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OZET

YAREN Z, in vitro ortamda Insiilin Reseptor Substrat 1 (IRS1) Bagimh Sinyal Iletim Agmin
Glioblastoma Multiforme Gelisimindeki Roliiniin Belirlenmesi, Van Yiiziincii Y1l Universitesi, Saghk
Bilimleri Enstitiisii, Tibbi Biyoloji Anabilim Dali, Yiiksek Lisans Tezi, Van, 2019. Beynin temel enerji
kaynagi glukozdur ve beyin, glukozu yogun bir sekilde kullanmaktadir. Dolayisiyla beynin fizyolojik
roliinii yerine getirmesi, glukoz metabolizmasmin siki bir sekilde kontrolii ile saglanmaktadir. Insiilin
Reseptor Substrat (IRS) proteinleri, glukoz metabolizmasinin regiilasyonunda rol alan en énemli adaptor
proteinlerdir. IRS1 bu protein ailesinin iizerinde en ¢ok ¢alisilan elemamdir. IRS1, kanserle ilgili birgok
reseptorle etkilesime gegmektedir ve literatiirde IRS1°in meme, akciger, prostat, bobrek gibi birgok kanser
tiiriinde ekSpresyon artis1 gosterilmistir. Yapilan ¢aligmalarda merkezi sinir sistemi tiimorlerinden biri olan
medulloblastomda da IRS1 ekspresyonunun arttigi gosterilmistir. Bizde bu bilgiler 1s1ginda, IRS1’in
merkezi sinir sisteminin bir diger 6nemli tiimori olan glioblastoma multiforme (GBM) gelisiminde de
boyle bir ekspresyon artisi olabilecegini diisiindiik. Buradan yola cikarak in vitro ortamda IRS1 bagimli
sinyal iletim aginin GBM gelisimindeki roliinii belirlemeyi amagladik. Caligmada, U-87 MG hiicre hatti
kullamildi. IRS1 proteinin ekspresyonunu U-87 MG hiicrelerinde arttirmak amaciyla pcDNA3.1-flag
tagged-insan IRS1 ekspresyon vektorii lipofektamin araciligi ile hiicrelere transfekte edildi. Ektopik IRS1
ekspresyon artiginin GBM hiicrelerinin sagkalimu iizerindeki fonksiyonel etkisi MTT analizi, insiilin sinyali
tizerindeki molekiiler etkisi western blot analizi ile belirlendi. Elde ettigimiz sonuglar, ektopik IRSI1
ekspresyon artisinin GBM hiicre sagkalimini arttirdigini géstermektedir. Ayrica, IRS1 ekspresyon artiginin,
insiilin indiiklii Grb2, ERK ve AKT proteinlerinin aktivasyonlarinda artis gerceklestirdigi saptanmistir.
Calismamiz, GBM hiicrelerinde IRS1 ekspresyon ve aktivasyon artisinin, hiicre sagkalimmm AKT
aktivasyonu araciligiyla arttirdigini ortaya koymaktadir.

Anahtar Kelimeler: Beyin Timdérleri, Glioblastoma Multiforme, IRS1, Insiilin Reseptor Substrat
Proteinleri (IRS), Insiilin Sinyali.



ABSTRACT

YAREN Z, Understanding the Role of Insulin Receptor Substrate 1 (IRS1) Dependent Signal
Transduction Network in Development of Glioblastoma Multiforme in In Vitro. University of Van
Yuzuncu Yil, Institute of Health Sciences, Department of Medical Biology, M.Sc. Thesis, Van, 2019.
Glucose is the primary energy source in brain and it is extensively used in brain cells. Therefore, the brain
performs its physiological role through the strict regulations of glucose metabolism. Insulin Receptor
Substrate (IRS) proteins are the most important adapter proteins involved in the regulation of glucose
metabolism. IRS1 is the most studied member of this family. It interacts with many cancer-related receptors
and studies have shown that its overexpression is associated with many cancer types such as breast, lung,
prostate and kidney. In addition to these cancer types, increased IRS1 expression has also been shown in
medullablastoma is one of the central nervous tumors. Under the light of these studies, we thought that
IRS1 expression might increase in Gliblastoma Multiforme (GBM) is one of the most important type of
central nervous system tumors. Therefore, we aimed to figure out the role of IRS1 signaling network in the
development of GBM. In this study, U-87 MG cell line was used. In order to increase the expression of
IRS1 in GBM cells, U-87 MG cells were transfected with pcDNA3.1 flag-tagged-human IRS1 expression
vector by lipofectamine. Functional and molecular effects of ectopic IRS1 overexpression on survival of
GBM cells and insulin signaling were determined by MTT analysis and westen blotting, respectively. Our
results suggested that ectopic IRS1 overexpression led a increase in cell survival. We also detected that
expressions/activations of Grb2, ERK and AKT proteins increased through IRS1 overexpression in U-87
MG cells. Our study showed that increased IRS1 expression and activation promote cell viability via AKT
activation.

Keywords: Brain Tumors, Glioblastoma Multiforme, IRS1, Insulin Receptor Substrate Proteins (IRS),
Insiilin Signal.
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1. GIRIS

Insiilin Reseptdr Substrat (IRS) proteinleri, cogu kanserle iliskili olan sitoplazmik
adaptor proteinlerdir (Mardilovich ve ark., 2009). Bu proteinler, tiimor hiicresi
metabolizmasini kontrol eden insiilin reseptorii (IR) ve insiilin benzeri biiytime faktorii 1

reseptorii (IGF-1R)'den gelen sinyallere aracilik etmede kilit rol oynarlar (Shaw, 2011).

IRS proteinlerinin, kanser gelisiminde 6nemli rol oynayan bir¢ok yiizey reseptorii
ile etkilesime girmesi ve kanser tipine bagli olarak ekspresyon seviyesinde genellikle
artisin gozlemlenmesi, kanserde IRS bagimli sinyal yolaklarinin belirlenmesinin 6nemini
ortaya koymaktadir. Insiilin reseptor substrat protein ailesi, hiicredeki birgok proliferatif
ve metabolik sinyalleri koordine eden alt1 (IRS1-IRS6) iiyeden olusmaktadir (Dearth ve
ark., 2007). Ailenin tanimlanan ilk tiyesi IRS1’dir. Bu gen, insanda 29q34-37 kromozom
bolgesinde lokalizedir ve tek ekzon tarafindan kodlanmaktadir (Gorgisen ve ark., 2017).
Literatiirde, Insiilin Reseptor Substrat-1 (IRS-1) proteininin meme, karaciger, yumurtalik,
prostat, pankreas gibi bir¢cok farkli kanser tipinde ekspresyon artisinin oldugu
gosterilmigtir. Ayrica bu proteinin ekSpresyon artigi, merkezi sinir sistemi (MSS)
tiimdrlerinden biri olan medulloblastoma ile de iliskilendirilmistir. MSS’nin en agresif
timor grubunu ise Glioblastome Multiforme (GBM) olusturmaktadir. Ancak IRS1-GBM
iliskisini gosteren calismalar oldukca simirhidir. GBM’in molekiiler patogenezinin
belirlenmesi hastaligin tani, progresyonu ve tedavisi agisindan olduk¢a Onem
tasimaktadir. Bu calismada, glukoz metabolizmasinda 6nemli rol oynayan IRSI
proteinine bagl gerceklesen insiilin sinyalinin in vitro ortamda GBM gelisimindeki
roliiniin aciga ¢ikarilmasi planlanmistir. Bu kapsamda IRS1 ekspresyon artisinin insiilin
sinyal yolagi araciligityla GBM hiicrelerinin sagkalimini arttiracagi ongoriilmiistiir.
Dolayisiyla g¢alisma kapsaminda elde edilecek veriler, GBM hiicrelerinde IRS1
ekspresyonunun uyardigi sinyal agini molekiiler diizeyde ortaya koyarak, GBM’ in

molekiiler patogenezine yonelik gerceklestirilecek calismalara da dnciil olabilecektir.



2. GENEL BILGILER
2.1. Insiilin Hormonu

Insiilin, pankreasin beta hiicreleri tarafindan salman, hiicresel glukoz alimii
kolaylastirarak normal kan glukoz diizeyini koruyan, karbonhidrat, protein ve yag
metabolizmasin1 diizenleyen ve mitojenik etkileri yoluyla hiicre boliinmesini ve
biiylimesini tesvik eden anabolik bir hormondur (Wilcox, 2005). Ayrica insiilin, insiilin
reseptorii (IR), insiilin reseptorii substrati (IRS) proteinleri, fosfoinositol 3-kinaz (PI13K)
ve birgok protein kinazi i¢eren hiicre i¢i sinyal yolagimin aktivasyonu araciligiyla enerji
ve lipid metabolizmasinin diizenlenmesinde de rol oynayan Onemli bir endokrin
hormondur. (Cignarelli ve ark., 2019). insiilin, her ne kadar bir glukoz homeostazi
diizenleyici hormon olarak goriilse de ¢ok daha genis pleiotropik rolii oldugu

bilinmektedir (Meyts, 2000).

Prosesler Hiicre ici metabolik aktiviteler

Insiilin
Artar

] Azalir

Anabolizma Glukoz alhm

Glukoz homeostazisi Glikojen sentezi

Lipid metabolizmas: Glukonogenez

Protein metabolizmas Lipogenez
Lipoliz

Biiyiime/mitogenez

. Protein sentezi
ane / o Z1

s €1 ekpresyonu

~— = DNA sentezi
Reseptor x:\mmoasit ahm
(Na+ K+)- pompasi
Apoptozis

Otofaji

Sekil 1. Insiilinin hiicredeki pleiotropik etkileri (Meyts, 2000).

Hiicresel diizeyde insiilin sinyali, plazma membraninda lokalize olan IR’ye

baglanarak baglatilir (Pirola ve ark., 2004).



2.2. Insiilin Reseptorii

Insiilin, insiilin reseptorii iizerinden gesitli hiicrelere etki eder (Elbina ve ark.,
1985). IR, tirozin kinaz reseptor sinifina ait transmembran proteindir. Temel olarak
insiilin ile aktive edilmesine ragmen, farkli insiilin analoglar1 ve insiilinle iligkili biiyiime
faktorleri IGF-I ve IGF-II (6zellikle IGF-II) ile de aktive edilebilir (Ward ve Lawrence,
2009). IR’ye baglandiktan sonra bu etkilesim bir dizi biyokimyasal olay zincirini baslatir
(Kasuga ve ark., 1982).

IR, metabolik olarak glukoz homeostazinin diizenlenmesinde anahtar rol oynar.
Ayn1 zamanda IR hiicre biiylimesini de uyarabildiginden, bu fonksiyonel islem, belirli
hiperinstilinemi kosullar1 altinda, kanser ve kardiyovaskiiler hastaliklar dahil olmak tizere
birgok patolojik bozukluga neden olabilir (Vigneri ve ark., 2016). Dolayisiyla kanser
hiicrelerinde IR’nin asir1 ekpresyonu, hiperinsiilinemiye kars1 artan hassasiyetle

aciklanabilir (Belfiore ve Malaguarnera, 2011).

2.2.1. Insiilin reseptoriiniin yapisi

IR, molekiil agirligi yaklagik 300 kDa olan bir glikoproteindir (Liu ve He, 2016).
19. kromozom iizerinde lokalize, 22 ekzon ve 21 intronlu bir gen tarafindan
kodlanmaktadir. (Meyts, 2000). IR, iki o ve iki B alt tinitelerinden olusan heterodimerik
bir proteindir (White ve Kahn, 1994). a-alt tinitesi, iki adet 16since zengin tekrar bolgesi
(L1 ve L2), bir adet sisteince zengin bdlge (CR) ve iki adet fibronektin 111 (Fnlll-1 ve
Fnlll-2) bolgesinden olusur (Li ve ark., 2014). IR ayrica B-alt {nitesinde birer adet
transmembran (TM), juxtamembran (JM) ve sitoplazmik tirozin kinaz (TK) alanlarini (Ye
ve ark., 2017) ve son olarak da karboksi terminal (C) bolge icerir (Kidmose ve Andersan,
2016). IR’nin intrasitoplazmik bolgesinde tirozin otofosforilasyon bdlgeleri
tanimlanmistir. Bu bolgeler juxtamembran bolgedeki Y972 ve karboksi terminaldeki
Y1158, Y1162, Y1163 pozisyonlart olup, insiilin reseptoriiniin oto-fosforilasyonu,
otoinhibisyonu ve sinyalin alt basamaklara iletimini saglayan onemli alanlardir
(Gorgisen, 2015).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/alpha-chain
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Sekil 2. insiilin Reseptorii. A) Dimerik insiilin reseptdr yapisi (Lip ve Ottonsmeyer,
2003), B) insan dimerik insiilin reseptoriiniin molekiiler modeli (Kidmose ve Andersan,
2016).

2.3. Insiilin Sinyal Yolag

Insiilin sinyal yolaginin ana medyatdrii, hedef hiicrelerin yiizeyinde bulunan
insiilin reseptoriidir (Kidmose ve Andersan, 2016). Ligand baglanmasiyla aktive
edildiginde, insiilin  reseptorii  yukarida  belirtilen  tirozin  bolgelerinden
otofosforilasyonuna ugrar. Bu fosforlanmis tirozinler daha sonra hiicrenin iginde
hormonun pleiotropik etkilerinden sorumlu olan karmagik bir biyokimyasal sinyal ag1

olusturan cesitli hiicre i¢i proteinlerle etkilesime girer (Ward ve Lawrence, 2009).

Genel olarak, insiilin sinyal iletimi siirecinde ligant baglayan IRS proteinleri bu
fosfo-tirozinlere kendi SH2 domaini aracilig1 ile baglanir. Insiilin reseptdriine baglanan
IRS, IR tarafindan tirozin fosforilasyonuna ugratilir. Bu fosfotirozin noktalarina
PI3K(fosfoinositol 3 kinaz)’nin regiilatdr alt birimi olan p85a baglanir. p85a aym
zamanda PI3K’in katalitik alt {initesi pl10a’ya da baglanip aktivasyonunu saglar
(Gorgisen, 2017). Aktive edilmis katalitik p110a alt birimi, zardaki fosfatidilinositol-4,5-
bisfosfat1 (PIP2) fosfatidilinositol-3,4,5-trifosfata (PIP3) doniistiirtir (Hao ve ark., 2014).

PIP3, fosfoinositide bagimli kinaz-1 (PDK1)’i fosforiller. Aktive edilmis PDK1,
AKT'yi Thr308'de fosforile ederek aktive eder (Gorgisen ve ark., 2017). AKT’nin tam



aktivasyonu ise uyardigi mTOR tarafindan S473 bdlgesinden fosforillenmesi sonucunda
gerceklesir. Aktive edilmig AKT glukoz alimi, hiicre dongiisii ilerlemesi, hiicre gogii,
biliyiime ve anjiyojenezi kontrol eden birgok tanskripsiyon faktoriiniin ve proteininin
aktivasyonunu gergeklestirir (Sarker ve ark., 2009). IR’niin hiicre biiyiimesi ve
farklilasmasi gibi mitojenik etkileri ise agirlikli olarak RAS/RAF/MEK/ERK sinyal
yolu ile saglanmaktadir (Vigneri ve ark., 2016).

(Jy ) € Insulin

ERK Yolajn | AKT Yolag
e - Metabolik Fonksiyonlar
. Gen ifadesi « Anjivogenezis

- Sagkalun / R e

Sekil 3. Insiilin sinyal yolag: (Gorgisen, 2017).

2.4. Insiilin Reseptor Substrat (IRS) Proteinleri

Insiilin reseptdr substrat (IRS) proteinleri, insiilin reseptor ailesi iiyelerinden gelen
sinyalleri koordine eden (Yenush ve ark., 1998), cogu kanserle iliskili hiicre yiizey
reseptorleriyle etkilesime gecerek sinyal iletimini saglayan sitoplazmik adaptor
proteinlerdir. IRS protein ailesi, intrinsik kinaz aktiviteleri olmadig1 halde baglandig:
reseptorler ve alt sinyal elemanlar1 tarafindan fosforile edilerek sinyal yolaklarmin

aktivasyonunu ve regiilasyonunu gergeklestirirler (White, 2002).



IRS proteinleri, hormon, sitokin ve biiylime faktorii sinyalini birlestiren ve
koordine eden hiicre i¢i molekiillerdir. Tiim IRS'ler, SH2 igeren proteinler i¢in baglanma
bolgesi gorevi goren goklu tirozin fosforilasyon bolgeleri igerir. IRS proteinleri basta
insiilin reseptoriiniin substrat1 olarak tanimlanmis olsa da giliniimiizde, insiilin benzeri
biiylime faktorii reseptorii, biiyime hormonu, sitokin, integrin ve prolaktin gibi

reseptorlerle de etkilesime girdigi bilinmektedir (Derth ve ark., 2006).

IRS  proteinlerinin  aktivasyonu  tirozin  fosforilasyonu  araciligiyla
gerceklesmektedir.  Tirozin  fosforilasyonunun  aksine  IRS’in  Serin/Treonin
fosforilasyonu, insiilin sinyalizasyonunu hem pozitif hem de negatif olarak
diizenlemektedir. IRS proteinlerinin serin fosforilasyonu, insiilin sinyallemesini
hafifletme nedeni olarak belirlenmis (Qiao ve ark., 1999), bunlarin IR'den ayrigmasini,
hiicre i¢i lokalizasyonu ve nihayetinde degradasyonu etkileyen c¢esitli hiicresel

mekanizmalarda rol oynadigini gosterilmistir (Coops ve White, 2012).

Son caligmalar, IRS proteinlerinin serin fosforilasyonunun, IRS proteinlerinin
PI13-kinaz1 ¢ekebilme yetenegini de azaltabildigini ve bdylece aktivasyonunu
baskilayarak; IRS-1 proteininin daha hizli bir sekilde bozulmasina yol agabilecegini
acikca ortaya koymustur. Bu serin fosforilasyonu alt efektorlere zarar vererek IRS-1’in
tirozin fosforilasyonunu azaltir. IRS proteinlerinin serin fosforilasyonu, bir dizi hiicre i¢i
serin kinazina cevaben ortaya cikabilir (Saini, 2010). IRS-1’in serin fosforilasyonlarimin

nedenleri Tablo 1°de gosterilmistir.

Tablo 1. Insiilin reseptdr substrati-1 serin fosforilasyonuna neden olan etmenler (Saini,

2010) revize edilmistir.

IRS1 Serin Fosforilasyonu Nedenleri

mTOR IKK

P70S6 TNF-a

Aminoasitler ll:dolztz:ff;n yal fanksivon
Hiperinsiilinemi PKCO

JNK Hiperglisemi

Stres Inflamasyon
Hiperlipidemi Diagilgliserol



2.4.1. Insiilin reseptor substrat protein ailesi

IRS ailesinin iyeleri hiicre sinyali komplekslerini organize etmek ve
yonlendirmek i¢in aracilik eden, IRS protein ailesinin tiyeleridir (Boucher ve ark., 2014).
Insiilin reseptdr substrat protein ailesi, hiicredeki bircok proliferatif ve metabolik
sinyalleri koordine eden (Dearth ve ark., 2007), dort yakin iligkili (IRS1 -IRS4) ve iki
uzak akraba (IRS-5/DOK4 ve IRS-6/DOKY) iiyeden olusmaktadir (Iking ve ark., 2016).
Kemirgenlerde ve insanlarda yaygin ekspresyon gostermeleri nedeniyle, IRS1 ve IRS2
tizerinde en ¢ok caligilmis aile elemanlaridir (Chan ve Lee, 2008). IRS1 ve IRS2 ¢ogu
hiicre tipinde insiiline bagli mitojenik aktivitenin ve birincil glukoz metabolizmasinin

diizenlenmesinin ana aracilaridir (Shaw, 2011).

IRS1, bu ailenin ilk tanimlanan ve yaygin ekpresyon gdstermesi nedeniyle
tizerinde en ¢ok caligilan elemanidir (Gorgisen, 2018). Aslinda IRS1, IRS ailesinin
prototipidir (Cai ve ark, 2003). IRS1 geni, insanda 20934-37 kromozom bdlgesinde

lokalizedir ve tek ekzon tarafindan kodlanmaktadir (Gorgisen ve ark., 2017).

IRS1, insiilin, instilin benzeri biiyiime faktori 1 reseptorii (IGFR-1), interlokin-4,
interlokin-9, interlokin-13, interferon reseptorleri, bliyiime hormonu ve tiimor nekroz
faktor alfa dahil gesitli sitokin reseptorleri i¢in hiicre igi bir substrat olarak gorev yapar
(Tanaka ve ark., 1997).

IRS2 baglangicta interlokin-4 sinyal yolunun bir bileseni olarak tanimlanmis olsa
da giiniimiizde tiim hiicrelerde ve dokularda ifade edildigi bilinmektedir (Burks ve White,
2001). IRS2, IRS1’den yaklasik olarak 10 kD daha biiyiiktiir. IRS2 geni, insan 139341
kromozom bolgesindedir ve tek bir ekzon tarafindan kodlanmaktadir (White, 1988).

IRS3 diger IRS proteinlerinden ¢ok daha kiigiiktiir ve daha az fosforilasyon
bolgesine sahiptir (Tsuruzue ve ark., 2001). IRS3, kemirgen dokularinda ekprese edilir,
insanlar fonksiyonel bir IRS3 genine sahip degillerdir (Brumer ve ark., 2010). insanlarda
IRS3 geni bir psodogendir (Bjornholm ve ark, 2002).

IRS4, IRS ailesinin tanimlanan diger bir iiyesidir. Baslangicta insiiline cevaben
hizli tirozin fosforilasyonu goriilen 160 kDa’luk protein olarak insan embriyonik bobrek

(HEK 293) hiicrelerinde tespit edilmistir (Fantin ve ark., 1998). IRS4, agirlikl1 olarak



beyin, bobrek ve iskelet kasinda dokuya 6zgii bir sekilde ifade edilir (Dorpholz ve ark.,
2017).

IRS5 ve IRS6, DOK4 ve DOKS5 olarak da bilinir. IRS ailesinin yakin zamanda
tamimlanmus iki tiyesidir (Versteyhe ve ark., 2009). IRS5 ve IRS6, ailenin geri kalanindan
uzak akrabalar olarak kabul edilir ve diger IRS proteinlerine gore birbirlerine daha
benzerdir (Chan ve Lee, 2008). insan dokular1 arasinda DOK4 ve DOKS, kalp ve iskelet
kaslarinda yiiksek oranda eksprese edilir. DOK4 ekspresyonu karacigerde, ince
bagirsakta ve akcigerde, DOKS5 ekspresyonu beyinde ve bobreklerde tespit edilmistir
(Favre ve ark., 2003).

2.4.2. Insiilin reseptor substrat proteinlerinin yapisi

Tiim IRS proteinleri, amino terminallerinde bir plekstrin homoloji (PH) ve bir
fosfotirozin baglanma (PTB) bolgelerinden olusur (Lavin ve ark., 2016). Bu bolgeler
tirozin motiflerinden fosforile oldugunda, Src-homoloji 2 (SH2) alan1 iceren hiicre igi

molekiiller i¢in baglanma alanlar1 olusturmaktadir (Boucher ve ark., 2014).

PH alani, IR-IRS etkilesimleri i¢in kritik onem tasimaktadir. Plazma zari
fosfolipidleri, hiicre iskeleti elementleri ve protein ligandlar1 bu etkilesime aracilik eder
(Boura-Halfon ve Zick, 2009). PH alanlarinin islevi belirsiz olsa da, aragtirmalar protein-
protein  etkilesimlerine aracilik ettiklerini  veya fosfolipidleri bagladiklarini

gostermektedir (Myers ve ark., 1995).

Amino terminalindeki (N-terminali) ikinci bolge fosfotirozin baglanma (PTB)
alanidir (Gorgisen ve ark., 2017). PTB alanlari, NPXY motiflerindeki fosforile tirozin
bolgelerine spesifik olarak baglanir. PTB/NPY X etkilesimi, IRS molekiillerinin insiilin

reseptorlerine baglanmasi igin biiyiik 6nem tasimaktadir (Jacobs ve ark., 2001).

PTB alanlari, biiyiime faktorii reseptorleri tarafindan sinyal iletiminde 6nemli bir
rol oynar. Calismalar, PTB bolgesinin hem fosfotirozin igeren rezidularla hem de
fosfolipidlerle etkilesime girebildigini ve bu baglama faaliyetlerinin her ikisinin de Shc

fonksiyonu i¢in gerekli olabilecegini gostermistir (Margolis ve ark., 1998).
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IRS proteinlerinin C-terminal bolgesi evrimsel agidan en az korunmus bolgedir
(Paz ve ark.,1999). IRS proteinlerinin, N-terminal bolgesinden daha az benzerlik gosteren
karboksi terminali (C-terminali), birgok sinyal yolagma ait proteinlerle etkilesime
girebilen Tirozin ve Serin/Treonin fosforilasyon motifleri igermektedir. IRS
proteinlerinin C-terminallerinde bulunan tirozin fosforilasyon motiflerindeki farkliliklar,
bu proteinlerin farkl sinyal yollariyla etkilesime girmesine izin verir (Al-Salam ve Irwin,
2017). C-terminalindeki her tirozin fosforilasyon bolgesi, enzimler (PI-3-kinaz; bir
fosfotirozin fosfataz SHP2; ve Src-benzeri kinaz, fyn) ve adaptor proteinleri (Grb-2, nck,
crk ve digerleri) dahil olmak tizere spesifik efektor proteinleri baglayan ve aktive eden
benzersiz bir amino asit motifiyle ¢evrilidir (Withers ve White, 2000). Tablo 2’de insiilin
sinyalizasyonda 6nemli isleve sahip IRS proteinlerinin iyi karakterize edilmis protein

etkilesim alanlarindan PH, PTB,SH2 ve SH3 alanlar1 verilmistir.

Tablo 2. Insiilin sinyallesmesinde protein-protein etkilesimi ile ilgili alanlarin

siiflandirilmas (Virkamaki ve ark., 1999)

Alan Tamima motifi veya yapis1 Insiilin sinyalindeki fonksiyonu

PH Alam Lipit iirinleri IR.S proteminin insiilin reseptoriine alimi
(PIP2.PIP3)

PTE Alam Spesifik fosfotirozin kalintis: Insiilin reseptdriinin IRS proteini
(NPXpY motifi) ile taninmasi

SH2 Alam Ug aminoasit ile belirlenen IRS proteininin akis asagt

spesifik fosfotirozin kalmtis: molekillere smyal 1letinu
SH3 Alam COOH -termunal tirozin protein SH2 protemnlerinden agag: akig
bakimindan zengin —motif molekiillerine siyal iletimi

IRS1, PH ve PTB alanlarina ve neredeyse tamami C-terminalinde bulunan 20'den
fazla tirozin fosforilasyon bolgesine sahiptir ve bunlar, PI3K'nin p85 alt tinitesinin SH2
alanlari i¢in tercih edilen baglama bolgelerini temsil eden Y XXM dizilerini igerir. IRS1'

in alt yolaklarindan en belirgini ve en iyi karakterize edilen sinyal yolu PI3K’dir. PI3K,



AKT, atipik protein kinaz C (aPKC) enzimleri ve mTOR/S6K dahil olmak iizere gesitli
efektorleri uyarir. Bu efektorler ¢cogunlukla insiilin ve IGF-1'in glukozu hiicre igine
almasi, protein sentezi ve lipid metabolizmasi tizerindeki etkilerinden sorumludur. IRS-
1’e baglanan bir diger efektor proteinlerden biri de GRB2’dir. GRB2, RAS/ERK yoluyla
mitogenezi diizenler (Brummer ve ark., 2010). IRS1, aktive edilmis reseptor ile Src
homolojisi-2 (SH2) alanlarini tagiyan bu efektor proteinler arasinda bir baglanti gorevi
goriir (Eck ve ark., 1996).

PTB Alam
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Sekil 4. IRS1 proteininin molekiiler yapis1 ve alt birimlerinin gérevleri (Gorgisen, 2017).

IRS2, IR'nin tirozin kinaz alami ile etkilesime giren ve IRS2’nin tirozin
fosforilasyonunu sinirlama islevi gorebilen KRLB denilen ilave bir alan igerir (Shaw,
2001). KRLB bolgesi, IRS2'deki tirozin fosforilasyon derecesini kontrol etmek i¢in
negatif diizenleyici eleman olarak gorev yapar. Bu diizenleyici 6genin IRS2 islevini

IRS1'in islevinden ayiran temel bir 6zellik olmasi muhtemeldir (Wu ve ark., 2008).

riIRS3, IRS1 ve IRS2'deki PH alanina olduk¢a homolog olan bir PH alani igerir
(sirastyla sican IRS1 ve IRS-2 ile %50 ve %45 dizi benzerligi). IRS3'teki PTB alani ise
IRS-1 ve IRS-2’ deki PTB alani ile sirasiyla %48 ve %53 benzerlik gosterir. PH ve PTB
alanlar1 diginda, IRS3 ve IRS1 veya IRS2 arasinda yiiksek bir homoloji bolgesi yoktur.
IRS3, PI3-kinaz, SHPTP2, Nck ve Shc'yi baglar, ancak Grb2 ve fosfolipaz C’yi zayif
sekilde baglar. IRS4, IRS1 ve IRS2 ile sirastyla %27 ve%?29 benzerlik gostermektedir.
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IRS4'in PH alani, IRS1, IRS-2 ve IRS3'te sirasiyla %49, %50 ve %43 dizi benzerligine
karsilik gelen yiiksek derecede bir homoloji sergiler. IRS4'tin PTB alani ise IRS1, IRS2
ve IRS3'te sirasiyla %66, %62 ve %43 benzerlik gosterir (Giovannone ve ark., 2000)

IRS5 (Dok4) ve IRS6 (Dok5)’in PH alanlar1 IRS1 ve IRS2 ile %22 oraninda dizi
benzerligi gosterirken, PTB alanlar1 IRS proteinleri ile sirasiyla IRS5 (Dok4) ve IRS6
(Dok5)’te %20-%22 ve %21-%23 oranlarinda dizi benzerligi gostermektedir (Cai ve ark.,
2003). IRS5 (Dok4) ve IRS6 (Dok5) proteinlerinin C-terminalleri yoktur ve insiiline

cevap olarak nispeten zay1f fosforile edilmislerdir (Brummer ve ark., 2010).

IRS-1 |PH PI3K Grb2  SHP2
IRS-2 !PH PI3K Grb2 SHP2
IRS-4 PH| | PTB PI3K Grb2

IRS-5/

DOK-4

IRS-6/ p—

soxs [
Sekil 5. insiilin Reseptdr Substrat proteinlerinin molekiiler yapisi (Mardilovich ve ark.,
2009).

2.5. IRS Proteinleri ve Kanser

IRS proteinleri, ¢ogu kanserle iliskili olan adaptor proteinlerdir. Bu proteinlerin
gerek kanserin baslangi¢ evresinde gerekse de kanserin metastatik ilerlemesine kadar
birgok asamasinda etkili olduklar1 gesitli galismalarla gosterilmistir. IRS proteinlerinin
IR ve insiilin benzeri biiylime faktorii reseptorii (IGFR) disinda farkli reseptorlerle
etkilesime gegmesi, farkli kanser tiplerinde ekspresyon artist gozlenmesi, hedef
proteinleri araciligiyla kanserle iliskili uyardig1 yolaklar ve IRS geni susturulmus fare
modellerinin fenotipleri gibi nedenler bu proteinlerin kanserle yakindan iligkili oldugunu

gosteren bilimsel kanitlardir (Mardilovich ve ark., 2009).

IRS proteinlerinin IR ve IGF-IR gibi tirozin aktivitesine sahip reseptorlere

baglanmayla sinirlt olmadigi gosterilmistir (Dearth ve ark., 2007). IRS proteinleri ligand
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bagl reseptorler, vaskiiler endoteliyal biiylime faktdr reseptorii (VEGFR), biiyiime
hormon reseptorii (GH), leptin, prolaktin, integrin, sitokinler gibi bir¢cok reseptorle de
etkilesime girebilir. Aktive edilmis IRS proteinleri bazi durumlarda g¢ekirdege gog
edebilir. Cekirdekte lokalize olan IRS proteinleri baz1 araci molekiillerle transkripsiyon
faktorii gibi davranarak hiicrede, c-myc, Twistl ve Siklin D1 ekspresyon artiglarina neden
olabilir (Gorgisen ve ark., 2017).

) Biiyime Hormona
Integrin Reseptorleri Sitokin ptorler Rezeptoru
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Sekil 6. Standart olmayan IRS sinyalinin sematik gosterimi (Gorgisen ve ark., 2017).

Transgenik ve knock-out fare timor modellerinde IRS fonksiyonunun
incelenmesi, kanserde ve tiimor hiicresi metabolizmasinin diizenlenmesinde IRS
fonksiyonu ile ilgili 6nemli ipuclari saglamistir. Fare meme bezinde IRS1’in asiri
ekspresyonu, meme bezinde ve tiimoérde biiylimeye neden olmustur (Shaw, 2011). Ayrica
fare hepatositlerinde IRS1’in asir1 ekspresyonu, DNA sentezinin artmasina ve karaciger

kiitlesinin %25 oraninda biiyiimesine neden olmustur (Tanaka ve ark., 1997).

IRS knock-out fare modelleri iizerinde yapilan arastirmalar, bu proteinlerin
biyolojik rollerinin ortaya konmasinda olduk¢a 6nem tasimistir. IRS1 knock-out fareler,
normal farelerden %30 daha kiiciik dogmaktadir ve yasamlart boyunca kisa boylu
kalirlar. Bu fareler insiiline kars1 direng gelistirirler ancak normal pankreatik beta hiicre

sayilarini korurlar (Gorgisen ve ark., 2017).
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IRS protein ailesi lizerinde yapilan caligmalar genel olarak IRS1 ve IRS2
ekspresyonlarina yonelik yapilmigtir. Hem IRS1 hem de IRS2 ekSpresyonunun karaciger,
pankreas ve prostat kanseri, malign plevral mezotelyomada arttig1 rapor edilmistir.
Meme, yumurtalik ve medulloblastoma dahil diger kanserlerde yalnizca IRS1
ekspresyonu degerlendirilmis ve bunlarda da ekspresyon artisi gosterilmistir
(Mardilovich ve ark., 2009). Ancak kanserler igerisinde lizerinde en ¢ok calisilan kanser
tiri olan meme kanserinde, IRS1’in tiimor progresyonu ile negatif bir iliski oldugu
gosterilmistir. IRS1’in ekspresyonundaki diislis ayrica kiigiik hiicreli olmayan akciger
kanserlerinde (NSCLC) de goriiliir ve bu ekpresyon diisiisii daha sik olarak skuamoz

hiicre karsinomlarinda meydana gelir (Han ve ark., 2006).

Cantarini ve ark. (2006) karaciger kanserinde IRS ailesinin tig tiyesi IRS1, IRS2
ve IRS4’iin ekspresyon artisini gozlemlemisler, IRS4’lin ise yalnizca karaciger
kanserinde artis gosterdigini tespit etmislerdir. Son olarak, hem IRS2 hem de IRSS5,
berrak hiicreli renal hiicreli karsinomda gen ekspresyonu diizeyinde diizenlenir

(Mardilovich ve ark., 2009).

Tablo 3. Insan kanserinde IRS ekspresyonu (Mardilovich ve ark., 2009) revize edilmistir.

Kanser Tipi IRS Ekspresyonu
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2.6. Glioblastoma Multiforme

Insan gliomas1 beyin veya omurilikte bulunur ve en sik gériilen malign santral
sinir sistemi tiimoriinii temsil eder (Huang ve ark., 2016). Glioma, birincil beyin
timorlerini tanimlamak igin kullanilan genel bir terimdir ve koken aldiklari hiicrelere
gore siniflandirilir. Bu hiicreler, astrositik tiimorleri (astrositom, anaplastik astrositom ve
glioblastom), oligodendrogliomalar, ependimomlar ve karigik gliomalar1 igerir. Bunlar,
beyindeki tiim malign primer tiimorlerin neredeyse %80'i ni olusturan merkezi sinir

sisteminin en sik goriilen tiimorleridir (Hanif ve ark., 2017).

Birincil beyin timorleri, yetiskinlerdeki tiim kanserlerin %2'sinden daha azini
(Sathornsumetee ve Rich, 2008), tim primer beyin tiimorlerinin  %30’unu
olusturmaktadir (Sander ve ark., 2017). Gliomalarin en malign formu olan Glioblastoma
Multiforme (GBM) (Li ve ark., 2018), yetiskinlerde en sik goriilen birincil beyin
timoridir (Gorgisen ve ark., 2019). Her yasta goriilebilmekle beraber olgular siklikla
45-75 yas arasindadir. Ortalama tan1 yasi ise 46 ile 61 arasinda degismektedir. Cocukluk
yaslarinda nadir goriilmektedir. Erkeklerde kadinlara oranla daha fazla gézlenmektedir
(Kalkan ve Atli, 2015).

GBM, Diinya Saghk Orgiiti (DSO) tarafindan evre IV astrositom olarak
smiflandirilmaktadir (Louis ve ark., 2016). Her ne kadar GBM, 100.000 kiside 10'dan az
insidansa sahip nadir bir timor olsa da (Hanif ve ark., 2017), GBM hastalarinin ortalama
sagkalim siiresi 14.6 aydir (Krakstad ve Chekenya, 2010). Hemen hemen tiim hastalarda
olimle sonuglanan tedavi edilemeyen bir hastaliktir (Wainwright ve ark., 2012).
Sagkalim olasilig1 tanidan sonraki ilk yilda %57'dir ve yedi yil igerisinde hastalarin %99’
unda niiks rapor edilmistir. Bu nedenle GBM'nin simdiye dek tedavi edilemez olarak
kabul edilmesinin nedeni budur (Kristoffersen ve ark., 2014). Rezeksiyon, kemoterapi ve
radyoterapi GBM i¢in tedavi yontemleridir (Huang ve ark., 2017). GBM tanisindan sonra
cerrahi rezeksiyonu takiben uygulanan adjuvan radyoterapi ve kemoterapi ile ortalama

yasam siiresi 18-24 aya kadar uzatilabilmistir (Alagoz, 2018).
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2.6.1. Primer ve Sekonder GBM’ler

Glioblastomlar, giinlimiizde molekiiler temelde primer ve sekonder olarak iki
gruba ayrilmaktadir (Durmaz ve Vural, 2007). Tanisi konmus GBM vakalarinin
%90’ndan fazlas1 primer gliomlardir. Geri kalan %10’luk kisim ise diisiik dereceli
timorlerden kaynaklanan sekonder gliomlardir (Urbanska ve ark., 2014). Primer GBM
genellikle yash kisilerde (60 yas) gozlenir ve ortalama sag kalim siiresi 4-7 ay olarak
bildirilmistir (Kalkan ve Atli, 2014). Sekonder glioma ¢ogunlukla ortalama yas1 39 olan,
daha yavas gelisen ve daha iyi prognozlu kisilerde goriiliir (Urbanska ve ark., 2014).

Primer glioblastomlarin genetik yapisi, sekonder glioblastomlardan farklidir.
Primer glioblastomlarda siklikla epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) ve fosfataz
ve tensin homologu (PTEN) genlerinde ve ekspresyonlarinda degisiklikler bulunurken,
sekonder glioblastomlarda TP53 genlerinde mutasyon goriiliir (Ohgaki ve Kleiuhes,
2007). Primer glioblastomlar, EGFR amplifikasyonu ve asir1 ekpresyonu, PTEN
mutasyonu, p16 delesyonu, MDM2 amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu ve kromozom
10 tizerindeki heterozigosite kayb1 (LOH) ile karakterize edilir (Kleiuhes ve ark., 2002).

pl6, pRB1 genlerinde mutasyonlar, siklin bagiml kinaz 4/6 (CDK) ve (MDM2)
genlerinin amplifikasyonu, kromozom 10 delesyonlar1 sekonder GBM’de saptanmig
genetik degisikliklerdir. TP53 yolagi sekonder glioblastomanin gelisiminde kritik bir rol
oynamaktadir. TP53 geni 17p31.1’°de lokalize ve hiicre siklusu, DNA hasarina hiicresel
yanit, hiicre 6lumii ve hiicre farklilagsmasini i¢eren birgok hiicresel siiregte onemli rolii
olan bir protein kodlamaktadir (Kalkan ve Atli, 2014). Tablo 4’te primer ve sekonder

glioblastomalarin baslangi¢ ve ilerlemesindeki bazi genetik degisiklikler verilmistir.
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Tablo 4. Primer ve sekonder GBM baslangic ve ilerlemesinde major genetik degisiklikler
(Kanu ve ark., 2019).

Astrosutier, Weade kOk hicrelen

a \

Pilositik astrositom (DSO 1)

Digsk derecels astrosstom (DSO )

P53 mutasvonu (30%)
Anaplastik astrositom (DSO 3)

P53 mutasyonm (5023)
pl4 fzha metillennus (aym %)

MGMT metillenmiy (75%) ‘\‘
N\
l "
Sekonder GBM (DSO 4) (10%) Pramer GBM (DSO 4) (%630)
LOH 10q (&0%) Toam kromozom kavia 10 (70%)
EGFR amplifikasyons (10%) EGFR amplifikasyonu (40%-60%)
pl16 sitinmess (20%) p16 sdlmmesi {(30%:)
pi4 fazia metillenmiy (aym %) pli4 (aym %)
P53 mumasyonu, kodon 248273 (65%) po3 mutasyonu, thmn ekzon (30%)
PTEN mutssyonu (5%) PTEN mutasyonu (25%)
RB1 metilienmug (40%) RB1 metilfemmug (15%)
MGMT metillennus {(735%) MGMT metillenmig (36%)

2.6.2. GBM’lerde molekiiler mekanizma

EGFR' ler ve trombosit kaynakli bityiime hormonu reseptorii (PDGFR), GBM'
lerde eksprese edilen intrinsik tirozin kinaz aktivitesine sahip en yaygin reseptor tirozin
kinazlardir (RTK) (Krakstad ve Chekenya, 2010). EGFR geni, 7p12.1°de lokalizedir.
Primer glioblastomda asir1 eksprese edilir, ¢ogaltilir ve ¢ok nadiren mutasyona ugrar.
Molekiiler taramalar, EGFR gen amplifikasyonlarinin glioblastomlarda yaklasik %35-70

oraninda gozlemlendigini ortaya ¢ikarmistir (Lopez-Gines ve ark., 2010).

EGFR, RAS, mitojenle aktiflestirilen protein kinaz (MAPK) ve fosfatidilinozid-
3-kinaz (PI3K) / AKT yollarmin aktivitesini arttirir (Sathornsumetee ve Rich, 2008).
EGFR gen amplifikasyonu ve asir1 ekspresyonu, primer glioblastomada sik goriilen
genetik degisikliklerin basinda gelir. EGFR ve EGFR-iligkili hiicresel yolaklarda
meydana gelen degisimler, tiimor biiylimesini, migrasyonu ve anjiojenezi arttirici etki

gosterir (Erbayraktar ve ark., 2015).

16



Blyume Faktorieri
EGF, TGF-a, vs.

P RRRECRRECLRTRRE
..... 5 Hitihithananaont

e S S Y Y S Y Y N S S S S S S Y 3 =1 S

(P

EGFR
& Fosforilasyonu

( PTEN )

35455
20027
DO

V&

Gen ekspresyonu
Hicre donglsi

Sagkalim Anjiyogenez
Proliferasyon Tumédriesme
Onkogenez Apoptoz inhlbisyonu

Transformasyon
Farklilagma
Apoptoz
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Sekil 7. EGFR sinyal yolag: (Giilagar, 2017).

EGFR veya PDGFR kaynakli Ras aktivasyonu, GBM'lerin ortak bir 6zelligidir.
EGF veya PDGF'nin bu reseptorlere baglanmasi, hiicre ig¢i tirozin rezidiilerinin
otofosforilasyonuna ve Ras'mn adaptdr proteinleri ile etkilesimi yoluyla aktivasyonuna yol
acar. Ras aktivasyonu, Raf'1 hiicre zar i¢in alir ve ardindan sirasiyla Src kinazlar1 veya
PKC ile tirozin veya serin / treonin rezidiilerinin fosforilasyonunu saglar. Bu, daha sonra
MAPK 'lar ve ERK1 ve 2 Kinazlar araciligiyla agag: akis sinyallerini baslatir (Krakstad ve
Chekenya, 2010). Bu da sekil 7’de gosterildigi gibi gen ekspresyonu, hiicre dongiisii,

farklilagsma, apoptoz gibi hiicresel siiregleri aktive eder.

GBM hiicrelerindeki diger 6nemli yolak fosfatidilinositol 3 kinaz (PI3K)
yolagidir. PI3K, RTK!'ler iizerindeki fosfotirozin rezidiilerine baglanarak plazma zarma
transloke edilir. Aktive PI3K, fosfatidilinositol-3,4 difosfattan (PIP2) fosfatidilinositol-
3,4,5 trifosfat (PIP3) iiretir. PIP3 birikimi, fosfoinositide bagimlh kinaz 1 (PDKI1) ve
AKT'yi plazma membranina alir. AKT, iki 6nemli diizenleyici bolgede, Thr308 (PDK1
ile) ve Ser473'te (MTOR kompleksi 2 ile) fosforilasyon yoluyla aktive edilir. Aktive
edilmis AKT daha sonra niikleer faktér xB'min (NFkB) niikleer translokasyonunu
kolaylastirarak sagkalimi arttirir, bu da daha sonra transkripsiyonel olarak hiicrenin
hayatta kalmasina aracilik eden ve proliferasyonu tetikleyen eden genleri aktive eder
(Krakstad ve Chekenya, 2010).
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10923.3'te bulunan PTEN geni, protein fosfataz ve 3-fosfoinositol fosfataz
aktivitelerinin fonksiyonunda dnemli olan protein tirozin fosfatazin katalitik bolgesine
homoloji olan merkezi bir alan1 kodlar (Ohgaki ve Kleihues, 2007). PTEN, PIP3'i
PIP2'ye fosforile ederek PI3K sinyalini sonlandirir. PI3K aktivitesini negatif olarak
diizenleyen bir timor baskilayict olarak islev goriir. PTEN geninin GBM'lerdeki
mutasyonlari, PIP3 seviyelerinin artmasina neden olur (Krakstad ve Chekenya, 2010).

Sekil 8. GBM'lerde hiperaktif reseptor tirozin kinazlar (Krakstad ve Chekenya, 2010).

GBM’de AKT, PI3K, mTOR ve RAS yolaklarinin ortak noktasina baktigimizda
IRS1 proteini karsimizda g¢ikmaktadir. Ayrica beynin tiim metabolik ve elektriksel
fonksiyonlarinda glukozu temel enerji kaynagi olarak kullanmasi IRS1 proteininin GBM
gelisiminde onemli rol oynayabilecegi diisiincesini akla getirmektedir. Bu noktalardan
yola ¢ikildiginda, IRS1-GBM iliskisini ortaya koyan ¢alismalar olduk¢a sinirlidir. GBM
hastalarinda, IRS1 mutasyonlariin etkili olabilecegi Giilagar ve arkadaslar tarafindan
ileri siriilmistir (Giilagar, 2017). Dolayisiyla IRS1 sinyal iletim aginin GBM

gelisimindeki etkisinin ortaya ¢ikarilmasi olduk¢a dnem tagimaktadir.
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Tiim bu bilgiler 1s181nda, calismamiz kapsaminda IRS1 ekspresyon artisinin, IRS1
sinyal yolagi elemanlar1 aracilifiyla GBM hiicrelerinin sagkalimini arttirdigini
diisiinerek, in vitro ortamda GBM hiicrelerinde IRS1 bagimli sinyal yolagmin roliinii

aydinlatmay1 amacladik.
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Kompetan Hiicre Hazirlanmasi

Kullanilan soliisyonlar:

1. LB (Luria-Bertani) Siv1 Besiyeri: %2’lik olacak sekilde 4 g LB (Merck 1.
10285.0500) toz 200 ml distile su igerisinde ¢dzdiiriiliip otoklavlandi.

2. 50 mM CaCl; (Merck) /10 mM Tris (pH:7.4)
3. %100 Gliserol (Merck)

Uygulama

e 2 adet 50 ml’lik falkon tiiplere 15’er ml LB s1v1 besiyeri kondu.

e Bu tiiplerden birine 20 ul DH5a E. coli susu ilave edildi. Diger tiip ise negatif
kontrol olarak kullanildi.

e Ornekler 37 °C’de calkalamali etiivde gece boyunca inkiibasyona birakld.

e inkiibasyon sonunda bakterilerin iiredigi tiip etiivden cikarilarak buzda 30 dk
bekletildi ve sonrasinda 4000 rpm’ de 5 dk boyunca santrifiij edildi.

e Siipernatant uzaklastirildi ve pelet lizerine daha dnce sogutulmus 50 mM CaCl>
(Merck) /10 mM Tris (pH:7.4)’den 25 ml ilave edilerek homojenize hale getirildi.

e Karisim 15 dakika buz iizerinde bekletildi. 4000 rpm’de 5 dk boyunca santrifiij
edildi.

e Pelet tizerine 9 ml 50 mM CacCl, (Merck) /10 mM Tris (pH:7.4) ¢ozeltisi ve 1 ml
%100 gliserol igeren yeni bir ¢ozelti hazirlandi ve buza kondu.

¢ Bu islemden sonra, buzda bekletilen ve kompetan hiicreleri igeren tiipler tekrar
2000 rpm’de 5 dakika boyunca santrifiij edildi.

e Hazirlanan 6rnek, buzda sogutulmus 1.5 ml’lik ependorf tiiplere 200’er pl olacak
sekilde boliindii.

e Ardindan 6rnekler -80 °C’de depolandi.
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3.2. E. coli DH5a Susuna Plazmid Transformasyonu

e -80°C’den ¢ikarilan kompetan hiicreler buzda eritildi.

e Onceden sogutulmus yeni ependorfta 75 pl kompetan hiicreden ve 8 ul vektorden
(pcDNA3.1 Flag tagged insan IRS1 ekpresyon vektorii) alinarak karistirildi.

e Ornek, buz iizerinde 30 dk bekletildi.

e Siire sonunda 6rnek 42 °C’de 1 dk boyunca 1s1 blogunda bekletildi ve sonrasinda
tekrar buza alinarak 1 dk bekletildi.

e Ornek iizerine 6nceden 37 °C’ye getirilmis 500 pl amfisilinsiz LB besiyeri eklendi
ve karisim 37 °C’de ¢alkalamali etiivde 1 saat inkiibe edild.i.

e Inkiibasyon sonunda karisim, icerisinde 10 ml LB siv1 besiyeri ve 50 mg/ml
amfisilin igeren 2 adet 15 ml’lik falkona esit miktarda boliindi ve gece boyu 37°

C’de calkalamali etiive birakildi.
3.3. E. coli Hiicrelerinden Plazmid izolasyonu
Kullanilan Soliisyonlar:

1. Resiispansiyon Sollisyonu

2. Lizis Soliisyonu

3. Notralizasyon Sollisyonu

4. Yikama soliisyonu (35 ml %96’lik etanol eklendi)
5. Eliisyon Soliisyonu (10 mM Tris-HCI, pH 8.5)

Plazmid izolasyonu, Thermo Scientific GeneJET Plasmid Miniprep Kit ile

asagidaki protokole gbre yapild;

e 50 mg/ml amfisilin igeren 10 ml besiyerinde gece boyu iiretilen transforme
bakterilerin bulundugu falkon tiipler 4500 rpm’de 10 dk santrifiij edildi.
e Siipernatan kisimlar1 atildi.

e Her tiipe 500 pl resiispansiyon soliisyonu eklendi.
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Vortekslenerek homojenize edildi.

Dort adet 1.5 ml’lik ependorf tiipe falkonlardaki bakterilerden 250’ser ul eklendi.
Her bir ependorf tiipe 250’ser pl lizis soliisyonu eklendi ve soliisyon viskoz ve
kismi olarak seffaf hale gelene kadar 4-6 kez alt iist edildi.

Bunun iizerine 350 pl nétralizasyon soliisyonu eklendi ve karigim hemen 4-6 kez
lyice alt Ust edildi.

Ardindan 12000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Siire sonunda iist faz spin kolonlara aktarildi.

12000 rpm’de 1 dk santrifiij edildi ve spin kolonun altindaki siv1 uzaklastirildi.
Ardindan 500 pl yikama soliisyonu eklenerek DNA disindaki bagli maddeler
silika membrandan uzaklagtirildi.

12000 rpm’de 30-45 sn santrifiij edildi ve kolonun altindaki siv1 bosaltildu.
Tekrar 500 ul yikama soliisyonu eklenerek 12000 rpm’de 45 sn santrifiij edildi.
Spin kolonun alt bélmesi igindeki sivi ile beraber atildi ve plazmid DNA’nin
bulundugu spin kolon yeni ependorf tiiplere alindi.

Plazmid DNA’lar1 spin kolondan s6kmek i¢in uzaklastirmak i¢in 50 pl eliisyon
tamponur spin kolon iizerine eklendi.

12000 rpm’de 1-2 dk santrifiij edilerek plazmid DNA’nin silika membrandan
ayrilarak ependorf tiiplere ge¢gmesi saglandi.

Spin kolon atildi ve plazmid DNA’ nin bulundugu tiipiin agz1 parafilmlenerek -20
°C’de saklandi.

DNA miktar ve kalitesi nanodrop araciliiyla belirlendi.

3.4. Hiicre Kiiltiiria

Calismamizda, stoklarimizda mevcut olan Glioblastoma Multiforme’ye ait U-87

MG hiicre hatt1 kullanildi. Hiicrelerin tamami %1 L-glutamin, esansiyel olmayan amino

asitler, sodyum piruvat, %10 Fetal Bovin serum (FBS-biowest Cat. no: S1810-100) ve
%1 PSA (Penisilin/Streptomisin/Amfoterisin) (BI-03 033 1B) ecklenmis DMEM
(Dulbecco’s modified eagle medium-biowest Cat. no: L0064-500) iginde; %5 CO>’lik

atmosfer, %95 nem ve 37 °C’lik inkiibatérde (Memmert) monolayer kiiltiir olarak

cogaltildi.
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3.4.1. U-87 MG hiicrelerinin ¢ozdiiriilmesi

Cozdiirecegimiz U-87 MG hiicreleri i¢in taze besiyeri oda sicakliginda 30 dk

bekletilerek hazir bulunduruldu.

Siire sonunda giivenlik kabini (MetiSafe) icinde steril bir 15 mI’lik falkon tiipe 5
ml besiyeri birakildi.

Azot tankindan U-87 MG hiicrelerinin bulundugu kriyo tiip ¢ikarildi.
Alkollenerek kabine alindi.

Elle bir miktar ovusturuldu ve ardindan 15 ml’lik falkondan bir miktar besiyeri
aliarak hiicrelerin bulundugu tiipe eklendi.

Tiip igerisinde donmus halde tabana yapismis olarak bulunan hiicreler, tabandan
ayrilincaya kadar pipetaj yapildi.

Tabandan ayrilan hiicreler 15 ml’lik falkonun i¢inde bulunan besiyeri {izerine
eklendi ve 3-4 kez alt iist edilerek hiicrelerin iyice erimesi saglandi.

Hiicreler 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

Steril 100 mm’lik bir petriye 10 ml besiyeri kondu.

Falkondaki siipernatant kisim atild1 ve petriden bir miktar besiyeri alinarak pelet
tizerine eklendi.

Hiicreler iyice pipetaj yapildiktan sonra falkon tiipten alinarak petrideki

besiyerine eklendi ve %5 CO2’li inkiibatore kaldirildi.

3.4.2. U-87 MG hiicrelerinin beslenmesi

Hiicreler, %10 FBS ve %1 PSA igeren DMEM besiyeri ile invert mikroskopta

morfolojik olarak incelendikten sonra hiicrenin durumuna gore iki giin araliklarla

beslendi. Bunun i¢in;

Inkiibatdrde bulunan hiicreler ¢ikarilarak giivenlik kabinine alindi.

Petride bulunan besiyerleri pipetorle dikkatli bir sekilde ¢ekilerek ortamdan
uzaklastirildi.

Bunun tizerine 5 ml kadar 1XPBS (Phosphate Buffer Saline) eklendi ve petrinin
her tarafina yayilmasi saglandiktan sonra ortamdan uzaklastirildi.

Petriye 10 ml yeni besiyeri eklenerek etiive kaldirildi.
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3.4.3. U-87 MG hiicrelerin dondurulmasi

%10 DMSO (Dimetil Siilfoksit): Dondurma soliisyonu 9:1 FBS ve DMSO

olacak sekilde hazirlandi.

Uygulma

e Petrideki besiyeri pipetor ile dikkatli bir sekilde uzaklagtirildi.

e Bunun iizerine 5 ml 1XPBS eklenerek yikandi.

e Ardindan pipetér ile PBS uzaklastirilarak tizerine 400 pl tripsin eklendi.

e Petri, 37 °C’de inkiibasyona alind1 ve burada 2-3 dk bekletildi.

e Etiivden ¢ikarilan hiicreler, tripsinle homojenize edildi.

e 15’lik bir falkon igerisine 5 ml besiyeri eklendi ve tripsin ile petriden ayrilan
hiicreler bu falkona eklendi.

e 2000 rpm’de 5 dk santrifiij edildi.

e Siipernatant uzaklastirildi. Icerisine pipetdr ile daha &nce hazirlanan %10’ luk
DMSO-FBS karigim1 olan dondurma soliisyonundan 4 ml eklendi ve iyice pipetaj
yapildi.

e Dort adet kriyo tiip hazirland1 ve her birine bu soliisyondan 1’er ml konuldu.

e Tiipler, kriyo tiip dondurma kutusuna alind1.

e Hiicreler ertesi giin azot tankina transfer edildi.

3.4.4 U-87 MG hiicrelerinin pasajlanmasi

Invert mikroskopta incelenen hiicrelerin yogunlugu ortalama %70-80’e

ulastiginda hiicreler pasajlandi. Bunun igin;

e Petride bulunan besiyeri pipetor ile dikkatlice uzaklastirildi.

e Uzerine pipetdr ile 5 ml yikama soliisyonu (1XPBS) eklendi.

e PBS tekrar pipetor ile uzaklastirildi.

e Uzerine 500 pl tripsin eklendi ve tripsinin her tarafa homojen olarak dagilmasi
saglandi.

e Tripsinin etkisini daha iyi gosterebilmesi i¢in 3-4 dk etiivde bekletildi.
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Tabana yapismis olan hiicrelerin ayrilmasi i¢in petride bulunan tripsin ile pipetaj
yapildi.
Yeni bir petriye 10 ml kadar besiyeri eklendi.

Yiizeyden ayrilan hiicrelerden 200 pl alinarak yeni petriye alind1 ve inkiibe edildi.

3.4.5. U-87 MG hiicrelerine plazmid transfeksiyonu

U-87 MG hiicreleri transfeksiyon isleminden bir giin 6nce, Tripsin-EDTA
(biowest Cat no. L0932-100) ile %70-%80 yogunluk oranina sahip olmak
amacityla pasajlandi.

Transfeksiyon islemi i¢in transfeksiyon soliisyonu hazirlandi. Bunun i¢in 1.5
ml’lik bir ependorf tiipe 20 pl plazmid DNA, 780 pl serumsuz besiyeri ve 15 pl
transfeksiyon reagent (Thermo Scientific TurboFect) eklenerek iyice pipetaj
edilmek suretiyle karistirildi.

Bu karisim laminar kabinde 20 dk bekletildi.

Stire sonunda etiivdeki kontrol hiicrelerinin bulundugu petri kabi ¢ikarildi. Bunun
izerine ependorf tiipte bulunan soliisyonun tiimii 1000’ lik pipetle alinarak 10-15
cm yiikseklikten hiicrelerinin iizerine damlatildi ve ardindan gece boyu

inkiibasyona birakildu.

3.5. U-87 MG Hiicrelerinin Sayim

Hiicre sayimi i¢in hematositometre metodu kullanildi. Bunun i¢in;

Besiyeri uzaklastirilan hiicreler 1XPBS ile yikandi ve tizerine 500 pl tripsin ilave
edilerek hiicrelerin petri tabanindan ayrilmasi saglandi.

Petri tabanindan ayrilan bu hiicreler icerisinde 5 ml besiyeri bulunan 15 ml’lik
bir falkon tiipe aktarilarak karigtirildi.

Stoktan alinan hiicreler 1/10 oraninda besiyeriyle diliie edildi.

Buradan 100 pl alinarak thoma lami iizerine birakildi. Lamel, thoma laminin tam

ortasina gelecek sekilde yerlestirildi.
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Steril

Merkez alana diisen hiicreler sayilarak toplam hiicre sayis1 asagidaki formiille
belirlendi.
Hiicre Sayimi (ml) = A x SF x 10*

Lam {izerinde sayilan alan

A : Bir karede sayilan hiicre adedi
SF : Seyreltme faktorii

10* :Standart sonug elde etmek igin kullanilan bir degismez.

Bu formiile gore 96 kuyucuklu bir plakaya her kuyucuga 5000 hiicre diisecek
sekilde hiicre ekimi yapildu.
Hiicrelerin plaka tabanina yapigsmasi ve biiylimesi i¢in bir giin boyunca etiivde

birakilda.

3.6. MTT (Hiicre Canhlik) Testi

MTT (5 mg/ml) Metiltiazol difenil tetrazolium (MTT, AppliChem, A2231):

ortamda 0,05 g MTT, 10 ml 1XPBS igerisinde ¢6ziildii.

Uygulama

Cok kanalli pipet araciligiyla her kuyuya 20 pl MTT soliisyonu eklendi

Hiicreler etiivde 4 saat inkiibe edildi.

Stire sonunda besiyeri uzaklastirildi.

Cok kanall1 pipet araciligiyla her kuyuya 100 ul DMSO eklendi.

96 kuyulu petri, 5 dk boyunca karstirildiktan sonra renk degisimi
spektrofotometre cihazinda 540-690 nm dalga boyunda okutuldu.

3.7. U-87 MG Hiicrelerinin Insiilin ile Muamele Edilmesi

U87-MG hiicrelerinin bulundugu besiyeri uzaklastirildi.
Hiicreler 1XPBS ile yikandi.

Tripsin ile petriden ayrilan hiicreler, 6 kuyulu plakalara eklendi.
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e Gece boyu etiivde bekletildi.

e Siire sonunda 6 kuyulu plakalardaki besiyeri uzaklastirilarak 1XPBS ile yikandi.

e Hiicrelere serum igermeyen besiyeri verildi.

e Hiicreler etiivde 14 saat boyunca serumsuz ortamda bekletildi.

e Siire sonunda ilgili gruplar, 15 dk ve 30 dk araliklarla 100 ng/ml
konsantrasyonunda insiilin ile muamele edildi.

e (Insiilin ile muamele sonunda hiicreler tekrar 1XPBS ile yikandi.

e Hiicreler iizerine lizis tamponu eklendi.

e Hiicre kaziyicisi ile hiicreler kaldirilarak ependorf tiiplere alindi.

e Hazirlanan lizatlar -80 °C’ye kaldirild.

3.8. Protein Lizatlarinin Hazirlanmasi

Triton-X Lizis Tamponu: 100mM 4.199 g Sodyum Floriir (NaF-Sigma), 50mM
13,015 g Hepes (Sigma), 150mM 8.766 g Sodyum Kloriir (NaCl-Sigma), 1ImM 0.09521
g Magnezyum Klorid (MgCl2 -Sigma), 1mM 0.3804 g EGTA (Sigma), 1mM 0.1742 g
PMSF (Sigma), 1mM 0.1839 g Sodyumortovanadat (Sigma), 10 mM 4.461 g Sodyum-
pirofosfat (Sigma), tartilip 500 ml bidistile su i¢inde ¢oziildii. 10 mg/ml’lik stoktan 1 ml
Leupeptin (Sigma), 10mg/ml’lik stoktan 1 ml Aprotinin (Sigma), 10 mg/ml stoktan 100
ul Pepstatin A (Sigma), %10°luk gliserol’den 100 ml ve 12 ml Triton-X-100 (Sigma)
eklendikten sonra son hacim 1 litre olacak sekilde bidistile su ile tamamlandi. 50 ml’lik

falkonlara boliinerek -20 °C’de saklandi.

Uygulama

e Lizis tamponu -20°C’den ¢ikarilarak buz tizerinde erimeye birakildi.

e Insiilin ile muamele edilmeyen hiicrelerin besiyeri uzaklastirildi.

e Hiicreler 1’er ml 1XPBS ile yikandu.

e Daha sonra her kuyuya 250 pl lizis tamponu eklendi.

e Hiicre kaziyicisi ile tabana yapismis olan hiicreler kaldirildi ve iyice pipetaj
yapildiktan sonra ependorf tiipe aktarildi.

e Ayni islemler insiilin ile 15 dk ve 30 dk muamele edilmis olan hiicreler i¢in de

uygulandi.

27



e Lizatlarin bulundugu ependorf tiipler parafilmlenerek Bradford analizi yapilmak
tizere -80 °C’de saklandi.

3.9. Protein Miktar Tayini (Bradford Analizi)

Stok BSA (BioShop CAS. 9048-46-8) (10 mg/ml): 50 mg BSA, 5 ml steril suda
lyice ¢oziildi ve stok -20 °C’de saklandi.

Bradford Reaktifi (BioRad 500-0006): Bradford reaktifi steril su ile 1:5

oraninda sulandirildi.

Uygulama

e U-87 MG hiicre lizatlar1 -80 °C’den ¢ikarilarak buzda erimeye birakildi.

e Eridikten sonra iyice vortekslenerek sogutmali santrifiijde 10 bin rpm’de 1 dk.
santrifiij edildi.

e Santrifiij sonucunda siipernatant yeni bir ependorf tiipe aktarildi.

e 10 mg/ml stok BSA soliisyonundan 1 mg/ml olacak sekilde sulandirildi.

e 1mg/mBSAO0.2,05,1,3,5,7,9, 11 ul miktarlarinda ii¢ tekrarli olacak sekilde
96 kuyulu petriye dagitildi.

e Aymi sekilde protein lizatlar1 da vortekslendikten sonra 1’er pl alinarak tgerli
tekrar olacak sekilde kuyucuklara eklendi.

e Standart ve ornek tizerine 100 pl Bradford Reaktifi eklendi.

e Ardindan Ornekler florometre cihazinda 595 nm dalga boyunda okutuldu ve

konsantrasyonlar excel araciligiyla belirlendi.

3.10. Western Blot

Kullanilan Soliisyonlar:

Resolving (Ayristirma) Tamponu: 1,5M TrisBase pH: 8.8. 1 It’si igin 181,64 gr
TrisBase olacak sekilde 500 ml hazirlandi. 90,82 g TrisBase tartildi. 300 ml distile

H20’da ¢6ziildii ve hacim 500 ml’ye tamamlandi. Soliisyonun pH’ s1 8.8’e ayarland.

28



Stacking (Yiikleme) Tamponu: 0,5M TrisBase pH:6,8. 1 It” si igin 60,5 g
TrisBase olacak sekilde 500 ml hazirlandi. 30,25 g TrisBase tartildi. 200 ml distile

H2>O’da ¢oziildli ve hacim 500 ml’ye tamamlandi. Soliisyonun pH’s1 6.8’¢e ayarlanda.

Running Buffer (Yiiriitme) (10X): 15 g TrisBase, 94 g Glisin (Vivantis
PR0608), 50 ml %10 SDS karigimi 11t’ye distile H20 ile tamamlandi. Soliisyon pH ayari
gerektirmemektedir.

Running Buffer (Yiiriitme) (1X): 100 ml 10X Running Buffer iizerine 900 ml

distile su eklendi ve karistirildi.

10XPBS (pH 7.4): 80 g NaCl, 2 g KCl, 14,4 gr Na2HPOg4, 2,4 g KH2PO4 tartildi.
800 ml distile su igerisinde ¢oziildii. Cozelti pH’ s1 7.4’ e ayarlanarak son hacim 1000 ml’

ye tamamlandi.

1XPBST (1 It icin): 10X PBS’ ten 100 ml ve distile sudan 900 ml alinarak
karistirildi. Bu ¢ozelti tizerine 1ml Tween 20 (Merck 8.22184.1000) ilave edildi.

SDS Yiikleme Tamponu: 1 ml gliserol, 3 ml %10 SDS (Merck 8.22050.1000),
1,25 ml (1M) Tris-HCI pH:6,7, 1-2 pg bromofenol mavisi eklendi. Filtreden gegirilerek
kullanildi. Kullanmadan 6nce 1ml’ye 50 pl B-merkaptoetanol (Sigma M3148) ilave
edildi.

%10 Amonyum persiilfat (APS): 0,1 g APS (Sigma A3678) 1.5 ml’lik bir
ependorf tiip icerisine alindi. Uzerine 1ml distile su eklendi. lyice vortekslenerek

¢oziilmesi saglandi ve 4 °C’de saklandi.

Transfer Tamponu: 3,75 g Glisin ve 7,25 g TrisBase 1 It distile suda ¢oziilerek

karigima 250 ml metanol eklendi.

Akrilamid/Bisakrilamid (100 ml i¢in 29/0.8): Soliisyon 500 ml hazirlandi.
Bunun igin 145 g Akrilamid (Merck 8.00830.1000) ve 4 g Bisakrilamid (Merck 2610)
tartild1. Uzerine 200 ml distile su eklenerek karistiricida iyice ¢oziinmesi saglandi. Hacim

500 ml’ye tamamlandi.

3.10.1. Jelin hazirlanmasi

Asagidaki tabloda %10’luk jel hazirlama protokolii uygulandi.
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Tablo 5. Western Blot jel hazirlama protokolii

Eesolving | %7 2ol0 0ol2 2als Stacking Sml'lik | 10ml’lik

Su 15ml | 11.55ml | 10.5ml | 7.05ml | Su 3ml fiml

Resolving 7.5ml 7.5ml 7.5ml 7.5ml | Stacking 1.25ml 2 5ml
Buffer Buffer

Acr(29:08) | 7.05ml | 10.5ml 12ml 15ml | Acr(29:08) | 0.625ml [ 1.25ml

%e105D5 0.3ml 0.3ml 03ml | 03ml | %10SD5 50pud 100l
2o APS 0.3ml 0.3ml 03ml | 03ml | %APS 50pd 100l
Temed 30wl 30ud 30ul 30l | Temed S5l 10wl
Toplam 30ml 30ml 30ml | 30ml | Toplam 5ml 10ml

3.10.2. Protein lizatlarinin hazirlanmasi

Stacking Jel donmaya birakildig1 sirada protein lizatlar1 hazirlanmaya baglandi. -
20 °C’de muhafaza edilen ve daha once miktar tayini yapilmis proteinler -20 °C’den
cikarildiktan sonra buz iizerinde erimeye birakildi. Bu arada 1sitic1 95 °C’ye ayarlandi.
Buzda eriyen 6rnekler vortekslendi. Ilgili tiiplere daha 6nce Bradford Assay ile belirlenen
miktarlarda 6rnek ve dncesinde bu miktarlarin yarisi kadar B-merkaptoetanol igeren SDS
yiikleme tamponu konularak tekrar vortekslendi. Orneklerin bulundugu tiipler daha énce
95 °C’ye ayarlanmig 1siticiya alindi ve burada 5 dk bekletildi. Isiticida bulunan bu
ornekler bu siire zarfinda 1-2 kez vortekslenerek tekrar isiticiya alindi. Siire sonunda

1siticidan alinan 6rneklere mikrosantrifiij cihazinda kisa siireli bir spin yapildi.

3.10.3. Orneklerin jele yiiklenmesi ve jelde yiiriitiillmesi

Orneklerin poliakrilamid jele yiiklenmesi igin oncelikle jele yerlestirilmis olan
taraklar dikkatli bir sekilde ¢ikarildi. Olusan kuyucuklarda var olan kabarciklar, bu
kuyucuklara distile su eklenip hizli bir sekilde silkelemek suretiyle uzaklastirildi. Jel,
yiirlitme tankina alinarak iizerine yiirlitme sollisyonu eklendi. Yiikleme pipet uglari

araciligryla ilk kuyucuga 6 pl marker, sonraki kuyucuklara ise Bradford Assay ile
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belirlenen miktarlarda 6rnek yiiklendi. Jele yiiklenen ornekler stacking jeli gecene kadar
60 voltta, resolving jelde ise 80 voltta yiiriitiildii (Biorad gii¢ kaynagi). Yiiriitme islemi

sonrasi proteinlerin PVDF membrana transfer asamasina gegildi.

3.10.4. Proteinlerin jelden PVDF membrana transferi

Ornekler yiiriitiildiikten sonra transfer asamasi igin transfer soliisyonu hazirlandi.
Bu soliisyon igerisine transfer i¢in kullanilacak olan siinger, whatman kagidi, PVDF
membran konularak islatildi. Yiiriitme islemi sonucu orneklerin bulundugu camlar
yiiritme tankindan ¢ikarildi. Bir miktar musluk suyuyla muamele edildi. Ardindan cam,
diiz bir zemin iizerine alinarak bir ayirict yardimiyla kalin ve ince camlar birbirinden
ayrildi. Bu camlar arasinda bulunan jelin stacking kismi kesilerek atildi. Transfer
aparatinin siyah kismina sirastyla transfer tamponunda 1slatilmis bir siinger, whatman
kagidi (Sigma Z691011), 6rneklerin yiiriitiildigii jel, saf metanolde 1slatilmig PVDF
membran (Millipore IPVHO00010) yerlestirildi. Bunun iizerine tekrar bir whatman kagidi
ve bir siinger yerlestirildi. Bu islemler esnasinda her seferinde olusan hava kabarciklari
silindir bir ¢ubuk yardimi ile uzaklastirildi. Ardindan bu kaset transfer cihazina
yerlestirildi. Uzerine transfer soliisyonu eklendi. Transfer cihazi, icerisine buz eklenmis

bir kutuya konularak gece boyu 40 voltta transfer islemi gergeklestirildi.

3.10.5. PVDF membranin isaretlenmesi

Gece boyu transferde bekletilen 6rneklerin bulundugu kaset, sonraki giin transfer
cihazindan ¢ikarildi. Blotlama islemi i¢in membran jelden ayrildi. Metanol igerisine
konuldu. Metanolden ¢ikarilan ve 6rneklerin bulundugu membranin 6n yiizii isaretlendi.
Sonrasinda PBST-BSA (1X PBS, %0.1 Tween-20, %1 BSA) soliisyonunda 1.5 saat
bloklandi. Ardindan bu soliisyon atildi ve membran tlizerindeki markir referans alinarak
protein biiylikliigiine gore kesildi. Bunun ardindan, PBST-BSA i¢inde hazirlanan primer
antikorunun 1/1000 diliisyonu ile gece boyu +4 °C’de ¢alkalayici de karistirildi. Ertesi
giin primer antikor uzaklastirildi ve blot, PBST (1X PBS, %0.1 Tween-20) ile 15’er
dakika araliklarla 2 kez oda sicakliginda yikandi. Ardindan, PBST-BSA i¢inde

hazirlanmis uygun anti-mouse veya anti-rabbit sekonder antikorunun 1/2000 diliisyonu
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ilave edildi ve isaretleme 1,5 saat oda sicakliginda yapildi. Sekonder antikorun

uzaklastirilmasinin ardindan blot PBST ile 15’°er dk araliklarla iki kez yikandi.

3.10.6. PVDF membranin goriintiilenmesi
Kullanilan soliisyonlar

1. Western ECL Reaktifi (BIO-RAD)
e Peroksid soliisyonu (Cont no. 102030888)
e Luminol/enhancer solution (Cont no. 102030889)
1 ml peroksit soliisyonu ve 1 ml de luminol enhancer soliisyonu alinarak
15°1ik bir falkon tiipe konuldu. lyice vortekslendi.
2. Developer Rontgen Banyo Soliisyonu (Naturel)
e Soliisyon A (pH. 10-13): Hidrokinon 112 g/It, Potasyum Hidroksit 205 g/It,
Sodyum Metabisiilfit
e Soliisyon B (pH. 2-5): Fenidon 24 g/It, Dietilen glikol 800 g/It, Benzotriazol 8
o/lt, Asetik Asid 84 g/It
e Soliisyon C (pH. 4-7): Glutaraldehid 156 g/It, Sodyum Metabistilfid 153 g/It
1 It olarak hazirland1. 700 ml musluk suyuna 250 ml Soliisyon A eklendi. Iyice
karistirildiktan sonra 25 ml Soliisyon B ve 25 ml de Soliisyon C eklenerek karistirildi.
3. Fixer Rontgen Banyo Soliisyonu (Natiirel)
¢ Soliisyon A (pH. 5-7): Ammoniumtniosulphate 720 g/It, Sodyum Metabisiilfid
40 g/lt, Asetic Acid 55 gr/lt
e Soliisyon B (pH. 0-2): Asetik Asid 30 g/lt, Aliminyum Siilfat 350 g/It
1 It olarak hazirlandi. 700 ml musluk suyu tizerine 250 ml Soliisyon A eklendi.

Iyice karigtir1ldi. Bunun {izerine 250 ml Soliisyon B eklenerek karigtirildi.

Uygulama

Sekonder antikorun yikama isleminden sonra goriintiileme islemine ge¢ildi.
Bunun i¢in ECL reaktifi (Biorad) kullanildi. 1 ml peroksit soliisyonu ve 1 ml de luminol
enhancer soliisyonu alarak 15 ml’lik bir falkon tiipe konuldu. Iyice vortekslendi.
Membran diiz bir zemin iizerine alindi. Membranin iizerini tamamen kaplayacak sekilde

bu soliisyon ilave edildi ve 5 dk bekletildikten sonra membran {izerindeki soliisyon
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uzaklagtirilarak bir kaset igerisine konuldu. Karanlik odada kemiliiminasa duyarli film
(Kodak Medical X-ray Film), membranin {iizerine konarak 1-2 dk. bekletildi. Bu siire
sonunda film, 6nce developer soliisyonuna konarak bantlar goziikene kadar bekletildi.
Bantlar goziikmeye basladiktan sonra bu soliisyondan ¢ikarilip suya, ardindan fikser
soliisyonuna alinarak burada da 1-2 dk bekletildi. Bu siire sonunda film ¢ikarilarak tekrar

suya konulmak suretiyle goriintiileme gergeklestirildi.
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4. BULGULAR

4.1. Yabaml Tip IRS1 Proteininin U-87 MG Hiicrelerinde Ektopik

Ekspresyonunun Gosterilmesi

U-87 MG hiicrelerinde ekzojen olarak IRS1 ekspresyon artisinin saglanmast
amaciyla pcDNA3.1-flag tagged-insan IRS1 genini (WT-IRS1) igeren memeli
ekspresyon vektorii lipofektamin araciligiyla U-87 MG hiicrelerine transfekte edilmistir.
IRS1 ekspresyonunun, bos memeli ekspresyon vektorii omurgasi ve transfeksiyon islemi
kaynakli bir degisime ugrayip ugramadiginin gosterilmesi i¢in ise ayr1 bir grup U-87 MG
hiicrelerine bos vektor (0CDNA3.1) benzer yontemle transfekte edilmistir. Transfeksiyon

gerceklestirilmemis grup ise kontrol olarak kullanilmistir.

Sekil 9 ve Sekil 10°da goriildiigii gibi pcDNAS3.1-flag tagged-insan IRS1 vektorii
transfekte edilen grupta (WT-IRS1) ektopik IRS1 ekspresyonu, kontrol ve pcDNA3.1
gruplaria gore yaklasik 2 kat artmistir. Kontrol ve pcDNA3.1 gruplari arasinda ise IRS1

ekspresyonu agisindan herhangi bir degisiklik gézlemlenmemistir.

Kontrol PC WI-IRS1

« = 2 =z =2 2 <« = 3

e % & & = 8 o5 2 =
R

Sekil 9. U-87 MG hiicre gruplarinda insiilin indiiklii IRS1, ERK1/2 ve AKTI1

proteinlerinin aktivasyon ve ekspresyonlari ile Grb2 proteininin ekspresyon profili.
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Kontrol pcDNA3Z.L WIT-IRSI

Sekil 10. U-87 MG hiicre gruplarinda transfeksiyon sonrasi ektopik IRS1 ekpresyon

seviyeleri

4.2. Ektopik IRS1 Ekspresyonu Yapan U-87 MG Hiicrelerinde Insiilinin

IRS1 Tirozin Fosforilasyonu Uzerine Etkisi

Insiilin sinyali oldukg¢a hizli bir iletimin s6z konusu oldugu hiicresel bir yolaktir.
Zamana bagli insiilin indiiklii IRS1 aktivasyonu onceki calismalarda gosterilmistir.
(Gorgisen, 2015). Gorgisen ve arkadaslar1 293T hiicrelerinde insiilin bagimli IRS1
aktivasyonunun 5. dakikadan baglayarak, 15 ve 30. dk’larda da artisa devam ettigini
gormistiir. Dolayisiyla bu calismamizda IRS1 aktivasyonu i¢in 15 ve 30 dk’lik

inkiibasyon siireleri optimum siire olarak belirlenmistir.

Elde ettigimiz western blot analizlerine gore insiilin indiiklii IRS1 aktivasyonunda
tim zaman dilimleri gz Oniine alindiginda kontrol ve pcDNAS.1 gruplar1 arasinda
herhangi bir farklilik gézlemlenmemistir. U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklii IRS1
aktivasyonu 15. dk’da insiilin muamele edilmeyen esdegerlerine gore 2 kat, 30 dk. da ise
her iki grupta da yaklasik %55 oraninda artig gostermistir. IRS1 transfekte edilen
hiicrelerin insiilin muamele edilmeyen grubunda IRS1 aktivasyonunun kontrol ve
pcDNA3.1 gruplarina gore yaklasik %55 arttigi saptanmistir. 15 dakika muamele
sonucunda IRS1 aktivasyonu agisindan gruplar arasinda farklilik gézlemlenmezken, 30
dk insiilin muamele edilen gruplar karsilastirildiginda WT-IRS1 grubunda diger gruplara
gore %060 artisin s6z konusu oldugu goriilmektedir. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan

grup kendi igerisinde karsilastirildiginda; kontrol grubuna goére IRS1 tirozin
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fosforilasyonunda 15 dk’lik insiilin muamelesi sonucunda yaklasik %40, 30 dk’da ise

%60 artig oldugu saptanmastir.

Kontrol pPC WI-IRS1
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Sekil 11. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklii IRS1

tirozin fosforilasyonu

4.3. Ektopik IRS1 Ekspresyonu Yapan U-87 MG Hiicrelerinde Insiilinin
Grb2 Ekspresyonu Uzerine Etkisi

Insiilin indiiklii Grb2 ekspresyonu kontrol ve pcDNA3.1 gruplarinda 15. dk’da
insiilin verilmeyen gruba gore %20 oraninda artis gdstermektedir. Bu artis ektopik IRS1
ekspresyon artig1 gdsteren grupta ise insiilin verilmeyen gruba gore %38 oranindadir. 15
dk insiilin muamele gruplar kendi igerisinde karsilastirildiginda ise Grb2 ekspresyonu

WT-IRS1 grubunda, pcDNA3.1 ve kontrol gruplarina gére %18 daha yiiksektir.

30 dk insiilin muamelesi sonucunda ise kontrol ve bos vektor aktarilan gruplarin
Grb2 ekspresyonlarinda 15 dk insiilin muamele edilen gruplara gore degisiklik
gbzlemlenmezken, insiilin muamele edilmeyen gruplarina gore yaklasik %20 artis oldugu
belirlenmistir. Bu durumda 15 dk ve 30 dk insiilin inkiibasyonlarinda Grb2

ekspresyonunun sabit kaldig1 sdylenebilir.
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Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan hiicrelerde 30 dk insiilin muamelesi Grb2
ekspresyonunun, insiilin muamele edilmeyen gruba gore %72, 15 dk muamele edilen
gruba gore ise %34 oraninda artisina neden olmustur. Bu durumda IRS1 ekspresyon
artiginin insiilin indiiklii Grb2 ekspresyonunu zamana bagli olarak arttirdigi sdylenebilir.
WT-IRS1 grubu 30 dk insiilinle muamele edildiginde Grb2 ekspresyonu, pcDNA 3.1 ve

kontrol gruplarina gore %52 oraninda artig gostermistir.

Kontrol PC WT-IRS1
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Sekil 12. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklii Grb2

ekspresyonu

4.4. Ektopik IRS1 Ekspresyonu Yapan U-87 MG Hiicrelerinde Insiilinin
ERK1/2 Ekspresyonu ve Fosforilasyonu Uzerine Etkisi

Insiilin sinyal yolaginda, insiilin indiikli ERK1/2 aktivasyonunun optimum
stirelerinin 15. ve 30. dk’lar arasinda gergeklestigi onceki yayinlarda gosterilmistir (Guo
ve ark., 2005). Kontrol ve pcDNA3.1 gruplart 15 dk insiilin ile muamele edildiginde
ERK1/2 fosforilasyonlarinda, insiilin muamele edilmeyen kontrollerine gore yaklasik
%10 oraninda artis oldugu saptanmistir. Insiilin muamelesinin 30 dk oldugu gruplarda
ise, ERK1/2 fosforilasyonlarinda 15 dk’lik gruplara goére belirgin bir degisim

saptanmamigtir.
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Ektopik IRS1 ekspresyonu gosteren grupta ise 15 dk insiilin muamelesinin
ERK1/2 fosforilasyonunu %15, 30 dk’lik insiilin muamelesinin ise %?21 oraninda
arttirdi@i saptanmustir. 15 dk insiilin muamele edilen WT-IRS1 grubundaki ERK1/2
aktivasyonunun pcDNA 3.1 ve kontrol grubundaki esleniklerine gére %10, 30 dk’lik

insiilin muamele edilen grupta ise %15 oraninda arttig1 belirlenmistir.

Kontrol PC WI-IRS1
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Sekil 13. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiikli
ERK1/2 ekspresyonu ve aktivasyonu

4.5. Ektopik IRS1 Ekspresyonu Yapan U-87 MG Hiicrelerinde Insiilinin
AKT1 Ekspresyonu ve Fosforilasyonu Uzerine Etkisi

Literatiirde, insiilin indiikli AKT aktivasyonunun 15. dk’dan sonra maksimum
seviyeye ulastig1 bilinmektedir (Guo ve ark., 2005). Western blot analiz sonuglarina gore,
kontrol ve pcDNA3.1’lerin 15 dk insiilin muamele edilen gruplart karsilastirildiginda
pAKT seviyelerinde belirgin bir farklihik gozlemlenmezken, WT-IRS1’in 15 dk
muamelesinde yaklasik %50 artisin oldugu saptanmistir. 30 dk insiilin muamele edilen

gruplarda ise bu artis WT-IRS1 grubunda %100 olarak belirlenmistir. Hiicrelerin insiilin
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muamele edilmeyen gruplart kendi igerisinde karsilastirildiginda IRS1 ektopik
ekspresyonu gergeklestiren grubun AKT aktivasyonunun diger gruplara gore 2,5 kat

arttig1 saptanmustir.
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Sekil 14. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklit AKT1

ekspresyonu ve aktivasyonu

4.6. Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG Hiicrelerinde Sagkalim

Oranlarimin Belirlenmesi

IRS1 ekspresyon artis1 sonucunda insiilin indiiksiyonuna bagli olarak sinyal
yolaginda gerceklesen molekiiler degisiklikleri saptadikladiktan sonra bu degisimlerin
hiicre sagkalimi {izerindeki fonksiyonel etkisini belirlemek amaciyla MTT analizi

gerceklestirildi.

MTT analizi sonuglarina gore 24, 48 ve 72 saat inkiibasyonlarda kontrol ve
pcDNA3.1 gruplarinin sagkalimlar1 arasinda belirgin bir degisiklik goézlemlenmedi.

Ancak WT-IRS1 ekspresyonu gergeklestiren hiicrelerin sagkalimlarinda diger gruplara
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kiyasla 24 saat inkiibasyon sonucunda %18, 48 saat inkiibasyon sonucunda %36 ve 72

saat inkiibasyon sonucunda %47 oraninda artis oldugu gézlemlendi.

O Kontrol  SpecDNALT  SpcDNAL LRSI
350

g & §

% Hiicre Sagkahm
2

24 saat 48 sant

Sekil 15. Kontrol, bos vektor ve IRS1 transfekte edilmis U-87 MG hiicrelerinin 24, 48

ve 72 saat sonundaki sagkalim oranlari.
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5. TARTISMA VE SONUC

Insiilin, pankreasin Langerhans adaciklarindaki beta hiicrelerinden salman ve
viicuttaki karbonhidrat metabolizmasinin diizenlenmesinde glukagon ile birlikte rol alan
bir hormondur. Insiilin, glikozun hiicrelere kolaylastirilmis difiizyonunu hizlandirarak
kan glikoz diizeyini azaltmaya yonelik bir etki olusturmaktadir. Bir bagka ifadeyle insiilin
kan seker diizeyinin diizenlenmesinde primer rol oynamaktadir (Unal ve ark., 2012).
Ayrica insiilin, hiicre ¢cogalmasi, hiicre sagkalimi, farklilasma, go¢ ve metabolizma gibi
cok hiicreli organizmalarda gesitli hiicre fonksiyonlarmi diizenler (Meyts, 2000). Insiilin
sinyali, plazma membraninda lokalize olan IR’ye baglanarak baslatilir (Pirola ve ark.,
2004). Insiilin, IR’ye baglandiktan sonra IR, birtakim konformasyonel degisikliklere

ugrayarak sinyal iletiminin baglamasina neden olur (Boucher ve ark., 2014).

IRS1, insiilin ve insiilin benzeri biiylime faktorii sinyallesmesindeki ana adaptor
molekiildiir (Gorgisen ve ark., 2019). Insiilin sinyalinin IR’ye baglanmasiyla IR, oto-
fosforilasyonla tirozinlerinden fosforile olur. Bu durum IRS1’in sahip oldugu SH2
alaniyla IR’ye baglanmasini saglar. IR’ne baglanan IRS1 karboksi terminalinden
fosforilasyona ugrayarak PI3K, GRB2, SHP2 gibi efektor proteinlerin aktivasyonunu
saglar. IRS1 PI3K /AKT yolagmi kullanarak metabolik, GRB2/RAS /ERK yolagini

kullanarak mitojenik aktiviteleri saglamaktadir (Brummer ve ark., 2010).

Bugiine kadar yapilan ¢alismalar IRS proteinlerinin birgok kanser tiirtinde etkili
oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Caligmalar insanda yaygin ekspresyon gostermesi nedeniyle
IRS1 ve IRS2 proteinleri lizerine yogunlasmistir. Karaciger, pankreas, prostat kanseri gibi
hastaliklarda hem IRS1 hem de IRS2’nin arttig1 rapor edilmistir. Meme, yumurtalik,
medulloblastom gibi kanser tiirlerinde yalnizca IRS1 ekpresyonu degerlendirilmis ve

ekpresyon artis1 gosterilmistir (Mardilovich ve ark., 2009).

GBM, birincil beyin timoriiniin en sik goriilen ve malign seklidir (Xie ve ark.,
2015). Oldukgca kétii huylu olan bu tlimor, tiim primer merkezi sinir sistemi gliomalarinin

%50' sinden fazlasini temsil etmektedir (Kanu ve ark., 2009).

GBM, DSO tarafindan 4. evre astrositom olarak degerlendirilmektedir. Goriilme

insidans1 diisiik bir timdordiir. Cerrahi rezeksiyon, kemoterapi, radyoterapi gibi tedavi
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yontemleri olmasina karsin hastalarin ortalama sagkalim siiresi yaklasik 15 ay olan

oliimciil bir hastaliktir (Stupp ve ark., 2005).

Memeli beyninin temel enerji kaynagi glukozdur. Beyin, glukozdan elde edilen
enerjinin yaklasik %20°sini kullanmaktadir. (Mergenthaler ve ark., 2014). Dolayisiyla
beynin fizyolojik roliinii yerine getirmesi, glukoz metabolizmasimin siki bir sekilde
kontrolii ile saglanmaktadir. Glukoz metabolizmasinda meydana gelen bozukluklar GBM
gelisiminde ve ilerlemesinde olduk¢a 6nem tasimaktadir. Son yillarda yapilan ¢alismalar,
Tip 2 diyabet gibi metabolik bozukluklara sahip GBM hastalarinin daha kotli prognoza
sahip olduklarini ortaya koymustur (Chambless ve ark., 2012). Ayrica, GBM hastalarinda
tedavi amach kullanilan glukokortikoidlerin, bireylerde olusturdugu insiilin direncini
asmaya yonelik kullanilan insiilin ve insiilin analoglarinin mitojenik etkileri hala
endiselere neden olmaktadir (Wen ve ark., 2006). Insiilinin merkezi sinir sisteminde ve
norodejeneratif hastaliklarin gelisiminde 6nemli rol oynamasi, GBM tiimor dokularinda
insiilin ve insiilin biiyiime benzeri faktor reseptorlerinin ekspresyonunda artisin
gozlemlenmesi bu sinyal yolaginin GBM’deki 6nemini ortaya koymaktadir (Craft ve
Watson, 2004).

IR ve IGFR sinyal yolaklar1 goz oniine alindiginda IRS1 proteinin ortak bir kavsak
noktay1 ifade etmesi bizleri IRS1’in GBM gelisiminde etkin olabilecegini diisiinmeye
sevk etmistir. Bu diisiincemiz IRS1’in diger kanser tiirlerinin gelisimindeki molekiiler

etkileri ile kuvvetlenmistir.

Calismamiz kapsaminda, ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG
hiicrelerinde IRS1 tirozin fosforilasyon seviyesinin insiilinden bagimsiz olarak
kontrollere gore %62 oraninda arttigini saptadik. Bu durum, IRS1‘in GBM hiicrelerinde
ekspresyonu arttigit durumlarda diger RTK’ ler tarafindan tirozin fosforilasyonuna
ugrayabileceginin bir gostergesi olabilir. Buna en 6nemli 6rnek, EGFR’dir. EGFR, GBM
tedavisinde 6nem tasiyan ve GBM dokularinda ekspresyonununda ve gen kopya
sayisinda belirgin artisin oldugu en onemli reseptor kinazlardan bir tanesidir. Meme
kanseri hiicre hattinda yapilan ¢alismada IRS1’in EGFR ile etkilesime gegerek tirozin
fosforilasyonuna ugradigi, hiicre proliferasyonunu arttirdigi ve Gefitinib tedavisine
yanitta etkin rol oynadigi1 gosterilmistir (Knowlden ve ark., 2008). GBM hiicrelerinde
gozlemledigimiz bu durum GBM’deki EGFR aktivitesinin yiiksek olmasindan ve IRS1
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tirozin fosforilasyonunu insiilinden bagimsiz olarak indiiklenmesinden kaynakli olabilir.
Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklii IRS1 tirozin
fosforilasyon seviyesine baktigimizda, kontrollere gére zamana baglh olarak bir artisin
s6z konusu oldugu, kontrol ve bos vektor aktarilan gruplarda ise IRS1’in tirozin
fosforilasyonunun 30. dk’da azalisa gegtigi goriilmektedir. Bu durumda IRS1 ekspresyon
artisinin U-87 MG hiicrelerinde insiilin indiiklii IRS1 tirozin fosforilasyonunun stabil ve
uzun sireli olmasmi sagladigi sdylenebilir. Uzun siireli IRS1 aktivasyonu, insiilin
sinyalinin fonksiyonel etkilerinin ¢cogalmasinin yani sira hedef proteinlerin de aktivasyon
slirelerinde artiglara da neden olabilmektedir. Boylece GBM hiicreleri {izerinde mitojenik

etki gdstererek hiicrelerin sagkalim oranlarin arttirabilir.

Artig gosteren IRS1 tirozin fosforilasyonunun insiilin sinyalinde IRS1’in hedef
proteinlerininin aktivasyonlarint ve ekspresyonlari etkilemesi beklenmektedir. Bu
nedenle ¢alismamiz kapsaminda ilk olarak Grb2 ekspresyon seviyesi belirlenmistir. Elde
ettigimiz sonuglara gore ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde insiilin
indiiklii Grb2 ekspresyonunda zamana bagl artis séz konusudur. Insiilin sinyal akisinda
Grb2, IRS1’in karboksi terminalinde bulunan YVNI motiflerindeki fosforile tirozin
aminoasitine baglanarak RAS proteininin aktivasyonunu saglamaktadir. Aktive olan
RAS ise, RAF-MEK-ERK yolaginin ve PI3K iizerinden AKT yolaginin aktivasyonunu
gerceklestirir  (Castellano ve Downward, 2011). Bu nedenle, IRS1 tirozin
fosforilasyonuna bagli artan Grb2 ekspresyonunun etkisini gozlemlemek icin
calismamizda ERK1/2 ve AKT proteinlerinin fosforilasyon diizeylerini belirledik.
ERK1/2 proteinlerinin fosforilasyon diizeyleri, gruplarin kendi insiilinle muamele
edilmeyen esdegerleriyle karsilastirildiginda artis gostermektedir. Elde edilen bu veriler
literatiirle uyumlu olup, insiilin bagimli ERK1/2 aktivasyonunun ger¢eklestirildigini
gostermektedir. Ancak, gruplar kendi aralarinda karsilastirildiginda GBM hiicrelerinde,
ektopik IRS1 ekspresyon artisinin insiilin indiiklii ERK 1/2 aktivasyonu iizerinde herhangi
bir etkisi gdzlemlenmemistir. Gong ve arkadaslar tarafindan 2016 yilinda primer GBM
doku Kkiiltiirii ¢aligmasinda fizyolojik seviyedeki insiilin uyariminin ERK1/2
aktivasyonundan ziyade AKT aktivasyonunu tercih ederek GBM hiicrelerinin
bliylimelerini indiikleyebilecegi ileri siirilmiis, bazi tiimor dokularinda ERK1/2
aktivasyonu goézlemlenmezken AKT aktivasyonununda artis oldugu saptanmistir (Gong

ve ark., 2016).
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Calismamizda, U-87 MG hiicrelerinde ektopik IRS1 ekspresyon artiginin instilin
indiikli ERK 1/2 aktivasyonu tizerinde herhangi bir etkisini gormememiz nedeniyle IRS1°
in bir diger énemli hedef proteini olan AKT aktivasyon seviyesini belirledik. Elde
ettigimiz sonuglara gore ektopik IRS1 ekspresyon artisinin, insiilinden bagimsiz olarak
AKT1 fosforilasyonunu 3 kat arttirdigini saptadik. Ayrica, hiicreler insiilinle muamele
edildiginde bu artisin zamana bagli olarak kendi esdegerlerine gére 15 dk sonunda 1,5
kat 30 dk’da ise yaklasik 2 kat arttigini1 belirledik. Dolayisiyla bu veriler, GBM
hiicrelerinde ektopik IRS1 artisinin insiilinden bagimsiz IRS1 aktivasyonunu
gerceklestirdigini ve insiilin indiikli AKT1 aktivasyonunu arttirdigini géstermektedir. Bu
noktada GBM hiicrelerinde saptadigimiz Grb2 ekspresyonundaki artisin da PI3K
araciligiyla AKT1 yolagini indiiksiyonuna katkida bulunabilecegini sdyleyebiliriz. Elde
ettigimiz tim bu veriler, Gong ve arkadaglar1 tarafindan GBM hiicrelerinde insiilin
indiiksiyonunun AKT1 yolagin tercih etmesini gosteren ¢alismayla uyumlu olmasinin
yani sira, GBM hiicrelerinde insiilinden bagimsiz IRSI tirozin fosforilasyonunun da
tercihli olarak AKT1 yolagini aktive ettigini gostermektedir. Bu verimizle uyumlu olarak
hepatoseliiler karsinom gelisiminde IRS1’ in roliinii agiklamaya yonelik gerceklestirilen
calismada farelerde IRS1 susturulmasmin AKT aktivasyonu azalatarak dietilnitrozamin

indiiklii tiimor gelisimini durdurdugu gosterilmistir (Sakurai ve ark., 2017).

Ektopik IRS1 ekspresyonu yapan U-87 MG hiicrelerinde IRS1 ekspresyon
artigina bagli AKT1 aktivasyonunun hiicrelerin sagkalimi tizerindeki fonksiyonel etkisini
belirledigimiz MTT analizi sonuglarimiz elde ettigimiz molekiiler verileri dogrular
nitelikte, ektopik IRS1 ekspresyon artisinin GBM hiicrelerinde zamana bagli olarak
sagkalimlarim arttirdigin1 gostermektedir. Literatiirde IRS1 ekspresyon artisinin, kiigiik
hiicreli olmayan akciger tiimori diginda bir¢ok tiimoriin gelisiminde etkin rol oynadigi
gosterilmektedir. IRS1in GBM gelisimindeki rolii bugiline kadar aydinlatilmamis
olmasina ragmen, ¢ocuklarda yaygin olarak goriilen merkezi sinir sistemi tiimdorlerinden
olan medullablastom timér 6rneklerinde IRS1 ekspresyon artigi gosterilmistir (Valle ve
ark., 2002). Baska bir ¢alismada ise meme tiimorlerinde IRS1 ekspresyon artisi primer

olarak hiicre proliferasyonunda sorumlu tutulmustur (Dearth ve ark., 2006).

Sonug olarak, calismamiz kapsaminda IRS1 proteinin in vitro ortamda GBM

gelisimindeki molekiiler ve fonksiyonel etkileri ortaya konmustur. Elde ettigimiz veriler,
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IRS1 ekspresyon artiginin U-87 MG hiicrelerinde insiilinden bagimsiz AKT1 aktivasyonu
aracilifiyla hiicre sagkalimini arttirdigimi gostermektedir. Ayrica ektopik IRS1
ekpresyonunun GBM hiicrelerinde insiilin cevabimi arttirarak AKT1 fosforilasyonunda

artisa neden oldugu da gosterilmistir.
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