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OZET

MEME KANSER HfJCRELERiNDE SIK1 VE SIK2 BAGLAMINDA
METFORMININ ANTIKANSER ETKISININ ARASTIRILMASI

Amag¢: Meme kanseri, kadinlarda kanserden 6liim nedenleri arasinda énemli bir yere
sahiptir. Metformin kullaniminin diisiik kanser riski ile iliskisi epidemiyolojik
calismalarla gosterilmistir. Metforminin bu etkisini LKB1 {izerinden AMPK
aktivasyonunu diizenleyerek gosterdigi diisiiniilmektedir. SIK1 ve SIK2 enzimleri de
AMPK-iligkili kinazlar grubunda yer alip LKB1 tarafindan fosforilasyon yoluyla aktive
edilmektedirler. Bu genlerin firtinleri TGF-B-smad sinyal yolunu negatif olarak
etkilemektedir. Biz de metforminin LKB1 tizerinden SIK1 ve SIK2 gen ekspresyonunu
artirmak suretiyle CREB aktivitesini baskilayarak ve/veya TGF-B-Smad sinyal yolunu
etkiledigini diisiinmekteyiz. Bu nedenle, invaziv ve non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde
metforminin SIK1 ve SIK2 genleri lizerine etkisini aragtirmay1 amacladik.
Materyal ve Metot: Uygun ortamda kiiltiire edilen MCF-7 hiicrelerine 1.25 mM, 2.5 mM
ve 20 mM metformin ve invaziv MCF-7 hiicreleri olusturmak i¢in bu dozlarin TGF-f ile
kombinasyonlari uygulandi. 24 saat sonra hiicrelerden RNA izolasyonu ve cDNA sentezi
yapildi. GAPDH referans gen olmak iizere SIK1 ve SIK2 genleri i¢in Q-PCR yapildi.
Bulgular: Non-invaziv MCF-7 hiicrelerine 1,25 mM, 2,5 mM, ve 20 mM Metformin
uygulandiginda SIK1 gen ekspresyonunda sirasiyla 1,359 (P=0,237), 1,772 (P=0,011) ve
3,375 (P=0,001) kat art1s goriildii. Bu dozlar SIK2 gen ekspresyonunda ise sirasiyla 1,485
(P=0,079), 1,561 (P=0,017), 3,260 (P=0,001) kat artisa neden oldu. Invaziv MCF-7
hiicrelerinde ise bu dozlar SIK1 gen ekspresyonunda sirasiyla 3,470 (P=0,004), 3,655
(P=0,001), 3,965 (P=0,001) kat, SIK2 gen ekspresyonunda ise sirastyla 1,860 (P=0,006),
2,358(P=0,006), 3,488 (P=0,007) kat anlaml1 bir artisa neden oldu.
Sonug: SIK gen ekspresyonu TGF-f reseptor sinyalinin bir negatif regiilatorii olarak artis
gostermektedir. Metformin hem non-invaziv hem de invaziv MCF-7 hiicrelerinde doza
bagimli olarak SIK1 ve SIK2 gen ekspresyonunu artirmistir. Ancak her iki hiicrede de
SIK1 geni SIK2’ye gore metforminden daha fazla etkilenmistir. Bu sonuclar 1s18inda
TGF-B sensitif farkli kanser tiirlerinde metforminin SIK1 ve SIK2 genleri iizerine
etkisinin arastirilmasi kanser tedavisi i¢in yeni kapilar acacaktir.
Anahtar Kelimeler: MCF-7; TGF-B; metformin; SIK1; SIK2

Eser YENEN, Yiiksek Lisans Tezi
Ondokuz Mayis Universitesi - Samsun, Temmuz-2016



ABSTRACT

INVESTIGATION OF ANTICANCER EFFECT OF METFORMIN IN BREAST
CANCER CELLS IN RELATION TO SIK1 AND SIK2

Aim: Breast cancer has a significant place among the causes of death in cancer diagnosed
women. The relationship between Metformin usage and low cancer risk has been shown
in epidemiological studies. This effect of Metformin is considered via regulating the
activation of AMPK through LKB1. AMPK-related kinase enzymes SIK1 and SIK2 are
activated via phosphorylation by LKB1. These gene products negatively affect the TGF-
B-Smad signaling pathway. We consider that metformin suppresses activity of CREB
through LKBL1 by increasing the SIK1 and SIK2 gene expression and/or affecting TGF-
B-Smad signaling pathway. Therefore, we aimed to investigate the effects of metformin
on SIK1 and SIK2 genes in invasive and non-invasive MCF-7 cells.

Material and Method: 1.25 mM, 25 mM and 20 mM Metformin and TGF-p
combination of these doses to form invasive formation, were administered to properly
cultured MCF-7 cells. After 24 hours, RNA was isolated from cells and then cDNA
synthesis was performed. Q-PCR was performed for SIK1 and SIK2 genes with GAPDH
reference gene.

Results: After 1.25 mM, 2.5 mM, and 20 mM Metformin administration to non-invasive
MCEF-7 cells, SIK1 gene expression respectively 1.359 (P=0.237), 1.772 (P=0.011) and
3.375 (P=0.001) fold increase was observed. For SIK2 gene expression, respectively
1.485 (P=0.079), 1.561 (P=0.017), 3.260 (P=0.001) fold increase was observed. That dose
in invasive MCF-7 cells for SIK1 gene expression respectively 3.470 (P=0.004), 3.655
(P=0.001), 3.965 (P=0.001) fold, for SIK2 gene expression respectively 1.860 (P=0.006),
2.358(P=0.006), 3.488 (P=0.007) fold significant increase was detected.

Conclusion: SIK gene has showed increase as a negative regulator of TGF-f receptor
signaling. Metformin has increased to SIK1 and SIK2 gene expression in dose-dependent
manner in both non-invasive and invasive MCF-7 cells. However, the SIK1 gene is
influenced more than SIK2 by metformin in each cell. According these results,
investigation of the effects of metformin on SIK1land SIK2 genes in different types of
TGF-p sensitive cancer will open new ways for treating cancer.

Keywords: MCF-7; TGF-B; metformin; SIK1; SIK2

Eser YENEN, Master Thesis
Ondokuz Mayis University - Samsun, July-2016
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1. GIRIS

Kanser diinya ¢apinda 6nemli bir saglik sorunudur ve erken dliimlerin 6nemli
bir sebebidir (Ferlay ve ark., 2008). Meme kanserleri, gelismis ve gelismekte olan
ilkelerde kadinlarin kanserden Oliim nedenleri arasinda Onemli bir yere sahiptir
(Anderson ve ark., 2009). Kadin 6liim nedenleri arasinda ikinci sirada yer alan meme
kanserlerinde kullanilan antikanser ilaglara karsi olduk¢a fazla direng goriilmektedir
(Satpati ve ark., 2014). Mamografik taramalar meme kanserlerinde erken tani1 koymak
icin etkili araglar olmasina ragmen, morbidite ve mortalite oran1 giderek artmaktadir
(Jemal ve ark., 2008). Bu yiizden kanser olusum mekanizmalari ve ilag etkileri konusunda
in vitro hiicre ¢aligmalar1 yaygin olarak kullanilmaktadir. MCF-7 hiicre serisi in vitro
meme kanser c¢alismalarinda siklikla kullanilan insan meme karsinom hiicreleridir.
(http://www.atcc.org).

Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunda 6nemli yolaklardan birisi Transforming
Growth Factor-Beta (TGF-B) sinyal yolagidir. TGF-B sinyalleri, embriyonik gelisim,
hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi, diferansiasyon ve apopitozda 6nemli bir rol oynarken
TGF-B sinyallerindeki mutasyon veya bozulma kanser ve fibrozisi de i¢ine alan ¢ok
sayida hastalik ile iligkili bulunmus ve 6zellikle tiimdriin ilerleyen evrelerinde biiyiimeyi
hizlandirict bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (Caestecker ve ark., 2000; Deryn ve
ark., 2001). TGF-B normal epitelyal, endotelyal ve hematopoetik hiicrelerin
proliferasyonunu inhibe eder ve bu yiizden cesitli dokularin homeostazisinde kritik
oneme sahiptir (Roberts ve ark., 1990). Karsinogenez sirasinda, normal epitelyal
hiicrelerdeki diferansiasyon ve proliferasyon arasindaki denge kaybimna karsi, TGF-§
sinyalleri karsinogenezin erken evrelerinde normal doku yapisinin siirdiiriilmesi ve
kanserin 6nlenmesinde rol almaktadir (Bellam ve Pasche, 2010). Kanser olustugunda ise
TGF-B sinyal yolaginin mutasyonu sonucunda sitotoksik aktivitesi inhibe olmaktadir.
TGF-B sinyal molekiillerinin genetik inaktivasyonu kanserlerin bir kisminda goriiliirken,
cogu kanserlerde bilinen bir mutasyon olmaksizin biiylimenin durdurulmasma karsi
direng tesbit edilmistir (Moustakas ve Heldin, 2005). Smad’lar, TGF-f reseptorlerinden
niikleusa sinyal taginmasinda merkezi mediatorlerdir (Massague 1998). Hiicre sinyal
yolaklarinda, ¢esitli transkripsiyon faktorleri, kinazlar tarafindan bazi bolgelerinden
fosforillenmektedir. Aktif hale gelen TGF-B Type | Receptor (TGFBRI), Smad3/2’yi de

iceren Receptor Activated Smad (R-smad)’lar1 karboksil u¢ bolgedeki serin rezidiilerden


http://www.atcc.org/~/media/DA1B12EAD3E6455C8EBCDB550E821FB4.ashx

fosforillerken (Wrana, 2000), mitojenik sinyaller ise spesifik linker bolgelerinden
fosforillemektedirler (Matsuzaki ve ark., 2009). Fosforillenen Smad3/2, Smad4 ile
heterotrimer bir kompleks olusturarak niikleusa transloke olmaktadir. Olusan kompleks
niikleusta birikmekte ve spesifik genlerin transkripsiyonunu diizenlemek igin aktivator
veya supressor transkripsiyonel faktorler ile etkilesmektedirler (Matsuzaki ve ark., 2009).
SIK geni TGF-B/Smad sinyalinin dogrudan bir hedef geni olup TGFBR1’i down regiile
eden protein komplekslerine katilmaktadir. Ayrica, SIK’in kinaz aktivitesi ve Smurf2’nin
ubikitin ligaz aktivitesi Smad7’yi igeren protein komplekslerinin dinamigini etkiledigi ve
bunlarin her ikisinin de optimal TGFBR1 down regiilasyonu i¢in gerekli olduklar1 yapilan
caligmalarda gosterilmistir (Lohn ve ark., 2012).

SIK, yiiksek tuz diyeti ile beslenen sicanlarin bobrek iistii bezlerinden izole
edilen AMPK ailesine ait olan bir serin/treonin protein kinazdir (Horike ve ark., 2003).
SIK’in kinaz aktivitesi gosterebilmesi i¢in timor supresor bir gen olan LKB1 tarafindan
fosforile edilmesi gerekmektedir (Hashimato ve ark., 2008). LKB1 ve onun downstream
sinyal yolagmin kanser hiicre biiyiimesini baskilamasi ve hiicre 6liimiinii indiiklemesi
yaninda metastazini da inhibe ettigi bilinmektedir (Gan ve Li, 2014).

SIK‘ler arasinda iizerinde en ¢ok ¢aligma yapilan SIK1 genidir (Ruiz ve ark.,
1994). Insanlarda, SIK1 geni kromozom 21°de lokalize iken SIK2 ve SIK3 kromozom
11°de lokalizedir (Katoh ve ark., 2004). SIK1, hiicre dongiisii regiilasyonu,
glukoneogenezin ve lipogenezin regiilasyonu, kas biiylimesi ve differansiyasyonu ve
tiimOr baskilanmasi gibi bir¢ok farkli stirecte yer almaktadir. Bu stirecler i¢inde, 6zellikle
CREB Regulated Transcription Coactivator 1 (CRTC1/TORC1) ve CRTC2/TORC2’yi
fosforillemesi ve p53/TP53 bagimli anoikiste rol almasi tiimdr supresyonu agisindan
onemlidir (http://www.uniprot.org).

SIK2, insulinle uyarilan adipositlerde, insulin receptor substrate 1 (IRS1)’i Serin
794’den fosforile etmekte ve insiilin sinyalinin transdiiksiyon etkinligini potansiyel
olarak modiile etmektedir. CREB-spesifik koaktivatdr olan CRTC’yi fosforile ederek
CREB aktivitesini inhibe etmektedir (http://www.uniprot.org). SIK?2 ile iligkili yolaklar

arasinda glukoz/enerji metabolizmast ve LKB1’in sinyal yolaklar1 yer almaktadir

(http://www.genecards.org).
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1,1-dimethylbiguanide (metformin) tip II diabet tedavisinde yaygin olarak
kullanilan antidiyabetik bir ajandir (Alexander ve ark., 2008). Metformin metabolik
olarak bir yandan karacigerde glukoneogenezi inhibe ederek (Dailey ve ark., 1995),
endojen glukoz iiretimini baskilarken, diger yandan ise periferik insiilin duyarliligini
artirmaktadir (Kirpichnikov ve ark., 2002). Son zamanlarda yapilan klinik ¢alismalarda
metformin kullanan Tip II diyabet hastalarinda, kanser riskinin diisiik oldugu
bulunmustur (Alessi ve ark., 2005). In vitro kanser hiicre ¢alismalarinda, metforminin
antikanser etkisini hiicre proliferasyonunu ve apopitozisi etkileyerek sagladig
gosterilmistir (Salis ve ark., 2014). Metforminin, apoptotik ve antiproliferatif etkisini
temel olarak AMP Activated Protein Kinase (AMPK) aktivasyonunu etkileyerek
gosterdigi diistiniilmektedir (Chen ve ark., 2001). LKB1, AMPK aktivasyonu igin gerekli
bir serin treonin protein kinazdir (Shaw ve ark., 2005). MCF-7 hiicreleriyle yapilan bir
calismada metforminin LKB1 {izerinden AMPK fosforilasyonunu doza bagimli olarak
arttirdig1 gosterilmistir (Dowling ve ark., 2007). AMPK’nin da CRTC2’yi fosforilleyerek
mTOR’un inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir (Inoki ve ark., 2003). Ayrica
CRTC2’nin yoklugu, tiimor progresyonunda kritik rol oynayan anjiyogenezi
arttirmaktadir (Bjornsti ve Houghton, 2004). LKB1 ayni1 zamanda SIK1’i de Thr182 ve
Ser186 bolgelerinden fosforilasyon yoluyla aktive etmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada,
SIK1’in CRTC'i fosforile ederek bir transkripsiyon faktorii olan CREB aktivitesini
baskiladigi gosterilmistir (Screaton ve ark., 2004; Takemori ve Okamoto, 2008). Benzer
olarak, SIK2 de CAMP-response element bagimli transkripsiyonu baskilamaktadir; fakat
bu baskilama derecesi SIK1’e nazaran daha zayif oldugu disiiniilmektedir (Horike ve
ark., 2003). Bu bulgular; LKB1-SIK-CRTC sinyalinin CREB aktivitesini inhibe ettigini
gostermektedir.

Yaptigimiz literatiir arastirmalart sonucunda, MCF-7 hiicrelerinde metforminin
SIK1 ve SIK2 genleri iizerine etkisini gosteren herhangi bir arastirmaya rastlanmamaistir.
Biz LKB1-AMPK-CRTC2 ile iligskisinden yola ¢ikarak metforminin LKBI1 iizerinden
SIK1 ve SIK2 gen ekspresyonunu artirmak suretiyle CREB aktivitesini baskilayarak
ve/veya TGF-beta-Smad sinyal yolunu etkileyerek invazyonu azalttigini diistinmekteyiz.
Bu nedenle, invaziv ve non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde metforminin SIK1 ve SIK2

genleri lizerine etkisini aragtirmay1 amacladik.



2. GENEL BILGILER
2.1. Kanser

Kanser, ciddi saglik sorunlarina yol agar ve 6liimiin 6nde gelen sebeplerinden
biridir  (http://www.who.int/en/). Kanser, viicuttaki hiicrelerin ¢esitli etkilerle
farklilasarak asir1 ve kontrolsiiz bir sekilde ¢ogalmasiyla meydana gelmektedir. Normal
hiicrelerin boliinmesi bir siire sonra dururken kanser hiicrelerinin boliinmesi durmamakta
ve normal hiicrelere gore daha hizli ¢ogalarak yasamlarini stirdiirmektedirler. Kontrolsiiz
¢ogalan bu hiicreler bulunduklar1 yerden baska organ veya dokulara kan ya da lenf
damarlariyla tasinip metastaza sebep olmaktadirlar (Hanahan ve Weinberg, 2000).
Viicudun degisik yerlerlerine tasinan kanserli hiicreler tiimor kolonileri olustururarak
cogalmalarina devam etmektedirler (Ringer ve Schniper, 2000).

Meme, kolorektal, akciger, rahim ve mide kanseri kadinlarda en sik goriilen
kanser tiirleri iken; akciger, prostat, kolorektal, mide ve karaciger kanseri erkeklerde en
sik goriilen kanser tiirleridir. Kanserde erken teshis, dogru tan1 ve etkili tedavi kanserli
hastalarda agri duyumunun azalmasi ve sagkalim oranlarinin artmasi agisindan énemlidir

(http://www.who.int/en/).

2.1.1 Meme Kanseri

Meme kanseri kadinlarda en sik goriilen kanser tipidir (Jemal ve ark., 2011) ve
akciger kanserinden sonra kansere bagli 6liimlerin en sik nedenidir (Jemal ve ark., 2006).
Diinyada meme kanseri goriilme orani giderek artmakta ve bat1 toplumunda yaklasik her
8 kadindan biri bu hastaliga yakalanmaktadir (Jemal ve ark., 2011).

Meme, siit bezleri ve siit kanallarindan olusur. Meme kanseri, siit kanallarini
veya lobiilleri olusturan hiicrelerin kontrolsiiz ¢ogalmalar1 ve viicudun cesitli yerlerine
metastazlar1 sonucu invaze olduklar1 organ ya da dokuda ¢ogalmaya devam etmeleriyle
meydana gelmektedir. Meme kanseri lokalize oldugu yere gore; siit kanallarinda lokalize
olan kanser tipi duktal karsinom, lobiillerde lokalize olan ise lobiiler karsinom olarak
siniflandirilmaktadir. Kanser hiicreleri lokalize olduklar1 yerde sinirli kalirsa in situ,
yayilma gosterirlerse invaziv meme kanseri olarak isimlendirilmektedir (Atlanta, 2007).

Meme kanserinin metastazlar1 daha ¢ok kemik, akciger, lenf nodu ve beyinde
olmaktadir (Atlanta, 2007). Meme kanserinin evrelendirilmesi tiimor boyutu, lenf nodu

tutulumu ve uzak mesafeli metastazlarina gore yapilmaktadir (Singletary ve Connolly,



2006). Meme kanserinin agamasina gore ise prognoz tayini ve tedavi secenekleri
belirlenmektedir (Bland ve ark., 1998). Meme kanserleri menopoz (Oncesi\sonrast),
Ostrojen reseptori (+\-), progestreron reseptorii(+\-) ve insan epidermal biiylime faktorii
reseptori-2 (HER-2)’nin ekspresyonuna gore siniflandirilmaktadir. Mamografi, meme
kanseri teshisinde 40-74 yas araligindaki kadinlar i¢in yaygin olarak kullanilan somut
verilere sahip bir tarama metodudur. Mamografi ile birlikte ultrasonografi, manyetik
rezonans goriintiileme, tomosentez (3 Boyutlu Digital Mamografi) ve molekiiler meme
gorlintiileme sistemleri de tan1 koymak i¢in mamografi ile degerlendirilmesi gereken
yontemlerdir (Nelson ve ark., 2009). Meme kanserinin teshisi, yapilan bu
degerlendirmelerin ardindan doku biyopsisinden yapilan histolojik incelemelerle
kesinlestirilmektedir. Hastanin tedavisi ise tiimoriin 6zelliklerine, hormon reseptori
bulundurup bulundurmamasina ve bulundugu evreye gore degismektedir. Tedavi ise
cerrahi, adjuvan tedavisi (kemoterapi, tamoksifen ve aromataz inhibitdrleri) ve
radyoterapi olmak {izere bunlardan biri ya da hepsinin uygulanmasi ile yapilmaktidir

(http://kanser.gov.tr).

Meme Kanseri Risk Faktorleri

Meme kanseri menopozlu kadinlar arasinda en sik tanisi konulan neoplastik
hastaliktir ve siklikla giinliik yasamda kadinlarin yeteneklerinin 6nemli bir sekilde
azalmasma yol agmaktadir. Epidemiyolojik c¢aligmalar, meme kanseri insidansindaki
artisin timor olusumu ile iligkili risk faktorlerini belirlemek amaciyla ¢ok yonlii
caligmalar yapilmasi gerektigini gostermektedir. Bir kriter olarak bireylerde neoplastik
dontisiim siirecinin etkilenmesi dikkate alindiginda siireci baslatan tiim risk faktorleri iki
gruba ayrilabilmektedir:

Birinci grup; meme bezinin benign proliferatif lezyonlarinin ya da neoplastik
hastaligin ailesel olusumunu tetikleyen yas, cinsiyet, irk, genetik 6zellikler gibi dogal
faktorleri igermektedir. S6z konusu faktorlerin tiimii bagimsiz parametreleri olusturmakta
ve kisinin yasamindaki kii¢iik degisikliklerden kaynaklanmamaktadir.

Ikinci grup; yasam tarzi, beslenme veya (oral hormonal kontraseptif ya da
hormon replasman tedavisi gibi) uzun dénem tibbi miidahale gibi dis faktorleri icermekte

ve neoplastik siire¢ tizerindeki etkileri belli dereceye kadar modifiye edilebilmektedir.



Degistirilebilir faktorlerin belirlenmesi meme kanseri insidansinin azaltilmasinda 6nleme

stratejilerinin gelistirilmesine katkida bulunabilmektedir (Kaminska ve ark., 2015).

MCF-7 Hiicre Hatti

MCF-7 1970 yilinda 69 yasinda invaziv duktal karsinomali beyaz irktan bir
kadinin plevral efiizyonundan izole edilen hiicre hattidir (http://www.mcf7.com). Hiicre
hatt1 1973 yilinda Herbert Soule ve arkadaslar tarafindan Detroit’te izole edilmistir ve
ismi enstitiiye atifta bulunularak MCF-7 (Michigan Cancer Foundation-7) olarak
konulmustur (Nieves-Neira ve Pommier, 1999). Epitelyal morfolojiye sahiptir ve
cogalmasi adheren 6zellik tasimakta olup Doubling Time’1 29 saattir (www.atcc.org).

MCEF-7 hiicre hatti, meme epitelinin bircok karakteristik 6zelliklerine sahip
oldugundan in vitro meme kanseri ¢aligmalari i¢in olduk¢a yararlidir. MCF-7 6strojen ve
sitokeratin duyarliligina sahipken desmin, endotelin ve vimentin i¢in duyarliliga sahip
degildir. In vitro kiiltirde ¢ogaltildiklarinda ise monolayer bir gériiniim
sergilemektedirler. Hiicrelerin biiyiimesi tumor necrosis factor alpha kullanilarak ya da
anti-ostrojenlerle muamele edilerek inhibe edilebilmektedir. Genetik olarak, MCF-7
hiicre hatt1 tam olarak muhafaza edilememistir. MCF-7 hiicre hatt1 ilk olarak 85
kromozom igeren bir karyotip olarak tanimlanirken, bugiin MCF-7 hiicre hatti 69
kromozom igeren bir karyotip olarak tanimlanmaktadir (http://www.mcf7.com). MCF-7
hiicre hattinda kaspaz -6, -7 ve -9 ekspresyonu ve B-cell lymphoma 2 (BCL-2)
ekspresyonu oldukga yiiksek seviyelerdedir. Tiimér protein 53 (p53/TP53), cyclin-
dependent kinase inhibitor 1 (p21), HER-2 geninin ekspresyonu ve diizenlenmesi ise
normal diizeydedir (Nieves-Neira ve Pommier, 1999).

MCF-7 hiicreleri, T.C. Tarim ve Koyisleri Bakanligi Sap Enstitiisii

Miidiirliigii’nden satin alinmistir.

2.2. TGF-p Smad Sinyal Yolag ve Karsinogenez Iliskisi

Hiicre biiyiimesi ve proliferasyonunda onemli yolaklardan birisi Transforming
Growth Factor-Beta (TGF-B) sinyal yolagidir. TGF-B sinyalleri, embriyonik gelisim,
hiicre biiyiimesinin diizenlenmesi, diferansiasyon ve apopitozda 6nemli bir rol oynarken
(Deryn ve ark., 2001), TGF-B sinyallerindeki mutasyon veya bozulma kanser ve fibrozisi

de i¢ine alan ¢ok sayida hastalik ile iligkili bulunmus ve 6zellikle tiimoriin ilerleyen
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evrelerinde biiyiimeyi hizlandirict bir etkiye sahip oldugu gosterilmistir (De Caestecker
ve ark., 2000; Deryn ve ark., 2001). TGF-$ normal epitelyal, endotelyal ve hematopoetik
hiicrelerin  proliferasyonunu inhibe etmekte ve bu yiizden ¢esitli dokularin
homeostazisinde kritik 6neme sahiptir (Roberts ve ark., 1990).

Karsinogenez sirasinda, normal epitelyal hiicrelerdeki diferansiasyon ve
proliferasyon arasindaki denge kaybina karsi, TGF-P sinyalleri karsinogenezin erken
evrelerinde normal doku yapisinin siirdiiriilmesi ve kanserin 6nlenmesinde rol almaktadir
(Bellam ve Pasche, 2010). Kanser olustugunda ise TGF-f sinyal yolaginin mutasyonu
sonucunda sitotoksik aktivitesi inhibe olmaktadir. TGF-f sinyal molekiillerinin genetik
inaktivasyonu kanserlerin bir kisminda goriilirken, cogu kanserlerde bilinen bir
mutasyon olmaksizin biiyiimenin durdurulmasina karst direng tesbit edilmistir
(Moustakas ve Heldin, 2005).

Ekstraseliiler dimerik TGF-B ligandi serin/threonin kinaz reseptorleri
Transforming growth factor beta receptor Il (TGFBR2) ve activin A receptor type I1-like
kinase (ALKS5) olarak da bilinen Transforming growth factor beta receptor | ( TGFBRI)
ile baglanti kurdugunda TGF-f sinyali baslamaktadir. TGFBR2, TGFBR1’i transfosforile
etmektedir. TGFBRI de reseptor regiile Smad’lar1 [receptor-regulated SMAD’lar (R-
Smad), SMAD Family Member 2, 3 (Smad2 ve Smad3)] COOH-u¢ bolgedeki serin
kalintilardan fosforillemektedir (Wrana, 2000). Smad’lar TGF-p reseptorlerinden
niikleusa sinyal tasinmasinda merkezi mediatorlerdir (Massague, 1998) (Sekil 1). R-
Smad fosforilasyonu, SMAD Family Member 4 (Smad4) ile baglanti kurup
transkripsiyon kompleksleri ile isbirligi igerisinde niikleusta birikip gen ifadesini
diizenlemek igin gereklidir (Feng ve Derynck, 2005).



TGF-p1

ALKS5 /
TGFpR2 || |2!l] TGFBR1

Co-SMAD4

SMAD2/3Y

Nukleus

Transkripsiyon

Sekil 1. TGF-p Smad Sinyal Yolagi (TGF-B: Transforming growth factor beta; TGFBR1
Transforming growth factor beta receptor I; TGFBR2: Transforming growth factor beta receptor 11; SMAD
Family Member 2/3; Co-Smad4: SMAD Family Member 4) (Serve ve ark., 2011)

2.3. LKBI1 Sinyal Yolag:

Serine/Threonine Kinase 11 (LKB1/STK11); 5' adenosine monophosphate-
activated protein kinase (AMPK), NUAK family SNF1-like kinase 1 (NUAK1), sucrose
non-fermenting protein-related kinase (SNRK), brain selective kinase 1/2 (BRSK1 and
BRSK?2) ya da synapses of amphids-deficient kinase (SADK), Salt-inducible kinasel, 2,
3 (SIK1, SIK2 and SIK3), microtubule affinity regulating kinase 1, 2, 3, 4 (MARK1,
MARK2, MARK3 and MARKA4) ya da partitioning defective gene 1 (Parl) ve maternal
embryonic leucine zipper kinase (MELK)’i iceren AMPK iligkili 13 protein kinazin
baslica bir kinazidir (Sekil 2). LKB1, MELK harig¢ ailenin diger iiyelerinin T-looplarini
fosforilleyebilmekte ve belirgin derecede kinaz aktivitelerini arttirmaktadir. Buna ek
olarak LKBI1 defektif hiicrelerde endojen NUAK Family, SNF1-Like Kinase, 2
(NUAK?2), SIK, microtubule affinity regulating kinase’larin (MARK) aktivitesi belirgin

derecede azalmistir (Lizcano ve ark., 2004). SIK, MARK ve brain selective kinase



(BRSK) izoformlar1 gibi bircok AMPK iliskili kinazlar kinaz katalitik domainlerinin
yakinindaki karboksil terminallerinde ubiquitin-associated domaine (UBA) sahiptir.
Ancak UBA domaininin poliubikitin veya ubikitin benzeri diger molekiillerle etkilesime
girmedigi bulunmustur. Fakat UBA Onemli bir yapisal role sahiptir ve UBA
domainlerinin uzaklastirillmasi veya mutasyonunu, LKBI1 iligkili fosforilasyonu ve
katalitik aktiviteyi belirgin derecede olumsuz etkilemesinden dolayi, LKB1 iligkili

fosforilasyon ve kinaz aktivasyonu i¢in gereklidir (Jaleel ve ark., 2006).

AMPK-01  AMPK-0.2
SNRK BRSK1/SAD-A
MARK4 / BRSK2/SAD-B
MARK3 <— LKB1 ———> NUAK1/ARK5

MARK2 // \ NUAK2/S NARK

MARK1 SIK1/SIK
SIK3/QSK SIK2/QIK

Sekil 2: AMPK ve AMPK baglantili kinaz ailesi tiyeleri: Sekilde gosterilen tiim kinazlar LKB1 tarafindan

fosforillenerek aktive edilmektedir (Grahame ve Dario, 2013)

2.3.1. LKBY’in Fonksiyonlari

LKB1 geni, bircok kanser hiicresinde mutasyona ugramistir ve daha ileri
aragtirmalar LKB1’in bir kanser supresor oldugunu gostermektedir. LKB1 ve onun
downstream sinyal yolaginin sadece kanser hiicresinin biiyiimesini baskilamadigi ya da
kanser hiicre 6liimiinii indiiklemedigi ayn1 zamanda da kanser hiicre metastazini inhibe
edebildigi  bildirilmistir. LKBI1’in bircok kanserde kanser supresér oldugu
gosterildiginden farmakolojik yaklagimlar LKB1’in hedef bir gen olarak kanser tedavisi
icin kullanilabilecegini diisiindiirmektedir. Gercekten de AMPK aktivatorleri,



mammalian Target Of Rapamycin (mTOR) ve Cyclooxygenase 2 (COX-2) inhibitérlerini
iceren LKB1 yolagi hedefli bazi ilaclarin bazi kanserler i¢in etkili oldugu bildirilmistir
(Gan ve Li, 2014).

Kanser Hiicre Biiyiimesinin Baskilanmasi

LKB1’in kanser hiicrelerinin biiylimesini inhibe ettigi bildirilmistir. Fakat
normal hiicrelerde bu durum gegerli degildir. Bu durum, kanser hiicrelerinde metabolik
stres ve hipoksi gibi ¢esitli streslere kismen bagli olabilmektedir. Enerji yoksunlugu gibi
metabolik stres altinda kanser hiicrelerinde, LKB1-AMPK sinyal yolagi aktive
olabilmektedir (Hardie ve Alessi, 2013). AMPK aktivasyonu daha sonrasinda
anabolizmayi inhibe edebilmekte ve hiicre dongiisii arrestini indiiklemekte ve de kanser
hiicre gelisimini baskilamaktadir (Gan ve Li, 2014).

LKB1-AMPK sinyal yolagi, Acetyl-CoA carboxylase 1’in baskilanmasi
tizerinden yag asidi sentezini, 3-hydroxy-3-methylglutaryl-CoA  reductase’in
baskilanmasi iizerinden sterol sentezini ve mammalian target of rapamycin (mTOR)
complex 1 (mTORCI)’in Dbaskilanmas1 iizerinden protein sentezini inhibe
edebilmektedir(Hardie ve Alessi 2013). Kanser hiicre hatlar1 lizerinde, metformin gibi
AMPK aktivatorleri AMPK aktivasyonu {izerinden hiicre dongiisii arrestinin
indiiklenmesi ile belirgin derecede hiicre gelisimini inhibe edebilmektedir. S6z konusu
etki, phosphorylating tuberous sclerosis 2 (CRTC2) tarafindan mTOR’un inhibisyonu
tizerinden anabolizmanin baskilanmasi ile iligkili olabilmektedir(Xiang ve ark., 2004;
Hardie, 2005; Zakikhani ve ark., 2006).

Ek olarak, LKB1, AMPK-selective COX-2 yolagi iizerinden de kanser hiicre
gelisimini inhibe edebilmektedir. COX-2’nin inhibisyonu kanser hiicre dongiisii arrestini
ve bilylimenin inhibisyonunu indiikleyebilmektedir (Hwang ve ark., 2006).

Bunun yam1 sira LKBI, p21 ve p53’e baglh kanser hiicrelerinin hiicre
dongiilerinin durdurulmasini indiikleyebilmektedir. LKB1 aracili G1 hiicre dongiisiiniin
arrestine Cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitér p21’in ekspresyonunun up-
regiilasyonu neden olmaktadir (Tiainen ve ark., 2002; Zeng ve Berger, 2006). Bu etkiler
p53 bagimsizdir (Setogawa ve ark., 2006). Ote yandan, LKB1’in p53’ii stabilize etmek
icin niikleusta p53 ile fiziksel etkilesime girdigi bildirilmistir. LKB1, LKB1 bagh G1
hiicre dongiisii arresti i¢in gerekli olan p53, serin 15 (Serl5) ve serin 392 (Ser392)’yi
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dogrudan ya da dolayli olarak fosforile etmektedir (Zeng ve Berger, 2006). Bu sonuglar,
LKB1’in p21 geninin aktivasyonunda dogrudan role sahip oldugunu gdstermektedir.

Buna ek olarak, LKB1 hipoksik kosullar altinda hypoxia inducible factor 1 (HIF-
1)’in regiilasyonu iizerinden kanser hiicrelerinin gelisimini inhibe edebilmektedir.
Hipoksi ¢ogu kanserde goriilen dnemli bir 6zelliktir (Wilson ve Hay, 2011). Hipoksi,
hipoksik kosullar altinda up-regiile bir transkripsiyon faktori olan HIF-1’in
ekspresyonunu indiikleyebilmektedir. HIF-1 daha sonra hipoksik tiimdr g¢evresinde
kanser hiicrelerinin biiyiiyebilmeleri ve hayatta kalabilmeleri i¢in bazi1 genleri aktive
etmektedir (Powis ve Kirkpatrick, 2004). LKB1-AMPK sinyal yolaginin mTORC1’ i
negatif olarak regiile ettigi tespit edilmistir ve HIF-1 proteininin mTORCI1 tarafindan up-
regiile oldugu bildirilmistir (Thomas ve ark., 2006). Buna ek olarak, in vivo LKB1
defektif tlimorlerde, mMTORC1 ve HIF-1’in biiyiik dl¢tide up-regiile oldugu bildirilmistir
(Shackelford ve ark., 2009). Bu sonuglardan, LKB1’in HIF-1 ve HIF-1’in hiicre yasam
kabiliyetinden sorumlu hedef genlerin ekspresyonunu baskilayabildigi ve nihayetinde
hipoksik kosullar altinda kanser hiicresi gelisimini baskiladig1 anlasilmaktadir.

Son olarak, LKBI1 diger mekanizmalarla kanser hiicresi gelisimini inhibe
edebilmektedir. STE20-Related Adapter Protein, LKB1’in timdr supresor etkisinde
onemli bir rol oynamaktadir (Baas ve ark., 2003). Ayrica LKB1 daha sonradan hiicre
gelisiminin arrestini indiikleyen ATP-dependent helicase SMARCA4 ile interaksiyona
girip bu geni aktive edebilmektedir (Marignani ve ark., 2001).

Kanser Hiicre Oliimiiniin Indiiksiyonu

Peutz-Jeghers Sendromu hastalarindan elde edilen poliplerde; P53 bagimli hiicre
Oliimiiniin bir mediatorii olan LKB1’in zayif boyandig1 ve apoptotik hiicre sayilariin
azaldig1 bulunmustur (Karuman ve ark., 2001). Bununla birlikte, AsPC-1 pankreatik
hiicre hattinda, LKBI ile indiiklenen hiicre apoptozunun, p53-bagimsiz fakat tumor
protein 73 bagimli oldugu bildirilmistir (Qanungo ve ark., 2003). Buna ek olarak, LKB1,
c-Jun N-terminal Kkinase yolunun aktivasyonu iizerinden hiicre apoptozunu
indiikleyebilmektedir (Lee ve ark., 2006). Bunun yani sira, osteosarkom hiicrelerinde
K78M LKBI, death associated protein 3 (DAP3) iligkili hiicre apoptozunu inhibe
ederken, LKB1, TNF-Related Apoptosis-Inducing Ligand ve DAP3-iligkili hiicre
apoptozunda da kritik bir role sahiptir (Takeda ve ark., 2007).
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Bununla birlikte, LKB1 kanser hiicrelerinin akibeti iizerinde zit etkilere sahip
olan otofajiyi de arttirabilmektedir. Diger yandan otofaji, kanser hiicrelerinin yasamlarini
siirdiirmede baskin bir rol oynamaktadir. Ayrica otofaji, baz1 kosullar altinda hiicre
Olimiinii de indiikleyebilmektedir. Hipoksi ve enerji yoklugu gibi metabolik stresler
altinda, LKB1-AMPK yolag: aktive olabilmekte ve otofajinin aktivasyonuna yol agan
mTOR ve mTORCI1’i inhibe eden, CRTC2’yi fosforilleyerek aktive etmektedir (Shaw,
2009). Kanser hiicrelerinde LKB1 kontrollii otofaji, hiicrenin hayatta kalmasini
indiikleyebilmekte fakat hiicre Oliimiinii agiklayamamaktadir. Ayrica bu durum,
metabolik stres gibi tiimor mikrogevre kosullarina ve hiicre tipine bagh

olabilmektedir(Gan ve Li, 2014).

Kanser Hiicre Metastazinin Inhibisyonu

Arastirmacilar LKB1’in kanser hiicre invazyonunu ve metastazini inhibe
edebildigini bulmustur. LKB1 ekspresyonunun olmadigi, MDA—-MB-435 meme kanseri
hiicrelerinde, LKB1’in over-ekspresyonu in vivo ve in vitro olarak kanser hiicrelerinin
metastazini ve invazyonunu onemli dl¢lide inhibe edebilmektedir ve bu olgu vascular
endothelial growth factor’in yani sira matrix metalloproteinaz 2 ve 9’un down
regililasyonuna katilmaktadir (Zhuang ve ark., 2006). Benzer olarak, LKB1 meme kanser
hiicrelerinin, invazyonunun ve migrasyonunun adiponektin aracili inhibisyonu i¢in
gereklidir ve bu etki, AMPK aktivasyonuna ve Ribosomal Protein S6 Kinase | kinaz

inhibisyonuna baglidir (Taliaferro-Smith ve ark., 2009).

2.3.2. LKB1-SIK Sinyal Yolag:

SIK1 ve SIK2, AMPK iliskili kinazlarin bir iiyesidir. SIK1, siklik adenozin
monofosfat (cAMP) iligkili gen ekspresyonunun feedback kaskadindaki bir regiilatordiir.
SIK1, kinaz aktivitesi icin LKB1 tarafindan esansiyel olan Treonin 182 ve Serin 186 nin
fosforilasyonu ile aktive edilmektedir (Hashimoto ve ark., 2008). LKB1-SIK-CRTC
sinyali, Ser133‘den fosforillendiginde transkripsiyonu aktive eden bir transkripsiyon
faktorii olan cAMP response element-binding protein (CREB)’in aktivitesini inhibe ettigi
bildirilmistir. CREB Regulated Transcription Coactivator (CRTC), CREB’in
transkripsiyonel bir koaktivatoriidiir ve niikleusta CREB aktivitesini upregiile etmektedir.

SIK’in CRTC iizerinden CREB aktivitesini inhibe ettigi bildirilmistir. SIK, CRTC’yi
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fosforilleyerek niikleustan uzaklastirilmasina yol acar (Screaton ve ark., 2004; Katoh ve
ark., 2006). Fakat LKB1 defektif HeLa hiicrelerinde, SIK, CREB aktivitesinin yapisal
aktivasyonuna neden olan CRTC’yi fosforile etme yeteneginde degildir (Katoh ve ark.,
2006). Benzer sekilde LKB1 defektif hepatositlerde, SIK tarafindan CRTC2 defosforile
edilmekte ve niikleusa girerek mitokondriyal biyogenezin baglica koordinatdrii olan
peroxisome proliferator-activated receptor-y coactivator la (PGC-1a) ekspresyonunu
indiiklemekte ve PGC-lo sonrasinda glukoneogeneze katilmaktadir. EK olarak,
CRTC2’nin knockdownu PGC-la ekspresyonunu azaltabilmekte ve CRTC2’nin
glukoneogenezin regiilasyonunda LKB1’in énemli bir hedefi oldugunu gdsteren bir olay
olan LKB1-knockout farelerde kan glukoz seviyelerini normalize edebilmektedir (Shaw
ve ark., 2005). S6z konusu arastirmalar LKB1-SIK sinyal yolagmin CRTC’nin
niikleustan uzaklastirilmast ve fosforilasyonu vasitasiyla CREB aktivitesinin

durdurulmasinda 6nemli bir role sahip oldugunu diistindiirmektedir.

2.4. Salt Inducible Kinase (SIK)

Salt inducible kinase (SIK) yiiksek tuz diyeti ile beslenen si¢anlarin bobrek iistii
bezlerinden klonlanan AMPK ailesine ait olan bir serin/treonin protein kinazdir
(Takemori ve ark., 2003). SIK ‘ler arasinda iizerinde en ¢ok ¢alisma yapilan SIK1 genidir.
SIK1; sucrose non-fermenting like kinase 1 (snfllk)’in homologudur ve fare
kardiogenezinin monitérizasyonu esnasinda bulunmustur (Ruiz ve ark., 1994).

Insanlarda, SIK1 geni kromozom 21 de lokalize iken SIK2 ve SIK3 kromozom
11 de lokalizedir (Katoh ve ark., 2004). SIK1 ve onun iki izoformu sirastyla 776, 931 ve
1263 aminoasit uzunlugundadir. Ug kinaz da N-terminalin sonunda yiiksek derecede
korunmus serin/treonin kinaz domainine, ortada ise SNF-1 domainine ve C-terminalin

sonunda da potansiyel serin fosforilasyon bolgesine sahiptir (Yoshiko ve ark., 2004).

2.4.1. Salt Inducible Kinase 1 (SIK1)

SIK1’in isimleri ve taksonomisi
SIK1’in isimleri ve taksonomisi Tablo 1°de gdsterilmektedir.
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Tablo 1. SIK1’in isimleri ve taksonomisi (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Protein Isimleri Onerilen isim:
Serine/threonine-protein kinase (SIK1)
Alternatif isimler:
Salt-inducible kinase 1 (SIK1)
Serine/threonine-protein kinase SNF1-like kinase 1 (SNF1LK)
Myocardial SNF1-like kinase (MSK)
Gen isimleri Adi: SIK1
Sinonimler: SIK, SNF1LK, EIEE30, MSK
Organizma Homo sapiens (insan)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Genomik Lokalizasyonu

21. Kromozomun uzun kolunun 22,3 bdlgesinde yer almaktadir (Sekil 3).

Chr 21
- o )
o~ e - o~ ™ - - - o~ o
0 o — R | - — ] o o N o o
- - - - - - o ™ o o o L] o o
o =3 I3 2 T O =2 o o = o o =2 o
[ = I I ] ]

Sekil 3. SIK1 kromozomal lokalizasyon (http://www.genecards.org)

Asagida Tablo 2°de SIK1’in gen 6zellikleri verilmistir.

Tablo 2. SIK1 gen 6zellikleri (http://www.genecards.org)

Tip Fonksiyonel

Biiytikliik 12,614 baz gifti
Oryantasyon Negatif zincir

Ekzon sayis1 14

Kromozomdaki pozisyonu 43,414,515 - 43,427,128
Sitogenetik band 21qg22,3

(http://www.genecards.org) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov)
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Subseliiler Lokalizasyonu

'ﬁ“—" > 1B Nukleus

Sekil 4. SIK1’in subseliiler lokalizasyonu (http://www.genecards.org)

SIK1, yogun oldugu bolgeden az oldugu bolgeye dogru siralamasi; niikleus,
sitoplazma, endoplazmik retikulum, peroksizom ve plazma membrant seklinde

olmaktadir (Sekil 4) (http://www.genecards.org).

Enzim Simiflamasi
EC 2.7.11.1 (http://www.uniprot.org)
* EC 2.-.-.- Transferazlar
* EC 2.7.-.- Fosfor grubunu transfer eden transferazlar
« EC 2.7.11.- Serin/treonin protein kinazlar

« EC 2.7.11.1 Non-spesifik serin/treonin protein kinaz

Reaksiyonu
ATP + protein = ADP + fosfoprotein
Kofaktdr olarak Mg?* iyonunu kullanmaktadir. Treonin 182 (Thr-182) ve Treonin

fosforilasyonu ile aktive olmaktadir (http://www.uniprot.org).

Genel Fonksiyonlar:

Serin/treonin protein kinaz; hiicre dongiisii regiilasyonu, glukoneogenezin ve
lipogenezin regiilasyonu, kas biiyiimesi ve differansiyasyonu ve tiimdr baskilanmasi gibi
bircok farkl siiregte yer almaktadir. SIK1; Histone Deacetylase 4 (HDAC4), Histone
Deacetylase 5 (HDACS), Protein Phosphatase Methylesterase 1 (PPME1), Sterol
Regulatory Element Binding Transcription Factor 1(SREBF1), CREB Regulated
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Transcription Coactivator 1 (CRTC1/TORCI1) ve CRTC2/TORC?2’ yi fosforillemektedir.
Tiimdr supresor olarak rol oynamakta ve p53/TP53 bagimli anoikiste anahtar role
sahiptir.

PPME1’in fosforilasyonuna aracilik ederek sodyum duyarli sinyalizasyonun bir
pargast olmaktadir. Hiicre i¢i sodyum artisin1 takiben, SIK1, Calcium/Calmodulin-
Dependent Protein Kinase I (CaMK1) tarafindan aktive olmakta ve protein fosfataz 2A
(PP2A)‘min PPMEI subunitini fosforilleyerek sodyum/potasyum-transporting ATPaz
ATP synthase subunit alpha 1’in defosforilasyonuna yol agmakta ve daha sonra Sodium-
Potassium ATPase Catalytic Subunit Alpha-1’in aktivitesini arttirmaktadir. SIKI,
fosforilasyonla HDAC4 ve HDACS5’1 inhibe ederek kas hiicrelerinde regiilator olarak rol
oynamakta ve miyositlerde Myocyte Enhancer Factor 2A hedef geninin ekspresyonunun
artisgtna yol agmaktadir. Ayrica Cyclin-Dependent Kinase Inhibitor P57’nin down
regiilasyonu tizerinden hiicre dongiisiinden kardiomiyoblastlarin ¢ikigini regiile ettigi igin
kardiyomiyogenez sirasinda gereklidir. Fosforilasyonla, CREB spesifik koaktivatorleri
CRTC1 ve CRTC2’yi baskilayarak hepatik glukoneogenezin regiilatorii olarak ta rol
oynamakta ve CREB aktivitesini inhibe etmektedir. Ayrica fosforilasyonla SREBF1’i
inhibe ederek hepatik lipogenezi regiile etmektedir (http://www.uniprot.org).

Molekiiler Fonksiyonlar:

1. 14-3-3 proteini baglama: SIK1, 14-3-3 proteini ile selektif ve non-kovalent bir
etkilesim i¢indedir. 14-3-3 proteini, tiim 6karyotik hiicreler igerisinde homo ve
heterodimer olarak var olan yaklasik 30 kDa agirliginda asidik proteinlerin
ailesinin bir tyesidir ve de birgok farkli hedef proteinlerine baglanma
ozelligiyle farkli bir¢ok biyolojik siirecin diizenlenmesinde gorev almaktadir.

2. Adenosine triphosphate (ATP) baglama: SIK1, 6nemli bir evrensel koenzim ve
enzim regiilatorii olan ATP ile selektif ve non-kovalent -etkilesimde
bulunmaktadir.

3. CREB baglama: SIK1, CREB ile selektif ve non-kovalent etkilesimde
bulunmaktadir.

4. Magnezyum iyonu baglama: SIK1, Mg iyonlartyla selektif ve non-kovalent

etkilesimde bulunmaktadir.
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5. Protein kinaz baglama: SIK1, genellikle ATP’den protein substratlara fosfat
gruplarinin transferini katalizleyen enzimler olan protein kinazlarla, selektif ve
non-kovalent etkilesimde bulunmaktadir.

6. Protein serin/treonin kinaz aktivitesi: SIK1, ATP + protein serin = ADP + serin
fosfat ve ATP + protein treonin = ADP + treonin fosfat reaksiyonlarini
katalizlemektedir.

(http://www.uniprot.org)

Biyolojik Fonksiyonlar:
SIK1’in biyolojik fonksiyonlar1 asagida maddeler halinde verilmistir.
e Miyokard hiicre farklilagsmasi
e Hiicre dongiisii
e Hiicre i¢i sinyal aktarimi
e CREB transkripsiyon faktorii aktivitesinin negatif regiilasyonu
¢ Glukoneogenezin negatif regiilasyonu
e Trigliserid biyosentezinin negatif regiilasyonu
e Anoikisin regiilasyonu
e Protein otofosforilasyonu
e Protein fosforilasyonu
e Hiicre farklilagmasinin regiilasyonu
e Mitotik hiicre siklusunun regiilasyonu
e Sodyum iyonu transportunun regiilasyonunda gorev almaktadir.

(http://www.uniprot.org)
Fosforillenme Bolgeleri

Asagidaki Sekil 5’te yer alan serin ve treonin aminoasit rezidiilerinden

fosforillenmektedir.
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Sekil 5. SIK1’in fosforillenme bolgeleri (http://www.phosphosite.org)

Post Translasyonel Modifikasyonu

STK11/LKB1; STE20-related adapter-alpha (STRADA) pseudo kinaz ve
Calcium Binding Protein 39 (CAB39)’la kompleks kurarak SIK’i Thr-182’den
fosforilleyerek aktive edebilmektedir. Thr-182’nin fosforilasyonu aktivasyon i¢in gerekli
olan  Serin-186  (Ser-186) otofosforilasyonunu tetiklemektedir.  Ser-186’nin
otofosforilasyonu, Glycogen Synthase Kinase 3 Beta (GSK3-beta) tarafindan Thr-
182°nin ardisik fosforilasyonu ile yapilmaktadir. GSK3-beta, Thr-182’den fosforilasyonu
baglatamamaktadir. Protein kinase A (PKA) tarafindan Serin 575’in fosforilasyonu,
sitoplazmaya translokasyonu tesvik etmektedir. CaMKI1 tarafindan Treonin 322°‘nin
fosforilasyonunu takiben intraseliiler sodyum konsantrasyonu, SIK1’in aktivasyonuna

yol agmaktadir (http://www.uniprot.org).

Mutasyonlari

SIK1 genindeki olast mutasyonlar Tablo 3’te verilmistir.

Tablo 3. SIK1 geninde meydana gelebilecek mutasyonlar

Pozisyon ' Uzunluk | Sonug

56 1 Lizin—Metiyonin: Kinaz aktivitesinin kayb1

135 1 Serin—Alanin: Otofosforilasyon durumunu fazla etkilemeden Kkinaz
aktivitesinde azalma

182 1 Treonin—Alanin: STK11/LKB1 kompleksi tarafindan fosforilasyon ve

aktivasyonun onlenmesi

186 1 Serin—Alanin, Aspartik asit, Sistein ya da Glisin: Bozulmus
otofosforilasyon ve kinaz aktivitesi

186 1 Serin—Treonin: Otofosforilasyon ve kinaz aktivitesi yapamaz

18


http://www.uniprot.org/

209 1 Serin—Alanin: Otofosforilasyon durumunu fazla etkilemeden kinaz
aktivitesinde azalma

248 1 Serin—Alanin: Otofosforilasyon durumunu fazla etkilemeden Kkinaz
aktivitesinde azalma

Aminoasit Modifikasyonlari

SIK1 genindeki olas1 aminoasit modifikasyonlar1 Tablo 4’te verilmistir.

Tablo 4. SIK1 geninde meydana gelen aminoasit modifikasyonlar1

Modifiye aminoasit Pozisyon Uzunluk Modifiye eden enzim
Fosfotreonin 182 1 LKB1 ve GSK3-beta2
Fosfoserin 186 1 Otokataliz
Fosfotreonin 322 1 CaMK1

Fosfoserin 575 1 PKA

(http://www.uniprot.org)

Interaksiyonlari

SIK1’in interaksiyonlarinin sematik gosterimi Sekil 6’da verilmistir.

Sekil 6. SIK1’in interaksiyonlar1 (http://stringdb.org)
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CAMKK1; calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1, alpha;
Calcium/calmodulin-bagimli protein kinaz; bir¢ok hiicresel siiregte yer alan, kalsiyum
tarafindan tetiklenen bir sinyalizasyon kaskadidir. Hiicre apoptozunun diizenlenmesinde
yer almaktadir. Hiicrenin hayatta kalmasini, hiicre 6liimii antagonisti olan pro-apoptatik
Bcl-2 genlerini inhibe eden Protein Kinase B’yi fosforilleyerek saglamaktadir (520 aa).

STRADB; STE20-bagimli kinaz adaptor  beta; CAB39/M0O25
(CAB39/M025alpha veya CAB39L/MO25beta) ile kompleks olusturan pseudokinaz,
STK11/LKB1’e baglanmakta ve aktive etmektedir. STRADB, aktif protein kinazlarin
tipik kapali konformasyonunu benimsemekte ve aktif bir konformasyon iginde
STK11/LKB1 konformasyonel degisimlerini saglayan bir pseudosubstrat olarak
STK11/LKB1’e baglanmaktadir (418 aa).

HDACS; Histon deacetylase 5; kor histonlarinin (H2A, H2B, H3 ve H4) N-
terminal bolgesinde lizin kalintilarinin  deasetilasyonundan sorumludur. Histon
deasetilasyonu transkripsiyonel regiilasyonda, hiicre siklusunda ve gelisimsel olaylarda
onemli bir role sahiptir (1123 aa).

PRKABI; protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit;
AMPK’nin non-katalitik alt birimi, bir enerji sensor protein kinazdir ve hiicrenin enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Intraseliiler ATP seviyelerinin
azalmasina yanit olarak AMPK, enerji iireten yolaklar1 aktive etmekte ve protein,
karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiyiimesi ve proliferasyonu gibi enerji tiiketimi
gerektiren siirecleri inhibe etmektedir (270 aa).

PRKAGS3; protein kinase, AMP-activated, gamma 3 non-catalytic subunit; of
AMP-activated protein kinase (AMPK)’nin AMP/ATP baglayan alt birimi bir enerji
sensOr protein kinazdir ve enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar rol
oynamaktadir. Intraseliiler ATP seviyelerinin azalmasina yamit olarak AMPK, enerji
iireten yolaklar aktive etmekte ve protein, karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiyiimesi
ve proliferasyonu gibi enerji tiiketimi gerektiren siirecleri inhibe etmektedir (489 aa).

PRKAB?2; protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit (272 aa).

CAB309; calcium binding protein 39; bir kompleks bileseni olarak baglanmakta
ve STKI11/LKBI’i aktive etmektedir. Kompleks icinde CAB39/MO25
(CAB39/M025alpha ya da CAB39L/MO25beta) ve STK11/LKBI1 arasindaki etkilesimi
stabilize etmek i¢in gereklidir (341 aa).
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YWHAE; tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, epsilon polypeptide (255 aa).

TP53; tumor protein p53; bir¢ok tiimor ¢esidi i¢inde tiimor supresor olarak rol
oynamaktadir. Fizyolojik sartlar ve hiicre tipine bagl olarak hiicre proliferasyonunu
durdurmakta veya apoptozu indiiklemektedir. Hiicre dongiisiiniin regiilasyonunda trans-
aktivator olarak bulunmakta ve bu siire¢ i¢in gerekli olan genleri kontrol ederek hiicre
boliinmesinin negatif olarak regiile edilmesinde gorev almaktadir. Apoptoz indiiksiyonu
ya Bcl-2-like protein 4 ve TNF Receptor Superfamily Member 6 antijen ekspresyonunun
uyarilmasiyla ya da Bcl-2 ekspresyonunun baskilanmasiyla goriilmektedir (393 aa).

TAB2; TGF-beta activated kinase 1/MAP3K7 binding protein 2; mitogen-
activated protein 3 kinase 7 (MAP3K7) ve E3 Ubiquitin Protein Ligase baglayan
adaptordir. Interleukin 1 sinyal yolunda MAP3KY7 aktivasyonunu arttirmaktadir.
MAP3K7’ye ’Lys-63’ bagli poliubikitin zincirlerinin baglanmasi Treonin 187'den,
MAP3K7’nin otofosforilasyonunu arttirmaktadir. Ayrica kalbin gelisiminde yer
almaktadir (693 aa).

PRKAG?2; protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit;
AMP-activated protein kinase (AMPK)’'nin AMP/ATP baglayan subuniti; bir enerji
sensoOr protein kinazdir ve hiicresel enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar
role sahiptir. Intraseliiler ATP seviyelerinin azalmasina yanit olarak AMPK, enerji iireten
yolaklar1 aktive etmekte ve protein, karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu gibi enerji tiikketimi gerektiren siirecleri inhibe etmektedir (569 aa).

YWHAZ; tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, zeta polypeptide (245 aa).

PRKACA,; protein kinase cAMP-dependent catalytic alpha, sitoplazma ve
niikleus iginde ¢ok sayida substrati fosforile etmektedir. PRKACA, glukoz aracili
adipojenik diferansiyasyonun artmasi ve osteoblastlarin osteogenik diferansiyasyonu i¢in
gereklidir (351 aa).

CAMKK?2; calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta
(588 aa).

PRKAGI; protein kinase, AMP-activated, gamma 1 non-catalytic subunit;
protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit; AMP-activated protein

kinase (AMPK)’nin; AMP/ATP baglayan alt birimi bir enerji sensor protein kinazdir ve
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hiicresel enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Intraseliiler ATP
seviyelerinin azalmasina yanit olarak AMPK, enerji lireten yolaklar1 aktive etmekte ve
protein, karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiylimesi ve proliferasyonu gibi enerji
tiiketimi gerektiren siiregleri inhibe etmektedir (340 aa).

STK11; serine/threonine kinase 11; tiimdr supresor olan serin treonin kinaz
AMP-activated protein kinase (AMPK) ailesi iiyelerinin aktivitesini kontrol etmektedir.
Boylece hiicre metabolizmasi, hiicre polaritesi, apoptoz ve DNA hasarina cevap gibi
cesitli siireglerde rol oynamaktadir. STK11; AMPK ailesi iiyeleri olan AMPK, BRSK1,
BRSK2, MARK1, MARK2, MARK3, MARK4, NUAK1, NUAK2, SIK1, SIK2, SIK3
ve SNRKyi fosforile ederek aktivitelerinin artisina neden olmaktadir. Ayrica STRADA
ve p53 gibi AMPK ailesinden olmayan proteinleri de fosforillemektedir (433 aa).

STRADA; STE20-related kinase adaptor alpha (431 aa).

ACACB; acetyl-CoA carboxylase beta; ACACB yag asidi biyosentezinin yerine
yag asidi oksidasyonunun regiilasyonunda ya da malonil-CoA’nin olusumunda etkilidir.
Biotin karboksilaz ve karboksiltransferaz gibi fonksiyonlar yiiritmektedir (2458 aa).

ACACA; acetyl-CoA carboxylase alpha (2383 aa).

UBC,; ubiquitin C (685 aa).

VAPA; VAMP (vesicle-associated membrane protein)-associated protein A,
33kDa; vezikiil transportunda rol oynayabilmektedir (294 aa).

MAP3KY7; mitogen-activated protein 3 kinase 7 (606 aa).

BTF3L4; basic transcription factor 3-like 4 (158 aa).

PPP3CA; protein phosphatase 3, catalytic subunit, alpha isozyme; kalsiyum
bagimli calmodulin stimule protein fosfatazdir. Bu subunit kalsineurinin, kalmodulin
icindeki aktivasyonunda gorev almaktadir (521 aa).

CCNC; cyclin C; Component of the Mediator complex, neredeyse biitiin RNA
polimeraz Il bagimli genlerin gen transkripsiyonunun regiile edilmesinde gérev yapan bir
koaktivatordiir (283 aa) (http://stringdb.org).

2.4.2. Salt Inducible Kinase 2 (SIK2)

SIK2’in isimleri ve taksonomisi

SIK2’nin isimleri ve taksonomisi Tablo 5’de gosterilmektedir.
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Tablo 5. SIK2’nin isimleri ve taksonomisi

Protein Onerilen isim:
Isimleri serine/threonine-protein kinase (SIK2)
Alternatif isimler:
Salt-inducible kinase 2 (SIK2)
Serine/threonine-protein kinase SNF1-like kinase 2
gin-induced kinase
Gen isimleri Adi: SIK2
Sinonimler: QIK, SNF1LK2, SIK-2, LOH11CR1I
Organizma Homo sapiens (insan)

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov)

Genomik Lokalizayonu

11. Kromozomun uzun kKolunun 23.1 bolgesinde yer almaktadir (Sekil 7).
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Sekil 7. SIK2 kromozomal lokalizasyon (http://www.genecards.org)

Asagida Tablo 6’de SIK2’nin gen 6zellikleri verilmistir.

Tablo 6. SIK2 gen 6zellikleri

Tip Fonksiyonel

Biytiklik 128,463 baz ¢ifti
Oryantasyon Pozitif zincir

Ekzon sayis1 17

Kromozomdaki pozisyonu 111,602,391- 111,730,853
Sitogenetik band 11923.1

(http://www.genecards.org)

(http://lwww.ncbi.nlm.nih.gov/gene/23235)
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Subseliiler Lokalizasyonu

- Extraceliular space
Plasma membrane

Lysosonme

Cytoskeleton

Golgl

Endosome
Nucleus

~ Peroxisome Endoplasmac Cytosol
- reticulum. .

Sekil 8. SIK2’nin subseliiler lokalizasyonu (http://www.genecards.org)

SIK2, yogun oldugu bdlgeden az oldugu bolgeye dogru siralanirsa sirasiyla
golgi, sitoplazma, niikleus, mitokondri ve plazma membraninda lokalize olmaktadir.

(Sekil 8) (http://www.genecards.org).

Enzim Siniflamasi
EC 2.7.11.1 (http://www.uniprot.org)
* EC 2.-.-.- Transferazlar
* EC 2.7.-.- Fosfor grubunu transfer eden transferazlar
« EC 2.7.11.- Serin/treonin protein kinazlar

+ EC 2.7.11.1 Non-spesifik serin/treonin protein kinaz

Reaksiyonu
ATP + protein = ADP + fosfoprotein
Kofaktor olarak Mg?* iyonunu kullanmaktadir. Thr-175’den fosforilasyon ile aktive

olmaktadir (http://www.uniprot.org).

Genel Fonksiyonlari

SIK2, insulinle uyarilan adipositlerde, insulin receptor substrate 1 (IRS1)’i Serin
794°den fosforile etmekte ve insiilin sinyalinin transdiiksiyon etkinligini potansiyel
olarak modiile etmektedir. CREB-spesifik koaktivator olan CRTC’1 fosforile ve represe
ederek CREB aktivitesini inhibe etmektedir (http://www.uniprot.org).
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SIK2, protein kodlayan bir gendir. SIK2 ile iligkili yolaklar arasinda
glukoz/enerji metabolizmasi ve LKB1’in sinyal yolaklar1 yer almaktadir. Bu gen, protein
serin/treonin kinaz aktivitesiyle birlikte magnezyum iyonu baglama 6zelligine de sahiptir.

Bu genin 6nemli paralogu MARK4’tiir (http://www.genecards.org).

Molekiiler Fonksiyonlar1
1.  ATP baglama: Onemli bir evrensel koenzim ve enzim regiilatorii olan ATP

ile selektif ve non-kovalent bir etkilesimde bulunmaktadir.

2. Magnezyum iyonu baglama: Mg iyonlaryla selektif ve non-kovalent

etkilesimde bulunmaktadir.

3. Protein serine/threonine kinase aktivitesi: ATP + protein serin = ADP +
serin fosfat ve ATP + protein treonin = ADP + treonin fosfat reaksiyonlarini
katalizlemektedir.

(http://www.uniprot.org)

Biyolojik Fonksiyonlar:
SIK2’nin biyolojik fonksiyonlar1 asagida maddeler halinde verilmistir.
J Insulin reseptdr sinyal yolag
e Intraseliiler sinyal transdiiksiyonu
. Protein otofosforilasyonu
. Protein fosforilasyonu
o Insulin reseptdr sinyal yolaginin regiilasyonunda gorev alir.

(http://www.uniprot.org)
Fosforillenme Bolgeleri

Asagida Sekil 9°da yer alan serin, treonin ve tirozin aminoasit rezidiilerinden

fosforillenmektedir.
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Sekil 9. SIK2’nin fosforillenme bolgeleri (http://www.phosphosite.org)

Post Translasyonel Modifikasyonu

STK11/LKB1; STE20-related adapter-alpha (STRADA) pseudo kinaz ve
CAB39 ile kompleks kurarak SIK2’yi Thr-175 rezidiisiinden fosforile etmekte ve
SIK2’nin aktivasyonuna yol agmaktadir. SIK2’nin Lizin 53’ten asetilasyonu kinaz
aktivitesini inhibisyonuna neden olmaktadir. SIK2, HDAC6 tarafindan deasetilasyona

ugramaktadir (http://www.uniprot.org)

Mutasyonlari

SIK2 genindeki olasi mutasyonlar Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7. SIK2 geninde meydana gelebilecek mutasyonlar

Pozisyon ' Uzunluk = Sonug
175 1 Treonin—Alanin: STK11 / LKB1 kompleksi tarafindan
fosforilasyonu ve aktivasyonunu onler.
175 1 Treonin—Glutamik asit: Yapisal olarak aktif.
(http://www.uniprot.org)
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SIK2 genindeki olas1 aminoasit modifikasyonlar1 Tablo 8’de verilmistir.

Tablo 8. SIK2 geninde meydana gelen aminoasit modifikasyonlari

Modifiye aminoasit Pozisyon Uzunluk Modifiye eden enzim

Fosfotreonin 25 1

N6-asetillizin 53 1 E1A Binding Protein
P300

Fosfotreonin 175 1 LKB1

Fosfoserin 534 1

Fosfoserin 587 1

(http://www.uniprot.org)

SIK2’nin interaksiyonlarinin sematik gosterimi Sekil 10°da verilmistir.
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Sekil 10. SIK2’nin interaksiyonlari
GABARAPL2; GABA(A) receptor-associated protein-like 2; golgi i¢i

aktarimda yer almaktadir. N-Ethylmaleimide-Sensitive Factor (NSF) ve Soluble NSF
Attachment Protein Receptor arasindaki baglantt yoluyla golgi igi transportu
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diizenlemektedir. NSF’nin ATPaz aktivitesini stimule etmekte ve otofajide rol
oynamaktadir (117 aa).

CAMKK1; calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 1, alpha;
Calcium/calmodulin-bagimli protein kinaz; bir¢ok hiicresel siiregte yer alan, kalsiyum
tarafindan tetiklenen bir sinyalizasyon kaskadidir. Hiicre apoptozunun diizenlenmesinde
yer almaktadir. Hiicrenin hayatta kalmasini, hiicre 6liimii antagonisti olan pro-apoptatik
Bcl-2 genlerini inhibe eden Protein Kinase B’yi fosforilleyerek saglamaktadir (520 aa).

STRADB; STE20-bagimhi  kinaz  adaptér  beta; CAB39/MO25
(CAB39/MO25alpha veya CAB39L/MO25beta) ile kompleks olusturan pseudokinaz,
STK11/LKB1’e baglanmakta ve aktive etmektedir. STRADB, aktif protein kinazlarin
tipik kapali konformasyonunu benimsemekte ve aktif bir konformasyon iginde
STK11/LKB1 konformasyonel degisimlerini saglayan bir pseudosubstrat olarak
STK11/LKB1’e baglanmaktadir (418 aa).

HDACS; Histon deacetylase 5; kor histonlarmin (H2A, H2B, H3 ve H4) N-
terminal bolgesinde lizin kalintilarinin  deasetilasyonundan sorumludur. Histon
deasetilasyonu transkripsiyonel regiilasyonda, hiicre siklusunda ve gelisimsel olaylarda
onemli bir role sahiptir (1123 aa).

PRKABI1; protein kinase, AMP-activated, beta 1 non-catalytic subunit;
AMPK’nin non-katalitik alt birimi, bir enerji sensor protein kinazdir ve hiicrenin enerji
metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Intraseliiler ATP seviyelerinin
azalmasma yanit olarak AMPK, enerji iireten yolaklari aktive etmekte ve protein,
karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiylimesi ve proliferasyonu gibi enerji tiikketimi
gerektiren siiregleri inhibe etmektedir (270 aa).

YWHAQ); tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation
protein, theta polypeptide; adaptor protein olan YWHAQ, hem genel hem de 6zel sinyal
yollariin genis spektrumlu regiilasyonunda yer almaktadir. Genellikle fosfoserin ya da
fosfotreonin motiflerinin baglanmasiyla ¢ok sayida yardimci molekiile baglanmakta ve
3-phosphoinositide dependent protein kinase-1’in kinaz aktivitesini negatif olarak
diizenlemektedir (245 aa).

PRKAB2; protein kinase, AMP-activated, beta 2 non-catalytic subunit (272 aa).
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CAB39; calcium binding protein 39; bir kompleks bileseni olarak
STK11/LKB1’1 aktive etmektedir. Kompleks icinde CAB39/MO25 (CAB39/MO25alpha
ya da CAB39L/MO25beta) ve STK11/LKB1 arasindaki etkilesimi stabilize etmek i¢in
gereklidir (341 aa).

YWHAE; tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation

protein, epsilon polypeptide (255 aa).
CETN3; centrin EF-hand protein 3; mikrotiibiil merkezi yapisinin

diizenlenmesinde ve fonksiyonlarinda temel bir rol oynamaktadir (167 aa).

PRKAG2; protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit;
AMP-activated protein kinase (AMPK)nin AMP/ATP baglayan subuniti; bir enerji
sensOr protein kinazdir ve hiicresel enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar
role sahiptir. Intraseliiler ATP seviyelerinin azalmasina yanit olarak AMPK, enerji iireten
yolaklar1 aktive etmekte ve protein, karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiylimesi ve
proliferasyonu gibi enerji tiiketimi gerektiren siirecleri inhibe etmektedir (569 aa).

HSPA4; heat shock 70kDa protein 4 (840 aa).

IRS1; insulin receptor substrate 1; insiilin ile birlikte bir¢ok hiicresel siirecin
kontroliine aracilik etmektedir. Insulin reseptorii tarafindan fosforile edildiginde,
fosfatidil inozitol 3-kinaz Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit (p85) subuniti
gibi gesitli hiicresel proteinlere baglanmaktadir. Diizenleyici p85 subunitine, baglandigi
zaman fosfatidilinozitol 3-kinazi aktive etmektedir (1242 aa).

YWHAZ; tyrosine 3-monooxygenase/tryptophan 5-monooxygenase activation

protein, zeta polypeptide (245 aa).

CAMKK?2; calcium/calmodulin-dependent protein kinase kinase 2, beta
(588 aa).

PRKAGLI; protein kinase, AMP-activated, gamma 1 non-catalytic subunit;

protein kinase, AMP-activated, gamma 2 non-catalytic subunit; AMP-activated protein
kinase (AMPK) nin; AMP/ATP baglayan alt birimi bir enerji sensor protein kinazdir ve
hiicresel enerji metabolizmasinin diizenlenmesinde anahtar role sahiptir. Intraseliiler ATP
seviyelerinin azalmasina yanit olarak AMPK, enerji lireten yolaklar1 aktive etmekte ve
protein, karbohidrat, lipit biyosentezi, hiicre biiylimesi ve proliferasyonu gibi enerji

tilketimi gerektiren siiregleri inhibe etmektedir (340 aa).
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STRADA; STE20-related kinase adaptor alpha (431 aa).
ACACSB:; acetyl-CoA carboxylase beta; ACACB yag asidi biyosentezinin yerine

yag asidi oksidasyonunun regiilasyonunda ya da malonil-CoA’nin olusumunda etkilidir.
Biotin karboksilaz ve karboksiltransferaz gibi fonksiyonlar: yiirtitmektedir (2458 aa).
ACACA; acetyl-CoA carboxylase alpha (2383 aa).
UBC,; ubiquitin C (685 aa).
CRTC1; CREB regulated transcription coactivator 1 (650 aa).

VCP; valosin containing protein; mitoz sirasinda golginin fragmentlere
ayrilmasi ve mitoz sonrasi birlesmesi i¢in gereklidir. Transisyonel endoplazmik retikulum
(tER) olusumuna sebep olmaktadir. Endoplazmik retikulumdan, golgiyi meydana
getirecek membranlarin transferi 50-70 nm boyutundaki gecis vezikiilleriyle meydana

gelmektedir. tER’den vezikiil olusmas1 ATP-bagimli bir siiregtir (806 aa).

CRTC2; CREB regulated transcription coactivator 2; cCAMP response element
varyantlartyla etkileserek transkripsiyonu aktive eden CREB, igin transkripsiyonel
koaktivatordiir. SIK/TORC sinyal yolaginda koaktivatér olarak rol oynamaktadir.
Defosforile oldugunda aktive forma gegmekte ve TAF4 RNA Polymerase I ile CREB’in
etkilesimini arttirmaktadir. LKB1/AMPK/CRTC2 sinyal yolaginin bir bileseni olarak
glukoneogenezi diizenlemektedir (693 aa).

CEP250; centrosomal protein 250 kDa; hiicre siklusunun interfaz sathasinda

sentrozomlarin birlesmesinde 6nemli bir role sahiptir (2442 aa).

PPP2CA; protein phosphatase 2, catalytic subunit, alpha isozyme; PP2A
mikrotubule-associated  proteinler igin  6nemli bir fosfatazdir (309 aa)
(http://stringdb.org).

TGF-B-SMAD-SIK filiskisi

TGF-B sinyalinin negatif regiilatdrleri arasinda hem negatif feedback
mekanizmasi igerisinde ¢alisan hem de sinyal transdiiksiyonun etki siiresini ve siddetini
kontrol eden inhibitor SMAD Family Member 7 (Smad7) ve SMAD Specific E3
Ubiquitin Protein Ligase 2 (Smurf2) bulunmaktadir. TGFBRI tarafindan Smad2 ve
Smad3 fosforilasyonunun yarigmali inhibisyonuna yol agan Smad7, TGFBR1’e dogrudan

baglanmaktadir (Nakao ve ark., 1997; Hayashi ve ark., 1997) .
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Ayni zamanda Smad7, Smurf2’ye ve onun homologu olan SMAD Specific E3
Ubiquitin Protein Ligase 1’¢ dogrudan baglanmakta ve bdylece TGFBRI’in
ubikitinasyonuna ve de down regiilasyonuna yol agmaktadir (Kavsak ve Rasmussen,
2000; Ebisawa ve ark., 2001)
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Sekil 11. TGF-p sinyali siirecinde SIK’in rolii

Sekil 11°de SIK, Smad7, Smurf2 ve TGFBRI/ALKS5’i iceren bir protein
kompleksinin olusumu ve niikleusta SIK geninin transkripsiyonel indiiklenmesine yol
acan TGF-B reseptor-Smad yolaginin grafiksel bir sunumu gosterilmektedir.
Heterotetramerik TGFBR2/TGFBRI reseptor kompleksinin ekstraseliiler TGF-B’ya bagh
oldugu gosterilmektedir. Kirmizi1 daire i¢inde gosterilen P fosforilasyonu gostermektedir.
Smad2 ve Smad3 proteinleri sade bir tanimlama i¢in Smad2/3 seklinde gosterilmektedir.
DNA ¢ift sarmali iizerinde promoter ve hizlandirici (enhancer) sekanslar farkli
renklendirmeyle gosterilmistir. RNA polimeraz II'nin promoter bolgede yer aldigi

gosterilmektedir ve transkripyon yonii yesil okla gosterilmektedir (Lonn ve ark., 2012).
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SIK geni de TGF-B/Smad sinyalinin dogrudan bir hedef geni olup TGFBR1’i
down regiile eden protein komplekslerine katilmaktadir. SIK geni TGF-B reseptor
sinyalinin bir negatif regiilatorii olarak gosterilmektedir (Kowenetz ve ark., 2008). TGF-
B’ya yanit olarak yolaktaki tim Smad’lar (Smad2,Smad3,Smad4) Smad7 ve SIK’in
transkripsiyonel aktivasyonuna ve birikmesine neden olur. SIK’in kinaz aktivitesi ve
Smurf2’nin ubikitin ligaz aktivitesi Smad?7’yi igeren protein komplekslerinin dinamigini
etkiler ve bir kompleks olusturarak TGFBR 1’in down regiilasyonuna neden olurlar (Lénn
ve ark., 2012).

2.5.1. Metformin ve Klinikteki Roli

Metformin, tip 2 diyabet tedavisinde kullanilan insiilin duyarli bir biguaniddir
ve monoterapide kullanildiginda insiilin ya da siilfonil iire gibi etkili oldugu gosterilmistir
(Hermann ve ark., 1994; DeFronzo ve Goodman, 1995; UKPDS, 1995; 1998; Johansen,

1999). Metforminin molekiiler formiili Sekil 12°de gosterilmistir.

CHj
7 H
ch/N N_ _NH,

NH NH

Sekil 12. Metforminin molekiiler formiilii

Diyetle birlikte metformin, acglik kan glukoz konsantrasyonunu azaltmakta ve
hemoglobin Alc degerlerinin %1,3-2,0 azalmasini saglamaktadir (Hermann ve ark.,
1994; DeFronzo ve Goodman, 1995; Garber ve ark., 1997; Davidson ve Peters, 1997,
Johansen, 1999; Selby ve ark., 1999).
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Metformin monoterapisinin etkinliginin yas, viicut agirligi, etnik koken, diyabet
stiresi, insiilin ve C-peptid seviyelerinden bagimsiz oldugu gosterilmistir (Hermann ve
ark., 1994; DeFronzo ve Goodman, 1995). Metformin, tip 2 diyabetli asir1 kilolu
hastalarda 6zel faydalar saglayabilmektedir. Siilfonil iire, insiilin ve thiazolidinedionun
aksine metformin viicut kiitle indeksini etkilememektedir (Hermann ve ark., 1994).
Diyabetli olan (Haupt ve ark., 1991; Johansen, 1999) ya da olmayan (Glueck ve ark.,
1999; Pasquali ve ark., 2000) obez hastalarda viicut agirligin1 azaltmaktadir. Metforminle
tedavi edilen abdominal ve viseral obeziteli kadinlarda, total viicut yaginda ve viseral yag
miktarinda 6nemli azalmalar gézlenmistir (Pasquali ve ark., 2000). Paraintestinal bolgede
lokalize olan asir1 yag, kardiovaskiiler metabolik sendrom patogenezine kritik bir
olumsuz katki saglamakta (Sowers, 1998; McFarlane ve ark., 2001). ve Metformin ile
tedavi goren insiiline direncli kisilerde viseral yag miktarinda azalma (kilo kaybi1 ya da
yag redistribisyonuna ikincil olarak) kardiyovaskiiler sistem ac¢isindan da fayda
saglayabilmektedir (Sowers, 1998; McFarlane ve ark., 2001). Kilo kaybi, muhtemelen
metforminin gastrointestinal etkilerinden (6rnegin, mide bulantisi ve ishal gibi) biiyiik
6lglide bagimsiz olarak istahin baskilanmasiyla (Haupt ve ark., 1991) net kalori alinimi
azaltilmasi yoluyla gerceklesmektedir (Yki-Ja ve ark., 1999). Azalmis insiilin direnci ile
iligkili olarak hiperinsiilinemideki bir azalma, insiiline direngli obez kisilerin Kilo
vermeleri tizerinde aditif bir etki saglayabilmektedir (Sowers, 1998; McFarlane ve ark.,
2001). 500-1500 mg dozlarinda metformin, %50-60 arasinda oral bioyararlanima sahiptir
(Scheen, 1996). Ilag proteine baglanmaya gereksinim duymamaktadir, bu nedenle ince
bagirsak duvarinda ki maksimal birikiminden sonraki dagilimi genis bir hacime sahiptir
(Wilcock ve Bailey, 1994). Metformin viicutta hi¢cbir modifikasyona ugramaz ve bobrek
ekskresyonu ile hizli bir sekilde (glomeriiler filtrasyon ve tiibiiler sekresyon yoluyla)
degismeden sekrete edilmektedir (Davidson ve Peters, 1997). Bozulmus bobrek
fonksiyonu ilacin eliminasyonunu yavaslatmakta dolayisiyla metformin birikimine neden
olabilmektedir (Lalau ve ark., 1989). H2-blokorii simetidin, 6zellikle renal klirensi
azaltip, biyoyararlanimi1 arttirarak kompetitisyonla metforminin renal tiibiiler

sekresyonunu inhibe etmektedir (Scheen, 1996; Somogyi ve ark., 1987).
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2.6.2. Metforminin Kanser Tedavisindeki Yeri

Metformin, yaygin olarak tip 2 diyabet tedavisi i¢in recete edilen bir ilagtir. Son
zamanlarda metformin, kanser tedavisi i¢in potansiyel olarak yararli bir tedavi edici
madde olarak dikkat ¢ekmektedir. Arastirmalar metforminle tedavi goren tip 2 diyabet
hastalarinin metformin kullanmayanlara gore kansere yakalanma risklerinin ve
mortalitelerinin daha diisiik oldugunu gostermektedir (Evans ve ark., 2005; Bowker ve
ark., 2006; Libby ve ark., 2009). Meme kanserli diyabetik olgularda, metformin kullanan
hastalarin kullanmayanlara gore neoadjuvan kemoterapiye cevabinin énemli 6lgiide daha
iyi oldugu gosterilmistir (Jiralerspong ve ark., 2009). Preklinik hayvan modellerinde
yapilan ¢alismalar; kolon (Buzzai ve ark., 2007; Ben Sahra ve ark., 2008) meme (Hirsch
ve ark., 2009; Liu ve ark., 2009; Anisimov ve ark., 2005) pankreas (Kisfalvi ve ark., 2009)
ve akciger (Algire ve ark., 2008) kanserlerinde metformin kullaniminin timor
biiylimesini azalttigi gosterilmistir. Kimyasal kaynakli meme karsinogenezinin fare
modeli kullanilarak yapilan bir ¢alismada tiimor biiytimesi tizerine metforminin 6nemli
bir etkisi bulunamamistir (Bojkova, 2009). Melanoma kaynakli oldugu diisiiniilen insan
MDA-MB-435 hiicre hatt1 ksenogreftlerinin kullanildig1 baska bir ¢alismada metforminle
muamelenin tiimor biiyiimesini arttirdigi gézlenmistir (Rae ve ark., 2007).

Metforminin kanser gelisimi ve tlimor biiylimesi iizerine inhibitdr etkisinin
mekanizmalar1 tamamen anlasilamamistir. Bu olay sistemik insiilin ya da glukoz
diizeyleri tizerine indirek bir etki ile (Goodwin ve ark., 2008; Pollak, 2008) ya da tiimor
hiicresi biiylimesi ve hayatta kalma yetenekleri iizerine dogrudan bir etki yoluyla
gerceklesebilmektedir. Kanser hiicreleri lizerinde metforminin dogrudan etkileri hiicre
proliferasyonun inhibisyonunu (Zakikhani ve ark., 2006; Dowling ve ark., 2007; Isakovic
ve ark., 2007; Ben Sahra ve ark., 2008; Gotlieb ve ark. 2008; Zhuang ve Miskimins, 2006;
Liu ve ark., 2009; Kisfalvi ve ark., 2009; Alimova ve ark., 2009; Phoenix ve ark., 2009)
ve hiicre dliimiiniin indiiksiyonunu icermektedir (Buzzai ve ark., 2007; Isakovic ve ark.,
2007; Gotlieb ve ark. 2008; Hirsch ve ark., 2009; Liu ve ark., 2009; Saito ve ark., 2009).
Metforminle kanser hiicre proliferasyonunun inhibisyonuna yanit olarak AMPK
aktivasyonu (Zakikhani ve ark., 2006; Dowling ve ark., 2007; Isakovic ve ark., 2007; Ben
Sahra ve ark., 2008; Gotlieb ve ark. 2008; Zhuang ve Miskimins, 2008; Liu ve ark., 2009;
Kisfalvi ve ark., 2009), mTOR ve protein translasyonunun inhibisyonu (Dowling ve ark.,

2007) hiicre siklusunun G fazinda arreste neden olan siklin D1’in down regiilasyonu
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meydana gelmektedir (Ben Sahra ve ark., 2008; Liu ve ark., 2009; Alimova ve ark., 2009;
Zhuang ve Miskimins, 2008). Bu ¢alismalarda, metforminin apoptotik yolaklar1 aktive
ederek hiicre oliimiinii tetikledigi gosterilmistir (Kefas ve ark., 2004; Buzzai ve ark.,
2007; Isakovic ve ark., 2007; Liu ve ark., 2009;). LKB1, AMPK aktivasyonu i¢in gerekli
bir serin treonin protein kinazdir (Shaw ve ark., 2004; 2005). MCF-7 hiicreleriyle yapilan
bir caligmada metforminin LKB1 tizerinden AMPK fosforilasyonunu doza bagimli olarak
arttirdig1 gosterilmistir (Dowling ve ark., 2007).

Kolon kanseri modelinde; metforminle stimiile apoptozun 6zellikle p53 bagiml
otofaji gelisimi ve glikolizin azalmasiyla iliskili oldugu ve de nutrient yoklugu tarafindan
uyarildig gosterilmistir (Buzzai ve ark., 2007). Diger kiiltiir sistemlerinde metformin,
glukoz yoksunlugu (Dykens ve ark., 2008; Saito ve ark., 2009), sisplatin (Gotlieb ve ark.
2008), doksorubisin (Bae ve ark., 2007; Hirsch ve ark., 2009) ya da butiyonin stilfoksimin
(Bae ve ark., 2007) ile kombine edildiginde gelismis bir sitotoksisite gostermistir. Son
epidemiyolojik, klinik ve preklinik verilere dayanarak kanser tedavisi igin metforminin
potansiyel kullanimina artan bir ilgi gorilmektedir (Goodwin ve ark., 2009). Bu
baglamda, hiicre siklusunun arresti ve kanser hiicrelerinin hiicre 6liimiinii tesvik eden
metforminin sinyal yolaklarinin ve molekiiler mekanizmalarinin daha 1yi anlagilmasi

gerekmektedir.
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3. MATERYAL - METOT

3.1. Kullanilan Arag ve Geregler

1. Santrifiij (MSE, MISTRAL 30001, seri no: 5691/02/075, U.K.)

2. Santrifiij (Jouan, C4i, seri no: 30411037, France)

3. Mikropipetler Eppeddorf 20, 100, 200, 1000, Germany).

4.  Mikrosantrifiij (SIGMA 3K30, seri no: 76262, USA)

5. Mikrosantrifiij (Jouan A-14, seri no: 39903105, France)

6. 1,5 ml niikleaz icermeyen eppendorf (Cat No.616201 Grenier Bio-one,
USA)

7. 0,2 ml PCR tiip (Cat No.683201 Grenier Bio-one, USA)

8.  Derin dondurucu -70°C, (NUAIRE, Seri no: 9394248, USA)

9.  Derin dondurucu -80°C, (NUAIRE, Seri no: Z17N-205195-ZN, USA)

10. Benmari (ASTEL, TIP J18 BAIN UNIVERSAL, N seri: 3940517, Jouan,
France)

11. Benmari (Termal Lab. Aletleri, seri no: 821911, Tiirkiye)

12. Vorteks VM3, (Windaus, 3392, Germany)

13. LightCycler 480 1II, (seri no: 28218, Roche Diagnostics GmbH,
Mannheim, Germany)

14.  Laminar-flow (Nuaire, Model no: Nu-425-400E, seri no: 116026070307,
USA)

15. LightCycler® 480 Multiwell Plate 96, (04729692001 white, lot:
09016400, Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)Ultrasonic Cleaner, (seri no:
030607, Germany)

16. Ultrasonic Cleaner, (seri no: 030604, Germany)

17. Elektronik terazi (Chyo Balanced Corparation, JL-180, seri no: 300258,
Japan)

18. Cellstar Tissue Culture Flask (25 cm?) kirmiz1 kapak (Cat No.690175
Grenier bio-one, Austria)

19. Cellstar Tissue Culture Flask (75 cm?) red filter cap, steril (Cat N0.658175
Greiner bio-one)



20. 10 pl (cat. no. 765288), 20 ul (cat. no.774288) 100 pl (cat. no.772288),
200 pl, 1000 pl (cat. no.740288) pipet uglari, steril, (Grenier bio-one, Austria)

21. Nanodrop 2000 Spectrophotometer (Thermo Scientific)

22. COgz inkiibatér, (Sanyo MCO-17AIC, seri no: 00605796, Japan)

23. Invert mikroskop, (Nikon eclipse TS100, seri no: 0101743, Japan)

24. pH metre, (Microprosessor pH meter, EDT Instruments RE 357, 702 U.K.)

25. 2720 Thermal Cycler (Applied Biosystems)

26. Pasteur pipet (LP Italiana SPA Milano, Italy)

27. 2 ml’lik kriyo tiip (greiner bio-one, LOT: 084901-94)

28. 1,5 mI’lik vial (Corning 430909, polypropylene, steril)

29. 50 ml’lik falkon tiip (Corning 430291, RNase/DNase free, polypropylene,
steril)

30. 15 mI’lik falkon tiip (Corning 430766, RNase/DNase free, polypropylene,
steril)

3.2. Kullanilan Kimyasallar

1. RPMI Medium, 1640, with L-Glutamin, with HEPES 25 mM 500 ml,
(Cat. 01-106-1A, Biological Industries Israel)

2. Metformin(Met), 1,1-Dimethylbiguanide Hydrochloride, %97, MW:
165,62, Sigma, D15,095-9

3.  Fetal Bovine Serum (FBS), Heat inactivated, Sterile filtered, (Cat No:
F7678 Sigma Aldrich, USA)

4.  Tripsin-EDTA (%0.25 Tripsin, %0.02 EDTA) (Cat No; 03052-1B
Biological Industries Kibbutz Beit Haemek, ISRAEL)

5. 10.000 U. Penisilin/10 mg Streptomisin 100X (Cat No; P0781, 100 ml,
Sigma-Aldrich, USA)

6. 100 mM Sodium Pyruvate Solution (REF: 03-042-1B, 100 ml, Biological
Industries)

7.  Dimethylsulfoxid (DMSO) (MERCK-Schuchardt, Cat. No: 802912,
Germany)

8.  Phosphat Buffer Salin (PBS), 10 mM, pH 7.4

37



o NaCl, 136 mM (Merck, Cat. No: 6400) MW: 58,44 Germany)

o KCI, 2.7 mM (Merck, Cat. No: 4935) MW: 74,56 Germany)

) Na;HPO4, 10 mM (Merck, Cat. No: 6586) MW: 141,96 Germany)

o KH2PO4, 10 mM (Merck, Cat. No: 4871) MW: 136,09 Germany)

9. pH 4, pH 7, pH 10 kalibratorler (Orion Application Solution 910104,
910107, 910110 CAS Reg. No 7732-18-5, GmBh)

10. High-pure RNA isolation kit (Cat. No.11 828 665 001 Roche Diagnostics
GmbH, Penzberg, Germany )

11. Transcriptor first strand complementary DNA (cDNA) synthesis kit (Cat
no. 04 379 012 001 Roche Diagnostics GmbH, Penzberg, Germany )

12. LightCycler 480 Probe Master (04 707 494 001 Roche Diagnostics GmbH,
Mannhein, Germany)

13.  Human Glyceraldehyde-3-Phosphate Dehydrogenase (GAPDH) forward-
reverse (19/19 b) primer ¢ifti- LNA Tagman probe seti (UPL60, Cat No.04688589001
Roche Diagnostics GmbH, Mannhein, Germany)

14. Human SIK1 forward-reverse (21/18) primer ¢ifti-LNA Tagman probe seti
(UPL77, Cat No. 04689003001 Roche Diagnostics GmbH, Berlin, Germany)

15. Human SIK2 forward reverse (20/20) primer ¢ifti- LNA Tagman probe
seti UPL18 Cat No. 04686918001 Roche Diagnostics GmbH, Berlin, Germany)

3.3. MCF-7 Hiicre Kiiltiirii
3.3.1. Hiicre Kiiltiir Soliisyonlar:

RPMI 1640 Medyum

o Biological Industries ISRAEL Beit Haemek LTD.
° REF: 01-106-1A

Lot: 1550636

. L-Glutamin ile 25 mM HEPES igerir

Likit, kullanima hazir, 2-8 °C’de son kullanim tarihine kadar saklanabilir.
Fetal Bovin Serum (FBS)
o Sigma Aldrich, 500 ml, USA

38



o Katalog No: F7678

J Is1ile inaktive edilmis, steril filtre edilmis, Stok soliisyon 15 ml’lik falkon
tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -80 °C’de saklandi.

L- Na-ptirivat, 100 mM

o Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

. Cat no: 03-042-1B

J Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 2’ser ml alikotlanarak -80 °C’de
saklandi.

Tripsin-EDTA (% 0,25 tripsin, % 0,02 EDTA) 100 ml

. Biological Industries Kibbutz Beit Haemek 25115 ISRAEL

. Katalog No: 03052-1B

o Stok soliisyon 15 ml’lik falkon tiiplere 10’ar ml alikotlanarak -80 °C’de
saklandi.

10.000 U Penisilin/10 mg Streptomisin

. Biological Industries 20 ml, ISRAEL Beit Haemek LTD.

. REF: 03-031-1C

o LOT: 1531284

. 1,5 mI’lik viallere 1’er ml olacak sekilde alikotlanarak -70 °C’ye kaldirildi.

Fosfat Buffer Salin (PBS) 10 MM pH;7,4 1 L

PBS soliisyonu hazirliginda kullanilan kimyasallar ve miktarlar1 Tablo

9’da verilmistir.

Tablo 9. PBS soliisyon hazirlig:

Madde Miktar Firma
NaCl 136 mM 8¢ Merck, cat. n0.6400, S-12, Germany
KCI 2,7 mM 029 Merck, cat. no 4935, P-11, Germany
NazHPO4, 10 mM 1,44 g Merck, cat. no 6586, S-7a, Germany
KH2PO4, 2 mM 0,24 ¢ Merck, A997671 851, P-3, Germany
dH20 800 ml
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o 8 g NaCl, 0,2 g KClI, 1,44 g Na;HPOs, 0,24 g KH2POg4 tartilarak 800 ml
dH20 ile ¢6ziinmesi saglandi.
. pH 7,4°e ayarlanarak dH>O ile 1 litreye tamamland.

. 0.22 um’lik filtre ile filtre edildi. Otoklavda sterilizasyonu yapild1 ve 2-
8°C’de saklandi.

MCF-7 Hiicre Kiiltiir Komplet Medyum (KM) Hazirhgi

o FBS, -80°C’den 37°C’ye alinarak ¢oziilmesi saglandi.

. Penisilin/streptomisin  stok sollisyonu, -80°C’den oda 1sisina alinarak
¢Ozildii.

o Na-Piirivat, 100 mM, -80°C’den 37°C’ye alinarak ¢oziilmesi saglandi.

° 40 ml RPMI 1640 KM hazirlanmasi i¢in Tablo 10°daki miktarlardaki
soliisyonlar laminer flow kabininde steril sartlara dikkat edilerek karistirildu.

. 0,22 um’lik filtre ile steril 50 ml’lik falkon tiipe konuldu ve 1siktan
koruyarak 2-8°C’de saklandi.

RPMI 1640 KM hazirlaginda kullanilan kimyasallar ve voliimleri Tablo 10’da

verilmistir.

Tablo 10. MCF-7 RPMI 1640 KM hazirligi

Madde Volim Final konsantrasyon
FBS (fetal calf serum) 4 ml % 10
Penisilin/Streptomisin, 100x 400 pl % 1 (1x)
Na-Piirivat, 100 Mm 400 pl % 1 (1 mM)
RPMI 1640 35200 pl

. Belirtilen miktarlar steril 50 ml’lik falkon tiipe pipetlendi ve 0,22 pm’lik
filtre ile filtre edildi.

RPMI 1640 Freeze-Medyum Hazirhgi, 10 ml
. RPMI 1640 KM benmaride 37°C sicakliga getirildi.

. Kiiltiir sartlarinda, hiicreler dondurulmadan 6nce %10 DMSO olacak

sekilde DMSO eklendi.
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. Freeze-medyum sadece dondurulacak hiicreler i¢in kullanildi.

° Taze hazirlandi.
RPMI 1640 Freeze-Medyum hazirliginda kullanilan kimyasallar,

kimyasallarin voliimleri ve final konsantrasyonu Tablo 11°de verilmistir.

Tablo 11. Freeze medyum

Voliim Final konsantrasyonu
RPMI 1640 KM 9ml % 90
DMSO 1ml % 10

3.3.2. MCF-7 Hiicre Kiiltiir Protokolleri

-80°C’de Dondurularak Saklanan Hiicrelerin Coziilmesi

° -80°C’den ¢ikarilan vialdeki hiicreler benmaride 37°C’de hizla ¢oziildii. 3
ml RPMI-1640 komplet medyum eklenip 200 xg’de, oda 1sisinda 5 dk santrifiij edildi.

o Siipernatan atild1. Uzerine yaklasik 2 ml komplet RPMI 1640 medyum
eklenip, karigtirild.

o Hiicreler pasteur pipeti ile 25 cm?flask’a pipetlendi ve iizerine RPMI 1640
KM eklenerek 5 ml’ye tamamlandi.

° CO3 inkiibatoriine kaldirildi.

MCF-7 Hiicrelerinin Pasajlanmasi

. Flasktaki hiicreler %70-80 konfliie oldugunda pasajlama yapildi.

° Flasktaki RPMI 1640 KM uzaklastirildi.

o Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarildi ve yikandi.

. PBS uzaklastirildi.

o Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edildi
ve 3 dk siireyle CO> inkiibatorde bekletildi.

. Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten sonra pasteur pipeti ile
Tripsin-EDTA’nin {izerine ~ 3-4 ml RPMI 1640 KM ilave edildi ve karigtirildi.

J 15°1ik falkon tiipe alind.

o 200 xg’de, oda 1s1sinda, 5 dk santrifiij edildi.
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o Stipernatan atilarak 4 ml RPMI 1640 KM ile resiispanse edildi.
J 4 flaska ~1’er ml dagitildi ve RPMI 1640 KM ile 5 ml’ye tamamlandi.
J CO: inkiibatore alind.

J 2 giinde 1 medyum degisimi yapildi

MCF-7 hiicrelerinin dondurulmasi

J 25 cm?“lik flasktaki MCF-7 hiicreleri %80-90 konflue olduklarinda flaskin
medyumu uzaklagtirildi.

o Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml PBS eklenerek yikandi.

o Pasteur pipeti ile ylizeyi kaplayacak kadar Tripsin-EDTA eklenerek 3 dk
COz inkiibatorde bekletildi.

o Mikroskopta hiicre ayrilmasi izlendikten sonra ~2-3 ml RPMI-1640 KM
eklenerek hiicreler 15°lik falkonda toplandi.

. 200 xg’de, oda 1s1sinda 5 dk santrifiij edildi.

o Stipernatan atilip iizerine 3 ml RPMI 1640 Freeze-Medyum eklendi.
Al/ver yapilarak homojenite saglandi ve 3 tane 2 ml’lik kriyo tiipe boliindii.

o 5 dakika buz iizerinde bekletilip, ardindan 2 saat -20°C’de bekletildi.

Ardindan ise s1vi azota kaldirildi.

3.4. MCF-7 hiicrelerinde RNA izolasyonu

Hiicrelerin Flasklara Ekilmesi

1. Konfliie olan (75 cm?lik flask) MCF-7 (Pasaj 30) kiiltiir hiicrelerine ait
flasktaki medyum bosatilir.

2. Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml steril PBS alinarak flaska aktarilir ve yikanir.
PBS uzaklastirilir.

3. Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar tripsin-EDTA (%0,25-0,02)
konulur.

4. 3 dakika COz2 inkiibatorde bekletilir.

5. Uzerine yaklasik 8 ml RPMI KM medyum konulur.

6.  Pasteur pipet ile bir-kag¢ kez al/ver yapilir.
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7. Komplet RPMI 1640-hiicre karisimi 15 ml’lik falkon tiipe pastor pipetle
alinir.

8. 200 xg’de, oda 1s1sinda, 5 dk santrifiij edilir.

9.  Siipernatan atilarak 8 ml RPMI 1640 KM ile resiispanse edilir.

10. Yavasca al-ver yapilarak hiicrelerin esit dagilimi saglanir.

11. 8 ayr1 25 cm?’lik flaska her flaskta esit hiicre olacak sekilde ~1’er ml
dagitilir ve RPMI 1640 KM ile 5 ml’ye tamamlanir.

12. 37°C’de COz inkiibatdriinde inkiibe edilir.

13. Hicreler yaklasik olarak %60-70 konfliie olunca KM uzaklastirildiktan

sonra 1X konsantrasyonda 5 ml hazirlanmis olan kimyasallar uygulanir.
14. 24. saat sonunda RNA izolasyon protokolii uygulanarak RNA

izolasyonuna gegilir.

MCF-7 Hiicreleri i¢in Cahsma Medyumlarimin Hazirlanmasi

Calisma gruplar1 Tablo 12°de verilmistir.

Tablo 12. Calisma gruplari

1.Flask  2.Flask @ 3.Flask | 4.Flask 5.Flask @ 6.Flask = 7.Flask | 8.Flask

Kontrol 10 20mM 2,5mM 1,25 20mM 2,5mM 1,25
(RPMI-  ng/ml Met Met mM Met + Met+ mM
1640 TGFB-1 Met 10 10 Met+
KM) ng/ml  ng/ml 10
TGFB-1 TGFB-1 ng/ml
TGFB-1

o Kontrol: 5ml RPMI-1640 KM 1 numarali flaska eklendi.

. 10 ng/ml TGFp-1 iceren RPMI 1640 KM hazirlama: 25 ml KM igine
10 pg/ml TGFB-1 stok soliisyondan 25 pl eklendiginde 10 ng/ml TGFB-1 igeren KM
hazirlanmis oldu. Bu soliisyondan 5 ml 2 numarali flaska eklendi.

. 20 mM Metformin iceren KM Hazirlama

Molarite (M)= Mol (n) / Hacim (V)

Mol= kiitle (m) / molekiiler agirhk (ma) formiiller dikkate alinarak asagidaki

hesaplama yapilmistir.
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20x10° M = n/ 10x1073L, n= 200x10°mol = m/165,62 g m= 33,124 mg

33,124 mg Metformin tartildi ve 10 ml KM iginde ¢6ziildi. 20 mM metformin
iceren stok soliisyon hazirlanmis oldu. Ardindan 0,22’lik filtre ile filtre edildi. Bu
soliisyondan 5 ml 3 numarali flaska eklendi.

. 2,5 mM Metformin iceren KM Hazirlama

20 mM’lik KM’dan 1,25 ml alinarak iizeri 10 ml’ye tamamlandi. Bu
soliisyondan 5 ml 4 numarali flaska eklendi.

° 1,25 mM Metformin iceren KM Hazirlama

2,5 mM’lik KM’dan 2,5 ml alinarak iizeri 5 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan
5 ml 5 numarali flaska eklendi.

J 20 mM Metformin +10 ng/ml TGF-1 iceren KM hazirlama

20x10° M = n/ 10x1073L n= 200x10°mol = m/165,62 m= 33,12 mg

33,12 mg Metformin tartildi ve 10 ml 10 ng/ml TGFB-1 igeren KM iginde
coziildiiglinde 20 mM metformin + 10 ng/ml TGFB-1 iceren soliisyon hazirlanmis oldu
ve filtre edildi. Bu soliisyondan 5 ml 6 numarali flaska eklendi.

. 2,5 mM metformin + 10 ng/ml TGFp-1 iceren KM hazirlama

20 mM metformin + 10 ng/ml TGEFB-1 iceren KM’dan 1 ml alind1 ve {izerine 10
ng/ml TGFB-1 iceren RPMI 1640 KM ile 8 ml’ye tamamlandi. Bu soliisyondan 5 ml 7
numaral flaska eklendi.

. 1,25 mM metformin + 10 ng/ml TGFp-1 iceren KM hazirlama

2,5 mM metformin + 10 ng/ml TGFB-1 iceren KM’dan 2,5 ml alind1 ve iizerine
10 ng/ml TGFB-1 iceren RPMI 1640 KM ile 5 ml‘ye tamamlandi. Bu soliisyondan 5 ml
8 numaral1 flaska eklendi.

[lag dozlarinin uygulanmasinmn ardindan takip edilecek olan gen ekspresyon

calismasi Tablo 13’de verilmistir.

Tablo 13. Gen Ekspresyon Calisma Plani

FLASK 25cm?
RNA izolasyonu 100 pl
RT (cDNA) 50 pl RT(cDNA) 50 pl
PCR PCR PCR PCR
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RNA izolasyon Protokolii

High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak RNA izolatlar elde edildi.
RNA izolasyon protokolii Tablo 14’de verilmistir.

Tablo 14. RNA izolasyon protokolii

10.
11.

12.
13.

14,

15.

High Pure RNA izolasyon protokolii
Protokol MCF-7 hiicre kiiltiiriinden elde edilen 6rneklere uygulanacaktir.
Flasklardaki medyum pasteur pipet ile tabana degmeden uzaklagtirilir.

Pasteur pipeti ile ~ 2-3 ml 37 °C’ye 1sitilmus steril PBS alinarak flaska aktarilir ve 1 kez yikanir.
PBS uzaklagtirilir.
Pasteur pipeti ile flaski kaplayacak kadar Tripsin-EDTA flaska ilave edilir

Flask 3 dakika CO; inkiibatorde bekletilir.

Mikroskopta hiicrelerin ayrilmasi izlendikten sonra pasteur pipeti ile Tripsin-EDTA ’nin iizerine ~
1 ml RPMI 1640 komplet medyum ilave edilir ve karigtirilir.

Hiicre medyum karisimi 2 ml’ lik eppendorfa alinir.
Eppendorflar 600 g’ de 5 dakika 8 °C’de santrifuj edilir.
Siipernatan atilir.

Hicreler, 200 pl PBS ile resiispanse edilir.

Lysis/-Binding Buffer’dan 400 pl (yesil kapak) eklenir ve 15 s. vortekslenir.

Numuneyi High Pure filtreli tiipe transfer etmek igin:

e High filtreli tiip, toplayici tiipe yerlestirilir.

e  Numunenin tamamu filtreli tiipe pipetlenir (maksimum 700 pl).

e  Numuneler oda sicakliginda, 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

Santriflij sonrasi:
e Toplayict tiipten artik uzaklastirilir ve filtreli tiip tekrar yerlestirilir.
Filtreli tilip yerlestirildikten sonra:

o Steril bir reaksiyon tiipiine her numune igin 90 ul DNase Incubation Buffer (beyaz kapak)
pipetlenir, tizerine 10 pul DNase I eklenerek karistirilir. Sollisyon filtreli tiipe transfer
edilir.

e 15 dakika, +15 +25°C’de inkiibe edilir.

e  Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer I pipelenir ve oda sicakliginda 1 dakika 14000 rpm’de
santrifiij edilir.

e  Artik uzaklastirilir ve filtreli tiip toplayici tiipe yerlestirilir.
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16. .

14000 rpm’de santrifiij edilir.

o Artik uzaklastirilir ve filtreli tiip toplayici tiipe yerlestirilir.

17. °

Filtreli tiipe 500 pl Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 1 dakika

Filtreli tiipe 200 pul Wash Buffer II (mavi kapak) pipetlenir ve oda sicakliginda 2 dakika

maksimum hizda (~14000 rpm) santrifiij edilerek gerideki Wash buffer’in uzaklagmasi

saglanir.

18. .

yerlestirilir.

19. RNA’yi eliie etmek i¢in:

e Filtreli tiipe 100 ul Elution Buffer pipetlenir.
e (Oda sicakliginda 1 dakika, 14000 rpm’de santrifiij edilir.

20. .

Mikrosantrifiij tiipte biriken eliie RNA’dir.

v’ Ekstra santrifiigasyon ile rezidii wash bufferin uzaklagmasi saglanir.

Toplayic1 tiip atilarak filtreli tiip temiz, steril 1,5 ml’lik mikro-santrifiij tiipiine

e Eliie RNA direk RT-PCR i¢in kullanilir ya da —80°C’de daha sonra analiz edilmek {izere

saklanir.

RNA izolasyon ¢alismasinda kullanilan soliisyonlarin hazirligi Tablo 15’te verilmistir.

Tablo 15. RNA izolasyon ¢aligsma soliisyonlarinin hazirligi

Icerik
DNase 1

Wash Buffer 1

Wash Buffer Il

Rekonstitiisyon/Hazirlama

DNase I, 0,55 ml Eliisyon Buffer

i¢inde ¢oziiliir.

20 ml absoliit etanol, Wash Buffer

I iizerine eklenir ve iyice karistirilir.

Etanol eklendigi tarih sisenin
tizerine not edilmelidir.

40 ml absolii etanol, Wash Buffer
II iizerine eklenir ve iyice
kanistirilir.

Etanol eklendigi tarih sisenin

uizerine not edilmelidir.
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Saklama /Stabilite
Alikotlanir ve —15 —25
°C’de saklanir.

12 ay stabildir.

15 -25 °C’de saklanur.
Kitin tizerindeki son
kullanma tarihine kadar
stabildir.

15-25 °C’de saklanir.
Kitin iizerindeki son
kullanma tarihine
kadar stabildir.

Kullanim alami

DNA kontaminasyonunu
engellemek i¢in
kullanilir.

Rezidiiel kirlilikleri
uzaklastirmak icin

kullanilir.

Rezidiiel kirlilikleri
uzaklastirmak i¢in

kullanilir.



3.5. Gen Ekspresyon Calismasi
3.5.1. MCF-7 Hiicre RNA izolatlarindan cDNA sentezi

Transcriptor first strand cDNA synthesis kiti (Roche Diagnostics, Germany)
kullanilarak Thermal Cycler cihazinda Tablo 16’da gosterilen protokol ile cDNA sentezi
yapild.

Her bir RNA izolatindan Revers Transkriptaz ile 2’ser tane cDNA elde edildi.

Tablo 16. cDNA sentez protokolii
Thermal Cycler’da cDNA sentez Protokolii

1. e Kullanmadan 6nce tiim reaktifler ¢ozilmelidir.

e Protokol uygulamadan 6nce tiim reaktifler kisa siireli santrifiij edilmelidir.
e Reaksiyon diizenlenirken tiim reaktifler buz tizerinde tutulmalhidir.

2. e Buz lizerinde ya da soguk kolon tizerinde tutulan steril, nuclease-free, thin-walled PCR tiipte,
asagidaki sirada pipetleme yapilarak template-primer karisimi reaksiyon basina 50 pl olacak
sekilde hazirlanir.

»> RNA numunesine daima eldiven ile temas edilmelidir.
Template-primer miks (1 reaksiyon icin)
Her bir 6rnek igin kullanilan total RNA ve PCR-grade distile su miktarlari final konsantrasyonu 1 ug

total RNA olacak sekilde diizenlenir.

Komponent Hacim Final konsantrasyonu

1 | PCR-grade distile su 25 ul Total hacmi olugturmak igin

=325l

2 | Total RNA 5nul 1 ng total RNA

3 | Anchored-oligo(dT)18 Primer, 50 | 2,5 pl 2,5 uM
pmol/ul
Total Hacim 32,5 pl

3. e Template-primer karigimi igeren tiip 10 dakika 65 °C’de termal cycler cihazinda tutularak

denatiirasyon saglanir.
e Bubasamak RNA sekonder yapisinin denaturasyonunu saglar.
e Buamacla GeneAmp 9700 Thermal Cycler, ‘ednal’ programi kullanildi.

e Tiip daha sonra acele olarak sogutulmus aliiminyum bloga alinir
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saglamakta ve genomik DNA kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif sonuglar
onleyebilmektedirler. Primer ve problarin diizenlenmesi i¢in hazirlanmis ¢esitli bilgisayar

programlar1 kullanilmaktadir. Primer ve prob dizayninda dikkat edilecek baslica noktalar

4.

Template-primer karigimini igeren tiipe sirasiyla asagidaki maddeler pipetlenir.

Komponent

Hacim (1 reaksiyonluk)

Final kons.

Transkriptor Revers

Transkriptaz Reaksiyon Buffer, 5xkons.

10 pl

1x(8mM MgCI2)

Protektdr RNaz Inhibitdr, 40 U/ul 1,25 ul 20U
Deoksiniikleotid Miks, 10 mM her biri 5l 1 mM her biri
Transkriptor Revers Transkriptaz 20 U/ul | 1,25 pl 10 U (reaks basina)
Total Hacim 17,5

Final Hacim 50 pl

e Tipteki reaktifler iyice karigtirilir.

e  Vorteks yapilmamalidir!

e Tiip termal Cycler cihazina yerlestirlir.

e 60 dakika, 50°C’de inkiibasyona birakilir.

e Transcriptor Reverse Transcriptase inaktivasyonu i¢in tiip, 85°C’de 5 dakika bekletilir.

e GeneAmp 9700 Thermal Cycler cihazinda ‘cdna-oligo-trans’ programi kullanildi.

e  Tiip buz iizerine alinarak reaksiyon durdurulur.

e Bu noktada reaksiyon tipii +2 +8°C’de 1-2 saat ya da

saklanabilir.

e  cDNA purifikasyona gerek olmadan PCR i¢in kullanilabilir.

e PCR igin bir LightCycler® aleti i¢in 20 pl reaksiyon hacmi iginde 2—5 pul cDNA

kullanilmalidir.

3.5.2. Biyoinformatik analiz

Iyi diizenlenmis primerler ve problar dogru bélgelere baglanarak amplifikasyon

-15 -25°C’de daha uzun siire

Tm dereceleri, primer igin 58-60°C, prob i¢in 68-70°C olmali.

sunlardir.

o

o G-C igerikleri % 30-80 araliginda olmali.
o Primerler 15-30 baz uzunlugunda olmal..
o

Primerin 3’ ucundaki son 5 niikleotitteki total G-C igerigi 2’yi agsmamali.
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o Maksimum amplikon biiyiikliigii 400 bp’i asmamali (ideali 50-150 bp).
o Problar ardisik benzer niikleotit icermemeli (6zellikle 4 veya daha fazla G).
o Problardaki %30-80 araligindaki G-C igeriginde C, G’den fazla olmali.
o Problarin 5' ucunda G olmamali

Calismada Referans gen olarak Gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz (GAPDH)
kullanildi. GADPH ekspresyonunun belirlenmesi i¢in primer-prob dizayni, Roche
Universal Probe Library (UPL) programi kullanilarak yapildi. BLAST (NCBI;
http://blast.ncbi.nim.nih.gov/Blast.cgi) analizleri ile dogruluklar teyit edildi. Asagidaki
sekillerde primer-prop dizaynlari goriilmektedir (Sekil 13, 14, 15).

Use probe #B0 (cat no. 04688589001)

Primer Lenglh Position T™m %GC Seql.len[:e
Left 19 83-101 60 58 agccacatogetoagacac
Right 19 130- 148 60 53 gcccaatacgaccaaatoe

Amplicon (66 nt)

agocacatogotcagacaccatggggaaggtgaaggtoggagtoaacggatttggtegtattggge

The search was for infron spanning assays
This assay has: All criteria met.

Length of infron(s) spanned by this assay: 1631 nt
60

A A A 1310

agccacatcge tcagacac Cctaaaccagcataacccy

jgﬁgagccacatcgctcagacaccatggggaagg tgaaggtcggag tc?gﬁgg togtattgggcgoe tggt??g
237 1631

Sekil 13. GAPDH primer-prob dizayn1 (GAPDH UPL prob 60:tggggaag)
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Use probe #77 (cat. no. 04689003001)

Primer  Length  Position Tm  %GC Sequence
Leﬁ 21 853‘ 873 60 48 catccoottottcatgtataa
Right 18 926 - 943 59 56 gatergggegatggtgat
Amplicon (91 nt)

catccccttottcatgTotaaagactgtgagagectgatcogaegcatgotggtggtggaccacgecaggegeatcaccatageacaga
te

The search was for infron spanning assays.
This assay has: Al criteria met.

Length of intron(s) spanned by this assay. 550 nt

1A AMAAA AAA A A A 4708

Sekil 14. SIK1 primer-prob dizayni (SIK1 UPL prob 77)

Use probe #18 (cat. no. 04686918001)

Left 20 539 - 558 59 45 cgtgacctcaaagotgaaaa
Right 20 593 -612 60 40 tttccasaaccgaaatcotge
Amplicon (74 nt)

Ccgtgaccrcoaasgotgasaatotoctgotggataacaacatgastatcasaatageagattteggttttggaaa

The search was for intron spanning assays.
This assay has: All critenia met.

Length of intron(s) spanned by this assay: 12721 nt

1 AAMAA AAA A AAM 694

cotgacctoasagetgaame tootoctg cgtctammgecanmnccttt
Jttqtgucqtptetcwtmt:t«tg:tw:‘ tgaatat Ncwttttmnttcntm
12721

Sekil 15. SIK2 primer-prob dizaymi (SIK2 UPL prob 18: cagcagga)
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3.5.3. Q-PCR Calismasi

Quantitative (Q-PCR) calismasinda relatif gen ekspresyon analizi yapilirken

dikkat edilmesi gereken konular:

1.

10.
11.

12.

RNA izolasyonu High Pure RNA izolasyon kiti kullanilarak yapilmali ve eliisyon
hacmi hiicre sayist az ise RNA diliisyonunu 6nlemek amaciyla diisiik voliimle
yapilmali (~ 50 ul)

Izolasyon sonrasi RNA’lar nanospektrofotometre ile olgiilerek cDNA sirasinda
kullanilacak RNA miktar1 belirlenmeli. Eger diisiik miktarda RNA izole edilmisse
cDNA sentezi sirasinda olabildigince yiiksek RNA kullanilmali.

cDNA sentezi icin kullanilacak RNA konsantrasyonlari, farkli gruplar arasinda
birbirine yakin olmalidir. Gerekirse RNA diliisyonu yapilarak yakin konsantrasyonlara
getirilebilir.

cDNA sentezi Transkriptor First Strand cDNA sentez kiti kullanilarak yapilmali.
cDNA sentezi oligod(T) primer kullanilarak, her bir mRNA’ya ait tek bir cDNA
sentezi saglanarak daha spesifik yapilabilir. (Random hekzamer ile bir mRNA’dan
birkag cDNA olusabilir).

Diisiik konsantrasyondaki RNA kullanilarak yapilan ¢cDNA sentezinde Random
hekzamer kullanilarak verim arttirilabilir.

Quantitative PCR (QPCR)’da kullanilacak primer ve problar Roche UPL programi
kullanilarak dizayn edilebilir.

Kullanilacak primerler siparis edilmeden 6nce mutlaka biyoinformatik analize tabi
tutulmal..

Primerler 100 pmol/ul olacak sekilde sulandirildiktan sonra alikotlanarak saklanmali.
PCR c¢alisilacagi zaman alikot 10 pmol/ul’e diliie edilerek kullaniimali.

Problar tekrarlayan dondur-¢ozlerden kaginmak igin alikotlanarak saklanmali.
Normalizasyon i¢in kullanilacak referans genin ekspresyonu, hiicrenin maruz kaldigi
kosullardan etkilenmeden eksprese olabilmelidir. Bu amagla kullanilan ‘housekeeping
gen’lerden en sik kullanilanlar1 GAPDH, B-actin, siklofilin ve 28S ribozomal RNA’dir.
Secilen referans gen, calisilacak genin ekspresyon diizeyine yakin olmalidir. Ornegin
yiiksek oranda eksprese olan bir gen i¢in diisiik diizeylerde ekspresyonu olan bir

referans gen uygun degildir.
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13. Yapilan ¢aligmada numuneler standart deviasyonun hesaplanabilmesi i¢in en az 3
tekrarli olarak ¢alisiimali.

14. Calisilacak olan her bir gen background hesabinda yanlisliga yol agmamasi igin
mutlaka ayr1 pleytte calisilmali veya aynmi pleytte ¢alisilacaksa ayri ayri subsetler
tanimlanarak calisilmali.

15. QPCR relative kantitasyon komparatif crossing point (CP) Metodu (AACP metodu) ile
calisilacaksa Efficiency mutlaka 2’ye ayarlanmali.

16. 15 CP’nin alt1 ve 40 CP’nin iizeri analizde degerlendirmeye alinmamalidir. 35-40 CP
gri zondur gen ekspresyonu ¢ok diisiik diizeydedir ve “0” kabul edilebilir.

Yapilan calismada her bir cDNA’dan 2’ser tane QPCR calisilarak her bir ilag grubu 4
tekrarli olarak ¢alisilmistir.

GAPDH icin Q-PCR Calismasi
e Her reaksiyon icin toplam 18 ul olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 17).

Tablo 17. GAPDH Q-PCR i¢in Master Mix Icerigi

Malzeme Hacim (1 Hacim (34 Baslangi¢ Kons. Final Kons.
numune numune i¢in)
i¢in)
PCR-grade distile su 5,8 ul 197,2 pl
GAPDH Forward Primer 1l 34l 10 uM 0,5 uM
GAPDH Reverse Primer 1yl 34 ul 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (LNA 60) | 0,2 pl 6,8 ul 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 ul 340 pl 2X 1X
Toplam Hacim 18 ul

e Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarma 18’er uL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.

o Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki
programa gore PCR ¢alismasi yapildi.
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GAPDH Q-PCR programi asamalar1 Tablo 18’de verilmistir.

Tablo 18. GAPDH Q-PCR programi

Program adi Siklus Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 95°C 10 dk None
Amplifikasyon 45 950C 10 sn. Quantification

55 °C 15sn
72°C 1sn
Sogutma 1 40 °C 10 sn. None

SIK1 i¢in Q-PCR Calismasi
e Her reaksiyon i¢in toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 19).

Tablo 19. SIK1 Q-PCR icin Master Mix Igerigi

Malzeme Hacim Hacim Baslangic Final
(Inumune i¢in) (34 numune i¢in) = Kons. Kons.
PCR-grade distile su 5,8 ul 197,2 ul
SIK1 Forward Primer 1l 34 ul 10 uM 0,5 uM
SIK1 Reverse Primer 1l 34 ul 10 uM 0,5 uM
LNA Hidroliz Prob (Prob 77) | 0,2 ul 6,8 ul 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 ul 340 ul 2X 1X
Toplam Hacim 18 pl

e Calisilacak tiim pleytin kuyucuklarma 18’er uL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki
programa gore PCR calismasi yapildi.
SIK1 Q-PCR programi asamalar1 Tablo 20’de verilmistir.
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Tablo 20. SIK1 Q-PCR programi

Program adi Siklus Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 959C 10 dk None
Amplifikasyon 45 950C 10 sn. Quantification

55°C 15sn
72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

SIK2 icin Q-PCR Calismasi
e Her reaksiyon icin toplam 18 pL olacak sekilde master mix hazirlandi (Tablo 21).

Tablo 21. SIK2 Q-PCR i¢in Master Mix Icerigi

Malzeme Hacim Hacim Baglangi¢ Kons. = Final Kons.
(12 numune (34 numune i¢in)
igin)
PCR-grade distile su 5,8 ul 197,2 pl
SIK2 Forward Primer 1l 34 ul 10 uM 0,5 uM
SIK2 Reverse Primer 1l 34 ul 10 uM 0,5 pM
LNA Hidroliz Prob (prob 18) = 0,2 ul 6,8 ul 10 uM 0,1 uM
LC 480 Prob Master 10 ul 340 ul 2X 1X
Toplam Hacim 18 pl

e (Caligilacak tiim pleytin kuyucuklara 18’er pL master mix pipetlendi.

e Her numune i¢in uygun kuyucuklara 2’ser uL cDNA Template pipetlendi.

e Pipetlemeler bittikten sonra pleyt sealing foil ile kapatildi.

e 2 dakika oda sicakliginda 1500xg’de santrifiij edildi.

e LightCycler 480 II (Roche Diagnostics GmbH, Germany) cihazinda asagidaki
programa gore PCR calismasi yapildi.
SIK2 Q-PCR programi asamalar1 Tablo 22’de verilmistir.

Tablo 22. SIK2 Q-PCR programi

Program ad Siklus Sicaklik (°C) Siire Analiz modu
Pre-inkiibasyon 1 950C 10 dk None
Amplifikasyon 45 950C 10 sn. Quantification

550C 15 sn
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72°C 1sn
Sogutma 1 40°C 10 sn. None

Calisma gruplariin relatif gen ekspresyon analizi, GAPDH geni referans gen ve
kontrol grubu da kalibrator olarak kabul edilerek, komparatif crossing threshold (Ct)
metodunu esas alan QIAGEN 2009 relative expression softvare (REST) programi
kullanilarak yapildi.

3.6. Komparatif Ct Metodu ile Gen Ekspresyon Analizi

Relatif kantitasyon

Gen ekspresyonunun relatif kantitasyonu, farkli dokulardaki spesifik genlerin
ekspresyon diizeyleri arasindaki farkliliklar1 belirlemeye izin verir. Bu farklilik, absolii
kantitasyonda oldugu gibi bir deger olarak degil, n-kat1 seklinde ifade edilir. Real-time
PCR kantitasyonunda hedef numunenin baslangi¢ miktarindaki kiigiik farkliliklar,
amplifikasyon triiniine katlanarak yansir. Bu durum o6zellikle farkli bireylerden alinan
orneklerle baglanan reaksiyonlarda izlenir. Bu relatif kantitasyonda yanlis sonuglara
sebep olur. Bir internal kontrol kullanilarak bu baslangi¢ farkliliklarini standardize etmek
bu yiizden ¢ok faydalidir. Ideal bir internal kontrol tiim dokulardan ekspresse
olabilmelidir. Bu amagla kullanilan ‘housekeeping gen’ler Okaryotlarda cok cesitli
olmakla birlikte en sik GAPDH, B actin, Asidik ribozomal fosfoprotein (36B4) ve rRNA
kullanilmaktadir(Bernard ve ark.,, 1999). Bu genler referans gen olarak da

isimlendirilmektedir. Calismamizda referans gen olarak GAPDH kullanild:.

Komparatif Ct (Threshold Siklus) Metodu

AACt metodu olarak da isimlendirilen bu metot, standart egri metoduna benzer
ancak konsantrasyonlarin yerine Ct degerleri kullanilir. Hedef genin Ct degeri bir referans
genin Ct degerine oranlarak normalize edilir. Daha sonra normalize Ct degerleri
kalibratore oranlanir. Sonugclar kalibratoriin n-kati seklinde verilir. Komparatif Ct metodu
2-AACt formiilii ile ifade edilir. Burada:

AACt = ACt(hedef gen)-ACt(kalibrator)
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ACt(hedef gen) = Ct(hedef gen)-Ct(referans gen)

ACt(kalibrator) = Ct(kalibrator)-Ct(referans gen)

Karsilagtirmali Ct metodunun uygulanabilirligi validasyon (relatif verimlilik)
calismasi ile degerlendirilir. Bunun igin iki sart gereklidir: Birincisi, hedef gen
amplifikasyonunun verimliligi ile referansin gen amplifikasyon verimliliginin yaklasik
esit ve %100’e yakin olmasidir. ikincisi de farkli baslangi¢ konsantrasyonlarinda ACt
degerinin degismemesi yani logaritmik konsantrasyona karsit ACt grafiginde slope

degerinin sifira yakin (<0,1) olmasidir (Wong ve Medrano, 2005).
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4. BULGULAR

MCF-7 Hiicrelerinde RNA Konsantrasyon Olciimii

MCF-7 hiicrelerinden RNA izole edildi, nanofotometre ile 6l¢iim yapildi. Olgiim

sonuglar1 Tablo 23’ de gdsterilmistir.

Tablo 23. MCF-7 hiicrelerinin RNA kantitasyonu

MCF-7 RNA Konsantrasyon A A A A
ug/ml 260 280 260/280 260/230

KONTROL 97,9 2,447 1,200 2,04 1,94
10 ng/ml TGF-B 67 1,676 0,923 1,82 0,99
1.25 mM Metformin 43,1 1,076 0,615 1,75 0,87
2.5 mM Metformin 54,3 1,356 0,647 2,10 1,88
20 mM Metformin 23,7 0,593 0,514 1,15 0,31
1.25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p | 30,8 0,769 0,484 1,59 0,63
2.5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 31,1 0,776 0,429 181 0,96
20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 23,4 0,586 0,357 1,64 0,66

Kantitatif Real Time-PCR Sonuclar:

Farkli c¢alisma gruplarindaki GAPDH, SIK1 ve SIK2 gen ekspresyon
diizeylerinin belirlenmesi i¢in MCF-7 hiicreleri ile yapilan PCR ¢aligmalarindan elde

edilen Ct degerleri Tablo 24’de gosterilmistir.

Tablo 24. MCF-7 ile yapilan PCR ¢aligmalarindan elde edilen Ct degerleri

GAPDH SIK1 SIK2
KONTROL 22,78 23,6 27,9
KONTROL 23,31 23,64 27,82
KONTROL 23,1 23,6 27,87
KONTROL 23,91 23,63 27,92
10 ng/ml TGF-B 23,43 23,29 27,87
10 ng/ml TGF-B 23,76 23,32 27,9
10 ng/ml TGF-B 23,55 23,2 27,82
10 ng/ml TGF-B 23,64 23,19 27,89
1.25 mM Metformin 24,34 24,77 28,5
1.25 mM Metformin 24,31 24,11 28,35
1.25 mM Metformin 24,6 24,34 28,57
1.25 mM Metformin 24,59 24,22 28,55
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2.5 mM Metformin 23,86 23,4 27,87

2.5 mM Metformin 23,8 23,47 27,87
2.5 mM Metformin 23,97 23,33 27,76
2.5 mM Metformin 23,89 23,39 27,86
20 mM Metformin 25,27 24,02 28,48
20 mM Metformin 25,62 23,97 28,34
20 mM Metformin 25,8 24,14 28,25
20 mM Metformin 25,15 24,06 28,36
1.25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 24,71 23,27 28,43
1.25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 24,82 23,28 28,34
1.25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 24,71 23,31 28,54
1.25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B | 24,67 23,24 28,43
2.5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 24,58 22,98 27,85
2.5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 24,49 22,93 27,79
2.5 mM Metformin+10 ng/ml TGF- 24,56 22,94 27,87
2.5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-$ 24,31 22,98 27,89
20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-f 24,9 23,48 27,8

20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 25,14 23,47 27,87
20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 25,12 23,36 27,91
20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 25,09 23,36 27,87

Calisma gruplarinin relatif gen ekspresyon analizi, GAPDH geni referans gen ve
kontrol gruplar1 da kalibrator olarak kabul edilerek, QIAGEN 2009 relative expression
softvare (REST) programi kullanilarak yapildi.

Calismamizda MCF-7 hiicrelerini invaziv hale getirmek i¢in daha oOnceki
caligmalardaki tecriibelerimizden yararlanarak TGF- kullandik (Sekil 16) (Salis ve ark.,
2014).
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Sekil 16. MCF-7 hiicrelerinde TGF-p tarafindan migrasyonun indiiksiyonu. (RTCA migrasyon
grafiginde 4 numara kontrol grubunu, 1 numara ise TGF-p uygulanarak migratif 6zellik kazanan MCF-7

hiicrelerini gostermektedir.) (Salis ve ark., 2014).

24 saat boyunca 10 ng/ml TGF-B uygulanan MCF-7 hiicrelerinde ¢alisilan SIK 1
ve SIK2 gen ekspresyon analizi sonuglar1 Tablo 25 ve Sekil 17°de gosterilmistir. SIK1
geninin anlamli bir sekilde (P=0,037) upregiile oldugu, SIK2 geninde kontrol grubuna
kiyasla bir artig oldugu fakat anlamli bir artis olmadigi (P=0,220) goriilmiistiir.

Tablo 25. MCF-7 hiicrelerinde 10 ng/ml TGF- uygulama sonrasit REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik = Ekspresyon = Standart Hata = 95% C.1. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000

SIK1 1,0 1,610 1,120-2,133 0,961 -2,405 0,037 UP
SIK2 1,0 1,255 0,873-1,725 0,777-1,918 0,220

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.1.: Confidens Intervale, Giiven Aralig)
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Sekil 17. MCF-7 hiicrelerine 10 ng/ml TGF-B1 uygulama sonrast REST analiz sonuglar1

24 saat boyunca 1,25 mM Metformin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de SIK1
(P=0,237) ve SIK2 (P=0,079) genlerinde kontrole kiyasla bir artis oldugu fakat anlaml
bir artis olmadigi goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonuglari da Tablo 26 ve Sekil 18°de

gosterilmistir.

Tablo 26. MCF-7 hiicrelerinde 1,25 mM Metformin uygulama sonrasi REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik = Ekspresyon = Standart Hata = 95% C.1. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000

SIK1 1,0 1,359 0,962 -1,951 0,732-2,219 @ 0,237

SIK2 1,0 1,485 1,031-2,049 0,931-2,229 0,079

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.1.: Confidens Intervale, Giiven Aralig)
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Sekil 18: MCF-7 hiicrelerine 1,25 mM Metformin uygulama sonrasit REST analiz sonuglari
24 saat boyunca 2,5 mM Metformin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de SIK1

(P=0,011) ve SIK2 (P=0,017)genlerinin anlaml1 bir sekilde upregiile oldugu goriilmiistiir.

Bu calismanin sonuglar1 da Tablo 27 ve Sekil 19°da gdsterilmistir.

Tablo 27. MCF-7 hiicrelerinde 2,5 mM Metformin uygulama sonrasi REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik | Ekspresyon = Standart Hata 95% C.I. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000
SIK1 1,0 1,772 1,210-2,348 | 1,072-2,656 0,011 UP
SIK2 1,0 1,561 1,081-2,125 0,975-2,403 0,027 UP

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 19. MCF-7 hiicrelerine 2,5 mM Metformin uygulama sonrast REST analiz sonuglari

Ayni sekilde 24 saat boyunca 20 mM Metformin uygulanan MCF-7 hiicrelerinde
de SIK1 ve SIK2 genlerinin anlaml bir sekilde (P=0,001) upregiile oldugu goriilmiistiir.

Bu c¢aligmanin sonuglar1 da Tablo 28 ve Sekil 20’de gosterilmistir.

Tablo 28. MCF-7 hiicrelerinde 20 mM Metformin uygulama sonrasi REST analizi sonuglari

Gen Verimlilik | Ekspresyon = Standart Hata 95% C.I. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000
SIK1 1,0 3,375 2,592 - 4,457  1,830-5,565 0,001 UP
SIK2 1,0 3,260 2,452 -4,676 1,741-5,957 0,001 UP

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 20. MCF-7 hiicrelerine 20 mM Metformin uygulama sonrasit REST analiz sonuglari

Benzer olarak, 24 saat boyunca 1,25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B
uygulanan MCF-7 hiicrelerinde de SIK1 (P=0,004) ve SIK2 (P=0,006) genlerinin anlamli
bir sekilde upregiile oldugu goriilmiistiir. Bu ¢alismanin sonuglar1 da Tablo 29 ve Sekil
21°de gosterilmistir.

Tablo 29. MCEF-7 hiicrelerinde 1,25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p uygulama sonrast REST analizi
sonuglari

Gen Verimlilik = Ekspresyon = Standart Hata 95% C.I. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000
SIK1 1,0 3,470 2,296 - 4,719  2,191-5,005 0,004 UP
SIK2 1,0 1,860 1,293-2,520 1,154-2,884 0,006 UP

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 21. MCF-7 hiicrelerine 1,25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-f uygulama sonrasi REST analiz

sonuglari

24 saat boyunca 2,5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B uygulanan MCF-7
hiicrelerinde de SIK1 (P=0,001) ve SIK2 (P=0,006) genlerinin anlamli bir sekilde
upregiile oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismanin sonuclar1 da Tablo 30 ve Sekil 22’de

gosterilmistir.

Tablo 30. MCF-7 hiicrelerinde 2,5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B uygulama sonrast REST analizi
sonuglari

Gen Verimlilik = Ekspresyon = Standart Hata 95% C.I. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000
SIK1 1,0 3,655 2,510-4,910 2,205-5,398 0,001 UP
SIK2 1,0 2,358 1,649 -3,276 1,451-3,577 0,006 UP

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Aralig1)
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Sekil 22. MCF-7 hiicrelerine 2,5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-f uygulama sonrasi REST analiz sonuglar1

24 saat boyunca 20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B uygulanan MCF-7
hiicrelerinde de SIK1 (P=0,001) ve SIK2 (P=0,007) genlerinin anlamli bir sekilde
upregiile oldugu goriilmiistiir. Bu c¢alismanin sonuclar1 da Tablo 31 ve Sekil 23’de

gosterilmistir.

Tablo 31. MCF-7 hiicrelerinde 20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-f uygulama sonrasi REST analizi
sonuglari

Gen Verimlilik = Ekspresyon = Standart Hata 95% C.I. P Sonug
GAPDH 1,0 1,000
SIK1 1,0 3,965 2,754 -5,299  2,360-5,933 0,001 UP
SIK2 1,0 3,488 2,378 -4,886 2,223-5,175 0,007 UP

P: Anlamlilik degeri, UP: Upregiilasyon, C.I.: Confidens Intervale, Giiven Araligr)
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Sekil 23. MCF-7 hiicrelerine 20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-f3 uygulama sonras1 REST analiz sonuglari

MCF-7 hiicrelerinde uygulanan metformin dozlar1 kontrol ile kiyaslandiginda
SIK1 ve SIK2 geni igin doza bagimli olarak gen ekspresyonlarinda artis oldugu
goriilmiistiir. Ayni sekilde metforminin TGF- f ile kombinasyonlarinda kontrol grubuna
kiyasla metforminin doza bagimli olarak SIK1 ve SIK2 genlerinin ekspresyonlarini
arttirdig1 gortilmiuistiir. Ayrica, TGF-f ve metforminin kombinasyonlarinin SIK1 ve SIK2

gen ekspresyonlart lizerine doza bagimli sinerjistik etki gosterdigi gozlemlenmistir

(Tablo 32, Sekil 24,Sekil 25).

Tablo 32. MCF-7 hiicrelerinde gen ekspresyonu analiz sonuglari

KULLANILAN MADDELER

10 ng/ml TGF-B 1,610
1,25 mM Metformin 1,359
2,5 mM Metformin 1,772
20 mM Metformin 3,375
1,25 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 3,470
2,5 mM Metformin+10 ng/ml TGF-B 3,655
20 mM Metformin+10 ng/ml TGF-p 3,965

Gen Ekspresyonu Artig Miktar1*

SIK1

* Artis miktar1 kontrol grubunun kati olarak ifade edilmektedir.
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Sekil 24. MCF-7 hiicrelerinde SIK1 gen ekspresyon diizeyleri

Kontrol: RPMI-1640 KM, 1,25 Met: 1,25 mM Metformin, 2,5 Met: 2,5 mM Metformin, 20 Met: 20 mM
Metformin, TGF-B (-):TGF-B ilavesiz, TGF-B (+):TGF-p ile kombinasyon,* : istatiksel olarak anlamli
oldugunu (P < 0,05) ifade etmektedir
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Sekil 25. MCF-7 hiicrelerinde SIK2 gen ekspresyon diizeyleri

Kontrol: RPMI-1640 KM, 1,25 Met: 1,25 mM Metformin, 2,5 Met: 2,5 mM Metformin, 20 Met: 20 mM
Metformin, TGF-B (-):TGF-B ilavesiz, TGF-B (+):TGF- ile kombinasyonu, * : istatiksel olarak anlamli
oldugunu (P < 0,05) ifade etmektedir
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4. TARTISMA

SIK, yiiksek tuz diyeti ile beslenen siganlarin bobrek {istli bezlerinden klonlanan
AMPK ailesine ait olan bir serin/treonin protein kinazdir (Horike ve ark., 2003). SIK’in
karsinogenezdeki rolii heniliz tam olarak agiklanamamasina ragmen over ve akciger
kanseri gibi birkag spesifik kanser tipinde asir1 ekspresyonu tespit edilmistir (Ahmed ve
ark., 2010; Charoenfuprasert ve ark., 2011; Imielinski ve ark., 2012).

SIK1’in kinaz aktivitesi gosterebilmesi i¢in tiimor supresor bir gen olan LKB1
tarafindan fosforile edilmesi gerekmektedir(Hashimoto ve ark., 2008). Bu bilgi SIK1
ekspresyon artiginin timor supresyonuna katki sagladigini diistindiirmektedir. Yapilan
caligmalar da LKB1 ve onun downstream sinyal yolaginin kanser hiicre biiylimesini
baskilamasi ve hiicre Oliimiinii indiiklemesi yaninda metastazin1 da inhibe ettigini
gostermektedir (Gan ve Li, 2014).

Gastrik  adenokarsinom hiicreleriyle yapilan bir ¢alismada Gastrinin
kolesistokinin B reseptoriine baglanarak LKBI1-SIK1 sinyal yolagini aktive ettigi ve
fosforile SIK1’in de niikleusa transloke olarak HDAC’yi fosforilledigi ve bdylece
migrasyonu sinirladigi gosterilmistir (Selvik ve ark., 2014). NSCLC hiicreleriyle yapilan
bir ¢aligmada ise ateniie LKB1-SIK1 sinyalinin Zinc Finger E-Box Binding Homeobox 1
(Zebl)’in upregiilasyonu iizerinden epitelyal mezenkimal transisyon (EMT)’yi ve
radyorezistansi artirdig1r gézlemlenmistir (Yao ve ark., 2016). EMT, tiimoér hiicrelerine
invaziv ve metastatik 6zellikler kazandirmaktadir. Bu olaylar, bir hiicre-hiicre adezyon
molekiilii olan E-cadherin’in azalmasi ve vimentin, N-cadherin ve diiz kas aktini gibi
proteinlerin upregiilasyonu ve bazal membranin biitiinliiglinii kaybetmesi ile meydana
gelmektedir (Yang ve ark., 2013). MLE-12 ve HK-2 hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada
SIK1 geninin susturulmasi sonucu Snail Family Zinc Finger 2 (Snail2), Zeb1, Zinc Finger
E-Box Binding Homeobox 2 (Zeb2), Twist Family BHLH Transcription Factor (Twist)
genlerinde anlamli artiglar gozlenmistir. SIK1 geninin defektif olmasi E-cadherin
azalmasina sebep olurken hiicreler aras1 baglantilarin da zayiflamasina neden olmaktadir
(Eneling ve ark., 2012). Snail Family Zinc Finger 1 (Snaill), Snail2, Zebl, Zeb2, Twist
genleri EMT ile indiiklenebilebilir transkripsiyon faktorleridir. Bu transkripsiyon
faktorleri direk ya da indirek olarak E-cadherin ekspresyonunu baskilayabilmektedir

(Khan ve ark., 2013).
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SIK1 ekspresyon diizeyinin primer meme tiimorlerinde normal meme dokusuna
gore anlamli 6l¢iide daha diisiik oldugu iki farkli ¢aligma ile gosterilmistir (Richardson
ve ark., 2006; Chin ve ark., 2006). Ayrica bu sonuglar ii¢ farkli merkezde yapilan
caligmalarda, insan meme kanserlerinde SIK1 ekspresyon diistikliigiinlin distal metastaz
ile korele oldugu gosterilerek desteklenmistir (Wang ve ark., 2005; Chin ve ark., 2006;
Lue ve ark., 2008). Buna paralel olarak, SIK1 geninin susturulmasi, fare akcigerlerinde
metastazi uyardigr gosterilmistir(Cheng ve ark., 2009). Ayrica, SIK1’in p53 bagimli
anoikiste anahtar role sahip oldugu ve bu sayede metastazi baskilamada 6nemli bir rolii
oldugu gosterilmistir (Cheng ve ark., 2009). SIK1’in yiiksek ekspresyon diizeylerinin
akciger ve meme tiimorlerindeki baskilayici etkisinin yanisira diger baska tiimorlerde
SIK1 ekspresyon diizeyi ile tiimor arasinda pozitif korelasyon oldugu yapilan
caligmalarda gosterilmistir. Farelerde ACTH tarafindan stimiile edilen adrenokortikal
timor hiicrelerinde SIK1’in ekspresyonunun yiiksek oldugunu gosteren c¢alismalar da
vardir.(Wang ve ark., 1999; Lin ve ark., 2001).

Glincel caligmalarda SIK1’in aksine SIK2 geninin kanser hiicrelerinin gelisimi
icin avantaj saglayan onkogenlerden biri oldugunu ve over kanser hastalarinin
patogeneziyle korelasyon gosterdigi one siiriilmiistiir (Charoenfuprasert ve ark., 2011).
SIK2 geninin hiicre dongiisiiniin ilerlemesinde gorev aldigi ve SIK2’nin susturulmasinin
hiicre siklusunun G1 evresinde durmasiyla sonuglandigi gosterilmistir. (Ahmed ve ark.,
2010). Bagka bir calismada da SIK2’nin yoklugu over kanserlerinde paklitaksel
sensivitesine destek olurken SIK2’nin varlig: ileri derecede over kanseri hastalarinin
prognozuyla korelasyon gostermistir.Diger yandan ise SIK2’nin CRTC1’1 baskilayarak
melanogenezi inhibe ettiginden de s6z edilmektedir (Kumagai ve ark., 2011). Tiim bu
bulgular, SIK1 ve SIK2’nin ekspresyonlarinin her kanser tiirii i¢in farkli oldugunu ve
tedavi i¢in hedef genler olabilecegini diistindiirmektedir.

Metformin, yaygin olarak tip 2 diyabet tedavisinde kullanilmakta olup son
yillarda da kanser tedavisi i¢in potansiyel tedavi edici bir madde olarak dikkat
cekmektedir (Jiralerspong ve ark., 2009). Tip 2 diyabetli hastalarda metformin
kullanimimin diisiik kanser riskiyle iliskisi epidemiyolojik ¢alismalarla gosterilmistir
(Evans ve ark., 2005). Metforminin antikanser etkisini hiicre proliferasyonunu ve
apoptozisi etkileyerek gosterdigi diisiiniilmektedir(Ben Sahra ve ark., 2010; Rocha ve
ark., 2011). Antiproliferatif etkisinden ise AMPK aktivasyonu ve mTOR inhibisyonu
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sorumlu tutulmaktadir (Zakikhani ve ark., 2010). LKB1, AMPK aktivasyonu i¢in gerekli
bir serin treonin protein kinazdir(Shaw ve ark., 2004; 2005). MCF-7 hiicreleriyle yapilan
bir calismada metforminin LKB1 {izerinden AMPK fosforilasyonunu doza bagimli olarak
arttirdig1 gosterilmistir (Dowling ve ark., 2007). AMPK’nin da CRTC2’yi fosforilleyerek
mTOR’un inhibisyonuna neden oldugu bilinmektedir (Inoki ve ark., 2003). Ayrica
CRTC2’nin yoklugu, tiimér progresyonunda Kritik rol oynayan anjiyogenezi
arttirmaktadir (Bjornsti ve Houghton, 2004). LKB1 ayn1 zamanda SIK1’i de Thr182 ve
Ser186 bolgelerinden fosforilasyon yoluyla aktive etmektedir. Yapilan bir¢ok ¢alismada,
SIKI’in CRTC' fosforile ederek bir transkripsiyon faktorii olan CREB aktivitesini
baskiladig1 gosterilmistir (Screaton ve ark., 2004; Takemori ve Okamoto, 2008). Benzer
olarak, SIK2 de cAMP-response element bagimli transkripsiyonu baskilamaktadir; fakat
bu baskilama derecesi SIK1’e nazaran daha zayif oldugu diisiiniilmektedir (Horike ve
ark., 2003).

Tiim bu bulgu ve bilgilerden yola ¢ikarak, ¢alismamizda invaziv ve non-invaziv
MCF-7 hiicrelerinde antikanser etkisi oldugu diisliniilen metforminin SIK1 ve SIK2
genleri lizerine etkisini arastirdik. MCF-7 hiicrelerini invaziv hale getirmek i¢in daha
onceki caligmalardaki tecriibelerimizden yararlanarak TGF-f kullandik (Salis ve ark.,
2014). TGF-B normal epitelyal, endotelyal ve hematopoetik hiicrelerin proliferasyonunu
inhibe eder ve bu yiizden cesitli dokularin homeostazisinde kritik 6neme sahiptir (Roberts
ve ark., 1990). Karsinogenez sirasinda, normal epitelyal hiicrelerdeki diferansiasyon ve
proliferasyon arasindaki denge kaybina karsi, TGF-P sinyalleri karsinogenezin erken
evrelerinde normal doku yapisinin siirdiiriilmesi ve kanserin 6nlenmesinde rol almaktadir
(Bellam ve Pasche, 2010). Kanser olustugunda ise TGF-f sinyal yolaginin mutasyonu
sonucunda sitotoksik aktivitesi inhibe olmaktadir. TGF-f sinyal molekiillerinin genetik
inaktivasyonu kanserlerin bir kisminda goriiliirken, cogu kanserlerde bilinen bir
mutasyon olmaksizin biiyiimenin durdurulmasina karsi direng tesbit edilmistir
(Moustakas ve Heldin, 2005).

TGF-B uygulanan MCF-7 hiicrelerinde SIK1 gen ekspresyonunda 1,6 kat
(P=0,037) anlaml1 bir artig oldugu, SIK2 gen ekspresyonunda ise anlamli olmayan 1,255
kat (P=0,220) artis oldugunu bulduk. SIK geni TGF-B/Smad sinyalinin dogrudan bir
hedef geni olup TGFBR1’i down regiile eden protein komplekslerine katilmaktadir.

Ayrica, SIK’in kinaz aktivitesi ve Smurf2’nin ubikitin ligaz aktivitesi Smad7’yi igceren
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protein komplekslerinin dinamigini etkiledigi ve bunlarin her ikisinin de optimal
TGFBR1 down regiilasyonu i¢in gerekli olduklari yapilan ¢aligmalarda gosterilmistir
(Lohn ve ark., 2012).

Daha oOnceki bir ¢alismamizda MCF-7 hiicrelerinde metforminin 48. saatte
IC50/EC50 degerini 4.27x10° M olarak bulduk (Salis ve ark., 2014). Bu ¢alismanin
bulgularindan faydalanarak MCF-7 hiicrelerine uygulanacak olan metformin dozlarini
belirledik.

Non-invaziv MCF-7 hiicrelerine 1,25 mM, 2,5 mM, ve 20 mM Metformin
uygulandiginda SIK1 gen ekspresyonunda sirasiyla 1,359 (P=0,237), 1,772 (P=0,011) ve
3,375 (P=0,001) kat artis goriildii. Bu dozlar SIK2 gen ekspresyonunda ise sirasiyla 1,485
(P=0,079), 1,561 (P=0,017), 3,260 (P=0,001) kat artisa neden oldu. Bu sonuclara gore,
non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde metforminin doza bagimli olarak SIK1 ve SIK2’yi
upregiile ettigini sdyleyebiliriz. Ancak SIK1 geninin SIK2’ye gore metforminden daha
fazla etkilendigi goriilmektedir.

Invaziv MCF-7 hiicrelerine 1,25 mM, 2,5 mM, ve 20 mM Metformin
uygulandiginda SIK1 gen ekspresyonunda sirasiyla 3,470(P=0,004), 3,655(P=0,001),
3,965(P=0,001) kat anlamli bir artis goriildii. Bu dozlar SIK2 gen ekspresyonunda ise
sirastyla 1,860 (P=0,006), 2,358(P=0,006), 3,488 (P=0,007) kat anlaml1 bir artisa neden
oldu. Bu sonuglar, metforminin invaziv MCF-7 hiicrelerinde de doza bagimli olarak SIK1
ve SIK2’yi upregiile ettigini gdstermektedir. Ancak non-invazivde oldugu gibi invaziv
MCF-7 hiicrelerinde de SIK1 geni SIK2’ye gore metforminden daha fazla
etkilenmektedir. Bununla birlikte, invaziv MCF-7 hiicrelerinde SIK1 ve SIK2 genlerinin

upreglilasyonu iizerine metforminin ¢ok daha etkili oldugunu gérmekteyiz.
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Sekil 26. Metforminin LKB1-SIK sinyal yolagi tizerine etkisi (Kesikli ¢izgilerle gosterilen oklar
metforminin LKB1 iizerinden AMPK fosforilasyonunu arttirdigini ve. AMPK’nin da CRTC2’yi
fosforilleyerek mTOR’un inhibisyonuna neden oldugunu gostermektedir. Kalin ¢izgilerle gosterilen yolak
ise calismamizin bulgularint gostermektedir. Metformin, doza bagimli olarak SIK1 ve SIK2 gen
ekspresyonunu arttirmaktadir. Diger mekanizmalar ise metforminin LKBI1-SIK sinyal yolag: iizerinden
apoptoz, migrasyon ve EMT iizerine muhtemel etkilerini gostermektedir. LKB1/STK11: Serine/Threonine
Kinase 11; SIK: Salt Inducible Kinase; P-SIK: fosforile Salt Inducible Kinase; p53: Tiimér protein 53; P-
HDAC: Histone Deacetylase; P-CRTC: fosforile CREB Regulated Transcription Coactivator; TGFBR1:
Transforming growth factor, beta receptor I; AMPK: 5' AMP-activated protein kinase )

MCEF-7 hiicreleriyle yapilan bir ¢aligmada metforminin LKB1 {izerinden AMPK
fosforilasyonunu doza bagiml olarak arttirdigi gosterilmistir (Dowling ve ark., 2007).
AMPK’nin da CRTC2’y1 fosforilleyerek mTOR’un inhibisyonuna neden oldugu
bilinmektedir (Inoki ve ark., 2003).

Non-invaziv ve invaziv MCF-7 hiicreleriyle yaptigimiz bu ¢alismada SIK1 ve
SIK2 gen ekspresyonundaki artis géz oniine alinarak; metforminin LKB1-SIK-CRTC
sinyal yolag: lizerinden CREB aktivitesini inhibe ederek metastazi engelleyebilecegini
soyleyebiliriz. Diger bir ihtimal; SIK1 ve SIK2’nin upregiilasyonunun TGFBR1’in down
regiilasyonuna neden olarak metastazi inhibe edebilecegidir. SIK’lerdeki ekspresyon

artist HDAC ler iizerinden de migrasyonu engelleyebilir. Ayrica LKB1-SIK1 sinyalinin

72



Zebl’i baskilayarak EMT’yi engelledigi bilindiginden metforminin migrasyonu inhibe
edici etkisini bu yolak {izerinden de gergeklestirebilecegini aklimiza getirmektedir. MCF-
7 hiicrelerinde yapmis oldugumuz bu c¢alismada metforminin antikanser etkisinin
incelenmesinde SIK1 ve SIK2 genlerinin ekspresyon analizlerinin yani sira varsayilan bu
mekanizmalarin da arastirilmas: ¢aligmamizin degerini daha da artiracaktir. Bununla
birlikte, SIK1 ve SIK2 genleri icin Western blot teknigiyle protein ve fosfoprotein
analizlerinin yapilmasi ve loss of function deneyi ile siRNA kullanilarak SIK1 ve SIK2
genlerinin susturulmasi ¢alismamizin eksik kalmis yonleri olmakla birlikte calismamizin
bir sonraki adimlar1 olacaktir.

Sonug olarak, literatiir arastirmalarinda goriildiigii iizere SIK1 ve SIK2 gen
ekspresyonlari her kanser tiirii i¢in farklilik arz etmektedir ve tedavi i¢in potansiyel hedef
genler olabilme o6zelligi tasimaktadir. Bu baglamda, TGF-B sensitif farkli kanser
tirlerinde metforminin SIK1 ve SIK2 genleri iizerine etkisinin arastirilmasi kanser

tedavisi i¢in yeni kapilar agacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

1.  TGF-B, MCF-7 hiicrelerinde SIK1 gen ekspresyonunda anlamli bir artisa
SIK2 gen ekspresyonunda ise anlamli olmayan bir artisa neden oldu.

2. Metformin non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde SIK1 gen ekspresyonunda
doza bagli artiga neden oldu.

3. Metformin non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde SIK2 gen ekspresyonunda
doza bagli artisa neden oldu.

4. Non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde metforminin etkisi SIK2’ye gore SIK1
geninde daha belirgindi.

5. Metformin invaziv MCF-7 hiicrelerinde SIK2 gen ekspresyonunda doza
bagli artisa neden oldu.

6.  Metformin non-invaziv MCF-7 hiicrelerinde SIK2 gen ekspresyonunda
doza bagli artiga neden oldu.

7. Invaziv MCF-7 hiicrelerinde metforminin etkisi SIK2’ye gore SIKI
geninde daha belirgindi.

8.  Metforminin SIK1 ve SIK2 gen ekspresyonu iizerine etkisi invaziv MCF-
7 hiicrelerinde daha belirgindi.

SIK1 ve SIK2 gen ekspresyon diizeylerinin kanser tiirii ve derecesine gore
farklilik gosterdigi ve metforminin etkisinin invaziv hiicrelerde daha belirgin oldugu g6z
oniline alinarak TGF-B sensitif farkli invaziv kanser tiirlerinde metforminin bu genler

lizerine etkisinin aragtirilmasi kanser tedavisi i¢in yeni kapilar agacaktir.
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OZGECMIS

Ad1 Soyada: Eser YENEN
Dogum Yeri: SAMSUN
Dogum Tarihi: 27.02.1990
Medeni Hali: Bekar
Bildigi Yabanci Diller: Ingilizce

Egitim Durumu (Kurum ve Yil): Ege Universite, Fen Fakiiltesi Biyokimya Béliimii
Lisans Mezunu 2012

OMU, Tip Fakiiltesi Tibbi Biyokimya AD. Yiiksek
Lisans 2012-

Cahstign Kurum/Kurumlar ve Yil: Ondokuz Mayis Universitesi, Tip Fakiiltesi Tibbi
Biyokimya AD. (2012)

E-posta: yeneneser@hotmail.com
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