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OZET

Endoplazmik retikulum (ER) salgi ve membran proteinlerinin sentezi igin
Ozellesmisdir, ayrica lipid ve kolestrol sentezi ile kalsiyum homeostazinda da kritik
bir rol oynamaktadir. ER’nin sentez, katlanma ve salgi1 gibi temel fonksiyonlarinda
bir aksama meydana geldiginde ER stres tetiklenmektedir. ER homeostazisinin
bozulmasi uyarlanabilir bir hiicre cevabi olan Katlanmamig Protein Cevabi (UPR) n1
tetiklemektedir. UPR 3 farkli transmembran protein olan IRE1, PERK ve ATF6
yardimiyla ER homeostazisini yeniden diizenleyebilmektedir. Normal fizyolojik
durumlarda, 3 sensoér protein de liimenal kisimda BiP ile bagli bir sekilde inaktif
halde bulunmaktadir. ER liimeninde katlanmamis proteinlerin birikimi ile hidrofobik
rezidiilerin konsantrasyonu artmaktadir ve UPR sensorleri ile bu rezidiiler arasinda
BiP’e baglanmak igin yaris baslamaktadir. Boylece IRE1 ve PERK oligomerizasyon
yolu ile ATF6 ise golgiye tasinarak aktif hale gegmektedir. ER stresine cevap olarak
PERK ve IRE1 katlanma kapasitesini arttirip, ER saperon ve foldazlarini upregiile
etmekte ve ER ribozomuna diisiik sentez yiikii saglamaktadir. Stres durumunda
UPR’nin basarisiz olmas1 sonucu mitokondriyel apoptotik yolak aktive olmaktadir.
Bir AMPK benzeri kinaz olan SIK2; hiicresel metabolizma, kanser, néronal hayatta
kalma, inflamasyon, adipogenez ve mitozun baglamasi gibi biyolojik siireglerin
diizenlenmesinde rol oynamaktadir. Son ¢aligmalarda; SIK2’nin ERAD (ER iliskili
protein yikimi) ve otofajinin kontroliiyle de ilgkili oldugu, bunu p97/ VCP’nin ve
heniiz tespit edilememis efektdr molekiillerin aktivitelerinin upregiilasyonu ile
sagladig1r gosterilmistir. Bu yeni sonuglart temel alarak, ER stres altinda SIK2’nin
0zgiin veya tahmin edilebilir fonksiyonlar1 ile baglantili muhtemel ER yerlesik
substratlarin ve ER subproteomunda meydana gelen gegici degisimlerin incelenmesi

icin 2D SDS PAGE temelli bir tarama prosediirii baslatilmistir.

Anahtar Kelimeler: Endoplazmik Retikulum (ER), SIK2, pAMPK, UPR,
ERAD, ER Stresi.



SUMMARY

Endoplasmic Reticulum, a specialized compartment for the synthesis of
secretory and membrane proteins, play critical roles in lipid and cholesterol synthesis
and calsium homeostasis. ER stress is induced when its major biological functions
including synthesis, folding and secretory functions are impeded. Abrogation of ER
homeostatis triggers an adaptive cellular response so called unfolded protein
response (UPR) through the three transmembran sensor proteins IRE-1, PERK, and
ATF-6 to restore ER homeostasis. At normal physiologic conditions all three sensor
proteins stay in their dormant inactive state by having BiP bound to their luminal
domains. Accumulation of unfolded proteins in ER lumen increases local
concentration of hydrophobic residues competing out the UPR sensors for BiP
binding which in turn leads to activation of IRE1 and Protein kinase RNA-like ER
kinase PERK by assuming their oligomerization states and ATF-6 by its deployment
to Golgi. In response ER stress PERK and IRE1 ensures marginally low synthetic
load on ER ribosome while increasing the folding capacity and accuracy by
upregulating ER chaperons and foldases, respectively. The failure of the UPR
system to adapt stress conditions inherently activates mitochondrial apoptotic
pathway. An AMPK like kinase SIK2 is involved in the regulation of various
biological processes including cellular metabolism, cancer, neuronal survival,
inflammation, adipogenesis, and initiation of mitosis. In addition SIK2 has been
recently implicated in the control of ER associated protein degredation ERAD and
autophagy by upregulating the activitiy of VCP/p97 and an unknown effector
molecule which is yet to be identified respectively. Based on these new findings we
initiated a 2-D SDS-PAGE based screening procedure for unrevaealing the possible
ER localized substrates and probing the transient alteration in ER subproteom related

to novel and the predicted functions of SIK2 under ER stress conditions.

Key Words: Endoplasmic Reticulum (ER), SIK2, pAMPK, UPR, ERAD, ER

Stress.
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SIMGELER ve KISALTMALAR DIZIiNi

Simageler ve  Aciklamalar

Kisaltmalar
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M : Molar
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mM : Mili Molar

nm : Nanometre

% : Hacim

\Y : Volt
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ul : Mikrolitre

uM : Mikromolar

Accla : Acetyl-CoA carboxylase la
Acr:Bis : Akrilamid:Bisakrilamid

AMP : Adenozin monofosfat

AMPK : Adenine monophosphate-activated protein kinase
AP1 - Activator protein 1

APS : Amonyum persiilfat

ATF4 . Activating transcription factor 4
ATF6 . Activation transcription factor 6
ATP : Adenozin trifosfat

BCA : Bicinchoninic acid

BSA : Bovine Serum Albumin

bZIP : Basic Leucine Zipper Domain
C/EBP : CCAAT-enhancer-binding proteins
CAMP : Siklik AMP

CHOP : C/EBP homologus protein
ChREBP . Carbohydrate-responsive-element-binding protein
CRE : CAMP-responsive element

CREB : CRE-binding protein



CRTC2
DMEM
DMSO
DNA
elF2
ER
ERAD
FBS
G6Pase
GPI
GRP78
GTP
HRP
HSP70
IRE1
IRS
KID
MRNA
NLS
PBS
Pen/Str
PERK
PI3K
PVDF
rpm
S1P
S2P
SDS
SIK2
WT- SIK2
Kl- SIK2
SREBP
TBS
THA

: CREB regulated transcription coactivator 2
: Dulbecco’s Modified Eagle Medium

: Dimetil siilfoksit

: Deoksiriboniikleik asit
: Eukaryotic translation initiation factor 2
: Endoplazmik retikulum
: Endoplasmic Reticulum Associated Degredation
: Fetal Bovine Serume

: Glucose-6-Phosphatase

: Glikofosfatidilinositol

: 78 kDa Glucose-regulated protein
: Guanozin trifosfat

: Horseradish Peroxidase

: Heat shock 70 kDa protein

. Inositol-requiring enzyme 1

. Insulin receptor substrat

: Kinase-inducible domain

: Haberci RNA

: Nuclear localization signal

: Phosphate buffered saline

: Penicillin/Streptomycin

: PKRK-like ER kinase

: Phosphoinositol 3 Kinase

: Polivinilidin difloriir

: Revolutions per minute

: Site-1-Protease

: Site-2-Protease

: Sodium dodecyl sulphate

: Salt-inducible kinase 2

> Yabani tip SIK2

: SIK2 kinaz aktivitesi inaktif formu
: SRE-binding proteins

: Tris buffered saline

: Thapsigargin
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TORC2 : Transducer of regulated CREB protein 2

UBA : Ubiquitin-associated domain
UPR : Unfolded Protein Response
XBP-1 : X-box Binding Protein-1
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1. GIRIS

1.1. Tezin Amaci, Katkisi ve icerigi

ER stresi bircok metabolik, norolojik hastalikla ve kanser ile iliskili olmakla
beraber oOzellikle adipoz dokuda yer alan yag hiicrelerini, pankreasin insiilin
salgilayan beta hiicrelerini ve de yiiksek miktarda yag ve glikoz sentezi yapan
karaciger hiicrelerini hedef almaktadir. ER stresi ve eslik eden metainflamasyon
insiilin direnci ve tip2 diyabetin altinda yatan en onemli faktorler olarak global
Olgekte yogun arastirmalara neden olmaktadir. Bu ¢alismada amacimiz akut ER stresi
kosullarinda SIK2’nin p97/ VCP disinda ER yerlesik muhtemel farkli substratlari ile
birlikte ER protein igerigi (retikulom) iizerinde ki etkilerini 2D SDS-PAGE yontemi
ile belirlemesi olustrumaktadir. Bu calismalar sonucu elde edilecek muhtemel
substratlar ve efektor molekiillerin karaciger hiicrelerinde yag ve glikoz sentezleri
tizerindeki rollerinin arastirilmasi ise bir sonraki hedef olarak belirlenmistir. Bu
calisma sonucu elde edilecek bilgilerin obezite, tip2 diyabet, aterosikleroz gibi ER
stresi ile iligkili hastaliklarin tedavisine yonelik yeni tedavi yaklagimlarinin
gelistirrilmesine neden olabilecek molekiiler hedeflerin disinda bu siireglere iliskin

molekiiler diizeyde mekanistik bilgilerimizi de ileriye tasiyacagi diisiiniilmektedir.



2. ENDOPLAZMIK RETIKULUM

“Endoplazmik Retikulum (ER)” terimi ilk olarak Porter ve arkadaslar
tarafindan nukleus ¢evresinde birbirine bagli bir ag olusturan membran vesikiillerini
tanimlamak i¢in kullanilmistir [1].

Okaryotik hiicreler i¢in ¢ok biiyiik bir &neme sahip olan ER, hiicre hacminin
neredeyse yarisini kaplamaktadir. Genel olarak; sisterna ad1 verilen kese benzeri bir
ag yapisindan olusmaktadir ve biiyiik 6l¢iide hiicre iskeleti boyunca yayilmaktadir
[2]. Ortasinda bir liimen olusturacak sekilde kapali (sisternal bosluk), fosfolipid
membran yapisi bulunmaktadir ve bu membran kesintisiz bir sekilde devam etmekte
ve nukleus zarina baglanmaktadir (Sekil 2.1).

ER yapisal ve islevsel olarak kompleks bir organeldir. Hiicrede Ca?*
depolanmast ve kontrollii salimimi; proteinlerin  sentezi, katlanmasi, post
translasyonel modifikasyonlar1 ve tasinmasi; lipid ve steroidlerin biyosentezi gibi

birgok dnemli olayda rol oynamaktadir [3].

Graniillii Endoplazmik Retikulum Nukleus Zart

X Ribozom
Sisternal Bosluk

Diiz Yiizlii Endoplazmik Retikulum

Sekil 2.1: ER’nin genel yapist.



Yapisal olarak smiflandirildiginda ER; graniillii ER ve diiz yiizlii ER olarak 2
alt siifa ayrilmaktadir. Graniillii ER ribozomlarca zenginken, diiz yiizlii ER’de ¢ok
az miktarda ribozom bulunmaktadir [4].

Graniilli ER’den daha kompleks olan diiz yiizli ER daha c¢ok steroid
sentezinin fazla oldugu hiicrelerde bulunurken, graniilli ER daha ¢ok yiiksek
miktarda protein sentezleyen hiicrelerde bulunmaktadir. Kas hiicrelerinde bir diiz
yiizli ER tiirii olan sarkoplazmik retikulum oldukc¢a fazla miktarda bulunmaktadir ve
kas kasilmasi1 esnasinda kontrollii kalsiyum salinimindan sorumludur [5].

Dis membraninda protein iireten ribozomlar bulunduran graniillii ER, hiicrede
genelde nukleus ve golgi aygitinin ¢evresinde bulunmaktadir. Graniilli ER salgi
yolunda bulunan proteinler ve membran proteinleri de dahil olmak iizere birgok
proteinin birlestirilmesi ve translasyonunda gorev almaktadir [6].

Yeni olusan polipeptitlerde sinyal dizileri bulunmaktadir ve bu diziler N-
terminallerinde bulunan sinyal tanima partikiilleri (SRP) tarafindan tespit
edilmektedir. Bu sinyal dizilerinin SRP yardimiyla taninmasi, ribozomlarin grantillii
ER’ye baglanmasini ve yeni olusan polipeptitin graniilli ER liimenine
translokasyonunu saglamaktadir. Sinyal dizisi graniillii ER liimeninde peptidazlar
tarafindan kesilmektedir, boylelikle protein sentezinin temel zorluklari olan yeni
olusan proteinlerin katlanmasi ve diizgiin bir sekilde birlestirilmesinin baglamasi
gerceklesmektedir [7].

Graniillii ER o6zellikle salgi yolundaki proteinler ve membran proteinlerinin
dahil oldugu 6karyotik proteomunun 1/3’{iniin sentezlenmesinden sorumludur ve bu
nedenle salg1 yoluna giris kapisi olarak goriilebilmektedir. ER liimenine ait oksidatif
ortam, saperonlar ve katlanma katalizorleri yeni olusan polipeptitlerin dogru
katlanmas1 ve dogal yapilarinda birlestirilmesi i¢in kiime seklinde ve uyumlu bir
sekilde ¢alismaktadir [8].

Protein sentezinin hataya yatkin dogasi sebebiyle ER, protein olgunlagmasi
stiresince meydana gelebilecek hasar ve karisikliklar1 gidermek icin bazi
mekanizmalar gelistirmistir. ER yanlis katlanmig veya katlanmamis proteinlerin
birikimini Onlemek igin kendi protein kalite kontrol mekanizmasmi (ERQC)
kullanmaktadir. ER katlama kapasitesi asildiginda ER liimenindeki anormal protein
birikimi ER stresini tetikler ve UPR adi verilen sinyal yolaklari uyarilir, stresin
ortadan kaldirilip kaldirilamamasina bagli olarak hiicre uyum ve 6liim arasinda bir

karar vermek zorunda kalir. Hiicre adapte olabilmek i¢in, UPR vasitasiyla bir takim

3



adaptif Onlemleri hayata gecirir, bunlar arasinda protein sentezinin segici
duraksatilmasi, ER hacminin arttirilmasi, ERAD ve saperon sentezinin arttirtlmasi
verilebilir. Fakat adaptasyon ER Kkapasitesinin iizerinde ise ve ER mevcut stresi
azaltamiyor ve homeostazisi saglayamiyorsa, durum kronik bir hal alir ve otofaji
gerceklesir. Eger ER homeostaz1 hala saglanamiyorsa hiicreler ER stres bagimli
apoptotik hiicre 6limii yolunu secer [9].

Obezite gibi kronik ER strese yol agan patolojik durumlarda ozellikle
adipositlerde ve hepatositlerde apoptozdan nasil kagtiklar1 halen bilinmemektedir.
Bununla birlikte kronik ER stresin bu hiicrelerde insiilin duyarsizligi ve
inflamasyona neden olarak, metabolik prosesleri aksattigi bilinmektedir. Bu
kapsamda kronik ve akut ER stresin ve bunlar1 diizenleyen mekanizmalarin daha iyi
bilinmesine ihtiyag duyulmaktadir. Bir stres kinazi olan SIK2’nin ER stresi ve
inflamasyonla ilgili diizenleyici rolleri daha once gosterildiginden bu calismada
ER’deki bilinmeyen muhtemel substratlar hedef alinmistir. AMPK benzeri kinaz
altgurubuna ait bir stres kinazi olan SIK2’nin ER stresi ve inflamasyonla ilgili olarak
strast ile VCP/p97 translokaz aktivitesini artirark ve CRTC3 aracili anti enflmatuar
genlerin transcripsiyonunu baskilayrak basardigini biliyoruz. Bununla birlikte daha
once Gepasi 3.0 programi kulanilarak ER membran proteinleri 6zelinde yaptigimiz
anti fosfo SIK2 6zgiin motif tarama caligsmalar1t VCP/p97 ve SREBP1c disinda ER
yerlesik bir ¢ok SIK2 substratinin varligini isaret etmistir [10]. Bu tez ¢aligmasinda
ER stres varliginda SIK2 nin ER membraninda var olabilecek muhtemel
Substratlarinin belirlenmesinin yani sira bu tiir bir etkilesimim ER proteomu
tizerindeki muhtemel etkilerini de kantitatif olarak analiz etmemize olanak saglayan

2-D SDS-PAGE bazli proteomik yaklagimi ile 6grenilmesi hedeflenmistir.



3. ENDOPLAZMIiK RETIiKULUM STRESI

Endoplazmik retikulum polipeptitlerin katlanmas1 ve olgunlagsmasi i¢in uygun bir
ortam saglamaktadir. ER’de meydana gelen post-translasyonel modifikasyonlarin
basinda sinyalle ilgili peptitlerin kesimi, N-glikozilasyon ve disiilfid baglarinin
olusumu gelmektedir. ER’de bulunan ve katlanmaya yardimc1 olan sapreonlar, metal
iyonlari, lektinler araciligiyla gerceklestirilen kovalent modifikasyonlar yardimiyla
polipeptitlerin dogru bir sekilde katlanmasi ve olgunlasmasi saglanmaktadir [11, 12].

Graniilli ER’de bulunan ribozomlarda gerceklesen translasyondan sonra,
sentezlenen proteinler katlanmamis polipeptitler olarak ER liimenine girerler. ER
limenine dogru gergeklesen bu akis hiicrenin cevresel, fizyolojik ve farklilasma
kosullarmma gore degisiklik gostermektedir [13]. Ayni zamanda ER, liimeni
icerisindeki iyon dengesi, sentez yiikii gibi fizyolojik ve biyokimyasal seviyede
meydana gelen degisimlere de oldukga hassastir. Kalsiyum dengesi ve redoks
durumundaki degisiklikler, artan protein sentez yiikii, glukoz yetersizligi,
glikozilasyonun bozulmast ve asir1 kolesterol yiikii gibi bir takim hiicresel stres
kosullar1 protein katlanmasinda aksakliklara ve sonucunda katlanmamis veya hatali
katlanan proteinlerin ER liimeni igerisinde birikmesine neden olabilmektedir [12,
14].

ER’de dogru katlanmis proteinler hedeflerine ulastirnllmak icin golgiye
gonderilirken, yanlis katlanmis ve katlanmamis proteinler ERAD adi verilen bir
mekanizma ile proteozomlar tarafindan degrade edilmek igin sitoplazmaya

tasinmaktadir [14] (Sekil 3.1) [11].

r
ER Saperon

ERAD% @2@2 @—» — Golgi
- I N

Translokon{
Kompleksi

Sitoplazma

Sekil 3.1: Olgunlasan proteinlerin golgiye gonderilmesi ve katlanamayan peptidlerin
ERAD ile sitoplazmaya taginmasi (I: katlanmamis protein, N: Olgun protein, I-C:
Katlanmamuis protein-saperon kompleksi).



Hiicre igerisinde sentezlenen protein miktari, endoplazmik retikulumun protein
katlama ve ERAD’1n tagima kapasitesini astiginda katlanmamuis proteinler, icerdikleri
hidrofobik aminoasitler nedeniyle ER limeni igerisinde kiimelenerek birikirler.
Bunun sonucunda olduk¢a toksik olan bu protein kiimeleri ER stresine neden olur.
ER stresine cevaben, dkaryotik hiicrelerde UPR adi verilen sinyal yolaklar1 aktive
olmakta ve bu hiicresel stres kontrol altinda tutulmaya ¢aligilmaktadir. Kisaca protein
sentez yiikkii ve ER protein katlama kapasitesi arasindaki dengenin bozulmasi ER
stresine neden olmakta ve buna cevaben hiicre icerisinde UPR devreye girmektedir

(Sekil 3.2) [15].
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Sekil 3.2: ER’de sentezlenen proteinlerin normal kosullarda ve ER stres durumunda
izledigi yollar.



4. KATLANMAMIS PROTEIN CEVABI (UPR)

ER stres sonucunda 3 farkli yolak aktiflesmektedir. Bunlar PERK, IRE1 ve ATF6 dir
ve her biri farkli sensorler olmalarina ragmen, aktivasyonlari BiP (binding
immunoglobulin protein) ad1 verilen bir protein tarafindan saglanmaktadir (Sekil 4.1)

[14].

BiP BIiP BiP
ER liimeni _ —NH2 _ y __ COOH
ER membrani 3 3 ———
B [ " Baglayici
IF2 b-ZIP
Sitoplazma T(ina(: Ser/Thr
kinaz
U RNaz
o NH2
COOH )
COOH
PERK IRE1 ATF6

Sekil 4.1: ER membraninda yer alan sensorlerin genel yapisi.

Yapilan ¢aligmalarla, bir ER saperonu olan BiP (GRP78)’in UPR yolaklar1 i¢in
¢ok Onemli bir diizenleyici oldugu bulunmustur. Amino ucunda bir ATPaz
domeinine, karboksil ucunda ise substrat baglanma domeinine sahip olan BiP yeni
sentezlenen proteinlere gegici olarak baglanirken, glikozilasyon basamagindaki veya
katlanmamis proteinlere daha kalici bir sekilde baglanabilmektedir. BiP, zincirde
bulunan hidrofobik bdlgelerden katlanmamig proteinlere C-ucundaki substrat
baglanma domeini sayesinde baglanmakta ve N-ucundaki ATPaz domeini sayesinde
proteinde yapisal degisim meydana getirerek katlanmasini saglamaktadir. ER stresi
olmayan durumlarda BiP, UPR sensorlerinin ER limenine bakan domeinlerine de
baglanmaktadir. Liimen igerisinde katlanmamis proteinlerin birikmesi sonucu BiP,
IRE1, PERK ve ATF6 proteinlerinden ayrilarak aktive olmalarina izin vermekte ve
ilgili stres diizenleyici yolaklarin devreye girmesini saglamaktadir [15, 16] (Sekil
4.2) [14].
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Sekil 4.2: ER stres sinyal yolagi.

4.1. IRE1 Yolag:

IRE1 (Inositol-requiring enzyme 1) oOkaryotlarda olduk¢a fazla korunmus
olarak bulunmaktadir. ER limenine bakan N-ucunda ER stres-sensor domeini,
transmembran alt birimi ve sitozole bakan C-ucunda ise bir Serin/Treonin kinaz ile
endoriboniikleaz domeinleri bulundurmaktadir. ER stres durumunda, IRE1’in N-
ucundaki BiP’in ayrilmasi ile IRE1 proteinleri homodimer olusturur ve dimerlesen
bu proteinler trans-otofosforilasyon ile aktive olmaktadirlar [11, 14]. Aktive olan
IRE1 sitoplazmadaki endoribonukleaz domeini ile X-box baglanma proteini 1(XBP-
1) adi verilen bir transkripsiyon faktoriinin mRNA’sin1 kirparak yaklasik 26
niikleotidlik bir intron parcasini ¢ikarmaktadir. Bu kirpilma sonucu iiretilen XBP-1
ise katlanmada gorev alan ER saperonlarmin ve ERAD ile ilgili genlerin

ekspresyonunu arttirarak ER stresini engelleyici bir rol oynamaktadir [12, 17] (Sekil
4.3) [13].
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Sekil 4.3: IRE1’in ER stresi sonucu UPR sinyali olusturmas.

4.2. PERK Yolag

ER limeninde katlanmamis protein miktarinin artmasi ile BiP, PERK’ten
ayrilir, bunun sonucunda dimerizasyon ve otofosforilasyon gergeklesir. PERK
yolaginin diger yolaklardan en biiyiik farki translasyon seviyesinde bir cevap
olusturuyor olusudur. Aktive olan PERK, kinaz domeni ile dkaryotik translasyon
baslatic1 faktor 2 (elF2)’nin a-alt birimini Ser51 bakiyesinden fosforlar ve boylece
inaktif olmasina sebep olur [13]. Bu durum protein anlatimi i¢in 6nemli olan elF2-
GTP-tRNAM® kompleksinin olusmasini engeller, protein sentezinde bir azalma
meydana gelir ve ER’nin is yiikiinde bir hafifleme olusur [14, 15]. Baska bir tarftan,
elF2 fosforlanmas1 sonucu bir transkripsiyon faktorii olan ATF4’lin anlatimini
gerceklestirmektedir. ATF4 CHOP’un transkripsiyonunda goérev alan  bir
transkripsiyon faktoridir. CHOP (C/EBP homolog proteini) ise bir diger
transkripsiyon faktoriidiir ve stres altindaki hiicreyi apoptoza yonlendirmektedir [13]-
[15] (Sekil 4.4) [17].



Stres yokken Stres varken

(P} (P]
R /

8 )

ER

Sitoplazma

elF2 y

‘/ T ~——ama !

Protein sentezi e / .
ATF4

DNA %
Nukleus °

L cHop 1

GADD34 t

Sekil 4.4: UPR’nin PERK ile baglatilmasi.

4.3. ATF6 Yolag:

ATFG6 diger sensorlerden farkli bir aktivasyon mekanizmasina sahiptir fakat ER
zarindaki SREBP protein ailesi ile ayni aktivasyon mekanizmasini paylasmaktadir
[12, 17]. ER stresi sonucu BiP’in ayrilmast ATF6’nin ER’den golgiye taginmasini
saglamaktadir. ATF6 (90 kDa) golgi aygitinda iki farkli kesime ugramaktadir. ilk
olarak liimene bakan yiizeyde S1P (bdlge-1 proteaz) ile sonra ise golgi zar1 igerisinde
(intra-membran) S2P araciligiyla kesilmektedir. Bu iki proteolitik islem sonrasinda
ATF6’nin amino ucunda bulunan bZIP domeni agiga ¢ikmakta ve 50 kDa olarak
sitoplazmaya salinmaktadir. Sitoplazma sonrasinda nukleusa go¢ eden ATF6 UPR
hedef genlerinin anlatimini saglamaktadir [13, 14, 19 ] (Sekil 4.5) [11].
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Sekil 4.5: ER stresi sonucu ATF6 ve CREBH’in aktive olmasi.

Ayrica bir diger ATF6 izoformu olan CREBH (ATF6B, 110 kDa) ayni

proteolitik mekanizmayla aktive olmaktadir. Nukleusa gbé¢ eden CREBH ise

homodimer veya ATF6 ile heterodimerler olusturarak inflamasyonla ilgili genlerin

transkripsiyonunda etkili olmaktadir. [13, 18].
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5. ER ILISKILI PROTEIN YIKIMI (ERAD)

ERAD, ER liimeni, ¢ift katmanli lipid ve sitoplazma iizerinde gergeklesen vektorel
bir siiregtir ve hiicrenin kontrollii bir sekilde denetlenmesini saglamaktadir. Genel
olarak yanlis katlanmis proteinlerin se¢imini ve ortadan kaldirilmasini saglar. ERAD
hakkindaki bilgilerin ¢ogu maya kokenli ¢alismalardan temel almaktadir [20]. ERAD
birbirine bagli 4 farkli basamaktan olugmaktadir; substrat se¢imi, dislokasyon,

polilibikiitinasyon ve 26S proteozomlar ile yikim [21].

5.1. Substrat Se¢cimi

Mutasyonlar nedeniyle dogal yapisina ulasamamis, translasyon esnasinda
yanlig Dbirlestirilmis ve verimsiz katlanmig proteinler potansiyal ERAD
substratlaridir. Yeni olusan proteinler ER’ye girdikten sonra kotranslasyonel olarak
N-glikanlar ile birlesmektedir (Glc3Man9GIcNAc2) [22]. N-glikanlar protein
katlanmas1 sensorii olarak fonksiyon gosterirler ve siirecin olgunlagsmasini kontrol
etmektedirler. Yeni olusan polipeptitlerin eklenmesinden sonra, yiiksek mannozlu
cekirdek glikan Glukozidazl (GI) ve GlukozidazIl (GII) ile sirali deglikozilasyona
ugramaktadir. Bu durum yeni olusan polipeptit ile katlanma yardimcilari Calnexin
(CNX) ve Calreticulin (CRT)’nin birlesmesine olanak saglar. Eger katlanma diizgiin
gerceklesirse GII ile yapilan son deglikozilasyon CNX ve CRT’nin proteinden
ayrilmasini ve olgun proteinin ER’den ¢ikmasini saglamaktadir. Eger protein dogal
yapisina ulasamazsa UGGT (UDP-glucose: glycoprotein glucosyl transferase)
tarafindan tekrar glikozilasyon gergeklesmektedir ve tekrar CNX/CRT dongiisiine
girmektedir [22]. Sonraki dongiiler ile yanlis katlanan proteinler kurtarilabilmektedir.
Proteinin CNX/CRT dongiisiine girmest GII ve UGGT tarafindan glikozun
eklenmesi ve ¢ikarilmasi sayesinde gergeklesmektedir [24] (Sekil 5.1) [22].
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Sekil 5.1: ER liimeninde yeni sentezlenen proteinlerin kaderi.

Ancak bazi proteinler katlanma dongiisiinden sonra da anormal yapilarinm
korumaktadir. Bu proteinler tamamen yanlis katlanmis olarak kabul edilmektedir ve
ERAD ad1 verilen islem dogrultusunda retro translokasyon ile ER’den sitoplazmaya
gonderilmektedir [25, 26].

Tamamen yanlis katlanmis olan proteinler heniiz tam olarak anlasilmis
degildir, terminal mannozun uzaklastirilmast bir ERAD sinyali olarak kabul
edilmektedir [27]. ERManl [28], EDEM1 [29], EDEM3 [30] ve ManlC1l [31]

terminal mannozlarin diizenlenmesinden sorumlu mannozidazlardir (Sekil 5.2) [24].
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Sekil 5.2: Memeli ER’sinde N-glikan islenmesi.
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5.2. Dislokasyon

ERAD dislokasyon islemi normal protein dislokasyonu ile farklilik
gostermektedir. Normal protein dislokasyonu esnasinda substrat bir sinyal sekansi
icermektedir, ERAD’da ise hidrofobiklik ve glikan durumu gibi farkli 6zellikler ile
tanima gerceklesebilir. Ek olarak, normal durumda transloke olacak substratlar
katlanmamis durumda olmali iken, ERAD’da katlanmanin herhangi bir basamaginda
olabilirler, buna sikica katlanmis olanlar da dahildir [32, 33].

Bir¢cok ER substrat1 olduk¢a hidrofobiktir, OS9 ve XTP3-B gibi lektinler ile
iligkide olmak stabilize olmalarin1 saglamaktadir. Sulu ortamda yigilarak ¢oken bu
hidrofobik substratlar sebebi ile ERAD basamaklari bir zincir gibi birbirlerine sikica
baglidir. Substratlarin se¢imi adaptorlerin  ¢esitliligi  vasitasiyla dislokasyonla
birlesmistir. Adaptorler yikima gonderilecek olan substratlarin  se¢ilimi igin
ozellesmistir. SEL1L, Erlin, Insigs ve F-box proteinleri temel adaptdrler olarak
sayilmaktadir [20].

Adaptorler tanima faktorleri ve dislokon bilesenleri arasinda iskele gorevi
gormektedir. SEL1L agirlikli olarak ¢oziilebilir glikoproteinleri seger ve onlari
dislokonun yapisal bir bileseni olan Hrd1l (ERAD-associated E3 ubiquitin ligase)’e
baglar [34]. SELIL Derlinl-2, AVP1, UBXDS8, VIMP, Herp’i igeren bir kompleks
cekirdeklendirir ve bu kompleks bir ATPaz olan, ATP bagimhh VCP/p97
translokazina yardimci olur [35] (Sekil 5.3). Erlinler membran i¢i substratlar i¢in
secereken, insigler ise istemci Ozgiidiir ve F-box proteinleri ise yiiksek mannoz N-
bagli oligosakkaritler icin Ozellesmistir. ERdjS, ERAD i¢in gerekli bir disiilfit
rediiktazdir, EDEM ve BiP ile etkilesim kurar ve liimendeki yanlis katlanmis proteinlerin
yanlis distilfit baglarin1 kirarak ve agregasyonlarini engelleyerek, dislokasyonunu tesvik

etmektedir.

5.3. Ubikiitinasyon ve Degradasyon

ERAD, ER liimeni, ¢ift katmanh lipid ve sitoplazma iizerinde gergeklesen
vektorel bir siirectir. Anormal proteinlerin verimli bir sekilde temizlenmesi igin
biitin ERAD basamaklar1 birbirine sikica baglhdir. Ornegin; HRDI1/SELIL
kompleksi ER membraninda olugsmaktadir, isekele gorevi gormektedir ve liimenal

kismindaki tanima faktorleri ile sitoplazmik kisimdaki degradasyon elemanlar: ile
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baglantilidir. N-glikanlar1 tarafindan taninan yanlis katlanmis proteinler SEL1L’ye
yonlendirilmektedirr. Daha sonra ise ER’den sitoplazmaya VCP/p97 (AAA+ ATPase)
yardimui ile retransloke olmaktadirlar. Sonug olarak ise E3 ligaz HRD1 tarafindan

politibikiitine olup, 26S proteozom tarafindan degrade olmaktadir.

Dolayli  olarak etkilenen
Lumen proteinleri: (sitokinler,
saperonlar, ERQC bilesenleri

. veya diger proteinler)
SEL1L / E R
‘itoplazma

p97/VCP r X: Muhtemel SIK2
Substrat1 olabilecek

\ SIK2 membrane proteinleri

0s-9

HRD1

VIMP

Proteozom

)

Sekil 5.3: SIK2’nin p97/ VCP aracili ERAD regiilasyonu ve ¢alismada belirlenmesi
hedeflenen muhtemel diger membran bagl substratlar ile birlikte dolayl olarak
etkilenebilecek liimen proteinleri.

Proteosomal degradasyon 3 6nemli yap1 igermektedir. ilk olarak E1 (ubiquitin
activating enzyme) ATP hidrolizini saglar ve {iibikiitin molekiiliinii adenile eder.
Adenile edilmis iibikiitin ikinci yapt olan E2 (ubiquitin conjugating enzyme)’ye
transfer olur. Son olarak ise ii¢lincli yapt olan E3 (ubiquitin ligase) degradasyona
gidecek proteinleri seger ve adenile iibikiitinin E3’den hedef proteine transferini
indiikler. Ubikiitin E3 ligaz ERAD’da énemli bir rol oynamaktadir. Ubikiitin konjuge
enzimlere (E2) yardimci olur, bu enzimler ile degrade olacak protein arasinda koprii
gorevi goriir. ERAD’da rol alan temel {ibikiitin ligazlar Hrdl ve gp78°dir. Memeli
ERAD sisteminin bu iki E3’lin birbiri ile etkilesimi yardimiyla, potansiyel
substratlarla uyum sagliyor olabilecegi diistiniilmektedir [36, 37].

SIK2 bir¢ok hiicrede cAMP duyarli elemente baglanan protein aracili gen
ifadesinin 6dnemli bir diizenleyicisidir ve p97/VCP (valosin iceren protein) ATPaz ile

etkilesimde olan tek AMPK (AMP ile aktive olan protein kinaz) olarak
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bilinmektedir. Yapilan ¢aligmalarda proteozomal fonksiyonlar tehlikeye girdiginde
SIK2’nin otofajiyi diizenledigi gosterilmistir. SIK2 ve p97/ VCP arasindaki fiziksel
ve fonksiyonel etkilesimler ERAD diizenlenmesinin de temelini olusturmaktadir.
SIK2 p97/VCP ile ER membraninda kolokalize halde bulunmakta ve dogrudan
fosforilasyon ile ATPaz aktivitesini uyarmaktadir. Yabani tip rekombinant SIK2 nin
ekspresyonu bozulmayr hizlandirip, ERAD substratlarinin  uzaklastirilmasini
saglarken ayni etki kinaz inaktif formunda goriilmemektedir. Ayrica gosterilmistir ki;
endojen SIK2’nin down regiilasyonu veya p97/ VCP iizerinde SIK2’nin hedef
bolgesine yapilan mutasyonlar, ERAD substratlarinin bozulmus yikimina ve ER

homeostazinin bozulmasina neden olmaktadir [38].
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6. TUZLA INDUKLENEBILEN KINAZ (SIK)
AILESI

AMPK protein ailesinin iiyesi olan SIK, bir Serin/Treonin kinazdir [39, 40]. Ilk
olarak, SIK1 olarak adlandirilan bu proteinin daha sonra SIK2 ve SIK3 seklinde iki
farkli izoformunun daha oldugu bulunmustur [41] (Sekil 6.1) [40]. Memelilerde
SIK1 mRNA seviyesi testislerde, adrenal bezlerde, beyinde ve iskelet kasinda daha
yiiksek olmasina ragmen yag (adipoz), karaciger ve kalp dokularinda ise diisiiktiir.
SIK2 seviyesi ise adipoz ve karaciger gibi metabolik dokularda daha yiiksektir.
SIK3’iin biitlin dokularda diger izoformlariyla birlikte mevcut oldugu tespit
edilmistir [41, 42].

Kinaz Alani UBA Alani PKA Fosforilasyon Bolgesi

SIK1
776 a.a.

SIK2
931 a.a.

SIK2
1263 a.a.

Sekil 6.1: SIK ailesi.

SIK proteinleri fazlaca korunmus bir kinaz alan1 igermektedir ve bu kistm N-
ucunda bulunmaktadir. Bu alanin hemen yaninda UBA (ubikiitin baglanan) alanm
bulunmaktadir [41]. Biitiin SIK izoformlarinda C-ucunda ise PKA (protein kinaz A)
fosforilasyon bodlgesi mevcuttur ve proteinlerin aktivasyonlar1 bu bélgeden kontrol
edilmektedir. Bu bolgelerin NLS (nukleus yerlesim sinyali) olarak islev gordiigi
diisiiniilmekte ve PKA ile fosforlanmasi sonucu SIK’nin nukleustan sitoplazmaya
goc¢ ettigi ve fonksiyonunun baskilandigi bilinmektedir [43, 44]. Kinaz aktivitesi
tizerinde etkisi olan bir diger fosforilasyon bdlgesi ise kinaz alami iginde
bulunmaktadir. Bu fosforilasyonlar 6ncesi SIK nin kinaz alani katalitik olarak inaktif
halde iken, diger AMPK ailesi proteinlerindeki gibi LKB1 (tiimdr baskilayici kinaz
1) ilgili bakiyeyi fosfarlamakta ve konformasyonel degisimler ile aktive olmasina

neden olmaktadir [39, 45].
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6.1. SIK2

SIK ailesinin bir {iyesi olan SIK2 izoformunun karaciger ve adipoz dokuda
anlatiminin daha fazla oldugu goriilmistiir [42, 47]. SIK2; bu dokularda meydana
gelen sentez, salgilama, depolama gibi bir¢ok onemli islevi gergeklestirmenin yani
sira glukoneogenez ve lipogenez gibi metabolik olaylarda da rol almaktadir.
Adipositlerde lipogenez ve insiilin hassasiyeti gibi olaylarda goérev alan SIK2,
hepatositlerde ise lipogenez ve glukoneogenez tizerinde etkilidir [42, 47, 48].

SIK2 hepatositlerde 6nemli molekiillerin aktivasyon- inaktivasyonunu
saglayarak lipogenez ve glukoneogenezin baskilanmasini  saglamaktadir.
Glukoneogenez TORC2 iizerinden, lipogenez ise ChREBP ve SREBP-1c iizerinden
diizenlenmektedir [41, 49, 50].

6.1.1. SIK2-TORC2-CREB ve Hepatik Glukoneogenez

Glukoneogenez, 6zellikle karacigerde gerceklesen ve gliserol, piruvat, laktat ve
bazi aminoasitler gibi karbonhidrat olmayan karbonlu molekiillerden glukoz
tiretimini saglayan bir siirectir. Kan sekerinin diizenlenmesinde glikoliz ile birlikte
rol alan glukoneogenez, tokluk, besin alimi, hiperglisemi gibi sebeplerden azalirken,
aclik, fazla enerji harcanmasi, hipoglisemi gibi nedenlerden de artmaktadir [50, 51].
Normal durumda glukoz seviyesini dengede tutan bu siire¢, obezite ve diyabet gibi
durumlarda insiilin direncine, hiperglisemiye ve lipogenezde artisa sebep olmaktadir
[50, 52].

SIK2-CRTC2 (TORC2)- CREB yolagi, glukoneogenezin diizenlenmesinde ¢ok
biiyiik 6neme sahiptir. CREB (CAMP- duyarli elemente baglanan protein); onemli
birgok fizyolojik olayda rol oynayan ve CRE (CAMP- duyarl element) adindaki 6zel
DNA dizilerine baglanan 6nemli bir transkripsiyon faktoriidiir, fosforilasyon ile

kontrol edilen bir aktivasyon mekanizmasina sahiptir [28, 48] (Sekil 6.2) [50].
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Sekil 6.2: CREB a), CBP/p300 b) ve TORC2’nin c) islevsel altbirimleri ve
fosforilasyon dizileri.

Hiicre igindeki ilgili hormonlarin hiicre zarindaki G protein bagl reseptorlere
baglanmasi sonucu hiicre i¢inde adenil siklaz aktive olmakta ve cAMP iiretimini
saglamaktadir. c(AMP PKA’nin diizenleyici alt birimine baglanmakta bu sayede de
katalik domeinler nukleusa go¢ etmektedir. PKA aktive olduktan sonra ise CREB’i
Ser133 bakiyesinden fosforlamakta ve bu sayede hedef genlerin transkripsiyonu

artmaktadir [52].
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Sekil 6.3: SIK2’nin CREB bagiml1 gen transkripsiyonu.

CREB fosforilasyonu ile artan hedef genlerin transkripsiyonunun kayda deger
olmadigi ve CRTC yardimei transkripsiyonel aktivatorii ile asil artisin meydana
geldigi tespit edilmistir [42, 50, 51]. CRTC ailesinin {i¢ {iyesi bulunmaktadir fakat
hepatik glukoneogenezde miktar1 artan izoform TORC2’dir [47, 52]. TORC2
promotdr lizerinde bulunan fosforlanmis CREB’e baglanmakta ve REG (diizenleyici
domein) sayesinde aktivasyonu kontrol etmektedir [38, 42]. TORC2 CREB iizerinde
bZIP domeinine baglanmaktadir ve bu durum CRE iizerindeki CREB’in DNA’ya
baglanma afinitesini olumlu olarak etkilemektedir [47, 51].

Aclik halinde kana salman glukagon, hepatosit yilizeyindeki reseptorlere
baglanarak cAMP sentezlenmesine ve artisina neden olmaktadir (Sekil 6.3) [40].
Artan cAMP, PKA’y1 aktiflestirmektedir ve bir yandan CREB’i fosforile ederken
diger tarftan SIK2’yi fosforlamaktadir. SIK2’nin fosforilasyonu CRTC2
fosforilasyonunu onlemekte ve TORC2 nuklusa gogerek CREB’e baglanmaktadir.
Sonug olarak bu transkripsiyon kompleksi Pepck (Pckl), G6Pase ve Pgc-1 gibi
glukoneogenezde oneme sahip enzimlerin anlatimimi arttirmaktadir [50, 53] (Sekil
6.4) [40].

Tokluk durumunda ise SIK2 aktive olmaktadir, fakat bu aktivasyon Akt tarafindan
yapilmamaktadir. SIK2 TORC2’yi Serl71 bakiyesinden fosforlamakta ve 14-3-3
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proteinleri ile demirlemektedir [52, 53]. Ayrica SIK2’nin TORC2’yi fosforlamasi
sonucu, sitoplazmada COP1, E3 ubikiitin ligaz tarafindan yikilmaktadir [54, 55].
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Sekil 6.4: Aclik ve besin alimina bagli olarak SIK?2 aktivitesinin diizenlenerek
glukoneogenezin kontrol edilmesi.

CREB fosforilasyon sonrasinda, CBP ile bir histon asetiltransferaz olan p300
kompleksi ve TAF4 (TBP- bagiml faktor 4) proteinin etkilesimini etkilemekte ve
aktivitesi daha da artmaktadir [56, 57]. Aglik halinde aktive olan p-CREB, CBP/
p300 kompleksinin promotdriindeki histonlar: asetillemekte ve DNA’nin gevseyerek
anlattiminin ~ kolaylagsmasini  saglamaktadir, ayrica CRTC2’yi asettilleyerek
ubikiitinasyonu engellemektedir. Insiilin sinyaline cevaben aktif olan SIK2 ise
CRTC2’yi asetilleyerek degredasyondan koruyan CBP/ p300 kompleksini
fosforlayarak inhibe etmektedir [48, 49, 55]. Sonug olarak ya SIK2 ya da diger
etkenler, transkripsiyon kompleksinin {iyelerini inhibe ederek glukoneogenik

genlerin anlatimini engellemektedir.

6.1.2. SIK2 VE Hepatik Lipogenez

Lipogenez, beslenme sirasinda alinan glukozun fazlasini depolamak amaciyla
glikozdan yag asidi sentezi ve esterifikasyonu ile triagilgliserol olusturulmasidir [40,

58]. Insiilin ve glukagon glukoz alimi ve iiretimi arasindaki dengenin yani sira lipid
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depolanmasi ve yikilmasi arasindaki dengeyi de diizenlemektedir. Besin alimint ile
artan insiilin, hem karacigerde hem de adipoz dokuda SREBP (SRE’ye baglanan
protein) protein ailesi tarafindan gergeklestirilen lipogenik gen ifadesi ile
lipogenezde artisa neden olmaktadir [58].

SREBP ailesi SREBP-1 ve SREBP-2 seklinde iki izoformdan olugmaktadir.
Hiicrede sterol miktar1 azaldiginda, insiilin vb. sinyaller ER zarinda inaktif olarak
bulunan SREBP’in golgiye gonderilmesini ve proteazlar ile kesilerek, transkripsiyon
domeininin serbest kalmasini saglamaktadir [58, 59]. Serbest kalan SREBP
sitoplazmaya ge¢cmekte ve ordan nukleusa go¢ etmektedir, nukleusta Fasn, Acc gibi
lipogenik genlerin transkripsiyonunu saglamaktadir [59, 60, 61] (Sekil 6.5) [40].
SREBP2 genellikle streol sentezinde gorevli genlerin anlatiminmi saglamaktadir,
SREBP-1a ve SREBP-1c ise lipogenik genlerin transkripsiyonunda rol almaktadir.
Hepatik lipogenezde ise SREBP-1c¢’nin rol oynadigi bilinmektedir [60, 61].

SIK2 adipositlerde lipogenezi indirgemektedir [46] bunun yani sira, SIK ailesi
proteinlerinin de hepatositlerde SREBP-1¢’yi fosforlayarak lipogenezi azalttigi
gosterilmistir  [62]. Ayrica bir transkripsiyonel koaktivatér olan ChREBP
(Karbonhidrat-duyarl: elementlere baglanan protein) de SREBP-1c’ye paralel bir
sekilde gorev yapmakta ve hepatik lipogenezde dnemli rol oynamaktadir[48, 63]. Bir
histon asetiltransferaz olan p300, ChREBP’nin transkripsiyonel aktivasyonunun
diizenlenmesinde 6nemli bir rol oynamaktadir ve SIK2 tarafindan fosforlanarak

lipogenezin azalmasini saglamaktadir [40, 48].
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Sekil 6.5: Artan glukoz seviyesine bagl olarak lipogenezin SIK proteinleri
aracilifiyla diizenlenmesi.
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6.1.3. SIK2 ve Insiilin Hassasiyeti

Insiilin hormonu tokluk, hiperglisemi gibi durumlarda pankreatik p-

hiicrelerinden kana salinan metabolik bir diizenleyicidir. Kanda glukoz seviyesi
yiikseldiginde, insiilin glukozun hiicre i¢ine alinmasi ve enerji iliretimi, lipid ve
glikojen olarak depolanma yollariyla kandaki seviyenin  diisiiriilmesini
saglamaktadir. Insiilin lipogenezi arttirmakta ve hepatik glukoneogenezi
durdurmaktadir. Obezite ile ortaya cikan tip 2 diyabette glukoz ve yag sentezinin
devam ettigi insiilin direnci ortaya ¢ikmaktadir. Insiiline yanit verebilen karaciger
adipoz kas ve hatta noronlarda segici insiilin direncine neden olan mekanizma heniiz
aydinlatilammais olmakla birlikte obez ve diyabetli bireylerin bu doku larinda
mevcut ER stresin bu segicilikte rol aldig: diistiniilmektedir [62, 63, 64].
Insiilinin kandaki konsantrasyonu arttiginda, hiicre yiizeyindeki insiilin reseptdrlerine
(IR) baglanmaktadir. IR, bir tirozin kinaz reseptoriidiir ve insiilin baglanmasi ile
otofosforile olarak aktive olmaktadir. Aktivasyon sonrasi IR hiicre i¢indeki adaptor
molekiil olan IRS (insiilin reseptor substrat) proteinlerini fosforlar ve IRS1, PI3K
gibi hiicre i¢i sinyalinde gorevli proteinlere baglanir. PI3K ise Akt (PKB)
aktivasyonu ile metabolik yolaklart kontrol etmektedir [65, 66, 67]. Yapilan
calismalar SIK2 tarafindan aktive olan CRTC2’nin, diagilgliserol (DAG) sentezinde
rol alan LIPIN1 transkripsiyonunu arttirarak, hepatositlerde insiilin hassasiyetini
azaltigin1 tespit etmistir [68]. Ayrica adipositlerde SIK2’nin direk olarak IRS1’i
fosforlayarak (insanda Ser794, farede Ser789) inhibe ettigi ve insiilin sinyalindeki
bozukluklara (PI3K, Akt) paralel olarak lipogenezi azalttigi gosterilmistir [40, 41]
(Sekil 6.6) [42].

S M

insiilin Direnci

Sekil 6.6: SIK ve insiilin hassasiyeti arasindaki molekiiler mekanizma.

23



/. MATERYALLER

7.1. Hiicre Hatlar1 ve Plazmidler

Hek 293T hiicre hattt abm’den temin edilmistir. pCDNA4-HIS-SIK2WT ve
PcDNA4-HIS-SIK2K! plazmidleri Bogazici Universitesi’nden temin edilmistir.

7.2. Kimyasallar

Dulbecco’s Modified Eagle Medium-DMEM (Lonza, BE12-604F), Fetal
Bovine Serum (BIOWEST, S181G-500), 10X Tripsin- EDTA (Pan Bio, P10-
024100), Penisilin-Streptomisin (P/S) (Pan Bio, P06-07100), 10X PBS (LONZA,
BE17-517Q), Thapsigargin (Santa Cruz, sc-24017A), Yagsiz siit tozu (AppliChem,
A0830), Genopure Plasmid Midi Kit (Roche, 03143414001), 20X LumiGLO ECL
(Cell Signaling, 7003), DMSO (Sigma-Aldrich, D5879), SIK2 Antikoru (Cell
Signaling, 6919), Calnexin Antikoru (Cell Signaling, 2679), BiP Antikoru (Cell
Signaling, 3177), Fosfo-AMPK Substrat” Motif Antikoru (Cell Signaling, 5759), B-
Aktin  Antikoru (Santa Cruz, sc-47778), Turbofect Transfeksiyon Soliisyonu
(Thermo Fisher Scientific, R0531), HEPES (AppliChem, A1069), 660 nm Protein
Assay Soliisyonu (Thermo Fisher Scientific, 22660), EGTA (AppliChem, A0878),
Siikroz (Duchefa Biochemie, S0809), Ure (Merck Millipore, 108487), Tioiire (Merck
Millipore, 107979), Chaps (Thermo Fisher Scientific, 28300), Amfolit Soliisyonu
(Sigma- Aldrich, 10043), DTT (AppliChem, A1101), Iyot Asetamid (Sigma-
Aldrich, 11149), Metanol (Sigma- Aldrich, 34885), Kloroform (Merck Millipore,
102444), Likrosolv Su (Merck Millipore, 115333), Overlay Agaroz (Bio-Rad,
1632111), ReadyStrip IPG Strips (Bio-Rad, 1632002), APS (AppliChem, A1142),
Temed (AppliChem, A1148), Akrilamid Soliisyonu (% 30) (AppliChem, A4983),
Sypro Ruby (Thermo Fisher Scientific, S12000), PVDF Membran (0,45uM) (Merck
Millipore, IPVH00010), Anti- Rabbit ikincil Antikor (Cell Signaling, 7074), Anti-
Mouse ikincil Antikor (Cell Signaling, 7076).
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7.3. Cihazlar ve Diger Malzemeler

CO; Iinkiibatérii (Binder), Laminar Akim Kabini (Clean Air), Su Banyosu
(Memmert), Plate Okuyucu (Thermo, Varioskan Flash), Istk Mikroskobu (Nikon
TMS), Dikey Elektroforez ve Transfer Sistemi (BioRad Mini Protean), Sogutmali
Mikrosantrifiij (Beckman Coulter, 22R), Santrifiij (Beckman Coulter, Allegra X-22),
Ultrasantrifiij (Beckman Coulter, Optima MAX- XP), Potter- Elvehjem PTFE
tokmak ve cam tiip (Sigma- Aldrich, P7734), Hassas Terazi (Precisa), 15 ml ve 50 ml
Santrifiij Tipleri (CAPP), 1,5 ml ve 2 ml Santriftij Ttpleri (Axygen), 0,2 um ve 0,45
um Siringa ucu Filtre (TPP), -80°C Dondurucu (Sanyo, MDF-192), Hiicre kiiltiirii
kaplar1 ve dondurma tiipleri (TPP), Cam malzemeler (Isolab), pH Metre (Mettler
Toledo), Jel Goriintiileme Sistemi (BioRad, ChemiDoc XRS+), Vortex (IKA), Sivi
Azot Tanki (Arpege 140), Otoklav (Hirayama, HVE-50), Mikro Pipetorler (Thermo
ve Gilson), Filtreli ve Filtresiz Mikropipetor Uglar1 (CAPP), Serolojik Pipetler
(CAPP), Calkalayict (IKA, Yellow line), Isitict Blok (VWR), Manyetik Karistirici
(Heidolph), izoelektrik Fokuslama Cihaz1 (Bio-Rad, Protean IEF Cell).

7.4. Kullanilan Soliisyonlar

10X SDS- Yiiriitme Tamponu: 30,3 g Tris baz, 144,1 g Glisin ve 10 g SDS
1L distile su icerisinde ¢Ozlilmiistiir. Kullanilacagi zaman ise 1X olacak sekilde
seyreltilmistir.

10X Transfer Tamponu: 30,3 g Tris baz ve 144,1 g Glisin 1L distile su
icerisinde ¢oOziilmistlir. Kullanilacagi zaman ise %10 10X Transfer Tamponu, %20
Metanol ve %70 distile su olacak sekilde 1X haline getirilmistir.

1X PBS: 10X PBS steril distile su ile 1:10 oraninda seyreltilmistir.

1X Tripsin- EDTA: 10X Tripsin- EDTA steril distile su ile 1:10 oraninda
seyreltilmistir.

10X TBS: 24,2 g Tris baz ve 88 g NaCl 1L distile su icerisinde ¢oziilmiistiir.

1X TBS-T: 10X TBS distile su ile 1:10 oraninda seyreltilmistir ve igerisine
9%0,1 olacak sekilde Tween 20 eklenmistir.

4X SDS Yiikleme Boyasi: 0,2 M Tris-HCI (pH 6,8), %8 SDS, %40 Gliserol,
%4 PB-merkaptoetanol, 50 mM EDTA ve %0,08 Bromofenol mavisi (BPB) su

icerisinde iyice ¢Oziilmiistiir ve -20°C’de muhafaza edilmistir.
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LB Broth: 5 g Tripton, 2,5 g Yeast Ekstraktt ve 5 g NaCl 1L su igerisinde
¢Oziilmiistiir ve otoklavlanarak steril hale getirilmistir.

%35 Membran Bloklama Soliisyonu (Siit): Yagsiz siit tozu %5 olacak sekilde
tartilmistir ve 1X TBS-T igerisinde ¢oziilmiistiir.

I mM Thapsigargin (THA): 1 mg THA, 1,54 ml DMSO igerisinde
¢ozlilmistiir ve -20°C’de muhafaza edilmistir.

Hiicre Dondurma Besiyeri: %5 DMSO, %10 FBS ve %85 DMEM’den
olusan besiyeri 4°C’de muhafaza edilmistir.

ER Izolasyon Soliisyonu: 10 mM HEPES (pH: 7.8), 250 mM Siikroz, 25 mM
Potasyum Kloriir, 1 mM EGTA ve proteaz /fosfataz inhibitorleri distile su igerisinde
¢Ozilmiistiir.

2D Lizis Soliisyonu: 7 M Ure, 2 M Tioiire, %4 CHAPS, 50 mM DTT ve
proteaz /fosfataz inhibitorleri likrosolv su icerisinde ¢oziilmiistiir.

Ekilibrasyon Soliisyonlari: 50 mM 1,5 M Tris- HCI (pH 8,8), 6 M Ure, %20
Gliserol ve %2 SDS likrosolv su igerisinde ¢Oziilmiistiir ve -20°C’de muhafaza
edilmistir. Kullanmadan 6nce birinci soliisyona 0,02g/ml olacak sekilde DTT, ikinci
soliisyona ise 0,025g/ml olacak sekilde Iyot Asetamid eklenmistir.

Fiksasyon Soliisyonu: %50 Metanol, %7 Asetik Asid ve %43 Likrosolv su
olacak sekilde hazirlanmistir.

Yikama Soliisyonu: %5 Metanol, %7 Asetik Asid ve %88 Likrosolv su

olacak sekilde hazirlanmistir.
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8. YONTEMLER

8.1. Hiicre Kiiltiirii ve Pasajlama

HEK293T hiicreleri %10 FBS, %1 P/S ve 4.5 g/l glukoz (yiiksek- glukoz)
iceren DMEM’de biyiitiilmistiir. Hiicreler %5 CO2 igeren ve 37°C olan bir
inkiibatorde muhafaza edilmistirr DMEM 4°C’de saklanmis ve kullanmadan Once
37°C olan steril su banyosunda isitilmigtir. HEK293T hiicreleri %90 yogunluga
ulagsmadan pasajlanmistir. Petrideki besiyeri vakum yardimiyla uzaklastirildiktan
sonra onceden 1sitilmig 1X PBS ile yikama yapilmistir. Hiicreleri ylizeyden
uzaklagtirabilmek i¢in 1X Tripsin uygulamasi yapilmis ve petri kab1 2-3 dk 37 °C’de
inkiibe edilmistir. Tripsini inaktive edebilmek icin 2 kati kadar besiyeri petriye
eklenmis ve karisim pipet yardimi ile santriflj tiipiine aktarilmistir. 500 g 3 dk
santrifiij sonrast iist sivi uzaklastirilmisg, hiicre pelleti taze besiyeri i¢inde ¢oziilmiig

ve seyreltilmis olarak yeni petrilere ekim yapilmistir.

8.2. Hiicrelerin Dondurulmasi

Tripsin muamelesi sonucu kaldirilip, besiyeri yardimi ile ndtralize edilen
hiicreler hemositometre yardimiyla sayilmistir ve 500 g 3 dk santrifiij yapilmistir.
Pellet hiicre dondurma besiyeri i¢inde ¢oziilmiistiir ve dondurma tiipiine aktarilmistir.
Bu tiip 2 saat -20°C’de muhafaza edildikten sonra -80°C’ye transfer edilmistir. Ertesi

giin stoklar s1v1 azot tankina aktarilmistir.

8.3. Hiicrelerin Coziilmesi

1 adet dondurma tiipii sivi azot veya -80°C’den alinmistir ve hizlica
37°C’deki su banyosunda c¢ozilmiistiir. Coziilen hiicreler, iginde taze besiyeri
bulunan santrifiij tiipiine aktarilmistir ve 500 g 3 dk santrifiij yapilmistir, pellet ise

besiyerinde ¢oziilmiis ve bir petriye aktarilmistir.
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8.4. 293T Hiicrelerinin Transfeksiyonu

Transfeksiyon 150 mm petrilerde Turbofect transfeksiyon soliisyonu ile
gerceklestirilmistir. Plazmid ve transfeksiyon soliisyonu miktarlart tireticinin
protokoliine gore diizenlenmistir. Hiicreler transfeksiyondan bir giin Once,
transfeksiyon giintinde %70-80 yogunlukta olacak sekilde ekilmisitr. Hiicrelerin
besiyeri transfeksiyondan 7-8 saat sonra antibiyotikli biiylitme besiyeri ile

degistirilmistir. Transfeksiyon siiresi 36 saat olarak ayarlanmistir.

8.5. THA uygulanmasi

Transfeksiyonu yapilmis olan hiicrelere ertesi giin (yaklasik 30 saat sonra) son
konsantrasyonu 1 pM olacak sekilde THA veya DMSO uygulamasi yapilmistir.

Hiicreler 6 saat sonra bir sonraki basamak i¢in toplanmustir.

8.6. SDS- PAGE Jel Elektroforezi ve Western Blot

%210 alt jel (29:1, akrilamid:bis-akrilamid orani) donduktan sonra, {ist jel %5
olacak sekilde hazirlanmistir. Ornekler 4X SDS yiikleme boyasi yardimiyla
hazirlanip, 95°C’de 5 dk isitilmistir ve kuyulara yiikleme yapilmustir. Jel proteinler
alt jele gegcene kadar 80V da, daha sonra ise 120 V’da yiiriitiilmiistiir. Yiiriitme BPB
alt jelden ¢ikana kadar devam etmistir ve daha sonra proteinler PVDF membrana
100V’da 2 saat siireyle soguk odada transfer edilmistir. Transferden sonra %35
membran bloklama soliisyonu ile 1 saat oda sicaklifinda c¢alkalayic1 yardimiyla
inkiibasyon yapilmigtir. Daha sonra membran TBS-T ile 3 defa yikanmis ve 4°C’de
gece boyunca primer antikor ile ¢alkalayicida inkiibe edilmistir. Ertesi giin TBS-T ile
3 defa yikama yapildiktan sonra HRP- bagli ikincil antikor ile oda sicakliginda 2 saat
calkalayicida inkiibasyon yapilmistir. Bu islemden sonra membranlar 3 kere TBS-T

ile yitkanmis ve ECL yardimu ile goriintiillenmistir.

8.7. ER (Mikrozom) izolasyonu

4 adet 150 mm petrilerdeki hiicreler tripsin yardimiyla kaldirilmis ve santrifiij

sonrasi pellet 1X PBS ile yikanmistir. PBS uzaklastirildiktan sonra pelletin {izerine

28



24 ml taze ER izolasyon sollisyonu eklenmistir ve pellet soliisyon i¢inde
cozlilmiistiir. Her seferinde 1,2 ml hiicre silispansiyonu dounce homojenizator
yardimiyla 300rpm’de 20 vurus ile homojenize edilmistir. Homojenize edilen
hiicreler 2500 rpm 10 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir ve bu sayede niikleer ve hiicresel
pelletler elde edilmistir. Bir sonraki basamakta silipernatant yeni bir ependorfa
alinmigtir ve 14000 rpm 15 dk 4 °C’de santrifiij edilmistir ve mitokondriyel pellet
elde edilmistir. Siipernatant ultrasantrifiij tiipiine aktarilmistir ve 43000 rpm 1 saat 15
dk 4 °C’de santrifiij edilmistir. Mikrozomal pellet 2D lizis soliisyonu yardimi ile
¢cozlilmiistiir ve proteinlerin konsantrasyonlart 660 nm protein assay yardimi ile

Olclilmiistiir.

8.8. Protein Konsantrasyonlarinin Olciilmesi

Konsantrasyonlarin tespiti 660 nm protein assay yardimi ile Olgiilmiistiir.
Protein Ornekleri ve 0,05- 2 mg/ml araligindaki sigir serum albiimini (BSA)
diliisyonlart 150 ul 660 nm assay soliisyonu ile karistirillmistir. Oda sicakliginda
gerceklesen 5 dakikalik inkiibasyon sonrasi absorbanslar 660 nm’de tespit edilmistir.

Orneklerin konsantrasyonlar: standart egri yardimu ile tespit edilmistir.

8.9. Metanol- Kloroform Coktiirmesi

150 pg ER protein ekstrakt: 600 pl metanol, 150 pl kloroform ve 450 ul su ile
karistirilmisitr. Ornekler vortekslenmis ve 14000 g 1 dk santrifiij yapilmustir. Ust
kisimda kalan metanol/ su karigimi ara katmandaki protein rahatsiz edilmeden
uzaklagtirllmigtir. 600 pl metanol oOrnekleri yikamak icin eklenmistir, tiipler
vortekslenmis ve 20000 g 5 dk santrifiij yapilmistir. Daha sonra ise 2 kez soguk
metanol ile yilkama yapilmistir. Son santrifiij sonrasi siipernatantlar uzaklastirilmas,

pelletler kurutulmus ve 2D lizis soliisyonu i¢inde ¢oziilmiistiir.

8.10. 2D SDS- PAGE

2D SDS PAGE ile protein ayrimi iki basamakta ger¢eklesmektedir, ilk ayrim
izoelektrik fokuslama (IEF) iken ikinci ayrim SDS-PAGE’dir. Ik ayrimda proteinler
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izoelektrik noktalarma gore ayrilirken, ikinci ayrim molekiiler agirliklara gore
gerceklesmektedir.

IIk olarak ¢dziinmiis proteinler oda sicakligina getirilmistir ve proteinler
konsantrasyonlar1 25 pg olacak sekilde ayarlanmistir. Proteinler 50 mM DTT, %0,2
Amfolit, 2D lizis soliisyonu ve renk vermesi icin birka¢ damla eklenen BPB ile
toplam hacim 125 pl olacak sekilde birlestirilmistir. Karigim 2D kabina eklenmistir
ve lizeri strip ile kapatilmistir. Strip’in proteinleri emmesi i¢in yaklasik 1 saat
beklenmistir ve daha sonra 1-2 ml mineral yag buharlasmay1 6nlemek igin stripin
tizerine eklenmistir. Gece boyunca rehidrasyon islemi gergeklesmistir. Stripler, telleri
lizerine yiiksek akim sebebiyle meydana gelebilecek yanmay1 6nlemesi igin, su ile
1slatilmig whatmann kagitlari yerlestirilmis 2D kaplarma aktarilnustir. Uzerine ise
mineral yagi eklemesi yapilmigtir. IEF (20°C, hizli, 10000 V/saat, 4000 V) yaklasik
olarak 4 saat siiren bir programda yiiriitiilmiistiir. Stripler oda sicakliginda 15 dk
Ekilibrasyon 1 ve 15 dk Ekilibrasyon II soliisyonlarinda ¢alkalayict yardimi ile
inkiibe edilmistir. Daha sonra 1X SDS- Yiiriitme tamponunda kisa bir siire
bekletilmis ve ikinci boyu icin jel iizerine yerlestirilmistir. Jel ile strip arasinda
bosluk kalmasin1 6nlemek icin strip iizerine overlay agaroz eklenmistir ve donmasi
icin bekletilmistir. Daha sonra jel soguk odada 200 V’da yiiriitiilmiis ve boyutlarina
gore bir ayrim yapilmustir. Jel 1 saat ¢alkalayicida fiksasyon soliisyonu ile muamele
edilmis ve 3 kere 10 dk likrosolv su ile yikanmstir. 1:1 oraninda su ile diliie edilmis
Sypro Ruby ile gece boyunca galkalayicida birakilmistir. Ertesi giin jeller yikama
sollisyonu ile 30 dkka yikanmis, ardindan ise 3 kere 5 dk su ile yikama yapilmistir.
Jellerin goriintiileri UV altinda gri tonlama ile ChemiDoc XRS+ yardimi ile

yapilmistir. Analizler ise Imagemaster 2D Platinum programi ile yapilmistir.
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9. SONUCLAR

9.1. HEK293T Hiicrelerinin WT-SIK2 ve KI-SIK2 ile
Transfeksiyonu, ER Stres Olusturulmasi ve ER izolasyonu

THA ER’de Ca*? birikmesine neden olmaktadir, bu nedenle de ER stres ajani
olarak kullanilmaktadir. Hiicrelere WT-SIK2 ve KI-SIK2 plazmidleri ile
transfeksiyon yapilmis, yaklasik 30 saat sonra ise 6 saatlik bir THA uygulamas: ile
stres olusturulmustur. Transfeksiyon ve stres olusumu Western Blot yontemi ile

analiz edilmistir.

| Tha (-) | | Tha (+) |
His WT KI His WT KI
siK2 —_— ——— W —
BiP . — s —
B- aktin AN AES AN ARG A —

Sekil 9.1: HEK293T hiicrelerinde transfeksiyonun ve stres olusumunun gosterilmesi.

9.2. ER orneklerinin 2D i¢in hazirlanmasi

Hiicreler tripsin muamelesi ile kaldirildiktan sonra, homojenizasyon ve
santrifiij basamaklar1 yardimiyla ER fraksiyonlar:1 (mikrozomlar) elde edilmistir.
Mikrozomlarmin ER 6zgiinliikleri, spesifik ER markir1 olan Calnexin ile Western

Blot yardimiyla dogrulanmuistir.

ER M C

Calnexin | “——

B-actin | . D c—

Sekil 9.2: ER fraksiyonlarinin izolasyonlarmin gosterilmesi (Calnexin ER markiri
olarak kullanilmistir. M: Mitokondriyel fraksyon C: Sitozol).
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9.3. Proteinlerin Fosfo-AMPK Substrat Antikoru ile
Kontrolu

293T hiicrelerinden elde edilen total ve ER proteinleri SDS-PAGE jelde,
Western Blot ile SIK2 ile ayni1 fosforilasyon motifini paylasan anti fosfo AMPK
substrat antikoru (IRS1/pS794) yardimiyla belirlenmeye c¢alisilmistir. Total hiicresel
lizat ve ER lizatlarinda benzer bantlarin varligi, antikorun 06zgiin olmayan bir

baglanma karakteri sergiledigini isaret etmektedir.

ER proteini
Total WT-SIK2  WT-SIK2+  KI-SIK2 KI-SIK2+
Protein Tha Tha
-
- : - -
- - -
‘__ ——
e —

Sekil 9.3: 293T hiicrelerinden elde edilen total ve ER protein lizatlarinda AMPK
fosfo 6zellikli substrat antikor etkinliginin test edilmesi.

9.4. ER Proteomunun (Retikiilom) 2D SDS PAGE ile
analizleri

ER izolasyonundan elde edilen lizatlar pH 3- 10 nonlinear IPG striplere
yiiklendi. IPG stripler birinci boyuttaki ayrimdan sonra, ikinci boyut i¢in %10 SDS-
PAGE’de yiiriitiildi. Daha sonra ise Sypro Ruby ile muamele edilip UV altinda
ChemiDoc-XRS+ ile gorintiisii alindi. Analizler ise Imagemaster 2D Platinum

programi yardimi ile yapildi.
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Sekil 9.5: Jel 1’in replikasi (Jel2).

WT- SIK2 Tha (-) jellerinde toplam 412 adet spot tespit edilmistir.
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e

E W
Sekil 9.6: Tha uygulamasi yapilmig, WT-SIK2 transfeksiyonu sonucu elde edilen
lizatlarin gosterimi (Jel 3).

Sekil 9.7: Jel 3’lin replikasi (Jel4).

WT- SIK2 Tha (+) jellerinde toplam 373 adet spot tespit edilmistir.
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Sekil 9.8: KI-SIK2 transfeksiyonu sonucu elde edilen lizatlarin gosterimi (Jel 5).

Sekil 9.9: Jel 5’in replikas1 (Jel 6).

KI- SIK2 Tha (-) jellerinde toplam 603 adet spot tespit edilmistir.
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Sekil 9.10: Tha uygulamasi yapilmis, KI-SIK2 transfeksiyonu sonucu elde edilen
lizatlarin gosterimi (Jel 7).

Sekil 9.11: Jel 7’nin replikas1 (Jel8).

KI- SIK2 Tha (+) jellerinde toplam 798 adet spot tespit edilmistir.
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9.5. ER Lizatlan ile Elde Edilen Jel Goriuintiilerinin Fosfo-
AMPK Substrat Antikoru ile Kontrolii

ER izolasyonu sonucunda yapilan 2D yontemiyle elde edilen jeller PVDF

membrana aktarilmis ve antikor muamelesi ile Fosfo-AMPK motifi belirlenmistir.

Tha (-)

Tha (+)

Sekil 9.12: ER stresine bagli olarak gegici WT-SIK2 ifadesi saglanan hiicrelerden
elde edilen ER lizatlarinin, 2-D SDS-PAGE sonras: transfer edildigi yiiksek protein
baglama kapasitesine sahip membranlarda AMPK’a 6zgiin anti pS motif antikoru
kullanilarak ER 6zgiin substratlarinin belirlenmesi.

Tha (-)

Tha (+)

Sekil 9.13: ER stresine bagl olarak, kinaz inaktif KI-SIK2 ifadesi saglanan
hiicrelerden elde edilen ER lizatlarinin, 2-D SDS-PAGE sonras: transfer edildigi
yiiksek protein baglama kapasitesine sahip membranlarda AMPK’a 6zgiin anti pS
motif antikoru kullanilarak ER 6zgiin substratlarinin belirlenmesi.
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Membranlar tizerinde LXRXX(pS/pT) motifine sahip proteinlerin tespiti igin
yaptlan bu Western Blot sonucunda, bekledigimiz sekilde bir tespit
gerceklestiremedik. Bunun sebeplerinden biri antikorun ¢alismasi igin yeterli protein
miktarinin membranlarda bulunmayis1 olabilir, bir ¢éziim olarak fosfo protein
zenginlestirilmesi yapilabilir. Ayrica total hiicresel lizat ve ER lizatlar ile yapilan
Western Blotda da goriildiigli lizere antikor 6zgiin olmayan bir baglanma karakteri

sergilemektedir ve bu sebeple istenilen sonuglar elde edilemiyor olabilir.

9.6. 2D Jellerinin Imagemaster 2D Platinum ile analizi

Jeller UV altinda goriintiilendikten sonra analizleri Imagemaster 2D Platinum
kullanilarak yapilmigtir. Programda goriintiiler WT- SIK2 Tha (-)/ WT- SIK2 Tha
(+), KI- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha (+), WT- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha (-), WT-
SIK2 Tha (+)/ KI- SIK2 Tha (+) olacak sekilde gruplanmig ve birbirleriyle

kiyaslanmistir.

WT-SIK2 -
Tha (+)

Sekil 9.14: WT-SIK2 Tha (-) ve (+) jellerinin kiyaslanmasi (Kirmizi: Tespit
edilenler, Yesil: Eslesenler).

Goriintiide yesil ile gosterilen protein lekeleri (spotlar) jellerde tespit edilmis
biitiin spotlar1 gostermektedir, kirmizilar ise WT- SIK2 Tha (-) ve WT- SIK2 Tha (+)
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jellerinde birbiri ile gakisan, eslesmis spotlart gostermektedir. Bu iki grup arasinda

toplam 45 adet eslesmis spot bulunmaktadir.

Tablo 9.1: WT- SIK2 Tha (-) ve WT- SIK2 Tha (+) jellerinde tespit edilen spotlardan
kayda deger farkliliklar gosterenler.

) WT-SIK?2 WT-SIK?2
Match ID Range Ratio
Tha (-) Tha (+)
5 6,58668 1,28817 0,195571
16 45,572 0,0232386 1,05903
28 4,49898 1,6085 7,23662
31 29,815 0,52976 0,0181695
1. Replika 2. Replika
L st
- ﬁ‘g H&‘ g 1
KI- SIK2 1
Tha (-)
KI- SIK2
Tha (+)

Sekil 9.15: KI-SIK2 Tha (-) ve (+) jellerinin kiyaslanmasi (Kirmizi: Tespit edilenler,
Yesil: Eslesenler).

Goriintiide yesil ile gosterilen spotlar jellerde tespit edilmis biitiin spotlari
gostermektedir, kirmizilar ise KI- SIK2 Tha (-) ve KI- SIK2 Tha (+) jellerinde birbiri
ile ¢akisan, eslesmis spotlar1 gostermektedir. Bu iki grup arasinda toplam 75 adet

eslesmis spot bulunmaktadir.
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Tablo 9.2: KI- SIK2 Tha (-) ve KI- SIK2 Tha (+) jellerinde tespit edilen spotlardan
kayda deger farkliliklar gosterenler.

Match ID Range Ratio KI-sike Kl-sike
Tha (-) Tha (+)
1 100,86 2,31943 0,0982336
28 31,8762 0,277131 0,012962
29 18,5481 0,0131519 0,243943
30 9,03872 1,57652 0,174419
35 7,97172 0,0930945 0,742124
59 13,8875 0,200035 0,0144039
69 53,2042 0,0260041 1,38352
73 22,4726 0,828992 0,036889
75 7,45303 0,0393939 0,13418

Ki- SIK2

Sekil 9.16: WT- SIK2 Tha (-) ve KI- SIK2 Tha (-) jellerinin kiyaslanmasi (Kirmizi:
Tespit edilenler, Yesil: Eslesenler).

Goriintiide yesil ile gosterilen spotlar jellerde tespit edilmis biitiin spotlari
gostermektedir, kirmizilar ise WT- SIK2 Tha (-) ve KI- SIK2 Tha (-) jellerinde
birbiri ile ¢akisan, eslesmis spotlar1 gostermektedir. Bu iki grup arasinda toplam 105

adet eslesmis spot bulunmaktadir.
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Tablo 9.3: WT- SIK2 Tha (-) ve KI- SIK2 Tha (-) jellerinde tespit edilen spotlardan
kayda deger farkliliklar gosterenler.

Match ID Range Ratio WT-SIK2 KI-SIK2
0 4,25302 2,40026 0,564367
9 12,6757 0,174512 2,21206
16 78,8903 1,18596 0,0164575
17 78,3562 0,549709 0,0152307
18 223,435 0,794557 0,0134796
41 149,765 1,28817 0,0086013
60 10,2737 1,13131 0,110116
70 9,85455 0,574366 0,0582843

1. Replika 2. Replika

WT- SIK2
Tha (+)

KI- SIK2
Tha (+)

Sekil 9.17: WT- SIK2 Tha (+) ve KI- SIK2 Tha (+) jellerinin kiyaslanmasi (Kirmizi:
Tespit edilenler, Yesil: Eslesenler).

Goriintiide yesil ile gosterilen spotlar jellerde tespit edilmis biitiin spotlari
gostermektedir, kirmizilar ise WT- SIK2 Tha (+) ve Kl- SIK2 Tha (+) jellerinde
birbiri ile ¢akigan, eslesmis spotlar1 gostermektedir. Bu iki grup arasinda toplam 68

adet eslesmis spot bulunmaktadir.
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Tablo 9.4: WT- SIK2 Tha (+) ve KI- SIK2 Tha (+) jellerinde tespit edilen spotlardan
kayda deger farkliliklar gosterenler.

Match ID

24

36

Range Ratio

53,29

3,73658

7,01681

WT-SIK2+Tha

0,39465

0,237286

0,689287

KI-SIK2+Tha

0,0110721

0,886637

0,0982336
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10. TARTISMA

Yiiksek kalorili diyetle birlikte, azalan fiziksel aktiviteye bagli olarak kiiresel
Olgekte epidemik boyutlara wulasan obezite hiper glisemi, hiperinsiilinems,
dislipidemi, inme, kalp damar hastaliklar1 ve tip 2 diyabet gibi hastaliklara zemin
hazirlayarak insan yasam kalitesini ciddi bir sekilde olumsuz etkilemektedir. ER stres
durumunda katlanmayan veya yanlis katlanan proteinler ER liimeninde birikerek ER
dengesini bozar ve sonugta ER membraninda yer alan UPR, ERAD, RIDD ve otofaji
gibi uyum mekanizmalariin aktivasyonu ile ER protein dengesi yeniden saglanmaya
calisilir. Bu adaptasyona yonelik sistemin protein dengesini saglamada basarili
olamamast durumunda yolaklarin uzun siireli aktivasyonu apoptoza yol agarak
hiicrenin yok olmasini saglanir. ER da yer alan bu uyum mekanizmalarinin 6zellikle
farkli stres kosullarda nasil diizenlendigi konusundaki bilgilerimiz halen kisithidir.
Dolayisi ile bu mekanizmalar1 obezite, norodejeneratif hastaliklar ve kanser gibi
patolojik durumlarda kontrol altina almak bu hastaliklarin tedavisi agisinda oldukca
onemli goriilmektedir.

SIK2 hayati metabolik siiregler iizerinde rol oynayan onemli bir kinazdir.
Aragtirmalar gostermektedir ki obez bireylerde diisiik dereceli inflamasyon ve kronik
ER stres ile birlikte enerji metabolizmasini1 kontrol eden glukneogenez ve lipogenez
gibi yolaklarda hasarlar meydana gelmektedir. Obez hayvan modellerinde ve
insanlarda SIK2 diizey ve aktivitesinin 0zellikle yag dokuda artarken karacigerde
azaldig rapor edilmistir. SIK2 knockout fare modelleri ile yapilan son ¢aligmalar
SIK2’nin yag hiicrelerinin farklilagmasi i¢in gerekli oldugunu ortaya koymaktadir.
Bunun disinda SIK2 nin aksojen ifadesi obez fare modellerinde karaciger
yaglanmasim1 Onelemektedir. Sik2 nin daha once bahis edilen metabolik agirlikli
roliine ek olarak oOzellikle protein dengesinde (proteostatis) ERAD ve otofajiyi
diizenleyerek onemli rol oynadigmni gosteren Onemli ¢aligmalar bulunmaktadir.
Bunlardan ilki i¢in bir AAATPase olan translokaz olan p97/ VCP activitesini
artirarak ERAD’1 artirdigi bilinirken otofagozom olusumundaki rolii hakkinda
bilgilerimiz oldukga sinirladir. Bu ¢aligsmalar bir biitiin olarak ele alindiginda SIK2
nin ER 06zgiin bu bilinen substratlar1 disinda diger fonksiyonlari i¢in farklt ER

yerlesik substratlar1 kullanabilecegini akla gelmektedir.
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Bu calismada iki ana hedefi akut ER stresi varliginda SIK2’nin p97/VCP
disindaki muhtemel substratlarinin belirlenmesi ve SIK2’nin total retikiilom iizerine
etkilerinin 2-D SDS-PAGE ile analiz edilmesidir (Sekil 5.3). Bu tez ¢alismasinda
SIK2 ‘nin ER stres, UPR, ve hiicre hemostazi agilarindan ER 6zelinde yeni rollerinin
ve dolayist ile substratlarinin belirlenmesi hedeflenmistir.

Calismamaizda hepatokarsinoma hiicreleri olan Huh7 lar disik ER
kapasiteleri ve dolayisiyla protein igerigi nedeni ile ER kapasitesi yiiksek 293T

hiicreleri kullanilmustir.

WT-SIK2 Tha (-) WT-SIK2 Tha (+) KI-SIK2 Tha (-) KI-SIK2 Tha (+)

e 498

WT-SIK2 Tha (-) KI-SIK2 Tha (-) WT-SIK2 Tha (+) KI-SIK2 Tha (+)

8
88

Sekil 10.1: WT- SIK2 Tha (-)/ WT- SIK2 Tha (+), KI- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha
(+), WT- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha (-), WT- SIK2 Tha (+)/ KI- SIK2 Tha (+)
olacak sekilde kiyaslanan jellerin birbiriyle eslesen ve eslesmeyen spotlarinin
gosterilmesi.

2D SDS PAGE; WT ve KI SIK2 transfeksiyonlarnin yapildigi durumlarda Tha
uygulanmis ve uygulanmamis sekilde degisiklikleri gozlemlemek icin yapilmistir.
Imagemaster 2D Platinum yardimiyla WT- SIK2 Tha (-)/ WT- SIK2 Tha (+), KI-
SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha (+), WT- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha (-), WT- SIK2
Tha (+)/ KI- SIK2 Tha (+) olacak sekilde jeller birbirleriyle kiyaslanmigtir. WT-
SIK2 Tha (-) jellerinde toplam 412 spot, WT- SIK2 Tha (+) jellerinde toplam 373
spot , KI- SIK2 Tha (-) jellerinde toplam 603 spot ve KI- SIK2 Tha (+) jellerinde
toplam 798 spot tespit edilmistir. WT- SIK2 Tha (-)/ WT- SIK2 Tha (+)
kiyaslamasinda elde edilen toplam 45 adet eslesmis spot bulunmakta ve bunlardan 4

tanesi kayda deger farkliliklar gostermektedir, 16 numarali spotta yaklasik 45 kat ve

44



31 numaral spotta yaklagik 30 kat fark gozlenmistir. KI- SIK2 Tha (-)/ KI- SIK2 Tha
(+) kiyaslamasinda elde edilen toplam 75 adet eslesmis spot bulunmakta ve
bunlardan 9 tanesi kayda deger farkliliklar gostermektedir, 1 numarali spotta yaklagik
100 kat ve 69 numarali spotta yaklasik 53 kat fark goézlenmistir. WT- SIK2 Tha (-)/
KI- SIK2 Tha (-) kiyaslamasinda elde edilen toplam 105 adet eslesmis spot
bulunmakta ve bunlardan 8 tanesi kayda deger farkliliklar gostermektedir, 18
numarali spotta yaklasik 225 kat ve 41 numarali spotta yaklasik 150 kat fark
gozlenmistir. WT- SIK2 Tha (+)/ KI- SIK2 Tha (+) kiyaslamasinda ise elde edilen
toplam 68 adet eslesmis spot bulunmakta ve bunlardan 3 tanesi kayda deger
farkliliklar gostermektedir, 2 numarali spotta yaklasik 53 kat ve 36 numarali spotta
yaklagik 7 Kat fark gézlenmistir

Temel olarak WT- SIK2 ile transfekte edilen jellerde, KI- SIK2 ile transfekte
edilen jellere oranla daha az spot tespit edilmistir. Ayrica bu kiyaslamalar ile birbiri
ile eslesen ¢ok sayida protein oldugu, bunlarin bir kisminin da kayda deger miktarda
artip, azaldigi gosterilmistir. Elde edilen bu sonuglar SIK2’nin &zellikle VCP
lizerinden veya bagka substratlarini kullanarak ERAD vasitasi ile proteinlerin selektif
yikimina neden olabilecegini isaret etmektedir. Bu durumda ayni tiir proteinlerde ER
stresi ve SIK2 e bagli olarak ortaya c¢ikan kantatif degisiklikler ise yine SIK2
kaynakli o6zellikli olmayan bir ERAD aktivasyonunu veya tam tersini akla
getirmektedir. Bu eksende SIK2 ve stres bagimli ER liimen protein miktar ve
cesitliligindeki bu degisiklikler sitokinler, saperonlar veya ERQC bilesenleri vb
farkli ER liimeninde gerceklersen farkli biyolojik siireclere ait proteinleri igerebilir.
Bu igerik farkli spotlarin (nitel veya nicel) LC- MS/ MS temelli protein kimliklerinin
belirlenmesine dayali tekniklerle ile ileride tespit edilecektir. SIK2 ile diizenlenen
protein hedefler belirlendiginde bunlarin dogrudan substrat veya dolayli olarak
etkilenen proteinler olup olmadigina bakilarak genetik ve biyokimyasal temelli bu
molekiillerin mekanistik mekanizmalarin1 hedef alan deneyler yapilmasi oncelikli

hedeflerimiz arasinda olacaktir.
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EK A: Imagemaster 2D Platinum ile Yapilan Diger Analizler

EKLER

Tablo Al.1: WT- SIK2 Tha(-) ve WT-SIK2 Tha (+) jellerinin kiyaslanmasi.

Central " . Coef. Range WT-SIK2 | WT-SIK2 | WT-SIK2 | WT-SIK2
Match ID Dispersion L. N
Tendency Variation Ratio Tha(-)-1 Tha(-)-2 Tha(+)-1 | Tha(+)-2

0 0,147 0,151 1,022 0,338 0,251

1 0,609 0,447 0,734 0,973 0,366 1,097
2 0,308 0,190 0,615 0,516 0,374 0,342
3 0,110 0,173 1,583 0,409 0,029

4 0,488 0,313 0,642 0,870 0,574 0,507
5 0,746 0,432 0,579 6,587 1,288 1,022 0,196 0,477
6 0,327 0,200 0,612 0,365 0,400 0,544

7 0,286 0,095 0,334 2,168 0,198 0,425 0,324 0,196
8 0,409 0,327 0,798 0,912 0,395 0,331
9 0,879 0,442 0,503 3,493 0,766 1,621 0,464 0,664
10 0,486 0,334 0,687 0,365 0,719 0,862
11 0,337 0,382 1,134 0,928 0,418

12 0,093 0,094 1,002 0,195 0,179

13 0,460 0,483 1,051 0,710 1,129

14 0,012 0,012 1,058 0,029 0,017

15 0,961 1,250 1,300 0,794 3,052

16 0,538 0,366 0,681 45,572 0,023 0,550 0,521 1,059
17 0,051 0,074 1,455 0,026 0,177

18 0,321 0,470 1,462 1,128 0,158

19 0,801 0,800 0,999 1,406 1,776 0,023
20 0,754 0,801 1,061 0,021 1,078 1,917
21 2,369 2,404 1,015 2,611 6,189 0,677

22 0,647 0,526 0,813 0,636 1,461 0,491

23 0,227 0,158 0,696 0,436 0,188 0,284

24 0,364 0,452 1,241 1,107 0,350

25 0,564 0,561 0,995 0,024 0,974 1,259
26 0,046 0,031 0,679 0,074 0,076 0,035

27 0,453 0,185 0,409 2,787 0,382 0,764 0,274 0,392
29 0,626 0,748 1,195 1,858 0,594 0,052
30 0,077 0,118 1,536 0,027 0,280

31 0,289 0,247 0,853 29,815 0,530 0,068 0,542 0,018
32 1,305 0,443 0,339 2,459 1,999 0,813 1,345 1,062
33 1,018 0,640 0,628 1,581 1,546 0,946

34 0,413 0,292 0,707 0,795 0,319 0,539

35 0,501 0,380 0,757 0,270 0,908 0,827

36 0,181 0,174 0,961 0,018 0,318 0,387
37 0,275 0,283 1,029 0,456 0,645

38 0,557 0,540 0,970 0,961 1,218 0,050

39 0,041 0,047 1,140 0,050 0,113

40 0,071 0,104 1,463 0,035 0,250

41 0,248 0,334 1,348 0,179 0,812

42 0,353 0,357 1,009 0,774 0,640

43 0,320 0,323 1,010 0,574 0,704

44 0,042 0,063 1,513 0,151 0,016

45 0,094 0,131 1,387 0,061 0,317

46 0,614 0,493 0,803 0,514 1,377 0,565
47 0,102 0,169 1,656 0,014 0,396

48 0,189 0,124 0,657 0,304 0,296 0,155

49 0,436 0,152 0,349 2,813 0,235 0,456 0,660 0,395
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Tablo Al.2: KI- SIK2 Tha(-) ve KI-SIK2 Tha (+) jellerinin kiyaslanmasi.

Central " . Coef. Range KI-SIK2 KI-SIK2 KI-SIK2 KI-SIK2
Match ID Dispersion L. N
Tendency Variation Ratio Tha(-)-1 Tha(-)-2 Tha(+)-1 | Tha(+)-2
0 0,593 0,307 0,517 3,540 1,111 0,314 0,498 0,449
1 0,661 0,960 1,453 100,860 2,319 0,202 0,098 0,023
2 0,602 0,863 1,434 2,092 0,150 0,165
3 0,741 0,332 0,448 2,977 1,289 0,529 0,433 0,714
4 0,250 0,285 1,142 0,694 0,305
5 1,233 1,038 0,841 7,568 3,012 0,398 0,735 0,789
6 1,008 0,456 0,452 3,203 1,756 0,768 0,548 0,960
7 0,731 0,168 0,230 1,779 0,538 0,957 0,604 0,823
8 0,269 0,168 0,622 0,343 0,454 0,281
9 1,646 0,376 0,229 1,914 1,526 1,853 2,105 1,100
10 0,811 0,478 0,590 1,193 0,929 1,120
11 1,301 0,134 0,103 1,309 1,396 1,244 1,111 1,455
12 0,926 0,190 0,205 1,840 0,632 1,163 0,943 0,966
13 0,445 0,377 0,847 0,291 0,455 1,034
14 0,758 0,504 0,666 0,602 1,243 1,186
15 0,388 0,263 0,679 0,737 0,450 0,363
16 0,644 0,095 0,148 1,471 0,794 0,651 0,540 0,589
17 0,036 0,036 1,000 0,072 0,073
18 0,968 0,244 0,252 2,080 0,606 1,260 0,905 1,103
19 0,478 0,050 0,105 1,319 0,462 0,403 0,532 0,515
20 0,681 0,397 0,583 0,953 0,955 0,814
21 0,702 0,550 0,783 0,655 1,542 0,612
22 1,780 0,356 0,200 1,791 1,235 1,744 2,212 1,927
23 0,305 0,319 1,044 0,481 0,741
24 0,186 0,033 0,179 1,482 0,164 0,172 0,165 0,244
25 0,709 0,220 0,310 2,471 0,879 0,378 0,934 0,643
26 0,338 0,216 0,641 0,509 0,299 0,544
27 1,163 0,788 0,678 1,904 0,877 1,872
28 0,224 0,145 0,649 31,876 0,191 0,277 0,413 0,013
29 0,170 0,093 0,546 18,548 0,013 0,189 0,244 0,235
30 0,812 0,538 0,663 9,039 1,577 1,032 0,174 0,466
31 0,549 0,328 0,597 0,815 0,596 0,786
32 0,155 0,171 1,103 0,024 0,430 0,167
33 0,035 0,047 1,346 0,026 0,115
34 0,228 0,174 0,763 0,490 0,229 0,195
35 0,304 0,259 0,851 7,972 0,093 0,136 0,742 0,245
36 0,646 0,066 0,101 1,239 0,720 0,581 0,581 0,703
37 0,654 0,586 0,896 1,132 1,335 0,150
38 0,285 0,024 0,082 1,242 0,320 0,257 0,271 0,294
39 0,416 0,323 0,777 0,907 0,365 0,391
40 0,572 0,370 0,648 102,813 1,051 0,614 0,611 0,010
41 0,203 0,118 0,585 0,254 0,256 0,300
42 2,145 1,144 0,533 3,609 4,067 1,911 1,127 1,477
43 1,945 0,317 0,163 1,565 2,169 1,928 2,247 1,435
44 0,169 0,127 0,751 0,144 0,357 0,176
45 0,285 0,191 0,670 0,484 0,224 0,431
46 0,052 0,077 1,479 0,024 0,184
47 0,331 0,271 0,816 0,143 0,671 0,511
48 0,572 0,233 0,407 2,266 0,976 0,431 0,438 0,444
49 0,310 0,307 0,989 0,110 0,330 0,799
50 0,088 0,129 1,452 0,045 0,309
51 0,798 0,476 0,597 1,252 0,914 1,024
52 0,180 0,196 1,088 0,251 0,469
53 0,023 0,028 1,193 0,025 0,068
54 0,931 0,339 0,364 2,431 0,642 1,158 1,363 0,561
55 0,153 0,110 0,714 0,309 0,164 0,140
56 0,505 0,375 0,744 0,296 0,790 0,933
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Tablo Al1.2: Devam.

57 0,036 0,052 1,466 0,017 0,126
58 1,155 0,339 0,293 2,173 1,503 0,691 1,455 0,973
59 0,110 0,078 0,715 13,888 0,200 0,052 0,172 0,014
60 0,034 0,052 1,514 0,014 0,124
61 0,159 0,054 0,342 2,516 0,222 0,201 0,088 0,126
62 0,325 0,219 0,674 0,308 0,612 0,379
63 0,063 0,097 1,535 0,022 0,230
64 0,025 0,030 1,225 0,074 0,025
65 0,671 0,453 0,675 0,936 1,204 0,544
66 0,212 0,166 0,782 0,463 0,166 0,219
67 0,133 0,102 0,764 0,281 0,156 0,096
68 0,425 0,399 0,940 1,054 0,465 0,180
69 0,397 0,571 1,439 53,204 0,026 0,108 1,384 0,068
70 0,166 0,113 0,678 0,309 0,215 0,142
71 0,043 0,045 1,049 0,067 0,106
72 0,066 0,066 1,002 0,126 0,138
73 0,310 0,321 1,036 22,473 0,829 0,327 0,037 0,048
74 0,381 0,233 0,612 0,615 0,512 0,398
75 0,060 0,044 0,736 7,453 0,039 0,049 0,018 0,134
76 0,176 0,130 0,736 0,157 0,365 0,182
Tablo A1.3: WT- SIK2 Tha(-) ve KI-SIK2 Tha (-) jellerinin kiyaslanmasi.
Central . . Coef. Range WT-SIK2 WT-SIK2 KI-SIK2 KI-SIK2

Match ID Dispersion L. N

Tendency Variation Ratio Tha(-)-1 Tha(-)-2 Tha(-)-1 Tha(-)-2
0 1,263 0,690 0,547 4,253 0,928 2,400 0,564 1,158
1 0,190 0,190 1,000 0,387 0,374
2 0,163 0,163 1,001 0,338 0,315
3 0,289 0,207 0,717 0,504 0,464 0,185
4 0,293 0,310 1,060 0,730 0,440
5 0,249 0,304 1,222 0,745 0,250
6 0,409 0,298 0,729 0,480 0,829 0,327
7 0,379 0,433 1,142 0,025 1,071 0,420
8 0,571 0,138 0,242 2,067 0,348 0,637 0,720 0,581
9 1,280 0,841 0,657 12,676 0,175 1,969 2,212 0,764
10 0,534 0,375 0,701 1,058 0,509 0,570
11 0,715 0,698 0,976 1,139 1,639 0,081
12 0,948 0,308 0,325 2,297 0,636 1,461 0,844 0,853
13 0,211 0,216 1,023 0,486 0,358
14 0,255 0,171 0,671 0,198 0,425 0,398
15 0,860 0,440 0,512 3,871 0,409 1,584 0,794 0,651
16 0,711 0,545 0,767 78,890 0,342 1,186 0,016 1,298
17 0,445 0,483 1,085 78,356 0,023 0,550 1,193 0,015
18 1,107 1,137 1,027 223,435 0,610 0,795 3,012 0,013
19 0,702 0,668 0,951 0,284 1,756 0,768
20 0,994 0,576 0,580 1,336 1,396 1,244
21 0,556 0,634 1,140 0,682 1,542
22 0,090 0,116 1,294 0,284 0,075
23 0,188 0,195 1,034 0,447 0,306
24 0,317 0,210 0,665 0,277 0,572 0,417
25 0,291 0,303 1,040 0,700 0,465
26 0,403 0,449 1,115 1,086 0,525
27 0,198 0,088 0,442 5,441 0,047 0,253 0,254 0,237
28 0,294 0,178 0,606 0,456 0,308 0,414
29 0,750 0,488 0,651 1,204 0,632 1,163
30 1,068 0,341 0,319 2,102 0,914 1,651 0,923 0,785
31 1,816 0,213 0,117 1,390 2,121 1,765 1,526 1,853
32 0,438 0,270 0,617 0,530 0,737 0,485
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Tablo A1.3: Devam.

33 0,442 0,286 0,647 0,686 0,379 0,702
34 0,583 0,460 0,788 0,516 1,289 0,529
35 0,664 0,628 0,947 0,746 0,260 1,648
36 0,105 0,121 1,156 0,296 0,124
37 0,008 0,009 1,173 0,023 0,009
38 1,094 0,695 0,635 32,430 1,406 1,958 0,953 0,060
39 0,057 0,078 1,368 0,039 0,189
40 0,544 0,754 1,386 0,350 1,827
41 0,601 0,562 0,935 149,765 1,288 1,022 0,087 0,009
42 3,254 1,880 0,578 6,235 2,611 6,189 3,224 0,993
43 0,585 0,824 1,410 0,033 1,998 0,308
44 0,616 0,576 0,936 1,540 0,617 0,307
45 0,215 0,155 0,722 0,436 0,188 0,235
46 0,636 0,920 1,445 2,211 0,333
47 0,015 0,020 1,293 0,049 0,013
48 1,305 0,239 0,183 1,528 1,107 1,505 1,577 1,032
49 0,198 0,172 0,869 0,077 0,274 0,440
50 0,232 0,170 0,735 0,463 0,165 0,299
51 2,423 1,832 0,756 3,826 4,525 1,341
52 0,794 0,636 0,800 1,767 0,815 0,596
53 0,703 0,243 0,346 2,754 0,382 0,764 1,051 0,614
54 3,587 2,064 0,575 4,204 1,609 6,763 4,067 1,911
55 0,107 0,147 1,381 0,070 0,357
56 0,592 0,244 0,412 2,866 0,340 0,620 0,976 0,431
57 0,967 1,602 1,657 3,740 0,128
58 0,013 0,009 0,684 0,025 0,013 0,013
59 0,301 0,246 0,817 0,278 0,241 0,684
60 0,590 0,462 0,784 10,274 0,965 1,131 0,110 0,153
61 1,045 0,576 0,551 4,377 1,999 0,813 0,457 0,914
62 0,957 0,277 0,289 1,970 0,733 0,710 1,399 0,987
63 0,377 0,247 0,654 4,597 0,795 0,319 0,222 0,173
64 0,167 0,171 1,023 0,283 0,386
65 0,724 0,690 0,953 1,816 0,296 0,785
66 0,407 0,238 0,584 0,536 0,599 0,495
67 0,919 0,966 1,052 2,261 1,413
68 0,031 0,031 1,001 0,064 0,061
69 0,077 0,077 1,002 0,148 0,161
70 0,359 0,217 0,603 9,855 0,556 0,574 0,058 0,248
71 0,785 0,465 0,593 0,961 1,218 0,961
72 0,052 0,053 1,015 0,117 0,091
73 0,701 0,168 0,240 1,827 0,574 0,780 0,936 0,512
74 0,039 0,054 1,381 0,025 0,130
75 0,406 0,144 0,355 2,622 0,235 0,456 0,615 0,318
76 0,035 0,024 0,677 0,027 0,051 0,061
77 0,332 0,196 0,591 0,471 0,373 0,484

78 0,245 0,390 1,593 0,919 0,060

79 0,216 0,359 1,665 0,838 0,026

80 0,748 0,579 0,774 0,766 1,621 0,606

81 0,102 0,131 1,281 0,089 0,320

82 0,307 0,181 0,589 0,365 0,400 0,463

83 0,236 0,149 0,631 0,232 0,402 0,309

84 0,021 0,021 1,002 0,044 0,041

85 0,487 0,818 1,679 0,045 1,904

86 0,670 0,583 0,870 0,270 0,908 1,503

87 0,015 0,018 1,147 0,043 0,019

88 0,056 0,063 1,127 0,153 0,071

89 0,244 0,244 1,000 0,499 0,478

90 0,086 0,102 1,179 0,096 0,248

91 0,444 0,502 1,132 0,554 1,221
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Tablo A1.3: Devam.

92 0,054 0,071 1,324 0,042 0,174
93 0,150 0,253 1,680 0,014 0,588
94 0,348 0,575 1,654 0,047
95 0,025 0,029 1,171 0,028
96 0,010 0,011 1,022 0,017
97 0,244 0,413 1,695 0,016
98 0,095 0,141 1,486 0,338
99 0,774 0,956 1,235 0,755
100 0,915 0,916 1,000 1,863
101 0,782 0,782 1,000 1,581
102 0,034 0,041 1,203 0,100
103 0,044 0,064 1,443 0,024
104 0,292 0,296 1,015 0,514
Tablo Al1.4: WT- SIK2 Tha(+) ve KI-SIK2 Tha (+) jellerinin kiyaslanmasi.
Central . . Coef. Range WT-SIK2 WT-SIK2 KI-SIK2 KI-SIK2
Match ID Dispersion L. N
Tendency Variation Ratio Tha(+)-1 | Tha(+)-2 | Tha(+)-1 | Tha(+)-2
0 0,556 0,394 0,709 1,078 0,714 0,433
1 0,221 0,142 0,643 0,324 0,196 0,366
2 0,332 0,208 0,628 53,290 0,395 0,331 0,011 0,590
3 0,631 0,122 0,193 1,700 0,484 0,614 0,823 0,604
4 0,483 0,314 0,650 0,861 0,458 0,612
5 0,375 0,440 1,173 0,366 1,097 0,038
6 1,365 0,262 0,192 1,533 1,819 1,213 1,186 1,243
7 0,470 0,417 0,887 0,541 0,228 1,111
8 0,367 0,300 0,817 0,196 0,477 0,795
9 0,141 0,164 1,156 0,399 0,167
10 1,252 0,837 0,669 2,351 1,231 1,425
11 0,180 0,196 1,088 0,251 0,469
12 0,186 0,179 0,962 0,440 0,266 0,037
13 0,294 0,284 0,964 0,648 0,032 0,498
14 0,509 0,333 0,654 0,464 0,664 0,905
15 0,208 0,121 0,581 0,255 0,290 0,285
16 0,302 0,262 0,868 0,510 0,608 0,088
17 0,158 0,186 1,177 0,177 0,455
18 0,152 0,184 1,209 0,158 0,450
19 0,301 0,332 1,100 0,408 0,798
20 0,167 0,114 0,678 0,197 0,155 0,318
21 0,491 0,108 0,221 1,673 0,660 0,395 0,398 0,512
22 1,265 0,819 0,648 1,129 1,762 2,171
23 0,453 0,551 1,215 0,418 0,031 1,363
24 0,579 0,232 0,401 3,737 0,640 0,237 0,554 0,887
25 1,289 1,332 1,033 3,052 2,105
26 0,160 0,219 1,367 0,109 0,532
27 0,457 0,458 1,002 0,875 0,955
28 0,185 0,284 1,534 0,677 0,044 0,020
29 1,853 1,445 0,780 2,913 3,567 0,930
30 0,579 0,469 0,809 0,398 0,629 1,292
31 0,941 0,979 1,040 1,500 2,265
32 0,816 0,533 0,653 1,006 1,473 0,786
33 0,290 0,291 1,003 0,549 0,611
34 0,571 0,612 1,073 0,827 1,455
35 0,274 0,175 0,637 0,399 0,249 0,450
36 0,376 0,211 0,560 7,017 0,689 0,386 0,331 0,098
37 1,000 0,129 0,129 1,438 0,812 1,167 1,049 0,971
38 0,232 0,197 0,849 0,544 0,219 0,166
39 0,404 0,112 0,278 2,055 0,590 0,363 0,287 0,378
40 0,787 0,249 0,316 2,211 0,704 0,697 0,544 1,204
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Tablo Al1.4: Devam.

41 0,252 0,041 0,165 1,549 0,319 0,236 0,206 0,247
42 1,314 0,944 0,718 2,515 1,810 0,932
43 0,147 0,148 1,001 0,284 0,306
44 0,456 0,349 0,765 0,719 0,862 0,244
45 0,462 0,413 0,894 0,374 0,342 1,130
46 0,675 0,454 0,673 0,521 1,059 1,120
47 0,284 0,288 1,014 0,690 0,024 0,422
48 0,049 0,076 1,529 0,180 0,018
49 0,076 0,077 1,016 0,171 0,132
50 0,091 0,091 1,000 0,179 0,184
51 0,075 0,103 1,385 0,250 0,048
52 0,103 0,169 1,649 0,396 0,015
53 0,216 0,201 0,931 0,317 0,052 0,496
54 0,366 0,294 0,802 0,163 0,713 0,589
55 0,011 0,012 1,115 0,029 0,014
56 0,216 0,346 1,598 0,051 0,814
57 0,330 0,565 1,713 1,308 0,011
58 0,282 0,254 0,901 0,284 0,158 0,685
59 0,089 0,133 1,494 0,038 0,318
60 0,099 0,106 1,074 0,143 0,253
61 1,106 0,776 0,701 2,157 0,936 1,331
62 0,103 0,105 1,017 0,232 0,179
63 0,264 0,154 0,585 0,318 0,387 0,349
64 0,282 0,286 1,014 0,631 0,496
65 0,058 0,086 1,488 0,206 0,026
66 0,080 0,086 1,080 0,113 0,206
67 0,043 0,066 1,520 0,016 0,156
68 0,129 0,166 1,284 0,405 0,111
69 0,293 0,310 1,059 0,441 0,730
70 0,455 0,562 1,236 1,377 0,442
71 0,185 0,186 1,002 0,354 0,387
72 0,230 0,232 1,010 0,506 0,414
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