGTITATCCGTICCCCCATGGCTGTIGCCCCTGCAACTCCTTIGTIATC
CIGGTARATTITIGTGIGTIGGCAGIGTIGCCTIGEGTIGIGIGGTIIGTACCTGTGAGACTCTGACAGTTITGTIGCCICTIGAATATCIGGT
CGAGTGACARCAGTGTAATGATGATATGGGCACAGEGGARGCCGAGGGTGCAGGAGATIGIGCTICCTIGGEGCGTGATCCATIG
CTGGGAATCTGIGCCTGCTTICCTIGGETCTICAGTCCTGAGATCCCCCTCTCCCATCCCCAAGGAACTCACCTCACAGGACTATA
ARACGETGTITTIGGIGTIGCATGGGCTTIGIGGCTIGETGIGACTGTICGGGCARGGCTGGGAGAGGATAGGAGTGACTCGGCGCAGG
ACCGACTCTTTGAGCATCAGTCTGCGCAGACARGTGACCCGATCCTTIGCTCCCAGCAACARACTCCACCCCCTGAGCTTITAATIC
ACCCCGAAGGACCCGATCCTACTGCTATGAGCCTAGACTCCTCTIGTTGAACCCCTCCTGACCGTGGCTTITGCACCGCGATGGCA
CCAGTICTCACCTCCAGAGCTCACCCCAGAGCCCTGACTCCGCCCCAGAAGCCCTGGTCCCACCTICTGAGACTGCCTCTAGCCA
TAACCCAGCTICTTGARGCCTTGATGGCGCCCCTGCGCTGTAACCCCAACCCTAGGAGCACTGATCCCGCCTTCTCAGCCCACCC
CCATGCCCTGACTICTCCICCCAGGAGCCCTGACTACCCTGAATCCCTGACCAGGCTCCTGCACCGTGATCACCGCCCCTGGGAG
CCCTAGGCCTATATCCTGGACCAGCCCCTGAAGCTCCGATCATGACCCCTGCACCATARCCCCACCCCCAGGAGCCCTGGGTICC
GCCCCCTGGGECCCGCCCCCAGCCCTGACTCGGCCCCCCARGAGTCCTGACTGCTCCTGAAGCCCTGACCACGCCCCTGCTICGGT
AACCCCTCCCCCAAGAGCCCTIGGGCCCGCCTICCTIGAGCCCGTTCCCAGCCCTGACTCCGCCCCGAGGAGCCCTIGACTGCTCCIG
AARCCTCTGACCACGCCCCTGCTCGGTARGCCCACCCCCAGGAACCCTGGGCCCGCCTCCTIGGTCCCGATCCCATCCCIGACTCC
GCCCTCAGGATCGCTICGICICTGGTAGCTGCAGCCARATCATARACGGCGAGGACTGCAGCCCGCACTCGCAGCCCTGGCAGGC
GGCACTGGTCATGGARARCGAATTGTTICTIGCTCGGGCGTICCTIGGTGCATCCGCAGTGGGTGCTGTCAGCCGCACACTGTITICCA
GAAGTGAGTGCAGAGETAGGEGGAGTGGGCAGGGCCTGGETCCGEEGGCEGEGECCTAATATCAGGCTCATCTTGGGGTIGCTICAG
GGGGARACAGCGGTGAAGGCTCTGGGAGGAGGACGGAATGAGCCTGGATCCGGGGAGCCCCAGAGGGAAGGGCTGEGAGELGGG
AATCTITGCTICGGAAGGACTCAGAGAGTICCTGACTIGARATCTCAGCCCAGTGCTGAGTCTCTAGTGAACTARAGGCARAGTTICTIT
GICCCIGARTTITIGCTGARTCAGGATTIGAGACCATGGTTAAGTAGCTCTTAGGGTGTITTAGCGARGAGGCTGGGETIGGEEETT
AGGAGATGGGGATGGGAATGEGGTTGARGATGAGAATGGAGGTAAGGATGTAGTTGCCACAARACTGACCTGCCCTICCGIGGEC
CACAGCTCCTACACCATCGGGECTGGGCCTGCACAGTCTTIGAGGCCGACCAAGAGCCAGGGAGCCAGATGGTGGAGECCAGCCTC
TCCGTACGGCACCCAGAGTACAACAGACCCTITGCTCGCTAACGACCTCATGCTCATCAAGTTGGACGAATCCGTGTICCGAGICT
GACACCATCCGGAGCATCAGCATTGCTICGCAGTGCCCTACCGCGGGGAACTCTTGCCTICGITICTIGGCTGGGGTICTIGCTIGGCG
AACGGTGAGCTCACGGGTIGTIGTIGICTGCCCTICTICAAGGAGGTCCTCTGCCCAGTCGCGGGEGGCTGACCCAGAGCTCTGCGICC
CAGGCAGARRTGCCTACCGTIGCTIGCAGTGCGTGAACGTGTICGGTIGGTGICTGAGGAGGTICTGCAGTAAGCTCTATGACCCGCTIGT
ACCACCCCAGCATGITCIGCGCCGGCGGAGEGCARGACCAGRAAGGACTCCTGCAACGTGAGAGAGGGGARAGGGGAGGGCAGGC
GACTCAGGGARGGGTGGAGAAGGGGGAGACAGAGACACACAGGGCCGCATGGCGAGATGCAGAGATGGAGAGACRACACAGEGAG
ACAGTGACAACTAGAGAGAGARACTCAGAGARACACGAGARATARACACAGCARTARAGAGAAGCARAGGARGAGAGARRACAGRR
ACAGACATGGGGAGGCAGAAACACACACACATAGARATGCAGTTGACCTICCARCAGCATGGGGCCTGAGEGCGGTGACCTICCA
CCCARCAGRRRATCCTCTTATAACTITIGACTCCCCARRRACCTGACTAGARATAGCCTACTGTTGACGGGGAGCCTTACCAAT
AACATRAAATAGTCGATTTATGCATACGTITITATGCATTCATGATATACCTITITGTITGGARTTITITTIGATATITCTARGCTACACA
GTITCGICTIGIGARTTITTTITARATIGTIGCARCTCTCCTARARTTTTITCTAATGTGTITATTGRAARARATCCAAGTATAAGTGG
ACTIGTIGCAGTTCARACCAGGGTITGTTCAAGGGTCAACTGTGTACCCAGAGGGARACAGTGACACAGATTCATAGAGGTGARAC
ACGAAGAGAARRCAGGARA A ATCAAGACTCTACRAAGAGGCTGGGCAGGGTGGCTCATGCCTGTAATCCCAGCACTITGGGAGGC
GAGGCARGGCAGATCACTIGAGGTAAGGAGTTCAAGACCAGCCTGGCCARAATGGTGARRTCCTGTICTGTACTARARATACARRR
GITAGCTGGATATGGTGGCAGGCGCCTGTAATCCCAGCTACTIGGGAGGCTGAGGCAGAAGARTTGCTTGRAATATGGGAGGCAG
AGGTTGARGTGAGTTGAGATCACACCACTATACTCCAGCTGGGGCAACAGAGTAAGACTCTGTICTCARAARARARADARADAND
AAGACTTITACRARAGAGATGCAGAGACACTGAGACAGATARRACAAGCCACRARAGGAGACARAGGAGAGACAGACAARACAGARACH
GACAGACCACAAGCCCAAGAGAAGCAGCCAGCATTCAGGACATAGGACATCGGGARGCAGCGATTAGATGARGTCAGGGATCTIGG
AATGGGACTICCAACAGATATGTIGCTIGGGCTATGTITGTTATIGATGATGGTTICTGICTITITGITTICTICAGTICTCATTTAGTIICC
TTITCTIGAGCCCACATCCATTITCCACCTCTICTIGIGITTTIGAATTCIGACTCTICCCTICTCTTCACAACAGGGTGACTCTIGGGGGGE
[CCCTGATCTGCAARCGGGTACTTGCAGGGCCTITGIGICTITCGGARRAGCCCCGTGTGGCCRAGTTGGCGTGCCAGGTGTICTACA
CCARACCTCIGCARATTCACTGAGTGGATAGAGAARACCGTCCAGGCCAGTTARCTCTGGGCGACTGGGARCCCATGARATTGACC
CCCARATACATCCIGCGGAAGGAATTCAGGRATATCTGTITCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGGCCCAGGAGTCCAGGCCCCCAGCC
CCTCCTCCCTCARACCAAGGGTACAGATCCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGACCCCCCAGCCCCTICCICCCT
CAGACCCAGGAGTCCAGCCCCTICCTCCCTCAGACCCAGGAGTCCAGACCCCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCAGGAGTICCAG
CCCCTICCTICCCTCAGACCCAGGAGTCCAGACCCCCCAGCCCCTICCTCCCTCAGACCCAGGGGTCCAGGCCCCCARCCCCICCTIC
CCTCAGACTCAGAGGTCCAGGCCCCCAACCCCTICCTTICCCCAGACCCAGAGGTCCAGGTCCCAGCCCCTCCTCCCTCAGACCCA
GCGGTCCARTGCCACCTAGACTCTICCCIGTACACAGTGCCCCCTITGTIGGCACGTTGACCCAACCTTACCAGTTGGTITTTITICATT
TTTIGICCCTITCCCCTAGATCCAGAAATARAGTCTAAGAGAAGCGCAGGTTCIGTITITGTAGIGICCTICCTIGCTIICCCCTIICC
ATTCRAAGAGATTCCAGCARATGGCTTITCCCICCATGGGTCGCATTITCCCTATCIGGGARATGCGAGCTTTGACCAGGAGGGCCA
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Sekil 4.76: KLK4 gen dizisi. (Sar1 renkler KLK4 promotor dizileri, pembe renkler KLK4
ekzonlari, yesil renkler KLK4 intronlar1 ,mavi renk 3’UTR bdélgelerini gostermektedir,
siyah oklar forward primerleri, kirmizi ok ise tiim promotor pargalarinda kullanilan ortak
reverse diziyi isaret etmektedir).

TF binding MATINSPECTOR web sayfasi kullanilarak, insan KLK4 genine olasi

baglanan transkripsiyon faktorleri analiz edildi ve promotor primerlerine karar verildi.

GEARAGACTETTAGEGRCCCACGRCAGACACACACACACRGAGRCATTCCTEOCTCETCECEETCACCTEOGEECACTATCCCT
T B £ 0 P A 1 P T = 1 1 R 1 e 0
HRE BOLGESI
CTEATGEACTCCCCECTATITCTORACAST T ACCTOEECC TR CCC TG TECACCCTCOsCEETCTACGECRCCCTCTCAL
CCCCCRCCCCCCTTECORCACCTATECETCTCCACARGATCCETARAGCGCARGCCAGCAGACCARGCCTCCACECCRTCCTTE
] O 2 0 0 = £ O Y e o g U
VYertebrate SMAD family of trapscription factors
CTCTICTTCTCCCTTEACCCCGTCACCTCOCACCTEEECTE T TECCACT GCCCCCCECCCoECCCoCACCATCACTCTCCRRECT
CoARCTTITTALR AN CTARATARCATTATCTCACT CCATCCTCETECT TAR A TCCATTECACTTARGTAR AR COCRACCTCCT
TARTCCTECTACCT AR R CTCCTECARGCCCECOCEET TCCCEETCT GO TCCTACCOECCCTRCCCT OCTACCCECOCTEOC0D
B 3 e 0 = = B 0 e ] 1 1 1N
CAGCTTARATCITCCCCTTCTCTRARTCTCCCOeACCRACCACCTTATATGC TG TCCCTRCASTTTTCCT I TATESTCTCTRCOD
] 0 T 0 - P 1 0 e e =0 2 0 11 P 11 0
ammwm“TmmnmmeLMﬁwﬂﬂwnrmcﬂmmmmmmmmwxxmmmmmi
GCCTTTCCCT oA AT TAC e TCT T T e A AT O AT ToC oA R A T CeCECATAA T CTCACTOCACT T TTACACTTECAR AR A CACECT
CACAGGEGTGECLCTCACTTECCCARGETTCCLARRATA GIICaIGA"GTﬂCaETGGATAﬂSiﬂECTGGGGTHATT”GCIC”‘SA

LECRCRGRARCLCRECER .IGK‘.SGAGGAGC—AITTFA ARRGACRRRGRACATEACRCAGRRCER
P1-FORWERD

AR R AT E A R TR e R R R R R e A T R T e C L C L L AR TR CACA R CAR L ER R CA RCACAR R CRERED
EL'I SRR R TR R e R R R A R e T AT T AT R R R R A TR R R R R TR AR A R G R R E R B TER CRCRCAGRCREREE
AR R CT AT CT A AT CT R T CTCCT OO ST G T CCCTRCACCCTEC TECCRECCCCTICTEEECCCT

CAACCACTCCCTEGTCACAET TEACCCACCCTCACALE CTEACCCCTEEARCACATCOCCT
| = BOLGEST

ETF-1 angillary Sequence family
GEGEECAGECCAGCCCAGECTCACGAT G T T TAT ARG OO T AR GEAGGCCCCTECEaEEAGECACCACECTECAGCTCAGCTCAGT
ACTCEERATCC A GEA G O A E TR O EEET AR A RGO TEGTeRTCCCCCACTARR RECCTRCAGTETTCATRATCCRRCTC
TOCCTACAGCTCCATGTCECTeGATTCTCAGCCTC TG TGO T ICTETC TCCACATCTCICIAGACAGATCICTCACTGTICICTR
SMED SEE CONSEMSUS OLIGOWUKLEOTID
GTTAGEAGTCACTGTCTCIAGT TAGEGETCTCTCIGICTCTCTGARTCTATATCTCCATCTCTARCTCTCR
MI@A@E_&H:I-:ICTCIC:G:E'IETG;.II:I-:IGTGIGICII-:D:TCEAIG:ITGTITSI:G:TGGCI;.:
P3-
ACACCRTCT T OO CCAT TR AR TEeCTACATEC T T TC T TAR A ST T TCC T T TCTACCTACT T TCTCTCTCTCTCTCTTTTE
CCATCTCICTCICTCTITITCTCTCTCAGTCICTRAR TCTETCTCICTAGET TCIGEEICCAT CoRTREEAGACEEEETAGATE
GICTAG
Smad4 | trapscription factor inwolyed in TGF-beta gignaling/SMRDZ VE SMADA

PALINDROMIE DIZI/Vertebrate SMAD Family of itranscription factora
chMmMETMTM_WMmemmMDm

HEE BOLGESI P4-FORWARD

GACACBGCTAAGTCICAGTCCTCA AT

P-BEVERSE

Sekil 4.77: KLK4 promotor bolgesine olasi transkripsiyon baglanma boélgeleri (Gri
isaretlenen bolgeler olas1 baglanan transkripsiyon faktori bolgelerini gdstermektedir, mor
renkler promotor dizileri)

133



T:A klonlama yapabilmek amaciyla ilk olarak promotor parcalart pGEMT Easy vektoriine
atilmast planlanmig ve ardindan pMetLuc Reporter haberci vektoriine alt klonlama
yapilacagi i¢in, promotor bolgeleri igin se¢ilen primer dizlerinin u¢ kisimlarina restriksiyon
enzimi kesim bolgeleri konulmustur. PGEMT-Easy (Sekil 3.1) ve pMetLuc (Sekil 3.1)
vektorlerinde geni kesmeyen ve uyumlu kesim bolgeleri bulunmadigindan klonlama
primerlerine restriksiyon enzimi kesim bdlgeleri eklendi. Bu enzimlerin segiminde,
enzimlerin genin i¢inden kesmemesine ve pMetLuc Reporter vektoriiniin MCS’ si {izerinde
yer almasina dikkat edildi. Bu strateji ile se¢ilen Xhol ve HindIII enzimleri (pGEMT Easy
vektoriinde olmayan fakat pMetLuc Reporter vektoriinde bulunan) promotor bolgeleri i¢in
secilen dizilerin u¢ bolgelerine eklendi. pGEMT Easy vektoriine klonlanan KLK4
promotor pargalart Xhol ve HindIII enzimleri ile kesilerek bu vektorden ¢ikartilmasi ve
ardindan bu vektérden ¢ikarilan promotor parcalarinin, ayni enzimlerle kesilen pMetLuc

Reporter haberci vektoriine kolaylikla ligasyonlariin gerceklestirilebilmesi planlanmistir.

Xhol Hindll

] R © Jousuan o] 37°T v [ coc [ R Rit 2 B 37°J ¢ty e

5...CTCGAG...3 5...AAGCTT...3
3...GAGCTC...5 3...TTCGAA...5

Sekil 4.78: Kullanilan restriksiyon endoniikleaz Enzim dizileri.

Tablo 4.9: insan KLK4 promotor dizileri.

Primer %GC Tm°C Dizi (5’-3) Uriin Baz

Ad1 Biiyiikliigii sayisi
(bo)

KLK4prol 48.1 57.9 CTCGAGGGAGAGAGAGAGAGAGATTTA’ 1104 27

104bg (P1) Xhol

KLK4proF  55.2 64.4 CTCGAGGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCAC 760 29

760bg (P2) Xhol

KLK4proF 50 58.4 CTCGAGGACTGTCTCTGAGGATATCT 391 26

391bg (P3) Xhol

KLK4proF 60 70.9 CTCGAGCAGAGGGAAGAAAGGGAGG-3 102 25

102bg (P4) Xhol

KLK4proR  59.1 62 AAGCTTCACGTCAGCACCTGGG Hepsi igin 22

HindIlI

ortak reverse
primer
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4.6.2 Genomik DNA izolasyonu

KLK4 Promotor bdlgelerini klonlamak amaciyla PC-3 hiicrelerinden genomik DNA izole
edildi. Bu izolasyon i¢in Analytik jena innuprep DNA Mini Kitin protokolii uygulandi.
Genomik DNA % 0,8’ lik agaroz jelde yiiriitiildii. Genomik DNA’ larin miktar tayini igin

mikro drop kullanilarak dl¢timler alindi.

Sekil 4.79: izole edilen genomik DNA agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: 1kb marker,
1-2 ve 3 genomik DNA).

4.6.3 insan KLK4 Promotorlarimin Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile Cogaltilmasi

Oncelikli olarak calismalarimizda kullanilacak tiim primerler 100ng/plLolacak sekilde
steril ddH20 ile laminar flow igerisinde sulandirma islemleri yapildi. Ana stoklar ve her bir
primer i¢in en az 3 alikot etiketlenerek -20 °C” de saklandi. PZR ¢alismalarinda primerlerin
calisma kosullarmin optimizasyonu icin farkli stratejiler denendi. Oncelikle PZR’ da
baglanma sicakligt hem manuel olarak hem de web bazli programlar kullanilarak
hesaplandi. Kalip olarak farkli miktarlarda genomik DNA’ lar, MgCl2’ nin farkh

konsantrasyonlar1 ve farkli polimeraz enzimleri denenmistir.
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Tablo 4.10: KLK4 promotor ¢ogaltma PZR No:1 ve No:2 (One Tagq.ile).

1104b¢ 1104b¢  760b¢  760b¢ 391b¢ 391b¢ Hp2 Hp2
Tiip No 1 2 3 4 5 6 7 8
gDNA (624ng) 15 15 15 - 15 - 1(PC-372h) -
One Taq Master Mix 25 25 25 25 25 25 25 25
Forward Primer 1 1 1 1 1 1 1 1
Reverse Primer 1 1 1 1 1 1 1 1
ddH.O 21.5 21.5 21.5 23 215 23 22 23
Toplam 50 50 50 50 50 50 50 50

Tim miktarlar mikrolitre (uL) birimindedir.

Tablo 4.11: KLK4 promotor ¢ogaltma PZR No:3 (One Tagq.ile).

102b¢  102b¢ 102b¢ 102b¢ 102b¢ NK
Tiip No 1 2 3 4 5

gDNA (624ng) 2 2 2 2 -

One Taq Master Mix 25 25 25 25 25
Forward Primer 1 1 1 1 1

Reverse Primer 1 1 1 1 1

ddH,0O 21 21 21 23 23
Toplam 50 50 50 50 50

Tiim miktarlar mikrolitre (uL) birimindedir.

Tablo 4.12: KLK4 PZR No:1,2 ve No:3 dongii kosullar1 (One Taq ile).

One Tag Polimeraz Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 94°C 30sn 1
Denatiirasyon 94°C 30sn 35
Baglanma 65°C 1dk 35

Uzama 68°C 1,5dk 35

Final Uzama 68°C 5dk 1
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Sekil 4.80: PZR No:1 Agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Marker 1kb, 1 ve 2 1104bg
promotor pargasi, 3: 760 b¢ promotor pargasi, 4: Negatif Kontrol 760bg, 5: 391 bg
promotor pargasi, 6:NK 391 be, 7: PK HB2, 8: NK HB2).

GeneRuler 100 bp |
bp  ng/l

5 4 3 7 S | M

1.7% agarose

Sekil 4.81: KLK4 102 bg¢ promotor primerinin PZR No: 3 agaroz jel elektroforez
goriintiisii (1, 2, 3 ve 4 102 b¢ promotor parcasi olan P4, 5: Negatif kontrol, M: 100 bg
marker).

One Taq polimeraz enzimi ile primerlerimizin calistigindan emin olduktan sonra ayni
primerler ile bu kez yine ayni kosullarda ve yine One taq master mix ile tekrar PZR
yapildi. Buradaki amag¢ klonlamaya giderken elimizde daha fazla {iriiniin olmasinin

istenmesidir.
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M1 2 3 4 5 67 8 9 10 11 12 13 14 1516 17 18 19 M

~—

Sekil 4.82: KLK4 Promotor Pargalart PZR No:2 Agaroz jel Elektroforezi Goriintiisii (
M:Marker 1kb, 1-6 KLK4 760 bg promotor ¢ogaltimi, 7: NK 760bg primer, 8: NK 1104 bg
primer, 9-12 KLK4 1104 bg¢ promotor ¢ogaltimi, NK 391 bg primer, 14-19 KLK4 391 bg
promotor ¢ogaltimi).

Sekil 4.81 ve 4.82° de incelenebilecegi gibi PZR cok tekrarli yapildi ve farkli uzunluklarda
KLK4 promotor pargalar1 ¢ogaltildi. Farkli 4 uzunluktaki KLK4 promotor pargalar1 agaroz
jelde yiiritildii. Cogaltilan DNA bantlart UV goriintiileme cihazinda goriintiilenerek
kesildi ve jelden geri kazanma protokolii uygulandi. Elde edilen DNA’ larin 3 ul si tekrar
jele yiiklenerek kontrol edildi (Sekil 4.83 ve Sekil 4.84).

Sekil 4.83: Jelden geri kazanilan KLK4 promotor parcalari agaroz jel elektroforezi
gorintiisii ( M: Marker 1kb, 1: 1104b¢ KLK4 promotor jel kazanimi, 2: 760 b¢ KLK4
promotor jel kazanimi, 3: 391 b¢ KLK4 promotor jel kazanimi, 4: 1104b¢ KLK4 promotor
jel kazanimi 2.Eliisyon, 5: 760 b¢ KLK4 promotor jel kazanimi 2. Eliisyon, 6: 391 bg
KLK4 promotor jel kazanimi 2.Eliisyon)
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GeneRuler 100 bp |
bp ng/o

|

=

L]
P

1.7% agarose

Sekil 4.84: Jelden geri kazanilan KLK4 promotor parcas1 (102 bg) agaroz jel elektroforezi
goriintiisti ( M: Marker 100 bg, 1: 102 b¢ KLK4 promotor jel kazanim iiriinii 1. Eliisyonu.

One tag. PZR No:2 ve No:3 den elde edilen bantlar geri kazanildiktan sonra kalip olarak
kullanilarak Taq Pol. ile tekrar coklu PZR yapildi.

Tablo 4.13: KLK4 Promotor ¢ogaltma Taq DNA Polimeraz ile PZR No:4

1104 b¢ NK 760b¢ 391 be
X3 X2 X2

<
~

Tiip No

One Taq PZR iiriinii (150-200nQ)
Taq Polimeraz

Taq Buffer

MgCl;

Forward Primer

Reverse Primer

dNTP

ddH:0 36.5 36.5 36.5
Toplam 50 50 50
Tiim miktarlar mikrolitre (uL) birimindedir.
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Tablo 4.14: KLK4 Promotor Cogaltma Taq ile PZR No:4 Kosullari.

Taq Polimeraz Sicakhik Siire Dongii Sayisi
Denatiirasyon 95°C 30sn 1
Denatiirasyon 95°C 10sn 35
Baglanma 60°C 30sn 35

Uzama 72°C 30sn 35

Final Uzama 72°C 2dk 1

3 3 2 2 1 1 1 NK NK M

Sekil 4.85: KLK4 Promotor Pargalart PZR No:4 Agaroz jel Elektroforezi Goriintiisii
(M:Marker 1kb, 1: KLK4 1104 bg promotor ¢ogaltimi, 2: 760 bg promotor ¢ogaltimi, 3:
391 bg promotor ¢ogaltimi, NK: Negatif Kontrol).

Sekil 4.85° de goriildiigii gibi Taq pol. ile yapilan bu PZR’ da sadece 1104 b¢ ve 760 bg
cogaltilabilmistir. Bu bantlar jelden geri kazanilarak tekrar jele yiiklenerek kontrolleri
gerceklestirildi (Sekil 4.86).
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Sekil 4.86: Jelden geri kazanilan KLK4 promotor pargalari agaroz jel elektroforezi
goriintlisti ( M: Marker 1kb, 1: 1104b¢ KLK4 promotor jel kazanimai, 2: 760 b¢ KLK4
promotor jel kazanimi, 3: 1104b¢ KLK4 promotor jel kazanimi 2. Elusyon, 4: 760 bg

KLK4 promotor jel kazanimi 2.Elusyon).

4.6.4 insan KLK4 Promotorlarimin pGEM-T-Easy Vektoriine Klonlanmasi

PZR ile dogru biiyiikliikte bantlar elde edilen promotorlardan jelden geri kazanilan bantlar
ANZA T4 DNA Ligase Master Mix ile belirtilen kosullar altinda pGEM-T Easy vektoriine
(Promega) ligasyonu gerceklestirildi. Ligasyonda 1104 bg icin hem one taq. ile yapilan
PZR iiriinii hem de Taq. Polimeraz ile yapilan PZR iiriinii ile ligasyonlar yapildi. 760 bg,

391 bg ve 102 bg i¢in sadece One taq. Polimeraz ile ¢ogaltilan tirtinler kullanildu.

Tablo 4.15: pGEM-T Easy vektoriine ligasyon kosullari.

PGEM-T Easy Vektorii Ligasyon Kosullar
Niikleaz free dH20 7 uL

Lineer Vektor ( pGem T easy vektor) 2 uL (10-100ng)
DNA insert 6 ulL(3:1)

ANZA T4 DNA Ligaz Master Mix 5uL

Toplam 20 uL

Ligasyon islemi i¢in 3/1 oraninda DNA kullanildi. Ligasyon {iriintiniin 3ulL’ si jele
yiiklenerek ligasyon islemi kontrol edildi (Sekil 4.87). Her bir ligasyon {irtinii hem XL1-
Blue hem de JM109 kompetant hiicrelerine transforme edildi.

Bu hiicreler CaCl; ile 1s1 muamelesi sonucu kompetant hale getirilmis ve uzun donemde -

80 °C’de saklanmaktadir. Bu hiicrelerin etkinlik degerleri hesaplanmis ve literatiirde
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Onerilen aralikta olduklari tespit edildikten sonra kullanilmigtir. Bu kompetant hiicrelerine
ligasyon triiniinden 5’ er mikrolitre verildi. Ampicilinli petri kaplarina transformasyondan

once Xgal ve IPTG yayildi ve bdylece mavi-beyaz koloni se¢imi yapilmistir.

M 5 4 2 g M
=

Sekil 4.87: Ligasyon iiriinlerinin agaroz jel elektroforez goriintiisii (M: Marker 1kb, 1:
KLK4 1104 bg¢ One Taq ligasyon iiriinii, 2: 760 bg¢ One Taq ligasyon {iriinii, 3: 391 b¢ One
Taq ligasyon {iriinii, 4: Taq Polimeraz 1104 bg ligasyon {iriinii, 5: Taq Polimeraz 760 bg
ligasyon iiriinii.

1104 b¢ 760b¢ ve 391 bg i¢in toplamda 10 adet petriye ekim yapildi. 102 bg¢ igin ise
toplamda 4 adet petriye ekim yapildi. Bir gece sonunda, petrilerden mavi beyaz koloni
secimi yapildi. Beyaz koloniler olast KLK4 promotor parcalarmni igceren pGEM-T-Easy
vektorlerini tasiyan kolonilerdir. Olusan beyaz kolonilerin rekombinant oldugu

diistinelerek, plazmit DNA izolasyonu gerceklestirildi.

Plazmit izolasyonlar1 6nceden primer uglarina eklenen (HindIII ve Xhol) kesim bdlgelerine
uygun olarak ilgili restriksiyon endoniikleaz enzimleri ile plazmitlerin kontrol kesimleri
gergeklestirildi. Kesim islemi 37 °C” de 15 dk birakilarak gergeklestirildi. Kesim sonunda
hem kesilmis hemde kesilmemis plazmit izolasyon ornekleri jele yiiklendi. Gorlintiileme
sonunda (Sekil 4.88 ve 4.89) 1104 bg iceren 6 koloninin rekombinant oldugu ve dogru
bliytikliikte oldugu, 1 koloninin 391 bg icerdigi ve izolasyonu yapilan 2 koloninin de 760
be icerdigi, 102 bg igeren 1 ve 3 numarali 2 koloninin rekombinant oldugu ve dogru
biiyiikliikte oldugu, tespit edildi. Bu kolonilerden secilenleri Sentebiolab (1104 bg, 760 bg
ve 391 bg) ve BM Lab’ a (102 bg) sekanslamaya gonderilerek analizleri gergeklestirildi.

Dizi analizi sonucu ve gen bankasinda bulunan dizinin karsilastiriimas1 BioEdit programi
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ile yapilmistir. Plazmitlerin KLK4 promotor pargalarini igerdikleri tespit edildiginden,

secilen kolonilerden alt klonlama ¢aligmalarina gecildi.

Tablo 4.16: KLK4 promotorlarinin pGEM-T Easy vektoriinden kesim kosullari.

Kesim kosullar: Miktar
Plazmit SuL
Green Buffer 2 uL
Xhol 1ul
Hindlll 1ul
dH:20 11 uL
Toplam 20 uL

GeneRuler 1 kb DNA Ladder
bp ng/0.549 %
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Sekil 4.88: pGEM-T-Easy vektoriine klonlanan KLK4 102 b¢ promotor pargasinin agaroz
elektroforezde kesim goriintiisii (M:Marker, 1: 102 b¢ promotor pargasi iceren pPGEM-T
Easy vektoriiniin restriksiyon kesimi, 2: 102 b¢ promotor pargasi iceren pGEM-T Easy
vektoriiniin restriksiyon kesimi, 3: 102 b¢ promotor parcasi iceren pGEM-T Easy
vektoriiniin restriksiyon kesimi.
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M 1 2 34 5 6 7 8 9101112 M

Qne Taq. Polimeraz ile cogaltilan 1104 he. Jaq. Bolimeraz ile cogaltilan 1104 he
promotor, parcasi iceren 3 farkli koloninin promotor, parcasi iceren 3 farkll koloninin
[estrksivon kesimi [estriksivon kesimi

M 13 14 15 16 17 18 WM

[]

it

Sekil 4.89: pGEM-T easy kesim sonuglar1 (M:Marker, 1: One Taq. ile cogaltilan 1104bg
promotor pargasi igeren kesilmemis pPGEM-T Easy, 2: One Tagq. ile ¢ogaltilan 1104bg
promotor pargasi iceren pGEM-T Easy restriksiyon kesimi, 3: One Tagq. Ile cogaltilan
1104bg promotor parcasi igeren kesilmemis pGEM-T Easy, 4: One Taq. Ile ¢cogaltilan

1104bg promotor pargasi igeren pPGEM-T Easy restriksiyon kesimi, 5: One Tagq. ile
cogaltilan 1104bg promotor parcasi iceren kesilmemis pGEM-T Easy, 6: One Taq. Ile

¢ogaltilan 1104bg promotor pargasi igeren pGEM-T Easy plazmit restriksiyon kesimi, 7:

Tagq. polimeraz Ile ¢cogaltilan 1104bg promotor parcasi iceren kesilmemis pGEM-T Easy,

8: Taq. polimeraz ile ¢ogaltilan 1104bg promotor pargast igeren pGEM-T Easy restriksiyon
kesimi, 9: Taq. polimeraz Ile ¢ogaltilan 1104bg promotor parcasi iceren kesilmemis

PGEM-T Easy, 10: Taq. polimeraz Ile gogaltilan 1104bg promotor pargasi iceren pPGEM-T

Easy restriksiyon kesimi, 11: Taq. polimeraz Ile ¢ogaltilan 1104bg promotor pargasi igeren
kesilmemis pGEM-T Easy, 12: Taq. polimeraz Ile gogaltilan 1104bg promotor pargasi
iceren pPGEM-T Easy restriksiyon kesimi, 13: One Tagq. ile ¢ogaltilan 391 bg promotor

pargasi igeren kesilmemis pGEM-T Easy, 14: One polimeraz ile ¢cogaltilan 391 bg

promotor pargasi igeren pPGEM-T Easy restriksiyon kesimi, 15: One Taq. Ile cogaltilan 760
bg promotor pargasi igeren kesilmemis pGEM-T Easy, 16: One polimeraz ile ¢ogaltilan

760 bg promotor pargasi igeren pPGEM-T Easy restriksiyon kesimi, 17: One Tagq. le
cogaltilan 760 b¢ promotor pargasi iceren kesilmemis pGEM-T Easy, 18: One Taq
polimeraz Ile ¢ogaltilan 760 b¢ promotor pargasi igeren pGEM-T Easy restriksiyon kesimi.
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4.6.5 insan KLK4 Promotorlarinin pMetLuc Haberci Vektoriine Alt Klonlamasi

KLK4 promotor pargalarinin dizi analizi sonucu pGEM-T-Easy vektoriine basarili bir
sekilde klonlanmasindan sonra, promotor parcalarinin fonksiyonel aktivitelerini
anlayabilmek amaciyla pMet-Luc Reporter haberci vektoriine alt klonlamalar1 yapildi.
Bunun i¢in pGEMT-Easy+1104 b¢ KLK4 promotor, pGEMT-Easy+760 b¢ KLKA4
promotor, pGEMT-Easy+391 b¢ KLK4 promotor, pGEMT-Easy+102 b¢ ve pMetLuc
Reporter vektorii (bos vector) HindIII ve Xho I enzimleri ile 37 derecede 30 dk’ lik kesime
birakild1. (Sekil 4.90 ve 4.91). Kesimler 3 tekrarli olarak kuruldu. Bunun sebebi elimizdeki
tiriin miktarin1 artirarak pMetLuc Ligasyonuna gitmektir. Kesim sonuglar1 agaroz jelde

yiiriitiilerek UV altinda goriintiilendi.

Tablo 4.17: KLK4 promotorlarinin pGEM-T Easy vektoriinden kesim kosullari.

Kesim kosullar: Miktar
Plazmit SuL
Green Buffer 2 uL
Xhol 1uL
HindI1I 1uL
dH:20 11 puL
Toplam 20 uL

M 13 14 15 16 17 18 M

w - - -!
-——

M 123 45 6 7 8 9 10 Rl

T i s

- wumuu‘---!
—

—

——

|

Sekil 4.90: KLK4 promotor parcasi iceren pGEMt-Easy ve bos pMetLuc Vektorlerinin
Restriksiyon Kesimi (M: 1kb Marker, 1-3: bos pMetLuc Reporter Haberci Vektor
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Xhol/Hind 111 Kesimi, 4-6: 391 b¢ KLK4 promotor pargasi iceren PGEMT-Easy
Xhol/Hind Il Kesimi, 7-9 760 b¢ KLK4 promotor pargasi igeren PGEMT-Easy Xhol/Hind
111 Kesimi, 10-12 1104 b¢ KLK4 promotor pargasi igeren PGEMT-Easy Xhol/Hind 111
Kesimi, 13: 391 b¢ KLK4 igeren kesilmemis pGEMT-Easy mini prep. 2.elusyon, 14: 391
b¢ KLKA4 iceren kesilmemis pGEMT-Easy mini prep. 1.elusyon, 15: 760 b¢ KLK4 iceren
kesilmemis pGEMT-Easy mini prep. 2.elusyon, 16: 760 b¢ KLK4 iceren kesilmemis
PGEMT-Easy mini prep. 1.elusyon, 17: 1104 b¢ KLK4 igeren kesilmemis pGEMT-Easy
mini prep. 2.elusyon, 18: 1104 b¢ KLK4 igeren kesilmemis pGEMT-Easy mini prep.
1.elusyon.

3 2 1 M GeneRuler 100 bp |

bp mngfo

At
-
—
L
-
=
-

'
§

1.7% agamse

Sekil 4.91: KLK4 102 b¢ promotor pargasi igeren pGEMt-Easy vektorlerinin restriksiyon
kesim goriintiisii (M: 100 b¢ marker; 1,2,3 102b¢ KLK4 promotor parcasi iceren PGEMT-
Easy Xhol/Hind 111 Kesimi.

Goriintiilemenin sonunda kesimleri gergeklesen promotorlarin ve bos pMet-Luc Reporter
haberci vektorii ayr1 ayr1 agaroz jelden geri kazanildi. Geri kazanilan tiim {iriinlerin
yeniden agaroz jel elektroforezinde kontrolleri yapildiktan sonra pMet-Luc Reporter
haberci vektoriine ligasyonlar1 gerceklestirildi. Tim promotor pargalart igin ayni
kosullarda ligasyon kuruldu (Tablo 4.18). Ligasyonlar oda isisinda 15 dk birakildiktan

sonra bir gece +4 derecede birakildi.
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Tablo 4.18: KLK4 promotorlarinin pMET-Luc Reporter vektoriine ligasyon kosullari.

Ligasyon Kosullari Miktar
Niikleaz free dH20 7L

pMet-Luc Reporter (Xhol ve HindIII ile kesilmis) 2 uL (10-100ng)

DNA insert (Xhol ve HindlIII ile kesilmis KLK4 promotorlar) 6 pIL(3:1)
ANZA T4 DNA Ligaz Master Mix 5uL
20 uL

Toplam

Ligasyondan alinan orneklerin her biri hem E. coli XL1Blue hem de E. coli JM109
kompetant hiicrelerine 5° er mikrolitre transforme edildi. Transformasyon sonrasi
bakteriler, kanamisin igeren petrilere ekildi ve bir gece 37 °C’ de inkiibe edildi. Bir gece
sonunda petriler kontrol edildi ve koloniler gézlemlendi (Sekil 4.92). Her bir promotor
pargast i¢in 3’er koloni segilerek kanamisin igeren LB sivi besi yerine ekimleri
gerceklestirildi ve 1 gece 37 °C’ de c¢alkalamali inkiibatore birakildi. Ertesi giin sivi
kiiltirlerden 6nce gliserol stok yapilarak -80 °C’ de stoklar olusturuldu. Daha sonra sivi
kiiltiirlerden Plasmid DNA purification NucleoBond Miniprep (Macherey-Nagel) Kiti ile
plazmit izolasyonlar1 yapildi. Plazmit eldesi sonras1 miktar ve saflik kontrolleri yapildiktan
sonra plazmitlerin restriksiyon kesimleri gergeklestirildi. Xho I ve Hind III ile restriksiyon
kesimleri yapilarak pMetLuc vektoriindeki promotor parcalarinin kontrolleri yapildi. UV

de goriintiilendi (Sekil 4.93 ve 4.94).
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Sekil 4.92: Kanamisin igeren LB Agar ile hazirlanan besi yerine ekilen pMetLuc
Reporter+promotor pargasi i¢eren koloniler.

13 14 15 16 17 18 M

— -

— —
Ve

Sekil 4.93: KLK4 promotor pargasi igeren pMetLuc Vektorlerinin Restriksiyon Kesimi,
siralamada ilk kuyu kesilmemis vektor sonraki ayni vektoriin kesimi (M: Marker, 1-6:
pMetLuc Reporter Haberci Vektor+760 bg igeren 3 koloninin Xhol/Hind III Kesim, 7-12
pMetLuc Reporter Haberci Vektor+1104 bg iceren 3 koloninin Xhol/Hind III Kesim, 13-
18: pMetLuc Reporter Haberci Vektér+391 bg iceren 3 koloninin Xhol/Hind III Kesimi).
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GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder
0’GeneRuler™ 1 kb Plus DNA Ladder,
ready-to-use

bpng/0.Spg %

19 TopVisicrr™ LE GO Agurcse (3R0481)

0.5 patane, & cm lenath gel,
1XTAE, 7 Wem, 45 min

Sekil 4.94: 102 bg¢ promotor pargasi igeren pMetLuc vektorlerinin restriksiyon kesimi, (M:
1kb plus Marker, 1-6: 102 bg igeren pMetLuc Reporter vektoriiniin Xhol/Hind 11
enzimleri ile kesilmis vektor goriintiisii.

4.6.6 Dizi Analizleri
Dizi analizi sonuglar1 Ekler boliimiinde incelenebilir. NCBI blast ile diziler dogrulandi.
Tim diziler kullanilarak bioedit programinda karsilastirmalar da ayrica yapildi. Tim

promotor parcalarinin basariyla klonlandig1 goriilmektedir (EK C).

4.7 Gegici Transfeksiyon Deneyleri

4.7.1 Biiyiik Olcekli Plazmit Eldesi

Calismalarimizda kullanilan tiim vektorlerin biiyiik 6lgekli eldesi i¢in Macherey-Nagel
Plasmid DNA purification kit kullanildu.

4.7.2 Plazmitlerin Kontrolii

Plazmit eldesi sonrasi tiim promotor i¢eren vektdrlerin ve kontrol vektorlerinin restriksiyon
kesimi ile kontrolleri yapildi. Bunun i¢in vektorlerden uygun restriksiyon enzim segimleri
gerceklestirilerek 37 °C’ de 30 dk inkiibasyona birakildi. pMetLuc reporter i¢in tablo 4.19°
de verilen kosullarda kesimler yapildi. Kontrol vektorleri i¢in kesim kosullar1 Tablo 4.20
ve 4.21° de verilmistir. Transfeksiyon g¢aligmalar1 6ncesinde tiim vektorlerin kesimleri

yapilmis ve agaroz jel elektroforezinde elde edilen bant biiyiikliikleri ile kontrolleri
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saglandi. Kesim sonuglarina ait agaroz jel elektroforezi goriintiisii Sekil 4.95 ve 4.96° da

incelenebilir.

Tablo 4.19: KLK4 1104 bg, 760bg, 391 bg ve 102 bg icin kesim kosullari.

KLK4 1104 bg, 760bc, 391 b¢ ve 102 bg¢ icin kesim kosullari

Plazmit 5ul
Green Buffer 2 ul
Xhol 1 ul
Hind 111 1 ul
dH20 11 pul
Toplam 20 pl

Tablo 4.20: pMETLuc kontrol vektori i¢in kesim kosullari.

PMETLuc kontrol vektorii icin kesim kosullar

Plazmit 5ul
Green Buffer 2 ul
Smal 1 ul
Notl 1 ul
dH20 11 ul
Toplam 20 ul

Tablo 4.21: pSEAP2 kontrol vektorii igin kesim kosullari

pSEAP2 kontrol vektorii icin kesim kosullar:

Plazmit 5ul
Green Buffer 2 ul
EcoRlI 1 ul
Xhol 1 ul
dH20 11 ul
Toplam 20 ul
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Sekil 4.95: Yiiksek kopyali plazmit eldesi kesim agaroz jel goriintiisii. 1: 1kb marker, 2:
1104 bg¢ midi prep. kesim, 3: 1104 b¢ midi prep., 4: 760 b¢ midi prep. kesim, 5: 760 bg
midi prep.,6: 391b¢ midi prep. kesim, 7: 391 b¢ midi prep. 8: pMetLuc Reporter midi prep.
kesim, 9: pMetLuc Reporter midi prep., 10: pMetLuc kontrol midi prep. kesim, 11:
pMetLuc kontrol midi prep. 12: pSeap2 midi prep. Kesim, 13: pSeap2 midi prep. 14: 1kb
marker, 15: 1kb marker.
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Sekil 4.96: 102 b¢ Midi Prep. Elektroforez Jel Goriintiisii (1: 102 bg igeren pMetLuc
Reporter vektoriiniin Midi Prep. Kesilmemis goriintiisii, 2: 102 bg igeren pMetLuc

Reporter vektoriiniin Midi Prep. Xhol/Hind III enzimleri ile kesilmis vektor goriintiisii, M:
1kb Marker).

Transfeksiyon etkinliginin Olciilebilmesi i¢in internal kontrol olarak SEAP2 vektori,
promotor igeren pMetLuc reporter vektorii ile birlikte hiicrelere transfekte edildi. Ayrica
lusiferaz ve alkalin fosfataz aktivitelerinin kontrolii i¢in bir grup hiicreye sadece pMetLuc

kontrol ve SEAP kontrol vektorleri (Sekil 3.1 ve 3.2) transfekte edildi.

4.7.3 Gegici Transfeksiyon ile KLK4 Promotor Parc¢alarinin Bazal Aktivitelerinin
Degerlendirilmesi

Transfeksiyon caligmasi i¢in hiicre sayimindan sonra hiicreler, 250.000 hiicre olarak 12
well plakalara ekildi. % 10 FCS iceren DMEM F12 ortaminda ve son konsantrasyonu 1X
olacak sekilde Antibiyotik-Antimikotik igeren besiyeri igerisine hiicreler yayildi. LNCAP
hiicreleri igin ise % 10 FCS igeren RPMI ve 1X olacak sekilde Antibiyotik-Antimikotik
iceren besi ortamma hiicreler yayildi. 24 saat sonra tiim antibiyotikli besi ortami
degistirilerek PC-3 hiicre hatt1 icin FCS ve DMEM F12 ortamina LNCAP hiicre hatt1 i¢in
ise FCS ve RPMI besi ortamma alindi fakat antibiyotik kullanilmadi. Ardindan
transfeksiyon deneyi kuruldu. Transfeksiyon islemi i¢in Promega ViaFectTM Transfection
Reagent Kit kullanildi.
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Oncelikle bu kitin datasheet de oOnerdigi bazi oranlar bulunmaktadir. Bu oranlarin
optimizasyonu i¢in KLK4 promotoru olan 1104 bg ile 1,5:1, 2:1, 3:1 ve 4:1 oraninda
kullanilarak transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Bu optimizasyon sonucunda biitiin
transfeksiyonlarda kitin 3:1 oraninin kullanilmasina karar verildi. Ayrica promotor
parcalarinin bazal aktiviteleri i¢in de optimizasyon deneyleri kuruldu. Bunun i¢in hem PC-
3 hiicrelerinde hem de LNCaP hiicrelerinde KLK4 promotorlar1 olan 1104bg, 760 bg ve
391 b¢’ nin transfeksiyonu yapildi. Bu optimizasyon isleminde tiim konstraklar 0.5ug, 1ug
ve 2ug olacak sekilde transfekte edildi. 48 ve 72 saat sonunda medyumlar toplanarak

luminometrede olgiildii.

Tiim bu islemler sonucunda en uygun doz 1ug olarak karar verildi (Sekil 4.97- 4.102).

PC-3 Hiicre Hattinda
40+ P1 KLK4 Promotor Aktivite EE PC-348s P1
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Sekil 4.97: PC-3 hiicre hattinda 1104 b¢ KLK4 promotor igeren vektor optimizasyon
deneyi (0.5ug, 1pg ve 2pg vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.
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Sekil 4.98: PC-3 hiicre hattinda 760 b¢ KLK4 promotor iceren vektdr optimizasyon deneyi
(0.5ug, 1ug ve 2ug vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.
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Sekil 4.99: PC-3 hiicre hattinda 394 b¢ KLK4 promotor iceren vektor optimizasyon deneyi
(0.5ug, 1ug ve 2ug vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.

209 LNCaP Hiicre Hattnda = | NCaP 48s P1

P1 Promotor Aktivite = LNCaP 72s P1
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Sekil 4.100: LNCaP hiicre hattinda 1104 b¢ KLK4 promotor i¢eren vektor optimizasyon
deneyi (0.5ug, 1pg ve 2pg vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.
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Sekil 4.101: LNCaP hiicre hattinda 760 b¢ KLK4 promotor igeren vektdr optimizasyon
deneyi (0.5ug, 1ug ve 2ug vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.
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Sekil 4.102: LNCaP hiicre hattinda 391 b¢ KLK4 promotor i¢eren vektér optimizasyon
deneyi (0.5ug, 1pg ve 2pg vektor uygulanmasi) ile bazal aktivite tespiti.
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4.7.4 Gegici Transfeksiyon ile Promotor Parcalarimin Hipoksik Aktivitelerinin
Degerlendirilmesi

KLK4 promotorlarin bazal aktivite deneyleri i¢in PC-3 hiicreleri DMEMF12, %10 FCS ve
son konsantrasyonda 1X antibiyotik-antimikotik igeren ortamda biiyiitiildii. Ardindan 12
well plakalara 250.000 hiicre/kuyu olacak sekilde hiicreler yayildi. Antibiyotiksiz ortama
alinan hiicrelere tim promotorlar (1104bg, 760bg, 391bgve 102bg¢) 1ug + 0.5ug SEAP2
kontrol plazmiti, 3 tekrarli olarak uygulandi. Transfeksiyon etkinliginin ve lusiferaz
Ol¢iimlerinin kontrolii i¢in herhangi bir promotor icermeyen bos pMetLuc Reporter 0.5ug
+ Seap2 0.5pug ve pMetLuc Kontrol plazmiti 0.5ug + Seap2 0.5ug farkli kuyulara
uygulandi. Transfeksiyondan 2 saat sonra hipoksik plakalara 150 uM olacak sekilde
kimyasal hipoksi olusturan CoClz uygulandi. 48 ve 72 saat sonunda kuyulardan medyumlar

6l¢iim icin toplandi. Luminometre ile 6lgiimleri yapilip ve analizleri yapildi.

Herbir promotor par¢asinin normal kosullardaki aktivitesi, CoClz uygulanmis kimyasal
hipoksi modelindeki aktivitesi ile karsilastirildi. Tim promotor pargalarmin hipoksik
kosullarda 6zellikle 48 saatte aktivitelerinin arttig1 tespit edildi (Sekil 4.103-106.) 48 saatte
bazal aktivitesi en yliksek promotor pargasi 760 bg (P2) olarak tespit edildi.
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Sekil 4.103: 1104 b¢ KLK4 Promotoru Hipoksik Aktivite 48 ve 72 saatler.
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Sekil 4.104: 760 b¢ KLK4 Promotoru Hipoksik Aktivite 48 ve 72 saatler.
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Sekil 4.105: 391b¢ KLK4 Promotoru Hipoksik Aktivite 48 ve 72 saatler.

Relative Lusiferaz Aktivite (LUC/SEAP)
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Sekil 4.106: 102b¢ KLK4 Promotoru Hipoksik Aktivite 48 ve 72 saatler.

159



4.7.5 TGF-B’ nin Promotor Parc¢alarinin Normoksik ve Hipoksik Aktivitelerine EtKisi
TGF-B’ nin KLK4 promotorlarina normal ve hipoksik kosullardaki etkisi i¢in biiyiitiilen
PC-3 hiicreleri 250.000 hiicre olacak sekilde bir giin 6ncesi plakalara yayildi. Daha sonra

tiim promotorlar (1104bg, 760bg, 391b¢ ve 102bg) 1ug + 0.5ug SEAP2 kontrol plazmiti, 3
tekrarl1 olarak uygulandi. Transfeksiyondan 2 saat sonra 500U (20ng/mL) TGF-B sitokini
uygulamasi yapildi. Bu islemler 3 tekrarli olarak gergeklestirildi. 48 ve 72 saat sonunda
kuyulardan medyumlar 6lglim igin toplandi. Bu analizler sonucunda en yiiksek doz olan
500U/ml (20ng) Human TGF-B kullanilmasma karar verildi. Ardindan tim KLK4
promotorlar1 i¢in TGF-B sitokininin etkisi icin transfeksiyon islemi gerceklestirildi. Yine
12 well plakalara yayilan hiicrelere 24 saat sonunda 1pug promotor+0.5ug SEAP2
uygulandi. Ayrica transfeksiyon etkinligi ve Lusiferaz 6lgtimlerinin kontrolii i¢in pMetLuc
Kontrol plazmiti (0.5pg) ve herhangi bir promotor parcasi icermeyen bos pMetLuc
Reporter vektorii 0.5ug + 0.5ug SEAP2 kontrol plazmiti de farkli bir grup hiicreye
uygulandi. Tiim kuyular 3 tekrarli olarak c¢alisildi. 48 ve 72 saat sonunda medyumlar

toplanarak luminometrede dl¢iimleri gergeklestirildi.

1104bg promotor pargast iizerinde 500U TGF-B’ nin normal kosullarda 6zellikle 72 saatte
aktivite azalisina sebep oldugu tespit edildi. Hipoksi ve TGF- B’ nin etkisi analiz
edildiginde yine 72 saatte azaltici etkisnin sadece hipoksik grupla karsilastirildiginda
korundugu ancak hipoksinin etkisi ile bu azaltict etkinin keskin olmadig: tespit edildi
(Sekil 4.107). 760b¢ promotor pargas: incelendiginde TGF- B’ nin normal ve hipoksik
kosullarda bazal aktivete iizerinde azaltici etkisi tespit edildi (Sekil 4.108). 391bg
incelendiginde ise TGF- B’ nin azaltict etkisinin hem normal hemde hipoksik grupta en
giiclii oldugu gorildi (Sekil 4.109). 102 bg incelendiginde ise normal kosullarda TGF-’
nin azaltici etkisinin ¢ok giiglii oldugu gortilmektedir (Sekil 4.110).

160



Relative Lusiferaz Aktivite (LUC/SEAP)

PC-3 Hiicre Hattinda P1 KLK4
Promotor Aktivite

* *
100+ 3 * mm 48s
| | B 72s
80 T
60 T
40- T
20-
o =

Sekil 4.107: 1104bg KLK4 promotor pargasi iizerinde TGF-B (500U)ve hipoksinin

(150uM CoCl,) etkisi
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Relative Lusiferaz Aktivite (LUC/SEAP)

PC-3 Hiicre Hattinda P2 KLK4
% Promotor Aktivite 4

150- | ' = 72s

100- T
> n e

-

Sekil 4.108: 760b¢ KLK4 promotor pargast iizerinde TGF-B (500U)ve hipoksinin (150uM

CoCly) etkisi
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Sekil 4.109: 391b¢ KLK4 promotor pargas iizerinde TGF-f (500U)ve hipoksinin (150uM
CoCly) etkisi
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Sekil 4.110: 102bg¢ KLK4 promotor parcasi iizerinde TGF-B (500U)ve hipoksinin (150pM
CoCly) etkisi.

4.7.6 KLK4 760 b¢ ve 391b¢ Promotor Parcalarimin Inhibisyon Aktivitelerinin
Degerlendirilmesi

Yolak inhibitorlerinin KLK4 promotorlarina normal ve hipoksik kosullardaki TGF-’ nin
etkisi i¢in PC-3 hiicreleri DMEMF12 Mix, % 10 FCS ve son konsantrasyonda 1X
antibiyotik-antimikotik igeren ortamda biiyiitiildii. Ardindan 6 well plakalara hiicreler
yayild1 ve bir giin sonra sitokin i¢eren kuyular % 0,1 BSA (Bovine Serum Albumin) igeren
medyuma ve antibiyotiksiz ortamda  promotorlarin  transfeksiyonu  yapildi.
Transfeksiyondan 1 saat sonra 150 uM CoCla ve 1 saat sonra ise 500U/ml (20ng/ml) TGF-
B sitokini uygulamasi yapildi. Bir sonraki giin hiicreler tekrar kaldirilip sayilarak 96 well
plakalara yayildi. Bu islemler 8 tekrarli olarak gergeklestirildi. 48 ve 72 saat sonunda
kuyulardan medyumlar Lusiferaz ve SEAP Ol¢iimleri i¢in toplandi. Luminometre ile

Olctimleri yapilip ve analizleri yapildi.
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KLK4 promotorlarindan en yiiksek bazal aktiviteye sahip olan 760 b¢ ve 391 bg’ lik
promotorlarinin PC-3 hiicrelerindeki ifadeleri incelendiginde, 760 bg lik promotorun 48
saat ve 72 saatte hipoksik kosullarda ifadesinin arttig1, yine 48 ve 72 saatte normoksik ve
hipoksik TGF-B da ise ifadesinde azalma oldugu goriilmektedir. SMAD inhibitorii olan
SIS3 uygulanan gruplarda ise hipoksik kosullarda inhibisyonun gerceklestigi
goriilmektedir (Sekil 4.111). 391 bg’ lik promotorun ifadesi incelendiginde, 48 ve 72 saat
dilimlerinde normoksik ve hipoksik TGF-p da ifadesinin azaldigi, hipokside ise
aktivitesinin 6 kat arttig1 goriilmektedir. SMAD yolu inhibisyonu i¢in uygulanan SiS3
gruplart incelendiginde ise, normoksik ve hipoksik kosullarda her iki saat diliminde de

aktivitesinin azaldig1 goriilmektedir (Sekil 4.112).
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Sekil 4.111: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda KLK4 760bg
promotorunun, yolak inhibitorleri tizerindeki transkripsiyonel aktivitesi.
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Sekil 4.112: PC-3 hiicre hattinda normoksik ve hipoksik kosullarda KLK4 391bg
promotorunun, yolak inhibitorleri tizerindeki transkripsiyonel aktivitesi.

4.8 EMSA Calismalar

Emsa calismalar1 i¢in yapilan tiim islemler bolim 3.2.14° de anlatildign sekilde
gerceklestirildi. EMSA’da analiz edilmek iizere KLK4 promotor bdolgesinde olasi
transkripsiyon faktorlerinin baglanma bolgeleri analiz edildi ve olast SMAD ve HIF-1a
bolgesi belirlendi. Belirlenen bolgeler Sekil 4.113° de gosterilmistir. Bu bolgelere ait
problar biotinlenerek EMSA analizleri gerceklestirildi.
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Sekil 4.113: KLK4 promotorunda dizayn edilen EMSA primerlerinin temsili sekli.

PC-3 hiicrelerine ait niikleer ekstraktlari ile yapilan ¢alismalarda ilk olarak HiF-1a bolgesi
icin tasarlanan -80/-52 bdlgeye ait problar calisildi. Bu amagla PC-3 hiicrelerinde
Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-p niikleer ekstraktlari
hazirlandi. Ayr ayr1 kurulan baglanma reaksiyonlari ile sekil 4.114 A’ da goriilen 2. ve 6.
kuyularda ve sekil 4.114 B’ de goriilen 2. ve 6. kuyulardaki kompleks yapis1 C harfi ile
gosterilmistir. Yani HIF-1o bdlgesi icin tasarlanan problar PC-3 Normoksik, Normoksik +
TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-f niikleer ekstraktlar1 ile kompleks olusturmaktadir.
Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek i¢in hem -80/-52 bolgeye ait biotinsiz
problarla hem de HIF-1a consensus dizisine ait biotinsiz problarla 500 kat olacak sekilde
yarigsma deneyleri yapildi. Yine sekil 114A’ da 3. ve 7. kuyularda sekil 4.114 B’ de 3. ve 7.
kuyularda silinen kompleks bize elde edilen kompleksin gergekten -80/-52° luk bolgeye ait
oldugunu; sekil 114 A’ da 4. ve 8. kuyularda, sekil 4.114 B’ de 4. ve 8. kuyularda silinen
kompleksin gergekten HiF-1a’ ya ait oldugunu kanitlamaktadir. Bu da KLK4 promotor
bolgesinde -80/-52° luk bolgede HIF-la transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi
oldugunun, KLK4’ iin hipoksik sartlardaki elde ettigimiz regiilasyonunun teyidi olmustur.
Ayrica PC-3 normoksik ve hipoksik niikleer ekstraklar birbiriyle kiyaslandiginda olusan
kompleksin hipoksik sartlardaki artan kuvveti bize gergekten de KLK4’ iin hipoksik
sartlarda artis gosterdigini bir kez daha kanitlamaktadir.

168



Serbest Prob ——

Prob -80/-52 + & * % + + o+ o+
Niikleer Eks.(N) - + + + = = = =
Niikleer Eks. (N+TGF) - - - @ + B &
Soguk Prob (x500) - - W g - - Y ing
52 52
1 2 3 4 5 6 7 8

Serbest Prob ——»

Prob -80/-52 + + + + + + + 4+
Niikleer Eks.(H) -+ 4+ 4+ B - =
Niikleer Eks. (H+TGF) - - - - - + o+ o+
Soguk Prob (x500) - - :gg/ Hifla - = o Hifl

Sekil 4.114: KLK4 HRE baglanma bdlgesine gore dizayn edilen HiF-1a (-80/-52)
bolgesinin PC-3 hiicrelerinde, KLK4 promotor bélgesinin EMSA sonucu (C: DNA-protein
kompleksi).

PC-3 hiicrelerine ait niikleer ekstraktlari ile yapilan calismalarda iiglincii olarak olasi

SMAD baglanma bdlgesi i¢in tasarlanan +163/+194 bolgeye ait problar da ¢aligildi. Bu
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amagcla PC-3 hiicrelerinde Normoksik, Normoksik + TGF-f, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-
B niikleer ekstraktlari hazirlandi. Ayri ayr1 kurulan baglanma reaksiyonlart ile Sekil 4.111
de goriilen 2., 7. Kuyularda ve Sekil 4.115° de ve 4.116” da goriilen 2. ve 7. kuyulardaki
kompleks yapisi C harfi ile gosterilmistir. Yani SMAD bdolgesi i¢in tasarlanan problar PC-
3 Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-p niikleer ekstraktlari ile
kompleks olusturmaktadir. Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek i¢in hem
+163/+194 bolgeye ait biotinsiz problarla 500 kat olacak sekilde yarisma deneyleri
yapilmustir. +163/+194 bolgede oldugu diistiniilen SMAD bolgesi igin delesyon problarida
tasarlandi. Bu amagla kurulan baglanma reaksiyonlarinda sinyalin kaybolmasi 6n
goriilmektedir ancak sekil 4.115” de 4. ve 9. kuyularda, sekil 4.116° da 4. ve 9. kuyularda
sinyali azalan kompleksin SMAD bélgesi igin olast oldugunu ancak +163/+194° lik dizi
tizerinde farkli bir SMAD baglanma bdlgesininde olabileceginin kanitidir. Bu sebeple

sinyal tamamen kaybolmamis ancak zayiflamistir.

1 2 3 456 7 8 9 10

Wild Prob +163/+194 i S

Mut Prob g . ® ® ® # B 2 = "

Niikleer Eks.(Nor) . . + * % » - ¥ . .

Niikleer Eks.(Nor+TGFp) - - - - - % = B P

Soguk Prob(x500) - - +163/ - Mut. - - +163 -  Mut
+194 +194

Sekil 4.115: KLK4 SMAD baglanma bolgesine gore dizayn edilen SMAD (+163/+194)
bolgesinin PC-3 hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda ve normoksik TGF- da, KLK4
promotor bolgesinin EMSA sonucu.
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Sekil 4.116: KLK4 SMAD baglanma bolgesine gore dizayn edilen SMAD (+163/+194)
bolgesinin PC-3 hiicrelerinde hipoksik kosullarda ve hipoksik TGF-f3 da, KLK4 promotor
bolgesinin EMSA sonucu.

PC-3 hiicrelerinde -80/-52 bolgesinin HIF baglanma bolgesinin EMSA ile teyidi
yapildigindan LNCaP hiicrelerinde sadece SMAD baglanma bélgesinin belirlenmesi igin
PC-3’ lerde +163/+194 bolge igin yapilan deneyler benzer sekilde yapildi. Bu amagla
LNCaP hiicrelerine ait niikleer ekstraktlari ile yapilan c¢aligmalarda olarak olast SMAD
baglanma bolgesi igin tasarlanan +163/+194 bolgeye ait problar ¢alisildi. Bu amagla
LNCaP hiicrelerinde Normoksik, Normoksik + TGF-f, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-
niikleer ekstraktlar1 hazirlandi. Ayr1 ayr1 kurulan baglanma reaksiyonlar: ile Sekil 4.117°
de goriilen 2. ve 7. kuyularda ve Sekil 4.118” de goriilen 2. ve 7. kuyulardaki kompleks
yapist C harfi ile gosterilmistir. Yani SMAD bolgesi icin tasarlanan problar LNCaP
Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-B niikleer ekstraktlari ile
kompleks olusturmaktadir. Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek i¢in hem
+163/+194 bolgeye ait biotinsiz problarla 500 kat olacak sekilde yarigma deneyleri
yapilmistir. Yine Sekil 4.117” de 3. ve 8. kuyularda Sekil 4.118” de 3. ve 8. kuyularda
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silinen kompleks bize elde edilen kompleksin gergekten +163/+194 bolgeye ait oldugunu
gostermektedir.

Ayrica +163/+194 boélgesinde oldugu diistiniillen SMAD bolgesi igin delesyon problarida
tasarlandi. Bu amagla kurulan baglanma reaksiyonlarinda sinyalin kaybolmasi 6n
goriilmektedir ancak Sekil 4.117° de 4. ve 9. kuyularda, sekil 4.118 de 4. ve 9. kuyularda
sinyali azalan kompleksin SMAD bdlgesi i¢in olasi oldugunu ancak sinyalin tamamen

kaybolmamis zayiflamis olmasi1 farkli bir SMAD baglanma bélgesininde olabilecegini

diistindiirmektedir.

Serbest Prob —>

Wild Prob +163/+194

Mut Prob - +163/+194

- - - - + +
Niik Eks. (Nor) - + - - 5 = , .
Niik Eks. (Nor+TGF-p) - - - - - - + + i
Soguk Prob (x500) - - + - + " -

Sekil 4.117: KLK4 SMAD baglanma bolgesine gore dizayn edilen SMAD (+163/+194)
bolgesinin LNCaP hiicrelerinde normal oksijen kosullarinda ve normoksik TGF-f da,
KLK4 promotor bolgesinin EMSA sonucu (C: DNA-protein kompleksi).
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Sekil 4.118: KLK4 SMAD baglanma bolgesine gore dizayn edilen SMAD (+163/+194)
bolgesinin LNCaP hiicrelerinde hipoksik kosullarda ve hipoksik TGF-f da, KLK4
promotor bélgesinin EMSA sonucu (C: DNA-protein kompleksi).
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5. SONUC VE TARTISMA

Kallikreinler, ilk olarak kininojenaz aktiviteleri ve kininojenlerden vazoaktif peptit (lys)
bradikinin iiretme yetenekleri ile tanimlanan serin proteazlarin bir alt grubu olarak
pankreas oziitlerinde tanimlanmistir (Kraut vd. 1930, Werle E. 1934). Iinsan genomundaki
en biiyiik proteaz geni kiimesi tarafindan kodlanmakta ve yiiksek oranda korunmus 15
serin proteazdan olusmaktadir (Clements vd. 2001, Tefekli 2012, Emami ve Diamandis
2008, Korkmaz vd. 2004, Xi vd. 2004). Bu ailenin iiyesi olan 15 KLK geni 19q13.4
kromozomu iizerinde insan KLK lokusunda kiimelenmistir (Kontos ve Scorilas 2012,
Diamandis vd. 2000, Lundwalla ve Brattsandb 2008). Cesitli tiirlerde bugiine kadar
tanimlanan tiim doku kallikrein genlerinin ortak o&zellikleri, bes ekzonun benzer bir

genomik organizasyonu, serin proteaz katalitik aktivitesi i¢in korunmus bir amino asit

2004).

Normal ve neoplastik prostat dokular iizerinde yapilan caligmalarda, prostata spesifik
antijen KLK3 (PSA olarak da bilinir), glandiiler kallikrein 2 (KLK2), TMPRSS2 ve
prostaz/ KLK4 (diger isimleri: PRSS17/EMSP1) yiiksek oranda ifade olduklar1 ve

androjenik hormonlar tarafindan diizenlendigi gosterilmistir (Matsumura vd. 2005).

Kallikrein ile ilgili peptidaz 4 (KLK4), androjenler tarafindan diizenlenen ve ekspresyonu
prostat icin oldukca spesifik olan ve prostat kanseri kemik metastazlarinda bol miktarda
bulunmaktadir (Xi vd. 2004, Fuhrman-Luck vd. 2016). KLK4; KLK-L1, PRSS17, Al2A1,
ARM1, EMSP, EMSP1, PSTS olarak da bilinir (Obiezu vd. 2001). 254 amino asitten
olusan KLK4, bir salgilama sinyaline (pre-) peptit (26 amino asit), ardindan bir aktivasyon
(pro-) peptit (4 amino asit) ve 1 potansiyel N-bagl glikosilasyon yerine sahip olgun zincir
(224 amino asit) bulunur. His71, Asp116, Ser207 (Met = 1’ e gore ve ekzon 1’ de ATG1
tarafindan kodlanan) katalitik ticliisii korunur ve proteolitik aktivite i¢in gereklidir. Bir
KLK4 tam uzunlukta protein olarak sentezlendikten sonra, sinyal peptidi ¢ikarilir ve pro-
KLK4 (zimogen) daha sonra hiicreden salgilanir. Aktivasyon iizerine, olgun aktif enzimi
tiretmek i¢in propeptit uzaklastirilir. KLK4 geni orijinal olarak PRSS17 geni olarak
adlandirilmigtir ve EMPS1 (Enamel matrix serine protease 1) proteinini kodlayan dejenere
primerler kullanilarak domuzda gelismekte olan dis emaye epitel hiicrelerinden ilk olarak

klonlanmustir (Lai vd. 2009).
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Literatiir incelendiginde RT-PZR deneyleri ile yapilan calismalarda meme, yumurtalik,
endometriyum, tiikriik bezi, akciger, adrenal bez, kolon, trakea da KLK4’ {in ifade oldugu
gosterilmistir. Northern blot analizi ile insan dokularindaki daha sonraki ¢calismalar, KLK4
mRNA ekspresyonunun prostata agirlikli olarak lokalize oldugunu gostermistir; beyin,
testis, omurilik, tiroid, deri ve bobrek de diisiik ile orta seviyelerde KLK4 mRNA' y1 ifade
ettigi gosterilmistir. KLK4 mRNA, in situ hibridizasyon deneyleriyle yag bezlerinde, ter
bezlerinde, kil folikiilleri, stratum bazale, stratum spinosum ve stratum graniilosumda da
tespit edilmistir. (Dong vd. 2001, Majumdar ve Diamendis 1999, Lai J. 2009). Yapilan bir
caligmada, KLK4 ekspresyonunun, prostat kanseri kaynakli LNCaP hiicre hattinda
androjenler tarafindan yukari regiile edildigi ve meme karsinomasi hiicre hattit BT-474" te
hem androjenler hem de progestinler tarafindan yukari regiile edildigi gosterilmistir
(Obiezu vd. 2001). KLK4, prostat kanseri hiicrelerinin ¢gogalmasinin desteklenmesinde ve
genel olarak, siklin B1 ve E2F1 gibi hiicre dongiisii ile ilgili genlerin diizenlenmesi yoluyla
malign fenotip degisikliklerinde essiz bir role sahip oldugu gosterilmistir. (Avgaris vd.

2012).

PSA (KLK-3) ve diger KLK’ lar arasindaki yapisal benzerlik goz Oniine alindiginda,
ailenin kalan {iyelerinin kanser biyobelirtegleri olarak potansiyel rolii son yillarda ¢okg¢a
arastirilmistir.  Yakin tarihli arastirmalar, KLK2 ve KLK4 dahil diger KLK’ larin
testislerde {iiretildigini ve dolayisiyla testis kanseri igin biyolojik belirteg olabilecegini
onermektedir. Biyolojik belirte¢ olarak kullanimlarinin disinda, kanser patogenezinde bir
dizi kritik islevsel roliiniin tespiti KLK’ larin terapotik hedefler olarak potansiyel
kullanimlarini da ortaya ¢ikarmistir (Emami ve Diamandis 2008, Kontos ve Scorilas 2012,

Kryza vd. 2017).

Hipoksi, kanser dahil bir¢gok hastalikta meydana gelen normal doku oksijen
konsantrasyonunda bir azalmadir. Prostat i¢indeki hipoksik bir mikro ortamin ikincil
genetik degisikliklerin ve anjiyogenik stimiilasyonun desteklenmesinden sorumlu oldugu
ve daha agresif bir hiicre fenotipi ve malign progresyona yol acgtig1 ileri siiriilmiistiir. HIF
(hipoksi indiiklenebilir transkripsiyon faktorii)’ ler, hedef promotorlardaki 5’-RCGTG-3’
cekirdek dizisine baglanir ve 200’ den fazla fonksiyonel olarak farkli genleri indiikler.

HIF1’ in sentezi oksijenden bagimsiz mekanizmalar yoluyla gergeklesir, fakat bozulmas:
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oksijene bagimlidir ve prolil hidroksilaz, asparaginil hidroksilaz, Von Hippel-Lindau

proteinleri araciligiyla proteozomal yol ile parcalanir.

HiF-1a , birgok insan kanserinde asir1 eksprese edilmesine ragmen HIF-l1a’ nin kanser
ilerlemesindeki rolii belirsizdir. Renal ve meme kanseri hiicre hatlarinda yiiksek HIF-1a
konsantrasyonlarinin kanser hiicresi sagkalimini arttirdigi, yumurtalik kanserinde ise
yilksek HIF konsantrasyonlarinin apoptozis artisina katkida bulundugu gosterilmistir
(Semenza vd., 2003). Dai ve arkadaslari, akut hipoksinin HIF-1a ekspresyonunu ve ii¢ PC
hiicre hattinin motilitesini ve invazif kapasitesini arttirdigini bildirmislerdir (Dai vd.,

2011).

Calismamizda PC-3 ve LNCaP hiicrelerinde kimyasal bir ajan olan CoCl; ile hipoksik
model olusturulmustur. Dokudaki oksijen seviyesinin normalin altina diismesine hipoksiya
denir (Selvendiran vd. 2009). Bu duruma daha ¢ok kat1 tiimorlerde rastlanilir. Bu tiimor
hiicreleri yeterli oksijeni alamadiginda hiicre Oliimiine gitmezler bir takim genetik
farkliliklar yaparak oksijensiz ortama uyum saglarlar. Yapilan bir¢cok klinik ¢aligmalar
hipoksik ortamin artmasiyla tiimériin de biiytidiigiinii gostermektedir (Cekin 2007). Sonug
olarak tiimor hicreleri, agrasif hale gelirler (Selvendiran vd. 2009). Simdiye kadar
normalin altinda olan oksijen kosullarina cevap olarak HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 ailesi iiyesi
bulunmustur. Bu ailenin iiyeleri normal oksijen seviyelerinde a ve B alt birimlerine ayrigir

(Kakudo vd. 2015, Tiirkoglu vd. 2021).

Caligmamizda segtigimiz iki hiicre hattinda oncelikli olarak kimyasal hipoksi modeli
olusturulmustur. Oncelikle modelin dogrulanmast mRNA ve protein seviyesinde Real-
Time PZR ve western blot ayrica yine protein seviyesinde IFC yontemi ile dogrulanmstir.
Sonrasinda TGF-f sitokininin ve hipoksik kosullarin hiicre proliferasyonuna etkisi MTT

testi ile arastirilmastir.

PC-3 ve LNCaP hiicreleri kiiltiir ortaminda biiyiitiildii ve son konsantrasyonu 150 puM
olacak sekilde CoCl> eklenerek kimyasal sartlarda hipoksik kosul olusturuldu (Turkoglu ve
Kockar, 2016). Calismamizda TGF-f sitokinin hipoksik modelde hiicre proliferasyonuna
olan etkisi de c¢aligildi. Sitokinin etkisini net gézlemleyebilmek i¢in ayrica deneyler BSA
iceren medyumda biiyiitiilen hiicreler ile de denendi. FCS igeriginden kaynakli sitokin

etkisi boylece disarida birakilmistir. Normal kosullar i¢in ayrilan hiicrelere herhangi bir
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kimyasal uygulanmamistir. Bu sekilde hipoksik ve normoksik kosuldaki hiicrelerden 24,
48 ve 72 saat zaman araliklarinda hiicre pelletleri alinmis ve RNA izolasyonu yapilarak
RNA miktarlar1 olgiiliip CDNA’ lar1 daha sonra ise, hipoksik kosullarin ana regiilator
transkripsiyon faktorii olan HIF-1oo mRNA seviyelerine bakilarak hipoksik kosulun olusup
olugmadigi kontrol edilmistir. Real Time PZR sonucu elde edilen ct degerleri Livak
metoduna gore degerlendirilmistir. Bu sekilde PC-3 ve LNCaP hiicreleri i¢in hipoksik

kosulun olusumu HIF-1o’nin ekspresyon seviyesine bakilarak dogrulanmustir.

Kimyasal hipoksinin ve TGF-f uygulamasinin hiicreler iizerindeki sitotoksik etkisinin
arastirilmasinda MTT Testi kullanilmistir. 96 kuyulu plakalara her biri kuyuya PC-3
hiicereleri i¢in 10.000 ve LNCaP hiicreleri i¢in 10.000 hiicre olacak sekilde hiicreler her bir
kuyuya paylastirildi. Ertesi giin hipoksik gruplara 150uM son konsantrasyonda CoCl:
eklendi. Deneyler hem FCS’ 1i hemde sitokin uygulamasindan dolayr BSA’ I1 olarak
yirltilmistir. MTT deneyleri calisilan her bir grup 8 tekrarli olarak kurulmus ve

birbirinden bagimsiz en az iki kez caligilmistir.

Sitokinin etkisinin gézlemlenebilmesi i¢in hiicreler serum-free medyumda % 0,1’ lik BSA
iceren ortamda blyiitilmiislerdir. Serum tanimlanmamis bir ortam oldugundan ve
iceriginde sitokinleri bulundurdugundan uygulayacagimiz TGF-B sitokininin net etkisini
gozlemlemek istedigimizden BSA’ nin hiicre proliferasyonuna etkisi Oncelikle
incelenmigstir. Hiicreler hem FCS hem de BSA igeren ortamlarda biiyiitiilmiis ve hiicre
proliferasyonlar1 karsilastirilmigtir. BSA’nin hem PC-3 hem de LNCaP hiicrelerinde

herhangi bir olumsuz etkisi tespit edilmemistir.

PC-3 hiicrelerinin hipoksik kosul olusturmak icin kullanilan ajan olan CoCl2 ve TGF-
sitokinin en yiiksek ¢alisma dozu olan 500U/ml (20ng/ml)’ de sitotoksik etkisi calisilmustir.
PC-3 hiicrelerinde CoCl, 6zellikle 48 ve 72 saatlerde hiicre proliferasyonunu olumsuz
yonde etkilemigtir. PC-3 hiicrelerinde daha kisa zaman dilimlerinde MTT deneyleri
tekrarlanmis ve sonu¢ olarak mRNA ve protein deneylerinde kisa zaman dilimlerinde
calismanin daha anlamli oldugu tespit edilmistir. CoCl> ve TGF-B° nin LNCaP

hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli bir sitoksik etkisi gozlenmemistir.

mRNA seviyesindeki analizler i¢cin KLK4 ekspresyon primeri olarak ¢ok sayida bolge i¢in

primer dizayn edilmis ve optimizasyonlar1 yapilmistir. Coklu PZR denemelerinden sonra
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F4 ve F5 adi verilen primerler ile optimizasyon basariya ulagmistir. Bu primerler R3 ve R4
reverse primerleri ile denenmistir. F5 ve R3’ de 214bg biiyiikliikte dogru bant elde
edilmistir. Ayrica diger ¢alisilacak tiim primerler (SMAD2,3,4, HIF1, HB2 ile uygun olan
55 °C’ de baglanma sicakliginda ¢alistigindan Real Time PZR analizlerinde bu primerlerin

kullanilmasina karar verilmistir.

Calismamizda oOncelikle farkli hiicre hatlarinda KLK4 mRNA seviyesi belirlenmistir.
Herhangi bir uygulama yapilmayan SW480, HT-29, HEP 3B, HUVEC, PC-3 ve LNCaP
hiicrelerinden RNA izolasyonlar1 gerceklestirildi ve bu RNA’ lardan 1 pg kullanilarak
cDNA sentezi yapildi. Ardindan gercek zamanli PZR gergeklestirildi. Yapilan analizler
sonucu KLK4’ iin en yliksek mRNA ifadesi LNCaP hiicrelerinde, en diisiik ifadesinin ise
Dukes B tipi olan SW480 kolon kanseri hiicrelerinde oldugu goriildii. Dukes C tipi kolon
kanseri hiicresi olan HT-29 hiicrelerinde ise KLK4’ {iin ifadesinin SW480 ile
kiyaslandiginda daha fazla oldugu goriilmektedir. Bunun da Dukes C tipinin kolon
kanserinin, ilerlemis evresi oldugundan kaynaklandigi goriilmektedir. Bu hiicre hatlarindan
ayni zamanda protein izolasyonu da yapilarak KLK4 protein ifadesine bakilmistir. Yapilan
western blot sonucu elde edilen bantlarin analizlerinin mRNA sonuglari ile ayni oldugu

tespit edilmistir.

Daha sonra, ¢alismamizda oncelikle KLK4 ifadesi tespit edilebilir diizeyde olmayan PC-3
hiicreleri ile analizler gerceklestirildi. Bu amagla sitokin ve CoCl2 uygulamasi yapilan
hiicrelerden elde edilen cDNA’ lar kalip olarak kullanilarak gercek zamanli PZR yapildi.
Hipoksik kosulun ana regiilatorii ve gostergesi olan HIF-la seviyesi ilk olarak analiz
edildi. PC-3 hiicrelerinde 1,3,6 ve 24 saatlik zaman dilimlerinde normal kosullara kiyasla
CoCl12 ile olusturulan hipoksik kosullarda HiF-la seviyesinin (Sekil 4.19) tiim zaman
dilimlerinde arttig1 gosterildi. Bu da hipoksik kosullarin basarili bir sekilde
olusturuldugunun teyidi olmustur. Calisilan tiim kosullarda da HIF-la seviyesi ayrica
analiz edildi. (Sekil 4.20). Daha sonra sirastyla KLK4 (Sekil 4.21 A-B) ve TGF-f sinyal
yolaginin diizenleyici proteinleri olan SMAD proteinlerinin de mRNA seviyesindeki
ekspresyonlar1 analiz edildi (Sekil 4.22, Sekil 4.23). TGF-f uygulamasiin hiicreler
tizerindeki uyarict etkisi SMAD2/3 mRNA seviyelerindeki artis ile koreledir. PC-3 hiicre
hattinda TGF-B ve hipoksik gruplarda KLK4 mRNA seviyesi 1 ve 3 saatlerde artarken
(Sekil 421 A) 6 ve 24 saatlerde TGF-f uygulamasinin mRNA seviyesindeki
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ekspresyonunda azalmaya, hipoksik kosullarda ise yine diger saatlerde oldugu gibi artiga

(Sekil 4.21 B) sebep olmustur.

Calismalarimiz KLK4 ifadesi yiiksek oranda tespit edilen LNCaP hiicrelerinde de
gerceklestirildi. Bu amagla sitokin ve CoCl, uygulamasi yapilan hiicrelerden elde edilen
cDNA’ lar kalip olarak kullanilarak ger¢ek zamanli PZR sonucunda analizleri yapildi.
Hipoksik kosulun ana regiilatorii ve gdstergesi olan HiF-la seviyesi ilk olarak analiz
edildi. LNCaP hiicrelerinde 24, 48 ve 72 saatlik zaman dilimlerinde normal kosullara
kiyasla CoCI2 ile olusturulan hipoksik kosullarda HIF-1a seviyesi incelendiginde (Sekil
4.24) tim zaman dilimlerinde artis tespit edilemedi. Sadece 72 saatte basarili bir hipoksik
kosulun saglandig1 goriilmektedir (Sekil 4.25). Bu sebeple calisilan diger genlerdeki etki
72 saat icin degerlendirmeye alindi. Bu da hipoksik kosullarin basarili bir sekilde
olusturuldugunun teyidi olmustur. Calisilan tim kosullarda da HIF-la seviyesi ayrica
analiz edildi (Sekil 4.25). Daha sonra sirastyla KLK4 (Sekil 4.26 A) ve TGF-B sinyal
yolagimnin diizenleyici proteinleri olan SMAD proteinlerinin de mRNA seviyesindeki
ekspresyonlari analiz edildi (Sekil 4.26 B,C,D). TGF- uygulamasinin hiicreler tizerindeki
uyarici etkist SMAD2/3/4 mRNA seviyelerindeki artis ile koreledir. LNCaP hiicre hattinda
TGF-B ve hipoksik gruplarda KLK4 mRNA ekspresyonunda 72 saatte artis (Sekil 4.26 A)
tespit edildi.

Calismamizda protein seviyesindeki analizlerde hem IFC hem de western blot teknigi
kullanilmistir. Normal oksijen kosullarmma gore, hipoksik kosullarda ve TGF-f etkili
normoksik ve hipoksik sartlarda KLK4 protein seviyesi IFC ile incelenmistir. KLK4’ iin
protein diizeyindeki ifadesinin belirlenmesinde kullanilan bu teknik ile hipoksik ve
normoksik sartlarda KLK4’ {in seviyesi karsilastirildigindan hipoksik kosullarda ifadesinin
arttig1 gozlenmistir. Ancak TGF-f etkili ifade diizeyi ele alindiginda 6zellikle ifadesinin
arttig1, hipoksik sartlardaki ifadesinin ise daha giiclii oldugu tespit edilmistir. SMAD
yolagimin etkinligi ele alindiginda ise sitokin uygulamasi ile SMAD proteinlerinin arttig1
ayrica hipoksik kosullarda da bu etkinin devam ettigi goézlenmistir. Boylece KLK4’ iin
TGF-B etkili regiilasyonunun 6zellikle hipoksik sartlar altinda up regiile oldugu bunun da
SMAD yolag: ile etkilesimi belirlenmistir. Ikinci protein belirleme ydntemi olan western
blot yonteminde ise Western protokoliiniin uygulanmasi sonrasinda membranlar SMAD,
KLK4 ve B-Aktin antikorlar ile ayr1 ayr1 muamele edildi. TGF-$ ve hipoksik kosullarda
SMAD proteinlerinin aktive oldugu tespit edilmistir. Bu bizim agimizdan TGF-8 yolunun
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aktive edildigini gostermistir. Hem 1 ve 3 hem de 6 ve 24 saatlik zaman dilimlerinde
KLK4 proteinin ifadesi incelendiginde hipoksik kosullarda artis goriilmektedir. TGF-f

uygulamasi 1-3 ve 6 saatlerde azalmaya sebep olurken 24 saat artis tespit edilmistir.

Calismamiz kapsaminda PC-3 ve LNCaP hiicre hatlar1 kullanilmistir. Tez siiresi boyunca
hiicre hatlarinin biiyiitiilmesi, pasajlanarak sayilarinin arttirtlmasi tiim ¢alismalar boyunca
basariyla saglandi. Tez kapsaminda ilk olarak KLLK4 promotor bdlgesi i¢in farkli promotor
parcalarim1 klonlayabilmek i¢in promotor klonlama primerleri dizayn edildi. Bu amagla
genin promotor bolgesi NCBI (National Center for Biotechnology Information) data bank
kullanilarak bulundu. Promotor bolge icin NCBI da 19. Kromozom iizerinde genomik
sekansta NG _012154.2 {izerinde ¢alisildi. Bulunan dizide oncelikle genin ekzon bdolgeleri
bulundu. ilk ekzonda baslangic kodonu olan ATG tespit edildikten sonra ATG
yukarisindaki yaklasik 2000 baz ciftlik dizi promotor bolge olarak secildi. Bu bolgede
hedef promotor parcalarinin olusturulabilmesi i¢in dizi iizerinde olasi transkripsiyon
faktorii baglanma bolgeleri analiz edildi. Bu tez ¢calismasindaki hedefimiz hipoksik cevabi
aydinlatmak oldugu icin oncelikle HIF-lo transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri
bulundu. Tez calismasindaki bir diger hedefimiz TGF-f sitokin cevabinin aydinlatilmasi
oldugu icin bu sitokinin kullandig1 transkripsiyon faktorleri olan SMAD transkripsiyon
faktorii baglanma bolgeleri de analiz edildi. Bu analizler sonucunda klonlama boélgeleri i¢in
primer dizayni yapildi. Primer dizayninda primerleri KLK4 blast oranlari, Tm sicakliklar

ve hairpin yapilari analiz edildi.

T:A klonlama yapabilmek amaciyla ilk olarak promotor parcalart pGEMT Easy vektoriine
atilmas1 planlanmis ve ardindan pMetLuc Reporter haberci vektoriine alt klonlama
yapilacagi i¢in, promotor bolgeleri i¢in segilen primer dizlerinin u¢ kisimlarina restriksiyon
enzimi kesim boélgeleri konulmustur. PGEMT-Easy ve pMetLuc vektorlerinde geni
kesmeyen ve uyumlu kesim boélgeleri bulunmadigindan klonlama primerlerine restriksiyon
enzimi kesim bolgeleri eklendi. Bu enzimlerin se¢iminde, enzimlerin genin iginden
kesmemesine ve pMetLuc Reporter vektoriiniin MCS’ si {izerinde yer almasina dikkat
edildi. Bu strateji ile secilen Xhol ve HindIII enzimleri (pGEMT Easy vektoriinde olmayan
fakat pMetLuc Reporter vektoriinde bulunan) promotor bolgeleri i¢in segilen dizilerin ug
bolgelerine eklendi. pGEMT Easy vektoriine klonlanan KLK4 promotor parcalart Xhol ve
HindIII enzimleri ile kesilerek bu vektorden ¢ikartilmis ve ardindan bu vektérden ¢ikarilan

promotor parcalarinin, ayni enzimlerle kesilen pMetLuc Reporter haberci vektoriine
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ligasyonlar1 saglandi. Tiim klonlanan promotor parcalarmin dogrulanmasi dizi analizi ile
yapilmistir. Dizilemeden gelen sonuglar NCBI blast ile dogrulanmistir. Ayrica tim diziler
kullanilarak bioedit programinda karsilastirmalar da yapilmistir. Sonug olarak 1104 (P1),
760 (P2), 391 (P3), ve 102 (P4), b¢’ lik 4 farkli kisaltilmis KLK4 promotor pargasi
klonland.

Transkripsiyonel aktivite deneylerine gegmeden 6nce klonlamasi gerceklestirilen promotor
pargalarini igeren pMetLuc Vektorlerinin (Ready-To-Glow™ Dual Secreted Reporter
Assay) biiyiik 6lgekli plazmit eldesi gergeklestirildi. Transfeksiyon ¢alismalarinda salinan
sistem lusiferaz ve kontrol olarak yine salinan sistem alkalin fosfataz aktivitesi
degerlendirildi. Tim transfeksiyon c¢alismalarinda kullanilan promotor pargalari iceren
vektorler disindaki, vektor sistemlerinin de biiyiik dlcekli eldesi i¢in plazmit izolasyonlari
yapilmis ve vektorler kesim ile kontrol edildikten sonra kullanilmislardir. Transfeksiyon
caligmalarinda kullanilacak plazmit konsantrasyonlarinin belirlenmesi i¢in miktar
optimizasyon calismast yapilmis ve promotor pargasi iceren vektorlerin 1pug olarak

kullaniminin bazal aktivite 6l¢limlerinde yeterli oldugu tespit edilmistir.

Herbir promotor pargasinin normal kosullardaki aktivitesi, CoCl, uygulanmis kimyasal
hipoksi modelindeki aktivitesi ile karsilastirilmigtir. Tiim promotor pargalarinin hipoksik
kosullarda oOzellikle 48 saatte aktivitelerinin arttigi tespit edilmistir. 48 saatte bazal
aktivitesi en yiiksek promotor pargast 760 bg¢ (P2) olarak tespit edilmistir. TGF-f’ nin
promotor pargalarmin normoksik ve hipoksik aktivitelerine etkisini belirlemek i¢in
oncelikle farkli sitokin dozlar1 (50U, 100U, 200U ve 500U) denenmis ve 500U/ml
(20ng/ml) human TGFp kullanilmasina karar verildi. Ardindan tiim promotor pargalarinin
transkripsiyonel aktivitelerinin belirlenmesi i¢in transfeksiyon ¢aligmalar1 yapilmistir. 1104
b¢ (P1) promotor pargasi iizerinde 500U/ml (20ng/ml) TGF-B> nin normal kosullarda
Ozellikle 72 saatte aktivite azalisina sebep oldugu tespit edildi. Hipoksi ve TGF-’ nin
etkisi analiz edildiginde yine 72 saatte azaltici etkinin sadece hipoksik grupla
karsilagtirildiginda korundugu ancak hipoksinin etkisi ile bu azaltici etkinin keskin
olmadigi tespit edilmistir. 760 bg (P2) promotor pargasi incelendiginde TGF-B’ nin normal
ve hipoksik kosullarda bazal aktivite iizerinde azaltic1 etkisi tespit edilmistir. P3 promotor
parcasi olan 391 bg incelendiginde ise TGF-B’ nin azaltict etkinsinin hem normal hem de
hipoksik grupta en giiclii oldugu goriilmiistiir. Bu sonu¢ bize SMAD transkripsiyon

faktoriiniin baglanma bdlgesini igermeyen daha kiiciik bir promotor pargast olusturmamiz
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gerektigini disiindiirmiistiir. Bunun i¢in gerekli biyoinformatik analizler yapilmis ve 102

b¢’ lik (P4)bir bélgenin klonlanmasina karar verilmistir.

Sonug olarak tliim promotor parcalarinin bazal aktiviteleri karsilastirildiginda en yiiksek
bazal aktivite 760 bg (P2) promotor pargasinda tespit edilmistir. P1, P2 ve P3 promotor
pargalarinin hipoksik kosullarda 6zellikle 48 saatte aktivitelerinin arttig1 tespit edilmistir.
P4 (102 bg) promotor parcasinin hipoksik aktivitesi degerlendirildiginde normoksik
sartlara kiyasla aktivitesinde herhangi bir artis gdzlenmemistir. Bu promotor pargasinda
HIF transkripsiyon faktdriine 6zgii bir baglanma bdlgesi yer almamaktadir. Bu sonuglar in-

siliko analizler ile dogru orantilidir.

Calismamiz kapsaminda kapsaminda 2 ayri1 bolge i¢in EMSA primeri tasarlanmistir. Bu
bolgeler olasi transkripsiyon faktorii baglanma bolgeleri temel alinarak hazirlanmis ve bu
bolgelere baglanan SMAD ve HIF-1 transkripsiyon faktdreleriyle promotorun regiilasyonu
arastirilmistir. Bu amagcla bir SMAD bélgesi icin (+163/+194) ve bir tane HiF-1 bolgesi
icin (-80/-52) EMSA primeri tasarlanmistir. PC-3 hiicrelerine ait niikleer ekstraktlari ile
yapilan ¢alismalarda ilk olarak HIF-1a bolgesi icin tasarlanan (-80/-52) bdlgeye ait problar
calisilmistir Bu amagla PC-3 hiicrelerinde Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve
Hipoksik+ TGF-f niikleer ekstraktlar1 hazirlandi. Ayri ayri kurulan baglanma reaksiyonlari
ile sekil 4.114 A’ da goriilen 2. ve 6. kuyularda ve sekil 4.114 B’ de goriilen 2. ve 6.
kuyulardaki kompleks yapis1 C harfi ile gosterilmistir. Yani HIF-1a bdlgesi i¢in tasarlanan
problar PC-3 Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-f niikleer
ekstraktlar1 ile kompleks olusturmaktadir. Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek
i¢in hem -80/-52 bélgeye ait biotinsiz problarla hem de HIF-la consensus dizisine ait
biotinsiz problarla 500 kat olacak sekilde yarigma deneyleri yapildi. Yine sekil 114A° da 3.
ve 7. kuyularda sekil 4.114 B’ de 3. ve 7. kuyularda silinen kompleks bize elde edilen
kompleksin gercekten -80/-52° luk bolgeye ait oldugunu; sekil 114 A’ da 4. ve 8.
kuyularda, sekil 4.114 B’ de 4. ve 8. kuyularda silinen kompleksin gercekten HIF-10’ ya
ait oldugunu kanitlamaktadir. Bu da KLK4 promotor bélgesinde -80/-52 luk bolgede HiF-
la transkripsiyon faktorii baglanma bolgesi oldugunun, KLK4’ {in hipoksik sartlardaki
elde ettigimiz regiilasyonunun teyidi olmustur. Ayrica PC-3 normoksik ve hipoksik
niikleer ekstraklar birbiriyle kiyaslandiginda olusan kompleksin hipoksik sartlardaki artan
kuvveti bize gercekten de KLK4’ {in hipoksik sartlarda artig gosterdigini bir kez daha

kanitlamaktadir.
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PC-3 hiicrelerine ait niikleer ekstraktlari ile yapilan ¢alismalarda iiglincii olarak olast
SMAD baglanma bolgesi icin tasarlanan +163/+194 bdlgeye ait problar da ¢alisildi. Bu
amacla PC-3 hiicrelerinde Normoksik, Normoksik + TGF-3, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-
B niikleer ekstraktlar1 hazirlandi. Ayr1 ayr1 kurulan baglanma reaksiyonlari ile Sekil 4.111
de goriilen 2., 7. Kuyularda ve Sekil 4.115” de ve 4.116° da goriilen 2. ve 7. kuyulardaki
kompleks yapis1 C harfi ile gosterilmistir. Yani SMAD bdélgesi i¢in tasarlanan problar PC-
3 Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF- niikleer ekstraktlari ile
kompleks olusturmaktadir. Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek i¢in hem
+163/+194 bolgeye ait biotinsiz problarla 500 kat olacak sekilde yarigsma deneyleri
yapilmustir. +163/+194 bolgede oldugu diistiniilen SMAD bolgesi i¢in delesyon problarida
tasarlandi. Bu amagla kurulan baglanma reaksiyonlarinda sinyalin kaybolmasi on
goriilmektedir ancak sekil 4.115° de 4. ve 9. kuyularda, sekil 4.116’ da 4. ve 9. kuyularda
sinyali azalan kompleksin SMAD bdélgesi igin olasi oldugunu ancak +163/+194" lik dizi
tizerinde farkli bir SMAD baglanma bdlgesininde olabileceginin kanitidir. Bu sebeple

sinyal tamamen kaybolmamis ancak zayiflamistir.

LNCaP hiicrelerinde SMAD baglanma bdlgesinin belirlenmesi i¢in PC-3’ lerde +163/+194
bolge icin yapilan deneyler benzer sekilde yapildi. Bu amagla LNCaP hiicrelerine ait
niikleer ekstraktlar1 ile yapilan ¢aligmalarda olarak olast SMAD baglanma bdlgesi icin
tasarlanan +163/+194 bolgeye ait problar ¢alisildi. Bu amagla LNCaP hiicrelerinde
Normoksik, Normoksik + TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-p niikleer ekstraktlari
hazirlandi. Ayr1 ayr1 kurulan baglanma reaksiyonlart ile Sekil 4.117” de gortilen 2. ve 7.
kuyularda ve Sekil 4.118° de goriilen 2. ve 7. kuyulardaki kompleks yapisi C harfi ile
gosterilmistir. Yani SMAD bdlgesi i¢in tasarlanan problar LNCaP Normoksik, Normoksik
+ TGF-B, Hipoksik ve Hipoksik+ TGF-p niikleer ekstraktlari ile kompleks olusturmaktadir.
Bu baglanmanin spesifik oldugunu belirlemek i¢cin hem +163/+194 bolgeye ait biotinsiz
problarla 500 kat olacak sekilde yarigsma deneyleri yapilmistir. Yine Sekil 4.117° de 3. ve
8. kuyularda Sekil 4.118” de 3. ve 8. kuyularda silinen kompleks bize elde edilen
kompleksin gergekten +163/+194 bolgeye ait oldugunu gdostermektedir.

Ayrica +163/+194 bolgesinde oldugu diisiiniilen SMAD bdlgesi icin delesyon problarida
tasarlandi. Bu amagcla kurulan baglanma reaksiyonlarinda sinyalin kaybolmasi o6n

goriilmektedir ancak Sekil 4.117° de 4. ve 9. kuyularda, sekil 4.118” de 4. ve 9. kuyularda
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sinyali azalan kompleksin SMAD bdlgesi i¢in olasi oldugunu ancak sinyalin tamamen
kaybolmamis zayiflamis olmasi farkli bir SMAD baglanma bolgesininde olabilecegini

diistindiirmektedir.

Bu caligma kapsaminda ilk kez Prostat kanseri hiicre hatti olan PC-3 ve LNCaP
hiicrelerinde normal ve hipoksik kosullarda TGF-p sitokini ve HIF transkripsiyon
faktoriiniin KLK4 geninin regiilasyonuna katkis1 incelenmistir. Calismamiz kapsaminda
TGF-B ve hipoksinin KLK4 ifadesini regiile ettigi tespit edilmistir. Bu etki hipoksik
kosullarda oldukg¢a giiclii bulunmustur. Sonug¢ olarak elde ettigimiz veriler literatiire

KLK4’ iin prostat kanserindeki regililasyonu hakkinda yeni bilgiler sunmustur.
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Sekil A.2: Thermo Scientific 100 bp DNA marker.
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PageRuler Prestained Protein Ladder
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Sekil A.3: PageRuler Prestained Protein marker.
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EK B: Kullanilan Vektorler

X | 2009
Scal 1890 Nae | 2707
f1 ori
Amp" "
pGEM~-T Easy lacZ
Vector 6
(3015bp)

ori

Apal
Aatll
Sph |
BstZ |
Neo |
BsiZ |
Mot |
Sac |
EcoR |

Spe |
EcoR |
Not |
BstZ |
Psi |
Sall
Nde |
Sac |
BstX |
Nsil

Sekil B. 1: pPGEM™-T Easy vektor haritas1 (Promega).
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MCS |

\

\ Bglll  Sall
| Xhol  Sacll
| Sacl  Apal
| Hindlll BamHl
| EcoRl Agel
|\ Pstl

Secreted
Metriia o
Luciferase
/
.' pMetLuc- .
Reporter |

Sekil B. 2: pMetLuc-Reporter vektor haritasi (Clontech).
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MCS
Notl 141y MCS
(4949 (245-264)

BamHI
{481)

SEAP

pSEAP2-Control
i 5.1 kb

Asel

{3623) puc  enhancer

orl

TB = Transcription blocker

Sekil B. 3: SEAP-2 kontrol vektor haritasi.
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EKLER
EK C: KLK4 Promeotorlar: Dizi Analizi Sonuclari

Dizi ANALIZi 1104 b¢ KLK4 PROMOTOR

1104bp forward

>Pr70 2670 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi
ATTAAGCGCAGACATGAGAGAGACAGGAGAGAATGAGAGGAAATGAAAGA
AAACACGAGAAAAATAATGAGAGAGAGAATGAGAGAAAGAAAGAAGGAGA
GAAAGAGAAAATGAGAGATACAGGCAAGAGAGAGGTATCTCATGAGAGAG
AATAAGAACATGAAAAGAGAAAGAATGAGAGAGAGAGAGAGAAAGAAAAA
GGAGAGTGGAGTCTAGGATCTGGGCAGGGGTCTCCTCCCTGGGTCCCTAG
ACCCTGCTGCCAGCCCCTTCTGGGCCCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTT
GAGGCAGCCTGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACCTGACCCCTGG
AACACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCC
CCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTG
GAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCAC
TAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGC
TGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATC
TCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTG
TCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGA
TATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCC
TCCATGCTTGTTTGCGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCATTCACAGATGG
CTAGATGCTTTTCCTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGGTCTCTCTCTC

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Forward)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC_000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910966 to 50911804 GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand
1493 bits(808) 0.0 831/841(99%) 6/841(0%) Plus/Minus
Features:
228 bp at 5' side: kallikrein-4 isoform X131827 bp at 3' side: kallikrein-5 isoform X1
Query 12 acatgagagag-acaggagagaatgagaggaaatgaaagaaaacacgagaaaaataatga 70
N
Sbjct 50911804 ACATGAGAGAGAACAGGAGAGAATGAGAGGAAATGAAAGAAAACACGAGAAAAATAATGA
50911745
Query 71 gagagagaatgagagaaagaaagaaggagagaaagagaaaatgagagatacaggcaagag
130
N e
Sbjct 50911744 GAGAGAGAATGAGAGAAAGAAAGAAGAAGAGAAAGAGAAAATGAGAGATACAGGCAAGAG
50911685
Query 131 agaggtatctcatgagagagaataagaacatgaaaagagaaagaatgagagagagagaga
190
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6E6URU9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_27471&from=50910965&to=50911803&rid=G6E6URU9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6E6URU9015&from=50910966&to=50911804
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6E6URU9015%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910925:50911845&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50908466&to=50910738&RID=G6E6URU9015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50943631&to=50952657&RID=G6E6URU9015

Sbjct 50911684 AGAGGTATCTCATGAGAGAGAATAAGAACATGAAAAGAGAAAGAATGAGAGAGAGAGAGA
50911625

Query 191 gaaagaaaaaggagagtggagtctaggaTCTGGGCAGGGGTCTCCTCCCTGGGTCCCTAG
250

R
Sbjct 50911624 GAAAGAAAAAGGAGAGTGGAGTCTAGGATCTGGGCAGGGGTCTCCTCCCTGGGTCCCTAG
50911565
Query 251 ACCCTGCTGCCAGCCCCTTCTGGGCCCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGCAGCCT
310

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et ettt e
Sbijct 50911564 ACCCTGCTGCCAGCCCCTTCTGGGCCCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGCAGCCT
50911505
Query 311 GAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACCTGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGCAG
370

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et ettt e
Sbjct 50911504 GAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACCTGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGCAG
50911445
Query 371 GCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGC
430

N
Sbjct 50911444 GCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGC
50911385
Query 431 TGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGT
490

R
Sbijct 50911384 TGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGT
50911325
Query 491 GGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGC
550

R
Sbijct 50911324 GGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGC
50911265
Query 551 TGGATtctcagcctctgtgccttctgtctccacatctctctagacagatctctcactgtce
610

FEPTETETEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 50911264 TGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTC
50911205
Query 611 tctagttaggagtcactgtctctagttaggggtctctctgtctctctgaatctatatctce
670
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Sbjct 50911204
50911145

Query 671
730

Sbjct 50911144
50911085

Query 731
788

Sbjct 50911084
50911025

Query 789

TCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTC

catgtctaactctcagactgtctctgaggatatctctcaagcactctgtctcteccggetce

Frrrrerrrrrrererrrrrerrrrrrer et e et et e e
CATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTC

tgattctctgtgtgtctTCC-TCCATGCTTGTTTGCGG-TGGCTAGACACCATCTCTCCC

TGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCC

—ATTCACAGATGGCTAGATGCTTTTCCTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGGTCTCTCTCT

847

CErrrrrerrerrrerrerrr et rrrrrrrrrre et e rer rrr e
Sbjct 50911024 CATTCACAGATGGCTAGATGCTTT--CTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGTTCTCTCTCT
50910967
Query 848 C 848

Sbjct 50910966 C 50910966

1104bp reverse

>Pr70 2671 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

GGTGCGGAAAAAATATCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATC
CCTCTCTTTGTCCCTCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCA
AGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGA
GAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAGAGGTGGGAA
AAGAGAGAGAGAGAGAACTAAGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCT
AGCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCGCAAACAAGCA
TGGAGGGAAGACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAG
AGATATCCTCAGAGACAGTCTGAGAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAG
AGAGACAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGTGACTCCTAACTAGAGACAG
TGAGAGATCTGTCTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAGAGGCTGAGA
ATCCAGCGACATGGAGCTGTAGGGAGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGC
TTTTAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTG
GATTCCACTGCTGGGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCAGGGGCCTC
CTTGGGGCTTATAAGCATCCTCAGCCTGCGCTGGCCTGCCCCCAGGGGAT
GTGTTCCAGGGGTCACGTGCTGCAAACTTCCAGCTCAACTCTCTCATGCT
GCCTCAACTCTGACCAGGCAGTGGTTGGGGGCCCAGAATGGGCTGGCAGC
AGGTCTAGGGACCCAGGGAGGAAGACCCCTGCCCAGATC

Dizinin reverse complementi
GATCTGGGCAGGGGTCTTCCTCCCTGGGTCCCTAGACCT
GCTGCCAGCCCATTCTGGGCCCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGC
AGCATGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACGTGACCCCTGGAACAC
ATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCGCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAG
GAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATC
CAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAA
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GCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGAT
TCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATCTCTCA
CTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCT
CTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCT
CTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCA
TGCTTGTTTGCGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCT
AGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGTTCTCTCTCTCTCTCTT
TTCCCACCTCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCTGTCTC
TCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCT
TGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGG
GATGGAGAGACTTGGGCTGAAGTCCCCAGACACGATATTTTTTCCGCACC

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Reverse)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC _000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910775 to 50911598GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand
1448 bits(784) 0.0 814/827(98%) 7/827(0%) Plus/Plus
Features:
37 bp at 5' side: kallikrein-4 isoform X132033 bp at 3' side: kallikrein-5 isoform X1
Query 17 CGTGTCTGGGGA-CTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTTCTTC 75

FEErrrrrrrrr rerrrrerrrrrr et er et e
Sbjct 50910775 CGTGTCTGGGGATCTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTTCTTC
50910834
Query 76 CCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCAtccatg
135

N
Sbjct 50910835 CCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATCCATG
50910894
Query 136 gacccagaacctagagagacagatttagagactgagagagaaaaagagagagagagaggt
195

L o O
Sbjct 50910895 GACCCAGAACCTAGAGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAGA--T
50910952
Query 196 ggg-aaa-agagagagagagagaactaagtagaaaggaaagtttagagaaagcatctagce
253

e
Sbjct 50910953 GGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCTAGC
50911012
Query 254 catctgtgaatggggagagatggtgtctagccacccgcaaacaagcatggagggaagaca
313

Frrrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrererrrrrer rrrr e et e e
Sbjct 50911013 CATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAAGCATGGAGGGAAGACA
50911072
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6ECMGZ2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_119945&from=50910774&to=50911597&rid=G6ECMGZ2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6ECMGZ2015&from=50910775&to=50911598
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6ECMGZ2015%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910734:50911639&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50908466&to=50910738&RID=G6ECMGZ2015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50943631&to=50952657&RID=G6ECMGZ2015

Query 314 cacagagaatcagagccggagagacagagtgcttgagagatatcctcagagacagtctga
373

Sbjct 50911073 CACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGATATCCTCAGAGACAGTCTGA
50911132
Query 374 gagttagacatggagatatagattcagagagacagagagacccctaactagagacagtga
433

R
Sbjct 50911133 GAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAGAGAGACAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGTGA
50911192
Query 434 ctcctaactagagacagtgagagatctgtctagagagatgtggagacagaaggcacagag
493

[
Sbjct 50911193 CTCCTAACTAGAGACAGTGAGAGATCTGTCTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAGAG
50911252
Query 494 gctgagaATCCAGCGACATGGAGCTGTAGGGAGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCTTT
553

N
Sbjct 50911253 GCTGAGAATCCAGCGACATGGAGCTGTAGGGAGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCTTT
50911312
Query 554 TAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGCTG
613

N
Sbjct 50911313 TAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGCTG
50911372
Query 614 GGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCAGGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCTCA
673

N
Sbjct 50911373 GGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCAGGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCTCA
50911432
Query 674 GCCTGCGCTGGCCTGCCCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCACGTGCTGCAAACTTCCAG
733

N
Sbjct 50911433 GCCTGGGCTGGCCTGCCCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCAGGTGCTGCAAACTTCCAG
50911492
Query 734 CTCAACTCTCTCATGCTGCCTCAACTCTGACCAGGCAGTGGTTGGGGGCCCAGAATGGGC
793

N
Sbjct 50911493 CTCAACTCTCTCAGGCTGCCTCAACTCTGACCAGGCAGTGGTTGGGGGCCCAGAAGGGGC
50911552
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Query 794 TGGCAGCA-GGTCTAGGGACCCAGGGAGGAAGACCCCTGCCCAGATC 839

LEErrrrr rrrerererrrrrerrrrrt rerrrrrrr e
Sbjct 50911553 TGGCAGCAGGGTCTAGGGACCCAGGGAGG-AGACCCCTGCCCAGATC 50911598

iKi DiziNIN BLAST SONUCU

Query 217 GATCTGGGCAGGGGTCT-CCTCCCTGGGTCCCTAGACCCTGCTGCCAGCCCCTTCTGGGC 275

FECEEEREEEEEEE e PEEe e e e e e e e e e e e e e Peee e e e e e e teee ey
Sbjct 839 GATCTGGGCAGGGGTCTTCCTCCCTGGGTCCCTAGACC-TGCTGCCAGCCCATTCTGGGC 781

Query 276 CCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGCAGCCTGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCA 335

FECEEEEEEEEEEE R Er e e e e e e e e e e Fe e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 780 CCCCAACCACTGCCTGGTCAGAGTTGAGGCAGCATGAGAGAGTTGAGCTGGAAGTTTGCA 721

Query 336 GCACCTGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTAT 395

Sbjct 720 GCACGTGACCCCTGGAACACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCGCAGGCTGAGGATGCTTAT 661

Query 396 AAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATC 455

FECEEEEEEEEEEE R Er e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e ey
Sbjct 660 AAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATC 601

Query 456 CAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTG 515

Sbjct 600 CAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTG 541

Query 516 TTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCT 575

Sbjct 540 TTCATGATCCAACTCTCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCT 481

Query 576 GTCTCCACATCTCTCTAGACAGAtctctcactgtctctagttaggagtcactgtctctag 635

CECEEEEEEEEE TR e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbjct 480 GTCTCCACATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAG 421

Query 636 ttaggggtctctctgtctctctgaatctatatctccatgtctaactctcagactgtctct 695

Sbjct 420 TTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCT 361

Query 696 gaggatatctctcAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCC-TCCA 754

CECEEEEEEEE R e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e e et Fe
Sbjct 360 GAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCA 301

Query 755 TGCTTGTTTGCGG-TGGCTAGACACCATCTCTCCC-ATTCACAGATGGCTAGATGCTTTT 812
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Sbjct 300 TGCTTGTTTGCGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTT- 242

Query 813 CCTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGGTCTCTCTCTC 848

Sbjct 241 -CTCTAAACTTTCCTTTCTACTTAGTTCTCTCTCTC 207

DiZi ANALIZi 760 b¢ KLK4 PROMOTOR
760bp forward

>Pr70 2672 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

CATCGTTTAGTTACATTTACATAGACATCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAG
GCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCCTGCGGGAGGCAGCAGGC
TGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAA
GAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTC
CCCCTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTC
CACATCTCTCTAGACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTC
TCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAAC
TCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTC
TGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACAC
CATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTT
CTACCTAGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTT
CTCTCTCAGTCTCTAAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGG
AGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGG
GAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATC
CCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGTGAAGC
TTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGGTCGC
CACCATGGACATCAAGGTGGGGGTTC

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Forward)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC _000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910738 to 50911461GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand

1325 bits(717) 0.0 722/724(99%) 1/724(0%) Plus/Minus

Features:

kallikrein-4 isoform 1 preproproteinkallikrein-4 isoform X3

Query 25 ACAT-CCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCC 83
FEEE rrrrrrerrrerr e e et ettt ettt

Sbjct 50911461 ACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCC

50911402

Query 84 TGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGC

143
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6FH8UBJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_57225&from=50910737&to=50911460&rid=G6FH8UBJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6FH8UBJ01R&from=50910738&to=50911461
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6FH8UBJ01R%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910702:50911497&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50906934&to=50910738&RID=G6FH8UBJ01R
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50907082&to=50910738&RID=G6FH8UBJ01R

Sbjct 50911401 TGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGC
50911342

Query 144 CGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCCCC
203

FEETEEEEEE R e e e e r e e e e e e rrrrrrrerrrrer
Sbjct 50911341 CGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCTCC
50911282
Query 204 CTACAGCTCCATGTCGCTGGATtctcagcctctgtgecttectgtctccacatctcectctag
263

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et ettt e
Sbijct 50911281 CTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAG
50911222
Query 264 acagatctctcactgtctctagttaggagtcactgtctctagttaggggtctctctgtct
323

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrr et ettt e
Sbjct 50911221 ACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCT
50911162
Query 324 ctctgaatctatatctccatgtctaactctcagactgtctctgaggatatctctcaagceca
383

N
Sbjct 50911161 CTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCA
50911102
Query 384 ctctgtctctccggctctgattctctgtgtgtecttececteccatgettgtttgtgggtgge
443

R
Sbijct 50911101 CTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGC
50911042
Query 444 tagacaccatctctccccattcacagatggctagatgctttctctaaactttceccectttcta
503

R
Sbijct 50911041 TAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTA
50910982
Query 504 cctagttctctctctcectcectectetttteccatectetetetetetttttectetetecagtete
563

FEPTETETEE e e e e e e e e e e e e e e e e e
Sbijct 50910981 CCTAGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTC
50910922
Query 564 taaatctgtctctctaggttctgggtccatggaTGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCT
623
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Sbijct 50910921 TAAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCT
50910862

Query 624 CTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGA
683

Frererrrrerererrerererrer et et et et et e
Sbjct 50910861 CTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGA
50910802
Query 684 GACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGAC
743

Frrrrrerrrrrrrrrrerreerr et et e ettt e
Sbjct 50910801 GACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGAC
50910742
Query 744 GTGA 747

[l
Sbjct 50910741 GTGA 50910738

760bp reverse

>Pr70 2673 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi
GGGACTACTAGCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCT
CTTTGTCCCTCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGC
CTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGAGAGAC
AGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAGATGGGAAAAGAGAG
AGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCTAGCCA
TCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAAGCATGGAG
GGAAGACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGATA
TCCTCAGAGACAGTCTGAGAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAGAGAGA
CAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGTGACTCCTAACTAGAGACAGTGAGA
GATCTGTCTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAGAGGCTGAGAATCCA
GCGACATGGAGCTGTAGGGGGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCTTTTA
GTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTC
CACTGCTGGGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCACGGGCCTCCTTGG
GGCTTATAAGCATCCTCAGCCTGGCTGGCCTGCCCCCAGGGGATGTGTTC
CAGGGGTCAGTGCTGCAAACTTCCAGCTCAACCTCGAGATCTGAGTCCGG
TAGCGCTAGTAATAACTAATGCATGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAAT
CA

Dizinin reverse complementi

TG
ATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGCATTAGTTATTACTAGCGCTA
CCGGACTCAGATCTCGAGGTTGAGCTGGAAGTTTGCAGCACTGACCCCTG
GAACACATCCCCTGGGGGCAGGCCAGCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCC
CCAAGGAGGCCCGTGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTG
GAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGCCGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCAC
TAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCCCCCTACAGCTCCATGTCGC
TGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAGACAGATC
TCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTG
TCTCTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGA
TATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCC
CTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGA
TGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGTTCTCTCTCTCT
CTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCT
GTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAG
GCTCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAG
AGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGTCCCCAGACACGCTAGTAGTCCC
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Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Reverse)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC_000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910771 to 50911502GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand
1308 bits(708) 0.0 725/732(99%) 5/732(0%) Plus/Plus
Features:
33 bp at 5' side: kallikrein-4 isoform X132129 bp at 3' side: kallikrein-5 isoform X1
Query 9 TAG-CGTGTCTGGGGA-CTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTT 66

FEErrrrrrrrerer rrerrrrrr et e et e
Sbjct 50910771 TAGCCGTGTCTGGGGATCTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTT
50910830
Query 67 CTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCAtC
126

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrer ettt et et e
Sbjct 50910831 CTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATC
50910890
Query 127 catggacccagaacctagagagacagatttagagactgagagagaaaaagagagagagag
186

FErrrrrrrrrrerrrrrrerrrrrrer ettt e et
Sbjct 50910891 CATGGACCCAGAACCTAGAGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAG
50910950
Query 187 atgggaaaagagagagagagagagaactaggtagaaaggaaagtttagagaaagcatcta
246

Frrrrerrrrrrerrrrrrer et e et e et r et e
Sbjct 50910951 ATGGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCTA
50911010
Query 247 gccatctgtgaatggggagagatggtgtctagccacccacaaacaagcatggagggaaga
306

N
Sbjct 50911011 GCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAAGCATGGAGGGAAGA
50911070
Query 307 cacacagagaatcagagccggagagacagagtgcttgagagatatcctcagagacagtct
366

N
Sbjct 50911071 CACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGATATCCTCAGAGACAGTCT
50911130
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6FPCG13015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_156473&from=50910770&to=50911501&rid=G6FPCG13015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6FPCG13015&from=50910771&to=50911502
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6FPCG13015%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910735:50911538&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50908466&to=50910738&RID=G6FPCG13015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50943631&to=50952657&RID=G6FPCG13015

Query 367 gagagttagacatggagatatagattcagagagacagagagacccctaactagagacagt
426

Sbjct 50911131 GAGAGTTAGACATGGAGATATAGATTCAGAGAGACAGAGAGACCCCTAACTAGAGACAGT
50911190
Query 427 gactcctaactagagacagtgagagatctgtctagagagatgtggagacagaaggcacag
486

FEErrerrrrrrerrrrrr e e et et e e et
Sbjct 50911191 GACTCCTAACTAGAGACAGTGAGAGATCTGTCTAGAGAGATGTGGAGACAGAAGGCACAG
50911250
Query 487 aggctgagaATCCAGCGACATGGAGCTGTAGGGGGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCT
546

Frrerrrrrrerrrerrrrreerrerrr e e e e e e e e e
Sbjct 50911251 AGGCTGAGAATCCAGCGACATGGAGCTGTAGGGAGAGTTGGATCATGAACACTGCAGGCT
50911310
Query 547 TTTAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGC
606

Frrerrrrrrerrrrrrrrrrerrerrr e rrr e et e e e
Sbjct 50911311 TTTAGTGGGGGACCACCAGGCCTCTTACCCGGCCACCTCTGGGCTCCTGGATTCCACTGC
50911370
Query 607 TGGGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCACGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCT
666

FErrrerrrrrrerrrrrrerrrrrrer e rrrr et e e
Sbjct 50911371 TGGGCTGAGCTCCAGCCTGCTGCCTCCCGCAGGGGCCTCCTTGGGGCTTATAAGCATCCT
50911430
Query 667 CAGCCT-GGCTGGCCTGCCCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCA-GTGCTGCAAACTTCC
724

FEErrr rrerrrerrrrrrerrrrrrer et rer e e et e e
Sbjct 50911431 CAGCCTGGGCTGGCCTGCCCCCAGGGGATGTGTTCCAGGGGTCAGGTGCTGCAAACTTCC
50911490
Query 725 AGCTCAAC-CTC 735

FErrrrrr i
Sbjct 50911491 AGCTCAACTCTC 50911502

iKi DiziNIN BLAST SONUCU
Query 25  ACAT-CCCTGGGGGCAGGCCAGCCCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCC 83

Sbjct 107 ACATCCCCTGGGGGCAGGCCAG-CCAGGCTGAGGATGCTTATAAGCCCCAAGGAGGCCCG 165

Query 84  TGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGC 143

Sbjct 166 TGCGGGAGGCAGCAGGCTGGAGCTCAGCCCAGCAGTGGAATCCAGGAGCCCAGAGGTGGC 225
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624

706
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CGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCCCC

CGGGTAAGAGGCCTGGTGGTCCCCCACTAAAAGCCTGCAGTGTTCATGATCCAACTCCCC

CTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAG

CTACAGCTCCATGTCGCTGGATTCTCAGCCTCTGTGCCTTCTGTCTCCACATCTCTCTAG

ACAGAtctctcactgtctctagttaggagtcactgtctctagttaggggtctctctgtcet

ACAGATCTCTCACTGTCTCTAGTTAGGAGTCACTGTCTCTAGTTAGGGGTCTCTCTGTCT

ctctgaatctatatctccatgtctaactctcagactgtctctgaggatatctctcAAGCA

CTCTGAATCTATATCTCCATGTCTAACTCTCAGACTGTCTCTGAGGATATCTCTCAAGCA

CTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGC

CTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGC

TAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTA

TAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTA

CCTAGTtctctctctctctctecttttcccatctectetctetetttttectetetcagtcetc

CCTAGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTC

taaatctgtctctctAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCT

TAAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCT

CTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGA

CTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGA
GACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTA 714

GACTTGGGCTGAAG-TCCCCAGACACG-CTA 794

209

203

285

263

345

323

405

383

465

443

525

503

585

563

645

623

705

683

765



DiZi ANALIZi 391 b¢ KLK4 PROMOTOR
391bp forward

>Pr70 2674 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

CTACATCTGTCTCTCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTT
GTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATG
CTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGTTCTCTCTCTCTCTTTTCCCAT
CTCCCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCTGTCTCTCTAGGTTC
TGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGCCTACCT
AATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAG
ACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCA
GGTGCTGACGTGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCG
GGATCCACCGGTCGCCACCATGGACATCAAGGTGGTGTTCACCCTGGTGT
TCAGCGCCCTGGTGCAGGCCAAGAGCACCGAGTTCGACCCCAACATCGAC
ATCGTGGGCCTGGAAGGCAAGTTCGGCATCACCAACCTGGAAACCGACCT
GTTCACCATCTGGGAGACCATGGAAGTGATGATCAAGGCCGACATCGCCG
ACACCGACCGGGCCAGCAACTTCGTGGCCACCGAGACCGACGCCAACCGG
GGCAAGATGCCCGGCAAGAAGCTGCCCCTGGCCGTCATCATGGAAATGGA
AGCCAACGCCTTCAAGCCGGCTGCACCCGGGGCTGCCTGATCTGCCTGAG
CAGATCAAGTGCACCGCCAGATGAAGTGTACATCCCCGGGCAG

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Forward)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC_000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910738 to 50911100GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand
632 bits(342) le-178 357/363(98%) 5/363(1%) Plus/Minus
Features:
kallikrein-4 isoform 1 preproproteinkallikrein-4 isoform X3
Query 6 TCTGTCTCT-CGGctctgattctctgtgtgtcttcecteccatgettgtttgtgggtgget 64
N
Sbjct 50911100 TCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCT
50911041
Query 65 agacaccatctctccccattcacagatggctagatgctttctctaaactttecctttctac
124
R
Sbjct 50911040 AGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTAC
50910981
Query 125 ctagttctctctctctct-—---tttcccatctccctctectetttttectetctcagtetet
180
FEEEEEEEErrrrrrre N
Sbjct 50910980 CTAGTTCTCTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCTCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCT
50910921
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6G2FG1V015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_117189&from=50910737&to=50911099&rid=G6G2FG1V015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6G2FG1V015&from=50910738&to=50911100
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6G2FG1V015%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910720:50911118&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50906934&to=50910738&RID=G6G2FG1V015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50907082&to=50910738&RID=G6G2FG1V015

Query 181 aaatctgtctctctaggttctgggtcCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTC
240

Sbjct 50910920 AAATCTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTC
50910861
Query 241 TTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAG
300

Frrrrrerrrrrrrrrrerreerr et et e ettt e
Sbjct 50910860 TTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAG
50910801
Query 301 ACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACG
360

Frrrrrerererrrrerrerrrrrrrrerrrr et et e et et rr e
Sbjct 50910800 ACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACG
50910741
Query 361 TGA 363

11
Sbjct 50910740 TGA 50910738

391 bp KLK4 reverse
>Pr70 2675 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

GTACATACTAGCGTGTCTGGGGACTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCT
CTTTGTCCCTCCCTTTCTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGC
CTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATCCATGGACCCAGAACCTAGAGAGAC
AGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGGGAGATGGGAAAAGAGAG
AGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCTAGCCATCTG
TGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAAGCATGGAGGGAA
GACACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGATATCCT
CAGAGACAGTCCTCGAGATCTGAGTCCGGTAGCGCTAGTAATAACTAATG
CATGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGGGGATAACGCAGGAAAGA
ACATGTAGAGAAATGTTCTGGCACCTGCACTTGCACTGGGGACAGCCTAT
TTTGCTAGTTTGTTTTGTTTCGTTTTGTTTTGATGGAGAGCGTATGTTAG
TACTATCGATTCACACAAAAAACCAACACACAGATGTAATGAAAATAAAG
ATATTTTATTACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACCGTAA
AAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGC
ATCACAAAAATCGACGCTCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTA
TAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAGCTCCCTCGTGCGCTCTCCTGTT
CCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGT

Dizinin reverse complementi

ACAGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGG

AACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTCCAGGGGGAAACGCCTGGTATCTTTA
TAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGAT
GCTCGTCAGGGGGGCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTT
TTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCACATGTAATAAAATAT
CTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGAATCGATAGTA
CTAACATACGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAA
ATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGTGCCAGAACATTTCTCTACATGT
TCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATG
CATTAGTTATTACTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGGACTGTCTCTG
AGGATATCTCTCAAGCACTCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTC
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TTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCTAGACACCATCTCTCCCCATTCA
CAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTACCTAGTTCTCTCT
CTCTCTTTTCCCATCTCCCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAATCT
GTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAG
GCTCTTGCCTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAG
AGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGTCCCCAGACACGCTAGTATGTAC

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Reverse)

Homo sapiens chromosome 19, GRCh38.p12 Primary Assembly
Sequence ID: NC_000019.10Length: 58617616Number of Matches: 1
Related Information

Genome Data Viewer-aligned genomic context

Range 1: 50910771 to 50911129GenBankGraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand
619 bits(335) 8e-175 352/359(98%) 6/359(1%) Plus/Plus
Features:
33 bp at 5' side: kallikrein-4 isoform X132502 bp at 3' side: kallikrein-5 isoform X1
Query 9 TAG-CGTGTCTGGGGA-CTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTT 66

FEErrrrrrrrerrr rrrrrr et r et r e e e
Sbjct 50910771 TAGCCGTGTCTGGGGATCTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTT
50910830
Query 67 CTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATC
126

FEEErrrrrrrrerrr e e et et et et et
Sbjct 50910831 CTTCCCTCTGGGACGTTATTAGGTAGGCAAGAGCCTAGACCATCTACCCCCTCTCCCATC
50910890
Query 127 CATGgacccagaacctagagagacagatttagagactgagagagaaaaagagagagggag
186

Frrerrerrrerrrerrrrreerrerrr et e et e e e e e
Sbjct 50910891 CATGGACCCAGAACCTAGAGAGACAGATTTAGAGACTGAGAGAGAAAAAGAGAGAGAGAG
50910950
Query 187 atgggaaa----agagagagagagaactaggtagaaaggaaagtttagagaaagcatcta
242

FETTTT FEEErrrrrrrrerrrrrr e et et e et el
Sbjct 50910951 ATGGGAAAAGAGAGAGAGAGAGAGAACTAGGTAGAAAGGAAAGTTTAGAGAAAGCATCTA
50911010
Query 243 gccatctgtgaatggggagagatggtgtctagccacccacaaacaagcatggagggaaga
302

FEErrrrrrrrrerrrrrrer et et et r e e e
Sbjct 50911011 GCCATCTGTGAATGGGGAGAGATGGTGTCTAGCCACCCACAAACAAGCATGGAGGGAAGA
50911070
Query 303 cacacagagaatcagagccggagagacagagtgcttgagagatatCCTCAGAGACAGTC 361
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https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6G7MVJ6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/genome/gdv/browser/?context=blast&id=NC_000019.10&alignid=Query_148439&from=50910770&to=50911128&rid=G6G7MVJ6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=genbank&log$=nuclalign&blast_rank=1&RID=G6G7MVJ6015&from=50910771&to=50911129
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nuccore/NC_000019.10?report=graph&rid=G6G7MVJ6015%5bNC_000019.10%5d&tracks=%5bkey:sequence_track,name:Sequence,display_name:Sequence,id:STD1,category:Sequence,annots:Sequence,ShowLabel:true%5d%5bkey:gene_model_track,CDSProductFeats:false%5d%5bkey:alignment_track,name:other%20alignments,annots:NG%20Alignments|Refseq%20Alignments|Gnomon%20Alignments|Unnamed,shown:false%5d&v=50910754:50911146&appname=ncbiblast&link_loc=fromHSP
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50908466&to=50910738&RID=G6G7MVJ6015
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/nucleotide/NC_000019.10?report=gbwithparts&from=50943631&to=50952657&RID=G6G7MVJ6015

Sbijct 50911071 CACACAGAGAATCAGAGCCGGAGAGACAGAGTGCTTGAGAGATATCCTCAGAGACAGTC
50911129

iKi DIZININ BLAST SONUCU
Query 6  TCTGTCTCT-CGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCT — 64

Sbjct 497 TCTGTCTCTCCGGCTCTGATTCTCTGTGTGTCTTCCCTCCATGCTTGTTTGTGGGTGGCT 556

Query 65  AGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTAC 124

Sbjct 557 AGACACCATCTCTCCCCATTCACAGATGGCTAGATGCTTTCTCTAAACTTTCCTTTCTAC 616

Query 125 CTAGTtctctctctctcttttcccatctccctctectetttttctctctcagtctctaaat 184

Sbjct 617 CTAGTTCTCTCTCTCTCTTTTCCCATCTCCCTCTCTCTTTTTCTCTCTCAGTCTCTAAAT 676

Query 185 ctgtctctctAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGC 244

Sbjct 677 CTGTCTCTCTAGGTTCTGGGTCCATGGATGGGAGAGGGGGTAGATGGTCTAGGCTCTTGC 736

Query 245 CTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTT 304

Sbjct 737 CTACCTAATAACGTCCCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTT 796

Query 305 GGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTA 330

Sbjct 797 GGGCTGAAG-TCCCCAGACACG-CTA 820

DiZi ANALIZi 102 b¢ KLK4 PROMOTOR
DiZi ANALIZi 102 b¢ KLK4 PROMOTOR

102bp forward

E9+41-102F.ab1 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

GGGAGGAGAGACTTGGGCTGAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGT
GAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGTACCGCGGGCCCGGGATCCACCGGTCGCCACCATGGACATCAAG
GTGGTGTTCACCCTGGTGTTCAGCGCCCTGGTGCAGGCCAAGAGCACCGAGTTCGACCCCAACATCGACAT
CGTGGGCCTGGAAGGCAAGTTCGGCATCACCAACCTGGAAACCGACCTGTTCACCATCTGGGAGACCATG
GAAGTGATGATCAAGGCCGACATCGCCGACACCGACCGGGCCAGCAACTTCGTGGCCACCGAGACCGACG
CCAACCGGGGCAAGATGCCCGGCAAGAAGCTGCCCCTGGCCGTCATCATGGAAATGGAAGCCAACGCCTT
CAAGGCCGGCTGCACCCGGGGCTGCCTGATCTGCCTGAGCAAGATCAAGTGCACCGCCAAGATGAAGGTG
TACATCCCCGGCAGGTGCCACGACTACGGCGGCGACAAGAAAACCGGCCAGGCCGGCATCGTGGGLGCC
ATCGTGGACATCCCCGAGATCAGCGGCTTCAAAGAAATGGCCCCCATGGAACAGTTCATCGCCCAGGTGG
ACAGATGCGCCAGCTGCACCACCGGCTGCCTGAAGGGCCTGGCCAACGTGAAGTGCAGCGAGCTGCTGAA
GAAGTGGCTGCCCGACCGCTGCGCCAGCTTCGCCGACAAGATCCAGAAAGAGGTGCACAACATCAAGGGC
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ATGGCCGGCGACAGGTGAGCGGCCGCGACTCTAGATCATAATCAGCCATACCACATTTGTAGAGGTTTTAC
TTGCTTTAAAAAACCCTCCCACACCTCCCCCTGAACCTGAAACATAAAATGAATGCAATTGTTGTTGTTAACT
TGTTTATTGCAGCTTATAATGGTTACAAATAAAGCAATAGCATCACAAATTTCACAAATAAAGCATTTTTTTT
CACTGCATTCTAAGTTGTGGGTTTGTCCAAACTCATCAATGGTACCTTAAGGGCGTAAAATTGTAAACCGTT
AATATTTTTGTTAAAAATTCCCGGTTAAATTTTTTGTTAAAATCCGCCCCCTTTTTTTAACCCAAAGGGGCCA
AAAAATCGGGAAAAACCCCTTTAAAATCAAAAAAAAAAAC

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Forward)

Homo sapiens kallikrein related peptidase 4 (KLK4), RefSeqGene on chromosome 19
Sequence ID: NG_012154.2 Length: 11387 Number of Matches: 1

Range 1: 4928 to 5000 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
122 bits{66) 2e-24 71/73(97%) 2/73(2%) Plus/Plus

Query 1 GGGA-GGAGAGACTTGGGCTG-AGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCC 58

Sbhjct 4928 GGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCC 4987
Query 59 AGGTGCTGACGTG 71

Sbjct 4988 AGGTGCTGACGTG 588

102bp reverse

E10+41-102R.ab1 kodu ile dizi analizi firmasindan gelen dizi

ACGTCCGTTTCGGGCTTACTCGCTCGGGCTTTTTCCTTTTCCCCACCCCCCCCCCCCAAGTTGGGGGGAAGG
CCCAGGGCTTGCAAGCCAAAGTTGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTATTCATAATTATTTTAG
ATTGATTTAAAACTTCATTTTTAATTTAAAAGGATCTAGGTGAAGATCCTTTTTGATAATCTCATGACCAAAA
TCCCTTAACGTGAGTTTTCGTTCCACTGAGCGTCAGACCCCGTAGAAAAGATCAAAGGATCTTCTTGAGATC
CTTTTTTTCTGCGCGTAATCTGCTGCTTGCAAACAAAAAAACCACCGCTACCAGCGGTGGTTTGTTTGCCGG
ATCAAGAGCTACCAACTCTTTTTCCGAAGGTAACTGGCTTCAGCAGAGCGCAGATACCAAATACTGTTCTTC
TAGTGTAGCCGTAGTTAGGCCACCACTTCAAGAACTCTGTAGCACCGCCTACATACCTCGCTCTGCTAATCC
TGTTACCAGTGGCTGCTGCCAGTGGCGATAAGTCGTGTCTTACCGGGTTGGACTCAAGACGATAGTTACCG
GATAAGGCGCAGCGGTCGGGCTGAACGGGGGGTTCGTGCACACAGCCCAGCTTGGAGCGAACGACCTAC
ACCGAACTGAGATACCTACAGCGTGAGCTATGAGAAAGCGCCACGCTTCCCGAAGGGAGAAAGGCGGAC
AGGTATCCGGTAAGCGGCAGGGTCGGAACAGGAGAGCGCACGAGGGAGCTTCCAGGGGGAAACGCCTG
GTATCTTTATAGTCCTGTCGGGTTTCGCCACCTCTGACTTGAGCGTCGATTTTTGTGATGCTCGTCAGGGGG
GCGGAGCCTATGGAAAAACGCCAGCAACGCGGCCTTTTTACGGTTCCTGGCCTTTTGCTGGCCTTTTGCTCA
CATGTAATAAAATATCTTTATTTTCATTACATCTGTGTGTTGGTTTTTTGTGTGAATCGATAGTACTAACATA
CGCTCTCCATCAAAACAAAACGAAACAAAACAAACTAGCAAAATAGGCTGTCCCCAGTGCAAGTGCAGGT
GCCAGAACATTTCTCTACATGTTCTTTCCTGCGTTATCCCCTGATTCTGTGGATAACCGTATTACCGCCATGC
ATTAGTTATTACTAGCGCTACCGGACTCAGATCTCGAGCAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGG
GATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGCTATTT

Dizinin reverse complementi

AAATAGCGTGTCTGGGGATCTTCAGCCCAAGTCTCTCCATCCCTCTCTTTGTCCCTCCCTTTCTTCCCTCTGCT
CGAGATCTGAGTCCGGTAGCGCTAGTAATAACTAATGCATGGCGGTAATACGGTTATCCACAGAATCAGG
GGATAACGCAGGAAAGAACATGTAGAGAAATGTTCTGGCACCTGCACTTGCACTGGGGACAGCCTATTTT
GCTAGTTTGTTTTGTTTCGTTTTGTTTTGATGGAGAGCGTATGTTAGTACTATCGATTCACACAAAAAACCAA
CACACAGATGTAATGAAAATAAAGATATTTTATTACATGTGAGCAAAAGGCCAGCAAAAGGCCAGGAACC
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GTAAAAAGGCCGCGTTGCTGGCGTTTTTCCATAGGCTCCGCCCCCCTGACGAGCATCACAAAAATCGACGC
TCAAGTCAGAGGTGGCGAAACCCGACAGGACTATAAAGATACCAGGCGTTTCCCCCTGGAAGCTCCCTCGT
GCGCTCTCCTGTTCCGACCCTGCCGCTTACCGGATACCTGTCCGCCTTTCTCCCTTCGGGAAGCGTGGCGCT
TTCTCATAGCTCACGCTGTAGGTATCTCAGTTCGGTGTAGGTCGTTCGCTCCAAGCTGGGCTGTGTGCACGA
ACCCCCCGTTCAGCCCGACCGCTGCGCCTTATCCGGTAACTATCGTCTTGAGTCCAACCCGGTAAGACACGA
CTTATCGCCACTGGCAGCAGCCACTGGTAACAGGATTAGCAGAGCGAGGTATGTAGGCGGTGCTACAGAG
TTCTTGAAGTGGTGGCCTAACTACGGCTACACTAGAAGAACAGTATTTGGTATCTGCGCTCTGCTGAAGCC
AGTTACCTTCGGAAAAAGAGTTGGTAGCTCTTGATCCGGCAAACAAACCACCGCTGGTAGCGGTGGTTTTT
TTGTTTGCAAGCAGCAGATTACGCGCAGAAAAAAAGGATCTCAAGAAGATCCTTTGATCTTTTCTACGGGG
TCTGACGCTCAGTGGAACGAAAACTCACGTTAAGGGATTTTGGTCATGAGATTATCAAAAAGGATCTTCAC
CTAGATCCTTTTAAATTAAAAATGAAGTTTTAAATCAATCTAAAATAATTATGAATAACCTGAGGCTATGGC
AGGGCCTGCCGCCCCAACTTTGGCTTGCAAGCCCTGGGCCTTCCCCCCAACTTGGGGGGGGGGGEGTGGEE
AAAAGGAAAAAGCCCGAGCGAGTAAGCCCGAAACGGACGT

Gelen Dizinin NCBI Blast Sonucu (Reverse)

Homo sapiens Kallikrein related peptidase 4 (KLK4), RefSeqGene on chromosome 19
Sequence ID: NG_012154.2 Length: 11387 MNumber of Matches: 1

Range 1: 4899 to 4968 GenBank Graphics

Score Expect Identities Gaps Strand
122 bits(66) 2e-24 69/70(99%) 1/70(1%) Plus/Plus
Query 1 CAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCA 68

Sbjct 4899 CAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCA 4958
R IR

Sbjct 4959 GACACGGCTA 4968

iKi DiZININ BIOEDIT KARSILASTIRMALARI

10 20
e

30 40 =] €0 70 20 a0 100
L P e [

102 bg CAGAGGGAAGAAAGGGAGGGACAAAGAGAGGGAT GGAGAGACT TGGGCTGAAGAT CCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACG
pmetluc AGGGACAARAGAGAGGGATGGAGAGACT TGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACG

102bp Forward
102bp Reverse

102 bg TG
pmetloc TG
102bp Forward TGAAGCTTCGAATTCTGCAGTCGACGGT

GGGAGGAGAGACTTGGGCTGA GATCCCCAGACACGGCTAAGTCTCAGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACG
ACGTCCGTTTCGGGCTTACTCGCTCGGGCTTTTTCCTTTTCCCCACCCCCCCCCCCCAA GTTGGGE

ACCGCGGGCCCGGE ATCCACCGGTCGCCACCATGGACATCAAGGTGGTGTTCACCCTGGTGTTCA

102bp Reverse GGAAGGCCCAGGGCTTGCAAGCCARAGTTGGGGCGGCAGGCCCTGCCATAGCCTCAGGTTAT TCATAATTATTTTAGATTGATTTAAAACTTCATTTTTA

NCBI BLAST SONUCU

Sequence ID: Query_31509Length: 1126Number of Matches: 1

Range 1: 1 to 86GraphicsNext MatchPrevious Match

Score Expect Identities Gaps Strand

159 bits(86) 7e-44 86/86(100%) 0/86(0%) Plus/Plus

Query 17 AGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTIC 76
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Sbjct 1 AGGGACAAAGAGAGGGATGGAGAGACTTGGGCTGAAGATCCCCAGACACGGCTAAGTCTC 60
Query 77 AGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGTG 102

FEEEEEEEEEr e
Sbjct 61 AGTCCTCATCCCCAGGTGCTGACGTG 86
Tum diziler Bioedit Kargilagtirmalar
1100bp dizi x1k [GACAGAGAGAGAGAGATITARTIT CACARACARCATCACACACARCAGCACACAATCACACCARATCARAC CACGAG TARTCACACAGAGAATGA
1100bp forward - —RTTAAGCGCAGRCATCAGRCAGA | AGEACAGARTCACAGGARATCARAG CACEAG TAATCACACACACAATCA
1100 bp reverse - - -
760 bp forward -
760 bp reverse -
420 bp forward -
420 bp reverse -
1100bp dizi klk [FECAEEGETCIHCCTCCCTEEETCCCTAGACCCTECIGCCAECCOI TCTEEECCCCCARCCACTECCTEETH[CAGRGT TR REAGTTEAGCT
1100bp forward [FECAEEGETCIHCCICCCTEEETCCCTAGACCCTECTECCAECCONI TCTEEECCCCCARCCACTECCTEET —(CAGAGTTE REACTTEAGCT
1100 bp reverse [FECAEE CICIICCICCCICCCICCCIACACd:trCCICCCACCC T TCTEEECCCCCAMCCACTECCTEET—CACAETTE - REACTTEAGCT
760 bp forward ----————-——-"—"—"""""""""""""""" "~ —————
760 bp rewverase _'Eh'_‘Fh-CT B
420 bp forward TETH
120 bp reverse E]IAICG@AGC—QICGGAACE@}:—AC—AGCC— =
1100bp dizi klk |[FCCAGAGETEECCEEETARGAGGECCIEETEEICCCCCACTARRMECCTECAETGTTCATEATCCARCTONCCCTACAECTCCATETCECTEEAT TCTCAGCCICTETECC
1100bp forward CCAGAMEETEECCEEETARCAGECCTEETEE TOCCCCACTARAAECCTECAGTETTCATEATCCAACT T CCTACAMECTCCATE T CECTEEAT TCTCAGCCTCTETGE0C
1100 bp reverse [CCCAGAGGETEECCEGEETARGAGECCTEETEETCCCCCACTARAMCCTECARTGTTCATEATCCARCTCOTCOCTACAECTCCATGTOECTEEAT TCTCAGCCTCTETEC
760 bp forward CCAGAEETEECOEEETARGAGECCTEETEETOOCCCACTARAAECCTECAGTET TCATEATCCAACTONNCCTACAECTCCATETCECTEEAT TCTCABCCTCTETGEOC
760 bp reverse CCAGACETEECCEEETARCAGECCTEETEETCCCCCACTARAACCCTECARTCTTCATEATCCARCTCRECCTACAECTCCATETCECTCEATTCTCAGCCTCTETECE
120 bp forward = 3 rncrh R FRCEEacanncaREE - ———CATCEACAE

=

420 bp reverse T--- ncapaaTacecToiEEagrecaaETe
1100bp dizi ¥lk [CARGCACTCIGTCICTCCEECTCIGATTICICTEIEIGTCIICCCICCATECTT T AGACACCATCTCICCCCAT TCACAGATEGCTAGATECTITT
1100bp forward CARGCACTCIGTCTCTCCEECTCTEATICTCTETETETCTTCCHICCATECTTHETTTR -C-EIICC [AEACRCCATCTCTCCCERTTCACAGATGECTAGATGCTTT

1100 bp reverse CAAGCACTCTEICTICTICCGECTCTEATICTCIGTIGIGICTICCCTICCATECTINETITIG ETEECHTAGRCACCATCTCTCCCCATTCACAGATEECTAGATECTTT
760 bp forward CAAECACTCTETICICICCGECTCTEATICTCIGTGIGTICTICCCTCCATECTIHEITIGTGECT EECTAGRCACCATCTCTCCCCATTCACRAGATEECTAGATECTTT
760 bp rewverse CAAGECACTCIGICICICCGECICTIGATICTICIGIGIGICTIICCCTICCATECTIHEITIGIGEETER IBCBCACCAICICICCCCAIICACACBICCCIECBICCIII
320 bp forvara  —pHoohBh FBREERckcThEpEcack Tk Tdkacd: chacaccabEdheTribhcceca araca I hf sk eahhoacAh o

420 bp reverse CARCCACTCIETCTCTCCEECTCTEATTCTCTETEISTCTTCCCTCCATECTT —IIICICCCICCEF'IACBCACCEICICICCCCAIICACACBICCCIBCLICCIII
1100bp dizi klk FICIBC—C—CICIIC—CCIACCIEIMCC—ICCCAC—BC"r' = GEEAGEEACARRACRGAGEERTEGEAGAR f‘TIC—C-I——FCIEZZCZTCCCCAC-ACACC-H:IEAC-I'ZﬁCAG
1100bp forward ----———---—"—"-"——"———— "~ ——————————

1100 bp reverse EICTRGECTICTITECCTACCTRRTRACGTCCCRAGRGEERAG CEEACEEACARACACACEEATCGEAEACACTICH ——CIC—BBC—HICCCCAC—BCACC—BI TITT] CCe
760 bp forward EICTRAGECTICTTGCCTACCTARTARCCTCCCACGREEEARG. GEEAGGEACA A ACAEACEEATCEAGAGACT TG —FCTGARGATCCCCAGACACEECTRACTLTCAG
760 bp rewverse —ICIBCCCICIICCCIACCTZZT&ZF‘CICCC‘r' GECARG, CEEREEE CLEACCEATEEACACACT I —[FCTGARG-TCCCCAGRCACE-CTRE————TRG
B0 by Forvara  COHERooEoHEATCRTCSIRA H:CI@-EQ:I@I e o e b bhaET
420 bp reverass CTCTAGGCTCTTGCCTACCTARTARCETCCCAS GEAGRE "TICC—’——tCICEC CCCCREACRCH LEIFHEH'LE_‘
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